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RESUMO
As plantas aromaticas, Ocimum spp (Lamiaceae) e a Curcuma longa (Zingiberaceae),
tém grande potencial econémico, ecoldgico e biotecnoldgico de utilidade na medicina,
Indastria farmacéutica e Industria alimenticia, pela producdo de 6leos essenciais e
extratos com propriedades biologicas que podem prevenir doencas cronicas nao
transmissiveis, doencas negligenciadas como dengue, Zika e Chikungunya e doenca
de Alzheimer. O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas quimicas e as
atividades biologicas de Oleos essenciais e extratos alcodlicos das espécies de
Ocimum spp. (manjericdo) e variedades de Curcuma longa (acafrdo da terra), bem
como as potenciais aplicagdes biotecnologicas. O material vegetal foi produzido pela
Embrapa Agroindustria Tropical, sendo extraidos os 6leos essenciais e preparado 0s
extratos das espécies de Ocimum spp. e Curcuma longa para analise de composicéo
quimica, atividade antioxidante, inibicAo da enzima acetilcolinesterase, toxicidade
frente Artemia salina e larvicida contra Aedes aegypti. A composicdo dos o6leos
essenciais de Ocimum spp. teve grande variabilidade de quimiotipos quando
comparada a outras localidades, apresentou um elevado teor de eugenol em O.
tenuiflorum, O. gratissimum, O. campechianum e O. basilicum variedades greco e
bola, e forte potencial antioxidante quando analisados pelos métodos de DPPH, ABTS
e sistema beta - caroteno/acido linoleico comparado ao eugenol puro. O metil-chavicol
foi o principal constituinte de O. selloi; linalol e metil-chavicol para O. basilicum var.
Maria bonita. Os 6leos essenciais de Curcuma longa variedade vermelha teve maior
teor em alfa-turmerona e a variedade branca rica em 1,8-cineol, e o extrato etanélico
de curcuma vermelha teve alto teor de carotendides totais com melhor potencial
antioxidante. Todas as plantas apresentaram toxicidade frente a Artemia salina,
porém, as espécies ricas em eugenol apresentaram moderada inibi¢cdo para a enzima
acetilcolinesterase e forte atividade larvicida. Dessa forma, os 6leos essenciais
estudados apresentaram os quimiotipos de eugenol, E-cariofileno, metil-chavicol, 1,8-
cineol e alfa-turmerona, agregando um valor diferencial a Industria alimenticia pelo
poder antioxidante, larvicida e inibicdo de acetilcolinesterase, podendo ser
incorporadas a novos alimentos funcionais ou biofiimes de alimentos para a

preservacao ou contribuindo no controle de doencgas cronicas e negligenciadas.

Palavra-chaves: Ocimum spp. Curcuma longa. Quimica. Antioxidante. Aedes

aegypti.



ABSTRACT

The aromatic plants, Ocimum spp (Lamiaceae) and Curcuma longa (Zingiberaceae),
have great economic, ecological and biotechnological potential of utility in medicine,
Pharmaceutical industry and Food industry, for the production of essential oils and
extracts with biological properties that can prevent chronic non-communicable
diseases, neglected diseases like dengue, Zika and Chikungunya and Alzheimer's
disease. The purpose of this study is to evaluate the chemical characteristics and the
biological activities of the essential oils and alcoholic extracts of species of species of
Ocimum spp. (basil) and varieties of Curcuma longa (saffron) as future
biotechnological applications. The plants were supplied by Tropical Agroindustry
Embrapa (CE), being extracted essential oils and prepared extracts of the species
Ocimum spp. and Curcuma longa for analysis of chemical composition, antioxidant
activity, inhibition of acetylcholinesterase, toxicity against Artemia salina and larvicide
against Aedes aegypti. The composition of essential oils from Ocimum has shown
great variability of chemotypes when compared to other localities, presenting a high
content of eugenol in O. tenuiflorum, O. gratissimum, O. campechianum and O.
basilicum (greek and ball varieties), and the samples showed a strong antioxidant
potential in the methods analyzed, DPPH, ABTS and beta-carotene/linoleic acid
methods, when compared to pure eugenol. Methyl chavicol was the major constituent
of O. selloi; linalool and methyl-chavicol for O. basilicum var. “Maria Bonita”. The
essential oils from the red variety of Curcuma longa had a higher content of alpha-
turmerone, the white variety had 1,8-cineol as main constituent, and the ethanolic
extract of red curcuma had a high content of total carotenoid, which conferred a better
antioxidant potential to the extracts. All plants showed toxicity to Artemia salina, but
eugenol-rich samples presented moderate inhibition for the acetylcholinesterase
enzyme and strong larvicidal activity. Thus, the essential oils analyzed presented the
chemotypes of eugenol, E-caryophyllene, methyl-chavicol, 1,8-cineol and alpha-
turmerone, with a strong antioxidant and larvicidal potential in the species with eugenol
content, adding value to the food industry, being able to be incorporated into new
functional food or food biofilms for preservation or contributing to the control of chronic

and neglected diseases.

Keywords: Ocimum spp. Curcuma longa. Chemical. Antioxidant. Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

As ervas e as especiarias tém sido usadas desde os tempos mais remotos
nao sO devido suas propriedades aromaticas como para conservacao de alimentos.
Notavelmente, € indispensavel em pratos culindrios por conferir sabor marcante,
desempenhando papel fundamental por possuir varias propriedades medicinais e
interessantes a saude humana.

O termo botanico especiaria designa uma seérie de produtos de origem
vegetal, casca, botdes, flores, frutos, folhas, rizomas, raizes, sementes ou estigmas,
que apresenta caracteristica comum de conferir sabores e odores agradaveis aos
alimentos. O uso no passado servia para ressaltar o sabor, mascarar o estado de
decomposicdo dos alimentos, e como medicamentos. O termo "erva" é usado como
um subconjunto de especiarias e refere-se a plantas com folhas arométicas. E, podem
ser muitas vezes usadas secas ou em um estado mais completo, como exemplo, na
forma de extratos e como Oleos essenciais extraidos por destilacdo (FAO, 2005;
DUARTE, 2014).

As especiarias fornecem macro e micronutrientes em uma dieta habitual, e
mais especialmente, também apresentam os metabdlitos secundarios, denominados
compostos bioativos de alimentos, que inspirou no Japéo, em 1980, o termo alimentos
funcionais (CARVALHO et al., 2006), por exercer influéncia na reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, canceres, distirbios metabdlicos, doencas
neurodegenerativas e enfermidades inflamatérias (CARRATU; SANZINI, 2005;
DUARTE, 2014).

O género Ocimum pertencente a familia Lamiaceae € caracterizado por
uma grande variabilidade na morfologia e quimiotipos de regibes tropicais e
subtropicais da Asia, Africa, Américas Central e Sul, gerando um grande nimero de
subespécies, variedades e formas pela sua facilidade de polinizacdo cruzada, dentre
estes: Ocimum gratissimum (alfavaca), Ocimum basilicum L., Ocimum tenuiflorum,
Ocimum selloi Benth (elixir paregorico), espécies que produzem 6leos essenciais ricos
em metil-chavicol, metil-cinamato, eugenol, citral, linalol, timol, canfora, pineno e
taninos com grande valor econémico no desenvolvimento de farmacos, alimentos,
perfumes e cosméticos (PEREIRA; MOREIRA, 2011; VELOSO, 2012; BORGES et al.,
2012), despertando atencéo de pesquisadores por suas propriedades antioxidantes.
Vale ressaltar ainda, os extratos de folhas de Ocimum ricos em compostos fendlicos
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e flavondides, como o acido cindmico, acido cafeico, o acido sinapico, e acido ferulico
(LUZ et al., 2009), e terpenos como o acido ursolico, que sdo potentes antioxidantes,
por sequestrarem radical livre e serem gquelantes de metais (SILVA et al., 2008).

A Curcuma longa L. (Zingiberaceae), nativa do sul e sudeste da Asia, é
uma planta tropical conhecido como curcuma, acafroeira, agafrédo-da-terra, acafrdo da
india, batatinha amarela, gengibre dourado ou mangarataia. A parte mais utilizada da
planta é o rizoma seco de cor vermelha a laranja, inclusive sendo parte integrante do
curry (FREIRE-GONZALEZ; VISTEL-VIGO, 2015). Duas variedades de Curcuma
longa L. sdo conhecidas, vermelha e branca, mas pouco estudo quimico tem sido
registrado para a variedade branca (MATOS, 2015). Esse rizoma oferece 6leos
essenciais ricos em a-felandreno, p-cinemo, terpinoleno, 1,8-cineol, curcumeno a-
zingibereno, tumerol, sabineno, borneol e sesquiterpenos (CHATTOPADHYAY et al.,
2004) e pigmentos como curcumina, desmetoxicurcumina e bisdesmetoxicurcumina
em seus extratos (SINGH et al., 2011; SUETH-SANTIAGO et al., 2015), conferindo-
Ihes propriedades anti-inflamatdrias (RAMADAN et al., 2011; NONOSE et al., 2014),
imunoestimulante (SRIVASTAVA et al., 2011), antioxidante (RAMADAN et al., 2011),
anticarcinogénico (LIU et al., 2013) e antimicrobiana (GAIKWARD et al., 2014).

As plantas arométicas constituem potencial biotecnolégico com
perspectivas para a Industria de Alimentos ndo somente por conferir sabor, odor ou
como um intensificador de cor, mas agregando valor funcional que contribua
igualmente na preservacao de alimentos e no controle de doencas cronicas e doencas
negligenciadas. O Ocimum é um género bem estudado, no entanto, a espécie O.
basilicum é bem relatado, mas poucos sédo os estudos que determinam a variedade
analisada, e inclusive quanto ao teor de &cido ursolico, mostrando a relevancia desse
estudo. Curcuma longa apresenta significativos relatos com poucos estudos para sua
variedade branca. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas
quimicas e as atividades biologicas dos Oleos essenciais e extratos alcodlicos das
espécies de Ocimum spp. (manjericdo) e variedades de Curcuma longa (acafréo),

bem como as potenciais aplicagdes biotecnolégicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as caracteristicas quimicas e as atividades biolégicas dos 0leos

essenciais e extratos alcoolicos das espécies de Ocimum spp. (manjericdo) e

variedades de Curcuma longa (acafrdo), bem como as potenciais aplicagdes

biotecnoldgicas.

2.2 Especificos

Extrair 6leos essenciais e obter extratos alcoodlicos das espécies de Ocimum
spp. e Curcuma longa.

Determinar as caracteristicas quimicas dos 6leos essenciais de manjericdo
(Ocimum spp.) e de acafrao (Curcuma longa variedades vermelha e branca)
por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas.

Quantificar o teor de &cido ursolico nas folhas de manjericdo por cromatografia
Liguida de alta eficiéncia (CLAE).

Analisar perfil fitoquimico, teor de fendis totais, flavonoides e carotendides
totais em extratos etandlicos de rizoma de Curcuma longa variedades vermelha
e branca.

Avaliar o potencial antioxidante in vitro de 6leos essenciais de manjericdo e
acafrdo, e dos extratos etandlicos do rizoma de acafrdo pelos métodos de
DPPH, ABTS e sistema beta-caroteno/acido linoléico.

Determinar a capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase e a toxicidade
frente ao microcrustaceo Artemia salina dos 6leos essenciais de Ocimum spp.
e C. longa, e extratos etandlico de rizomas de C. longa.

Analisar a atividade larvicida contra o Aedes aegypti de 6leos essenciais de

Ocimum spp. e C. longa, e extratos etandlico de rizomas de C. longa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Ervas e especiarias: perspectiva histérica, mercado global e aspectos gerais

A historia dos condimentos naturais esta ligada a historia da propria
humanidade seja quanto a producéo de alimentos ou a cura de doencgas. A busca por
rotas marinhas entre india e China surgiram nos primérdios como elo de troca de
especiarias e foi importante para a busca de pimenta-do-reino, cravo-da-india, noz-
moscada, canela, orégano, circuma e gengibre, espécies vegetais dentre outras que
estabeleceram o comércio de especiarias e guerras no continente asiatico (LE
COUTER; BURRESON, 2006). Economicamente, muitos paises se desenvolveram
com o comeércio de especiarias, aplicando —as na conservacgao de alimentos e 0 uso
na medicina tradicional (PARTHASARATHY; CHEMPAKAM; ZACHARIAH, 2008,
DUARTE, 2014), como remédios consagrados (ALVES FILHO; DI GIOVANNI, 2000).

No mundo, destaca-se os EUA, Unido Européia, Japao, Singapura, Arabia
Saudita e Malasia como principal mercado. China, india, Madagascar, Indonésia,
Vietnd, Brasil, Espanha, Guatemala e Sri Lanka sdo os fornecedores principais. No
Brasil, o IEA/APTA (2013) aponta que a exportacdo de especiarias de janeiro a
setembro foi de 192 milhdes de délares em 2012 para 232 milhdes de dolares em
2013, sendo que o mercado global de especiarias gira em torno de $3.67 bilhdes
(DUARTE, 2014).

Nessa oOtica, as especiarias se configuram num patamar de plantas
condimentares apreciados por suas propriedades medicinais, palataveis e aromaticas,
que na botanica, ndo ha uma diferenciagdo precisa, mas, na gastronomia, distinguem-
se especiarias de ervas. Chama-se ervas quando utilizamos as folhas, os caules ou
as flores. Entretanto, as especiarias sdo as sementes, as raizes, os frutos, bagas ou
as cascas. As ervas sado plantas de regides temperadas, enquanto as especiarias, em
sua maioria, sdo provenientes dos tropicos. Adiciona-se ainda que as ervas
geralmente séo verdes e de sabor sutil; a coloragao das especiarias varia do preto a
tons de marrom e vermelho, com sabor marcante e pungente. O sabor das especiarias
€ proveniente da presenca dos 0leos essenciais (NORMAN, 2012).

O sabor das especiarias pode ser proveniente também na presenca de
compostos bioativos que podem ser agrupados em duas categorias: metabdlitos
primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios (carboidratos, lipideos e proteinas)

sao substancias amplamente distribuidas na natureza e necessarias para a fisiologia
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da célula vegetal, além de originarem os metabdlitos secundéarios. Os metabdlitos
secundéarios sdo substancias que garantem a sobrevivéncia da planta no seu
ecossistema, sendo responsavel pela atracdo dos polinizadores, adaptacdo quimica
das plantas a pressdo ambiental, e, acdo contra microrganismos, insetos e predadores
superiores. O metabolismo secundario é responsavel pela producdo de compostos
ativos, como os alcaldides, terpenos, saponinas, polifendis e taninos que apresentam
propriedades terapéuticas (CHAGAS, 2004), estando presentes em 6leos essenciais
extraidos por arraste a vapor e extratos vegetais.

Nos ultimos anos, o0s 6leos essenciais e extratos de plantas medicinais tém
atraido um grande interesse, devido ao seu potencial antioxidante e outras atividades
bioldgicas (HUSSAIN et al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo partes do metabolismo secundario que
apresentam uma complexidade contendo centenas de compostos organicos, dentre
estes: mono e sesquiterpenos e fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suas
caracteristicas organolépticas. Seus constituintes quimicos podem pertencer as mais
diversas classes de compostos, porém os terpenos sao as classes mais encontradas.
Os fenilpropandides, metabdlitos derivados da rota do acido chiquimico, também séo
frequentemente encontrados como constituinte dos 6leos essenciais (CASTRO et al.,
2010; VELOSO et al., 2014).

No ambito mundial, o Brasil € o quarto maior exportador, depois dos EUA,
Franca e Reino Unido. Os valores exportados pelo setor nacional de 6leos essenciais
decorreram da comercializacdo de Oleos essenciais citricos, em especial do 6leo
essencial de laranja. HA uma discrepancia consideravel no valor unitario/tonelada
pago aos exportadores brasileiros, cerca de 10 vezes menor (SANTOS, 2007).

Dos métodos mais utilizados para obtencdo dos Oleos essenciais, a
destilacao por arraste a vapor € um processo tradicional para a obtencao a partir das
folhas e caules de plantas aromaticas, e usada pela industria por ser barata quando
comparada a extracdo com fluido supercritico (CASSEL; VARGAS, 2006). Steffens
(2010) explica que a destilacdo por arraste a vapor consiste na vaporizagao a
temperaturas inferiores, ocorrendo a ebulicdo de cada um dos componentes volateis
por efeito de uma corrente direta de vapor de agua, os vapores gerados na caldeira
permeiam pelo material vegetal contido no extrator e sdo resfriados no condensador,
onde ocorre a liquefagcédo e finalmente a separacdo em um decantador, conhecido

como vaso florentino.
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Os extratos vegetais de plantas sdo misturas da planta com solventes
diversos (dgua, etanol, metanol, acetato de etila, cloroférmio), podendo ser obtidos
por varios métodos para obtencéo do extrato liquido como a maceracao e percolacao
(técnicas em que o solvente fica em contato estatico ou dinamico com a planta) e a
turbodlise (emprego de um equipamento tipo um liquidificador industrial, que pulveriza
as partes vegetais e lava os conteudos celulares). Quando o extrato liquido ndo € o
objetivo final, este é filtrado e evaporado para eliminacdo do solvente, fornecendo o
extrato seco (MARQUES, 2005).

Atualmente, os extratos sdo usados como antioxidantes pela Industria
Alimenticia. Evidéncias cientificas permitem afirmar que propriedades antioxidantes
de vegetais e outros beneficios se devem as substancias bioativas que incluem os
organossulfurados, fendlicos (tocoferdis, flavondides e acidos fendlicos), terpenos, 0s
carotenoides e o &cido ascorbico (DEL RE; JORGE, 2012).

3.2 Manjericédo (Ocimum spp.)

3.2.1 Espécies e Variedades — Aspectos Botanicos

O género Ocimum (Lamiaceae), popularmente conhecido de manjericéo,
tem cerca de 150 espécies. Geralmente, sdo plantas herbacea ou arbustiva, anual ou
perene, aromaticas, de porte pequeno com mais de 40 cm de altura. Espécies como
Ocimum canum Sims, Ocimum gratissimum L., Ocimum suave Willd., Ocimum
basilicum L., Ocimum minimum L. e Ocimum kliman ex-daschaicrum Baker Girke sdo
encontradas em regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, América Central e
Ameérica do Sul. A Africa é o principal centro de diversidade (KWEE; NIEMEYER,
2011; HASSANE, 2011). O O. basilicum foi trazido para o Brasil pelos imigrantes
europeus no século XIX e cultivado principalmente na regido sul e sudeste do pais
(JANUZZI, 2013).

Dentre as espécies do género Ocimum, o O. basilicum L, é a mais cultivada
comercialmente pela utilizagdo de suas folhas verdes como ervas aromaticas, usadas
frescas ou secas como condimento, ou na obtencdo de Oleo essencial, importante na
IndUstria de perfumaria e na aromatizagéo de alimentos e bebidas (MAROTTI et al.,
1996; SANTOS, 2007).
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As diferentes espécies ou variedades de manjericdio podem ser
classificadas em funcdo do aroma: doce, limao, cinamato ou canela, canfora, anis e
cravo (BLANK et al., 2004). Quanto as caracteristicas morfolégicas da planta, a
nomenclatura do manjericio pode ser dependendo do porte, formato da copa,
tamanho e coloracdo da folhagem. As espécies de maior importancia na producao de
Oleos essenciais sdo O. gratissimum (alfavaca), O. basilicum (manjericdo branco), O.
tenuiflorum (manjericdo santo), O. selloi Benth (elixir paregorico) (PEREIRA;
MOREIRA, 2011).

3.2.1.1 Ocimum x citriodorum

Uma cultivar de manjericdo que € caracterizado por aroma citrico, é 'Thai
Manjericao limao’, que tem um sabor semelhante ao balsamo (MAKRI; KINTZIOS,
2008). A planta apresenta altura de 31 cm, floracdo de 53 a 58 dias; folha larga e de
forma redonda (MORALES; SIMON, 1997). Ocimum africanum, também referido
como O. x citriodorum (Figura 1) seria produto de um cruzamento de O. americanum

e O. basilicum, segundo relatado por Paton e Putievsky (1996).

Figura 1 — Ocimum X citriodorum
T RIS e AT o

Fonte: http://www.herbgarden.co.za/mountainherb/herbinfo.php?id=125
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3.2.1.2 Ocimum gratissimum

O. gratissimum (Figura 2) conhecido por alfavaca cravo, € originaria da Asia
e subespontanea em todo o Brasil. O nome alfavaca é dado a varias plantas do
mesmo género pela diversidade de quimiotipos, se caracterizando pelas semelhancas
umas com as outras, aroma forte e agradavel que lembra o cravo-da-india (Eugenia
caryophyllus Spreng). As folhas s&o ovaladas-lenceoladas, de bordos duplamente
dentados, membranaceas, de 4 a 8 cm de comprimento. As flores sdo pequenas, de
coloracdo roxo-palidas, dispostas em ramos paniculados eretos e geralmente em
grupos de trés (MATOS, 2000).

