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Resumo

Entre as varias espécies que possuem ampla diversidade para atividades bioldgicas, estdo as da familia
Myrtaceae, que apresentam alto teor de 6leo essencial. Em virtude da caréncia de estudos com atividade
antioxidante do género Myrcia (Myrtaceae), o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade antioxidante
do éleo essencial de folhas frescas de Myrcia sylvatica (OEMS) por meio dos métodos de captura de radical
livre (DPPH e ABTS) e pela auto-oxidacdo do FRAP e do sistema -caroteno/acido linoleico, comparando
a padrdes trolox e BHA como referéncias. A capacidade antioxidante pelo método DPPH apresentou ICso
de 1,94 £+ 0,12 mg/mL em 60 minutos de reagdo. Pelo método ABTS, apresentou atividade antioxidante
correspondente a 32,85 + 0,86 uM de trolox/g de OEMS. Pelo método FRAP apresentou Z de 193,47 + 2,63
de pM de sulfato ferroso/g de OEMS, em 45 minutos de reagdo. No teste de S-caroteno/acido linoleico, o
OEMS (4 mg/mL) inibiu 26,1% da oxidagdo do S-caroteno em 120 min de reagdo. O 6leo essencial de M.
sylvatica apresentou baixa atividade antioxidante, sendo pouco eficaz comparativamente as referéncias,
mesmo que testado por mais de um mecanismo.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Oleo essencial. DPPH. ABTS. FRAP. B-caroteno/acido linoleico.

Myrcia sylvatica.

117
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2018; 12(2): 117-126 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br


mailto:andrade.biologia@hotmail.com

Atividade antioxidante do 6leo essencial de Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. por diferentes Leomara Andrade et al
métodos de andlises antioxidantes (ABTS, DPPH, FRAP, B-caroteno/acido linoleico)

Abstract

Among the various species that possess wide diversity for biological activities, are those from the Myrtaceae
family, which have high content of essential oil. Due to the lack of studies with Myrcia (Myrtaceae) antioxidant
activity, the aim of this work was to evaluate the antioxidant capacity of essential oil from fresh leaves of
Myrcia sylvatica (OEMS) by free radical capture methods (DPPH and ABTS) and by autoxidation of the
FRAP and the B-carotene/linoleic acid system, comparing trolox and BHA standards as references. The
antioxidant capacity by the DPPH method showed IC 50 of 1.94 + 0.12 mg/mL in 60 minutes of reaction. By
the ABTS method, OEMS presented antioxidant activity corresponding to 32.85 + 0.86 uM trolox/g. By the
FRAP method, Z showed 193.47 £ 2.63 pM of ferrous sulfate/g of OEMS in 45 minutes of reaction. In the -
carotene/linoleic acid test, the OEMS (4 mg/mL) inhibited 26.1% of B-carotene oxidation in 120 min of
reaction. The essential oil from M. sylvatica presented low antioxidant activity, being less effective compared
to the references, even when it was tested by more than one mechanism.

Keywords: Antioxidant activity. Essential oil. DPPH. ABTS. FRAP. 8-caroteno/linoleic acid. Myrcia sylvatica.

Introducéo

Antioxidantes sdo substancias que retardam a velocidade da oxidagdo, quando ocorre a producéo
excessiva de radicais de oxigénio durante processos patofisioldgicos ou devido a fatores ambientais @.
Através de um ou mais mecanismos, 0s antioxidantes tém como fungdo reduzir a oxidagdo, como por

exemplo, por meio da inibicdo de radicais livres e complexagdo de metais @,

Naturalmente, os radicais livres sédo produzidos endogenamente ou adquiridos de forma exdgena, e seu
excesso gera o estresse oxidativo ©). Essas substancias séo cada vez mais conhecidas, incitando um maior
interesse para 0 uso em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos, capazes de substituir
antioxidantes sintéticos suspeitos de induzir cancer @2, Ha um crescente interesse pelos antioxidantes
naturais provenientes dos extratos vegetais ©, principalmente a partir de plantas aromaticas e medicinais,
consideradas fontes de antioxidantes naturais. Metabdlitos secundarios, como os compostos fendélicos tém
acdo antioxidante, que agem inibindo a formac&o de radicais livres (“®, Dessa forma, os 6leos essenciais
e seus constituintes tém proporcionado aceitagdo devido ao seu amplo espectro de atividades biolégicas,

