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APRESENTACAO

Caro leitor (a),

Com muita satisfacdo, apresentamos o novo E-Book intitulado “Debate e
Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia”. Esse E-Book apresenta 19 artigos, com
informacdes atualizadas e temas diversificados sobre tendéncias em Biologia, que
em conjunto debatem e refletem sobre praticas, aplicacées e novas possiblidades na
grande area das Ciéncias Biologicas.

E importante destacar que muitas profissées dependem da biologia como base
para construcdo de um conhecimento cada vez mais especializado. Considerando ser
uma ciéncia muito heterogénea em suas aplicacdes e subareas destacaremos alguns
topicos que merecem cada vez mais atencao.

A complexidade dos seres vivos na natureza varia desde as caracteristicas
morfofisiologicas, seus metabolismos até como eles estao espacialmente distribuidos,
bem como, os fatores ambientais que s&o importantes para manutencdo da
biodiversidade. Nas ultimas décadas as praticas de biotecnologia criaram produtos
utilizados pelo homem em larga escala que agregam muitas técnicas aplicadas a
pesquisabioldgica. Porfim, aspectos inerentes relacionados a crise ambiental englobam
a crescimento populacional, o uso de recursos naturais e a poluicdo ambiental. E
extremamente satisfatério encontrar em um volume areas tao promissoras que
abordam bioquimica, biotecnologia, educacgéao, parasitologia, ecologia aplicada, saude
humana, microbiologia, morfologia de invertebrados.

Os 19 capitulos aqui apresentados foram escritos por autores que abordaram
temas atuais de grande relevancia, por exemplo, a busca de potenciais bioldgicos
atuantes como antioxidantes, técnicas aplicadas a microbiologia e controle ambiental,
a biotecnologia para preservacao de sementes. Outras técnicas inovadoras aplicadas
a manutencgao e multiplicacédo do material biolégico, armazenamento de alimentos, ou
de producédo de mudas sao aqui também discutidas.

A saude humana inclui a aplicacdo da engenharia biolégica, bem como a
identificacédo de produtos com propriedades benéficas que langam perspectivas ao
agronegdcio. Interessantemente, outro tema muito importante abordado € a orientagédo
sexual destinada ao publico do ensino fundamental, que de forma interativa busca
atender as duvidas dos alunos, bem como motivar os professores de forma pratica a
continuar a discutir com seus alunos. As extensdes de feitos cientificos aplicados a
educacao do ensino basico ndo se limitam a temas especificos, permeiam também
desde aulas praticas de bioquimicas, a exposicéo de parasitos na educagao basica
seja de forma dialdgica, dindmica com uso de jogos e de construgcdo de modelos
torna-os palpaveis e observaveis aos alunos desde o ensino médio. A compreensao
facilitada de temas complexos agregada as praticas diarias dos alunos permitem que
eles construam e busquem alternativas particulares no meio em que vivem. Como
consequéncia sao capazes de promover melhorias para si e para o coletivo em que



estao inseridos.

Atualmente com a rapidez que a degradacao ambiental por diversas pressdes
antropicas que aumentam sobre os sistemas naturais ha uma necessidade urgente
em direcionar medidas eficazes de conservacgéo. Adicionalmente mais do que isso,
emerge a necessidade de refletir sobre a educacdo ambiental cada vez mais critica
que se inicia desde os primeiros anos escolares e busca a indissociabilidade entre
desenvolvimento e a sustentabilidade. Por fim, os artigos cientificos escritos em
lingua portuguesa favorecem nao somente um publico diminuto, mas também envolve
estudantes iniciantes a pesquisa. Esses estudantes podem ter contato ndo somente
com estudos especializados em cada area, mas com uma visao holistica de novas
tendéncias e possibilidades na grande area da Biologia.

Boa leitura a todos!

José Max Barbosa De Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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CAPITULO 6

IDENTIFICAQAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
VOLATEIS DE Ocimum sp. E DETERMINACAO DO
SEU POTENCIAL ANTIOXIDANTE PELO METODO

Carla Larissa Costa Meira
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
Departamento de Ciéncias e

Tecnologias. Jequié — BA

Juliana Lago Leite

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
Departamento de Ciéncias e Tecnologias
Jequié — BA

Vilisaimon da Silva de Jesus

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
Departamento de Ciéncias e

Tecnologias. Jequié — BA
Djalma Menezes de Oliveira

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
Departamento de Ciéncias e Tecnologias

