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RESUMO GERAL

No primeiro artigo, objetivou-se avaliar o crescimento vegetativo de M.
piperita cultivada sob diferentes disponibilidades hidricas, bem como sua
influéncia no acimulo composicao quimica e atividade antioxidante in vitro do
6leo essencial, foram quatro tratamentos: (T1) 100-85% da capacidade de campo
(CC); (T2) 80-65% da CC; (T3) 60-45% da CC; (T4) 40-25% da CC, com cinco
blocos. As plantas foram mantidas na CC por 30 dias e sob tratamento por 40
dias. Avaliou-se o crescimento vegetativo, além do 6leo essencial das folhas o
qual foi extraido por hidrodestilagdo, analisado por CG-FID e CG-EM e
quantificado seu potencial antioxidante. Ao nivel de 40% da CC houve redugdo
significativa do aporte de MSF em 31% e MSC em 15,6%, alterando também a
composicdo quimica do 6leo essencial. Ao nivel de 40% de umidade ocorreu
elevacdo da capacidade antioxidante total e aos 80% elevacao do poder quelante
dos 6leos. No segundo artigo, objetivou-se quantificar os compostos fenélicos
totais e comparar o potencial antioxidante in vitro de extratos agquosos e
hidroalcodlicos de M. piperita, M. villosa e M. rotundifolia. Os extratos aquosos
foram preparados sob-refluxo durante 60 minutos na concentracdo de 5%. Os
extratos hidroalcoolicos foram preparados por sonicacdo com etanol 70% por
30min na concentracao de 5%. As quantificacBes de fendlicos totais, flavonoides
e dihidroflavonoides foram realizadas por espectrofotometria. A atividade
antioxidante foi avaliada por meio dos métodos de atividade antioxidante total
pela reducdo do molibdato de amdnio, poder quelante, poder redutor, atividade
de eliminacdo de radicais livres (ABTS e DPPH). Independente da espécie de
Mentha e do liquido extrator, os teores de compostos fenolicos, flavonoides e
dihidroflavonoides foram maiores nas folhas que nos caules. Correlacdo positiva
entre os teores de compostos fendlicos e as respostas de atividade antioxidantes
in vitro foram mais acentuadas nos extratos hidroalcodlicos das folhas. As
maiores atividades antioxidantes foram registradas em extratos hidroalco6licos
de folhas das mentas.

Palavras-chave: Mentha. Défice hidrico. Compostos fendlicos. Atividade
antioxidante.



GENERAL ABSTRACT

In the first article aimed to evaluate the vegetative growth of M. piperita
grown under different water availability, as well as its influence on the chemical
composition accumulation and antioxidant activity in vitro of the essential oil
were 4 treatments: (T1) 100-85% capacity field (CC); (T2) 80-65% DC; (T3)
60-45% of C; (T4) 40-25% of CC with 5 blocks. The plants were maintained for
30 days in DC and under treatment for 40 days. Evaluated the vegetative growth
beyond the essential oil from the leaves which was extracted by
hydrodistillation, analyzed by GC-FID and GC-MS and quantified its
antioxidant potential. At the 40% level of DC there was a significant reduction
in the MSF input MSC 31% and 15.6%, also changing the chemical composition
of the essential oil. The level of 40% moisture was elevated total antioxidant
capacity and 80% increase of the chelating power of the oils. In the second
article aimed to quantify the total phenolics and compare the antioxidant
potential in vitro aqueous and hydroalcoholic of M. piperita, M. villosa and M.
rotundifolia. The aqueous extracts were prepared under reflux for 60 minutes at
a concentration of 5%. The hydroalcoholic extracts were prepared by sonication
in 70% ethanol for 30 min at 5% concentration. The quantification of total
phenolics, flavonoids and dihidroflavonoides were performed by
spectrophotometry. The antioxidant activity was evaluated by the total
antioxidant activity methods by reducing ammonium molybdate, chelating
power, reducing power, scavenging activity of free radicals (ABTS and DPPH).
Regardless of the kind of Mentha and liquid extractor, the content of phenolics,
flavonoids and dihidroflavonoides were higher in the leaves than in stems.
Positive correlation between levels of phenolic compounds and antioxidant
responses in vitro activity were more pronounced in hydroalcoholic extracts of
the leaves. The greatest antioxidant activities were recorded in hydroalcoholic
extracts of leaves of mint.