incluindo agdo antioxidante ©,

Entre as varias espécies que possuem ampla diversidade para atividades biolégicas, estdo as da familia
Myrtaceae, que apresentam alto teor de dleo essencial 9. Algumas espécies da familia Myrtaceae foram
testadas quanto ao potencial antioxidante, a exemplo de: Eucalyptus citriodora, pelos métodos FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) e de captura de radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) &0; Eugenia
stipitata, testada pelas metodologias Folin-Ciocalteu e DPPH (2: Eucalyptus rostrata testada in vitro com
membrana de coelhos &); Myrciaria dubia, pelos métodos ABTS (acido 2,2'-azinobis 3-etilbenzenotiazolina-
6-sulfénico) e FRAP @9); e Myrtus comunis L., pelos métodos DPPH, FRAP e Folin-Ciocalteu 9.

No entanto, devido ao grande nimero de representantes de Myrtaceae, existe uma ampla investigagéo a
ser realizada, principalmente ao que se refere as suas propriedades bioldgicas. Entre as espécies, destaca-

se Myrcia sylvatica, conhecida popularmente por "murtinha" ou "pedra-ume-cad", usualmente

comercializada e utilizada na medicina popular para o controle da diabetes, diarreia, aftas, inflamacéo
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intestinal e hemorragias, sendo as folhas a principal regido vegetativa utilizada em forma de cha ou em

banhos @9,

Pesquisas recentes mostram que o 6leo essencial de Myrcia sylvatica apresenta atividade antimicrobiana
contra bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus e
Enterococcus faecalis @2, Além disso, o 6leo essencial da espécie é também recomendado para anestesia
e sedacdo em peixes, sendo eficaz na prevencdo de uma resposta ao estresse e excesso de formacgéo de

espécies reativas de oxigénio 1819,

No entanto, em virtude da caréncia de estudos com atividade antioxidante do género Myrcia, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante do 6leo essencial de folhas frescas de Myrcia sylvatica
(G.Mey.) DC., pelos métodos DPPH, ABTS, FRAP e 3-caroteno/acido linoleico.

Material e Métodos

Folhas de Myrcia sylvatica foram coletadas em uma area de savana (coordenadas 02° 30' 31,7"S e 54° 50'
59,9"W), perto da Comunidade Sao Pedro, estrada Everaldo Martins, Km 21, cidade de Santarém, Para,
Brasil. A coleta foi realizada no periodo da manha em agosto de 2012. A amostra testemunha foi depositada
no Herbario da Embrapa Amazonia Oriental (Belém - PA), sob o numero IAN 184696. Foram utilizadas na
propor¢do de 1:10 (massa vegetal/dgua destilada), 100 g de folhas frescas cortadas manualmente e
submetidas a hidrodestilagdo, usando um aparelho do tipo Clevenger (3 h), para obtencéo do 6leo essencial
de Myrcia sylvatica (OEMS). O rendimento do OEMS foi de 0,9%, calculado em porcentagem, através da
relacéo entre o volume de 6leo obtido (0,9 mL) e a biomassa vegetal utilizada na extragao (100 g).

Determinagédo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical livre DPPH

A atividade antioxidante do OEMS pela captura do radical livre DPPH foi determinada de acordo com o
método de Kondo @9, com modificacdes. A amostra de OEMS foi solubilizada em etanol nas concentragdes
de 8, 20, 40 e 80 mg/mL. Preparou-se uma solugdo etandlica de DPPH (60 uM) com absorbancia inicial
entre 0,6 e 0,7 a temperatura ambiente. A leitura das absorbancias foi analisada a 517 nm em
espectrofotdbmetro UV-visivel (NOVA 3300 UV). Realizou-se a mistura reacional pela adi¢cdo de 1950 uL da
solucdo de DPPH e 50 pL da solu¢cdo do OEMS, em etanol. A reacéo controle (branco) foi realizada
substituindo a amostra por 50 pL de etanol. Para a comparacao dos resultados utilizou-se trolox (Sigma)
como padrao antioxidante, substituindo o branco por 50 pL da solugéo trolox 1 mM em etanol. O controle e
0 padrao trolox foram testados nas concentracdes de 0,04, 0,08, 0,12, 0,16 e 0,20 mg/mL. A mistura
reacional foi agitada, protegida da luz e oxigénio e a absorbancia monitorada a cada 15 min a partir de 30
min de incubacao até o ponto final de cada reag&o, quando a absorbancia se manteve constante. A atividade
de captura do radical DPPH foi expressa por meio da porcentagem de inibicdo (%l), onde Ac é a
absorbéncia do controle e Aam a absorbancia da amostra, segundo a equacdo: %l = (Ac - Aam) / Ac X
100%. A concentracdo minima da amostra que inibiu 50% do radical DPPH (ICso0), no meio reacional, foi
obtida por regressao linear utilizando-se os valores de concentracéo versus porcentagem de inibigéo.
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Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do cation radical livre ABTS

