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RESUMO

Foi realizada a extracdo de 6leo essencial de saches de horteld pimenta comercializados
na cidade do Rio de Janeiro, por hidrodestilacdo no aparelho de Clevenger. Em seguida,
foi identificada a composicdo quimica e a qualidade odorifera desse 6leo essencial.
Foram realizadas 3 analises para determinar o poder antioxidante dos éleos essenciais e
das tisanas dos saches de hortela pimenta, o DPPH, o teor de fendlicos totais e a
estabilidade oxidativa do Oleo de soja. A média do rendimento de OE extraido das
amostras analisadas foi de 0,6%, e o teor de impurezas de 7%. Os OE’s analisados por
CG/EM tiveram um total de 45 compostos identificados, dentre eles o mentol, a
mentona, o mentofurano, o acetato de mentila, limoneno e a pulegona que foram
encontrados em todas as marcas analisadas. Na &gua condensada verificou-se uma
distribuicdo composicional parecida com a do OE, com 11 compostos a menos,
contendo um total de 34, tendo o mentol e a mentona como compostos majoritarios,
com valores semelhantes ao do OE, caracterizando que existe uma quantidade de 6leo
residual no extrato aquoso. Cerca de 51 % dos compostos identificados por CG/EM
também foram detectados por CG/O e uma parcela dos compostos volateis apresentou
odor similar a menta, tais quais: eucaliptol, linalol, carveol, mentona, pirocarvona,
acetato de mentila, epiglobulol e cubenol. Na anélise de DPPH se considerarmos todas
as marcas, temos uma média de 19,75 mg ml™ para as tisanas e 41,84 mg ml™ para os
OE’s, ou seja, a atividade antioxidante encontrada nas tisanas € duas vezes maior que a
encontrada nos OE’s. O teor de fendlicos totais das tisanas de todas as marcas, € mais
que o dobro do encontrado nos OE’s em que as tisanas obtiveram uma média de
2,38+0,39 mg g™ e os 6leos de 0,98+0,11 mg g™*. Na analise de autooxidacéo de 6leo de
soja, foram consideradas 720 observacGes de absorvancia divididas em dois
experimentos independentes com 360 observagdes cada. Foram realizadas observagdes
em 4 dias de leitura ndo consecutivos (0, 5, 10, 15 dias), em triplicata, para cada uma
das 6 combinacdes nas 5 marcas diferentes. E possivel observar uma tendéncia a partir
do segundo dia de leitura (quinto dia), na qual a estabilidade oxidativa do 6leo de soja é
influenciada positivamente tanto pela inclusdo da tisana como também pela fracdo OE.
Nesse experimento o poder antioxidante da tisana foi significativamente (teste de
Wilcoxon e teste de Kruskal-Wallis) maior do que aquele do OE. Ao se comparar todos

0s metodos usados nesse estudo para avaliar 0 poder antioxidante das fragdes tisana e



OE da horteld pimenta sera possivel observar uma tendéncia comum, na qual as

primeiras tem maior atividade antioxidante do que as Gltimas.

Palavras-chaves: Horteld pimenta, OE, tisanas, antioxidantes.



ABSTRACT

Essential oil of peppermint sachets purchased in the city of Rio de Janeiro was obtained
via hydrodistillation in Clevenger apparatus. The chemical composition was analysed in
essential oil and condensed water. Three different analytical techniques (DPPH, total
phenolic content and oxidative stability of soybean oil) were used in order to determine
the antioxidant power of essential oils and tisanes from the peppermint sachets. The
average Yyield of essential oil was 0.6% and the impurity average content was 7%. A
total of 45 compounds were identified by CG/MS among them, menthol, menthone,
menthofuran, methyl acetate, limonene and pulegone which were found in all the
analyzed brands. Condensed water presented 34 compounds, with the menthol and
menthone as major compounds with similar values to the essential oil, characterizing
that there is an amount of residual volatile compounds in the aqueous extract. About
51% of the compounds identified by GC/MS were also detected by GC/O and a parcel
of volatiles showed a similar odor of mint, such as eucalyptol, linalool, carveol,
menthone, pirocarvone, menthyl acetate, epiglobulol and cubenol. In DPPH analysis,
there were mean values of 19.75 mg ml™ for tisanes and 41.84 mg ml™ for essential oils.
The antioxidant activity in teas was twice larger than those found in essential oils. The
total phenolic content of tisanes (2.38 + 0.39 mg g*) was more than twice that found in
essential oils (0.98 + 0 11 mg g). In regard to soybean oil auto-oxidation analysis,
absorbance was obtained in 2 independent experiments each with 360 observations.
Observations were made on 4 no consecutive days (0, 5, 10, 15 days) in triplicate for
each of the 6 combinations in 5 different brands. It is possible to observe a trend from
the second day of reading (fifth day), in which the oxidative stability of soybean oil is
positively affected by the addition not only of tisane but also essential oil. On the other
hand, antioxidant power of tisane was significantly (Wilcoxon and Kruskal-Wallis test)
higher than that from essential oil. Comparing all methods used in this study to evaluate
the antioxidant power it will be possible to observe a common trend in which tisane

have a higher antioxidant activity than essential oil.

Keywords: Peppermint, essential oil, tisane, antioxidant
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1. INTRODUCAO

O género Mentha, familia Lamiaceae, € um dos mais complexos do reino
vegetal devido as 19 espécies e os 13 hibridos resultantes do cruzamento espontaneo e
selecdo das espécies, 0s quais podem sumariamente distinguir-se em dois grupos:
mentas em espiga, com flores dispostas em uma espiga terminal ndo folhosa, e mentas
rasteiras, com flores dispostas em verticilos, escalonados na axila das folhas pecioladas.
(SCHWEITZER et. al, 1986).

A menta (Mentha piperita L.), conhecida no Brasil como horteld, hortela-
pimenta e menta-inglesa, ¢ uma planta herbacea originaria da Europa e da Asia, com
grande utilizacdo medicinal. E uma erva vivaz ou perene, com caule ramificado,
contendo folhas opostas pecioladas ovais e com margem serrilhada, apresentando cor
verde mais escura na face superior da folha e mais pélida na inferior (GRISI, 2006). A
espécie também ¢ fonte de um dos mais populares 6leos essenciais (OE’s). A produgdo
mundial anual de OE’s de trinta espécies aromaticas € estimada entre 110.000 e 120.000
toneladas (KHOTARI, 2005), e, desta quantidade, 22.200 toneladas vém de espécies de
Mentha: M. arvensis (16.000), M. piperita (4.000), M. spicata (2.000) e outras (200)
(SANT SANGANERIA, 2005).

O Brasil tem lugar de destaque na producéo de OE, ao lado da india, China e
Indonésia, que sdo considerados os 4 grandes produtores mundiais. A posi¢do do Brasil
deve-se aos OE’s de citricos, que sdo subprodutos da industria de sucos. No passado, o
pais teve destaque como exportador de OE de pau-rosa, sassafrds e menta. Nos dois
ultimos casos, passou a condi¢do de importador. (BI1ZZO, 2009)

O OE de Mentha piperita é considerado importante, pelo fato de ser usado nas
indUstrias farmacéuticas, de bebidas alcodlicas, gomas de mascar e cosméticas. Suas
folhas séo usadas também como aromatizantes de alimentos, chés e na medicina popular
(FAHN, 1979, LAWRENCE, 1985). O uso do OE desta planta também esta associado a
uma série de efeitos fisioldgicos de interesse medico, tais como: efeitos espasmoliticos,
carminativos, estomaquicos, anti-helminticos, antimicrobianos e antiprurido
(GRUENWALD ET AL., 2000; GOERG & SPILKER, 2003). Ja o extrato aquoso das
folhas dessa planta esta entre os ingredientes mais populares para preparacdo de chas
para uso medicinal (MCKAY & BLUMBERG, 2006). Na Alemanha, a folha da horteld

pimenta € licenciada pelos 6rgdos de saude para uso como chd medicinal para tratar



dispepsia, enquanto seu OE é usado para tratar inflamacdo de mucosas do trato
respiratério (BLUMENTHAL et al., 1998).

Embora a horteld pimenta esteja entre os mais populares ingredientes de chas
(MCKAY & BLUMBERG, 2006), inclusive no Brasil, pouco se conhece sobre a
qualidade dos saches de horteld pimenta comercializados no Brasil, ja que essa planta
ndo é cultivada aqui e, portanto, a matéria-prima é importada. O uso da anéalise
taxonbmica da planta para se atestar a autenticidade € inviavel, j& que o material se
encontra pulverizado. Dessa forma, a analise da composicao quimica do OE e do poder
antioxidante do OE e da tisana é uma forma complementar de se avaliar a qualidade dos
saches de horteld pimenta, j& que sua composi¢do é bem conhecida. (DUBAND et al.,
1992; ORAV & KANN, 2001)

Uma parcela consideravel da populacdo mundial usa correntemente algum tipo
de erva para atender as suas necessidades primarias de salde. Essa terapia
complementar geralmente envolve o uso de extratos de alguma parte da planta na forma
de solucBes aquosas. A horteld pimenta esta entre as plantas mais populares para uso na
forma de cha. Além de ter uma série de efeitos fisioldgicos benéficos, a bebida feita a
partir de suas folhas produz um ché de sabor e aroma agradavel, sendo apreciado pelos
consumidores. (BLUMENTHAL et al., 1998).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consumo mundial de cha

O cha é uma das bebidas mais populares e antigas do mundo (YAMANE;
CHANDRAVANSHI; WONDIMU, 2008). Primeiramente, foi preparado a partir das
folhas da planta e utilizado pelos chineses como medicamento e mais tarde, como
bebida. Seu consumo tem se expandido ao longo dos dltimos 5.000 anos, ocupando
cerca de 2,7 milhdes de hectares de terras cultivaveis no mundo. Apresenta mais de
3.000 variedades de espécies disponiveis, muitas das quais com caracteristicas Unicas,
como alto teor de cafeina (MONDAL et al., 2004).

Para além da infusdo (sobre as folhas da planta deita-se 4gua muito quente,
deixando repousar durante alguns minutos), os chas podem ser preparados por decoc¢do

(sobre as folhas da planta deita-se 4gua fria, levando ao fogo) ou cozimento (na agua em



ebulicdo deitam-se as partes das plantas cortadas, mantendo em ebuli¢do). A infusdo é
indicada quando o cha é preparado a partir de partes tenras da planta (folhas, botGes
florais e flores), enquanto a decoc¢do € mais usada para raizes, caules e frutos secos.
Tanto as infusdes como as decocgdes sdo administradas por via oral e topica
(epidérmica e inalavel) (CARVALHO, 2010).

Segundo Weisburger (1997), a histéria do cha como bebida data do ano de 2.700
a.C. na China. Da China a tradi¢do foi levada para o Japdo no século VI. Apés isto, e
por um longo periodo, o cha foi consumido apenas pela sociedade privilegiada,
tornando-se popular somente 700 anos depois. O consumo de ché se difundiu na Asia e
das colbnias asiaticas para suas metropoles, de onde, em meados do século XVII, os
ingleses divulgaram e popularizaram a bebida para o mundo. Desde ent&o a produgao e
0 consumo de chés evoluiu muito.

O consumo de cha no Brasil esta relacionado a praticas curativas herdadas dos
indios, negros e europeus. No fim do século XX, o consumo da bebida no pais cresceu e
se modernizou, surgindo inclusive uma legislacdo especifica, porém ainda convivendo
com o comércio de espécies medicinais em feiras e o plantio em quintais para o
consumo familiar (MORAES-DE-SOUZA, 2007).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os chas sdo
definidos como “produtos constituidos de partes vegetais, inteiras, fragmentadas ou
moidas, obtidas por processos tecnoldgicos adequados a cada espécie, utilizados
exclusivamente na preparacdo de bebidas alimenticias por infusdo ou decoc¢do em agua
potavel, ndo podendo ter finalidades farmacoterapéuticas” (BRASIL, 2005).

Nesta portaria esta incluida ainda uma lista de espécies para as quais se admite a
aplicacdo dos requisitos citados acima e que podem ser objeto de solicitacdo imediata de
registro. No entanto, segundo alguns autores, a inclusdo de certas plantas em tal
listagem é polémica. Para Melo et al. (2004) existe uma contradicdo em classificar uma
planta medicinal como um simples produto alimenticio, pois para a maioria das espécies
comercializadas como tal, ha comprovacao de atividade terapéutica e para algumas ha
ainda contraindicagdes.

