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RESUMO

Nas ultimas décadas as pesquisas vém apontando evidéncias sobre 0s prejuizos
causados pelos radicais livres nas células, produzindo envelhecimento precoce,
doencas cronicas, disfuncdes cerebrais e declinio no sistema imunologico. Os
antioxidantes sé@o substancias capazes de neutralizar os danos provocados pelo
processo natural de oxidag&o nos organismos vivos. Este trabalho busca investigar a
composicdo quimica dos 6leos essenciais obtidos das folhas do Croton linearifolius,
em diferentes periodos do ano, e avaliar sua atividade antioxidante, através de
ensaios in vitro, correlacionando sua possivel propriedade antioxidante aos
constituintes quimicos encontrados na planta. Foram feitas trés coletas do material
vegetal nos meses de marco, abril e setembro de 2013. Os 6leos essenciais das
folhas das plantas foram obtidos por hidrodestilagdo em um extrator de Clevenger
modificado, utilizando-se 70 g de material vegetal previamente desidratado para
cada extracdo, durante 2h e 30 minutos. A avaliacdo da atividade antioxidante dos
Oleos essenciais foi realizada pelos métodos do sequestro de radicais livres DPPH e
poder redutor de ions ferro (FRAP). Determinou-se o teor de compostos fendlicos
totais, utilizando o reagente de Folin-Ciocauteau. O rendimento dos 6leos extraidos
foi de 0,13%, 0,15% e 0,14%, a partir da matéria seca. O percentual médio de
reducdo do DPPH, produzido pelos 6leos essenciais nas concentracdes testadas
(2,5; 5,0 e 10 mg.mL™), foi inferior a 10%. A quantidade de Fe®" produzida pelos
6leos foi, respectivamente, de 0,66, 0,13 e 0,22 mg de Fe** / g de 6leo. Os teores de
compostos fendlicos encontrados nos 6leos A e B foram de 276,79 e 155,77 mg de
EAG / g de 6leo essencial.

Palavras-chave: Oleos volateis, DPPH, Caatinga.



ABSTRACT

In recent decades surveys have indicated evidence of the damage caused by free
radicals in cells, producing premature aging, chronic disease, brain dysfunction and
decline in the immune system. Antioxidants are substances that neutralize the
damage caused by natural oxidation process in living organisms. This work aims to
investigate the chemical composition of the essential oils obtained from the leaves of
Croton linearifolius at different times of the year , and evaluate its antioxidant activity
through in vitro, correlating their possible antioxidant properties to chemical
constituents found in the plant . Three collections of plant material were made in the
months of March, April and September 2013. Essential oil of the leaves of the plants
were obtained by hydrodistillation in a modified Clevenger extractor, using 70 g of
previously dried plant material for each extraction during 2 hours and 30 minutes.
Evaluation of antioxidant activity of essential oils was performed by the methods of
scavenging free radicals DPPH and reducing power of iron (FRAP). Determined the
content of total phenolics using the Folin-Ciocauteau. The yield of extracted oil was
0.13 %, 0.15 % and 0.14 %, based on dry matter. The average percentage reduction
of DPPH , produced by essential oils at different concentrations (2.5, 5.0 and 10
mg.mL " ') was less than 10 %. The amount of Fe? * produced by the oils were
respectively 0.66, 0.13 and 0.22 mg of Fe > * / g of oil. The content of phenolic
compounds found in the oils A and B were 276.79 and 155.77 mg GAE / g of
essential oil.

Keywords: Volatile oils, DPPH, Caatinga.
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1 - INTRODUCAO

A Caatinga é considerada atualmente um rico bioma brasileiro, com uma
diversidade vegetal de elevado potencial econdmico e farmacolégico. Grande parte do
seu patrimoénio quimico e biolégico € encontrado apenas no Brasil (IBAMA, 2010). Em
meio as inimeras espécies vegetais que compdem esse bioma, aquelas pertencentes ao
género Croton tem se destacado por apresentar diversas propriedades farmacoldgicas ja
comprovadas cientificamente, dentre elas, atividade antimicrobiana, antifingica e
antioxidante (FONTENELLE, 2008).

A descoberta de novos antioxidantes naturais, com potencial para aplicacdo nas
industrias farmacéutica, cosmética e de alimentos, tem sido foco de diversas
investigacoes realizadas por pesquisadores em todo o mundo, que vislumbram nas suas
pesquisas a descoberta de novos produtos que possam ser aplicados no tratamento e
prevencdo de enfermidades, além de melhorarem as propriedades nutricionais e
funcionais dos alimentos, bem como sua conservacéo.

Dentre os produtos do metabolismo secundario dos vegetais, 0os 6leos essenciais
sdo de grande interesse, devido as suas propriedades farmacoldgicas e aromaticas, que
0s tornam potencialmente Uteis para aplicacdo terapéutica, cosmética e tecnoldgica.
Esses produtos geralmente apresentam-se como misturas de substancias quimicas de
natureza terpénica, incluindo seus derivados alcodlicos e aldeidicos (SIMOES et al.,
2007).

Vérias espécies do género Croton produzem Oleos essenciais, para 0s quais ja
foram demonstradas atividades biolégicas e, entre elas, a atividade antioxidante
(FONTENELLE, 2008). Outro fator de interesse para o0 estudo com espécies pertencentes
a este género, é que existem muitas delas espalhadas pelo nordeste brasileiro, que nao
foram estudadas, do ponto de vista taxonémico, quimico e bioldgico (PORTO, 2007),
sobretudo no Bioma Caatinga, e que sdo amplamente empregadas pelas comunidades
locais na medicina popular.

Em vista disso, o estudo de espécies vegetais, visando obter extratos e
constituintes quimicos bioativos, que possam ser associados ou até mesmo vir a substituir
produtos sintéticos, sdo de grande interesse cientifico e tecnoldgico, uma vez que 0s
produtos naturais possuem potencial para serem aplicados como fitoterapicos,
cosmeticos, inseticidas, adjuvantes e co-adjuvantes em alimentos, além de constituirem

protétipos para a sintese de substancias bioativas (LOPEZ, 2006). Dessa forma, é de
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suma importancia o desenvolvimento de estratégias que garantam a conservacao das
espécies vegetais da Caatinga, pois apresentam papel relevante como recursos naturais
em pesquisas farmacéuticas e de prospeccao quimica.

Portanto, este trabalho busca investigar a composicdo quimica dos Oleos
essenciais obtidos das folhas do Croton linearifolius, em diferentes periodos do ano, e
avaliar sua atividade antioxidante, através de ensaios in vitro, para correlacionar sua

possivel propriedade antioxidante aos constituintes quimicos encontrados na planta.
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1.2 - OBJETIVOS

1.2.1 - Geral

Determinar a composicdo quimica e avaliar a atividade antioxidante dos
Oleos essenciais extraidos das folhas de Croton linearifolius, em funcéo dos

diferentes periodos do ano.

1.2.2 - Especificos
1. Identificar e quantificar os principais constituintes quimicos presentes nos
Oleos essenciais das folhas de C. linearifolius;

2. Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos 6leos essenciais.