Jequié — BA
Rosane Moura Aguiar

Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
Departamento de Ciéncias e

Tecnologias. Jequié — BA

RESUMO: O género Ocimum, pertencente
a familia Lamiaceae, compreende mais de
64 espécies herbaceas e subarbustivas
encontradas em regides tropical e subtropical
da Africa, América Central e do Sul. As plantas
deste género sao conhecidas popularmente,
como alfavaca e manjericao, representando
uma rica fonte de Oleos essenciais, empregados
na industria alimenticia, na perfumaria e na
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DO RADICAL ABTS

fabricacdo de cosmeéticos. A maioria dessas
espécies sao historicamente empregadas
na medicina popular contra tosses, dores
de cabeca e bronquite, além do uso para
tratamento de reumatismos e paralisias.
Estudos das atividades farmacolégicas de
Ocimum gratissimum, permitiram a sua insercao
na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, criada pelo Ministério da Saude
do Brasil. Sendo assim, este trabalho visa
a determinacdo dos constituintes quimicos
volateis de Ocimum sp. e a determinacdo do
seu potencial antioxidante frente ao sequestro
do cétion radical ABTS. A coleta do espécime
em estudo foi realizada na regiao de Poco
Dantas, localizada no municipio de Jequié — BA
(sob identificacdo HUESB). O 6leo essencial
das folhas de Ocimum sp. foi obtido por
hidrodestilagdo num aparelho de Clevenger
modificado.Aidentificacdo dos seus constituintes
volateis foi realizada por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM) por comparagdo com indices de
retencdo de padrdes de hidrocarbonetos e
pelas analises dos respectivos espectros de
massas. O estudo dos constituintes volateis
de Ocimum sp. permitiu a identificacdo de 10
constituintes quimicos, sendo os 4 majoritarios:
limoneno, cénfona, trans-p-menta-2,8-dien-1-
ol e cis-p-menta-2,8-dien-1-ol, pertencentes a
classe dos monoterpenos, totalizam 78,85%
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da composicao total do 6leo essencial. A atividade de sequestro do radical ABTS,
expressa em umol de Trolox/g de amostra, foi calculado através da equacao da reta de
uma curva padrao de Trolox. O 6leo essencial de Ocimum sp. apresentou 194,01 umol
de Trolox/g, frente ao padrao BHT 4.125 umol de Trolox/g. A atividade antioxidante
frente ao sequestro do cation radical ABTS determinou consideravel concentracao de
equivalentes de Trolox/g, com valores bem proximos aos relatados na literatura.
PALAVRAS-CHAVE: Ocimum sp., atividade antioxidante, monoterpeno

IDENTIFICATION OF THE VOLATILE CHEMICAL CONSTITUENTS OF Ocimum sp.
AND DETERMINATION OF ITS ANTIOXIDANT POTENTIAL BY THE ABTS RADICAL
METHOD

ABSTRACT: The genus Ocimum, belonging to the Lamiaceae family, comprises more
than 64 herbaceous and sub-shrub species in tropical and subtropical regions of Africa,
Central and South America. Plants of this genus are known, such as “alfavaca” and
“manjericao”, representing a rich source of essential oils, the food industry and the
production of cosmetics. The popular forms of drug use are historically employed in
folk medicine, headaches and bronchitis, in addition to treatment for rheumatism and
paralysis. Studies of the pharmacological activities of Ocimum gratissimum allowed its
insertion in the National Relation of Medicinal Plants and Phytotherapics, created by the
Brazilian Ministry of Health. Therefore, this work aims at the determination of the volatile
compounds of Ocimum sp. and its antioxidant potential against ABTS radical cation
sequestration. The specimen was collected in the Pogo Dantas region, located in the
municipality of Jequié - BA (under identification HUESB). The essential oil of the leaves
of Ocimum sp. was obtained by hydrodistillation in a modified Clevenger apparatus.
The identification of its volatile constituents was performed by Gas Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (GC-MS) by indication with retention of hydrocarbon
standards and by the respective doses of its mass spectra. The study of the volatile
constituents of Ocimum sp. The 10 chemical constituents were identified, the 4 main
ones being limonene, canfona, trans-p-menta-2,8-dien-1-ol and cis-p-menta-2,8-dien-
1-ol, belonging to the class of monoterpenes, total 78.85% of the total essential olil
composition. A sequestering activity of the ABTS radical, expressed in umol Trolox/g
sample, was calculated by the equation of the line of a standard Trolox curve. The
essential oil of Ocimum sp. presented 194.01 umol of Trolox/g, compared to the BHT
standard of 4125 umol of Trolox/g. An antioxidant activity against the ABTS radical
cation sequestration determined the amount of Trolox/g equivalents, with values very
similar to those reported in the literature.