Os chas encontram-se disponiveis no mercado em diferentes formulagdes (sacos,
folhas, raizes, granulados, poés, liquidos) que podem ser preparadas por infuséo ou
solubilizacdo, ou estarem ja prontas para o consumo. Os sacos de cha, onde as folhas
sdo embaladas em um saco de papel para ser feita a infusdo, é facil e conveniente, o que

0s torna bastante populares (MORAIS, 2011). No caso do cha a granel, as folhas sdo



embaladas num recipiente, onde as por¢des devem ser medidas, individualmente, pelo
consumidor para uso num copo, caneca ou bule. Assim, o consumidor pode preparar
chés com sabores de intensidade variavel, sendo, no entanto, um processo de preparacéo
menos pratico (CARVALHO, 2010). Independente das formulagdes, o sabor e a
quantidade de folhas parecem ser influenciados pelo clima, solo, altitude, época e modo
de colheita. Além dessas influéncias, a variedade, o ambiente de crescimento, as
condigOes de processamento e o tamanho da folha influenciam a composicéo desta, bem
como a composicdo das infusdes finais obtidas. O método de preparacdo da infusdo, no
momento em que vai ser consumida, a quantidade de folhas e 4gua usada, o tempo de
infusdo e a agitacdo é também determinante na quantidade de componentes do cha. O
valor desta bebida ultrapassa o seu papel social positivo, parecendo ser dotada de agéo
fisiolégica benéfica (MORAIS, 2011).

O uso da palavra chad é originalmente utilizado para a infusdo da Camellia
sinesis (cha verde). A classificacdo é feita de acordo com o grau de fermentacdo a que a
planta € submetida antes de estar disponivel para o consumo. O maior consumo é da
forma fermentada ou cha preto. No entanto, a forma ndo fermentada ou cha verde e a
forma semifermentada ou cha oolong sdo muito populares em alguns paises como China
e Japdo, onde as folhas verdes também sdo usadas como hortalicas. A forma
descafeinada é obtida pela mistura do cha preto ou verde com um solvente organico,
que dissolve a cafeina, tornando possivel sua remocdo. No entanto, popularmente,

considera-se a infusdo de todas as espécies terapéuticas como cha (MONDAL, 2004).

2.2 Chas utilizados como fitoterapicos

Do ponto de vista etimoldgico, a Fitoterapia pode ser definida como “terapéutica
a base de plantas”, ou seja, a ciéncia que estuda a utilizagdo dos produtos de origem
vegetal com finalidade terapéutica (CANIGUERAL, 2006).

Na antiguidade as civilizagbes mais primitivas se aperceberam das
potencialidades do uso das plantas, tanto na alimentacdo como na saude. O emprego das
plantas medicinais no tratamento de doencas era inicialmente baseado no seu potencial
curativo quando experimentadas no combate a doenca. Todo um saber empirico foi
sendo inicialmente transmitido oralmente de uma geracao para outra, para depois, com o

aparecimento da escrita, passar a ser compilado e guardado, acompanhando a evolugéo



do Homem através dos tempos. Foi esta a primeira “Fitoterapia” que o homem usou
(CUNHA et al., 2003).

Hoje em dia, 0 acréscimo das exigéncias relativas aos medicamentos alopaticos,
aliado ao aumento dos seus efeitos secundarios, despertou o interesse pela Fitoterapia.
Deste modo, os medicamentos a base de plantas podem ser usados como auxiliares nos
cuidados primérios de saude e/ou como complemento terapéutico. Para tal, devera ser
garantida a sua qualidade, eficacia e seguranca, apoiadas em ensaios farmacol6gicos e
clinicos (CUNHA et al., 2003).

Segundo Alonso (1998), a utilizacdo de fitoterapicos, nos paises desenvolvidos e
nos paises em desenvolvimento tem razbes diferentes. Nos paises considerados
desenvolvidos a utilizacdo dos fitoterapicos € ocasionada por uma resposta da
populacdo aos efeitos agressivos e iatrogénicos dos medicamentos de sintese, e nos
paises em desenvolvimento o uso das plantas medicinais € um recurso tradicional
enraizado culturalmente na populacgéo.

O arsenal terapéutico com plantas medicinais tem, nas Gltimas décadas, tido uma
presenca cada vez maior. Na Alemanha 66% da populacdo utiliza preparados da
fitoterapia para combater resfriados. Na Franca, o mercado de produtos fitoterapicos é
liderado para tratamento de transtornos circulatérios, seguidos de digestivos e
antitussigenos (CANIGUERAL, 2003).

As plantas medicinais podem ser processadas e administradas de diversas
formas, tais como, por exemplo, xaropes, infusdes, Oleos essenciais, pomadas,
balsamos, comprimidos ou cépsulas, sendo indicadas para ajudar a combater patologias
crénicas e agudas, como, por exemplo, doencas cardiovasculares, inflamacGes ou
problemas gastricos. Estas plantas sdo ricas em varios compostos, tais como OE’s,
flavonoides, taninos, etc., sendo que muitos deles apresentam propriedades
antioxidantes (BENZIE & WACHTEL, 2011). Assim, apesar das infusdes de plantas
medicinais ndo terem um valor nutricional apreciavel, estas podem constituir uma
importante fonte de compostos bioativos na dieta humana (ALARCON et al., 2008).
Para além das propriedades antioxidantes, diversos estudos tém identificado,
igualmente, em algumas destas infusGes, propriedades antimutagénicas,
antiinflamatdrias, antivirais, antibacterianas e antitumorais, levando a supor que o
consumo destas infusbes possa, de fato, contribuir para a promoc¢do da saude (DE
MEJIA et al., 2010).



A OMS estima que 80% da populacdo em paises em vias de desenvolvimento
utilize a medicina tradicional & base de plantas como fonte priméria para tratar e
controlar diferentes patologias (TAMAYO, 2006). Contudo, ha que ter em conta que as
plantas medicinais ndo podem ser utilizadas para o tratamento de todas as patologias e
em qualquer paciente, e que ndo estdo isentas de efeitos secundarios, nem de
contraindicacdes e interagdes (FERREIRA, 2010).

2.3. Atividade Antioxidante dos Chas

2.3.1. Estresse Oxidativo

Radicais livres podem ser definidos como moléculas ou &tomos que possuem um
elétron desemparelhado na ultima camada, ocupando um Unico orbital atémico ou
molecular (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2000). Entre os diferentes tipos de radicais
livres estdo principalmente os metais de transigdo como o ferro, cobre e manganés, e as
espécies derivadas do oxigénio. Sdo denominados, em geral, de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), quando sdo derivados do oxigénio (SALDANHA, 2005). Os EROs
podem também referir-se a espécies que ndo sdo derivadas de radicais livres, e sim
algumas moléculas derivadas de O, capazes de gerar radical livre, como o perdxido de
hidrogénio (H,0;). As principais EROs sdo as seguintes: radical superdxido (O3-);
peroxido de hidrogénio (H,O,): radical hidroxila (OH?) e oxigénio singlete (*O,)
(FERRERA & MATSUBARA, 1997).

As EROs sdo formadas por reacdes de Oxido-reducdo, ap6s cederem ou
receberem um elétron de outras moléculas instaveis, e sdo consequéncias diretas do
metabolismo do oxigénio e da exposicdo da célula a xenobidticos (micotoxinas,
radiacdo ionizante, pesticidas, etc.), que provocam a redugdo incompleta do oxigénio
(DROGE, 2002).

Além disso, os radicais livres oxigenados podem ser convertidos a outras
espécies reativas nao radicais, como peréxido de hidrogénio, &cido hipocloridrico e
peroxinitrito (FERREIRA; ABREU, 2007) Assim as EROs podem ser espécies radicais
e ndo radicais (FANG et al., 2003).

Essas formas de oxigénio sdo muito prejudiciais aos constituintes celulares,
incluindo o DNA, os lipidios e as proteinas. Os radicais livres e outras espécies reativas
de oxigénio como o perdxido de hidrogénio sdo naturalmente e continuamente

produzidos. Porém, os organismos desenvolvem sistemas de defesa antioxidantes para a



protecdo e também sistemas de reparagdo, limitando assim o acumulo de moléculas
alteradas pela oxidacdo (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 2000).

A producdo de espécies reativas (em pequenas quantidades) nos organismos
vivos decorre do metabolismo celular, normalmente sob a forma de EROs ou ERNs
(espécies reativas do nitrogénio). Uma vez produzidos, muitos dos radicais livres sao
neutralizados pelas defesas celulares antioxidantes (enzimas e moléculas néo
enzimaéticas). A produgdo excessiva de espécies reativas ou a diminuicdo dos niveis de
antioxidantes conduzem ao estresse oxidativo, ou seja, a alteracdo do equilibrio
oxidante/antioxidante em favor do primeiro tem sido implicada na etiologia de varias
doengas e no envelhecimento (ALMEIDA, 2009).

Normalmente os radicais livres sdo espécies instaveis, muito reativas e que, por
isso, ttm um tempo de vida muito curto, reagindo e causando lesGes em Vvarias
estruturas e componentes celulares. As lesbes que causam nestes importantes
componentes celulares tornam estes radicais toxicos para 0 organismo e podem estar na
base do aparecimento de determinadas patologias como, por exemplo, cancer,
aterosclerose, diabetes, cirrose ou as doencas neurodegenerativas (ARIAS, 2005;
FERREIRA; ABREU, 2007; MATSUMOTO, 2008).

O efeito deletério do estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo
para o outro, de acordo com a idade, o estado fisioldgico e a dieta. Habitos de vida
inapropriados, tais como a ingestdo de alcool, fumo e dieta inadequada; condi¢cbes
ambientais impréprias, tais como a exposicdo a radiacdo nao ionizante UV e ondas
curtas; poluicdo; alta umidade relativa e temperatura elevada; estados psicolégicos que
provocam estresse emocional; envelhecimento e o exercicio realizado de forma

extrema, também estdo associados ao estresse oxidativo (VANCINI et al., 2005).

2.3.2. Antioxidantes Naturais e sintéticos

Os antioxidantes sdo um grupo de substancias que, quando presentes em
concentragdes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres
impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo. Podem ser divididas em sintéticos,
substancias utilizadas na industria alimenticia, destacando-se o butilhidroxianisol
(BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de propila (GP), tercbutilhidroquinona
(TBHQ) ou naturais tais como: a-tocoferol (vitamina E), p-caroteno, ascorbato

(vitamina C) e os compostos fenolicos (flavonoides e acidos fenolicos) os quais sdo 0s



responsaveis pela remocao dessas espécies reativas (SOUSA et al., 2007). Entdo, a
capacidade de defesa do sistema antioxidante depende de uma dieta adequada em
micronutrientes e outras substancias bioativas (vitaminas, minerais, aminoacidos,
flavondides) e a producio enddgena de antioxidantes (CORDOVA et al., 2000).

As defesas antioxidantes do organismo Ssdo compostas por componentes
enzimaticos e moleculares, sendo classificados em antioxidantes enziméticos e ndo
enziméticos (SERAFINI, 2006).

Os antioxidantes enzimaticos sdo responsaveis pela defesa primaria do
organismo contra as EROs, impedindo a sua formacéo e interacdo com alvos celulares.
Estas enzimas permitem manter niveis celulares baixos de 'O, e H,0,, evitando assim
a formacdo de OH". O sistema de defesa antioxidante enziméatico é constituido por
varias enzimas, sendo as principais a superoxido desmutase (SOD), catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx) (MATSUMOTO, 2008).

Os antioxidantes provenientes da dieta sdo bastante variados e incluem, como
grupos majoritérios, os polifendis e os carotendides. Estes tém funcbes diferentes e sdo
produzidos pelas plantas para proteger as células contra danos produzidos por
herbivoria, por patdgenos e pela radiacdo ultravioleta Quando ingeridos protegem
também o organismo contra o estresse oxidativo (Benzie et al., 2011). Muitos desses
compostos (&cido ascorbico, tocoferdis, carotendides, polifendis) sdo capazes de
neutralizar as EROs. (FINLEY et al, 2011)

As principais vitaminas com agdo antioxidante sdo a E, a C e o 3 - caroteno ou
provitamina A. A vitamina E é composta por quatro homdlogos lipossolaveis; a-, -, y-
e o-tocoferdis. O homoélogo mais ativo e predominante é o a-tocoferol, sendo
responsavel pela protecdo da membrana celular & oxidacdo por parte das EROs e
radicais lipidicos, produzidos na peroxidacdo lipidica. Esta vitamina é o antioxidante
lipossoluvel mais abundante (SERAFINI, 2006; LIMON-PACHECO & GONSEBATT,
2009).

A vitamina C, ou acido ascorbico, € uma vitamina antioxidante hidrossoluvel.
Esta vitamina, além de estar envolvida na desativacdo direta de EROs estd, igualmente,
envolvida na regeneracdo da forma ativa da vitamina E, de flavondides e da glutationa,
de modo que estes possam continuar a exercer as suas funcdes antioxidantes
(MATSUMOTO, 2008; LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

Os carotenoides apresentam uma cadeia de carbono com ligagdes duplas, que 0s

tornam compostos com potencial antioxidante, uma vez que as suas moléculas sdo



capazes de receber elétrons de espécies reativas, neutralizando-as. Os principais
carotenoides sdo o -caroteno, luteina, a- caroteno, zeaxantina, criptoxantina e licopeno.
O p-caroteno é o carotendide mais abundante nos alimentos, sendo um
percursor da vitamina A e um excelente quelante do oxigénio singleto (SERAFINI,
2006; MATSUMOTO, 2008; AL-GUBORY et al, 2010).