11



2- REFERENCIAL TEORICO

2.1 - A Caatinga e o género Croton

A Caatinga é um dos biomas brasileiros mais diferenciados e que possui maior
extensao territorial no Nordeste, compreendendo uma area de aproximadamente 844.453
km?, representando 11% do territério nacional (PALMEIRA et al., 2006).

Até meados do século XX existia uma convic¢do equivocada de que a Caatinga
seria produto da modificacdo de uma formacdo vegetal anterior, possuindo baixa
diversidade biolégica, sem nenhuma espécie endémica e, por esse motivo, foi o bioma
brasileiro mais desvalorizado e pouco estudado durante o periodo (SILVA et al., 2003).
Esse bioma caracteriza-se por possuir altas taxas de evapotranspiragdo, solos rasos e
uma baixa capacidade de retencdo de agua, além de longos periodos de seca, o que
demonstra a fragilidade desse ecossistema (SILVA et al., 2009). No entanto, possui alto
poder de resiliéncia, pois, mesmo na ocorréncia de chuvas escassas e irregulares, ele
consegue reestabelecer sua vegetacdo. Estudos também demonstram que a caatinga
contém uma grande variedade de espécies vegetais e um nivel elevado de endemismo
(GIULIETTE et al., 2002).

O sertanejo e a vegetacdo da caatinga estdo intimamente ligados, pois dela
provém produtos madeireiros (lenha, carvdo e estacas) e ndao-madeireiros (frutas, mel,
plantas medicinais, sementes), utilizados para os mais diversos fins, desde a construcao
de suas casas até a alimentagdo de animais (MENEZES, 2005). Estudos apontam que o
uso de espécie vegetais na medicina popular tem finalidade variada e frequente, como
sedativos, estimulante do apetite, distlrbios intestinais, estomaquico e cdlicas intestinais,
sendo esta Ultima acéo cientificamente comprovada, atribuida ao Croton nepetaefolius
(MORAES et al., 2006). No entanto, o uso inadequado dos seus recursos naturais pode
resultar em destruicdo da sua rica biodiversidade, acarretando em perda do patriménio
genético do bioma, bem como da qualidade de vida das populacdes rurais.

O género Croton, pertencente a familia Euphorbiaceae, subfamilia Crotonoideae,
tribo Crotonea, esta distribuido em regides diversificadas dos tropicos, possuindo mais de
1.300 espécies. Este grupo € taxonomicamente pouco estudado, em virtude da sua
complexidade e variedade morfoldgica. No Brasil, mais precisamente na regido Nordeste,
existem 52 espécies descritas, em revisdo feita por Muller (1837). Berry et al. (2005)

afirma ainda que, o Brasil é o0 pais que possui 0 maior nimero de espécies desse
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género, sendo este, o segundo maior representante da familia Euphobiaceae. Esta
familia € a mais extensa do Bioma Caatinga, com ocorréncia nos Estados da Babhia,
Pernambuco, Fortaleza e Sergipe e compreende cerca de 300 géneros e 7600 espécies
(RANDAU et al., 2004). Embora novos tdxons de Croton tenham sido propostos em
trabalhos realizados posteriormente, eles ainda s&o insuficientes para avaliar os limites
entre espécies de Croton (PORTO, 2007). Além disso, o polimorfismo das espécies (que
vai desde ervas até arvores de grande porte) dificulta sua identificacdo. Apesar das
espécies do género Croton possuirem ampla ocorréncia, principalmente na regiao
Nordeste, o cenario de degradacdo ambiental atual compromete o seu potencial
socioecondmico e coloca em risco sua sobrevivéncia (VUNDA, 2011), fazendo-se
necessario o desenvolvimento de estratégias que garantam a conservacao das espeécies
existentes nessa regiao.

Palmeira Jr. et al. (2006), afirma que a maioria dos espécies de Croton sao
produtoras de Oleos essenciais e possuem uma composicdo quimica rica em
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides, apresentando ampla heterogeneidade
estrutural, o que as torna fontes promissoras de substancias bioativas. Estudos
comprovam que as espécies desse género sao ricas em constituintes terpénicos, ja
descritos em Croton zehntineri, Croton sonderianus, Croton nepetaefolius e Croton
argyrophylloides. Outros autores também constataram que todas essas espécies
apresentam propriedades farmacologicas e inseticidas, como por exemplo, o C.
zehntineri, que apresenta efeito antiinflamatério comprovado, o C. sonderianus, que
possui atividade antimicrobiana e larvicida contra Aedes aegypti e C. nepetaefolius e C.
argyrophylloides, que apresentam atividade antioxidante e larvicida (ROCHA et al., 2008).

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos tem aumentado muito nos
ultimos anos, principalmente em paises em desenvolvimento, pois, uma grande parcela
da populacdo ndo possui facil acesso aos medicamentos sintéticos (BAGATINI et al.,
2007). Nas areas rurais do nordeste brasileiro utilizam-se varias espécies do género
Croton, como terapia auxiliar no tratamento de diversas doengas, ja sendo comprovados
os efeitos antinoceptivos do 6leo essencial de Croton zehntneri (MORAIS et al., 2006). E,
por suas espécies apresentarem uma gama de propriedades farmacoldgicas, como
atividades antiinflamatoria, antiulcerogénica, analgésica, antisséptica, antimicrobiana e

anti-hipertensiva e pelo poder inseticida presente principalmente em suas folhas e caules
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(CUNHA E SILVA et al.,, 2010) é que esse 0 género tem despertado o interesse de

estudiosos e pesquisadores nos ultimos anos.
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2.3 - Metabdlitos Secundéarios

No metabolismo vegetal sdo produzidos os metabdlitos primarios, que possuem
funcbBes vitais para o organismo, e 0s metabdlitos secundéarios, que derivam dos
primarios. Eles possuem ac¢les bioldégicas que garantem beneficios adaptativos,
protegendo as plantas contra herbivoros e patdégenos, servindo como atrativos (aroma,
cor, sabor) para polinizadores e, ainda, funcionam como agentes de competicdo entre
plantas e de simbiose entre plantas e microrganismos (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Ha alguns anos atras, os metabdlitos secundarios eram considerados substancias
excretadas do vegetal, no entanto, sabe-se que eles estdo ligados a adaptacdo do
organismo ao ambiente em que se encontram. Eles exercem atividades biolégicas e
possuem diferentes agbes farmacologicas, fornecendo aos estudiosos subsidios para
aplicacdes na melhoria da saude humana (PEREIRA, 2012). Santos (2004), afirma que,
normalmente, as substancias medicinais extraidas das plantas sao metabdlitos
secundarios e que, a época de coleta é um dos fatores fundamentais na determinacéo da
composicéo e da quantidade desses metabdlitos presentes em 6leos essenciais.