KEYWORDS: Ocimum sp., antioxidant activity, monoterpene

11 INTRODUCAO

Associada a grande contribuicéo histérica do uso das diversas espécies vegetais,
estudos cientificos evidenciam que as plantas compreendem uma rica fonte de
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substancias bioativas de grande aplicabilidade, tanto na investigagdo de substancias
com potencial farmacol6gico, quanto no setor de nutricdo e condimentos.’

O estudo da composicao quimica de amostras vegetais implica numainvestigacéo
de matrizes com grande complexidade, devido a presenca dos diferentes compostos
qguimicos, pertencentes aos diversos grupos dos metabdlitos secundarios. Estes, por
sua vez, abrangem substéncias de grande variabilidade estrutural, tais como terpenos,
lignanas, alcaloides, flavonoides e polifenois, as quais sdo atribuidas atividades
antioxidante, anti-inflamatoria, antifungica, bactericida, entre outras. As classes de
substéancias produzidas, bem como os seus respectivos percentuais, estdo diretamente
ligadas a fatores ambientais, nutritivos ou fisiolégicos, o que da origem a possivel
origem de quimiotipos dentro de uma mesma especie.’

Nainvestigac&o dos constituintes quimicos e compostos bioativos sdo empregados
procedimentos de separacao a fim de isolar, de acordo com as propriedades fisico-
quimicas, as diferentes classes de compostos. Com isso, 0 estudo de uma planta
medicinal da-se por meio da analise dos constituintes de baixo peso molecular e
volateis, que estao presentes nos 6leos essenciais, € aqueles de alto peso molecular
e ndo-volateis, presentes nos extratos organicos.

O género Ocimum, pertencente a familia Lamiaceae, compreende mais de 64
espécies herbaceas e subarbustivas encontradas em regides tropical e subtropical da
Africa, América Central e do Sul. As plantas deste género sdo conhecidas popularmente,
como alfavacas e manjericdes, representando uma rica fonte de Oleos essenciais,
empregados na industria alimenticia, na perfumaria e na fabricacao de cosméticos.?2 A
maioria dessas espécies sao historicamente empregadas na medicina popular contra
tosses, dores de cabeca e bronquite, além do uso para tratamento de reumatismos e
paralisias, além das atividades bactericida, larvicida e repelente de insetos. Estudos
das atividades farmacoldgicas de Ocimum gratissimum, permitiram a sua insergao
na Relacéo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, criada pelo Ministério da
Saude do Brasil.?

As plantas desse género apresentam grande variabilidade no perfil quimico e acéo
biolégica de seus 6leos essenciais. Tem-se reportado a agao antioxidante, germicida,
fungicida, antimalarial e repelente de insetos. A composicao quimica diversificada
garante as diferencas nas potencialidades e aplicabilidades do Oleo essencial dessas
espécies. Registra-se a ocorréncia de dos constituintes quimicos: metil chavicol,
linalol, metil eugenol e metil cinnamato, para a espécie Ocimum brasilicum, com acao
antifungica.* Porém variagcOes de regido de cultivo permiti identificar um perfil quimico
para O. brasilicum formado por: limoneno, borneol e geranal, com acgao inibidora
sobre a-amylase, a-glucosidase. Outras publicagdes apresentam o quimiotipo para O.
gratissimum cuja composicao majoritaria € o linalol / eugenol e linalol / metil chavicol
56 O Oleo essencial de O. gratissimum com uma composicdo quimica identificada
por limoneno, trans-anetol, citronela e linalol demonstraram acéo inseticida, frente a

Spodoptera frugiperda.”
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Os estudos sobre radicais livres e o desenvolvimento de novos métodos para
avaliacdo de atividade antioxidante (AA) tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos. As descobertas do efeito deletério dos radicais livres sobre as células e
sua relacdo com certas doencas, agindo como causador ou agravante, impulsionou a
busca por novas substéncias capazes de prevenir ou minimizar os danos oxidativos
as células vivas. Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in
vitro de substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com
substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas
instrumentais.®

Um dos método espectrofotométrico de avaliacdo do potencial antioxidante
baseia-se na geracdo do cation radical ABTS™* pela oxidacao do ABTS (2,2-azino-
bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) pelo perssulfato de potassio, seguido de sua
redug¢do na presenca de um antioxidante doado de hidrogénio (FIGURA 1). Ainfluéncia
da concentragado do antioxidante e de seu potencial redutor durante a reacéo, resulta
na descolora¢do da solugdo e consequente diminuicdo da absorbéancia a 734 nm. O
que permite avaliar o potencial antioxidante de amostras de origem vegetal.