Os oligoelementos sdo muito importantes, uma vez que integram o centro ativo
das enzimas antioxidantes e atuam como cofatores na regulacdo destas mesmas
enzimas, sendo assim considerados antioxidantes indiretos. Estes elementos apenas sdo
necessarios ao organismo em quantidades minimas para um metabolismo,
desenvolvimento e fisiologia normal. Os principais oligoelementos com agéo
antioxidante indireta sdo o cobre, o zinco, o magnésio e o selénio. Este ultimo é
particularmente importante, uma vez que protege os lipidios celulares de danos
oxidativos, ja que é cofator da enzima glutationa peroxidase (LIMON-PACHECO &
GONSEBATT, 2009).

Como antioxidantes, os polifendis podem proteger as células contra os danos
oxidativos e, portanto, limitar o risco de varias doencas degenerativas associadas ao
estresse oxidativo, como as doencas cardiovasculares e o cancer (SERAFINI, 2006). Os
polifendis presentes nos alimentos podem ajudar a limitar esses danos através de varios
mecanismos: sequestrando e inativando os radicais livres, e estimulando sistemas
enddgenos de defesa (FERGUSON, 2001).

O interesse pela pesquisa sobre novos antioxidantes naturais tem aumentado nos
ultimos anos, levando as inddstrias de alimentos, de cosméticos e farmacéuticos a terem
maior atencdo em novas fontes, principalmente as de origem vegetal. Os antioxidantes
vegetais sdo de natureza muito variada, mas os compostos fenélicos tém sido apontados
como responsaveis por maior capacidade antioxidante, sendo representados pelos
flavondides e isoflavondides, &cidos fendlicos, taninos, lignanas, xantonas e outros
(RAZAVI et al., 2008).

2.3.3. Polifendis como compostos bioativos

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem
vegetal depende de sua estrutura e da sua concentracdo no alimento. Por sua vez, a

quantidade destas substancias em vegetais € amplamente influenciada por fatores
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genéticos e condi¢cdes ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da planta,
entre outros aspectos (OLIVEIRA et al., 2009).

As dietas ricas em polifendis sdo epidemiologicamente associadas a reducgéo do
risco de desenvolvimento de algumas doencgas relacionadas ao envelhecimento nos seres
humanos. Este efeito é frequentemente, atribuido a sua poderosa atividade antioxidante
(HALLIWEL, 2008).

Os compostos fendlicos ou polifendis constituem uma das familias de
antioxidante mais abundantes na dieta alimentar humana. A sua classificacdo em grupos
é feita pelo nimero de anéis fenolicos que possuem e pelo tipo de elementos estruturais
que ligam esses mesmos anéis. Assim, de acordo com o seu esqueleto de dtomos de
carbono, os compostos fendlicos podem ser classificados em diversas categorias que
incluem os flavondides, acidos fendlicos, estilbenos, cumarinas e taninos (FERREIRA
etal., 2007; ANTUNES, 2012).

Os vegetais apresentam naturalmente uma diversidade de compostos bioativos,
dentre eles destacam-se os flavonoides, os &cidos fendlicos e o tocoferol. Estes podem
atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais livres, quelantes de metais ou
desativadores do oxigénio singlete. Podem também exibir, a0 mesmo tempo, mais de
uma dessas funcgdes anteriormente citadas. Compostos fendlicos bioativos apresentam
atividade antioxidante diferenciada em funcdo do substrato lipidico em que atuam e das
caracteristicas quimicas inerentes a cada um deles (MELO; GUERRA, 2002; OH et al,
2013).

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular, constituidos por 15
atomos de carbono, organizados na configuracdo C6-C3-C6. A sua estrutura quimica
engloba dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, ligados por trés atomos de
carbono, que formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 1). O anel A
provém do ciclo acetato/malonato, enquanto que o anel B € proveniente da fenilalanina.
As diversas alteragdes no anel C padrdo originam diferentes classes de flavondides,
enguanto que as alteracdes nos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de
cada classe de flavonoides. As alteracfes que ocorrem nos diversos anéis aromaticos
sdo: oxigenacdo, alquilacéo, glicosilacdo, acilagdo e sulfagdo (ANGELO & JORGE,
2007).

Os flavondides sdo o maior grupo e 0 mais estudado, possuindo mais de 5.000
compostos identificados, e tem como principais alimentos-fonte frutas e hortalicas,

chés, cacau, soja, dentre outros. Dependendo da substitui¢do e do nivel de oxidagéo no
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anel C, os flavonoides podem ser divididos em subclasses: flavanodis (catequina),
flavondis (quercitina, kaempferol), flavonas (rutina, apigenina), antocianidinas
(cianidina), isoflavonoides (genisteina) e flavanonas (mirecetina, hesperidina) (BRITO,
2013).

HO 0
A c
2]
Flavonas FlEI".I'CIrIEIiS

DOH OH
HO ‘:’\./& HO O Ck

OH OH

Flavanonas Catequinas

Antocianinas |zoflavonas

Figura 1. Estrutura quimica das diferentes subclasses de flavonoides.
(BRITO, 2013).

Estudos recentes tém demonstrado que Vvarios extratos de plantas,
particularmente os que contém flavondides, parecem apresentar uma significativa
atividade antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos gerados pelos radicais
livres, e consequentemente o surgimento de doencas associadas a acdo destes radicais
(NUNES, 2007).

Os polifendis sdo o grupo mais abundante de compostos nas folhas de algumas

plantas, como o cha. Entre todos os polifendis, os flavondides (catequinas) constituem
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0S maiores componentes quantitativamente, ou seja, acima de 30 % da matéria seca de
folhas frescas. (FINGER et al., 1992).

Portanto, sabe-se que alguns flavonodides sdo capazes de se ligar a ions
metalicos, impedindo-os de atuarem como catalisadores na producéo de radicais livres.
Essa atividade é o resultado de um conjunto de propriedades, tais como atividade
quelante de ferro, atividade seqlestradora de radicais livres, inibicdo das enzimas
cicloxigenase, lipoxigenase, NADPH-oxidase, xantina-oxidase e fosfolipase, e
estimulagdo de enzimas com atividades antioxidantes como a CAT e a SOD (ARAUJO,
2008).

Os é&cidos fendlicos sdo algumas das substancias que constituem o grupo dos
compostos fendlicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula.
(SOARES, 2002). Eles podem ser divididos em 2 grupos: O primeiro € composto por
derivados do &cido benzoico que possuem sete &tomos de carbono e sdo os acidos
fendlicos mais simples encontrados na natureza e dentre os quais se destacam os acidos
siringico, galico e vanilico. O segundo grupo é formado pelos derivados do acido
cindmico, com nove atomos de carbono, dentre os quais se encontram os acidos o-

cumarico, p-cumarico, acido cafeico, feralico e sinapico.
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R, COOH

R,
Acido salicilico: Ri=0H;R>=R3;=R4=H
Acido gentisico: R =R4=0H; Ro=R3=H
Acidup-hidmxibenzi}icn: R1=R>=R43=H; R;=0H
Acidupm‘mcathuimicu: R1=R4=H;R;=R3;=0H
Acido vanilico: R =R4=H:; R>»=0HC;5; R3;=0H
Acido galhico: Ry =H: R =R3=R4=0H
Acido siringico: Ry = H; Ry = R4y= OCH3; R3 = OH

R, R,
R, CH=CH-COOH

R,
Acido cindmico: Ry =Ry =R3=R4=H

Acido o-cumédrico: Ri=0H;R>=R3=Ry=H
Acido m-cumérico: Ri=R3=R4=H;R>=0H
Acidap-cumﬁricn: Ri=R;=R4=H;R3;=0H
Acido cafeico: Ri1=R4=H;R>=R3=0H

Acido ferulico: R1=R4=H; R>»=0CH3; R;=0H
Acido sinaptico: R = H; Ro = R4=0OCH3; R3 = OH

Figura 2 : Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos (SILVA,
2011)

De modo geral os antioxidantes atuam da seguinte forma: O grupo 3', 4'-
dihidroxi na posicao orto do anel B, os arranjos 5,7-di-hidroxi na posi¢cdo meta do anel
A e o grupo 2,3-di-hidroxi no anel C, em fun¢do da deslocalizacdo de elétrons, sdo 0s
elementos estruturais mais relevantes. Os antioxidantes sdo divididos em diferentes
grupos, dependendo do modo de agio (GONZALES-BURGOS & GOMEZ-
SERRANILLOS, 2012; AMORATI, FOTI & VALGIMIGLI, 2013): 1- compostos

capazes de limpar os radicais livres ou retardar a formacéo inicial de radicais; 2-
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antioxidantes quebradores de cadeia que impedem ou retardam a auto-oxidacao,
afetando negativamente a reacdo de propagacdo; 3- antioxidantes que aumentam a fase
de terminacdo e reduzem a taxa global de oxidacdo através do encurtamento do
comprimento da cadeia; 4- agentes queladores que neutralizam metais pro-oxidantes; e

5- compostos capazes de aumentar as defesas antioxidantes em sistemas vivos.

2.3.4 Antioxidantes no ch& de horteld pimenta

Entre os principais componentes encontrados em folhas de horteld estdo os
acidos graxos de massa molecular alta tais como: acido linoleico, linolénico e palmitico.
Uma variedade de compostos volateis, principalmente mentol, mentona e isomentona,
também foram identificados, juntamente com B-caroteno, clorofila, a- e c-tocoferol e
acido ascorbico. A proporcao de compostos fenélicos encontrados em folhas de hortela
pimenta é aproximadamente 19-23% de peso seco, dos quais 12% pertence ao grupo
dos flavondides, incluindo eriocitrina, acido rosmarinico, hesperidina e luteolina-7-O
rutinosidio, entre outros. Estima-se que 75% desses compostos possam ser extraidos
numa infusdo (MCKAY & BLUMBERG,2006). Uma infusdo de horteld pimenta
fornece, aproximadamente, 750 mg L™' de compostos fendlicos, ou seja, 0 consumo
diario de uma ou duas xicaras de ch (250-500 mL) fornece cerca de 200 mg L™ a 400
mg L', respectivamente (DUBAND et al., 1992). Como mencionado anteriormente, a
infusdo também contém cerca de 21% de 6leo essencial, representado principalmente
por terpenos oxigenados que, em conjunto com 0s compostos fendlicos, podem ser
considerados compostos bioativos do cha de horteld pimenta. Aproximadamente 49
compostos fendlicos foram identificados, incluindo aqueles representados por diferentes
glicosideos (ex.: glucuronideo, rutinosideo). O principal composto detectado foi o &cido
rosmarinico (0,76 — 60,214 mg g'), seguido do eriodictiolglicopiranosil-
ramnopiranosideo (0,006 — 18,083 mg g '), luteolina 7-O-rutinosideo (4,1 —15,5 mg
g "), luteolina glicopiranosil-ramnopiranosideo (0,012 —8,883 mg g '), luteolina 7-O-p-
glucuronideo (1,5 — 4,4 mg g '), naringenina 7-O-B-glicosideo (0,2 — 3,8 mg g ') e
4cido cafeico (0,1 —-3,45mgg™).
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2.4 OE’s

Os OE’s sdo encontrados em varios 6rgdos dos vegetais, estando relacionados
com o metabolismo secundario tendo fungdes relacionadas a sobrevivéncia da planta e
na defesa contra microorganismos. Podem estar presentes em diferentes partes das
plantas, como folhas, flores, madeira, ramos, galhos, frutos, rizomas e raizes. Depois de
biossintetizados, eles sdo armazenados em locais especiais das células, como dutos,
canais e bolsas secretoras, além de tricomas e glandulas. S&o encontrados
principalmente nas espécies das familias Apiaceae, Lauraceae, Myristicaceae,
Lamiaceae, Asteraceae, Myrtacea e, Rosaceae, Piperaceae e Rutaceae, encontradas em
praticamente todos os continentes. Possuem um forte aroma, com coloracdo amarelada
e consisténcia oleosa, sendo liquidos & temperatura ambiente e lipossoluveis. Os OE’s
nem sempre apresentam aroma agradavel e nem sempre as espécies que 0s contém
possuem propriedades terapéuticas. Contudo, algumas séo utilizadas como condimento
ou no preparo de chas. Sua extracdo pode ser feita por meio de diferentes processos,
como destilacdo a vapor, extracdo por solventes organicos volateis, adsorventes (silica,
carvao ativado) ou por pressdao (RIACHI et al., 2012 ; VERMA et al.,, 2011).
Apresentam efeito bactericida, antivirdtico, cicatrizante, analgésico, relaxante,
antiespasmadico e expectorante. (B1ZZO, 2009). Embora de dificil estimativa, avalia-se
que para a obtencdo de 6leos de espécies da familia Lamiaceae, sejam cultivados mais
de 500 hectares (COSTA et al. 2012), destacando-se como espécies de maior utilizacao
e respectiva producdo mundial: a Mentha arvensis L. var.piperascens Holmes, 8.600
toneladas ano™, a Mentha piperita L., 2.367 toneladas ano™, a Mentha spicata L., 880
toneladas ano™, a Lavandula x intermedia Emeric. Ex Loisel., 768 toneladas ano™, a
Pogostemon cablin (Blanco) Benth., 563 toneladas ano™, a Mentha x gracilis Sole, 530
toneladas ano™, a Lavandula augustifolia Mill., 462 toneladas ano™ e Rosmarinus
officinalis L., 295 toneladas ano™.