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos: 0s
compostos fendlicos, os terpenos e 0s compostos nitrogenados, todos provenientes do
metabolismo da glicose, via acido chiquimico e acetato (PERINI, 2008). Os terpenos sao
derivados de isoprendides, obtidos pela via do mevalonato, sintetizados a partir do acetil-
CoA. A Tabela 1 apresenta resumidamente, algumas propriedades e utilizacdo desses

compostos.
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Tabela 1. Classes dos terpendides, consideragdes, efeitos, exemplos e algumas atividades

bioldgicas.
Fonte: Adaptado de NETO & CAETANO (2005).
Terpendides Consideracbes Efeitos Exemplos
Compostos com 10
atomps de carb ono na Compostos volateis
molécula, produzidos : : L
. e empregados para a e B-pineno (inseticida);
. via acetato, volateis ~ SN
Monoterpendides . protecao contra mentol (inibidor de
(90% dos o6leos . :
PR : herbivoros, insetos- larvas).
volateis); estimados ra0as. etc
mais de 150 compostos pragas, etc.
diferentes.
Com 15 atomos de C,
volateis, produzidos via A maioria fitolexinas de B-cariofileno
Sesquiterpendides acetato, estimados mais atividade anti-alimentar (antiiflamatario);
de 1.00 compostos e antibioticos. cadineno.

diferentes.

Os compostos fendlicos sdo sintetizados, principalmente, a partir da rota do acido

chiguimico e,

também, pela rota do acido mevalbnico. A Figura 1 apresenta,

resumidamente, a relacdo entre metabolismo primario e secundario e as principais vias

biossintéticas para compostos nitrogenados, compostos fendlicos e terpenos.

Figura 1. Relacdo dos metabolitos priméarios com a biossintese dos metabolitos

secundarios.
Fonte: Adaptado de TAIZ e ZEIGER (2009).
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Aromaticos
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Nitrogenados Fendlicos

|

METABOLISMO SECUNDARIO
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Os metabdlitos secundarios sdo substancias responsaveis pelo sabor, odor e
coloragdo de diversos vegetais, além de serem importantes na protecdo das plantas
contra fatores ambientais e bidticos (VIZZOTO et al., 2010). Farah e Donangelo (2006),
afirmam que os compostos fendlicos estdo, geralmente, envolvidos na defesa contra a
radiacdo ultravioleta ou a agressao por agentes patogénicos. Os compostos nitrogenados
sdo sintetizados a partir de lisina, tirosina e triptofano, dando origem aos alcaldides. A
biossintese dos alcaldides ocorre a partir de aminoacidos sintetizados na rota do acido
chiguimico e do acetil-CoA (TAIZ & ZEIGER, 2009). Estes constituem uma familia com
mais de 15.000 metabdlitos secundarios nitrogenados e se caracterizam como um grupo
bastante conhecido, devido aos importantes efeitos farmacolégicos em animais
vertebrados, como antimicrobianos, anestésico local e analgésicos (NETO & CAETANO,
2005).
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2.4 - Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, odoriferas e
liquidas, sendo a volatilidade uma das suas principais caracteristicas, o que os difere dos
Oleos fixos e misturas de substancias lipidicas, além de possuirem um intenso e
agradavel aroma, sendo, por isso, também chamados de esséncias (SIMOES et al.,
2007). Sua extracao pode ocorrer por diversos processos, sendo 0 mais comum o arraste
em vapor d’agua (BRUNETON, 1995). Os 6leos volateis podem ser encontrados em
diferentes partes das plantas (folhas, flores, caules, sementes e frutos) e apresentam
coloracdo e viscosidade semelhantes, mesmo quando coletados em oOrgaos distintos,
porém, a composi¢cao quimica, as caracteristicas fisico-quimicas e o odor podem variar
consideravelmente (ROBBERS et al., 1997). Reis et al. (2003), afirmam que essa
variacao vai depender da época da coleta, uma vez que, algumas espécies apresentam,
em periodos especificos, maior quantidade tecidual de Oleos volateis. Outros fatores,
como o estagio de desenvolvimento, condi¢cdes climaticas e de solo também influenciam
na composicdo desses Oleos (SIMOES & SPITZER, 2004). Dessa forma, para que a
producdo dos constituintes quimicos esteja em niveis desejaveis € importante que haja
um estudo do ambiente ocupado pela planta, pois, dependendo da sua idade e
localizagéo, ocorrerdo variacdes na sua composicao (MARTINS, 2012).

Muitos 6leos essenciais obtidos de plantas séo utilizados no controle de insetos e
podem ser usados como uma alternativa as substancias sintéticas, ou adicionados a
outros inseticidas nos programas de controle de vetores (MACIEL et al., 20100s produtos
naturais obtidos de plantas, como extratos e Oleos, sdo amplamente conhecidos pela sua
diversidade quimica e pela sua variada aplicacdo em varios segmentos da industria. Nos
altimos anos, pesquisas com o proposito de obter novos medicamentos provenientes
desses vegetais tém assumindo papel relevante, pois, existe 0 uso e comercializacao
indiscriminada de produtos com finalidade terapéutica, que ndo possuem comprovacgao
cientifica de sua eficacia e do nivel de toxicidade no ser humano (PRETTO, 2005). O
desenvolvimento de novas substancias a partir de espécies nativas, que apresentem
atividade antimicrobiana e baixa toxicidade € uma possibilidade no combate as moléstias,
uma vez que, € crescente a resisténcia dos patdgenos aos antimicrobianos sintéticos
(COSTA et al., 2008).

Os Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario, constituidos por

substancias volateis, pertencentes principalmente a classe dos terpenos e
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fenilpropandides. Apesar dos terpenos estarem presentes em maior quantidade e
constancia, os fenilpropaindides, quando presentes, conferem fragrancia e sabor aos
oleos (JAKIEMIU, 2008). Ambos sdo de fundamental importancia para a sobrevivéncia
das plantas, pois atuam na sua defesa contra microrganismos e patdégenos (OLIVEIRA,
2006).

Os terpenos sao formados por unidades de cinco atomos de carbonos,
denominadas unidades de isopreno (u.i.) e sua classificacdo € feita de acordo com o
numero dessas unidades na sua estrutura. Monoterpenos (Cjo, duas u.i.), sesquiterpenos
(Cys, trés u.l.), diterpenos (Coo, quatro u.i.), sesterterpenos (Czs, cinco u.i.), triterpenos
(Cs0, seis u.i.) e tetraterpenos (Cyo, 0ito u.i.) (CASTRO et al. 2004). Cada unidade de
isopreno origina-se a partir do acido mevalénico. Ja os fenilpropandides sao provenientes
do acido chiquimico (SPITZER, 2004). Os compostos mais frequentes encontrados nos
O0leos volateis sdo 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos, sendo os diterpenos
encontrados apenas quando extraidos com solventes organicos, pois volatilizam a altas
temperaturas (SIMOES et al., 2007).

Diversas propriedades biolégicas tém sido atribuidas aos Oleos essenciais.
Segundo Silva et al. (2008), esses produtos tém sido largamente estudados, em virtude
de suas propriedades antibacterianas, antifingicas e inseticidas. Apresentam também
atividade larvicida, antioxidante (ROCHA et al., 2008), analgésica e antiinflamatéria
(HENRIQUES et al., 2009).
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2.5 - Atividade antioxidante

Os sistemas biol6gicos mantém o equilibrio entre a producdo e a eliminacdo de
radicais livres, por meio de sofisticados mecanismos antioxidantes. As substancias
antioxidantes sdo aquelas que, presentes em concentracdes reduzidas, comparando-se
ao substrato oxidavel, diminuem significativamente ou impedem a oxidag&o do substrato
(SOUSA, 2007).