HO3S B 38
H
—_—
-+ +/L
N~ N /N\
= < NH

¢ ;\NJ ;\NJ

s S

ABTS™ ® 3H ® sH

FIGURA 1. Reacéo de reducéo do cétion radical ABTS

Sendo assim, este trabalho visa a identificagéo dos constituintes quimicos volateis
de Ocimum sp. por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM), bem a determinacédo do seu potencial antioxidante frente ao sequestro de céation
radical ABTS.

21 METODOLOGIAS APLICADAS PARA A EXTRACAO E IDENTIFICAGAO DOS
CONSTITUINTES VOLATEIS E DETERMINAGAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

A coleta do espécime em estudo foi realizada na regi&o de Poco Dantas,
localizada no municipio de Jequié — BA. Uma exsicata foi depositada no Herbario
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia. A espécie ainda se encontra em
processo de identificagdo. O 6leo essencial das folhas de Ocimum sp foi obtido por
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hidrodestilagdo, num aparelho de Clevenger modificado.

A analise dos seus constituintes volateis foi realizada por CG-EM, numa coluna
OV-5 e carreador de gas hélio, atuando com fluxo de 1,19mL/min com temperatura
do injetor = 220 °C e do detector = 280 °C, empregando-se a temperatura inicial de
40°C e temperatura final de 280 °C. A identificacao foi realizada por comparacédo com
indices de retencao de padrbes de hidrocarbonetos (C8-C24) e pelas analises dos
respectivos espectros de massas (NIST-14).

A atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas de Ocimum sp. foi
determinada através da captura do cation radical ABTS, conforme descricdo de
metodologia*. Utilizou-se o trolox como padréo antioxidante e os resultados foram
expressos em termos da capacidade antioxidante do composto equivalente ao trolox,
expresso em valor de TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity - capacidade
antioxidante total do composto equivalente ao trolox). A solucéo do cation radical foi
preparada pela reacdo do ABTS 3,5 mM com persulfato de potassio 140 mM. Para
completa reacéo e estabilizacdo do radical, a solugédo radical ABTS permaneceu ao
abrigo de luz, a temperatura ambiente, por um periodo de 16 horas. Diluiu-se a solugcéo
de ABTS em etanol até obter uma absorbéancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm. A curva de
calibracdo do padrao trolox foi feita nas concentracdes de 1000, 750, 500, 250, 100,
10 e 1 yM. As concentragdes utilizadas para construgdo da curva de calibracéo para
capacidade antioxidante doa amostra foram feitas nas concentracdes de 100, 10 e 1
pg/mL.°

Em ambiente escuro foi transferida uma aliquota de 30 pL de cada solugéao
padréo, para tubos de ensaio e adicionados 3,0 mL da solug¢ao do cation radical ABTS.
As absorbancias foram medidas a 734 nm ap0s 6 min de reacéo, utilizando-se o etanol
como branco. Realizou-se 0 mesmo procedimento para as solu¢des contendo o Oleo
essencial. A atividade em capturar o cétion radical ABTS foi expressa em pyM trolox/g
Oleo essencial, obtida a partir das equagdes das retas das curvas: concentracao de
trolox versus absorbancia e concentragcdo da amostra versus absorbancia.®

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do Oleo essencial apresentou o rendimento de 3,5%, em relagdo
a massa de folhas empregadas no processo. O rendimento observado para o Oleo
essencial das folhas de O. selloi, nativa do Brasil, entre 0,2 a 0,25% e para O.
gratissimum, o rendimento varia entre 0,6 e 1,0%.%

A analise do cromatograma de ions totais, FIGURA 2, permitiu a identificacédo de
dez constituintes, destacando-se os quatro majoritarios, representados na TABELA 1.

Debate e Reflexdo das Novas Tendéncias da Biologia Capitulo 6




@
=
g
g

=

8.0+
7.01
6.0+
5.4
4.04
3.01
2.04
1.0

0.0

E

50

75 100 125 15.0 175 200 25 250 215 300
FIGURA 2. Cromatograma de ions totais do 6éleo essencial de Ocimum sp.
Nome Estrutura IK' %A? %S?
Ha 1042 44.89 80
Limoneno
Hso/\cH2
HaC OH 1054 8.78 95
Trans-p-Menta-2,8-dien-1-ol
1022 9.64 96
Cis-p-Menta-2,8-dien-1-ol
HeG \Ha cH, 1074 15.54 95
Cénfora ©

TABELA 1. Constituintes majoritarios presentes no 6leo essencial de Ocimum sp.