Tabela 1. Os 18 principais OE’s no mercado mundial

OE
Laranja (Brasil)
Menta japonesa (india)
Eucalipto (tipo cineol)

Citronela

Horteld-pimenta
Liméo
Eucalipto (tipo citronela)
Cravo-da-india
Cedro (EUA)
Lima destilada (Brasil)
Spearmint (nativa)
Cedro (China)
Lavandim
Sassafrés (China)
Canfora
Coentro
Grapefruit
Patchouli

Espécie
Citrus sinensis (L.) Osbeck

Mentha arvensis L. f. piperascens Malinv. ex Holmes
Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker

e Eucalyptus spp.
Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus (L.)
Rendle
Mentha x piperita L.

Citrus limon (L.) N.L. Burm.
Eucalyptus citriodora Hook.
Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L. M. Perry
Juniperus virginiana L. e J. ashei Buchholz
Citrus aurantifolia (Christm. & Panz.) Swingle
Mentha spicata L.
Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Lavandula intermedia Emeric ex Loisel
Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.
Coriandrum sativum L.

Citrus paradisi Macfady
Pogostemon cablin (Blanco) Benth.

Fonte: B1ZZ0O, 2009.

2.4.1 Composicao do OE de Horteld pimenta

O OE de hortela pimenta é um importante agente aromatico usado
extensivamente em gomas de mascar, pasta de dentes, produtos farmacéuticos e de
confeitaria e produtos de aromaterapia (LAWRENCE, 2006; MINT CONSELHO DE
PESQUISA DA INDUSTRIA, 2009). E reportado como tendo propriedades
antioxidantes (RIBEIRO ET AL., 2002) acdo antibactericida (YADEGARINIA et al,
2006) e € um dos mais importantes constituintes de remédios para sindrome do intestino
irritavel na Europa (PITTLER AND ERNST, 1998). E constituido principalmente por
monoterpenos, atribuindo-se a estes as fungdes de defesa da planta contra herbivoria,
acdo antimicrobiana e alelopatica (CARDOSO et al., 2004). A pulegona, a-pineno,
sabineno, B-pineno, 3-octanol, 1,8-cineol, limoneno, piperitona, acetato de neomentila,
acetato de mentila, t-cariofileno, farneseno, isomentona, neomental, isomentol,
mentofurano, mentol e a mentona sdo os principais componentes do OE, sendo os trés

ultimos de maior valor econdémico, embora sejam conhecidos mais de 200 componentes
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presentes nos 6leos do género Mentha (TAVISH & HARRIS, 2002). Em geral, as
folhas possuem entre 1,2% e 3,9% (p/v) de 6leo essencial, o qual contém mais de 300
compostos  volateis identificados (BENN, 1998; FREROT; BAGNOUD;
VUILLEUMIER, 2002; GUNTERT et al, 2001; MCKAY; BLUMBERG, 2006;
LAWRENCE, 2006; SCHMIDT et al., 2009; CHEN et al.,, 2011). Os terpenos
constituem a classe de compostos majoritarios do OE, incluindo mono e sesquiterpenos
(GUNTERT et al., 2001; CHEN et al., 2011). Dentre os monoterpenos, o mentol ¢ o
principal constituinte (35-60%), seguido pela mentona (2-44%) e outros compostos
minoritarios [acetato de mentila (0,7-23%), 1,8-cineol (1-13%), mentofurano (0,3-14%),
isomentona (2-5%), neomentol (3-4%), limoneno (0,1-6%), pulegona (<4%), o-pineno
(0,9-1,5%), B-pineno (0,7-0,8%), linalol (0,2-0,7%) e a-terpineol (0,1-0,3%)], enquanto
o a-cariofileno representa o principal sesquiterpeno (1,6-1,8%) (CLARK; MENARY,
1981; BEHN, 2010; GUNTERT et al., 2001; VERMA et al., 2011).
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Figura 3 . Alguns dos compostos mais importantes do 6leo essencial de hortela-pimenta

(ALANKAR, 2009)
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2.4.2 Atividade Antioxidante do 6leo essencial de Horteld Pimenta

OE’s naturais sdo uma mistura de 430 diferentes tipos de antioxidantes ou
compostos terpendides oxidaveis e sua atividade antioxidante se d& dependendo da,
composicdo, condicdes experimentais e interacdo sinérgica ou antagonica. No que diz
respeito a resultados positivos, mentol, a-pineno e 1,8-cineol tém boa acéo antioxidante
em Mentha piperita (GHARIB & SILVA, 2013). Em um estudo de Mimica et al, 2003
0 OE de horteld pimenta exibiu alta atividade sequestrante de radicais livres, reduzindo

a geracdo do radical hidroxila (OH), quando utilizado o 6leo puro.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a composi¢do quimica e o poder antioxidante de saches de hortela-

pimenta

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a composicdo quimica do OE e da agua de condensagdo obtidos de
saches de hortela pimenta pelo método de CG/EM,;

Analisar a qualidade odorifera dos saches usando CG/olfatometria (O);
Analisar o poder antioxidante, pelo método de Folin Ciocalteau, do OE e da
tisana obtidos das amostras de saches de hortela pimenta;

Analisar o poder antioxidante, pelo método de DPPH, do OE e da tisana
obtidos das amostras de saches de horteld pimenta;

Analisar o poder antioxidante do OE e da tisana obtidos das amostras de saches
de horteld pimenta avaliando a estabilidade oxidativa de uma amostra de 6leo

de soja.



21

4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

O estudo foi realizado com 5 marcas de sachés de hortela pimenta (Mentha
piperita) adquiridos em 8 redes de supermercados na regido do Estado do Rio de
Janeiro com 3 lotes diferentes de cada marca.

4.2 Obtencoes da Fracéo Volatil

Para obtencdo da fragdo volatil foi utilizado o método de hidrodestilagdo com
aparelho de Clevenger. Foi utilizado 100 gramas de sachés com 700 ml de agua que
foram submetidos a uma temperatura de 97°C por 4 horas. O OE obtido foi separado da
agua e secado com Na,SO4 em dessecador a vacuo, sendo mensurado o volume de cada

lote/marca analisados, usando como base a Farmacologia Brasileira (2010).

4.3 ldentificacdo da composicdo quimica

4.3.1 CG/IEM

As andlises quantitativas do OE foram realizadas por CG/EM, modelo
Shimadzu GC-17A/QP-5050 (Shimadzu, Japdo) com sistema de dados proprio, um
“scan” ciclico de 1 s e um limite de massa de m/z 20-300, com coluna apolar de silica
fundida (30 m x 0.25 mm, 0,25 um ). A temperatura da fonte de fons foi de 240°C. O
gas hélio foi utilizado como gés de arraste com fluxo de 1,0 mL min™, e as temperaturas
do injetor e do detector foram mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente. A
temperatura inicial do forno foi de 60°C, isotérmico por 1,5 min, seguido por rampa de
com temperatura de 3°C por min até 240°C e rampa de 10°C por min até 270°C. O OE e
a agua de condensacdo foram injetados manualmente no cromatografo com volume de
injecdo de 1,0 pL, no modo split, a uma razao de inje¢do de 1:20. A analise quantitativa
foi obtida por meio da integracdo do cromatograma total de ions, e o teor dos
constituintes eluidos foi expresso como porcentagem de area relativa das areas dos
picos. Todas as amostras de horteld serdo analisadas em 3 replicatas. A composi¢édo da
fracdo de OE sera estimada pela andlise semi-quantitativa dos compostos volateis
usando método de padronizacdo externa (ADAMS, 2007; DAVIES, 1990). A médiae o

desvio padrdo foram executados usando um pacote estastistico.
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4.3.2 CG/O

Foi usado um cromatografo gasoso, modelo 4300 (Carlo Erba, Italia). A coluna
e as condicdes cromatograficas foram as seguintes: Coluna apolar de silica fundida (30
m x 0,25 mm, 0,25 um); programacéo do forno de 50-240°C a 3°C min™ e entfo
mantida a 240°C por 20 min. O injetor foi mantido a 240°C, respectivamente, exceto
que na saida da coluna foi colocado um divisor na razdo de 1:20, de modo que uma
parte do efluente da coluna fosse desviada para um sistema artesanal, 0 que permite ao
analista sentir os odores dos compostos volateis separados durante a cromatografia
gasosa. (ACREE; TERANISHI, 1993)

4.3.3 Analise de pH e mV

Foi realizada a analise de pH e condutividade elétrica das amostras de OE e de
tisana em triplicata pelo aparelho pHmetro da marca Quimis® modelo 0400AS.

4.3.4 Rendimento do 6leo essencial de horteld pimenta

O rendimento do OE foi realizado pelo volume de OE extraido a partir de 100g
de amostra no aparelho de Clevenger.

4.3.5 Contagem de Impurezas

. A andlise de impurezas foi realizada a olho nu, ndo levando em consideragdo

a presenca ou ndo de outras espécies de planta.

4.4 ANALISES DO PODER ANTIOXIDANTE

4.4.1 Atividade Antioxidante Pela Captura do Radical Livre DPPH

O método espectrofotométrico do DPPH tem como base a captura do radical
DPPH (difenil-1-picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da
absorbancia a 515 nm (BRAND-WILIANS et al., 1995). O radical DPPH possui
coloracdo purpura que por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R)
é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou porcentagem de DPPH (BORGES
etal., 2011).
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Figura4. Reacdo genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante. (SANCHEZ-
MORENO, 2002)

Para a determinacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método
espectrofotométrico do DPPH. Uma solucdo de 0,06 mM de DPPH foi preparada,
homogeneizada, transferida para um recipiente de vidro escuro e utilizada apenas no dia
da analise. Para o preparo da curva padrdo foram utilizados os seguintes volumes de

acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Curva padréo utilizada na analise da atividade antioxidante.

Solucéo de DPPH Metanol Concentracéo final de DPPH
(HM)
0 25 mL 0
5 20 mL 12
12,5 12,5 mL 30
25 0OmL 60

A solucdo de DPPH e o extrato de cha foram adicionados nas cubetas
obtendo-se um volume final de 3 mL. Foram realizadas cinco leituras em triplicata, com
intervalos de dez minutos entre elas, até a estabilizacdo das amostras. A primeira leitura
foi realizada apds 10 minutos de seu preparo, e a ultima ap6s 50 minutos a 515 nm no

espectrofotbmetro.



24

4.4.2 Teor de Compostos Fenolicos Totais

O reagente de Folin Ciocalteau é uma solugdo de ions complexos poliméricos
formados a partir de heteropoli-acidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos de cor
amarelada. Esse reagente oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul.
(NEVES, 2009). Os compostos fenolicos totais foram determinados através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Foram preparadas e adicionadas na cubeta
uma solucdo de 10% de Folin-Ciocalteau, uma solucéo de carbonato de sédio a 4% e
uma solucdo metandlica das amostras de cha ou de oOleo. A leitura foi realizada apés 2

horas a 750 nm.

4.4.3 Avaliacdo da Estabilidade Oxidativa do Oleo de Soja

Foram preparadas para essa analise 6 combinacdes de diferentes composicdes
para cada marca analisada. Essas combinac6es foram entdo medidas no tempo zero e
depois de 5 em 5 dias até o 15° dia, sendo mantidas na estufa durante o intervalo de
tempo a 45°C. De cada combinacéo era feita uma solucdo em que se pegava 10ul da
primeira e avolumava-se em um baldo de 10 ml com octanol, para entdo ser feita a
leitura em espectofotdmetro a 233nm. O experimento foi realizado duas vezes com

todas as marcas analisadas com base na metodologia empregada por Luzia et al, 1998.

Tabela 3. Combinac@es de 1 a 6 utilizadas na analise.

Combinacéo 1

Oleo de soja (20g) + 2ml de etanol

Combinacgéo 2

Oleo de soja(20g) + palmitato(0,646g) + 2ml de etanol

Combinacédo 3

Oleo de soja(20g) + OE + 2ml de etanol

Combinacéo 4

Oleo de soja(20g) + palmitato (0,646) + OE + 2ml de etanol

Combinacéo 5

Oleo de soja(20g) + tisana + 4ml de etanol

Combinacédo 6

Oleo de soja(20g) + palmitato (0,646) + tisana + 4ml de etanol
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foram calculados a média e o desvio-padrdo para todas as analises realizadas
no estudo com excecgdo da andlise da Avaliagdo da Estabilidade Oxidativa do Oleo de
Soja, que foi realizada uma foi usado o teste de Wilcoxon para dados ndo paramétricos
qguando comparadas duas amostras independentes e o teste de Kruskal-Wallis para dados
ndo paramétricos para mais de duas amostras. Foi considerado para os dois testes nivel

minimo de significancia de 5%.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composi¢do Quimica

5.1.1 Analise de pH e mV das tisanas de horteld pimenta

Nas anélises de pH e condutividade elétrica, as amostras apresentaram
resultados muito similares, e, portanto, ndo foi aplicado testes de significancia. A média
do pH das amostras foi de 6,028+0,04, com valor maximo de 6,097+0,055 para a marca
1 e minimo de 5,99+0,01 para a marca 2. A condutividade elétrica teve uma média de
0,052+0,004, com valor méximo de 0,057+0,0021 para a marca 2 e minimo de
0,048+0,002 para a marca 1, conforme mostra a Tabela 4.