Figura 2 — Ocimum gratissimum L.

Fonte: Préprio autor

3.2.1.3 Ocimum campechianum

O. campechianum (Figura 3) é originario da América Central, Sul e indias
Ocidentais, conhecido também como Ocimum micranthum Willd (LINO et al., 2005).
No Brasil, aos 60 dias apresenta altura de 34,86 cm, folhas finas e flores brancas a
azulada (PEREIRA; MOREIRA, 2011).
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Figura 3 — Ocimum campechianum

Fonte: Préprio autor

3.2.1.4 Ocimum selloi Benth

O. selloi Benth (Figura 4), erva nativa da América do Sul, € conhecido como
‘alfavaca-de-anis’, anis, ‘alfavaquinha’ e 'elixir paregorigo' (VIEIRA; SIMON, 2000). No
Brasil, essa planta apresenta altura de 40 a 80 cm, folhas simples, opostas e

mebranaceas com comprimento variando de 4 a 7 cm, e flores curtas e na cor branca

(PEREIRA; MOREIRA, 2011).

Figura 4 — Ocimum selloi Benth

Fonte: Préprio autor
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3.2.1.5 Ocimum tenuiflorum

O O. tenuiflorum (Figura 5), originario da india, € um manjericio cujo nome
comum: alfavaca da india, manjericdo santo, caracterizado por um arbusto anual
pequeno. As folhas sdo pequenas, apresentando cheiro forte e agradavel. As flores
tém coloragdo purpurea e sementes muito pequenas (LORENZI; MATOS, 2002;
PEREIRA; MOREIRA, 2011).

Figura 5 — Ocimum tenuiflorum

Fonte: Préprio autor

3.2.1.6 Ocimum basilicum L.

Carovic-Stanko et al. (2011) construiram um dendrograma com base nas
caracteristicas morfolégicas das variedades de Ocimum basilicum. Os seis grupos
foram: I- manjericbes de folhas pequenas; II-manjericdes tipo “Folha de Alface”; Ill-
manjericdes verdadeiros; IV- manjericbes roxos (A); V-manjericdes roxos (B) e VI-
manjericdes roxos (C). No grupo |, estariam os manjericdes andes e os tipos “Folha
Fina”. No grupo Il, “Folha de Alface”, Mamute e assemelhados. No grupo |lli
basicamente, o “Genovese” e “Sweet Basil”. No grupo IV, os roxos do tipo O. basilicum
var. purpurascense e quatro outros assemelhados. No grupo V, também roxos,
destacando-se: Dark opal e Rubin. No grupo VI, roxos dos tipos: Purple rufles e Moulin
Rouge.
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O O. basilicum variedade italiano (Figura 6) € uma planta vigorosa, folhosa
e caule bem ramificado, caracterizado por uma altura que varia de 40 a 50 cm, folhas
grandes, de cor verde clara e flores agrupadas em racimos que floram tardiamente. O
uso mais conhecido desse manjericdo € na culinaria, para temperar varios tipos de
alimentos (LORENZI; MATOS, 2002).

Figura 6 — Ocimum basilicum variedade italiano

Fonte: http://www.matosdecomer.com.br/2016/01/manjericao-zaatar-e-alfavacao.html

O. basilicum variedade branco é um subarbusto aroméatico, anual, ereto,
muito ramificado, de 30 a 60 cm de altura, muito cultivado em quase todo o Brasil
(Figura 7). Finamente estriado, ramoso, verde claro a avermelhado na base, folhas
simples, membranaceas, com margens onduladas, e nervuras salientes, ovaladas e
verdes claras, com cheiro forte e ardente (PEREIRA; MOREIRA, 2011).
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Figura 7 — Ocimum basilicum variedade branco

Fonte: Préprio autor

O O. basilicum cultivar "Maria Bonita" (Figura 8) é o primeiro cultivar de
manjericao registrado no Registro Nacional de Cultivares (RNC) pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento no Brasil, e foi obtida a partir do programa de
melhoramento genético da Universidade Federal de Sergipe. Apresenta altura de 45,7
cm, folhas de 6,5 cm de comprimento, flores azuladas a lilas e floracdo em 80 dias
(BLANK et al., 2007; PEREIRA; MOREIRA, 2011).

Figura 8 — Ocimum basilicum L. cultivar Maria Bonita

Fonte: Préprio autor
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O O. basilicum L. € uma planta com mais de 30 cm de altura, lenhosa ou
sublenhosa, de aparéncia tenra; folhas ovaladas geralmente com mais de 1,4 cm de
comprimento, iguais a todas as variedades. As inflorescéncias sdo do tipo espiga e
compostas por flores brancas, lilas ou avermelhadas (como mostrado nas figuras 9,
10, 11, 12 e 13 para as variedades bola, lima, licorice, canela e O. basilicum x
thyrsiflorum, respectivamente) (SANTOS; SANTOS, 2014).

Figura 9 — Ocimum basilicum variedade bola

Fonte: Préprio autor

Figura 10 — Ocimum basilicum variedade lima

Fonte: http://plantamundo.com/produto_completo.asp?IDProduto=564



Figura 11 — Ocimum basilicum variedade licorice

Fonte: Préprio autor

Figura 12 — Ocimum basilicum variedade canela

Fonte: http://www.theseedsmaster.com/index.php?route=product/product&product_id=5

32
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Figura 13 — Ocimum basilicum x thyrsiflorum

Fonte: http://www.burpee.com/herbs/basil/basil-siam-queen-prod000461.html

O. minimum é denominado também O. basilicum var greco, é a planta de O.
basilicum que néo cresce além dos 30 cm de altura, sendo lenhosa e compacta com
folnas muito pequenas, habitualmente menos de 1 mm (Figura 14) (SANTOS;
SANTOS, 2014).

Figura 14 — Ocimum basilicum variedade greco palla

Fonte: http://www.tocadoverde.com.br/manjericao-grecco-a-palla.html
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3.2.2 Constituintes quimicos de Ocimum spp.

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais varia pela existéncia dos
seguintes compostos: hidrocarbonetos terpénicos, terpendides, alcoois terpénicos
simples, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, peroxidos, furanos, acidos orgéanicos e
cumarinas (VENANCIO, 2006).

Os terpenos podem diferir tanto em estrutura quanto em forma, sendo
formados pela condensacao de unidades de isopreno (C5) (Figura 15) pela via do
acetato-mevalonato e compartilhando a sua origem com os acidos graxos. A diferenca
deste Gltimo ocorre pela presenca de ramificacdes e estrutura ciclica (SIMOES et al.,
1994).

Os terpenos séao classificados pelo nimero de unidades presentes no seu
esqueleto de carbono, sendo estes: monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e
diterpenos (C20) (BAKKALI et al., 2008). Adicionalmente, quando apresenta o
oxigénio, denomina-se de terpendides (TOSCAN, 2010).

Figura 15 — Representacao da estrutura quimica do isopreno
CHj

/K/CH
H,c? NF 2

Fonte: Préprio autor

Os terpenos séo metabolitos resultantes da condensacao do pirofosfato de
isopentenila (PIP) e do pirofosfato de dimetilalila (PPDMA), que atuam como
precursores na biossintese de moléculas em diversos processos, nomeadamente na
manuten¢do da membrana celular. O PIP e PPDMA utilizados para a formagéo de
terpenos séo constituintes da via do mevalonato (CHAPPELL, 2002; EISENREICH,
2004). A Figura 16 mostra o esquema biossintética da classe dos terpenos.
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Figura 16 — Via biossintética dos principais precursores da classe dos terpenos
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Fonte: Préprio autor

Vale destacar que os diterpenos sdo encontrados apenas em 0leos
extraidos com solventes organicos (STEINEGGER; HANSEL, 1992).

Os fenilpropanodides séo substancias formadas a partir do acido chiquimico,
que forma as unidades basicas dos acidos cindmico e p-cumarico. Esses ultimos, por
meio de reducdes enzimaticas produzem propenilbenzenos e/ou alilbenzenos e, por
meio de oxidacbes com degradacdo das cadeias laterais, formam aldeidos
aromaticos. Ciclizacdes enziméticas intramoleculares produzem cumarinas (SIMOES;
SPITZER, 2000).

Nessa visdo, a composicdo dos 6leos essenciais extraidos de folhas e de
apices do manjericdo pode apresentar variagdes de acordo com a constituicdo
genética da planta e a localizacdo geografica. Outro aspecto que envolve algumas
espécies do género Ocimum esta relacionado a variacdo da cor nas variedades
predominantemente puarpura, geralmente diferenciando no teor de timol ou eugenol
(Figura 17). Entretanto, essa caracteristica desperta interesse dos pesquisadores
devido ao potencial bioldgico (SANTOS, 2007; MARTINS, 2010).
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Figura 17 - Representacéo das estruturas dos principais constituintes presentes no

manjericao.
CHg |CH2
OH
HsC CH,4 OH
OCHj
Timol Eugenol

Fonte: Préprio autor

A variedade de espécies do género Ocimum e sua composi¢cao quimica
tem sido relatada em diversos trabalhos, sendo este apresentado no Quadro 1
mediante levantamento de 2000 a 2017.

Em estudo sobre a composicdo quimica do 6leo essencial de 24 espécies
frescas e secas de O. basilicum, Chalchat, Garry e Sidibe (1999) identificaram 53
componentes. Todas as espécies de plantas tiveram presenca de linalol com quatro
subtipos: Linalol (60-70%) e eugenol (5-15%); linalol (<60%) e eugenol; linalol e metil
eugenol ou linalol e metil chavicol (Figura 18).

As folhas e inflorescéncias de alfavaca (O. gratissimum) contém,
respectivamente 3,6% e 0,02% de 6leo essencial, cujo teor de eugenol alcanca em
cadaum 77,3% e 50,17%. Os 6leos essenciais de O. gratissimum podem ser divididos
em dois grupos, o primeiro com alto teor de eugenol, e o segundo com alto teor de
timol (Figura 17) (VIEIRA et al., 2002).

O ¢6leo essencial do manjericao Maria Bonita (O. basilicum) apresenta metil-
chavicol, linalol, lineol, cineol, eugenol, timol, pineno (Figura 18) (BLANK et al., 2007).
E, a variacao retratada por Silva et al. (2003), ao analisarem O. basilicum L., O.
basilicum var minimum e O. basilicum var purpuranscens, em manjericao cultivado no
Nordeste do Brasil constatou uma composicdo quimica do Oleo extraido de O.
basilicum var. minimum com predominio de metil chavicol (estragol), enquanto nas
demais espécies predomina o linalol (Figura 18) (JANUZZI, 2013).

No Brasil, as espécies mais estudadas foram os 6leos esseciais de O.

basilicum (Maria Bonita), O. gratissimum, O. selloi e O. basilicum var. purpurascen
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(Quadro 1), que apresentaram majoritariamente o trans-anetol, estragol, eugenol e

linalol (Figura 18).

Figura 18 — Representacao de estruturas quimicas de alguns constituintes quimicos

majoritarios do manjericdo (Ocimum spp.).
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Fonte: Préprio autor

Em outras localidades, EUA, Ird, india, Turquia, Iraque e Paquistdo, os

Oleos essenciais apresentaram maior teores de linalol, timol, 1,8-cineol e acetato de

geranial (Figura 18), sendo estudado as folhas de O. tenuiflorum, O. campechianum,

O. selloi, O. basilicum e O. gratissimum (Quadro 1).
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Quadro 1 — Levantamento da composicdo quimica de 6leos essenciais de Ocimum (Manjericdo) em diversas partes do mundo.

Espécie (Origem)

Caracterizacéo quimica

Autores

O. basilicum L.
O. grattisimum
O. sauve L.

(Republica de Guiné)

Linalol (69%), eugenol (10%)
Timol (46%), p-cimeno (12%)
p-cimemo (59%), a-tujeno (10%)

KEITA et al. (2000)

O. americanum

O. basilicum

O. campechianum

O. gratissimum

cinamato de metila (65,5%), linalol (49,7%), metil chavicol (47%) e
1,8-cineol (22%)

[3-cariofileno (78,7%),1,8-cineol (62%)

Eugenol (40-66%) e timol (31%).

VIEIRA; SIMON (2000)

O. selloi

(EUA)

O. basilicum Canfora, borneol, anetol, a-pineno, B- pineno, metil chavicol, e | NACAR; TANSI (2000)
(Turquia) geraniol, variando de 0,1 a 5,4%

O. selloi trans-anetol (41,34%; 45,42%; 58,59%) e metil chavicol (27,10%; | MORAES et al. (2002)

(Minas Gerais)

24,14%; 29,96%).

O. basilicum L.

Chavicol (78,02%)

OZCAM; CHALCHAT (2002)

O. minimum Acetato geranial (69,48%) e Eugenol (0,12%)

(Turquia)

O. selloi Estragol (55,3%); trans-anetol (34,2%); cis-anetol (3,9%) PADILHA-PAULA; GOMES-
(Ponta Grossa, MG) CARNEIRO; PAUMAGARTTEN

(2003)
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Espécie (Origem)

Caracterizacdo quimica

Autores

12 variedades de Ocimum spp.

Cinamato de metila (35-80%)

VINA; MURILLO (2003)

(Colébmbia)

O. basilicum linalol (65,25%), B-eudesmol (4,08%) OMIDBAIGI; HASSANI; SEFIDKON (2003)
(Tehran)

O. tenuiflorum Metil eugenol (72,97% a 78,40%) e eugenol (4,36% a | KOTHARI; BHATTACHARRYA; RAMESH
(india) 8,48%). (2004)

O. basilicum (Maria Bonita), EUA

Linalol (78,12%), 1,8-cineol (8,77%) e Geraniol (8,27%)

BLANK et al. (2007)

O. basilicum
(Croéacia)

Eugenol (5,00%), linalol (28,6%) e estragol (21,7%)

POLITEO; JUKIC; MILOS (2007)

O. gratissimum

Eugenol (53,9%)

PEREIRA; MAIA (2007)

(Vicosa)

O. gratissimum Eugenol (57,82%), a-bisaboleno (17,19%), v-terpineno | FRANCO et al. (2007)
(Goiania) (13,06%)

O. basilicum Estragol (52,6%); Limoneno (13,64%), Eugenol (0,12%) CHALCHAT; OZCAM (2008)
(Mersin)

O. basilicum Linalol (56,7% a 60,6%); Monoterpenos (68,9%). HUSSAIN et al. (2008)

(Paquistao)
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Espécie (Origem)

Caracterizacéo quimica

Autores

O. basilicum Metil chavicol (39,3%) e metil chavicol (38,3%) ZHELJAZKOQV et al. (2008)
(india)

Gendtipos de manjericao (Minas | Linalol (60,5% a 64%) LUZ et al. (2009)

Gerais)

Maria bonita E-cinamato de metila (39,23%), Linalol (36,32%) VELOSO et al. (2014)

Manjericéo roxo

(Tocantins)

Linalol (47,76%) e Estragol (28,41%)

O. basilicum L.

Metil eugenol (39,3%) e metil chavicol (38,3%)

JOSHI (2014)

(india)

O. canum Canfora (39,77%) SELVI, THIRUGNANASAMPANDAN;
(India) SUNDARAMMAL (2015)

O. basilicum Linalol (69,87%) AL ABBASY et al. (2015)

(Oman)

O. basilicum Metil chavicol (85,19%), 1,8 cineol (3,96%) SHARAFATI-CHALESHTORI et al. (2015)
(Ird)

0. sanctum Eugenol (24,63%), - bisaboleno (18,76%) SAHARKHIZ et al. (2015)

(Ir&)

O. basilicum Eugenol (24,2%), B-bisaboleno (15,4%), a-bisaboleno | KADHIM et al. (2016)

(Iraque)

(10,6%), metil chavicol (11,16%).
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Espécie (Origem)

Caracterizacéo quimica

Autores

O. basilicum (india)

Metil chavicol (71,15 a 71,88%) e linalol (24,16 a 24,59%)

PANDEY; PATEL; PATRA (2016)

O. gratissimum (Santa Cruz)

Eugenol (76,83 a 34,68%)

SANTANA et al. (2016)

O. basilicum (Egito)

Estragol (55,95%), 1,8-Cineol
(10,09%) e linalol (5,57%)

(10,56%), metileugenol

ELSHERBINY; EL-KHATEEB; AZZAZ (2016)

O. basilicum var. purpureum
O. basilicum var. thyrsiflora
O. citriodorum Vis. (Arménia)

Metil-chavicol (estragol) (57,3%)
Linalol (68,0%)
Nerol (23,0%), citral (20,7%).

AVETISYAN et al. (2017)
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O manjericdo tem sido amplamente estudado pelo uso histérico e presenca
dos compostos fendlicos em seus extratos, especialmente (MAKRI; KINTZIOS, 2008;
DEL RE; JORGE, 2012). Lee e Scagel (2009) caracterizaram o contedo de
compostos fenolicos do manjericdo e identificaram a presenca de acido chicorico e
acido caftarico. O acido rosmarinico tem presenca em extratos metandlicos de O.
basilicum L., com acumulo acima de 6 mg/g (SHIGA et al.,, 2009). Os extratos
metandlicos de oito espécies de Ocimum apresentaram presenca de acido ursélico
variando de 0,27 a 2,02% (SILVA et al., 2008) (Figura 19).

Figura 19 — Representacéo da estrutura do acido ursolico.

Fonte: Préprio autor

3.3. Acafrdo (Curcuma longa)

3.3.1. Botanica e variedades

Curcuma (familia Zingiberaceae) € um género que contém 70 espécies
historicamente conhecida e utilizada como uma especiaria, conservante de alimentos
e material de coloracdo. Curcuma longa L. € distribuido por todas as regides tropicais
e subtropicais do mundo, sendo utilizado como um remédio caseiro para varias
doencas (ABDEL-LATEEF et al., 2016).

A C. longa é uma planta herbacea, anual, aromatica de folhas grandes
longamente, invaginantes e oblongo-lanceoladas. As flores sdo amareladas,
pequenas, dispostas em espigas compridas. As raizes terminam em um rizoma
eliptico, de onde partem varios rizomas menores, todos marcados e de bracteas

secas. O rizoma mede até 10 cm de comprimento; possuindo variedades com uma
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superficie de cores vermelha alaranjada em corte transversal (Figura 20) e branca
(Figura 21). Tem cheiro forte agradavel e sabor aromético e picante (PEREIRA, 2013;
MATOS, 2015).

Figura 20 — Curcuma longa variedade vermelha e seu rizoma

Fonte: Préprio autor

Figura 21 — Curcuma longa variedade branca e seu rizoma

Fonte: Préprio autor
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3.3.2 Constituintes quimicos de Curcuma longa

O acafrdo apresenta quimicamente os compostos fendlicos, como
curcumindides e 6leos essenciais. O 6leo essencial do acafrdo comercial (Curcuma
longa) foi mais efetivo, considerando seu conteddo total de compostos fendlicos
comparados aos resultados publicados dos extratos metanélicos, solu¢cdo aquosa e
Oleo essencial obtido em laboratorio (ANTUNES et al., 2012).

Os principais componentes dos 6leos essenciais de Curcuma longa var.
vermelha s&o turmerona, dehidroturmerona e cetonas aromaticas (zingibereno, alfa-
felandreno, sabineno, 1,8-cineol e borneol) em menores proporgdes (Figura 22)
(MATA et al.,, 2004). A C. longa variedade branca apresenta como constituinte
majoritario o 1,8-cineol (25,39%), seguido da boldenona (23,17%) (Figura 22)
(MATOS, 2015).

O quadro 2 destaca a composi¢cao quimica de 6leos essenciais do acafréo
em diversas partes do mundo. As representacdes das estruturas dos constituintes
majoritarios estdo apresentadas na Figura 22.

No Brasil, no estado de Goias, Parana, Goiania e Minas Gerais, 0s
principais componentes majoritarios encontrados nos 6leos essenciais de C. longa
variedade vermelha foram a- turmerona, ar-turmerona e - turmerona (Figura 22). Nao
houve relatos da composicao quimica da C. longa variedade branca no levantamento.

Na India, os Oleos essenciais de C. longa tiveram ar-turmerona, a-
turmerona e timol. Na Italia, foram encontrados a- felandreno e terpinoleno. Na China,
0s Oleos essenciais apresentaram ar-turmerona e na Nigéria, tiveram ar — turmerona

e a- bisaboleno (Figura 22).



45

Quadro 2 — Composicdo quimica de dleos essenciais do rizoma do acafrdo em diversas partes do mundo.