A atividade antioxidante do OEMS, através da captura do cation radical ABTS, foi determinada conforme
descricdo de metodologia @Y. Utilizou-se o trolox como padrdo antioxidante e os resultados foram expressos
em termos da capacidade antioxidante do composto equivalente ao trolox, expresso em valor de TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, capacidade antioxidante total do composto equivalente ao trolox).
A solucdo do cétion radical foi preparada pela reagéo do ABTS 3,5 mM com persulfato de potassio 140 mM.
Para completa reagédo e estabilizacéo do radical, a solucao radical ABTS permaneceu ao abrigo de luz, a
temperatura ambiente, por um periodo de 16 horas. Diluiu-se a solugdo de ABTS em etanol até obter uma
absorbéncia de 0,7 £ 0,05 a 734 nm. A curva de calibracéo do padréo trolox foi feita nas concentra¢cfes de
100, 250, 500 e 1000 puM. As concentracdes utilizadas para construcdo da curva de calibracao para
capacidade antioxidante do OEMS foram de 1000, 2000, 4000, 6000, 8000 e 10000 pg/mL. Em ambiente
escuro foi transferida uma aliquota de 30 pL de cada solugéo padréo, para tubos de ensaio e adicionados
3,0 mL da solucao de radical ABTS. As absorbancias foram medidas a 734 nm apos 6 min de reacao,
utilizando-se o etanol como branco. Realizou-se 0 mesmo procedimento para as solugbes de OEMS. A
atividade em capturar o cation radical ABTS foi expressa em pM trolox/g de OEMS (Z), obtida a partir das
equacdes das retas das curvas: concentracdo de trolox versus absorbancia e concentragdo da amostra

versus absorbancia @9,
Determinacédo da atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante do OEMS, pela reduc¢éo do ferro conhecida como método FRAP, foi determinada
conforme descricdo de metodologia. 2 Obteve-se o reagente FRAP a partir da combinagdo de 25 mL de
tampdao acetato de sodio - acido acético 0,3 M, (pH 3,6), 2,5 mL de uma solugdo de TPTZ 10 mM (2,4,6-tris
(2-piridil)-triazina) e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM, usado imediatamente. Como
padrao utilizou-se sulfato ferroso e a curva de calibragdo foi feita nas concentracdes de 250, 500, 1000,
1500 e 2000 pM.

Para avaliagdo da capacidade antioxidante foram testadas diferentes concentragbes do OEMS,
solubilizadas em etanol (1000, 2000, 4000, 6000, 8000 e 10000 pg/mL). Trolox foi testado nas
concentragfes de 25, 62,5, 125 e 250 mg/L. O ensaio foi realizado através da adicdo em tubos de ensaio
de uma aliquota de 90 pL da solucéo padrdo de sulfato ferroso, 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do
reagente FRAP. A mistura foi homogeneizada, mantida em banho-maria a 37 °C durante 30 min, e a leitura
da absorbéancia foi medida a 595 nm. O mesmo procedimento foi realizado para as solu¢fes de OEMS e
de trolox. O poder antioxidante do OEMS em reduzir o ferro foi expresso em pM sulfato ferroso/g de amostra
(2), obtido a partir das equacgdes das retas das curvas concentragao de sulfato ferroso versus absorbéncia
e concentracdo da amostra versus absorbancia @2,