Naturalmente, os seres vivos produzem uma quantidade de radicais livres como
consequéncia do seu metabolismo, sendo equilibrados pelo sistema antioxidante
intrinseco. No entanto, a producgéo de radicais livres em niveis elevados, fora do alcance
da defesa dos antioxidantes, causa o estresse oxidativo (KOURY & DONANGELO, 2003).
Esse estresse é promovido pela formacdo exacerbada das espécies reativas do oxigénio
(EROs), que séo constituidas principalmente pelo radical superoxido (O,.), peroxido de
hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (*OH). Quando os mecanismos de protecao
antioxidante se tornam ineficientes por fatores diversos, pode ocorrer a deterioragdo das
funcdes fisiologicas, aumentando a liberacdo das EROs no organismo, resultando em
doencas e aceleracao do envelhecimento (OLIVEIRA, 2011).

Um composto antioxidante em potencial é definido pela sua capacidade em doar
elétrons ou radicais hidrogénio, de transportar ou estabilizar um elétron desemparelhado,
reagir com outro antioxidante ou com o oxigénio molecular (MORAES & COLLA, 2006).
Estudiosos acreditam que os antioxidantes auxiliam na prevencédo do desenvolvimento de
doencas crbnicas, como Alzheimer, cancer, doencas cardiacas, artrite, entre outras
(MATTOS, 2009). Morais (2006), também afirma que as lesdes causadas pelos radicais
livres as células podem ser evitadas ou amenizadas pelos antioxidantes encontrados nos
alimentos e estes podem agir diretamente na neutralizacdo desses radicais ou participar
indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcéo.

Na literatura podem ser encontradas as seguintes classificacbes para o0s
antioxidantes: primarios, sinergistas, removedores de oxigénio, agentes quelantes e
biologicos. Os antioxidantes primarios sdo compostos fendélicos que agem doando radicais
hidrogénio as moléculas de radicais livres, removendo ou inativando a reacdo em cadeia
(RAMALHO & JORGE, 2006). Nesse grupo temos 0s antioxidantes sintéticos: butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), o terc-butil-hidroquinona (TBHQ), o propil

galato (PG) e os naturais (tocoferois). J4 os sinergistas possuem pouco ou nenhuma
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atividade antioxidante, porém, associados em quantidades exatas, potencializam o efeito
dos primarios. Os removedores de oxigénio atuam sequestrando 0s oxigénios instaveis,
tornando-os indisponiveis ao meio, impedindo sua autoxidacdo. Ja os agentes quelantes
formam complexos com ions metalicos, responsaveis por acelerar a oxidacao lipidica, por
possuirem pares de elétrons livres em sua estrutura molecular. Por fim, os biol6gicos, que
compreendem diversas enzimas capazes de retirar oxigénio e outros compostos
altamente reativos das células e alimentos. Dentre elas estdo a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que neutralizam os radicais
livres. A SOD reduz o radical superéxido e forma perdxido de hidrogénio, a CAT e a GPx
trabalham conjuntamente com a proteina glutationa, na reducdo do peroxido de
hidrogénio para produzir agua (DOSSIE ANTIOXIDANTES, 2009, p. 16).

Na industria alimenticia, a oxidacao lipidica € inibida por sequestradores de radicais
livres, porém, estudos recentes tém demonstrado que a utilizacdo desses antioxidantes
pode provocar efeitos toxicos. Em vista disso, pesquisas tém sido desenvolvidas, no
intuito de se buscar produtos naturais com atividade antioxidante, que substituam os
sintéticos, ou que sejam associados a eles (SOUSA, 2007). Existe uma série de
procedimentos para padronizar as medidas ideais de uma atividade antioxidante in vitro,
tais como:

v Avaliar reacdes de atomos de hidrogénio e transferéncia de elétrons;
v’ Especificar o substrato de oxidacéo;

v/ Ser um método simples e possuir mecanismo e ponto final definido;
v Possuir uma instrumentagéo que seja acessivel;

v’ Estar apto a medir antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos;

v’ Estar adaptado para o uso rotineiro em grande escala.

Porém, o fato € que, ndo existe nenhum método até o momento, que retna todos
estes beneficios, o que torna inviavel avaliar a atividade antioxidante de uma amostra
através de um unico método, o que se faz atualmente € reunir varios deles para obter os
resultados esperados (RUFINO, 2008).

Apesar dos antioxidantes vegetais serem de natureza variada, 0S compostos
fendlicos, que s&do os principais responsaveis pela atividade antioxidante e sé&o
representados pelos flavondides e isoflavondides, taninos, ligninas, xantonas e outros,
tém despertado o interesse dos pesquisadores nas ultimas décadas, devido ao seu

potencial de aplicacdo (RAZAVI et al., 2008) e por possuirem uma série de propriedades
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farmacoldgicas, atuando sobre os sistemas biolégicos (MORAES & COLLA, 2006). Morais
et al. (2006), verificaram que Oleos essenciais de duas espécies de Croton, C.
zenhtneri e C. argyrophylloides apresentaram atividade antioxidante significativa,
valorizando a utilizacdo popular dessas espécies.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta e preparacao do material botani  co

O material botéanico, folhas do Croton linearifolius, objeto deste estudo, foi coletado
na Floresta Nacional Contendas do Sincord, localizada entre os municipios de Contendas
do Sincora-BA e Tanhacu-BA, (13°56'34.61"S, 41°06'46.75"0), em trés periodos: marco,
abril e setembro de 2013. Exsicatas do material botanico foram depositadas no Herbario
da Universidade Federal de Feira de Santana (HUEFS), sob o nimero HUEFS 146620.
Posteriormente, o material vegetal foi levado ao Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais — LAPRON da UESB, para separacdo, pesagem e secagem. A pré-secagem foi
realizada em estufa de circulacdo de ar a temperatura de 40C, por um periodo de 12
horas e, em seguida, as folhas foram trituradas manualmente e submetidas a extracéo do
Oleo essencial.

Abaixo (Figura 1), pode-se perceber a diferengca morfolégica entre as plantas

coletas na estagdo chuvosa e na estagdo seca.

Figura 2: Espécie de C. linearifolius encontrada na Floresta Nacional Contendas do
Sincora (FLONA) em diferentes periodos de coleta.

A A
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3.2 Extragéo dos 0leos essenciais

Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo em extrator de Clevenger

modificado (Figura 2). A tabela 1 apresenta o peso pos-secagem, do material vegetal.

Tabela 2. Peso do material coletado em diferentes periodos, apés pré-
secagem em estufa a 40°C por 12 horas.