Espécie (Origem) Caracterizagcdo quimica Autores
C. longa (india) Ar-tumerona (51,70%) SINGH; SINGH; MAURYA
(2002)

C. longa (india)

Mirceno (40,19%), p-cimeno (23,05%)

TRIPATHI et al. (2002)

C. longa (Paran4, Brasil)

Ar-turmerona, a-turmerona e B-turmerona

MANZAN et al. (2003)

C. longa (india)

Timol (39,10%), p-cimeno (30,80%), y-terpineno (23,20%)

SINGH et al. (2004)

C. longa (Roma e Kasturi) Terpinoleno (87,80%), Mirceno (48,80%) e terpinoleno | BEHURA; SRIVASTAVA
(10,10%) (2004)

C. longa (Minas Gerais, | Sabineno, 1,8—cineol, 1,4—terpineol, ar—curcumeno, | MATA et al. (2004)

Brasil) zingibereno, b—sesquifelandreno e ar—turmerona.

C. longa (China)

B-curcumeno (11,48%) e B-sesquifelandreno (9,52%)

TANG; CHEN (2004)

C. longa (india)

a-turmerona (44,10%), B-turmerona (18,50%) e ar-turmerona
(5,40%)

RAINA, SRIVASTAVA;
SYAMSUNDAR (2005)

C. longa (Italia)

o-felandreno (20,42%), a-turmerona (19,80%)

SACCHETTI et al. (2005)

C. longa (Goiania, Brasil)

Turmerona (28,67%), y-Z-atlantona (26,10%)

FRANCO et al. (2007)
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Espécie (Origem)

Caracterizagcdo quimica

Autores

C. longa (Nigéria)

ar-turmerona (44,40%), B-turmerona (26,50%), a-turmerona
(20,80%)

AJAIYEOBA et al. (2008)

C. longa (Nigéria)

Alfa- Bisaboleno (13,90%)

USMAN et al. (2009)

Curcuma (india)

Ar-turmerona (24,40%), a-turmerona (20,40%), B-turmerona
(11,10%)

SINGH et al. (2010)

C. longa (india)

ar-turmerona (61,79%), curiona (12,48%) e ar-curcumena
(6,11%)

LIJU; JEENA; KUTHAN (2011)

C. longa (india)

a-turmerona (33,5%), ar-tumerona (21,0%), B-turmerona
(18,90%)

GOUNDER; LINGAMALLU

(2012)

C. longa (Goias, Brasil)

ar-turmerona (33,2%), o-turmerona (23,5%) e B-turmerona
(22,7%)

FERREIRA et al. (2013)

Curcuma (Turquia)

ar-turmerona (22,7%), turmerona (26%)

STANOJEVIC et al. (2015)

C. longa (Cairo, Egito)

Ar-turmerona  (20,50%),

Curcumenol (5,11%)

B-sesquifelandreno  (5,20%),

ABDEL-LATEEF et al. (2016)

C. longa (india)

Ar-tumerona (53,10%), pB-turmerona (6,42%), a-tumerona
(6,15%), Ar-curcumena (4,81%), B-felandreno (4,39%).

KUMAR et al. (2016)
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Espécie (Origem)

Caracterizagcdo quimica

Autores

C. longa (Jeju — Coréia do Sul)

a-zingiberona (27,70%-36,75%), ar-turmerona (19,54-
32,24%), B-sesquifelandreno (13,14-18,23%), a-turmerona
(3,72-6,50%)

HWANG et al. (2016)

C. longa (Goias, Brasil)

a-turmerona (42,60%), B-turmerona (16,00%), ar-turmerona
(12,90%)

AVANCO et al. (2016)

C. longa (Peshawar)

B-sesquifelandreno (38,69%), a-curcumeno (18,44%), p-
mentha-1,4(8)-dieno(16,29%)

HASSAN et al. (2016)

C. longa (China)

Ar-turmerona  (35,17%), tumerona  (11,93%), B-

sesquifelandreno (11,50%), curcumeno (7,29%)

HU et al. (2017)




48

Nishiyama et al. (2005) estudaram extratos de rizomas de C. longa

originaria do Japéo e encontraram curcuminodides em extrato hexanico, Ar-turmerona

(Figura 22) numa concentracao de 6,70 g/100 g no extrato etandlico e 10,8 g/100 g no

extrato hexanico e 1,40 g/100 g no extrato hexanico-etanalico.

Figura 22 — Representacéo de estruturas quimicas de alguns constituintes quimicos

majoritarios de C. longa.

CH,4 H3C? oy CH, HC
CHy
CH,
; i
H,C CH, HsC CHg
1,8-cineol Zingibereno a-felandreno Sabineno
CH,
CH, =
HyC 0 | CHs
HsC CHj
y a-Turmerona
o CHg o
H,C
=
o] | CHg
H3C CHj3
Borneol Boldenona Ar-turmerona B-Turmerona

Fonte: Préprio autor

3.4 Potencial biolégico e aplicacbes biotecnoldgicas de 6leos essenciais e

extratos alcodlicos de manjericéo e acafréao

3.4.1 Atividade antioxidante e aplicacfes tecnoldgicas de Oleos essenciais e

extratos alcodlicos de Ocimum spp. e Curcuma longa
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Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de
retardar ou inibir a oxidacéo de substratos oxidaveis, podendo atuar em alimentos ou
sistemas bioldgicos (SOUSA et al., 2007; ALVES et al., 2010).

Em alimentos, os processos de oxidacdo sdo responsaveis pela reducao
da vida de prateleira das matérias-primas e dos produtos industrializados levando a
importante perda econdémica. A rancidez em 6leos vegetais ocorre principalmente
durante o processamento de armazenagem e resulta em alteragcdes dos principais
parametros de qualidade como a cor, producdo de compostos volateis responsaveis
pela formacgéo de sabores e odores desagradaveis. As principais alteracdes quimicas
que ocorrem nos 6leos vegetais S0 por processos quimicos como a auto-oxidacao,
a polimerizacao térmica ou a oxidagao térmica, que podem ser acelerados pelo calor,
luz (foto-oxidacao), ionizacao, tracos de metais ou catalisadores (NOGALA-KALUCKA
et al., 2005; THODE FILHO et al., 2014), sendo utilizado os antioxidantes que inibem
esse processo.

Nos sistemas bioldgicos, o estresse oxidativo ocorre como um desequilibrio
entre 0 balanco pro-oxidante/antioxidante, em favor da situacdo pro-oxidante,
promovendo um dano potencial. O dano oxidativo de biomoléculas pode levar a
inativacdo enzimatica, mutacdo, ruptura de membrana, ao aumento na
aterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade e a morte celular.
Estes efeitos toxicos dos radicais livres tém sido associados ao envelhecimento
precoce e ao desenvolvimento de doencas crbnicas, inflamatdrias e degenerativas
(ALVES et al., 2010).

Os componentes celulares ndo sao protegidos totalmente por antioxidantes
endoégenos, e € bem estabelecido que antioxidantes obtidos da dieta séo
indispensaveis para a defesa apropriada contra oxidacdo e, portanto, tém importante
papel na manutencdo da saude. Os incontestaveis beneficios para a saude
associados ao consumo de frutas e hortalicas devem-se, em parte, a presenca de
antioxidantes nestes alimentos (ALVES et al., 2010).

Os antioxidantes podem ser classificados de naturais e sintéticos. Os
sintéticos sdo proporcionalmente adicionados em matrizes alimentares sem a
intencdo de nutrir, e sim, de retardar o aparecimento de alteracdo oxidativa no
alimento durante as etapas de fabricagcédo, processamento, preparagéo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um
alimento (ANVISA, 1997). Nessa 0Otica, séo eles: o butil-hidroxi-tolueno (BHT), o butil-
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hidréxi-anisol (BHA), terc-butil-hidroquinona (TBHQ), tri-hidroxo-butil-fenona (THBP)
e galato de proprila (GP) (Quadro 3) (JARDINI; MANCINI-FILHO, 2007).

A estrutura fendlica dos compostos sintéticos permite a doacdo de um
préton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e
interrompendo 0 mecanismo de oxidagdo por radicais livres. Dessa maneira, 0s
derivados fendlicos transformam-se em radicais livres. Entretanto, estes radicais
podem se estabilizar sem promover ou propagar reacdes de oxidacdo (RAMALHO;
JORGE, 2006).

Os antioxidantes naturais tiveram seu uso crescente na substituicdo dos
antioxidantes sintéticos pelo apelo ndo somente de manter as propriedades
organolépticas e quimicas de alimentos, mas manter a saude e prevenir a doencas
por evitar o processo oxidativo. Entre os naturais, tém-se as vitaminas C (acido
ascorbico) e E (tocoferol), os carotenoides e os compostos fendlicos, especialmente
os flavonoides (PODSEDEK, 2007) e entre como os mais utilizados pela industria de
alimentos para conservacdo de alimentos lipidicos (SOUSA et al., 2007; JARDINI;
MANCINI-FILHO, 2007).

O consumo de antioxidantes naturais, como os compostos fendlicos
presentes na maioria das plantas que inibem a formacao de radicais livres, também
chamados de substancias reativas, tem sido associado a uma menor incidéncia de
doencas relacionadas com o estresse oxidativo (DROGE, 2002; MORAIS et al., 2009).

O mecanismo de acao desses antioxidantes pode ser observado na figura 23.

Figura 23 - Mecanismo de a¢ao dos antioxidantes naturais
ROOs+ AH — ROOH + A-
Re+AH — RH+A-
Onde: ROOe e Re - Radicais livres; AH — Antioxidante; A« - Radical inerte.
Fonte: RAMALHO; JORGE, 2006

O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais
livres Re € ROO+ com maior facilidade do que os hidrogénios alilicos das moléculas
insaturadas, formando espécies inativas para a reagdo em cadeia e um radical inerte
(A+) procedente do antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, néo tem a
capacidade de iniciar ou propagar as reacoes oxidativas (RAMALHO; JORGE, 2006).
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As atividades antioxidantes dos fendis sdo devidas as suas propriedades
de oxirreducdo, que permitem agirem como agentes redutores, doadores de
hidrogénio e eliminadores de oxigénio singlete (GUERRA, 2001; SOUSA et al., 2007).
Vale destacar que se atribui o efeito antioxidante das plantas aromaticas a presenca
de grupamentos hidroxilas em seus compostos fenélicos (SCHAHIDI et al., 1992), tais
como: os polifenadis, flavonoides e taninos (MORAIS et al., 2009).

O Quadro 3 detalha a estrutura, caracteristicas e aplicacbes das

substancias antioxidantes.



Quadro 3 — Substancias antioxidantes

Antioxidantes sintéticos Estrutura quimica Acéao antioxidante
BHT OH Efetivo na supressdo da oxidacdo em gorduras
(H3C)30\<>/C(CH3)3 animais que em 6leos vegetais (ANVISA, 2014).
CH,
BHA OH Age como sequestrante de radicais peroxidos
<>/C(CH3)3 (RAMALHO; JORGE, 2006).
OCH,
TBHQ OH Melhor antioxidante para 6leos de fritura, pois
C(CH3)3 resiste ao calor e proporciona uma excelente
estabilidade para o0s produtos acabados
(RAMALHO; JORGE, 2006).
OH
PG OH E um éster do 3,4,5 acido triidroxibenzoico; em
HO OH niveis elevados pode atuar como pré-oxidante.
Seu poder para estabilizar alimentos fritos e
alimentos gordurosos é baixo (ANVISA, 2014).
COOC3H,
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Cont. Quadro 3

Antioxidantes naturais

Estrutura quimica

Acdao antioxidante

Compostos fendlicos

Possuem anel aromatico com um ou mais

substituintes hidroxilicos. S&o eles: os

flavonoides, &acidos fenolicos, fendis

simples, cumarinas e taninos.

flavononas e flavanas)

Flavonoides
(antocianinas, flavondis,
flavonas, isoflavonas,

Consiste de 15 carbonos com dois anéis
aromaticos (anéis A e B), os benzenos,
interligados a uma estrutura heterociclica
central, o pirano (anel C) (DORNAS et al.
2007).

.
22 g
o el
77 O N
| A || c |
6 3

Funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais,
interrompendo a reacdo em cadeia provocada por
estes (RAMALHO; JORGE, 2006).
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Cont. Quadro 3

Antioxidantes naturais

Estrutura quimica

Acdao antioxidante

Taninos

Compostos que contém suficientes grupos
hidroxila fendlica; classificados em dois grupos:
hidrolisdveis e condensados. Os hidrolisaveis
por hidrélise acida liberam acidos fendlicos:
galico, caféico, elagico e um acucar. Os
condensados (flavolanos) sao polimeros dos
flavonodides, formados predominantemente por
unidades de flavan-3-ols (catequina) e flavan
3,4-diols (leucoanto-cianidina) (SILVA; SILVA,
1999).

Funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais,
interrompendo a reagdo em cadeia provocada por

estes.

Carotenodides

S&o hidrocarbonetos poliénicos, com variados
graus de insaturacéo. O 3-caroteno e o licopeno
sdo exemplos de carotenoides (LIMA et al.,
2012).

7

A atividade antioxidante €& decorrente da
habilidade de deslocar elétrons desemparelhados
pela estrutura de ligacbes duplas conjugadas
(SOUSA et al., 2007).
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Existem métodos diversos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com
substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas
instrumentais. Devido aos diferentes tipos de radicais livres existentes e as diferentes
formas de sua atuacdo nos organismos vivos, dificilmente existirda um método simples
e universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e
guantitativamente (ALVES et al., 2010).

O teste de DPPH surgiu em 1950, sendo um dos métodos indiretos que
determina a atividade antioxidante descobrindo os doadores de hidrogénio em
matérias naturais. Esse método consiste em avaliar a capacidade antioxidante via
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH (Figura
24). O radical DPPH possui coloracéo purpura absorvendo a um comprimento de onda
maximo de aproximadamente 515-517 nm. Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma
espécie radicalar (R.), o DPPH ¢é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com consequiente desaparecimento da absorcdo (Figura 25),
podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia e sendo possivel

calcular a porcentagem de atividade antioxidante (BORGES et al., 2011).

Figura 24 — Representacao da estrutura quimica do DPPH
NO,
i .
7~
NO,

Figura 25 — Reacao antioxidante por DPPH

Fonte: Préprio autor

NO, T NO,
N- N
S F I o B
NO, NO,
2,2-difenil-1-picril-hidrazila 2,2-difenil-picril-hidrazina

Fonte: PYRZYNSKA; PEKAL (2013)



56

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) pode ser mensurado
correlacionando a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a
guantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracéo inicial de DPPH
em 50% € denominada concentracdo eficiente (CEso), também chamada de
concentracéo inibitoria (Clso). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra,
menor sera a sua CEso e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al, 2007).

Outro método muito utilizado para medir a atividade antioxidante é a
captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico) (ABTS+)
(Figura 26), que pode ser gerado pela reagdo quimica, eletroquimica ou enzimatica.
Com essa metodologia, pode-se medir a atividade de compostos de natureza
hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al, 2005). Na versdo comercial do teste ABTS+,
conhecido como TEAC protocolo, ABTS+ é gerado de ABTS pela sua reacdo com o

radical ferromioglobina e H202 na presenca de peroxidase (CAMPOS; LISSI, 1997).

Figura 26 — Reacdo de reducéo do Radical ABTS
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Fonte: HUANG; OU; PRIOR (2005)

O B-caroteno (Figura 27) € o mais abundante dos carotenoides e
largamente utilizado em terapias. E quase completamente insolGvel em agua, mas
facilmente solivel em ambientes hidrofébicos e solventes pouco polares. Tem sido
reportado nos ultimos 30 anos que o B-caroteno exibe alta reatividade com eletroéfilos

e oxidantes. Muitos estudos demonstram a inibicdo da auto-oxidacao de lipidios em
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tecidos bioldgicos e produtos alimenticios com a presenca do [(-caroteno, porém
poucos detalhes da cinética e mecanismo destas reaces tém sido revelados (ALVES
et al., 2010).

Figura 27 — Representacao da estrutura quimica do 3-caroteno

Fonte: Préprio autor

O método de oxidacado do B-caroteno/ acido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico (Figura
28). O método esta fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloracdo
(oxidagao) do B-caroteno induzida pelos produtos de degradacéo oxidativa do acido
linoleico (Figura 29) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006), determinando a atividade de
uma amostra ou composto de proteger um substrato lipidico da oxidacdo. Entretanto,
de forma a permitir uma rapida selecao de substancias e/ou misturas potencialmente

interessante na prevencao de doencas cronico-degenerativas (ALVES et al., 2010).

Figura 28 — Representacéo da estrutura quimica do acido linoléico

H3C WOH

O

Fonte: Préprio autor
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Figura 29 — Reagao da oxidagao do B-caroteno/acido linoleico

Grupo metilénico
\ /,\ -

Acido linoleico Radical peroxila

Radical peroxila ° Observa-se a descoloracdo
do B-caroteno devido a sua
oxidacdo.

+ ¢

B - caroteno

Fonte: Préprio autor

Mediante esses testes antioxidantes, os valores de capacidade inibitoria
em 50% de diferentes espécies e variedades de manjericdo podem ser medidos e
estes estdo apresentados no levantamento bibliografico no Quadro 4.

Quanto ao manjericéo, atividade antioxidante pelo método do DPPH vem
sendo estudado e usado por varios anos. Em estudo, sequéncia de sequestro de
DPPH foi destacada na seguinte ordem decrescente: eugenol>BHT>0leos essenciais
de manjericdo>agliconas volateis (POLITEO; JUKIC; MILOS, 2007). O 6leo essencial
de Ocimum basilicum apresenta atividade antioxidante eficaz, mostrando Clso de 4,8
a 6,7 ug/mL em plantas coletadas no inverno e verédo pelo método DPPH e inibe a
oxidagdo do acido linoleico de 80,30% a 91,20% pelo sistema beta-caroteno/acido
linoleico (HUSSAIN et al., 2008). O potencial inibitorio de radical seja pelo método
DPPH ou ABTS varia aproximadamente de 50 a 80%, seja para extratos e/ou 6leos
essenciais (SACCHETTI et al., 2004; KOROCH; SIMON; JULIANI, 2017; HUSSAIN et
al., 2017), como mostra o levantamento bibliografico no Quadro 4.
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Quadro 4 — Levantamento bibliografico da atividade antioxidantes (Clso) de Oleos essenciais e extratos de manjericdo, segundo

diferentes autores.

Espécies

Atividade antioxidante (Método/Clso)

Autores

OE de O. micranthum

DPPH: 76,61 % de inibicdo de radical

SACCHETTI et al. (2004)

OE de O. basilicum

DPPH: 0,263 pL/mL

TOMAINO et al. (2005)

OE de Ocimum

DPPH: O. tenuiflorum: 0,26 pL/mL; O. gratissimum: 0,29
pg/Ml

TREVISAN et al. (2006)

OE O. basilicum

DPPH, Tiocianato férrico, Quelante de metal e Sequestrante
de Peréxido: Capacidade de antioxidante para extrato
aquoso e etandlico.

GULCIN; ELMASTAT; ABOUL-ENEIN
(2007)

OE de Ocimum
basilicum, O. canum,
O. gratissimum, O.
sanctum

DPPH: O. gratissimum: 30,20 mcg/mL

BUNRATHEP; PALANUVEJ,
RUANGRUNGSI (2007)

OE de O. basilicum

DPPH: 1,378 g/L

POLITEO; JUKIC; MILOS (2007)

Extrato metanolico de
O. gratissimum

Atividade de sequestro de DPPH de 84,6% na concentracéo
de 250 pg/mL

ACKINOMOLADUN et al. (2007)

OE de O. basilicum

DPPH: 6,7 £ 0,1 pg/mL (verao); 6,0 + 0,2 pg/mL (outono);
4,8 + 0,1 pg/mL (inverno); 5,3 + 0,2 pg/mL (primavera)

HUSSAIN et al. (2008)

OE de O. basilicum e
O. gratissimum

DPPH: O. gratissimum: 6,8 pL/L; O. basilicum: >10 pL/L

DAMBOLENA et al. (2010)

15 cultivares de O.
basilicum

DPPH: 3,36 + 0,50mmol/100 g DW Nufar F1, O. basilicum
FRAP: 0,28 £ 0,18mmol/100 g DW Sweet Dani Lemon

KWEE; NIEMEYER (2011)

O. basilicum

Extrato aquoso: 8,17 pg/mL

KAURINOVIC et al. (2011)

OE O. basilicum

DPPH: 83,54 mg/ml

KHELIFA et al. (2012)
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Espécies

Atividade antioxidante (Método/Clso)

Autores

OE de O. basilicum

B-caroteno/acido linoleico: 51,1+3,8 %

SHARAFATI-CHALESHTORI et al.,
2015

OE de O. canum

DPPH (ICs0 523,55 £ 0,001 pg/mL), radical hidroxil (491,12 +
0,002 pg/mL), quelante de metal (781,38 + 0,001 pg/mL) e
prevencao de degradacéo de desoxirribose (168,50 + 0,003
Hg/mL)

SELVI; THIRUGNANASAMPANDAN;
SUNDARAMMAL, 2015

5 cultivares de
Ocimum spp.