Determinacédo da atividade antioxidante no sistema B-caroteno/acido linoleico

O método de oxidagdo do sistema Q-caroteno/acido linoleico estd fundamentado em medidas
espectrofotométricas da descoloracgéo (oxidagdo) do B-caroteno induzida pela sua atividade de inibicdo de
radicais livres, gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico @. Assim, a habilidade do OEMS em

prevenir o descoloramento do B-caroteno foi avaliada conforme descrito pela literatura (23-24),
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As amostras de OEMS e dos padrfes antioxidantes BHA (2,3-terc-butil-4-hidroxianisol) e trolox foram
solubilizadas em etanol em trés concentragdes (0,5, 1,0 e 4,0 mg/mL). Uma solugdo de B-caroteno e acido
linoleico foi preparada a partir de 0,2 mg de 3-caroteno dissolvido em 1 mL de cloroférmio e adicionado a
20 L de acido linoleico e 265 uL de Tween 40. O cloroférmio foi completamente evaporado com auxilio de
oxigenador. Em seguida, adicionou-se cerca de 100 mL de agua ultrapura previamente saturada com
oxigénio por 30 minutos. Agitou-se vigorosamente a mistura, apresentando uma coloragdo amarelo-
alaranjada e com absorbancia entre 0,6 e 0,7 a 470 nm. Realizou-se o0 ensaio por meio da adi¢cdo em tubos
de ensaio de uma aliquota de 2,5 mL da mistura reativa, e 0,2 mL da amostra de OEMS nas diferentes
concentracfes e a leitura realizada imediatamente no tempo zero a 470 nm. Os tubos de ensaio foram
incubados em banho-maria a temperatura de 50 °C, e a absorbancia monitorada por 120 min em intervalos
continuos de 15 min. Realizou-se 0 mesmo procedimento para o controle (etanol), e os padrGes BHA e
trolox. A atividade antioxidante (AA%) foi expressa como porcentagem de inibicdo da oxidagéo calculada
em relacéo ao decaimento da absorbancia do controle (Ac-A120) € da amostra (Bo-B120) conforme a equagao:
AAY% = [(Ao-A120) - (Bo-B120)] / [Ao-A120] X 100. Onde: 0 e 120 correspondem a absorbancia no tempo 0 e 120

minutos de reacgédo, respectivamente.

Resultados e Discussao

Determinagédo da atividade antioxidante pelo método captura do radical livre DPPH

O dleo essencial de M. sylvatica reagiu com radical DPPH com estabilizagédo da absorbéncia em 60 min. A
inibicao variou de 8,6 a 52,0% nas concentragdes de 0,2 a 2,0 mg/mL, com ICsode 1,94 + 0,12 mg/mL, na
mistura reacional. A curva de concentracdo versus inibi¢cdo exibiu boa correlacdo linear com coeficiente de
determinacdo R? de 0,99. O padrdo antioxidante trolox foi testado de maneira andloga ao OEMS. A curva
de inibi¢c@o do trolox foi feita nas concentragdes de 1,0 a 5,0 pg/mL, com variacéo na inibicdo de 10,7 a
63,2%, na mistura reacional (R? = 0,99). A reacéo foi bastante rapida em torno de 10 min. O OEMS reduziu
o radical DPPH, porém apresentou baixo potencial antioxidante frente ao padréo trolox. Os valores de ICso
de OEMS, determinados em diferentes tempos de reacgdo, assim como o do trolox, encontram-se na
TABELA 1.

TABELA 1: Atividade antioxidante do 6leo essencial de Myrcia sylvatica (OEMS) pelo método DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl). *ICso. concentragéo do antioxidante na mistura reacional que reduz 50% o radical DPPH.

Amostra ICso
OEMS 30 min 2,55 + 0,25 mg/mL
OEMS 45 min 2,17 + 0,15 mg/mL
OEMS 60 min 1,93 + 0,12 mg/mL
Trolox 10 min 0,003 £ 0,30 mg/mL

Determinacéo da atividade antioxidante pelo método do ABTS

O dleo essencial de M. sylvatica apresentou atividade antioxidante pela captura do radical ABTS. Os
resultados, expressos como valor TEAC, corresponderam a 32,85 + 0,86 uM de trolox/g.
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Determinacéo da atividade antioxidante pelo método reducéo do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante pela reducéo do ferro para o OEMS foi calculada a partir da equacgéo da reta obtida
pela curva padrdo de sulfato ferroso (R?= 0,99), onde foi possivel quantificar a concentracdo de Fe®*
presente em solucdo. Realizou-se um estudo do tempo de reacdo para a reducéo do ferro pelo OEMS,
realizando-se a leitura da absorbancia das amostras nos tempos de 30, 45 e 60 min e concluiu-se o melhor
tempo de reacdo de 45 min, sendo Z de 193,47 = 2,63 de pM de sulfato ferroso/g de OEMS. O trolox
apresentou maior poder antioxidante com Z de 3735,9 + 0,007 uM, no tempo de reacao de 10 min.