Periodos de coleta Massa seca das folhas em g
12 coleta - mar¢o/2013 580
22 coleta - abril/ 2013 225
32 coleta - setembro/2013 250

Para cada extracdo foram pesadas cerca de 70 g de folhas secas e trituradas e
adicionadas em um baldo de fundo redondo de dois litros. Adicionou-se um litro de agua
deionizada, agitou-se bem, até que as folhas estivessem totalmente imersas na agua e
realizou-se a extracdo por um periodo de 2h e 30 minutos. Apds o processo de extracéo,
o 6leo foi recolhido e a agua residual foi eliminada através da adicdo de sulfato de sodio
anidro (Na;SO,). Em seguida, o 6leo foi pesado e armazenado em tubo eppendorf, o qual
foi envolvido em papel aluminio e mantido sob refrigeragdo a 10°C até o momento da sua
utilizacdo. Para diferenciar os periodos de coleta, os 6leos foram identificados como: 6leo
A (12 coleta), 6leo B (22 coleta) e 6leo C (32 coleta).

Figura 3 : Extrator de Clevenger modificado

Fonte: arquivo pessoal
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3.3 Prospeccéo quimica dos 6leos essenciais obtidos

Para a identificacdo preliminar dos constituintes quimicos, os 0leos essenciais
foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), utilizando-se diferentes
solucdes reveladoras.

As placas cromatograficas foram feitas no laboratério, com 25 mm de espessura,
através da preparacdo de uma suspensdo de 7 g de silica gel com indicador de
ultravioleta (Marcherey-Nagel) em 15 mL de dgua deionizada. A suspensdao foi espalhada
sobre as cromatoplacas com o auxilio de um espalhador e, posteriormente, levadas a
estufa de secagem a 110°C, durante duas horas, para ativa-las antes da sua utilizacédo. A
analise qualitativa dos constituintes quimicos presentes nos 0leos essenciais foi realizada
utilizando-se as solucdes reveladoras listadas abaixo, preparadas de acordo com os
protocolos descritos.

« Sulfato Cérico (CeSO,4) a 1% em Acido Sulfurico (H,SO,): pesou-se 2,5 g de
CeSO, em um béquer e adicionou-se uma quantidade de agua deionizada
suficiente para dissolver o soluto, transferindo o conteddo do béquer para um
baldo volumétrico de 250 mL. Na capela, utilizando-se uma proveta graduada,
acrescentou-se 13,6 mL de H,SO, concentrado, e completou-se o volume com
agua deionizada, agitando o baldo para homogeneizar a solucao.

* Vanilina a 0,1% em Etanol acidificado com H,SO4: em um béquer pesou-se 100
mg de vanilina e dissolveu-se com 20 mL de etanol absoluto, transferindo-se
seu conteudo para um baldo volumétrico de 100,0 mL. Com o auxilio de uma
pipeta graduada de 5,0 mL, acrescentou-se 20 gotas de H,SO, concentrado a
solucéo, completando-se o volume com etanol.

* Ninhidrina a 0,2% em Metanol: em um béquer pesou-se 0,2 g de Ninhidrina e
dissolveu-se com metanol, transferindo-se para um baldo volumétrico de 100,0
mL, completando-se o volume com metanol.

* Cloreto Férrico (FeCls) a 0,5% em Etanol: em um béquer pesou-se 0,5 g de
FeCl; e dissolveu-se com quantidade suficiente de etanol. Transferiu-se a
solugcdo para um baldo volumétrico de 100,0 mL, completando-se o volume
com etanol.

» Reagente de Draggendorff Modificado: este reagente € preparado através da
mistura de duas solugbes, A e B. Para preparar a solucdo A, dissolveu-se 1,7 g
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de nitrato de bismuto (lll) e 20 g de &cido tartarico em 80 mL de &gua
deionizada; a solu¢cdo B foi preparada com 16 g de iodeto de potéssio
dissolvidos em 40 mL de agua deionizada. O reagente foi obtido misturando-se
partes iguais das duas solu¢bes. Transferiu-se 25,0 mL do reagente para um
baldo volumétrico de 100,0 mL, acrescentou-se 10,0 mL de &cido acético
glacial e completou-se o volume com agua deionizada.

Para a identificacdo dos metabdlitos secundarios, pequenas quantidades dos Oleos
essenciais foram colocadas em uma placa de toque, solubilizadas com diclorometano PA
e as solucdes aplicadas com um capilar nas placas cromatogréaficas preparadas, a cerca
de 1 cm da parte inferior. Utilizou-se como eluente uma solucdo de diclorometano PA, em
um béquer, no qual as placas cromatograficas foram inseridas na posi¢ao vertical,
deixando-se eluir até que a fase modvel alcancasse aproximadamente 1 cm da borda
superior. Logo apos, borrifou-se as placas com as solugbes reveladoras descritas
anteriormente, colocando-as em placa aquecedora por 60 segundos.
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3.4. Composicdo quimica dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais do C. linearifolius foram analisados por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM), o que permitiu a separacéo, identificacdo
e quantificacdo dos seus constituintes quimicos majoritarios. Essa etapa do experimento
foi realizada em parceria com a Universidade do Vale do Itajai/UNIVALI — Santa Catarina.

O cromatégrafo gasoso usado foi da marca Shimadzu, com detector de massa
modelo GCMS-QP2010S (Figura 4) apresentando interface acoplada a um computador
para controle e aquisicdo de dados com sistema de amostragem automatizada. As
condicdes de operacao do equipamento foram as seguintes: Coluna: Marca Agilent — DB-
1: 0,25 mm x 30 m, espessura do filme 0,25 um de 100% de dimetil polisiloxano; Forno:
Rampa = inicio 100°C (2min) até 200°C a 10°C/min, logo apds a 25°C/min até 300°C
permanecendo por 4 min; Volume de injecdo: 1,0 uL; Detector: MS — razdo m/z com scan
40 a 450 uma; Eluente: He, 0,75 mL/min (100°C); Injetor: splitless = raz&o do split 50,0:1 a
280°C. As andlises dos espectros de massas foram feitos por comparagdo aos espectros

encontrados na biblioteca NIST 8.0.

Figura 4: Cromatégrafo gasoso Shimadzu, acoplado ao
detector de massas.
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3.5 Analise das atividades antioxidantes

A avaliagdo da atividade antioxidante dos 6leos essenciais foi realizada por dois
diferentes métodos: sequestro de radicais livres DPPH e poder redutor de ions ferro
(FRAP).

3.5.1 Método DPPH (Atividade sequestrante de radica is livres DPPH)

Inicialmente, foi determinado através da cinética de reacdo, o tempo necessario
para se considerar como completa, a reacdo entre os componentes do 0leo essencial
obtido das folhas de C. linearifolius, com uma solucdo de concentracdo conhecida de
DPPH. Para tanto, transferiram-se aliquotas de 0,1 mL de solugdo metandlica do 6leo
essencial a 1,0 mg.mL™, para trés frascos ambar e, em ambiente escuro, adicionou-se 3,9
mL de solucdo metandlica de DPPH a 0,06 mM e homogeneizou-se as solu¢cdes em
agitador de tubos. Os testes foram realizados em triplicata. Utilizou-se o metanol como
branco para zerar o espectrofotometro e, em seguida, foram feitas as leituras das
absorbancias das solu¢des a 515 nm, a cada 5 minutos, até as leituras se estabilizarem.