ABTS: mais eficiente Manjericao roxo: 50,1 umol de Trolox

KOROCH; SIMON; JULIANI (2017)

Extrato metandlico de
O. sanctum

DPPH: 11,10 pg/mL para 6leo essencial

HUSSAIN et al. (2017)
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Os oOleos essenciais de Ocimum por sua forte capacidade antioxidante
relatada pode ser destacado com acéo anti-hipertensiva, anti-hiperlipidémico, anti-
carcinogénico e anti-proliferativa (PANDEY; SINGH; TRIPATHI, 2014).

A atividade antioxidante de Curcuma longa apresentou com poucos relatos
na literatura, em especial, dando mais énfase na variedade vermelha e nenhum
estudo com a variedade branca. Os extratos etandlicos de curcuma inibem processos
oxidativos de 15 a 25% (BRAGA et al., 2003).

Singh et al. (2010) afirmaram que o 6leo essencial de Curcuma longa tem
atividade antioxidante significativamente maior que os antioxidantes comerciais.
Oleos essenciais e extratos de curcuma tiveram atividade antioxidante in vitro e Clso
para sequestros de superoxidos, radicais hidroxil, e peroxidacéo lipidica de 135 ug/ml,
200 pg/ml, e 400 ug/ml, respectivamente (LIJU et al., 2011). Os valores de Clso pelo
método DPPH para 6leos essenciais rizomas de Curcuma longa frescas, secas e
curadas foram 4,4, 3,5 e 3,9 mg/ml, respectivamente (GOUNDER; LINGAMALLU,
2012). O oleo essencial de C. longa exibe atividade antioxidante de 10,30 mg/mL pelo
método de DPPH (AVANCO et al., 2016). Além disso, tem sido relatado que essa
espécie possui multiplas atividades farmacoldgicas, incluindo antimicrobianos, anti-
inflamatorios, anti-cancerigenos, anticoagulante, anti-diabética e os imunoldgicos
(ABDEL-LATEEF et al., 2016).

3.4.2 Toxicidade de Oleos essenciais e extratos alcoolicos de Ocimum spp. e

Curcuma longa

A toxicidade de plantas pode ser conhecida por ensaios de letalidade em
organismos simples. O uso de microcrustaceo marinho Artemia salina Leach (Figura
30) estéo entre os ensaios mais citados (SILVA et al., 2015).

Artemia salina € um crustaceo da ordem Anostraca (sem carapaca) que
vive em lagos de agua salinas de todo o mundo, estando adaptada para sobrevivéncia
em corpos de &gua que sofrem grandes variacbes sazonais, podendo tolerar
salinidades que flutuam de 3,5 a 70% (PELKA et al., 2000; SILVA et al., 2015).

A Artemia € um crustaceo filtrador usado como bioindicador de toxicidade
gue se alimenta basicamente de bactérias, algas unicelulares, pequenos protozoarios
e detritos dissolvidos no meio. A filtracdo ocorre nos toracépodos, encarregados de

conduzir as particulas alimenticias em direcdo ao sistema digestivo. A taxa de filtracao
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diminui com o aumento da concentracdo de particulas, ficando estas acumuladas e
interferindo o processo normal de seus batimentos. Outro efeito das altas
concentracfes € que podem passar diretamente pelo tubo digestivo sem sofrer

digestao, tornando o microcrustaceo subnutrido (MEYER et al., 1982).

Figura 30 — Artemia salina

Fonte: http://www.thefishguide.com/brine-shrimps-artemia-salina-live-fish-food

A simplicidade com que a Artemia pode ser manuseado, a rapidez dos
ensaios e o baixo custo favorecem a sua utilizac&o rotineira em diversos estudos, além
do que, tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados em andlises preliminares de
toxicidade geral de plantas (LUNA et al., 2005; ARCANJO et al., 2012).

Parra et al. (2001) estudaram a toxicidade de extratos etandlico de O.
basilicum (CLso de 9,92 pg/mL), O. gratissimum (CLso de 18,76 pg/mL) e O.
tenuiflorum (CLso de 18,75 pg/mL). No trabalho de Silva (2010), o 6leo essencial das
inflorescéncias de O. gratissimum apresentou CLso de 233,8 ug/mL, variando de 200,7
a 272,0 yg/mL e sem diferenca estatistica quando comparado ao eugenol de CLso de
186,1 ug/mL, variando nas concentracdes letais de 144,1 a 228,5 ug/mL.

Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e cronicos,
diferindo na duracéo e nas respostas finais. Os testes de toxicidade aguda usam a
Artemia salina para medir os efeitos de agentes toxicos sobre espécies aquaticas
durante um curto periodo de tempo em relacéo ao periodo de vida do organismo-teste
e objetiva estimar a dose ou concentracédo de um agente toxico capaz de produzir uma
resposta especifica mensuravel em um organismo-teste ou populagcéo, em um periodo
curto, geralmente de 24 a 96 h. Normalmente, o efeito medido em estudos de
toxicidade aguda com organismos aquaticos é a letalidade em 50% em altas
concentracdes do produto-teste (CLso) ou alguma outra manifestacdo do organismo

gque a antecede como, por exemplo, o estado de imobilidade (COSTA et al., 2008).
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Os 6leos essenciais de Curcuma longa apresentaram principios ativos com
CLso frente a Artemia salina de 319,82 pg/mL (SILVA FILHO et al., 2009). O extrato
etandlico de seu rizoma apresentou toxicidade para Artemia salina de dose letal de 33
Mg/mL, apontando possiveis atividades anticancer e antitumoral (KHATTAK et al.,
2005). Os extratos de C. longa ndo mostraram letalidade frente Artemia salina
(VALDES et al., 2005).

Boa correlacdo de toxicidade frente a Artemia salina foi bem relatado com
varias outras atividades bioldgicas (MEYER et al., 1982), como atividade antitumoral
(MCLAUGHLIN et al., 1993), fagorepelente (LABBE; CASTILLO; CONNOLY, 1993),
larvicida e inseticida (OBERLIES et al., 1998), atividade antibacteriana (BRASILEIRO
et al., 2006; NINO et al., 2006; MAGALHAES et al., 2007), antifingico (NINO et al.,
2006; MAGALHAES et al., 2007), e antimalarica (PEREZ et al., 1997; SAMOYLENKO
et al. 2008).

3.4.3 Atividade antiacetilcolinesterase de 6leos essenciais e extratos de Ocimum

spp. e Curcuma longa

A acetilcolinesterase (AChE) é uma serina hidrolase que desempenha
papel essencial no mecanismo colinérgico, sendo uma enzima que catalisa a hidrélise
da acetilcolina na transmissdo do impulso nervoso na sinapse colinérgica entre
neurdnios colinérgicos. A enzima esta ligada a membrana basal entre as membranas
pré- e pés-sinapticas desempenhando seu papel fisiol6gico (RANG et al., 2004).

A acetilcolina (ACh) € um neurotransmissor que tem efeitos principalmente
excitatérios e sdo mediados por varios subtipos de receptores nicotinicos
(ionotrépicos) e muscarinicos (metabotropicos); estes ultimos, séo inibitérios (ROUSE
et al., 1999; RANG et al., 2004).

Em 1976, foi estabelecida a hipdtese colinérgica a qual associa o0s sintomas
cognitivos, funcionais e comportamentais presentes na doenca de Alzheimer (DA),
com a deficiéncia na neurotransmissado colinérgica ligada a perda dos neurbnios
colinérgicos por pouca oferta da acetilcolina (CUMMINGS; BACK, 1998). As
alteracdes relacionadas com o sistema colinérgico no cérebro com DA séao
observadas entre elas: perda seletiva e significativa da atividade de CHAT em
diferentes partes do cérebro (cortex, hipocampo e amigdalas) e degeneracao seletiva
dos neurdénios colinérgicos basais do cérebro (GARCIA-SANCHEZ et al., 2003).
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Nessa visao, o tratamento mais eficaz para a DA compreende no aumento
dos niveis de acetilcolina a partir da inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), ou
seja, a hipotese colinérgica. Nesta hipotese, a deficiéncia de acetilcolina ocorre devido
a uma atrofia do nucleo basalis de Meynert que € fonte da enzima colina transferase,
esta por sua vez é transportada para areas cerebrais tais como, hipocampo, cortex
cerebral e amigdala, onde catalisa a reacdo de sintese da acetilcolina a partir da colina
a da acetilcoenzima, por fim a acetilcolina restante € degradada pela
acetilcolinesterase na fenda sinaptica em colina e acetato (Figura 31; SANTOS et al.,
2007; SA et al., 2012).

Figura 31 — Esquema da degradacé&o da acetilcolina pela acetilcolinesterase na fenda

sinaptica
o CHs CHj
| L AChE B Vi
— - N
H3C/\O/\/ \ CH3 HO/\/ \\CH3 + H3C—\
Acetilcolina Colina Acido acético

Fonte: SANTOS et al. (2007)

A fisostigmina (Figura 32) € um alcaloide, primeiramente isolado da espécie
Physostigma venenosum, L. (Fabaceae), usado como inibidor da acetilcolinesterase
em terapéuticas iniciais. Clinicamente, a fisostigmina deixou de ser utilizada por seu
curto tempo de meia vida. Entretanto, sua estrutura quimica forneceu um modelo para
o desenvolvimento da rivastigmina (Figura 32), outra substancia com melhor perfil
farmacocinético utilizado atualmente na terapia da doenca (MARCO; CARREIRAS,
2006).
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Figura 32 — Representagéo estrutural da fisostigmina e rivastigmina
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Fonte: Préprio autor

Produtos naturais com acao em inibir a enzima acetilcolinesterase vem
sendo estudada. O dleo essencial de O. sanctum mostrou atividade de inibir de AChE
(ICs0 =1,6% 0,69 mg/ml) (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009). Os 6leos essenciais de
O. basilicum e O. americanum apresentaram ICso (mg/ml): 0,22 £ 0,2 e 0,175+ 0,09,
respectivamente (TADROS et al., 2014). O OE de O. basilicum n&o teve concentragao
inibitéria determinada em estudo de Kiendrebeogo et al. (2011). A inibicdo a
acetilcolinesterase nao foi relatada em estudos para a planta Curcuma longa.

Vale destacar, outra relacdo importante da inibicdo da acetilcolinesterase
com a ac¢dao inseticida no controle do mosquito Aedes aegypti. O organofosforado
temephos, registrado nos EUA em 1965, para utilizagdo em agricultura e controle de
mosquitos, € o Unico larvicida desse grupo com uso generalizado no controle de larvas
de mosquitos, recomendado pela OMS para uso em agua potavel. O mecanismo de
acao dos organofosforados € diretamente na inibicdo da acetilcolinesterase (AChE),
importante enzima do sistema nervoso central. Essa enzima € fosforilada pelo
inseticida, ficando irreversivelmente inativada. A inibicdo da AChE resulta no acumulo
de acetilcolina nas juncdes nervosas (ou sinapses), 0 que interrompe a propagacao
do impulso elétrico. Consequentemente, o sistema nervoso central continuara sendo
estimulado, desencadeando o processo de paralisia que pode culminar com a morte
do inseto (BRAGA; VALE, 2007).

3.4.4 Atividade larvicida de oOleos essenciais e extratos de Ocimum spp. e
Curcuma longa contra Aedes aegypti

O controle do Aedes tem constituido um importante desafio, especialmente
nos paises em desenvolvimento. Mesmo considerando-se situacbes em que 0s

recursos destinados ao controle do vetor sejam apropriados para a implementacao de
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programas, muitas vezes ndo se tem alcangcado sucesso. Os problemas de
infraestrutura das cidades sao fatores que mais comprometem a efetividade dos
métodos tradicionais de controle do Aedes, tais como: baixa cobertura na coleta de
lixo e intermiténcia no abastecimento de agua. Dando énfase, ha duas espécies
principais de mosquitos do género Aedes capazes de transmitir, além da dengue,
outras arboviroses como chikungunya, zika virus e febre amarela: Aedes aegypti e
Aedes albopictus (ZARA et al., 2016).

O Aedes aegypti € um diptero da familia Culicidae proveniente da Africa,
atualmente encontra-se distribuido por quase todo o mundo, com ocorréncia em
regides tropicais e subtropicais (OOTANI et al., 2011; JOIA et al., 2012).

No Brasil sua existéncia € conhecida desde o século XVIlI (HALSTED;
GLUBER; KURO, 1997; COSTA et al., 2005). Quanto a biologia do A. aegypti, 0s
mosquitos adultos ndo apresentam grande dispersdo, os machos, fit6fagos,
costumam permanecer proOXimos aos criadouros, onde ocorre acasalamento, as
fémeas realizam a hematofagia em periodo diurno, com pico de atividade entre 16 a
18h. Contudo, o A. aegypti se desenvolve em agua poluida. A postura é feita nas
paredes de recipientes, acima da agua, onde o0s ovos podem ser vistos pontos
escuros. O desenvolvimento do mosquito ocorre por metamorfose completa,
passando pelas fases de ovo, quatros estagios larvas, pupa e adulto (Figura 33)
(FORATTINI; BRITO, 2003; SILVA; SILVA; LUZ, 2004).

Figura 33 — Metamorfose completa do Aedes aegypti
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Adulto /
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Fonte: GONCALVES (2014)
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AdaptacOes do A. aegypti permitiram que se tornassem abundantes nas
cidades e fossem facilmente levados para outras areas pelos meios de transporte, 0
gque aumentou sua competéncia vetorial, ou seja, a sua habilidade em tornar-se
infectado por um virus, replica-lo e transmiti-lo. A fémea consegue fazer ingestées
multiplas de sangue durante um Unico ciclo gonadotréfico, o que amplia a sua
capacidade de se infectar e de transmitir os virus. Este comportamento torna o A.
aegypti um vetor eficiente. A quiescéncia dos ovos permite a manutencgéo do ciclo na
natureza durante as variacdes climaticas sazonais, uma vez que a viabilidade dos
ovos de A. aegypti chega até 492 dias na seca, eclodindo apés contato com a agua
(SILVA; SILVA, 1999). Apdés uma pessoa ser picada por um mosquito infectado, o
virus passa por um periodo de incubacao de quatro a sete dias no qual os sinais e
sintomas da fase aguda da doenca séo apresentados (GONCALVES, 2014).
A partir disso, determinou a transmisséo do Aedes aegypti (Figura 34).

Figura 34 — Transmissao do Aedes aegypti

Mosquito infectado — homem susceptivel — homem infectado — mosquito infectado

Mosquito infectado
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Humano infectado i
Mosquito infectado

Fonte: ZARA et al., 2016

Em face do atual cenario de surtos e epidemias de zika virus, chikungunya
e dengue, estratégias de controle do A. aegypti, com énfase nas inovacdes
tecnoldégicas promissoras se utiliza de trés mecanismos: a) Controle mecanico:
consiste na adocao de préticas capazes de eliminar o vetor e os criadouros ou reduzir

0 contato do mosquito com o homem, que sdo a protecdo, a destruicdo ou a
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destinacdo adequada de criadouros, drenagem de reservatorios e instalagéo de telas
em portas e janelas; b) Controle biolégico: € baseado na utilizacdo de predadores ou
patdgenos com potencial para reduzir a populacdo vetorial que sdo 0s peixes e 0s
invertebrados aquaticos, que comem as larvas e pupas, e os patégenos que liberam
toxinas, como bactérias, fungos e parasitas; c) Controle quimico: consiste no uso de
produtos quimicos, que podem ser neurotdxicos, analogos de horménio juvenil e
inibidores de sintese de quitina para matar larvas e insetos adultos, que seja racional
e seguro ao meio ambiente (ZARA et al., 2016).

Os inseticidas utilizados no controle do A. aegypti tém apresentado efeitos
indesejaveis como a permanéncia por longos periodos de tempo no meio ambiente,
afetando os ecossistemas; que a sua utilizacdo indiscriminada tem promovido o
surgimento de populacdes de mosquitos resistentes (VELOSO et al.,, 2015). O
tratamento focal ocorre com a aplicagéo de um produto larvicida (quimico ou biol6gico)
nos depositos positivos para formas imaturas de mosquitos que nao possam ser
eliminados mecanicamente (ZARA et al., 2016).

O Oleo essencial de O. basilicum purpurascens apresentou ClLso de 67
mg/ml, indicando a possibilidade de ag&do do linalol ou outros compostos em
sinergismo serem responsaveis pela atividade larvicida do Oleo essencial de
manjericdo. Os Oleos essenciais de O. gratissimum e O. tenuiflorum, ricos em eugenol
mostraram CLso de 104,6 mg/ml e 71,3 mg/ml respectivamente. O 6leo essencial de
O. gratissimum apresentou a menor atividade larvicida entre todos os 6leos testados
nesse estudo (FURTADO et al., 2005).

Os 6leos essenciais de manjericao (O. basilicum L.) apresentaram eficiente
acdo larvicida, causando a morte das larvas de Aedes aegypti em ultima fase larval
(42 fase) (VELOSO et al., 2015).

Ali, Wang e Khan (2015), em estudo com 6leo essencial de Curcuma longa,
atribuiram o potencial larvicida de ar-turmerona, turmerona, e 0s extratos como agente
para controle vetor e protecdo humana. O ar-turmerona foi mais ativa como larvicida,

matando o Aedes aegypiti.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da
Universidade Estadual do Ceara (UECE) e Laboratério de Cromatografia
Gasoso/Espectrometria de massas do Departamento de Quimica Organica e

Inorgéanica da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2 Material vegetal

O material vegetal constou de 14 espécies de manjericdo (Ocimum spp.) e
2 variedades de acafrdo (Curcuma longa), sendo extraidos 6leos essenciais de folhas
e rizomas frescas e preparados extratos alcodlicos.

As mudas de manjericdo, obtidas por sementes, foram produzidas em
estufas e colocadas em bandejas plasticas de 72 células com substratos orgéanicos
comercial, sendo transferidas a canteiros quando atingidos 15 cm de altura. Os
canteiros foram adubados dez dias antes do plantio com 5 Kg/m? de esterco de gado
curtido. As covas de plantagdo das mudas tiveram espacamento de 0,50 m entre as
plantas, e sendo irrigadas diariamente por gotejamento. A curcuma foi plantada por
meio de suas raizes em canteiros para ser cultivada apos um periodo de 8 meses.

As colheitas das plantas foram realizadas ap6s o inicio de estadio de
floragéo, o manjericéo foi cortado a uma altura de 10 cm do solo e acondicionadas em
sacos de papel. Apés 8 meses do plantio, foi verificado a presenca de rizomas na
curcuma, sendo estas coletadas, higienizadas e pesadas.

As plantas foram coletadas as 7h da manh& no Horto da Embrapa
Agroindustria Tropical, no periodo de janeiro a marco de 2013 e de janeiro a julho de
2015 para o manjericdo e de agosto a outubro de 2015 para as carcumas vermelha e
branca. As plantas foram depositadas e registradas no Herbéario Prisco Bezerra da

Universidade Federal do Ceara, conforme quadro 5:



70

Quadro 5 — Exsicatas das plantas de manjericéo e acafrao.

Material vegetal Voucher
O. x citriodorum -
O. selloi 58826
O. gratissimum 59298
O. tenuiflorum 49103
O. campechianium 59299
O. basilicum L. (greco) 59300
O. basilicum L. (canela) 59809
O. basilicum L. (licorice) 59296
O. basilicum L. (Maria Bonita) 58997
O. basilicum L. (branco) 59297
O. basilicum L. (bola) 58858
O. basilicum (lima) -
O. basilicum (ltaliano) -
O. basilicum x thysiflorum (Rainha do sean) -
C. longa var vermelha 59673
C. longa var. branca 60403

4.3 Extracdo dos 0Oleos essenciais

O método utilizado para extracdo dos 6leos essenciais foi 0 de destilacédo
por arraste com vapor d’agua em aparelho tipo Clevenger (A.O.A.C, 1995). O tempo
de extracao foi de 4 h para cada planta. O éleo essencial foi em seguida seco com
sulfato de sédio anidro e mantidos em refrigerador até a andlise. O célculo do
rendimento foi realizado pela férmula abaixo:

Rendimento de 6leos essenciais (%) = 100 X n

P

Onde, n: n°® mL de oOleo essencial destilado; P: quantidade em gramas da

planta.

4.4 Preparo dos extratos de Ocimum spp. e Curcuma longa

As plantas do manjericdo foram coletadas e secas em microondas por 9
minutos. As 5 g de folhas tiveram extracdo do acido ursolico com metanol usando
extrator de Soxhlet por 12 horas. ApOs a rotaevaporacdo do metanol, o extrato

concentrado foi diluido em 1 mL de cloroférmio e 9 mL de metanol passado em filtro
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de 0,45 uym para uso na cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), método de
Silva et al. (2008) com adaptacoes.

Os rizomas de Curcuma longa de ambas as variedades foram coletados,
cortados e colocados in natura em etanol comercial (70%) por sete dias.
Posteriormente, a solucéo foi filtrada e o solvente foi rotaevaporado para obtencao
dos extratos etandlicos do rizoma de curcuma vermelha e rizoma de curcuma branca,

conforme metodologia descrita por Pizzolatti et al. (2003).