Tabela 4. Médias e desvio padrdo das andlises de pH e mV de tisanas de todas as
marcas.

pH mV
Marca 1 6,097 + 0,055 0,048 £ 0,0020
Marca 2 5,990+ 0,010 0,057 £ 0,0021
Marca 3 6,007 + 0,006 0,054 +0,0012
Marca 4 6,043 £ 0,051 0,050 £ 0,0015
Marca 5 6,003 + 0,032 0,051 +0,0031

5.1.2 Rendimento do OE de horteld pimenta

Para o calculo de rendimento do OE de horteld pimenta foi considerada a
densidade de 0,91g ml™, o qual foi realizado através do peso do OE extraido, que esta
de acordo com a densidade descrita na Farmacopéia Brasileira (2010). (ano) de 0,9 g mI’
120,91 gml™. A média do rendimento de OE extraido das amostras analisadas, foi de
0,6%, com a marca 3 tendo o maior rendimento e a marca 4 o menor, conforme Tabela
5. O rendimento de OE encontrado nas amostras analisadas se encontra menor que em
outros trabalhos em que o rendimento variou entre 1,2% e 3,9% (p/v) (LAWRENCE,
2006; SCHMIDT et al., 2009; CHEN et al.,, 2011) e menor que o descrito na
Farmacopéia Brasileira, 0 qual € no minimo 1,2% de OE em folhas inteiras e, no
minimo 0,9% de OE em folhas rasuradas. Algumas suposi¢Ges podem ser apresentadas
para explicar esse baixo rendimento. A presenca de material vegetal de outra
procedéncia, ou seja, ndo pertencente ao género Mentha poderia estar adicionada a

folhas de horteld pimenta sem afetar a distribuicdo proporcional de p-mentanos, porém
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alterando o rendimento de OE, sobretudo se o material ndo produzir OE. Poréem, nédo
pode ser descartado o fato da horteld pimenta ser composta de varios hibridos com
poliploidia o que poderia influenciar o rendimento de 6leo. De qualquer forma, o baixo
rendimento de 6leo nos sachés pode levantar a suspeita de que 0S mesmos nao Sao

representativos da hortela pimenta.

Tabela 5. Rendimento do OE de horteld pimenta

Marcas Extrato seco utilizado  VVolume destilado(ml) Rendimento(%b)
1 1009 0,63+0,06 0,57
2 1009 0,71+0,01 0,65
3 100g 0,77+0,06 0,7
4 100g 0,58+0,03 0,53
5 1009 0,60+0,02 0,55

5.1.3 Contagem de impurezas

Em relacdo a contagem de impurezas do sache de horteld pimenta (Tabela 6),
as marcas analisadas se encontraram com uma media percentual igual a 7, sendo a
Marca 4 com menor porcentagem de impurezas e a Marca 5 com a maior quantidade. A
andlise de impurezas foi realizada a olho nu, ndo levando em consideracdo a presenca
ou ndo de outras espécies de planta, para isso teria que ser feita uma analise genomica

do material.

Tabela 6. Contagem de Impurezas nos sachés de Horteld Pimenta.

Marcas Extrato seco do Impurezas
sache (%)
1 19 5
2 19 8
3 19 7
4 19 2
5 19 13
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5.2 Composi¢cao Quimica do OE de Hortela Pimenta

5.2.1CG/EM

Os OE’s analisados por CG/EM tiveram um total de 45 compostos
identificados (Tabela 7), em ordem crescente a Marca 3 com 39 compostos; a Marca 2 e
5com 41; a Marca 1 com 42; e a Marca 4 com 43. Dentre 0s monoterpenos o mentol é
o principal constituinte em todas as marcas, seguido da mentona; outros compostos
minoritarios também foram encontrados em todas as marcas como o acetato de mentila,
a pulegona, o mentofurano, o limoneno e a carvona. Segundo Dey & Harborne (1997) e
Croteau et al. (2000) o mentol constitui mais de 40% do total de OE, enquanto a
mentona constitui mais de 20 % do total; ambos os componentes, sobretudo o mentol,
sdo responsaveis pela sensacdo de refrescancia da Mentha piperita L. Conforme Merck
(1996), o mentol é empregado na indlstria para confeccdo de licores, perfumes,
cigarros, pastilhas e inalantes nasais, e em medicamentos com acgdo antipruritica,
anestésica, anti-séptica, carminativa e sedativa gastrica. A mentona é usada na
composicao de perfumes e aromatizantes. Embora de menor valor econémico, o acetato
de mentila também pode servir a perfumaria, enfatizando notas florais, especialmente as
de rosas. Pode ser usado em agua de col6nia, devido ao odor de lavanda que apresenta,
servindo também para fazer extratos aromatizantes de ambientes. A carvona, segundo
Carvalho & Fonseca (2006), é importante agente antimicrobiano contra bactérias e
fungos patogénicos, dai o seu emprego como composto isolado ou através do OE, em
alimentos e produtos anti-sépticos. Possui tambeém atividade inseticida, atuando contra
moscas das frutas, larvas de insetos, inclusive sobre Aedes aegypti o vetor da dengue
hemorragica. Elevados conteddos de linalol e acetato de linalila no OE também sdo
interessantes. Esses aromas entram na composicdo de produtos cosméticos, tais como:
cremes faciais, lo¢bes para o corpo, fragrancias em creme, desodorantes, perfumes,
xampus, produtos de banho, géis, sabonetes e spray para cabelos. Podem ser usados
também em produtos ndo-cosméticos como detergentes, produtos de limpeza (LETIZIA
et al.,, 2003A, 2003B) e em medicamentos. Recentes estudos in vitro e in vivo
demonstraram que o linalol exerce atividade antiinflamatdria, antinociceptiva, anti-
hiperalgésica, anestésica e antioxidante (PEANA et al., 2006). A pulegona € conhecida

pela sua atividade bioldgica, atuando como repelente de insetos e abortiva para animais
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e humanos. Além disso, pode ser usada como potente desodorante (PHATAK &
HEBLE, 2002).

Tabela 7. Composicédo dos OE’s das 5 Marcas analisadas.

Compostos Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marca 4 Marca 5
(area %0) (area %) (area %) (area %) (area %)
Hexenol 0,01+0,01 - - - -
Heptanol 0,04+0,04 - 0 0 0
Carbinol 0,11+0,09 0,11+0,02 0,04+0,05 0,3+0,04 0,36+0,25
3-octanol 0,20+0,03 0,3+0,04 0,1+0,13 0,3+0,01 0,04+0,02
Eucaliptol 0,42+0,04 1,21+0,11 0,3+0,26 1,6+0,06 1,31+14
Acetofenona 0,01+0,01 0 - - 0,01+0,01
y-terpineno 0,07+0,06 0,35+0,56 0,12+0,01 0,1+0,02 0,2+0,03
1-octanol 0,02+0,01 0,15+0,11 0,2+0,0 0 0,02+0,04
Careno 0,02+0,0 0 0,1+0,0 0 -
Linalol 0,13+0,07 0,22+0,02 0,12+0,11 0,3+0,03 0,19+0,12
Limoneno 0,01+0,01 0 0 0 0,03+0,01
1-ciclopropil-2- 0,00£0,0 0,01£0,0 - 0,2+0,02 0,0940,1
propanona
isocarveol 0,05+0,05 0,1+0,09 0,06+0,02 0 0,05+0,0
Mentona 14,09+1,18 21,22+3,67 15,31+0,55 6,2+2,02 6,73+3,34
a-Pirocarvona 0,01+0,01 0,02+0,01 0,01+0,0 0,2+0,15 -
Iso-Mentona 4,04+0,61 6,64+0,63 4,24+0,06 0,1+0,0 4,22+2,25
Mentofurano 0,34+0,21 0,26%0,09 0,16+0,01 0,1+0,12 0,32+0,21
Neomentol 3,50+1,11 3,86+0,32 2,83+0,13 4,6+0,71 0,74+0,63
Mentol 44,71+4,80 37,08+5,03 50,70+0,54 35,545,1 38,17+6,12
Iso-mentol - 0,51+0,05 - 2,3+1,1 1,18+1,99
Caranol - 0,03+0,02 0,51+0,06 1,6+0,03 1,98+0,1
transcarveol 0,09+0,02 - - 0,240,1 0,04+0,01
Mirtenol/piperiol 0,31+0,27 0,22+0,27 0,06+0,03 0,1+0,1 0,18+0,14
Pulegona 3,01+0,71 2,76+0,55 2,18+0,05 1,1+0,2 1,31+0,02
Carvona 0,70+0,54 0,05%0,01 0,72+0,07 0,1+0,1 0,02+0,01
Piperitona 0,05+0,01 1,84+0,06 0,03+0,0 0,3+0,28 0,09+0,01
Chavicol - 0,01+0,0 1,69+0,26 0,5£0,15 0,04£0,0
Acetato de Mentila 7,12+1,19 6,99+0,43 4,58+0,1 4,1+0,18 4,15+0,09
Berbenona 0,05+0,02 0,03+0,02 0,02+0,01 0 0,06+0,02
a-cubeneno 0,68+1,14 0,02+0,01 0,01+0,0 0,1+0,01 0,04+0,02
Damascemona 0,09+0,07 0,02+0,02 0,03+0,0 0,1+0,02 0,18+0,03
Jasmona 0,50+0,08 0,05+0,03 0,05+0,01 0,3+0,09 0,6+0,02
B-bouberneno 0,46%0,07 0,45+0,14 0,32+0,0 0,7£0,47 0,55+0,06
isocariofileno 0,08+0,06 0,05+0,01 0,01+0,01 0,1+0,02 0,41+0,5
Humuleno 0,18+0,06 0,14+0,06 0,11+0,01 0,00,09 0,23+0,02
y-muroleno 0,22+0,02 0 0,08+0,01 0,8 +0,47 0,28+0,02
Ciclohexilcetona 0,06£0,04 0,02+0,03 0,05£0,01 0,1£0,02 0,12+0,03
Thujopseno 0,09+0,05 0,03+0,02 0,08+0,01 0,1+0,01 0,09+0,01
Espatulenol 0,11+0,04 0,64+0,32 0,08+0,01 0,6+0,01 0,15+0,01
Epiglobulol 2,79+0,05 1,31+0,22 0,12+0,03 0 0,26+0,02
Cubenol 0,14+0,05 0,11+0,04 0,14+0,09 0,9+0,07 0,59+0,05
B-neoclovena 0,19+0,03 0,13+0,02 0,23+0,01 0,2+0,01 0,42+0,49
Ledeno 0,30£0,0 - - 0,8+0,05 0,54+0,04
Acido palmitico 0,45+0,43 0,75%0,04 0 0,5+0,12

Fitol 0,58+0,20 0,44+0,34 0,51+0,12 1,0+0,03 0,46+0,05
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Quando comparamos as porcentagens dos compostos de maior importancia no
OE de horteld pimenta identificados nos 6leos analisados, junto com a Farmacopeia
Brasileira (2010) e artigos cientificos conforme descritos na Tabela 8, podemos
perceber que o preconizado pela Farmacopéia Brasileira (2010) difere do resultado
encontrado em artigos, e as Marcas analisadas na maioria dos compostos se encontram
de acordo tanto com a Farmacopéia Brasileira (2010) quanto com os artigos com
excecgdo da iso-mentona da Marca 2, que esta acima do encontrado nos artigos; o neo-
mentol da Marca 4 que difere dos dois e a Pulegona em que a Marca 1,2 e 3 diferem da

Farmacopéia Brasileira (2010).