Para a quantificacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH, adotou-se a
metodologia descrita por Rufino et al. (2006). Foram adicionados, em tubos de ensaio, 0,1
mL de cada uma das diluicdes obtidas a partir dos 6Oleos essenciais (2,5, 5,0 e 10,0
mg.mL™), bem como os controles positivos, butilhidroxitolueno (BHT), quercetina e rutina
(0,25, 0,5 e 1,0 mg.mL™) em triplicata. Em ambiente escuro, transferiu-se para os tubos
de ensaio, 3,9 mL de solucdo metandlica de DPPH a 0,06mM e homogeneizou-se as
solugbes em agitador de tubos (Figura 3). A solugédo de DPPH foi preparada pesando-se
2,4 mg do reagente 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Sigma-Aldrich), diluido em metanol PA,
completando-se o volume para 100,0 mL em baldo volumétrico. As solucdes foram
mantidas no escuro a temperatura ambiente e, apos 50 minutos (tempo O6timo
determinado através da cinética de reacao), foram feitas as leituras em espectrofotometro
UV-Vis, em comprimento de onda de 515 nm. Foi utilizado como branco a mistura de 3,9
mL da solucdo de DPPH e 0,1 mL de metanol PA. A curva de calibracdo foi preparada
com solucdes de DPPH nas concentracbes de 10 a 60 uM em alcool metilico, e as
absorbéancias foram lidas no comprimento de onda de 515 nm, para obter a equacao de
regressao linear.

A partir das leituras das absorbancias das amostras, foi calculado o ECsg, que

corresponde a quantidade de 0leo necessario para reduzir em 50% a concentracéo inicial
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do radical DPPH, e o valor final foi expresso em g de 6leo / g de DPPH. Os resultados
foram expressos como porcentagem de inibigdo do radical e foram calculados pela

seguinte formula:

% de inibicdo do radical = [(Ao - Ar)/ Ag] X 100

Onde: A,: absorbancia inicial As. absorbancia final

Figura 5. Testes realizados com as amostras dos 06leos
essenciais com o radical livre DPPH.

Fonte: arquivo pessoal

3.5.2 Método FRAP (Poder redutor dos ions ferro)

Para a quantificacdo da atividade antioxidante dos 6leos essenciais pelo método
FRAP, adotou-se a metodologia descrita por Rufino et al. (2006). A solucdo do reagente
FRAP foi obtida misturando-se 25,0 mL de tampéao acetato a 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL da
solucao de 2,4,6-Tris-(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, marca Sigma-Aldrich), na concentragéo
de 10 mM em solugéo aquosa de HCl a 40 mM e 2,5 mL de solugcdo aquosa de cloreto
férrico a 20 mM, utilizando-se logo apds seu preparo.

Transferiu-se para tubos de ensaio, 90,0 uL das solu¢cbes dos 6leos essenciais A,
B e C na concentragéo de 5,0 mg.mL™ e 0,5 mg.mL™ dos controles positivos (BHT, Rutina
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e Quercetina), em triplicata e acrescentou-se 270,0 pL de agua deionizada e 2,7 mL do
reagente FRAP, homogeneizando-se em agitador de tubos. As soluc¢des foram mantidas
em banho-maria a 37°C por 30 minutos, fazendo-se a leitura das absorbancias ao final
desse tempo, a 595 nm. Construiu-se a curva padrdo com solugdes de sulfato ferroso,
nas concentracdes de 500 a 2000 pM. As absorbancias das amostras foram lidas e os

resultados foram expressos em mg de Fe** / g de 6leo essencial.

3.5.3. Quantificagdo dos Compostos Fendlicos Totais

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais adotou-se a
metodologia proposta por Sousa et al. (2007), com modificacdes, utilizando-se o reagente
de Folin-Ciocauteau. A leitura foi realizada a 750 nm e os resultados foram expressos em
mg de equivalentes de &cido galico (EAG) por g do 6leo essencial das folhas de C.
linearifolius.

Em baldo volumétrico de 10,0 mL, uma aliquota de 500,0 pL das solu¢des dos
6leos essenciais A e B, na concentracdo de 3,0 mg.mL™, foi agitada com 500,0 pL do
reagente de Folin-Ciocalteau e 6,0 mL de agua deionizada, por 60 segundos, em
ambiente escuro. Apés esse tempo, 2,0 mL de solu¢cdo aquosa de carbonato de sodio
(Na,CO3) a 15% foi adicionada a mistura e, novamente agitado por 30 segundos.
Finalmente, o volume foi completado para 10,0 mL com agua deionizada. Apds 2 horas

em ambiente escuro, as leituras das absorbancias foram realizadas a 750 nm.
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3.6 Analise estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Para
a andlise estatistica dos resultados foi feita uma andlise de variancia ANOVA, com nivel
de significancia de 5% e, aplicado o teste de Tukey a 5% de probabilidade, através do

software SAS (Statistical Analisys System) 9.1.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento dos Oleos essenciais

Os oleos essenciais das folhas do C. linearifolius, coletadas nos meses de marco,
abril e setembro de 2013, foram extraidos com rendimentos descritos na Tabela 2. O
célculo de porcentagem foi feita em relagdo a massa seca das folhas de cada coleta.
Angélico (2011), apresentou rendimentos de 0,075% e 0,72% para os 0Oleos essenciais
obtidos das folhas de C. blanchetianus e C. heliotropiifolius. O autor atribui essa variacao
a fatores como, temperatura ambiente, umidade do ar, diversidade genética de cada

espécie, bem como a época do ano.

Tabela 3. Rendimento de extracdo dos 6leos essenciais de C. linearifolius.

Peso inicial da massa

Oleos seca em g VolumeemmL Massaemmg % em massa
A 580 3,2 0,73 0,13
B 225 1,2 0,33 0,15
C 250 15 0,35 0,14

4.2. Prospecc¢ado Quimica por CCD

Nos testes de identificacdo preliminar, foram identificados diferentes metabdlitos
secundarios nos 6leos essenciais A, B e C. A revelacdo das cromatoplacas com vanilina
acida indicou a presenca de terpenos ou terpendides, devido ao aparecimento de
manchas amareladas, arroxeadas e azuladas. A revelacdo com o reagente de
Dragendorff indicou a presenca de alcaldides, devido ao aparecimento de manchas
arroxeadas nas cromatoplacas. A revelacdo com o Cloreto Férrico indicou a presenca de

compostos fenalicos, devido ao aparecimento de manchas azuladas (Figura 4).
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Figura 6. Placas cromatograficas reveladas com os seguintes reveladores: 1- Vanilina écida,
2- Dragendorff, 3- Cloreto Férrico e 4- Ninhidrina.
A\l L

'
1

-
-

Fonte: arquivo pessoal

As placas cromatograficas foram analisadas de acordo a presenca (+) ou auséncia
(-) dos metabdlitos secundarios identificados pelos reveladores, conforme mostrado na
Tabela 3.

Tabela 4. Resultados da prospeccdo quimica preliminar por CCD dos 6leos
essenciais de C. linearifolius.