4.5 Analise quimica dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)

A analise quimica dos constituintes dos 0Oleos essenciais das plantas
manjericdo e acafrdo foi realizada em um instrumento Shimadzu QP-2010, usando
coluna DB-1 (Agilent, parte n° 122-5532) com revestimento da coluna capilar de silica
fundida (30mm x 0,25 mm x 0.25 um); gas Hélio como transportador em modo de
velocidade linear constante de 47,4 cm/seg; temperatura da injecao inicial foi de 25
°C, modo controle: split, e a temperatura de interface foi de 250 °C. A programacao
de temperatura da coluna foi de 35 a 180 °C a 4 °C/min, em seguida, 180-280 °C a 17
°C/min, e a 280 °C por 10 min; e espectros de massa com o impacto de elétrons de
70 eV. O volume do Oleo essencial injetado foi de 1 pL. Os compostos foram
identificados pelos seus tempos de retencdo de CG em relagdo a compostos
conhecidos (Anexos 1 e 3), e por compara¢ao dos seus espectros de massa com 0S
presentes no banco de dados de computador (NIST) e espectros publicados (ADAMS,
2001; ADAMS, 2007).

4.6 Andlise quimica dos extratos de Ocimum spp. por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

O acido ursolico usado como padréo foi extraido do Ocimum gratissimum
por Silva et al. (2008). A CLAE foi ajustada usando coluna de fase-reversa (Shim-pack
(CLC) ODS GOLD 25 cm) eluida de 1,5 mL/min com solvente A:B (A-acetonitrila; B-
1,25% H3POa4; A:B = 74:26 (v/v), comprimento de onda de 206 nm e injecao de 20 pL.
A solugéo padrao de acido ursolico teve concentracdo de 1mg/mL.

A solugéo padrao de acido ursdlico foi injetada (0,01, 0,05, 0,1, 0,5e 1 pL,

respectivamente) e corrida para curva de calibragdo (Anexo 2).
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4.7 Andlises fitoquimica e quantificagdo quimica dos extratos etandlicos de
acafrao

4.7.1 Perfil fitoquimico — Teste qualitativo

O perfil fitoquimico foi realizado qualitativamente para identificacdo da
auséncia ou presenca de fendis, esteroides, triterpenos, alcaloides e flavonoides
baseado na observacédo visual das mudancas de cor ou a formacao de precipitado

apos a adicao dos reagentes especificos (MATOS, 2009).

4.7.2 Determinacdao de fendis totais

Foi pesado 7,5 mg de extrato etandlico das variedades de acafrdo e dissolveu
em metanol PA, sendo este transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e o
volume final completado com metanol PA. Uma aliquota de 100puL dessa solugéao foi
agitada com 500uL de Folin — Ciocalteu por trinta segundos, em seguida
acrescentados 6 mL de agua destilada e 2 mL de Na2COs a 15% a mistura e agitada
por 1 minuto, completou-se o volume para 10 mL com agua destilada. Apés 2 horas
foi medida a absorbéncia dos extratos a 750 nm em espectrofotometria, tendo como
“branco” o metanol e todos os reagentes, exceto o extrato. Todas as andlises foram
realizadas em triplicata e foi realizado uma curva padrdo com acido galico de 1 a 10
mL para obtencdo de uma reta, cujo equacado obtida foi utilizada para quantificacéo
de fendis totais (SOUSA et al., 2007).

4.7.3 Determinacao de flavonéides

O método descrito por Funari e Ferro (2006), foi realizado pelo preparo da curva
padrdo com quercetina em aliquotas de 2 a 6 mL de solucéo etandlica de quercetina,
a 50 pg/mL, transferidas para balbes volumétricos de 25 mL, contendo 1 mL de
solucéo de cloreto de aluminio a 2,5% para formagéo do complexo do flavonoide com
ALCI3 que absorve a 425 nm. O volume final de cada bal&o é ajustado com etanol. Em

seguida, foi obtida uma reta entre as concentracdes e absorbancias correspondentes.
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A quantificac@o de flavonoides nos extratos etandlicos de curcuma vermelha e
branca, foi determinado pela adicdo de 2 mL de solug¢do na concentracao de 2 mg/mL
(obtida pela dissolucdo de 20 mg de residuo seco em 10 mL de etanol), sendo
misturados com 1 mL da solucdo aquosa de cloreto de aluminio diluido em baldo de
25 mL. Decorridos 30 min, foi tomada a leitura da triplicata a 425 nm, em
espectrofotometro.

4.7.4 Determinacao de carotendides totais

Os extratos etanolicos de curcuma vermelha e branca foram pesados 1g e
transferidos em tubo de ensaio. Em seguida, misturou 10 mL de acetona-hexano (4:6).
O tubo foi agitado em vortex por 1 minuto e foi feito a leitura em espectrofotdmetro
nos seguintes comprimentos de onda: 453 nm, 505 nm, 645 nm e 663 nm.
Posteriormente, os comprimentos de onda foram substituidos nas formulas para
quantificacdo do licopeno e beta-caroteno, segundo método de Nagata e Yamashita
(1992).

4.8Potencial antioxidante

O potencial antioxidante das espécies de manjericdo e acafrdo foi

determinado pelos métodos descritos a seguir:

4.8.1 Capacidade de captura de radical livre estavel 2,2’-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH)

Inicialmente, preparou-se a solugéo de DPPH, pesando 2,6 mg de DPPH e
fazendo a diluicdo em 100 mL de metanol. Pesou-se 15 mg de Oleos e extratos para
a preparacao da primeira concentracédo de 10000 pug/mL, que foi diluido em 1,5 mL de
metanol, sendo feitas diluicbes de 10000 a 1 pg/mL, se transfere 0,1 mL dessas
concentracdes adicionados a 3,9 mL da solucdo de DPPH. Posteriormente, estas
concentracbes com DPPH séo guardadas sob abrigo da luz por 60 minutos para a
leitura a 515 nm em espectrofotometro. O indice de varredura (IV%) de cada

concentracéo foi calculado mediante férmula abaixo:

V= ABS DPPH — ABS AMOSTRA

X
ABS DPPH 100
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A partir desses resultados, foi obtido Clso (concentracéo inibitoria em 50%)
por meio da equacao da reta que correlaciona as concentracdes e seus respectivas
indices de varredura (YEPEZ et al., 2002).

4.8.1.1 indice de Atividade Antioxidante

O indice de atividade antioxidante (AAI) foi calculado de acordo com
Scherer e Godoy (2009), um método de avaliacdo da capacidade antioxidante (AAl),
correlacionando a concentracdo metandlica de DPPH ([DPPH]) e a capacidade
antioxidante em 50% em pg/mL (Clso[DPPH °]). A capacidade antioxidante foi avaliada
por classificacdo de AAI <0,5 (fraca), 0,5 a 1,0 (moderada), 1,0 a 2,0 (forte) e > 2,0

(muito forte).

4.8.2 Método antiradical ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido

sulfénico)

A solugédo de ABTS++ (7 mM, 5 mL) foi misturado a 88 uL de persulfato de
potassio (140 mM). A mistura foi homogeneizada e mantida no escuro a temperatura
ambiente por 16h. Posteriormente, 1 ml desta solug&o foi adicionado em 99 mL de
etanol, até obtencdo de uma absorbancia de 0,715 a 734nm em espectrofotometria.

A concentracdo mae foi preparada com 15mg dos 6leos essenciais e
extratos alcdolico de manjericdo e acafrdo diluida em 1,5mL de etanol, obtendo a
concentracdo de 10000 pg/mL e as outras concentracdes de 5000 a 5 pg/mL. Em
seguida, aliquotas de 30 pL das concentracGes foram transferidas em 3,0 mL da
solucdo de ABTS para leituras das absorbancias em 734 nm por espectrofotometria
apos decorrido 6 minutos (RE et al., 1999). O indice de varredura (IV%) de cada

concentracéo foi calculado mediante formula abaixo:

ABS ABTS — ABS AMOSTRA
V) = ABS ABTS * 100

A partir desses resultados, foi obtido Clso (concentracao inibitéria em 50%)
por meio de uma regressao linear com equagdo da reta que correlaciona as

concentracdes e seus respectivas indices de varredura.
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4.8.3 Sistema p-Caroteno/acido linoleico

O método utilizado foi o descrito por Wettasinghe e Shahidi (1999).
Inicialmente, foi pesado 1 mg de B-caroteno e diluido em 5 mL de cloroférmio.

No preparo da solugdo de [B-caroteno, utilizou-se agua aerada (oxigénio
livre), 200 puL de Tween 40, 20 pL de acido linoleico e 2 mL de -caroteno. Ajustou-se
0 espectrofotdbmetro para o comprimento de onda 470 nm. Apds isso, ajustou-se a
solucao de B-caroteno entre 0,6 e 0,7 nm.

Para a solucdo mée (concentracdo de 500 pg/mL), pesou-se 12,5 mg dos
Oleos essenciais e extratos alcoolico de manjericdo e acafrdo para 25 mL de metanol.
Em seguida, foi feito as concentracdes de 250, 100, 50 e 25 upg/mL). Apds as
concentracdes adquiridas, colocou-se 5mL da solugdo de B-caroteno em vidrinhos
com 200 uL de cada concentracdo. O branco foi realizado com a solugdo de (-
caroteno/acido linoléico sem a amostra. O teste foi realizado em duplicata. A leitura
foi feita no espectrofotdbmetro antes e apos passados 2h de incubacdo das
concentracdes em solucao de B-caroteno/acido linoléico em banho maria. O calculo

foi feito da seguinte forma:

V% = 1 ABS Amostra — ABS Amostra 2h % 100
0~ ABS Branco — ABS Branco 2h

O Clso (concentracao inibitéria em 50%) por meio de uma regressao linear
foi calculado por meio de equacao da reta que correlaciona as concentracfes e seus

respectivas indices de varredura.

4.9 Toxicidade frente a Artemia salina

O potencial toxico das plantas foi determinado usando as larvas de Artemia
salina, descrito por Meyer et al. (1982). Os ovos de Artemia salina foi adquirido em
comeércio local, sendo colocado em pequeno tanque dividido em dois compartimentos
contendo agua salina.

Os ovos de Artemia salina foram adicionados ao compartimento coberto
contendo uma lampada em cima e hidratadas numa solucéo salina contendo agua de
aguario sintético adaptado para 12 pug/mL, a temperatura ambiente cerca de 25 °C.

Depois de um periodo de tempo de aproximadamente 48 horas, a eclosdo dos ovos e
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as larvas produzidas, foram recolhidos para o bioensaio. As diluicbes de dleos e
extratos em solvente evaporado foram realizadas em solucéo salina sintética, 0,5 mL
de concentracdo de dimetilsulféxido (DMSO), a qual dez larvas foram adicionados em
copos de plastico de 50 mL. Para o controle negativo, as larvas foram mantidas
apenas em solucdo salina sintética e DMSO. Apds 24 horas de incubagéo, as larvas
mortas foram contadas para calcular a CLso (concentracéo letal para 50% das larvas).

4.10 Atividade antiacetilcolinesterase (qualitativo e quantitativo)

No ensaio de inibicdo da acetilcolinesterase, avaliagdo qualitativa, seguiu-
se a metodologia de Ellman (1961), adaptada por Rhee et al. (2001), para
cromatografia em camada delgada. Neste ensaio, utilizou-se a solugcédo dos reagentes
acido 5,5-ditiobis-2- nitrobenzéico (DTNB), iodeto de acetilcolina (ATCI) em tampéao e
solugdo da enzima acetilcolinesterase. A fisostigmina foi utilizada como padréo
positivo.

Na avaliacdo quantitativa de antiAChE, 25 pL de 6leos essenciais e extratos
alcéolico de manjericédo e acafrdo foram diluidas em 25 uL de iodeto de acetilcolina
(15 mM), 125 pL of 5,5'-ditiobis- [2-nitrobenzo6ico] em solucéo de Tris/HCI (50 nM, pH
=8 com 0,1 M NaCl e 0,02 M MgCI2.6H20 (3 mM, DTNB ou reagente Eliman's)),
solucéo de 50 pl Tris/HCL (50 nM, pH = 8, com 0,1% soro de abumina bovina (BSA)),
lidos antes e depois da adi¢do de 25 uL da enzima de acetilcolinesterase a 405 nm

em Elisa BIOTEK (RHEE et al., 2001). A fisiostigmina foi usada como padréo.

4.11 Larvicida contra Aedes aegypti

As larvas no 3° estagio foram doadas pelo Nucleo de Controle de Vetores do
Ceara (NUVET), localizado na Secretaria de Saude do Estado do Ceara.

Inicialmente, mediu-se em triplicata 1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg de 6leos
essenciais e extratos alcoolico de manjericéo e acafrdo, que foram dissolvidas em 0,3
mL de DMSO. Em seguida, foi adicionado 19,7 mL de agua juntamente com 50 larvas
de 3° estagio do Aedes aegypti. O teste controle foi usado apenas com DMSO, H20
destilada e 50 larvas. Ap0s 24 horas, as larvas mortas foram contadas e os resultados
obtidos foram colocados em uma regressao linear para o calculo da concentracao letal
capaz de matar 50% das larvas (CLso) e em 90% (CLgo) (OLIVEIRA et al., 2002).
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4.12 Anélises Estatisticas

As analises estatisticas deste trabalho foram realizadas no software R verséo
3.2.2. Os dados foram expressos como medidas de tendéncia central e disperséao.
Testou-se a normalidade dos dados utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov e a
homogeneidade dos dados utilizando o teste de Levene. Para a comparacao entre
duas médias, com dados normais e homogéneos, utilizou-se o teste t de Student para
resultados independentes, e com dados ndo normais e ndo homogéneos, o teste de
Mann-Whitney. Para a comparacdo entre trés médias, quando os dados foram
normais e homogéneos utilizou-se o teste de ANOVA, e quando ndo, utilizou-se o
teste de Kruskal-Wallis. Utilizou-se o pés-teste de comparacdes multiplas LSD de

Fisher. Os dados foram considerados significativos com valores de p abaixo de 0,05.
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5.1 Oleos essenciais de Ocimum spp.
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Os oOleos essenciais do género Ocimum apresentaram rendimentos

variando de 0,03 a 2,00% (Tabela 1), sendo considerado satisfatério e tais

guantidades podem estar associadas aos fatores ambientais: a temperatura,

intensidade da radiacdo solar, solo e outros, como explicaram Botrel et al. (2010).

Além de que devem ser considerados fatores experimentais, como: a matriz utilizada,

a extracao por arraste a vapor realizada pelo destilador e a coleta (BURT, 2004). No

entanto, os rendimento dos 6leos essenciais estudados foram superiores quando

comparado ao estudo de Sartoratto et al. (2004), que obtiveram 0,1%.

Tabela 1 — Rendimento dos 6leos essenciais de Ocimum spp.

Material vegetal

Rendimento de oleo
essencial (%)

O 0O 0O O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0O0OO

. X citriodorum
. selloi

. gratissimum
. tenuiflorum

campechianium

. basilicum L. (greco)

. basilicum L. (canela)

. basilicum L. (licorice)

. basilicum L. (Maria Bonita)

. basilicum L. (branco)

. basilicum L. (bola)

. basilicum (lima)

. basilicum (ltaliano)

. basilicum x thysiflorum (Rainha do sean)

0,12
0,40
0,40
0,30
2,00
0,40
0,31
0,20
0,03
0,30
0,40
0,00
0,00

0,00

Similarmente com este estudo, Trevisan et al. (2006) atribuiram maior

rendimento a alfavaca (O. gratissimum) (3,5%) e o menor ao O. basilicum variedade

purpurascens (0,5%), sendo O. campechianum deste estudo dentro dessa faixa.

Os constituintes quimicos dos 6leos essenciais de espécies de Ocimum

spp. foi mostrada na Tabela 2.
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Oc Os Og Ot Ocm
Constituintes IK exp (%) (%) (%) (%) (%)
a-pineno 933 - - 0,39 - -
octen-3-ol <1> 970 0,08 - - - 0,16
Sabineno 970 - - 0,30 - -
B-pineno 973 - - 1,13 - -
6-metil-5-hepten-2-one 977 0,34 - - - -
1,8-cineol (Eucaliptol) 1023 - 4,26 22,10 - 1,01
E- B-ocimeno 1042 - 0,45 - - -
y-terpineno 1053 - 0,33 - - -
2,2-dimetil-3,4-octadienal 1087 0,52 - - - -
Linalol 1096 - 17,10 0,58 - 0,76
Trans-verbenol 1140 0,76 - - - -
Canfora 1143 - 0,57 - - -
Cis-crisantenol 1160 1,28 - - - -
Delta — Terpineol 1166 - - 0,29 - -
Terpinen-4-ol 1179 - 2,41 - - -
a-terpineol 1191 - - 0,80 - -
Metil chavicol 1208 - 65,82 - - -
Acetato octanol 1215 - 0,35 - - -
Nerol 1234 2,88 - - - -
Neral 1249 36,10 - - - -
Geraniol 1261 1,55 - - - -
Geranial 1281 47,62 - - - -
Timol 1299 - - 0,43 - -
Delta-Elemeno 1340 - - - - 0,58
Eugenol 1360 - - 47,03 81,91 68,74
Acetato neril 1368 0,71 - - - -
a-copaeno 1381 - - 0,31 - -
B-elemeno 1394 - - 0,75 6,54 4,40
Metil-eugenol 1408 - - - - 1,52
a-cis-bergamoteno 1420 - 3,95 - - -
E-cariofileno 1426 1,66 - 7,09 10,05 7,65
a-trans-bergamoteno 1437 0,67 - - - -
a-humuleno 1455 0,70 0,52 1,04 0,59 1,67
Alo-aromadendreno 1460 - - - - 0,28
Germacreno D 1480 0,52 0,36 1,67 - 0,34
B-selineno 1485 1,15 - 11,12 - 1,16
a-selineno 1493 0,81 - 3,20 - -
Biciclogermacreno 1494 - - - - 4,95
a-bulneseno 1503 - - - 0,91 -
y-cadineno 1510 - 0,94 - - -
7-epi-a-selineno 1511 - - 0,87 - -
B-sesquifelandreno 1520 - - - - 1,45
a-Z-bisaboleno 1534 1,57 - - - -
Elemicina 1547 - - - - 4,16
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Spathulenol 1570 - - - - 0,35
Oxido cariofileno 1571 1,08 - 0,91 - 0,82
Epi-a-cadinol 1621 - 2,47 - - -

Monoterpeno hidrocarboneto - - 0,78 1,82 - -

Monoterpeno oxigenado - 90,70 90,51 2420 - 1,77
Fenilpropanoides - - - 47,03 81,91 68,74
Sesquiterpeno hidrocarboneto - 7,08 7,95 26,04 18,09 22,48
Sesquiterpeno oxigenados - 1,08 - 0,91 - 1,12
Outros - 7,13 - - - 5,84
% Total identificado - 100,00 99,24 100,00 100,00 99,95

Legenda: Oc = Ocimum X citriodorum, Os = Ocimum selloi, Og = Ocimum gratissimum (Alfavaca), Ot =
Ocimum tenuiflorum, Ocm = Ocimum campechianium (syn O. micranthum). IK exp: Indice kovat
experimental.

O dleo essencial (OE) de O. x citriodorum analisado por CG/EM teve 18
constituintes quimicos encontrados, tendo no total 90,71% de monoterpenos
oxigenados, representado majoritariamente por geranial e neral. O OE de Ocimum
selloi apresentou 13 constituintes quimicos, sendo o majoritario metil chavicol
(65,82%), seguido do linalol (17,10%).

A andlise dos constituintes quimicos de OE de Ocimum selloi mostrou a
variedade quimica por regido, onde plantas cultivados em diferentes estados
apresentaram composicao distinta. O OE de O. selloi apresentou elevados teores de
monoterpenos oxigenados, tendo 13 componentes identificados, com teor elevado de
metil chavicol e diferenciando quando comparado ao estudo de Moraes et al. (2002)
em que a mesma espécie cultivado em Séo Paulo teve majoritariamente em seus
Oleos essenciais de varias partes da planta, teores variando de 41,34 a 58,59% de
trans-anetol e de 24,14 a 29,96% de metil chavicol. Os teores encontrados de linalol
para O. selloi neste estudo foi similar ao referido por Vieira et al. (2014) que
encontraram 52,20% de anetol e 16,80% de linalol.

O teor de estragol ou metil chavicol encontrado em 6leo essencial de
Ocimum selloi deste experimento foi similar ao estudo de Padilha-Paula, Gomes-
Carneiro e Paunargatten (2003) que identificaram estragol (55,30%), trans-anetol
(34,20%) e cis-anetol (3,90%) em de folhas frescas de cultivo de Curitiba.