Tabela 8. Porcentagem dos Compostos de Maior Importancia no OE de Hortela

Pimenta.
Compostos Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marca 4 Marca 5 Farmacopéia Artigos (*)
de Brasileira
Importancia
Limoneno 0,01+0,01 0 0 0 0,03£0,01 0,5-5,0 0,1-6,0
Mentona 14,09+1,18 21,2243,67 15,31+0,55 6,2+2,02 6,7313,34 6,0-30,0 2,0-44,0
Isomentona 4,04+0,61 6,64+0,63 4,24+0,06 0,1+0,0 4,22+2,25 2,0-10,0 2,0-5,0
Neo-mentol 3,50+1,11 3,86+0,32 2,83+0,13 4,6+0,71 0,74+0,63 2,0-3,5 3,0-4,0
Mentol 44,71+4,80 37,08+5,03 50,70£0,54 35,545,1 38,17+6,12 35,0-79,0 35,0-60,0
Pulegona 3,01+0,71 2,76£0,55 2,18+0,05 1,1+0,2 1,31+0,02 Méximo 2,0 Méximo 4,0
Acetato de 7,12+1,19 6,99+0,43 4,5840,1 4,1+0,18 4,15+0,09 3,0-10,0 0,7-23,0
Mentila

* AFLATUNI, A. 2005;ANVISA (2010); BEHN ET AL., 2010; CLARK; MENARY,
1981:: GUNTERT et al., 2001; SCAVRONI, J. 2006: SOUZA, W.P. 2006;: VERMA et
al., 2011

Na anélise da agua condensada que é a agua que fica retida no aparelho de
Clevenger ap0s ser condensada pelo processo de hidrodestilacdo do OE, verificou-se
uma distribuicdo composicional parecida com a do OE, com 11 compostos a menos,
contendo um total de 34, em ordem crescente a Marca 3 com 7; a Marca 1 com 10; a
Marca 5 com 13; a Marca 4 com 15; e a Marca 2 com 20 (Tabela 9). Os dois compostos
majoritarios, mentol e mentona se apresentaram com porcentagens semelhantes aos do
OE. A grande quantidade de compostos semelhante ao 6leo se deve ao fato de que o
extrato aquoso ainda contem um percentual de 6leo que ndo se consegue recolher.
Portanto, seria interessante verificar o rendimento de 6leo nessa fragéo, a fim de avaliar
se é economicamente viavel proceder a essa recuperagédo. O hidrolato (agua de extracéo)

também foi investigado quanto a composicdo. NOs procedemos a extragdo do Oleo
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residual baseado nos artigos de Orav and Kann (2001) e Verma et al. (2011). Foi
realizada a extragdo com hexano (10:1) por duas vezes, e 0 extrato hexanico foi seco em
atmosfera de nitrogénio e entdo aplicado no CG/EM. Nés ndo conseguimos obter OE,
porém alguns compostos volateis foram detectados atraves da CG/EM.

Também realizamos a extracdo de OE residual da tisana por meio de aparelho
de Clevenger. Nao conseguimos obter OE. Entdo submetemos um volume de tisana a
extracdo com hexano e, também, ndo conseguimos obter OE. Em ambos agua de
condensacéo e extrato hexanico da tisana ndo foram encontrados quaisquer compostos
volateis representativos do OE da horteld pimenta via CG/EM. Na figura 6 sao
mostrados os locais, nos quais a agua de condensacdo e o hidrolato foram recuperados.
A principio a fracdo 6leo da tisana é muito pequena, o que difere dos achados de
Duband et al. (1992) que encontraram 21% do Oleo original na tisana. O fato do
rendimento de 6leo nos saches ser muito baixo poderia influir na quantidade de éleo na
tisana, j& que Duband et al. (1992) usou a planta original. Um experimento interessante
seria liofilizar a tisana e depois extrair com hexano. Dessa forma, a fracdo 6leo estaria

concentrada e poderiamos identificar sua composicéo.
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Tabela 9. Composicdo das Aguas Condensadas da Extragdo dos OE’s das 5

Marcas Analisadas.

Compostos Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marca 4 Marca 5
area % area % area % area % area %

0,22+0,07

3-octanol 0,20+0,09 0,02+0,01

Acetophenona 0,14+0,02 0,01+0,01

0,19+0,04

Linalol

0,37+0,19

iso carveol

a-Pirocarvona 3,07+2,66 0,31+0,38

Mentofurano 0,08+0,02

Mentol 54,57+3,87 42,56+0,30 55,14+2,65 36,33+10,47 32,16+1,44

0,47+0,08 0,51+0,06

Caranol 1,86+0,13

Mirtenol/piperiol 0,86+0,48

Carvona

Chavicol 0,53+0,09

Berbenona 0,05+0,01 0,08+0,08

isocariofileno 0,02+0,01

-muroleno 0,05+0,01 0,2+0,01

Tujopseno 0,02+0,01

Epiglobulol 0,94+0,19

Fitol

1,24+1,43
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Figura 5. Aparelho de Clevenger durante a extracdo do OE.

5.2.2CG/O

Cerca de 51 % dos compostos identificados por CG/EM também foram
detectados por CG/O. Uma parcela dos compostos volateis apresentou odor similar a
menta, tais quais: eucaliptol, linalol, carveol, mentona, pirocarvona, acetato de mentila,
epiglobulol e cubenol. E importante enfatizar que o mentol embora seja 0 composto
majoritario (40 % ou mais dos sélidos totais) ele ndo foi percebido pelo CG/O. O limite
de deteccdo (thrshold) do mentol parece ser muito alto, o que foi comprovado quando
aquecemos 0 mentol sélido a 40°C para fundi-lo. Ao aplicarmos 2 puL do mentol
fundido ndo conseguimos fazer a percepcdo odorifera. Dessa forma, o mentol tem alto
thrshold, muito embora ndo haja na literatura informacao disponivel sobre o thrshold no
ar desse composto. Alguns compostos, dentre eles, mentona, mentofurano, acetato de
mentila e epiglobulol, tiveram percepcfes odoriferas similares em todas as marcas.
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Outras notas odoriferas foram percebidas em todos os saches, dentre elas, pungente,

tinta e notas desagradaveis.

Tabela 10. Compostos de percepcdo odorifera encontrados por CG/O do OE das 5

Marcas analisadas.

Compostos Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marca 4 Marca 5
(odor) (odor) (odor) (odor) (odor)
Hexenol Queimado Queimado Queimado
Heptanol Tinta Solvente Solvente
Carbinol Reagente enxofre Enxofre Podre
3-octanol acido Solvente
Eucaliptol Leve de hortelad Hortelad
Acetofenona Solvente Solvente Solvente
y-terpineno Solvente Acido Acido
Linalol Menta suave Hortela fraco Hortela fraco
Limoneno
1-ciclopropil-2- Reagente Desagradavel
propanona
isocarveol Menta doce Hortela
Menthona Hortelad Horteld doce Hortela Horteld fraco Horteld doce
refrescante

a-Pirocarvona
Iso-Menthona

Mentofurano
transcarveol
Mirtenol/piperiol
Pulegona

Acetato de Mentila

Espatulenol
Epiglobulol

Cubenol
B-neocloveno
Ledeno

Horteld acido
Hortela doce e
fraco

Mentol com
reagente
Mentol
enjoativo

Acido pungente
Pasta de dente

Suave de menta
Suave de menta

Ché de hortela
Horteld acido
Ardente e
pungente

Hortela fraco

Horrivel muito

forte
Menta fraco
Ruim
Pasta de dente Horteld
refrescante
Planta
Menta doce Hortela
Acido
Enjoativo

Reagente forte

Forte ruim

Hortela forte

Planta
doce

Desagradavel

Pungente ruim

Pasta de dente
Planta
Rapido
hortela

Horteld cha

Enjoativo
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5.3 Poder Antioxidante dos OE’s e das Tisanas dos Saches das 5 Marcas

Analisadas
5.3.1 DPPH

Quanto maior a atividade antioxidante da amostra testada, mais estavel o radical
DPPH vai se tornar em funcdo de sua captura pelo antioxidante. A estabilizacdo do
radical causa a sua descoloracdo, diminuindo a absorvancia. O resultado da atividade
antioxidante em relacdo ao radical DPPH estd demonstrado como 1Cs (concentragédo
capaz de inibir 50% do DPPH) na Tabela 11. Se considerarmos todas as marcas, temos
uma média de 19,75 mg ml™ para as tisanas e 41,84 mg ml™ para os OE’s, ou seja, a
atividade antioxidante encontrada nas tisanas é duas vezes maior que as encontradas nos
OE’s. Se considerarmos cada marca separadamente, com excecdo da Marca 4, todas as
marcas apresentam a atividade antioxidante da tisana pelo menos duas vezes maior do
que aquelas do OE. A marca que apresentou maior atividade antioxidante nas tisanas foi
a Marca 3 (13,74 mg ml™ seguidos da Marca 1 (17,43 mg ml™Y); Marca 4 (23,56 mg mI°
1); Marca 2 (23,64 mg ml™) e Marca 5 (20,38 mg ml™). Grulova (2012), em seu estudo,
achou valores de 1C* para tisanas de hortel4 pimenta que variaram de 13,57 mg ml™* a
56,29 mg ml™ dependendo da época do ano. E importante ressaltar que o resultado de
56,29 mg ml™ foi encontrado apenas em uma época do ano. Esses valores sdo, em parte
similares, aos encontrados em nosso estudo. Nickavar et al.(2008), em seu estudo com 5
diferentes espécies de Mentha, encontrou um valor de IC* de 13,32 mg ml™ para a
horteld pimenta, que apresentou maior atividade antioxidante que as outras especies do
género Mentha. Morais et al. (2009) em seu estudo avaliou diversas plantas e as
amostras mais eficientes em relacdo aos radicais livres foram: cha verde (Camellia
sinensis) com o indice capaz de inibir 50% dos radicais livres (IC*°) de 0,14mg mL™;
canela (Cinnamomum zeylanicum) com ICsy de 0,37 mg mL™?; cravo (Dianthus
caryophyllus) com ICs, de 0,46 mg mL™; louro com ICsq 0,76; cha preto (Camellia
sinensis) 1Csy 0,96 mg mL™, valores bem menores que os encontrados em nosso
trabalho. Ou seja, essas ervas teriam maior poder redutor do que a hortela pimenta.
Abreu (2013), em seu estudo avaliou a atividade antioxidante do cha de carqueja
(Baccharis trimera), erva mate (llex paraguaienses) e boldo (Peumus boldus Molina)
que apresentaram valores considerados elevados por ele, de 1Cs, de 13,70mg mL™;

19,62 mg mL™ e 22,15mg mL™, respectivamente, valores esses que foram similares ao
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do nosso estudo. Zheng & Wang (2001) sugeriram que ndo somente a quantidade do
antioxidante, mas também a sinergia que ocorre entre eles e outros constituintes da
planta, que influenciam as diferencas na capacidade antioxidante de extratos de plantas.

Em relacdo aos OE’s a Marca que apresentou atividade antioxidante maior foi a
Marca 1 (36,08 mg ml™) seguidas da Marca 3 (37,07 mg ml™); Marca 4 (38,80 mg ml’
); Marca 5 (40,60 mg ml™) e Marca 2 (56,63 mg ml™?). O padrdo de atividade
antioxidante das tisanas ndo se repete nos OE’s. Suleyman Kizil (2010) em um estudo
que analisou a atividade antioxidante em dois diferentes tipos de Mentha, encontrou um
valor de ICs, de 60,41+0,60 mg ml™ no OE de Mentha piperita, semelhante ao 6leo da
Marca 2 analisada. Todos os resultados sdo compativeis com o fraco desempenho dado
pelos OE’s, sobretudo, do género Mentha (RUBERTO & BARATTA, 2000). As
maiores propriedades antioxidantes de ervas medicinais pode estar relacionada com o
seu conteudo de fendlicos, tais como: os acidos fendlicos, e flavondides, como relatado
em estudos anteriores (DORMAN, 2003; DERWICH, 2011). Portanto, a razéo da fraca
atividade destes OE’s, provavelmente, é devido a falta ou baixissima quantidade desse
conteddo fenolico (CANDAN ET AL., 2003). Entretanto alguns terpenos, tais como,
terpinoleno, terpineno, timol, carvacrol dentre outros, também conferem atividade
antioxidante e, portanto, OE’s contendo esses compostos teriam potencial antioxidante
(AMORATI, FOTI & VALGIMIGLI, 2013; LIZA & DE MARIA, 2015).

Tabela 11. Valores de IC *° dos OE’s e das Tisanas das 5 Marcas Analisadas.

Marcas OE Tisana
IC 50 (mg mI™) IC 50 (mg mI™)
1 36,08 17,43
2 56,63 23,64
3 37,07 13,74
4 38,80 23,56
5 40,60 20,38

5.3.2 Teor de Compostos Fendlicos Totais

Os resultados do contetudo de fendlicos totais das 5 Marcas analisadas

encontram-se apresentados na Tabela 12. O teor de fenolicos totais das tisanas de todas as

marcas é superior ao encontrado nos OE’s, resultado esse ja esperado em funcdo da

auséncia de acidos fendlicos e flavonoides no OE obtido pelo sistema Clevenger. Além

disso, o OE de horteld@ pimenta tem baixissima quantidade de terpenos com anel aromatico
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(GUNTERT et al., 2001; CHEN et al., 2011). Em relacéo as tisanas as amostras obtiveram
uma média de 2,38+0,39 mg g que é mais que o dobro encontrado na média dos 6leos
que foi de 0,98+0,11 mg g™*. A Marca que teve a maior quantidade de fenélicos nas tisanas
foi a Marca 3 (2,80+0,28 mg g*) seguida da Marca 2 (2,53+0,34 mg g*); da Marca 1
(2,44+0,22 mg g*); da Marca 4 (2,41+0,27 mg g*) e Marca 5 (1,73+0,24 mg g™*). ZENGH
(2001), em seu estudo, analisando o teor de compostos fendlicos de mais de 15 plantas,
encontrou uma valor de 2,26+0,16 mg g™ na folha de hortel4d pimenta, valor esse que
coincide com o encontrado nesse trabalho. NICKAVAR (2008) analisou 5 espécies de
Mentha, e encontrou valores para M. longifélia 2,88 + 0,12; M. Piperita 4,34 + 0,19; M.
Pulegium 3,58 + 0,16; M. rotundifolia 3,31 +0,0 7; M. spicata 1,51 + 0,05 mg g, tendo a
M. piperita a maior quantidade de compostos fendlicos. O valor encontrado nesse estudo
em relacdo a horteld pimenta, se encontra maior do que o encontrado no nosso estudo,
porém quando comparamos com as outras espécies de Mentha o valor se assemelha. E
importante enfatizar que a Mentha piperita ja tem descrita 24 hibridos, fora os hibridos
selvagens. Também é uma planta sujeita a poliploidia. Ainda temos as variacdes
edafoclimaticas influenciando na composicdo da planta. Aléem do mais, NICKAVAR
(2008) analisou a planta enquanto nesse trabalho foram analisados sachés de horteld
pimenta. Todos esses fatores podem ter contribuido para divergéncia entre nossos
resultados e os do NICKAVAR (2008).