Classe de metabolitos Coloracéo

- Revelador : Resultado
secundarios desenvolvida
Compostos Aminados Ninhidrina Purpura -
Terpendides e Esterbides \{a_nﬂma Violeta - Roxo +
acidificada
Compostos Fendlicos Cloreto férrico Azul escuro +
Alcaloides Dragendorft Azul - Roxo +

(modificado)
(+) reacdo positiva (-) reacdo negativa

4.3. Composi¢cdo quimica do Oleo essencial obtido da s folhas de C.

linearifolius.

Através da utilizacdo da técnica de Cromatografia Gasosa (CG) acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), foi possivel separar, quantificar e identificar os
constituintes quimicos majoritarios presentes nos 0leos essenciais das folhas do C.
linearifolius, coletadas nos meses de marco, abril e setembro de 2013 (Figura 5). Tais
resultados foram possiveis a partir da determinacdo das &reas dos principais picos
observados nos cromatogramas de cada um deles, bem como da comparacdo dos
espectros de massas de cada constituinte presente no 6leo com aqueles encontrados na
biblioteca da base de dados do NIST 8.0.
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linearifolius,

6leos essenciais das folhas do C.
, abril e setembro de 2013, obtido por CG-EM.

Figura 7. Cromatogramas dos
coletadas nos meses de marco
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Tabela 5. Dados dos constituintes quimicos majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas do
C. linearifolius coletadas no més de margco de 2013 (6leo A) na Floresta Nacional Contendas do

Sincora.
Composto Est[ut_u ra TR*
quimica
Scariofileno 9,159
a-pineno 3,123
oxido de cariofileno 11,061
germacreno 9,886
a-cariofileno 9,569
y-elemeno 10,076
eucaliptol 3,967
espatulenol 10,968

Classe de
Terpenos

Sesquiterpeno

Monoterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Sesquiterpeno

Monoterpeno

Sesquiterpeno

% do
metabolito
no o6leo

33,69

23,10

9,13

7,52

4,42

4,32

4,22

4,05

*TR: Tempo de Retencdo
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Tabela 6. Dados dos constituintes quimicos majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas do C.
linearifolius coletadas no més de abril de 2013 (6leo B) na Floresta Nacional Contendas do Sincora.

Estrutura Classe de %,o!o

Composto P TR* metabdlito no

quimica Terpenos X

oleo
Scariofileno 9,175 Sesquiterpeno 20,94
oxido de cariofileno 11,063 Sesquiterpeno 21,65
a-pineno 3,112 Monoterpeno 16,22
espatulenol 11,000 Sesquiterpeno 6,95
eucaliptol 3,992 Monoterpeno 3,92

germacreno (FQ\( 8,055 Sesquiterpeno 3,56

*TR: Tempo de Retencdo
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Tabela 7. Dados dos constituintes quimicos majoritarios encontrados no 6leo essencial das folhas do
C. linearifolius coletadas no més de setembro de 2013 (6leo C) na Floresta Nacional Contendas do
Sincora.

Estrutura Classe de % do
Composto . TR* metabdlito no
quimica Terpenos 6le0

[-cariofileno @ 9,192 Sesquiterpeno 32,25
germacreno D ?Q\( 9,917 Sesquiterpeno 13,99

oL &

oxido de cariofileno 11,075 Sesquiterpeno 9,33
a-pineno 3,117 Monoterpeno 7,97
germacreno B 10,100 Sesquiterpeno 7,76

a-cariofileno 3 9,592 Sesquiterpeno 6,92

A maioria dos compostos identificados nos Oleos essenciais pertence a classe dos
sesquiterpenos, com ocorréncia de alguns monoterpenos. No cromatograma do 6leo A
(Figura 6, Tabela 4), os componentes encontrados foram o Scariofileno, oxido de
cariofileno, germacreno, humuleno e espatuleno, correspondendo a um percentual de
72,68% dos constituintes identificados. Os compostos cadinol, ledol, viridiflorol, sabineno,
bourboneno e copaeno representam menos de 1,7% do total dos componentes do 6leo
essencial. Os Unicos monoterpenos identificados neste estudo foram o a-pineno e o
eucaliptol, representando 27,32% dos constituintes do Oleo. Entre os compostos
identificados, o f-cariofileno foi o componente encontrado em maior concentracao
(33,69%), seguido do a-pineno (23,10%), do 6xido de cariofileno (9,3%) e do germacreno
(7,52%).

Na anélise do 6leo B (Figura 6, Tabela 5), também foi possivel identificar os

constituintes quimicos majoritarios e pode-se perceber que este, apresentou constituintes
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guimicos semelhantes ao 6leo A, o Fcariofileno correspondeu a 20,94% dos constituintes
majoritarios, seguido do oxido de cariofileno com 21,65% e do a-pineno com 16,22%,
porém, o oxido de cariofileno apareceu em maior porcentagem, enquanto a porcentagem
do cariofileno reduziu em mais de 10%. Os outros compostos representaram um
percentual inferior a 7%. Na analise cromatografica do 6leo C (Figura 6, Tabela 6), a
guantidade de constituintes majoritarios encontrados foi reduzida, percebendo um
aumento na composicao do Scariofileno (32,25%) em comparacdo aos demais
compostos bem como, a identificacdo do germacreno D, que até entdo ndo aparecia em
guantidade significativa. Sposito (2013), relaciona a atividade inseticida comprovada para
a espécie C. linearifolius os compostos fcariofileno e 6xido de cariofileno presentes nos
Oleos essenciais. Outros estudos evidenciam a ocorréncia acentuada dos compostos [+
cariofileno, a-pineno e 6xido de cariofileno em Oleos essenciais de espécies do género
Croton, entre elas, o C. heliotropiifolius (ANGELICO et al., 2012), C. argyrophylloides
(Morais et al., 2006), C. muscicapa (FREITAS et al., 2010) e C. zambesicus (ANGELICO,
2011). Outros pesquisadores também avaliaram a composicdo quimica de espécies do
género Croton e demonstraram a presenca de constituintes quimicos diversos presentes
em seus 6leos essenciais, a exemplo do C. nepetaefolius, que apresenta o metil-eugenol
(MORAIS et al., 2006), o C. zehntneri, que apresenta o E-anetol, (MORAIS et al., 2006) e
o estragol (COSTA et al., 2008) e o C. heliotropiifolius, que contem o eucaliptol
(ANGELICo et al., 2012) como compostos majoritarios.