O OE de O. gratissimum, também conhecido como manjericdo alfavaca,
teve 19 constituintes identificados com teores de 47,03% do fenilpropanoide eugenol,
22,10% de 1,8-cineol, 11,12% de B-selineno e outros minoritarios, como o timol.
Resultado concordante ao estudo de Pereira e Maia (2007) que encontraram 53,90%

de eugenol em plantas originaria de Vigosa (MG).
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Pereira e Maia (2007) ressaltaram acerca da distincdo nas espécies do
género de Ocimum que ocorre pela presenca de timol ou pelo alto teor de eugenol,
tendo a espécie O. gratissimum com um teor significamente elevado de eugenol,
dentre as cultivares de Ocimum.

Das espécies de manjericdo, O. gratissimum apresenta maior variabilidade
por locais do mundo. O 0leo essencial dessa espécie na India teve como maior
constituinte, o eugenol (56,00 a 74,50%) (CHOUDRHURY; BORDOI, 1993),
corroborando com o resultado desse estudo. Enquanto, que no 6leo essencial obtido
na Tailandia ndo foi detectado eugenol, sendo o timol (47,60%), o constituinte
majoritario (SAINSBURRY; SOFOWORA, 1971).

O. gratissimum apresentou teor de eugenol similar em seu 6leo essencial
ao estudo de Vieira e Simon (2000), que teve teor de 60,30% em um dos genotipos
originério de Goias.

O OE de O. tenuiflorum mostrou composicdo quimica composta por cinco
substancias, tendo o fenilpropandide eugenol majoritariamente (81,91%). O teor de
eugenol no 6leo essencial de O. tenuiflorum foi superior a todos os 6leos essenciais
desse estudo e também quando comparado ao estudo de Kothari, Bhattacharya e
Ramesh (2004) que pesquisaram a mesma espécie e encontraram teores de 4,36% a
8,48% para eugenol em plantas da India, possuindo elevado teor de metil eugenol. E
interessante notar que Ocimum tenuiflorum apresentou teor de eugenol similar ao
Syzygium aromaticum (cravo) (82,47%) e Pimenta dioica (pimenta jamaicana)
(82,56%) (OLIVEIRA et al., 2009), especiarias mais utilizadas na extracéo de eugenol
para uso em alimentos por este constituinte fenélico volatil possuir agdo antioxidante.

O hidrocarboneto sesquiterpénico E-cariofileno foi um dos constituintes
com maior teor no 6leo essencial de O. tenuiflorum, possivelmente com propriedades
antimicrobiana, antioxidante, antiviral, antiinflamatdria e antiparasitaria. O 3-elemeno
foi um constituinte que apareceu com 6,54% no Oleo essencial analisado, sendo,
segundo Zhu (2011), um sesquiterpeno de efeitos antiproliferativos em algumas
células cancerigenas.

A variabilidade quimica por regido, clima, época de colheita foi destacado
na comparacdo quimica do OE de O. campechianum, também conhecido com O.
micranthum, tendo poucos relatos acerca da quimica na literatura. Segundo a Tabela
2, 0 OE de O. campechianum contém 17 constituintes quimicos, representado por

68,74% de eugenol, sendo similarmente ao valor reportado pelo Vieira et al. (2014),
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gue encontraram teor de 64,80% de eugenol. Vale destacar ainda que o teor de
eugenol desse Ocimum foi superior quando comparado ao estudo de Sacchetti et al.
(2004) que encontraram 46,55% de eugenol como principal constituinte em folhas
originarias da Amazonia e com relacao a Charles, Simon e Wood (1990), 20,50% de
eugenol em folhas de Chicago.

O O. basilicum L. € uma das espécies mais utilizadas na Indastria de
Alimentos na aromatizacdo de produtos alimenticios. Neste estudo, os Oleos
essenciais dessa espécie tiveram 6 variedades analisadas, denominadas: greco a
palla, canela, licorice, Maria bonita, branco e bola, mostrando distingdo quimica em
seus componentes majoritarios. Os resultados da variabilidade quimica de O.
basilicum estéo na tabela 3.

As variedades de O. basilicum apresentaram majoritariamente nos 6leos
essenciais analisados de 6 a 24 constituintes quimicos, classificados entre
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides. Os monoterpenos hidrocarbonetos
variaram de 0,79 a 2,62%, monoterpenos oxigenados de 16,83 a 96,41%,
fenilpropandides entre 42,15 e 56,53%, sesquiterpenos hidrocarboneto de 2,79 a
13,65%, sesquiterpeno oxigenado de 3,61 a 5,64 e outros componentes 1,57 a 2,51%,
sendo majoritariamente nos teores de metil chavicol (estragol), eugenol e linalol
(Tabela 3).

Similarmente a este estudo com teores elevados de monoterpenos, 12
variedades de 6leo essencial de O. basilicum mostraram teores de monoterpenos
(45,60%), sesquiterpenos (35,30%) e fenilpropandides (7,40%) (VINA; MURILLO,
2003).

O OE de Ocimum basilicum variedade greco a palla teve 24 constituintes
guimicos identificados pelo CG/MS, predominando em ordem decrescente o eugenol
(42,15%) > linalol (23,54%) > 1,8-cineol (11,46%) > epi-a-cadinol (4,67%) > a-cis-
bergamoteno (3,24%), e outros minoritarios.

Os oOleos essenciais de Ocimum basilicum vulgarmente chamado de
manjericao canela, branco e licorice mostraram teores elevados de metil chavicol,

destacando ainda na variedade branca, um contetdo de 17,08% de linalol.
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Tabela 3 — Constituintes quimicos de 6leos essenciais de Ocimum basilicum L. e suas

variedades.
Obg Obc Obl Obmb Obw Obb
Constituintes IK exp (%) (%) (%) (%) (%) (%)
a-pineno 939 0,30 - - - - -
Sabineno 970 0,38 - - - - -
B-pineno 971 0,75 - - - - -
Mirceno 985 0,57 - - - - -
1,8-cineol (Eucaliptol) 1018 11,46 3,55 3,36 3,63 2,96 1,07
Z-3-ocimeno 1040 0,62 - 0,79 - - -
E-B-ocimeno 1041 - 0,89 - - - 2,25
Linalol 1095 23,54 - - 70,58 17,08 10,96
Canfora 1140 1,59 0,63 0,57 - 0,44 0,55
Borneol 1160 - - - - - 0,46
Terpinen-4-ol 1174 - - - - 2,12 2,99
a-terpineol 1190 1,77 - - 0,75 - 0,41
Metil-chavicol 1190 - 87,47 92,48 - 67,85 0,39
Acetate octanol 1216 0,62 - - - - 0,31
Neral 1243 - 0,99 - - 0,79 -
Formato de Isobornil 1286 - - - - - 1,12
Geraniol 1260 - - - 18,01 - -
Geranial 1274 - 1,30 - - 0,98 -
Acetate de Bornil 1293 1,01 - - - - -
Eugenol 1369 42,15 - - - - 56,53
Acetato de Geranil 1384 - - - 2,51 - -
B-elemeno 1396 1,36 - - - 0,45 1,38
Metil-eugenol 1405 - - - - - 0,45
a-cis-bergamoteno 1437 3,24 0,79 - 2,12 - 9,27
E- Cariofileno 1424 - - - - 0,48 -
a-trans-bergamoteno 1439 - - - - 0,73 -
a-guaieno 1440 0,38 - - - - 0,40
a-humuleno 1455 0,39 0,74 - - 0,61 -
Germacreno D 1480 0,94 - - - 0,72 0,91
Biciclogermacreno 1498 0,30 - - - - -
a-bulneseno 1503 1,03 - - - - 0,99
y-cadineno 1509 1,13 0,93 0,71 0,71 1,19 2,08
Eugenol-acetato 1524 0,83 - - - - -
Spathulenol 1569 0,41 - - - 0,53 0,47
1,10-di-epi-cubenol 1603 0,56 - - - - -
1-epi-cubenol 1600 - - - - - 0,55
Epi-a-cadinol 1622 4,67 2,72 2,08 1,69 3,08 4,46
Monoterpeno hidrocarboneto - 2,62 0,89 0,79 - - 2,25
Monoterpeno oxigenados - 38,98 93,94 96,41 92,97 92,22 16,83
Fenilpropanoide - 42,15 - - - - 56,53
Sesquiterpeno hidrocarboneto - 8,77 5,18 2,79 4,52 4,18 13,65
Sesquiterpeno oxigenado - 5,64 - - - 3,61 5,01
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Outro - 1,84 - - 2,51 -

1,57

% Total identificado - 100,00 100,00 99,99 100,00 100,00

96,15

Legenda: Obg = Ocimum basilicum var greco, Obc = Ocimum basilicum var canela, Obl = Ocimum
basilicum var licorice, Obmb = Ocimum basilicum var Maria Bonita, Obw = Ocimum basilicum var
branco, Obb = Ocimum basilicum var bola. IK exp: Indice Kovat experimental.

Variacbes na composicdo quimica de Oleos essenciais, produtos do
metabolismo secundario de plantas, ocorre devido a mudancas nos fatores abidticos,
bem como a localizagédo geografica da planta e época da coleta da planta (SOBRINHO
et al., 2016).

Quanto as variedades que apresentavam metil chavicol como constituinte
majoritario, os teores estavam similares a plantas da Turquia (78,02%) (OZCAM;
CHALCHAT, 2002) e a plantas cultivadas na india (39,30%) (ZHELJAZKOV et al.,
2008).

O OE de O. basilicum var. Maria bonita mostrou alto contetdo de linalol
(70,58%), um monoterpeno oxigenado comum nessa variedade como referido em
plantas cultivadas no exterior como no Brasil. Houve similaridade na presenca de
linalol quando comparado a plantas cultivadas na Italia (MAROTTI; PICCAGLICA,;
GIOVANELLI, 1996), Estados Unidos (BLANK et al., 2007), Paquistdo (HUSSAIN et
al., 2008), Minas Gerais (LUZ et al., 2009) e Tocantins (VELOSO et al., 2014), que
apresentaram teores variando de 36,32 a 78,12 %.

O oleo essencial de O. basilicum var. bola apresentou um alto contetido de
eugenol (56,53%), seguido de linalol (10,96%), discordando com Joshi (2014) que em
cultivares da India identificou teores de 39,30% de metil eugenol e 38,30% de metil
chavicol.

A Tabela 4 mostra a avaliagdo do potencial antioxidante dos Oleos
essenciais de espécies de Ocimum spp. As analises mostraram similaridade entre os
valores de Clso das espécies de Ocimum spp. e variedades de Ocimum basilicum L.,
onde 5 espécies de Oleos essenciais apresentaram interessantes concentracdes
inibitorios de oxidacdo. Neste contexto, Pandey, Singh e Tripathi (2014) ressaltaram
gue plantas aromaticas, particularmente 6leos essenciais, apresentaram atividade
antioxidante.

O sequestro do radical livre do DPPH € um dos métodos mais usados para
comparar as atividades antioxidantes in vitro entre amostras. Dentre as espécies de
Oleo essencial de Ocimum, as ativas em ordem foram: O. basilicum var. greco a palla

> 0. gratissimum > O. basilicum var. bola > O. campechianum > O. tenuiflorum,
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quando comparado com as outras especies. Estatisticamente, os valores de Clso de
O. tenuiflorum foi igual ao padrao eugenol, sem diferenca estatisticamente significativo
(p<0,05). Os valores de Clso de O. basilicum var. greco, O. gratissimum e O. basilicum
var. bola e O. campechianum foram iguais estatisticamente entre si, e diferentes

estatisticamente significativo (p<0,05) quando comparado ao eugenol.

Tabela 4 — Potencial antioxidante de 6leos essenciais de espécies do género Ocimum.

Material vegetal DPPH ABTS B-caroteno/
Acido Linoléico
Clso (ng/mL) Clso (ng/mL) Clso (ng/mL)
x + DP v + DP x + DP
O. x citriodorum 465,81 + 6,703A 346,37 £ 6,122bB 34,41 +13,3923¢
O. selloi 439,35 + 38,6324 282,42 £ 21,228 22,55 + 4,78°C
O. gratissimum 6,53 + 0,34 A 2,84 +0,26¢B 3,43 +0,50¢B
O. tenuiflorum 2,31 +0,02¢A 2,22 +0,23¢A 16,11 + 3,59 98
O. campechianum 4,93 + 0,03 bA 2,51 +0,07¢8 8,79 +0,12¢&C
Variedades de O. basilicum
Greco a palla 7,40 + 0,34 0A 3,20+ 0,35¢8 12,44 + 0,64 9C
Canela 205,00 + 35,362 679,16 + 64,0298 160,17 + 45,434
Licorice 2111,06 + 176,94 %A 515,71 + 157,60 ¢B -
Maria Bonita 1989,20 + 834,239~ 681,00 + 56,659AC 213,88 +176,10"B.C
Branco 386,80 + 15,1824 391,24 + 48,2004 11,95 + 4,63 98
Bola 6,13 + 0,13 PA 2,69 +0,39¢B 20,85 +1,81°¢
Eugenol (padrao) 1.91 + 0,06 ¢A 2,17 + 0,03 ¢A 7.85+2.25¢%8
Valor p 0,001 0,001 0,025

Legenda: y — Média; DP — Desvio padrao; £ — Teste de ANOVA seguido do pés-teste LSD Fisher; * —
Teste de Kruskal-Wallis. LSD: letras médias — diferenga estatisticamente significativa (p<0,05). Letras

minUsculas: comparacao entre espécies; letras mailsculas: comparacdo entre métodos.

A capacidade antioxidante de 6leos essenciais de manjericdo tem sido
estudada ao longo dos anos. Dado similar a este estudo foi referido por Trevisan et al.
(2006) que avaliaram a capacidade antioxidante de cinco espécies de géneros
Ocimum originarios de plantacdes em Fortaleza, denominado de O. basilicum var.

purpurascens, O. basilicum, O. gratissimum, O. micranthum e O. tenuiflorum



86

(sinbnimo O. sanctum), usando métodos de DPPH e oxidagéo da hipoxantina/xantina
por HPLC, o qual a capacidade antioxidante mais forte foi obtida pelo OE de O.
tenuiflorum.

Os valores de Clso deste estudo foram melhores quando comparado ao
estudo de Bunarathep, Palanuvez e Ruangrungsi (2007) que reportaram um
comparativo de atividade antioxidante de 6leos essenciais de O. basilicum, O. canum,
O. gratissimum, e O. sanctum pelo método de DPPH e encontraram que o O.
gratissimum foi mais antioxidante seguido pelo O. sanctum (sinénimo O. tenuiflorum),
O. canum e O. basilicum com valores de Clso de 30,20, 767,82, 8434,19 e 47057,45
ug/mL.

Vale ressaltar, os 6leos essenciais sdo uma mistura complexa de dezenas
de compostos com diferentes comportamentos, grupos funcionais e polaridade. O
efeito antioxidante de um 6leo essencial ndo pode ser atribuido a um ou a alguns de
seus constituintes devido a sua complexidade estrutural. Concentracdes mais baixas
podem contribuir significativamente para a atividade do 6leo (MIRANDA et al., 2016).

Resultados discordantes a este estudo para variedades de O. basilicum
foram apontados por Hussain et al. (2008) que atribuiram atividade antioxidante ao
constituinte majoritario linalol, sendo os valores de Clso de 4,80, 5,30, 6,00 e 6,70
png/mL em folhas coletadas no inverno, primavera, outono e verao, respectivamente.

O indice de atividade antioxidante, calculado por meio da relacdo entre
concentracéo da solucdo de DPPH e Clso, determinou uma capacidade antioxidante
fraca para O. x citriodorum, O. selloi, O. basilicum var Maria Bonita, O. basilicum var.
licorice e O. basilicum var branco, sem diferenca estatistica entre eles. Em ordem, 0s
Oleos essenciais de forte capacidade antioxidante com quimiotipo de eugenol foram:
O. tenuiflorum (10,97)> O. campechianum (5,14)> O. basilicum var bola (4,14)> O.
gratissimum (3,88)> O. basilicum var greco a palla (3,42).

Utilizando o método de ABTS neste estudo, o potencial antioxidante de 4
Oleos essenciais de Ocimum nao diferiram estatisticamente significativa quando
comparado ao padrdao eugenol, mostrando excelente atividade dos seguintes Oleos
essenciais: O. tenuiflorum, O. campechianum, O. basilicum var. bola e O. gratissimum,
confirmando os resultados pelo anti-radical DPPH. O OE de O. basilicum var. greco a
palla teve uma boa atividade antioxidante, diferindo estatisticamente significativo

guando comparado ao padrao eugenol.
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Os oleos essenciais de Ocimum com melhores potenciais antioxidantes
pelos métodos analisados DPPH e ABTS foram as plantas com maior teor de eugenol,
o aumento do teor de eugenol reduziu a capacidade inibitéria em 50%, mostrando a
forte eficiéncia antioxidante do eugenol pela sua estrutura quimica fendlica,
aproximadamente 0,9 de regresséo (Grafico 1), mesmo com caracteristicas distintas
dos radicais usados: DPPH (hidrofilico) e ABTS (hidrofilico e lipofilico) (KUSKOSKI et
al., 2005).

Gréfico 1 — Correlagdo entre contetdo de eugenol e atividade antioxidante, segundo
métodos DPPH e ABTS.

Obg = Ocimum basilicum var greco a palla, Og = Ocimum gratissimum, Obb = Ocimum basilicum var
bola, Ocm = Ocimum campechianum, Ot = Ocimum tenuiflorum.
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Segundo Tomaino et al. (2005) e Trevisan et al. (2006), essa atividade foi
correlacionada positivamente em Oleos essenciais com uma alta propor¢do de
eugenol, enquanto uma forte correlacdo negativa foi observada quando outros
compostos majoritarios foram identificados. Vale ressaltar que o eugenol é o principio
ativo do cravo (85-92%), de plantas do género Ocimum, da canela e noz-moscada,



88

tendo capacidade explicada pela caracteristica estrutural do grupo fendlica que
fortemente sequestra radicais livres (TREVISAN et al., 2006; PEREIRA; MAIA, 2007)
e retarda a autoxidacdo do acido linoleico (FARAG; BADEL; EL-BAROTY, 1989;
STOILOVA et al., 2008).

Propriedades ja conhecidas do eugenol sdo as fungbes antioxidantes
(NAGABABU; LAKSHMAIAH, 1992; SATOH et al., 1998; DORMAN; SURAI; DEANS,
2000; POLITEO; JUKIC; MILOS, 2007), anticarminativa, antiespasmadica,
antisséptica e antimicrobiana, como muito bem conhecido como anestésico e
analgésico na odontologia (VIEIRA et al., 2014).

A atividade antioxidante determinada pelo sistema beta-caroteno/acido
linoléico € um método que estima a inibicdo da formacao de radicais livres, baseando
na atividade de uma amostra ou composto de proteger um substrato lipidico da
oxidacdo (DUARTE-ALMEIDA et al.,, 2006), podendo possivelmente estimar a
capacidade antioxidante in vivo e a estabilidade da amostra testada em gorduras. Este
resultado foi capaz de identificar o OE de O. gratissimum como a espécie de forte
capacidade antioxidante, inclusive mais ativo que o eugenol isolado, diferindo
estatisticamente (p<0,05). Vale ressaltar que este resultado € interessante, mostrando
que esse Oleo essencial apresentou a capacidade de inibir a formacédo de radicais
livres frente aos fatores promotores da oxidacdo usados neste teste in vitro: oxigénio
e altas temperaturas, possivelmente promovendo sequestro de radicais livres in vivo
e estabilidade de alimentos.

O OE de O. campechianum teve uma boa capacidade antioxidante pelo
método beta-caroteno/acido linoleico com um valor igualmente significativo
estatisticamente quando comparado ao valor de Clso do padrdo eugenol.
Estatisticamente, os O. basilicum das variedades branco e greco a palla e O.
tenuiflorum foram igualmente significativos com moderada capacidade antioxidante.

Os Oleos essenciais de O. tenuiflorum, O. gratissimum, O. campechianum
e O. basilicum (variedades de greco a palla e bola) mostraram potencial biotecnoldgico
com excelentes rendimentos e fortes atividades antioxidantes atribuidas ao eugenol e
efeito sinérgico por varios quimiotipos presentes, que podem ser utilizados na
preservacdo de alimentos (embalagem inteligente e estabilidade dos produtos
alimentares), na alimentacdo animal e dieta humana como alimento funcional,

prevenindo doencgas cronicas ndo transmissiveis como Obesidade, Diabetes Mellitus,
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Hipertenséo, Dislipidemias e Céancer, e também doencas neurolégicas como Mal de
Alzheimer.