Tabela 12. Teor de Compostos Fenolicos Totais dos OE’s e Tisanas das 5 Marcas

Analisadas.
Marcas OE Tisana
(mggt) (mgg™)
1 0,98+0,071 2,44+0,22
2 0,98+0,049 2,53+0,34
3 1,01+0,11 2,80+0,28
4 1,13+0,17 2,41+0,27
5 0,81+0,055 1,73+0,24
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5.3.3 Avaliagdo da Estabilidade Oxidativa do Oleo de Soja

A autooxidagdo é uma reacdo de radicais livres que como tal, ocorre em trés
etapas distintas. A primeira etapa é a inicializacao, onde os radicais lipidicos (alcoxila e
peroxila) sdo formados a partir de moléculas lipidicas. A separacdo de um atomo de
hidrogénio por espécies reativas, como o radical hidroxila, pode conduzir a inicializacdo
da oxidacédo lipidica. Na segunda etapa ocorrem as reagdes de propagacdo, na qual
ocorre a formacao excessiva de perdxidos e radicais livres dos &cidos graxos. Essas
reacOes geralmente envolvem a eliminagdo de um atomo de hidrogénio de uma
molécula lipidica ou a adicdo de oxigénio para um radical alquila. Na terceira etapa
ocorrem as reacOes de término, nas quais os radicais livres se combinam para formar
moléculas com uma gama completa de elétrons e sdo reacdes de baixa energia, mas sao
limitadas pela baixa concentracdo de radicais e pela exigéncia de radicais com a
orientagdo correta para as suas reacdes colidirem (REGITANO-D’ARCE, 2006;
REISCHE et al. 2008).

- Iniciacdo RH — Re* + He
- Propagacéo R+ + 02 — ROO-
‘» ROO+ + RH — ROOH + Re
J

Degradacao de hidroperéxidos
ROOH — RO- + OH
RO++ RH — ROH + Re

- Terminacéo ROOQe« + R+ — ROOR
ROOe* + ROO* — ROOR + 02 Produtos estaveis
R+*+R+* —= RR

Emque:
RH = acido graxo insaturado
R+ = radical livre
ROO- = radical peréxido
ROOH = hidroperéxido
RO- = radical alcoxila

Figura 6. Esquema das Etapas da Auto-oxidagdo Lipidica.
Fonte: Adaptado de Akoh e Min (2008)
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A oxidacdo é uma das principais causas de degradacdo de lipideos,
principalmente em alimentos, tornando esses impréprios para o consumo, gerando
compostos secundarios potencialmente toxicos e de odor e sabor desagradaveis, além de
degradar vitaminas lipossoluveis e acidos graxos essenciais (RAMALHO & JORGE,
2006; OLIVEIRA et.al., 2009). Com o intuito de reduzir a autooxidacdo de Oleos
vegetais, sdo usadas substancias antioxidantes que retardam o processo de oxidacao
através do protelamento da etapa de iniciagdo, da inibicdo da etapa de propagacao ou
mesmo acelerando a etapa de terminacdo como fazem alguns terpenos. Também é
possivel se retardar o processo de auto-oxidacdo inibindo pro-oxidantes metalicos como
fazem alguns quelantes acidos fenolicos. Essa agdo antioxidante reduz a formagdo de
produtos como os perdxidos e dienos conjugados. Os dienos conjugados ndo ocorrem
em grandes quantidades em &cidos graxos insaturados, como é o caso do 6leo de soja,
porém sdao formados durante a oxidacdo. (ANTOLOVICH et al., 2002 ; MOON;
SHIBAMOTO, 2009). Portanto, o 6leo vegetal é uma matriz interessante para se
desenhar estudos que avaliem o poder antioxidante de uma substancia ou uma misturas
delas. O meétodo realizado nesse estudo tem como base a determinacdo de dienos
conjugados, formados durante os estagios iniciais da formacéo de hidroperoxidos, sendo
sua medida realizada pela leitura de absorvancia espectrofotométrica em UV
(KRISTTQOT, 2000), na faixa 230-235 nm, na qual se absorvem predominantemente os
dienos conjugados (DOBARGANES; VELASCO, 2002).

Na analise de autooxidacdo de Oleo de soja, foram consideradas 720
observacOes de absorvancia divididas em dois experimentos independentes com 360
observacOes cada. Foram realizadas observagdes em 4 dias ndo consecutivos de leituras
diferentes (0, 5, 10, 15 dias), em triplicata, para cada uma das 6 combinacdes nas 5
marcas diferentes. Os valores de absorvancia variaram de 0 a 2,500, que é o de valor
maximo de leitura do aparelho. A Figura 7 mostra um Histograma e um Boxplot da
absorvéancia considerando os dois experimentos, todas as marcas e os 4 dias de leitura,
ou seja, demostra um perfil geral dos resultados de absorvancia do estudo. Foi
encontrado um valor minimo de absorvancia de 0,284, um valor méximo de 2,500 e
uma média de 1,232. A Figura 8 mostra um grafico Boxplot onde foi analisado se a
absorvéancia das replicatas realizadas no estudo diferem significativamente. Esse teste
foi realizado para saber se todos os resultados de triplicatas seriam utilizados nos
calculos, ou se algum dado seria excluido. Foi identificado que as replicatas ndo diferem

siginficativamente entre si ( p-value = 0,9809).
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Figura 7. Histograma e Boxplot Considerando Todas as Absorvancias da Analise.
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Absorvancia por Replicata

25

20
|

15

10

T T T
1 2 3
Replicata 1
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.284 0627 0.900 1226 1904 2.500
Replicata 2
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
03010 06282 0.9120 1.2350 1.9000 2 5000
Replicata 3
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.2990 0.6305 0.9120 1.2360 1.8920 2.5000

Figura 8. Absorvancia por Replicata

Quando analisamos as 5 Marcas em relacdo a absorvancia, conforme Figura 9
percebemos que as Marcas ndo diferem entre si (Kruskal-Wallis p-value = 0,3184). Na
analise de absorvancia pelos 4 dias de leitura, ndés podemos perceber que as leituras sdo

muito diferentes entre si (Kruskal-Wallis p-value < 2,2. 10 -16 ), conforme figura 11.
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Absorvancia porMarca

MARCA1l MARCA 2 MARCA3 MARCA4

MARCA 1

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.2840 05978 0.8995 1.16590 18710 2.5000
MARCA 2

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.4380 0.6378 0.9020 1.2020 1.9000 2.5000
MAERCA 3
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
04130 0.6465 0.9550 1.2710 1.9630 2.5000
MAERCA 4

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max
04120 0.6305 09020 1.2170 1.8870 2.5000
MAERCA 5

Mm. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
04390 0.6663 0.9605 1.3030 2.0530 2.5000

Figura 9. Absorvéancias por Marca.

MARCA 5
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Absorvancia por Leitura
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Mean 3rd Qu. Max.
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Min. 1st Qu. Median
1.586 1966 2221

Mean 3rd Qu. Max.

2195 2455 2500

Figura 10. Absorvancia por Leitura.
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Na anélise de absorvancia por Marca nao foi encontrado diferenca entre as 5

Marcas analisadas, quando analisamos a absorvancia por marca e incluimos a leitura

(Figura 11) as 5 marcas continuam sem apresentar diferenca entre si.( Kruskal-Wallis
Leitura 1 p-valor = 0.1567; Leitura 2 p-valor = 0,05604; Leitura 3 p-valor = 0,05604 e
Leitura 4 p-valor = 0,5392).



25

20

15

10

0.5

00

25

20

15

10

05

00

25

20

15

10

05

00

25

2.0

1.5

10

05

00

—— S—— I—I—I 1 l—l_l
——1 — —  —
T T T T T
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Leitura 1

Marca 1

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.4290 04625 04890 0.5098 0.5705 06110
Marca 2

Min 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.4440 04745 0.5145 0.5349 0.5952 0.6660
Marca 3

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.4130 04560 0.5685 0.5497 0.6188 0.7240
Marca 4

Min 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.4120 04522 0.5610 0.5357 0.6015 0.7010
Marca 5

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.4390 0.5008 0.5555 0.5598 0.6162 0.7210

Leitura 2

Marca 1

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.2840 0.6630 0.6975 0.7057 0.7992 0.9120
Marca 2

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.4380 0.6615 0.7375 0.7323 0.8112 09120
Marca 3

Min 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.5890 0.6628 0.7120 0.7341 0.7992 0.9120
Marca 4

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.5150 0.6802 0.7375 0.7479 0.8138 09120
Marca 5

Min 1st Qu Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.6010 0.7582 0.8015 0.7915 0.8482 09120

a

T T T T T
MARCA 1 MARCA2 NMARCA3I NMARCA4 MARCAS

T T T T T
MARCA 1 MARCA2 NMARCA3I NMARCA4 MARCAS

—T— —r— n I ]

T T T T T

MARCA1 MARCA2 MARCA3 NMARCA4 MARCAS

Figura 11. Absorvancia por Marca.

Leitura 3
Marca 1
Min 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.597 1.030 1331 1.387 1.872 2132
Marca 2
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.723 1.114 1264 1.398 1872 2132
Marca 3
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0998 1265 1503 1544 1872 2132
Marca 4
Min 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
0.786 1.102 1400 1455 1.872 2132
Marca 5
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
1.009 1.127 1432 1489 1872 2132
Leitura 4
Marca 1
Min 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.  Max.
1.586 1.860 1988 2.072 2445 23500
Mearca 2
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
1.777 1.918 2.030 2.143 2445 2500
Marca 3
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
1.799 1987 2445 2258 2500 2.500
Marca 4
Min 1st Qu Median Mean 3rd Qu.  Max.
1.752 1.896 2093 2129 2445 2500
Marca 5
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
2035 2222 2445 2373 2500 2500

44
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Foram realizadas 6 combinacdes diferentes para as analises (Combinacgéo
1:6leo de soja + etanol; Combinagdo 2: 6leo de soja + etanol + palmitato; Combinacao
3:0leo de soja + etanol +OE; Combinacgdo 4: 6leo de soja + etanol + OE + palmitato;
Combinacédo 5: 6leo de soja + etanol + tisana; Combinacdo 6: 6leo de soja + etanol +
tisana + palmitato), quando avaliamos essas 6 combinacdes com suas absorvancias (
Figura 12) percebemos que elas possuem diferencas entre si (Kruskal-Wallis p-valor =
2,475. 10 -9), entdo foi realizado um tratamento estatistico comparando cada

combinacéo dessa dois a dois conforme Tabela 13.

Absorvancia por Combinagao

— — — — — Combinaciol
| 1 - Min. Ist Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0444 0728 1210 1397 2036 2.500

Combinacao?

i Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.5320 0.8262 14250 1.5090 2.2240 2.5000
Combinacdo3

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
- 0.4330 0.6768 1.0530 1.2580 1.8360 2.5000
Combinacaod

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.4120 0.6558 1.0010 1.1640 1.7330 2.5000
Combinacaos

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
0.4580 0.6438 0.8925 1.0800 1.4600 2.4450
Combinaciob

| ‘ i ‘ ‘ | ‘ Min 1st Qu Median Mean3rdQu Max

0.2840 0.5545 0.6930 0.9866 1.3840 2.4040

Figura 12. Absorvancia por Combinacao.