A variagdo na quantidade dos constituintes majoritarios entre os dleos estudados
esta relacionada ao periodo de coleta, uma vez que, mudancas climaticas influenciam na
producédo de alguns metabdlitos secundarios. A Figura 7 demonstra a precipitacdo mensal
acumulada de acordo com estudos feitos pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais -
INPE (FREITAS et al., 2011).
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Figura 8. Grafico da precipitagdo mensal no ponto de coleta na Floresta Nacional Contendas do
Sincord, durante os meses de dezembro de 2012 a outubro de 2013.
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Angélico (2011), observou que diferencas na composicdo quimica dos Oleos
essenciais podem estar relacionadas a fisiologia vegetal, pois, a composi¢cao e quantidade
de metabdlitos produzidos dependem, principalmente, das enzimas especificas que
estimulam a producdo de compostos volateis em um 6rgdo, bem como do estagio de
desenvolvimento e de estresses abioticos sofridos ao longo das estacdes. Morais (2009),
afirma que a producdo dos Oleos essenciais € mais efetiva em ambientes com
temperaturas elevadas, no entanto, se o aumento for excessivo, 0 seu teor podera ser
reduzido. Outros fatores influenciam diretamente tanto na concentragdo quanto na

composicao dos 0Oleos essenciais sdo a intensidade luminosa e a sazonalidade.
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4.4. Atividade Antioxidante

4.4.1 Cinética de reagéo

A leitura da absorbancia da solucdo de DPPH no tempo inicial (tp) foi de 0,569. A
meédia das leituras das amostras nos primeiros 5 minutos foi de 0,545. A cada 5 minutos
as absorbéancias das amostras foram monitoradas e, apés 50 minutos, percebeu-se a
estabilizacdo das leituras, com valor médio de 0,538.

4.4.2 Método DPPH

As atividades antioxidantes dos Oleos essenciais das folhas de C. linearifolius,
baseada na captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) estdo apresentadas
em porcentagem de inibicdo do radical na Tabela 7.

Observou-se que os percentuais de reducdo do radical livre DPPH, produzidos
pelos Oleos essenciais da espécie avaliada, mesmo em concentracdes elevadas (10,0
mg.mL™?, 5,0 mg.mL™e 2,5 mg.mL™) foram baixos. Apesar do éleo B ter produzido a maior
porcentagem de inibicdo nos radicais DPPH em relacdo aos demais, verifica-se que estes
percentuais sdo muito inferiores aos dos padrdes analisados, mesmo estes estando em
concentracdes 10 vezes menores (1,0 mg.mL™, 0,5 mg.mL™ e 0,25 mg.mL™). Isso indica
gue uma baixa capacidade antioxidante dos 6leos analisados pelo método do DPPH.

Em trabalho realizado por Hess & Zanini (2008), os resultados demonstraram que
os Oleos essenciais das folhas e flores de Vernonia scabra séo inativos frente ao radical
livre DPPH, devido ao fato dos Oleos desta espécie apresentarem uma COMpOSICao
exclusiva de terpenos, com auséncia de fenilpropandides, compostos que geralmente
evidenciam significativas atividades antirradicalares.

Neste trabalho, também né&o foram encontrados fenilpropandides em nenhuma das
amostras analisadas, o que corrobora com os resultados dos autores.

Alguns fenilpropandides comuns em Oleos essenciais de manjericao, erva-doce e
cravo, também tém sido relatados como principais constituintes dos 6leos essenciais de
algumas espécies de Croton, a exemplo do C. zehntneri e C. nepetaefolius, onde foi
comprovada uma atividade antioxidante significativa, utilizando o método TBAR'’s
(quantificacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitlrico) em trabalho realizado por
Morais et al., 2006.

40



Tabela 8. Porcentagens de inibicdo do radical livre DPPH produzidas pelos 6leos
essenciais de C. linearifolius e pelos padroes positivos em diferentes

concentracoes.

Amostras Inibic&o (%) = DP CE 5o (png/mL) £ DP

Oleo A 2,60 + 0,007 ¢ 289,54 + 0,040°

Oleo B 9,36+0,083°¢ 81,50 + 0,013¢

Oleo C 4,11+0,146° 424,71 +0,06'

Quercetina 93,77+0,002° 3,192 + 0,006%

Rutina 7494 +0,12% 6,741 + 0,010°

BHT 45,16+ 0,13" 13,790 + 0,005°

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.4.3 Método FRAP

Os resultados da atividade antioxidante dos 0Oleos essenciais encontrados pelo
método FRAP estdo demonstrados na Tabela 8. Existe diferenca na producdo de Fe?
entre os 6leos, indicando que, o periodo de coleta € importante na producdo de espécies
antioxidantes. No entanto, esses valores sao relativamente baixos quando comparados
aos padrbes. Essa diferenca pode refletir na habilidade dos compostos antioxidantes
presentes nos 6leos em reduzir o ion ferro em sistemas in vitro (Rufino, 2008), uma vez
que, neste método, o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe**-TPZ) é reduzido ao complexo
ferroso (Fe®*-TPZ), na presenca de um antioxidante e em condicées acidas (Sucupura et
al., 2012).

Tabela 9. Producéo de ions Fe** pelos 6leos essenciais de C. linearifolius e
pelos padrbes positivos.

Amostras FRAP
(mg de Fe?'/ g 6leo) + DP
Oleo A 54,86 + 0,533 °
Oleo B 13,05+ 0,662 ¢
Oleo C 19,77+ 1,165¢
Quercetina 167,872 + 0,002%
Rutina 148,939 + 0,12°
BHT 126,699 + 0,13°

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.4.4 Compostos Fendlicos

De acordo com a metodologia seguida, os 6leos essenciais A e B apresentaram
resultado positivo para compostos fendlicos. O teor de compostos fendlicos totais,
encontrado para o 6leo A foi de 276,79 mg de EAG / g de 6leo essencial, e no 6leo B foi
de 155,77 mg de EAG / g de dleo.

Oliveira (2009), afirma que esse método nao é eficaz, porque ele superestima o
conteudo fendlico em larga extensao. Angelo e Jorge (2007), destacam ainda que, apesar
do método utilizado ser um dos mais comuns para identificar compostos fendlicos em
vegetais, ele ndo é especifico, pois o0 reagente de Folin é capaz de reagir com outros
compostos doadores de elétrons presentes no extrato, produzindo resultados falso
positivos. Assim sendo, os resultados encontrados para os 6leos essenciais analisados
enquadram-se nessa premissa, uma vez que a analise dos 6leos por CG-EM demonstrou
gue os 0leos sao constituidos principalmente por compostos da classe dos terpenos, nao

sendo identificados compostos fendlicos.
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5- CONCLUSOES

A andlise dos o6leos essenciais de Croton linearifolius por CG-EM demonstrou que
0S mesmos Sdo ricos em constituintes terpénicos, principalmente pertencentes a classe
dos sesquiterpenos.

Os resultados da atividade antioxidante demonstraram que 0s 0leos essenciais de
C. linearifolius ndo apresentaram uma boa capacidade antioxidante quando analisados
pelos métodos do DPPH e FRAP.

Entretanto, os teores de compostos fendlicos encontrados nos dois oOleos
analisados (A e B), foram relativamente altos, indicando resultados falso positivos. Esses
resultados demonstram a capacidade dos constituintes presentes nos 6leos em doar
elétrons para os componentes do reagente de Folin-Ciocaulteau, indicando que alguns
deles podem apresentar propriedades antioxidantes.

Este trabalho fornece subsidios para descobertas relevantes, uma vez que a
literatura é carente de informacdes sobre o C. linearifolius, evidenciando a necessidade
de pesquisas que visem investigar a composi¢cdo quimica, as atividades bioldgicas, a
toxicidade e o potencial para utilizagdo comercial de produtos e extratos obtidos a partir

desta espécie.
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