Determinacédo da atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico

Os padrdes trolox, BHA e o OEMS foram testados em diferentes concentra¢gdes, contudo, com excec¢ao dos
padrdes do OEMS, que apresentou valor percentual positivo de inibicdo somente apds a segunda
concentracdo testada (1 mg/mL). Comparado aos padrdes, a inibicdo do OEMS foi baixa, inibindo 26,1%
da oxidacdo do B-caroteno em 120 min de reacdo, na concentracdo de 4 mg/mL (concentracdo testada

mais eficaz).

Nao ha um método Unico que avalie satisfatoriamente a atividade antioxidante de um extrato ou OEMS,
pois alguns critérios devem ser levados em consideragdo, como: técnica de extracdo, tipo de amostra,
componentes quimicos presentes, além de parametros metodoldgicos, como tempo, temperatura, tempo

de oxidagdo, mecanismo de acgéo, presenca de componentes interferentes, entre muitos outros 2229,

De acordo com a literatura, séo poucas as pesquisas que descrevem a capacidade antioxidante de espécies
do género Myrcia. Mas, além da caréncia de pesquisas, alguns trabalhos tém apontado a deficiéncia de
padronizacdo dos testes antioxidantes in vitro realizados, o que dificulta a comparagdo ou andlise dos
resultados relatados por diferentes pesquisadores @229, No entanto, ha estudos sobre a atividade antioxidante
de outros géneros da familia Myrtaceae, a exemplo de: Eucalyptus citriodora, a qual apresentou no 6leo
essencial das folhas frescas, moderada a forte, atividade antioxidante @, para o éleo essencial das folhas de
Psidium guajava L. frente ao teste com DPPH e S-caroteno, observou-se uma moderada atividade antioxidante
@) E o 6leo essencial de folhas de Psidium guineense Sw. apresentou alta atividade antioxidante quando
comparado aos padrdes 9, E com aproximadamente 89,0 — 89,5% de reducéo do padrdo DPPH, o 6leo
essencial das folhas de trés espécies de Melaleuca apresentaram forte atividade antioxidante €0,

Nos ensaios realizados com o OEMS foram encontrados resultados distintos entre as metodologias, com
maior ou menor eficiéncia. No ensaio de captura do radical DPPH, por exemplo, o 6leo essencial, mesmo
apresentando a capacidade de agir como doador de atomos de hidrogénio ou elétrons para que ocorresse
a reducao do radical DPPH, ndo se mostrou tdo eficaz quando comparado ao padréo trolox. Da mesma

forma ocorreu no ensaio de captura do cation radical ABTS.

No método FRAP, o OEMS apresentou capacidade antioxidante de reducéo do ferro, porém com redugéo
de 5,2% equivalente ao padrao trolox. No sistema B-caroteno/acido linoleico, o0 OEMS néao foi capaz de
inibir os radicais livres gerados durante a peroxidagéo do acido linoleico nas concentragbes 0,5 e 1 mg/mL,
no entanto, na concentracdo de 4 mg/mL o OEMS apresentou capacidade de inibir a oxidagdo do -
caroteno. Esses resultados podem ser decorrentes possivelmente pela composi¢cdo das substancias
guimicas presentes na M. sylvatica, em atuar como antioxidante. Em particular, alguns hidrocarbonetos

monoterpenos, ou seja, terpinoleno, a-terpineno e y-terpineno, mostram uma agéo antioxidante protetora
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significativa €2, No entanto, a atividade antioxidante de hidrocarbonetos sesquiterpénicos no geral € baixa,
sendo o0s sesquiterpenos oxigenados mais ativos. Conforme estudos, o OEMS apresenta maior
porcentagem de sesquiterpenos oxigenados (43,9%) e de hidrocarbonetos sesquiterpénicos (32,3%) em

sua composi¢do quimica @0,

Conclusao

Desta forma, para 0s ensaios realizados neste trabalho provavelmente os compostos sesquiterpenos
oxigenados sdo 0s maiores responsaveis pela atividade antioxidante do 6leo essencial de M. sylvatica.
Portanto, nos diferentes ensaios realizados com o OEMS observou-se que tanto a porcentagem de inibi¢&o,
a ICsp quanto o valor equivalente ao trolox do OEMS mostram capacidade antioxidante, porém, com valores
baixos comparados aos padrdes trolox e BHA.
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