1. indice de Kovats calculado. 2. Percentual em area realtivo. 3. Percentual de similaridade

biblioteca NIST 14.

A analise da composi¢ao quimica correlaciona-se ao registrado para o Ocimun

americanun que, assim como a espécie em estudo, é rica em monoterpenos,

monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos, compostos alifaticos e fenilpropanoides.®

Esta, por sua vez, apresenta como constituintes majoritarios o limoneno (24,0%), linalol

(10,6%), (E)-cinamato de metila (17,0%) e carvona (8,6%). Sinalizando, a espécie em

estudo, como um possivel quimiotipo da espécie.

A TABELA 2 apresenta uma comparacdo entre os constituintes quimicos de

Ocimum sp. e O. americanum, evidenciando a similaridade na composi¢cdo quimica

das duas espécies. Vale ressaltar que o O. americanum € a Unica espécie do género
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que apresenta o limoneno como constituinte majoritario, reforcando o direcionamento
para a elucidacéo da espécie em estudo.

Constituintes Ocimum sp. O. americanum
Limoneno 44.89 24,00
Eucaliptol 4.00 Ausente
Trans-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 8,78 Ausente
Cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 9,64 Ausente
(-)-Céanfora 15.54 0,1
Trans-Carveol 2.97 0,5

Carvona 2.84 8,6

Acetato de bornila 2.79 Tracos

TABELA 2. Comparacgéao da constituicdo quimica do 6leo essencial de Ocimum sp. e O.
americanum’

O espectro de massas da FIGURA 3, traz dados espectrométricos do pico de
maior intensidade no cromatogramas de ions totais, referente ao composto limoneno,
evidenciado pela presenca do ion molecular m/z 136. Observa-se no espectro mostra
ainda o pico em m/z 121, referente a perda do grupo metila, enquanto que o pico
em m/z 93, pode ser decorrente da estrutura C_H.* que € formada por isomerizagéo,
seguida de clivagem alilica. O aparecimento do pico em m/z67 é atribuido ao fragmento
C,H_*resultante de clivagem alilica, enquanto que o pico em m/z 68 (C,H,*), pode ser
decorrente da quebra das ligagdes carbono-carbono semelhantemente a reacéo retro
Diels-alder, o qual € comum em alquenos ciclicos, sendo que resulta ainda numa
molécula neutra, conforme demonstrado na FIGURA 4.2

+
\ -
(Lo,otm N . o
1'&_ /\ 68 cgl;o é"’-
] cH,' . ;
05 ;9 ! o CH,," Coblis u 3{:/§CH
| 4 5 107 21 1%
] 51‘ 63 n ‘ 7} ‘ ‘ ‘ 105 17 134
Ooil N ‘M | ‘ [ “ ‘\1‘ ‘ | I | ‘\‘ I“ I | ‘
40 50 70 80 0 100 110 120 130 140

FIGURA 3. Espectro de massas do constituinte majoritario: Limoneno.
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FIGURA 4. Sugestéao de fragmentagéo EM do limoneno por retro Diels-Alder.

A atividade de sequestro do cation radical ABTS, FIGURA 5, expressa em pmol
de Trolox/g de amostra, foi calculado através da equacao da reta de uma curva padréao
de Trolox. O 6leo essencial de Ocimum sp. apresentou 194,01 umol de Trolox/g, frente
ao padrao BHT 4.125 umol de Trolox/g, em compracao ao dado da literatura onde para
o 6leo essencial de O. basilicum observa-se um potencial antioxidante de 10,8 mmol
de trolox/g. O 6leo essencial de O. amrericanum, com uma composi¢cao quimica similar
ao encontrado neste trabalho foi relatada com efeito inibitério sobre a germinacao de
sementes e desenvolvimento de plantas competidoras.'®

41 CONCLUSAO

O estudo dos constituintes volateis de Ocimum sp. permitiram a identificacéo
de 10 constituintes quimicos, sendo que os 4 majoritarios, pertencentes a classe dos
monoterpenos, totalizam 78,85% da composicao total do 6leo essencial. A atividade
antioxidante frente ao sequestro de cation radicais ABTS determinou consideravel
concentracéo de equivalentes de Trolox/g, com valores bem préximos aos relatados
na literatura.
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