Key words: Mentha. Drought. Fendliocs compounds. Antioxidant activity.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Planta medicinal é uma nomenclatura atribuida as espécies vegetais
utilizadas com propositos terapéuticos, sejam elas cultivadas ou ndo, podem
ainda ser consideradas como plantas medicinais espécies as quais apresentem
uma histéria de uso tradicional como agente terapéutico (BRASIL, 2014;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2003).

As plantas medicinais produzem ampla diversidade de compostos
organicos que ndo tém funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento.
Essas substancias sdo conhecidas como produtos secundarios ou metabolitos
secundarios, que tém funcdo ligada a ecologia da planta, isto é, ao
relacionamento da planta com o meio ambiente (TAIZ; ZEIGER, 2013). Essas
substancias sdo produzidas pela resposta dos vegetais a estimulos ambientais
bastante varidveis, de natureza fisica, quimica ou bioldgica. Fatores tais como
fertilidade e tipo do solo, umidade, radiacdo solar, temperatura dentre outros,
podem influenciar e alterar a composicdo gquimica dos vegetais (BARREIRO;
MANSUR, 2001).

O défice hidrico é caracterizado como um dos mais importantes fatores
que afetam o crescimento e o metabolismo das plantas (XU; ZHOU; SHIMIZU,
2010). Nos ultimos anos, houve um aumento no interesse em compreender o
modo com que as plantas adaptam-se a ambientes adversos. Estas adaptacdes
podem envolver os metabolismos primario e secundario das plantas, alterando
assim o crescimento e a concentragdo dos metabdlitos secundarios como
resposta a fatores ambientais (DEY; HARBORNE, 2000).

A baixa disponibilidade de 4gua é muitas vezes associada ao aumento

dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como o anion
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superdxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (HO) e
oxigénio singleto (*0,). Em plantas, as EROS podem ser produzidas em
diferentes compartimentos celulares incluindo cloroplastos, mitocondrias,
membranas plasmaticas, peroxissomos, parede celular e apoplastos (SHAO et
al., 2008; SMIRNOFF,1993). Sdo consideradas subprodutos inevitaveis do
metabolismo aerébico sendo continuamente produzidos e removidos das células
por mecanismos antioxidativos enzimaticos e ndo enzimaticos (MITTLER,
2002; ZHU; LIANG; HAN, 2009). Plantas submetidas a estresse ambiental
evoluem um complexo e eficiente sistema antioxidante capaz de neutralizar os
efeitos prejudiciais das EROS (ZHU; LIANG; HAN, 2009).

Um antioxidante é qualquer substancia capaz de retardar ou impedir
danos devidos a oxidacdo estando presente em pequenas concentracdes, quando
em comparacdo com o0 agente oxidante (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT;
PONGSAWATMANIT, 2007).

O presente trabalho teve dois objetivos. No primeiro, objetivou-se
avaliar o crescimento vegetativo de M. piperita cultivada sob diferentes
disponibilidades hidricas, bem como sua influéncia no acumulo composicao
quimica e atividade antioxidante in vitro do O6leo essencial. No segundo,
objetivou-se quantificar os compostos fendlicos totais e comparar o potencial
antioxidante in vitro de extratos aquosos e hidroalcodlicos de M. piperita, M.

villosa e M. rotundifolia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Mentha

Lamiaceae é uma importante familia botanica com cerca de 230
géneros, alguns dos quais tém sido usados ha séculos na medicina tradicional.
Um dos géneros mais importantes da familia Lamiaceae, o Mentha, abrange
espécies distribuidas em todo o mundo, com especial abundancia em regides
temperadas da Eurasia, Australia e Africa do Sul (DORMAN et al., 2003;
KRZYZANOWSKA et al., 2011). As plantas desse género sdo encontradas em
ambientes diferentes, embora preferencialmente crescam em locais imidos ou
encharcados. As espécies de Mentha sdo, principalmente, de crescimento perene
atingindo de 10 - 120cm de altura, com caules eretos e ramificados. Apresentam
flores de branco a roxas, frutos com pequeno nimero de sementes (AFLATUNI
et al., 2005; BRICKELL; TREVOR, 2002) e tem folhas geralmente opostas aos
pares com cores diversas.