Tabela 13. Comparagdo de Combinacdes dois a dois.
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Combinacéo dois a dois

p-valor

Combinacéo 1 + Combinagéo 2
Combinacéo 1 + Combinacéo 3
Combinacéo 1 + Combinacgao 4
Combinacéo 1 + Combinacéo 5
Combinacéo 1 + Combinagao 6
Combinacéao 2 + Combinacao 3
Combinacéao 2 + Combinagao 4
Combinacéao 2 + Combinacao 5
Combinacéo 2 + Combinagao 6
Combinacao 3 + Combinacao 4
Combinacéo 3 + Combinacéo 5
Combinacéo 3 + Combinacéo 6
Combinacéao 4 + Combinagao 5
Combinacéo 4 + Combinacéo 6

Combinacéao 5 + Combinacao 6

p-valor = 0,002474
p-valor =0,2079
p-valor = 0,0706
p-valor = 0,01646
p-valor = 2,805. 10 ®
p-valor = 0,003847
p-valor = 0,0004038
p-valor = 1,943.10 °
p-valor = 5,686 . 10
p-valor = 0,2474
p-valor = 0,04053
p-valor = 0,0001061
p-valor =0,2121
p-valor = 0,001728
p-valor = 0,01261

Diferem significativamente
N&o diferem significativamente
Né&o diferem significativamente
Diferem significativamente
Diferem significativamente
Diferem significativamente
Diferem significativamente
Diferem significativamente
Diferem significativamente
N&o diferem significativamente
Diferem significativamente
Diferem significativamente
Nao diferem significativamente
Diferem significativamente

Diferem significativamente

Quando comparamos somente a absorvancia com as combinag6es dois a dois
nos temos que a combinacgdo 1 difere da combinacdo dois, 0 que era de se esperar pois a
combinacdo 2 contem palmitato férrico que € pro-oxidante. De um modo geral, a fracdo
OE apresentou atividade antioxidante limitada, ou seja, em algumas combinacdes houve
diferenca significativa e em outras ndo. Ja a fracdo tisana mostrou marcante atividade
antioxidante, ja que em todas as combinacBes ocorreram diferencas significativas,
exceto na combinacdo 4 + combinacdo 5. Esse resultado atipico pode ter ocorrido em
funcdo do fato de que nessa tabela sdo apresentados os resultados dos quatro dias em
conjunto. Quando foi considerado cada dia individualmente, como sera visto na tabela a
sequir (Tabela 14), somente no tempo zero as duas combinagfes ndo diferiram
significativamente. Na pratica, o tempo corresponde a situacdo de menor taxa de

autooxidacgéo do oleo de soja.



Tabela 14. Comparagdo de Combinacdes dois a dois por Leitura.
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Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Leitura 4

Combinagédo Dois a Dois p-valor p-valor p-valor p-valor

Combinagdo 1+ Combinagdo 2 =2,063.107 # =2397.10"  # =2595.10" £ =412.10" +
Combinago 1 + Combinagdo 3 = 0,02916 # =0,01206 # =2,095 10" # =0,0001754 +
Combinagdo 1 + Combinagdo 4 = 0,2532 = =0,0008765 # =1238.10"° £ =4373.10° #
Combinagdo 1 + Combinagdo 5 = 0,0385 # =152.10" #£ =2795.10" £ =2097.10"° %
Combinag8o 1 + Combinagdo 6 =0,0384 # =8194.10° £ =28.10" # =203L10" %
Combinag&o 2 + Combinagdo 3  =0,5586 = =2582.10" ¢ =2810" # =1907.10" £
Combinagdo 2 + Combinagdo 4 =0,1308 = =2587.10" £ =28.10" # =1933.10° £
Combinag&o 2 + Combinagdo 5 =0,003132 # =2566.10" £ =2795.10" # =1208.10%" %
Combinagdo 2 + Combinagdo 6 =1,013.107 # =2584.10" # =28.10" +# =121.10" +
Combinago 3 + Combinagio 4 = 0,2904 = =0.5945 =  =9,495.10° # =0,007511 +
Combinag8o 3 + Combinagdo 5 = 0,4964 = =0,01726 +# =3,96.10° + =7147.107 +
Combinagéo 3 + Combinagdo 6 =0,0006712 # =1,008.10° + =4842.10"° ¢ =2337.10° +
Combinagéo 4 + Combinacdo 5 =0,9411 = =0,02065 + =3828.10° # =0,02505 #
Combinag&o 4 + Combinagdo 6 =0,03384 # =2,997.107 # =21.10° # =0,000183 +
Combinagéo 5+ Combinagdo 6 =0,0003175 # =4,42.107 # =0,01076 + =0,02918 +

Quando se trata de cada dia individualmente, é possivel observar uma

tendéncia a partir do segundo dia de leitura (quinto dia), na qual a estabilidade oxidativa
do éleo de soja é influenciada positivamente tanto pela inclusdo da tisana como também
pela fracdo OE, o que difere dos resultados obtidos com o conjunto (tabela 13).
Todavia, prevalece o maior poder antioxidante da tisana em relacdo ao OE. De um
modo geral, o OE de hortela pimenta apresenta modesta atividade antioxidante
comparado a outros OE’s, como por exemplo, o OE de cravo (GHARIB & SILVA,
2013; TSAIl et al., 2013; LIZA & DE MARIA, 2015). Em alguns casos inclusive ele
pode ter acdo pré-oxidante em funcdo da presenca de linalol e outros terpenos
insaturados que geram radicais alquila do préprio esqueleto do hidrocarboneto
(AMORATI ET AL. 2013). Por outro lado, a presenca de grupos metileno na estrutura
de terpenos insaturados, tais quais, tepinoleno e o-terpineno, que apresentam estrutura
de ciclohexadieno, favoreceriam a etapa de terminacdo do processo de autooxidacéo
(ROBERTO & BARATTA, 2000; AMORATI et al. 2013 ). Esses compostos sao
chamados de terminadores de cadeia para distingui-los dos quebradores de cadeia, 0s

quais atuam na etapa de propagacao.
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O uso da matriz 6leo vegetal para estudos de atividade antioxidante
apresenta algumas limitac6es. Em primeiro lugar, o 6leo vegetal é constituido de uma
unica macromolécula o triacilglicerol e, portanto, outras macromoléculas tais quais, as
proteinas e os acidos nucléicos, que também se submetem a oxidacao ndo séo levadas
em conta. Também ha antioxidantes naturais presentes no 6leo vegetal, como por
exemplo, o tocoferol, que confere protecdo antioxidante natural ao 6leo. O fato de o
estudo incluir grupo controle, como por exemplo, o 6leo de soja puro e o dleo de soja
com palmitato minimiza o possivel viés ocasionado pela presenca de tocoferol, porém
ndo se pode descartar uma acdo sinergista entre a tisana ou o0 OE com o tocoferol que
poderia diferir da acdo isolada da tisana ou do OE. Obviamente o OE e, sobretudo, a
tisana conferiram protecdo antioxidante ao 6leo de soja, ja que o acumulo de dienos
conjugados foi significativamente menor no 6leo de soja tratado em relacdo ao éleo de
soja sem adicdo de tisana ou OE. Em outras palavras, a interpretacdo dos experimentos
com Gleo de soja pode no minimo indicar que a adi¢do de OE ou tisana potencializou a
acdo antioxidante do tocoferol naturalmente presente no 6leo de soja, e, que, essa
potencializacdo foi mais marcante na tisana.

Ao se comparar todos 0s métodos usados nesse estudo para avaliar o poder
antioxidante das fragdes tisana e OE é possivel observar uma tendéncia comum. E
importante enfatizar que o método de Folin-Ciocalteau mede o conteldo total de
fenolicos e que ha uma correlacdo na qual quanto maior o contetdo de fendlicos totais
maior sera 0 poder antioxidante. Entretanto, isso ndo pode ser considerado uma regra
geral, e ,absolutamente, esse valor isolado ndo é representativo do poder antioxidante de
uma fracdo, jA que o contetdo de fendlicos totais mostra apenas uma habilidade
redutora da matriz (AMORATI ET AL., 2013). O mesmo se sucede com o DPPH.
Alias, no caso do OE de horteld pimenta, a descoloracdo do DPPH pode ser atribuida ao
a-pineno, ao linalol e outros terpenos insaturados pré-oxidantes. De fato, a entalpia de
dissociacdo da ligacdo C-H do a-pineno (80 Kcal mol™) é proxima a entalpia de ligacdo
do DPPH (78,9 Kcal mol™), indicando que a transferéncia do préton do o-pineno é
termodinamicamente possivel (AMORATI & FOTI, 2012; AMORATI et al., 2013),
confundindo a interpretacdo da atividade antioxidante do OE. Quando se olha os
resultados em conjunto, observa-se que a tisana tem maior atividade antioxidante do que
o OE, porque tem maior conteudo de fenolicos totais, descolora mais rapido o DPPH e

aumenta a estabilidade oxidativa do 6leo de soja.
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Ao analisar-se cada fracdo individualmente é possivel obter-se algumas
informagdes. Os OE’s dos sachés de horteld pimenta estudados nesse trabalho
mostraram modesta atividade antioxidante quando comparado a tisana. Embora alguns
pré-oxidantes tenham sido identificados na fracdo OE (Tabela 7), também foi possivel
observar alguns terpenos antioxidantes, como por exemplo, o terpineno. A composi¢do
quimica complexa de um OE pode proporcionar efeitos sinergisticos entre diversos
compostos que poderiam ser cruciais para a propriedade antioxidante do OE da hortela
pimenta. Obviamente, parametros edafocliméaticos e diferentes hibridos, j& que é a
horteld pimenta estd sujeita a poliploidia, e outros fatores podem influenciar na
composicdo do OE e, portanto, ora poderia haver um desbalango em favor de terpenos
antioxidantes, ora um desbalanco favoravel aos terpenos pro-oxidantes. Nesse estudo, 0
OE dos sachés de horteld pimenta apresentou, como ja dito anteriormente, modesta
atividade antioxidante.

J& a tisana mostrou indubitavelmente atividade antioxidante maior do que o OE
em todas as técnicas usadas nesse trabalho. Conforme relato da literatura 0s compostos
fenolicos mais abundantes achados na hortela pimenta séo: derivativos da eriocitrina,
acido rosmarinico (dimero do acido caféico) e derivativos da luteolina e em menor
extensdo o &cido cafeico. Na realidade, 40 compostos fenolicos ja foram identificados
na horteld pimenta, no qual véarios sdo reconhecidamente antioxidantes primarios
(MEKINIC et al., 2014; FARNAD & HEIDARI & ASLANIPOUR, 2014; LIZA;
RIACHI & DE MARIA, 2015). Oh et al. (2013) achou gue a atividade antioxidante do
cha verde (Camellia sinensis) foi significativamente maior (p<0.05) que a da hortela
pimenta. Entretanto, a horteld pimenta mostrou maior habilidade quelante de ion férrico.
Este resultado pode ser devido a presenca de antioxidantes secundarios, tais quais,
acidos rosmarinico e caféico. A presenca de um grupo 3,4-orto-dihidroxila é
responsavel por ligar metais de transicdo. Os compostos acidos fendlicos desestabilizam
o complexo ferrozina através da captura do precursor do ion ferroso (CHAN, LI ,
CHONG, TAN & WONG, 2010). Os agentes queladores que formam uma ligacdo o
com o metal de transi¢do sdo efetivos antioxidantes secundarios, j& que eles reduzem o
potencial redox e, portanto, estabilizam a forma oxidada do ion metalico (Gordon,
1990). Obviamente, a distribuicdo desses compostos fenolicos é influenciada por
condicgdes edafoclimaticas e pela genética que modulam o metabolismo secundario da
planta (KAPP et al., 2013).
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Algumas funcgdes bioldgicas de interesse sdo atribuidas a compostos fendlicos
individuais presentes na horteld pimenta. A luteolina, por exemplo, melhora a
inflamacg&o induzida por lipopolissacarideo (PARK & SONG, 2013). Metabolitos da
eriocitrina, como por exemplo, eriodictol, mostraram forte potencial antioxidante e
influenciaram positivamente o sistema enzimatico glutationa (WANG, FAN et al.,
2013).
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6. CONCLUSAO

O OE dos saches de horteld pimenta analisados possuem um rendimento
inferior ao do OE da planta in natura descrito na literatura;

Na analise da composi¢do quimica do OE dos saches de horteld pimenta
encontrou-se um perfil qualitativo semelhante ao do OE da planta in natura,
porém quando se comparou o perfil quantitativo, alguns compostos ficaram
fora do preconizado pela Farmacopéia Brasileira e em desacordo com outros
trabalhos similares. A &gua condensada também apresentou as mesmas
caracteristicas que o OE, confirmando que existe ainda algum vestigio de 6leo
nessa fracéo;

A andlise de CG/O demonstrou correlagdo com a anélise do CG/MS, sendo
descrita a percepcdo odorifera de 51% dos compostos presentes no OE;

Em relacdo ao poder antioxidante via DPPH, as amostras de tisana obtiveram
um valor bem superior as amostras de OE;

A tendéncia se repetiu na analise de Fenolicos Totais, 0 que ja era de se esperar
devido a presenca de compostos fendlicos no extrato aquoso, que ndo estdo
presente no OE;

Na estabilidade oxidativa do 6leo de soja, ambas as fracdes apresentaram poder
antioxidante, conseguindo diminuir a autooxidagdo, entretanto a tisana
apresentou atividade antioxidante significativamente (teste de Wilcoxon e teste
de Kruskal-Wallis) maior do que a do OE.
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