Correlacionando efeito antioxidante de 6leos essenciais e preservacao de
alimentos, pesquisas recentes tentam desenvolver embalagens inteligentes que
agregam qualidade aos produtos incorporando 6leos essenciais em polimeros. Nessa
Otica, os Oleos essenciais com acdo antioxidantes incorporados ou utilizados em
embalagens podem erradicar a acao da oxidag¢éao por meio de eliminacdo e/ou inibicédo
de radicais livres, conferindo maior vida de prateleira a alimentos. Por exemplo, o uso
de coberturas comestiveis (carragenina, concentrado de proteina de trigo) em
combinacdo com antioxidantes de plantas foi eficiente para prolongar a vida util de
macas minimamente processadas durante duas semanas quando armazenado a 3 °C
(LEE et al., 2003).

Vale ressaltar ainda, biofilmes para frutas incluidas de OE de cravo,
orégano e combinagfes binarias 1:1 de OE de ambas as especiarias teve efeito
antioxidante com diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos em relacao aos
valores de TBA (acido 2-tiobarbittrico) no final do periodo 15 dias de armazenamento
sob-refrigeracdo (UGALDE, 2014).

Ao longo das ultimas duas décadas, varios estudos relataram resultados
positivos de uso de 6leos essenciais de plantas (OEs) como aditivo dietético em varias
espécies de animais. Recentemente, essas alternativas nutricionais foram avaliadas
e relatadas na producdo de racdo para peixes, a fim de aumentar a resisténcia a
doencas e prevenir surtos, além de melhorar o crescimento de peixes, bem-estar
animal, melhor estabilidade de constituintes quimicos e composicéo nutricional para
uso na dieta humana (SUTILI et al., 2017).

Um produto comercial a base de misturas de especiarias mostrou melhor
atividade antioxidante que o TBHQ (antioxidante sintético) em flocos de batata
(BAARDSETH, 1989; MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007).

A atividade antioxidante do 6leo essencial de plantas da familia Lamiaceae
em margarina encontrou que este 6leo pode ser usado como um antioxidante natural
e aromatizante na margarina (OZKAN; SIMSEK; KULEASAN, 2007).

Alho (Allium sativum), pimenta negra (Piper nigrum) e pimenta (Capsicum
frutescens) sdo especiarias geralmente adicionadas em produtos de carne

fermentados para melhorar seus gostos e sabores, mostrando agdes cruciais como
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conservantes e antioxidantes naturais quando comparados com antioxidantes
sintéticos (KITTISAKULNAM; SAETAE; SUNTORNSUK, 2017).

Trevisan et al. (2006) sugeriram que 6leos essenciais obtidos de varias
plantas do género Ocimum além de aromatizantes podem ser empregados na
quimioprevengéao do cancer e como alimentos funcionais.

Com a proposta de verificar a toxicidade de novos compostos bioativos,
varios ensaios utilizam a letalidade com o microcrustaceo Artemia salina, que foi
desenvolvido para detectar compostos ativos em vegetais. Este ensaio tem sido
utilizado por sua eficiéncia em rastrear o potencial biolégico das plantas, mostrando
especialmente substancias com atividade antifungica, antiviral, antibacteriana e
tripanossomicida (LEITE et al., 2009), e outras atividades interessantes, como a
correlacdo com a citotoxicidade em linhagens de células tumorais humanas
(McLAUGHLIN, 1991).

A Tabela 5 destaca letalidade contra Artemia salina e atividade
antiacetilcolinesterasica de 6leos essenciais de Ocimum spp.

Na avaliacdo da toxicidade de compostos ativos nos materiais vegetais
para Artemia salina, um valor de CLso inferior a 1000 pg/mL permite considerar o
composto como téxico (MEYER et al., 1982; SILVA et al., 2010; SILVA et al., 2015).

Os 0leos essenciais estudados apresentaram concentracdes letais em 50%
(CLso) inferiores a 1000 pg/mL, mostrando possivelmente uma atividade biologica,
seja antiacetilcolinesterasica, antimicrobiana, antitumoral, larvicida contra Aedes
aegypti e outros. O Oleo essencial de O. basilicum var. bola apresentou elevada
toxicidade frente Artemia salina, seguido de O. tenuiflorum e O. basilicum var. licorice
qgque foram moderadamente toxicos, diferindo estatisticamente ao dicromato de
potassio (p<0,05).

Poucos relatos de toxicidade dos 6leos essenciais do género Ocimum
frente as Artemia salina existem, sendo o O. gratissimum, o mais relatado. Dados
distintos a estes resultados, porém mostrando a toxicidade dessas plantas, foram
comparados aos estudos de Parra et al. (2001) que estudaram a toxicidade de extratos
etandlico de O. basilicum (CLso de 9,92 pg/mL), O. gratissimum (CLso de 18,76 pug/mL)
e O. tenuiflorum (CLso de 18,75 pg/mL) e Silva et al. (2010) que o 6leo essencial das
inflorescéncias de O. gratissimum teve CLso de 233,8 pg/mL e o eugenol isolado, CLso
de 186,1 ug/mL. Estes dados toxicolégicos podem ser correlacionados com testes de

toxicidade aguda oral em animais e antitumoral.
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Tabela 5 — Teste de letalidade contra Artemia salina e atividade antiacetilcolinesterase

de 6leos essenciais de Ocimum spp.

Material vegetal Toxicidade AChE Inibicdo de
CLso (ug/mL) Halo AChE
x + DP (mm) Clso (ng/mL)
x = DP
O. x citriodorum 398,50 £ 3,452 0 0,002
O. selloi 420,25 + 27,222 0 0,002
O. gratissimum 519,29 + 16,66 ¢ 7 27,70 £ 0,06 ©
O. tenuiflorum 288,206 + 17,97 8 1453+£0,34°¢
O. campechianium 499,77 £ 29,54 ¢ 9 15,48 £0,06°
Variedades de Ocimum basilicum L.
O. basilicum var. Greco a palla | 562,27 + 41,53 ¢ 7 7,25+0,98 49
O. basilicum var. canela 459,49 £+ 21,28 @ 0 0,002
O. basilicum var. licorice 327,04 £ 18,692 0 0,002
O. basilicum “Maria Bonita” 520,35+0,01°¢ 0 0,002
O. basilicum var. branco 445,16 + 0,50 @ 0 0,002
O. basilicum var. bola 47,13 +5,404 8 14,39 +0,16°¢
Fisostigma (padrao) - 9 1,15+0,052
Eugenol (padrao) - 9 3,102 £ 0,052
Dicromato de potassio 11,81 +0,02¢ - -

(padréo)

Diferentes letras - significa diferencas estatisticas significativas (p <0,05), (-) N&o realizado, TCL -

Cromatografia em camada fina. : Média; DP: desvio padréo.

Kpoviessi et al. (2012) destacaram toxicidade frente a Artemia salina para

0 6leo essencial de O. gratissimum de 43-146 pg/mL, mostrando correlagéo positiva

a menores concentracdes letais e citotoxidade com teores de eugenol da planta.

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase € uma hipétese requerida no

tratamento da Doenca de Alzheimer por aumentar a acetilcolina e reparando sintomas

cognitivos, funcionais e comportamentais ligados a deficiéncia na neurotransmissao

colinérgica ligada a perda dos neurénios colinérgicos (Tabela 5).
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Alguns estudos sugerem que o cérebro de um doente de Alzheimer esta
sob estresse oxidativo resultante de um desequilibrio de ions de calcio dentro de seus
neurénios e mitocondrias e sugeriu que a ingestdo adequada de antioxidantes pode
reduzir o dano oxidativo (TABET, 2006; GOLFAKHRABADI, 2015). Tadros et al.
(2014) determinaram que os Oleos volateis de O. basilicum apresentaram atividade
inibitéria in vitro significativa contra a acetilcolinesterase, e seus principais
constituintes foram linalol, 1,8-cineol e eugenol, que também apresentam potencial
antioxidante.

Houve valores mais eficientes de Clso para a inibigéo de acetilcolinesterase
do O. basilicum var. greco a palla, Ocimum basilicum var. bola, Ocimum tenuiflorum,
Ocimum gratissimum e Ocimum campechianium quando comparado ao estudo de
Kiendrebeogo et al. (2011) que encontraram Clso de 36,16 pg/mL para O. canum.
Esses 0Oleos essenciais também apresentaram forte potencial antioxidante in vitro,
sugerindo interessante papel na Doenca de Alzheimer, seja em inibir a enzima
acetilcolinesterase e reduzindo os danos oxidativos.

Adewusi e Steenkamp (2011) mostraram que extratos de plantas, dentre
estas especiarias, concentracdo de inibicao até 125 pug/mL representa excelente acao
inibitéria da enzima acetilcolinesterase.

Muitos dos constituintes quimicos dos 6leos da familia Lamiaceae tém sido
identificados como inibidores da enzima acetilcolinesterase, incluindo os
monoterpenos neral, geranial e linalol (PERRY et al., 2000; PICOLLO et al., 2008;
DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009), sesquiterpeno oxido de cariofileno e tumerona
(FUJIWARA et al., 2010), e alguns fenilpropanoides como eugenol (DOHI; TERASAKI,
MAKINO, 2009). Estudos sobre a relacdo estrutura-atividade entre a
acetilcolinesterase e monoterpendides mostraram que o0s hidrocarbonetos
apresentam forte inibicdo comparada a alcoois e cetonas. A presenca do grupo
funcional oxigenado diminui a for¢a da inibicdo da acetilcolinesterase (MIYAZAWA,;
YAMAFUJI, 2005). E, mais recentemente, estudos de estrutura-atividade com
sesquiterpendides do tipo bisabolano, por Fujiwara et al. (2010) constataram que
estes inibem a acetilcolinesterase na seguinte ordem de poténcia: cetonas < alcoois
< hidrocarbonetos (SOUZA et al., 2012).

Entre os componentes do 6leo essencial, cinco componentes como 1,8-
cineol, a-pineno, eugenol, a-terpineol e terpinen-4-ol, apresentaram alta atividade
inibitoria da AChE, com valores de Clso de 0,015, 0,022, 0,48, 1,3 e 3,2 mg/mL,
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respectivamente (DOHI; TERASAKI; MAKINO, 2009). A presenca desses compostos
nos Oleos essenciais mais ativos estudados confirmou a sua acdo anti-
acetilcolinesterase.

Os OE ricos em eugenol apresentaram de forte a moderada inibicdo da
acetilcolinesterase, diferindo estatisticamente dos padrdes fisostigmina e eugenol.
Corroborando com outros estudos, este trabalho apontou que a variedade de O.
basilicum rica em eugenol, efetua a atividade de inibicdo da AChE e combate ao
estresse oxidativo em maior extensdo. Em seguida, estas espécies podem ser
eficazes na prevencdo ou na terapia do tratamento de Alzheimer e outros disturbios
neurodegenerativos (VLADIMIR-KNEZEVIC et al., 2014), por serem plantas muito
usada na alimentacédo e saborizacdo de produtos alimenticios industrializados.

No entanto, o eugenol é reconhecido pela Food and Drug Administration
(FDA) como seguro quando usado em alimentos em concentracfes de até 1.500
pg/mL. Em alimentos, o eugenol vem sendo usado basicamente como flavorizante,
mas tem também outras aplicacBes na Industria Farmacéutica (PEREIRA; MAIA,
2007).

A dengue, zika e chikungunya ganha notoriedade, entrando no grupo de
doencas negligenciadas e de importdncia a saude publica, por seus sintomas e
agravos a saude humana desperta pesquisadores na descoberta de estratégias
usando produtos naturais com menor ecotoxicidade (substancias liberadas ao meio
ambiente).

Dos Oleos essenciais estudados em concentracdo de 10 mg, apenas O.
tenuiflorum, O. campechianium, O. x citriodorum, O. basilicum (variedades greco a
palla, licorice e bola) e o O. gratissimum causaram mortalidade média de 100% das
larvas testadas (Tabela 6).

Todas as espécies de manjericdo mostraram efeito larvicida, sendo que a
maior eficiéncia larvicida foi verificada nos Oleos essenciais de O. tenuiflorum, O.
basilicum var. bola, O. x citriodorum e O. gratissimum, precisando de concentracdes
bem menores quando comparados ao padrédo eugenol para matar as larvas de A.

aegypti no terceiro estagio, diferindo estatisticamente significativo (p < 0,05).
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Tabela 6 — Atividade larvicida de 6leos essenciais de Ocimum spp. contra Aedes

aegypti
Material vegetal CLso (ng/mL) CLoo (ng/mL)
x £ DP x + DP
. X citriodorum 40,05 + 3,012P 73,23 £6,202
selloi 106,92 + 2,21 ¢4 261,36 + 6,64°
. gratissimum 42,20 + 2,54 aef 75,82 £2,902
. tenuiflorum 37,09 + 3,882 137,86 + 21,86
campechianum 68,06 + 7,219 181,91 £6,36°

. basilicum var. greco a palla

87,80 +£1,97¢°9

214,08 + 4,564

215,91 +12,7949¢
245,17 + 6,25 ¢
381,46 + 16,609
278,87 +30,31°
51,46 + 10,43 bf 176,83 + 30,49°

. basilicum var. canela 86,67 +5,22°¢9
98,02 + 3,26 ¢hi
112,41 + 6,72 9h

110,04 + 5,339

. basilicum var. licorice
. basilicum var. “Maria Bonita”

. basilicum var. branco

O0OO0OO0OO0OO0OO0OOOOO0

. basilicum var. bola

Eugenol (padréo) 78,92 + 16,49 9 203,74 + 26,52 ¢4

Valor p# 0,002 0,001

Legenda: y: Média; DP: Desvio padréo; £: Teste de ANOVA seguido do pés-teste LSD Fisher; #: Teste

de Kruskal-Wallis. LSD: Letras diferentes — diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

De acordo com Cheng et al. (2003), valores de CLs0<100 pg/mL séo
considerados ativos. Em comparacao ao larvicida comercial utilizado no combate ao
dengue, o temephos, estudos recentes quanto a susceptibilidade deste composto
referem que se trata de um produto que com o passar dos anos perdeu a sua forca
frente ao mosquito, sendo necessarias doses cada vez maiores no seu combate
(FURTADO et al., 2005). Diante da resisténcia a estes inseticidas sintéticos, os 6leos
essenciais de espécies de plantas séo por natureza téxica para 0s mosquitos, e menos
agressores ao meio ambiente.

O teste efetuado com larvas de Aedes aegypti de Curitiba utilizando a
concentracdo-diagnostico (CD) 0,0125 ppm i.a. do organofosforado temephos,
resultou em sobrevivéncia de 10% e mortalidade de 90% (LUNA et al., 2004).

A melhor concentracdo para matar 50% e 90% das larvas foi do O.
tenuiflorum, 6leo essencial de maior teor de eugenol. Vale destacar que os dados
desse estudo foram interessantes contra o Aedes aegypti, apresentando similaridade
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ao estudo de Furtado et al. (2005) que encontraram atividade larvicida para os 6éleos
essenciais de O. gratissimum e O. tenuiflorum, ricos em eugenol. Veloso et al. (2014)
justificou que a presenca do fenilpropandide no manjericdo age como defesa contra
pragas.

A atividade larvicida do eugenol j& foi apontada. O 6leo essencial de
Syzygium aromaticum (cravo), rico em eugenol, apresentou ClLso de 93,3 e 71,9
ug/mL, para as larvas de linhagem Rockefeller e coletadas em campo,
respectivamente (BARBOSA et al., 2012), similarmente a este trabalho. A presenca
de cariofileno, que também apresenta alta atividade larvicida (CLso = 26 pg/mL),
poderia promover o sinergismo aumentando as atividades de 6leo (ALl et al., 2014).

A acao larvicida do O. x citriodorum possivelmente estava relacionado a
presenca de geranial e neral, valor de CLso que n&o diferiu estatisticamente ao
resultado do oOleo essencial de O. tenuiflorum. Varios o6leos essenciais foram
investigados quanto a atividade larvicida contra A. aegypti, C. flexuosus, com citral
(geranial + neral) como componente principal, apresentou maior atividade larvicida
(CLso = 17,1 pg/mL) (VERA et al., 2014).

Outra relacdo com a atividade larvicida e acdo inseticida é a inibicao da
acetilcolinesterase, ja que o acumulo de acetilcolina nas jun¢des nervosas impede a
propagacao do impulso elétrico que paralisa e causa a morte de larvas e mosquitos.
Os dleos essenciais de O. tenuiflorum, O. gratissimum, O. campechianum e Ocimum
basilicum var. bola tiveram os melhores valores de inibicdo de acetilcolinesterase e
apresentaram acéo larvicida, supostamente pelo acimulo de acetilcolina nas juncdes
nervosas e causando a morte das larvas.

A hipétese da morte das larvas de A. aegypti pela inibicdo da
acetilcolinesterase foi confirmada no estudo de Braga e Vale (2007), via paralisagdes
das larvas pelo acumulo de acetilcolina nas juncdes nervosas que impede a
propagacéo do impulso elétrico.

O. x citriodorum ndo apresentou resultado de anti- acetilcolinesterase,
demonstrando outro mecanismo na acgéo larvicida. Yu et al. (2015) encontraram
alteracdes citopatoldgicas e destruicdo nas células epiteliais do intestino médio apés
exposi¢cdo com produtos naturais, e caracterizada pelo escurecimento larval. Esta
hipotese pode estar relacionada a agéo de O. x citriodorum.

A atividade larvicida contra A. aegypti € interessante para agregar valor a

IndUstria de Alimentos. Em estudos com o 6leo de citronela (Cymbopogon nardus (L.)
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Rendle) incorporado a embalagens para atuar como repelente de insetos verificou-se
que a utilizacdo de extratos naturais de plantas, como a citronela, pode auxiliar na
conservacdo do alimento e facilitar aceitacdo do mesmo pelos consumidores.
Observou-se também neste estudo, que a aplicacdo de 0,2 g/m? de citronela nas
embalagens de papeldo, poderia reduzir infestacdes de insetos nas embalagens para
alimentos atuando, definitivamente, como repelente de insetos (WONG et al., 2005).

5.2 Extratos de variedades de Ocimum spp. para quantificacdo de Acido
Ursadlico por CLAE

Acido Ursélico (AU) é um triterpendide pentaciclico pertencente ao grupo
dos ursanos, geralmente associado ao seu isbmero acido oleandlico. Atualmente,
desperta interesse dos pesquisadores em estudar o teor de acido ursélico, elucidando
suas propriedades farmacolégicas, como anti-inflamatéria, hepatoprotetor,
rejuvenescedora e mais recentemente anti-cancer (FU et al., 2013). Além disso, o
acido ursolico vem sendo usado em regimes alimentares na forma de suplementos
alimentares em dietas Mediterraneas (CALIGIANE et al., 2013), e na prevencao da
obesidade (CHU et al., 2015).

A identificacdo do &cido ursélico nas folhas de manjericdo foi possivel
mediante o0 cromatograma do acido ursélico obtido pela injecdo do produto e
confirmado pelo espectro de UV (Grafico 2 e 3), que foi mostrado no tempo de
retencdo de 13,54 minutos.

A curva de calibragéo foi construida nas concentra¢des 0,01 a 1ug/mL. A
equacao da curva foi y = 5E+06x + 46437 (R? = 0,9994) (Anexo 2), determinando o
teor de acido ursélico nos extratos estudados (Tabela 6). Houve eficiéncia na
extracdo, pois a repeticdo em duplicata teve proximidade nos valores encontrados,
permitindo justificar que a extracéo de acido ursolico foi 98%.

Geralmente, o 4cido ursélico é extraido da folha de Rosmarinus officinalis
gue apresenta um bom rendimento de 1,5%, sendo também detectada e extraida em
espécies Plectranthus e Salvia (SILVA et al., 2008).
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Gréfico 2 — Cromatograma do acido ursélico
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Os cromatogramas das espécies vegetais mostraram a presenca de acido
ursolico em todos os extratos analisados, comprovado pela proximidade do tempo de

retengdo quando comparado ao padrao &cido ursdlico (Gréfico 4 e Tabela 6).
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Grafico 4 — Perfil cromatogréafico dos extratos de Ocimum spp.

1 l

| N e ;

a. 0. basilicum (branco)
b. O. x cifriodorum

c. 0. basilicum (canela)
d. 0. basilicum (italiana)
e. 0. basilicum (licorice)
f. Q. basilicum (lima)

g. O

' . basilicum x thysiflorum

Os extratos de Ocimum spp. foram analisadas igualmente e apresentaram
diferentes rendimentos. Valores proximos foram encontrados para O. basilicum var.
lima, O. basilicum var. italiano, O. x citriodorum, O. basilicum var. “branco” e O.
basilicum var. canela, ndo diferindo estatisticamente. O teor majoritario foi encontrado
na espécie de Ocimum x citriodorum (Tabela 7).

O teor de acido ursélico da espécie de O. x citriodorum estudado estava
similar aos teores encontrados por Silva et al. (2008) para os extratos das folhas de
O. basilicum var minimum e O. basilicum que foram 0,27% e 0,29%, respectivamente.

Silva et al. (2008) mostraram teores de acido ursolico em trés variedades
de Ocimum basilicum que variou entre 0,27 a 0,38%, podendo ainda destacar nessa
pesquisa o menor teor em O. basilicum var. minimum (0,27%) e o maior contetdo em
O. tenuiflorum (2,02%), sendo este ultimo considerado promissor em comparacao a

outras origens de plantas.
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Tabela 7 — Teor de acido ursadlico por CLAE em folhas de Ocimum spp.

Material vegetal Tempo de %
retencao (min)
O. basilicum var. lima 13,37 0,102
O. basilicum var. italiano 13,40 0,142
O. x citriodorum 13,42 0,202
O. basilicum var. branco 13,51 0,122
O. basilicum var. licorice 13,50 0,082°
O. basilicum x thysiflorum (Rainha do 13,50 0,004¢
Sean)
O. basilicum var. canela 13,53 0,132
Acido ursélico (padr&o) 13,54 -

A presenca de acido ursdlico foi identificada em O. stamineus, C.
monogyna, folhas de L. speciosa e A. uva-ursi (7773, 4165, 2108 e 1034 mg/kg,
respectivamente) (CALIGIANE et al., 2013).

Estudos apontaram concentracbes de acido ursélico para acgéo
farmacolégica (QUERE; WENGER; SCHRAMM, 1996; LEE et al., 1999; BARICEVIC
et al., 2001; LI; GUO; YANG, 2002). Quere, Wenger e Schramm (1996) ressaltaram a
atividade anti - HIV em um valor de Clso de apenas 1 micromol de acido ursolico. Lee
et al. (1999) destacaram que o acido ursolico ndo é antioxidante, mas um moderado
indutor da quinona redutase (enzima ativa no metabolismo de substancias quimicas
estranhas e toxicas ao organismo). Extrato cloroférmico de folhas de Salvia officinalis
L. teve teor de &cido ursolico de 480 mg/g, sendo o mais forte como efeito anti-
inflamatorio quando comparado ao extrato n-hexano da mesma folha, reduzindo
edema em 86,20% numa dose de 0,4 uMoles (BARICEVIC et al., 2001). E, Li, Guo,
Yang, (2002) apontaram efeito interessante do acido ursolico na concentracdo de 30
micromoles/L em células especificas de carcinoma de colon humano, reduzindo
células cancerigenas.

Experiéncias in vivo confirmaram que nanoesfera de acido ursoélico
suprimiu significativamente a progressdao do tumor e metastase pulmonar em
camundongos portadores de tumor, refletindo no uso do acido ursélico como agente

anticancer ou quimiopreventivo metastatico (JIANG et al., 2017).
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5.3 Oleos essenciais e extratos de Curcuma longa variedade vermelha e
variedade branca

Os rendimentos de Curcuma longa foram 0,3% para ambas as espécies
vermelha e branca, estando proximos quando comparado a literatura, sendo 0,56%
(INTIRACH et al., 2012).

A Tabela 8 destaca a composi¢cdo quimica de Curcuma longa variedade
vermelha e variedade branca. Os resultados mostraram elevados teores de a-
turmerona no 6leo essencial de Curcuma longa variedade vermelha e 1,8 — cineol na
Curcuma longa variedade branca.

Os dados deste estudo foram discordantes quando comparado a varios
estudos tais como Singh et al. (2010), Ferreira et al. (2013), Ali, Wang e Khan (2015),
Abdel-Lateef et al. (2016), Kumar et al. (2016) e Hu et al. (2017), que em seus achados
encontraram elevado conteudo de ar-tumerona em 6leos essenciais extraidos seja de
rizomas de acafréo brasileiros e coletadas na india.

Neste estudo, houve similaridade na presenga de a-turmerona quando
comparado ao estudo de Raina, Srivastava e Syamsundar (2005) que verificaram
essa substancia no acafrdo da india com teor de 44,10% e em plantas de Goias
(Brasil) como destacado por Avanco et al. (2016) que encontraram 42,60% de a-
turmerona. No entanto, esses estudos ndo ressaltaram as variedades do acafrao.

A variedade branca de Curcuma longa teve como substancia majoritaria o
1,8-cineol ou eucaliptol, similarmente ao estudo de Raina et al. (2002), o d6leo
essencial de Curcuma longa obtido de rizomas crescidas no norte indiano contém
11,20% de eucaliptol, 11,10% de a-turmerona, 9,80% de B-cariofileno, 7,30% de ar-
turmerona e 7,10% de B-sesquifelandreno.

A composicdo de Curcuma longa variou significativamente, sendo a
Curcuma longa var. vermelha a mais estudada. A variabilidade quimica pode ser
explicada pelo perfil quimico de 6leos essenciais que depende da genética, natureza
da matéria-prima (seca ou fresca) e parte da planta, tempo de colheita, condi¢cdes
geograficas, luminosidade e método analitico utilizado para extracdo de Oleo
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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Tabela 8 — Composicédo quimica dos 0Oleos essenciais de Curcuma longa variedade

vermelha e variedade branca

Constituintes IKexp OECv (%) OECb (%)
a-pineno 928 - 0,80
Canfeno 942 - 1,46
B-pineno 969 - 1,79
Mirceno 984 - 0,70
a —felandreno 1002 14,25 -
para-Cimeno 1022 2,04 -
Silvestreno 1026 0,90 -
1,8-cineol 1029 17,70 45,37
y-terpineno 1058 0,58 -
Terpinoleno 1089 3,74 -
2-nonanona 1091 - 0,38
Canfora 1150 - 15,71
Isoborneol 1163 - 3,19
Borneol 1172 - 1,05
Terpinen-4-ol 1184 - 1,00
a —terpineol 1199 0,77 2,20
B-elemeno 1408 - 2,01
E-cariofileno 1435 - 0,38
Z-B-farneseno 1469 - 2,19
Germacreno-D 1495 - 0,72
a-zingibereno 1502 0,77 -
Curzereno 1510 - 1,38
B-sesquifelandreno 1528 0,63 -
Ar-turmerol 1578 0,64 -
Curzerenona 1612 - 13,55
B-atlantol 1627 0,65 -
Ar-turmerona 1655 10,42 -
a-turmerona 1659 33,09 -
B-turmerona 1685 13,82 -
Curcumenol 1730 - 0,76
Selina -1,3,7 (11)- trien -8-one-epoxi 1763 - 1,31
Monoterpeno Hidrocarboneto - 21,51 4,75
Monoterpeno Oxigenado - 18,47 68,90
Sesquiterpeno Hidrocarboneto - 1,40 5,30
Sesquiterpeno oxigenado - 57,98 14,93
Outro - 0,64 1,31
% Total identificado - 100,00 95,21

Legenda: OECv: 6leo essencial de Curcuma longa var. vermelha; OECh: 6leo essencial de Curcuma

longa var. branca. IK exp: indice Kovat experimental.
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A Tabela 9 destaca o perfil fitoquimico dos extratos estudados. Resultados
estes que mostraram presenca de fendis totais, alcaldides, flavononas, flavonais,
xantonas, flavonoides, saponinas, taninos, dentre outros no Oleo essencial de
Curduma longa var. vermelha, havendo similaridade as substancias quimicas
detectadas por Freire-Gonzalez e Vistel-Vigo (2015).

O rastreamento fitoquimico estabelece os compostos quimicos especificos
presentes nas plantas, sendo importante no caso dessas plantas estudadas oriundas
de cultivos experimentais, dentre estas a variedade branca da Curcuma longa ainda

€ pouco conhecida.

Tabela 9 — Perfil fitoquimico dos extratos etandlicos de Curcuma longa

Metabdlicos secundarios Vermelha Branca
Fendis totais + +
Alcalodides + -
Antocianina + -
Esteréides - +
Flavononas + -
Flavonois e Xantonas + +
Flavonoéides + -
Saponinas + +
Chalconas e Auronas + -
Taninos + +
Triterpenoides + -

(+) presenca (-) auséncia

Os teores de fendis, flavonoides e carotendides totais estdo destacados na
Tabela 10. O constituinte majoritario presente em ambas as amostras foram a classe

de terpenos.
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Tabela 10 — Teores de fendis totais, flavonodides e carotenoides totais dos extratos

etandlicos de Curcuma longa

Constituintes Vermelha Branca

x + DP x + DP
Fendis totais (mg EAG/Q) 9,43 £ 0,142 8,51+0,432
Flavonodides (mg EQ/Q) 1,44 + 0,072 0,37 +0,04P
Licopeno (mg/100mL) 32,68+2522 36,24 +1,452
Beta — caroteno (mg/100mL) 160,29 + 16,442 0,0°
Carotendides totais (mg/100mL) 192,97 36,24

Tukey: letras diferentes — diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre colunas

Os resultados deste estudo encontraram teores inferiores de fendis totais e
flavonoides. No entanto, teores superiores de fendis totais foram identificados em
outras variedades de Curcuma. Antunes et al. (2012) encontraram 56,79 + 1,37 mg
GAE/g de acafrdo da india que é um valor superior quando comparado aos extratos
metandlicos estudado por Chen et al. (2008) que identificaram 21,4 £ 1.7 mg GAE/g
para Curcuma longa, 33,4 + 5,7 mg GAE/g para Curcuma zedoaria, e 35,6 + 5,5 mg
GAE/g para Curcuma domestica.

Os teores de fenais totais corroboraram aos valores encontrados em outra
espécie por Castro, Pinheiro e Marinho (2017). Screening realizado pelos autores em
extratos do rizoma da Curcuma zerumbet Roscoe (Zingiberaceae) coletado na
Comunidade Tarum&-mirim, Ramal do Pau Rosa, localizado no Estado do
Amazonas/Brasil, tais como: Oleo essencial, extrato aquoso e extrato hidroalcodlico,
apresentaram componentes bioativos de interesse nutricional e funcional. Os
resultados dos respectivos extratos aquoso e hidroalcéolico de Castro, Pinheiro e
Marinho (2017) foram: flavonoides (60,2 + 0,02; 65,75 + 1,25 mg), antocianinas (13,49
+ 1,25; 18,56 £ 0,05 mg), compostos fendlicos (5,81 = 0,09; 9,29 + 0,05 mg) e
carotenoides (5,42 + 0,07; 12,67 + 1,03 mg), compostos com propriedades
farmacoldgicas.

A complexidade quimica nas plantas vegetais se deve a mistura de

diferentes compostos de grupos funcionais distintas, polaridade e conhecimento
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quimico, como explicado por Sacchetti et al. (2005). Portanto, Gounder e Lingamallu
(2012) destacaram a importancia de uma triagem com mdultiplos ensaios na
determinacao do potencial antioxidante. A determinagdo da potencial antioxidante in
vitro foi observada por dois métodos (Tabela 11).

Na presente andlise de atividade antirradical por DPPH, os valores de Clso
dos Oleos essenciais de ambas as variedades de Curcuma longa apresentaram
potencial fraco em sequestrar radical livre quando comparado aos extratos etandlicos,
possivelmente pela caracteristica do radical DPPH que se oxida melhor quando a
amostra apresenta mais compostos hidrofilicos.

O potencial antioxidante pelo método antiradical ABTS demonstrou Clso
inferiores e melhores para 6leo essencial e extrato etandlico da Curcuma longa
variedade vermelha, ndo diferindo estatisticamente quando compara os valores entre
si. O Oleo essencial de Curcuma longa variedade vermelha apresentou potencial
antioxidante moderada quando comparado ao OE de curcuma branca pelo método -

caroteno/acido linoléico, diferindo estatisticamente.

Tabela 11 - Potencial antioxidante de 6leos essenciais e extratos etandlicos de

Curcuma longa

Material DPPH ABTS B-caroteno/
Vegetal Acido Linoléico

Clso (ng/mL) Clso (ng/mL) Clso (ung/mL)

x + DP x + DP x + DP

OECv 1346,08 + 3,682 199,34 + 7,372 133,44 + 60,042
OEChb 1128,60 £ 5,472 419,51 £9,36°" 329,90 + 105,04°
EECv 229,26 £ 2,99°¢ 135,87 £ 7,74°¢ -
EECb 341,88 +3,60° 229,00 £ 0,762 -

Legenda: y: Média; DP: Desvio padrdo; LSD: letras diferentes — diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05). OECv: dleo essencial de Curcuma longa var. vermelha; OECb: 6leo essencial de Curcuma
longa var. branca; EECv: extrato etandlico de Curcuma longa var. vermelha; EECb: extrato etandlico

de Curcuma longa var. branca. Letras minUsculas: comparagéo entre amostras.

Os resultados deste estudo apresentaram valores distintos de Clso quando
comparado aos o6leos essenciais de Curcuma longa var. vermelha estudado por Angel,

Vimala e Nambisan (2012) que mostraram valores de Clsp variando de 1,6 a 8 ug/mL
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pelo método de DPPH. Nao foi possivel comparar o resultado de OE e extratos de
curcuma branca por este dado ser inédito.

No geral, a atividade antioxidante das amostras foi considerada fraca. No
entanto, a atividade antioxidante ndo pode ser atribuida somente a presenca de
constituintes terpénicos, fendlicos, cetonas, aldeidos e hidrocarbonos (EDRIS, 2007),
pois outros podem contribuir seja em sinergismo para inibir a formagéo de radicais
livres ou antagonizar esse efeito.

Vale ressaltar que se atribui atividade antioxidante significativa em 0leos
essenciais de acafrdo com presenca de ar-turmerona (LIJU; JEENA; KUTTAN, 2011),
justificando a fraca acdo antioxidante dos O6leos essenciais pela presencga
majoritariamente a-turmerona e 1,8-cineol, respectivamente, curcuma vermelha e
curcuma branca.

A toxicidade frente a Artemia salina e inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AchE) estdo apresentados na Tabela 12. As amostras mostraram toxicidade, mas

nao deram inibicdo para enzima no teste quantitativo.

Tabela 12 — Toxicidade frente a Artemia salina e inibicdo de AChE da Curcuma longa

variedade vermelha e variedade branca

Material Vegetal Toxicidade Inibicdo AChE
CLso (ug/mL) Halo (mm)
x + DP
OECv 484,54 + 8,75 @ 8
OECb 500,50 + 0,00 @ 0
EECv 532,73 £ 35,182 9
EECD 36,24 + 1,45° 6
Dicromato de potassio 11,81 +£0,02°¢ -
Fisostigmina - 9

Legenda: OECv: 6leo essencial de Curcuma longa var. vermelho; OECb: 6leo essencial de
Curcuma longa var. branca; EECv: extrato etandlico de Curcuma longa var. vermelha; EECb:

extrato etandlico de Curcuma longa var. branca.

Silva Filho et al. (2009) acharam resultados de toxicidade contra Artemia

salina para o Oleo essencial de curcuma com CLso de 319,82 pg/mL. A literatura
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cientifica registrou algumas atividades bioldgicas, tais como: efeito antibacteriano,
antifingico e antiinflamatorio, atribuidos a acdo dos compostos presentes no 6leo
essencial de curcuma vermelha, sugerindo possivelmente que estes compostos
podem agir como o principio ativo em doencas.

Os extratos e 6leos essenciais de C. longa foram documentados com agao
inseticida contra varios insetos, em especial, 0s membros da ordem de Diptera. O 6leo
essencial da Curcuma longa var. branca apresentou atividade larvicida no 3° estagio
larval de Aedes aegypti (Tabela 13), diferindo estatisticamente em relagdo a Curcuma
longa var. vermelha.

Os valores de CLso e CLoo de 6leo essencial da Curcuma longa var. branca
foi mais ativo quando comparado a pesquisa de Prajapati et al. (2005), que
encontraram os seguintes valores para CLso: 226,90, 274,50, e 292 pg/mL, para 6leo
essencial de rizoma vermelha da Curcuma longa contra o 4° estagio larval de An.

Stephensi e Ae. Aegypti, respectivamente.

Tabela 13 — Atividade larvicida da Curcuma longa contra Aedes aegypti

Material Vegetal CLso (ug/mL) CLoo (ng/mL)
y + DP

OECv 95,52 + 6,683 253,29 + 31,38

OECDb 46,33 +£1,2128 93,48 + 1,288

EECv - -

EECb - -

Legenda: y: Média; DP: Desvio padrdo. OECv: 6leo essencial de Curcuma longa var. vermelha;
OEChbh: 6leo essencial de Curcuma longa var. branca; EECv: extrato etandlico de Curcuma

longa var. vermelha; EECb: extrato etanélico de Curcuma longa var. branca. (-) nenhuma acao

A maioria dos inseticidas comerciais apresentam substancias antioxidantes
em sua composicao para a preservacado e ndo oxidacao dos constituintes quimicos
presentes.

As espécies estudadas de Ocimum spp. com maior teor de eugenol em
Oleos essenciais apresentaram excelente potencial antioxidante pelos trés métodos in
vitro e larvicida contra Aedes aegypti e os 0leos essenciais de Curcuma longa foram
potenciais como larvicida e mostrando ac¢do antioxidante pelo sistema -

caroteno/acido linoléico, sendo bem interessante em futuras aplicacdes
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biotecnolégicas em incorporacdo de embalagens alimenticias por apresentar ambas
as propriedades biolégicas e evitando custos com acréscimo de substancias
antioxidantes na preservacao de alimentos com agregacao de valor funcional a varias

doencas crbnicas e doencas negligenciadas como Dengue, Zika e Chikungunya.
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6 CONCLUSAO

Os oOleos essenciais do género Ocimum (manjericdo) mostraram bons
rendimentos, merecendo destaque ao O. campechianum. Os 6leos essenciais de O.
tenuiflorum, O. gratissimum, O. campechianum, O. basilicum var. greco a palla e O.
basilicum var. bola apresentaram teores elevados de eugenol que conferiu a estes
fortes potenciais antioxidantes, toxicidade frente a Artemia salina, capacidade de inibir
a enzima acetilcolinesterase e excelente atividade larvicida contra o Aedes aegypti. O
OE de O. x citriodorum apresentou acao larvicida igual estatisticamente significativa
quando comparado as espécies de alto teor em eugenol mesmo sem capacidade de
inibir acdo a enzima AChE, provavelmente pelo alto teor de neral e geranial. Houve
presenca significativa de &cido ursolico nos extratos de O. x citriodorum, O. basilicum
var. italiano, O. basilicum var. canela, O. basilicum var. branco e O. basilicum var. lima.

Os Oleos essenciais de Curcuma longa (acafrdo) mostraram uma
composigdo quimica variada com maior teor de alfa-turmerona na C. longa variedade
vermelha e 1,8 cineol na C. longa variedade branca. Os extratos de acafréo
apresentaram maior teor de carotenoides totais, sendo a C. longa variedade vermelha,
a espécie que teve uma boa acao antioxidante. Observou-se fraco potencial
antioxidante nos 6leos essenciais, e melhor resultado de toxicidade para Artemia

salina e larvicida contra o Aedes aegypti.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Amplamente usado na culinaria, sugere-se mais estudos biotecnolégicos
com os 6leos essenciais de Ocimum tenuiflorum e Ocimum gratissimum que foram as
espécies de melhores atividades bioldgicas no intuito de utilizacédo seja como produtos
fitoterapicos na prevencdo de doencas cronicas e/ou incorporados em produtos
alimenticios com a funcao de promover estabilidade de 6leos vegetais e preservacao
de alimentos. Sugere-se estudos com a producao de embalagens inteligentes usando
nanoemulsdes de OE, biofilmes comestiveis para frutas, ou embalagens de papelédo
de utilidade para a Industria de alimentos, agregando valor funcional e econédmico a
essas embalagens quanto a acao larvicida contra Aedes aegypti, acdo antioxidante
contra o estresse oxidativo e na inibicdo da enzima acetilcolinesterase na prevencao
de doencas crbnicas e Mal de Alzheimer.

Perspectivas de estudos de dose-efeito de acido ursélico em doencas
cronicas e neurodegenerativas sdo interessantes, ja que os extratos de Ocimum
desse estudo apresentaram teores de &cido ursdlico, substancia muito bem relatada
na literatura como anti-cancer, inibidora da enzima acetilcolinesterase e
antinflamatoria.

Novas pesquisas podem ser sugeridas para Curcuma longa pelas classes
fitoquimicas encontradas neste estudo, motivando a realizacbes de estudos
aprofundados quanto aos teores de curcumindides por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e isolamentos destes constituintes quimicos na formulacdo de nutracéuticos
e ensaios clinicos no controle de doencas crénicas.

Os resultados encontrados para manjericdo e acafrdo apresentaram
caracteristicas promissoras como alternativas ndo somente a Industria de alimentos,
mas a Industria farmacéutica, desenvolvimento de inseticidas, tendo alto valor

agregado ao mercado.
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ANEXO A — CROMATOGRAMAS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Ocimum spp.
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Ocimum basilicum var. greco a palla
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Ocimum basilicum var. Maria Bonita
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ANEXO B — CURVA DE CALIBRACAO DA DETERMINACAO DE ACIDO
URSOLICO POR CLAE
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ANEXO C - CROMATOGRAMA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Curcuma longa

Curcuma longa var. vermelha
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