As espécies de Mentha tém como principal componente ativo os 6éleos
essenciais, que sdo relatados como os compostos que lhes conferem as suas
propriedades terapéuticas (KUMAR et al., 2011). Diferentes espécies de Mentha
mostram alto polimorfismo na morfologia, e podem, por esse motivo, variar no
seu teor e composicdo de dleo essencial (CHAUHAN et al., 2009). Varios
autores descrevem em estudos a variagdo na composi¢do do 6leo essencial de
Mentha e os diversos constituintes quimicos encontrados, a exemplo da M.
longifolia (L.) Huds. apresentando carvona (55%) e limoneno (20%) como
componentes principais, enquanto outro tem cultivar 6xido piperitenona (33%),
1,8-cineol (24%) e trans-piperitona (17%) (KOLIOPOULOS et al.,, 2010).
Mentol (41%) e mentona (24%) em M. piperita L. emend. Huds.
(SAMARASEKERA; WEERASINGHE; HEMALAL, 2008). No 6leo essencial
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de M. pulegiumL. foi reportada a presenga de iso-Mentona, isopulegona, o-
pineno (AZ1Z; ABBASS, 2010) e ciclohexanona, 8-hidroxi-3-4(5)-p-methen-3-
one, 3-octanol,d-limoneno (RIM; JEE, 2006). A Figura 1 demonstra a rota

biossintética dos monoterpenos majoritarios dos 6leos essenciais de espécies de

Mentha.
N

(+)-oxido de piperitona piperitanona (+)-piperitona

o GG

{-;-limonena (--rans-isopiperitenol (-}- |sup|pernanuna(+) cis -isopulegona

cis- e trans- oxidos de piperitona=—

(-)}-frans-carveol {-Fmentol (-)-mentona (#)-pulegona  (+)-isomentona
0 6 /
= oK : OH ToH
//_\-\.
= ) .
(-}-carovona {+)-neomental O {+}-neoisomentol  (+)}-isomentol
(+}mentofurano

Figural Biossintese dos monoterpenos majoritarios constituintes do género
Mentha

Fonte: (MIMICA-DUKIC; BOZIN, 2008).
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2.1.1 Mentha piperita L.

As plantas de Mentha x piperita sdo perenes de crescimento rapido e
facil, possuem ramos quadriculares de coloragdo verde-escura, 0S roxo
purpureas, semieretos ou ramificando-se por mais de 50cm. Possuem folhas
pequenas e opostas, eliptico-acuminadas, denteadas, pubescentes e muito
aromaticas (LORENZI; MATOS, 2008). Mentha x piperita é um hibrido estéril
de Mentha x spicata e Mentha x aquatica da familia Lamiaceae, primeiramente
cultivadas na bacia do Mediterraneo e produzidas comercialmente na Inglaterra
no final do século XVII(LAWRENCE, 2006).

A horteld-pimenta (Mentha piperita L.) esta entre os mais populares
ingredientes de chas. Varios efeitos benéficos tém sido atribuidos a utilizacdo de
hortela-pimenta. A lista de acdes fisiologicas baseadas em modelos in vitro e em
animais e estudos em humanos incluem acgdes antioxidante, antitumoral,
antimicrobiana, antialérgico e imunomoduladores além de beneficios para o trato
digestivo. (LV et al., 2012; MCKAY; BLUMBERG, 2006). A espécie também &
fonte de um dos mais populares 6leos essenciais, com diversas aplicagdes nas
indistrias de alimentos, cosmética e farmacéutica. Os mais importantes
constituintes do 6leo de hortela-pimenta sdo: mentol, mentona, mentofurano,
acetato de mentila e pulegona (AFLATUNI, 2005).

Ha relatos na literatura que afirmam que a infusdo de horteld-pimenta
pode conter apenas 21% do 6leo essencial original da planta, enquanto que 75%
do teor inicial de polifendis sdo extraidos (DUBAND et al., 1992). Por esta
razdo, a aten¢do deve ser focada em compostos polares, tais como compostos
fendlicos que sdo mais estaveis durante a ebulicdo e armazenamento (MIMICA-
DUKIC; BOZIN, 2008).
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2.1.2 Mentha villosa Huds

Mentha villosa Huds. é uma planta aromatica que se caracteriza de um
hibrido de M. spicata L. e M. suaveolens, comumente utilizada na medicina
popular brasileira (LAHLOU et al., 2001).Popularmente conhecida como
horteld-comum, horteld de tempero, horteld-rasteira ou mentrasto (RADUNZ,
2004). Tem sido relatado o uso dessa espécie contra amebiases, giardiases,
tricomoniases urogenitais e esquistossomose, dentre outras atividades
farmacoldgicas (LAHLOU et al., 2001; MONTE; OLIVEIRA, 2001; SOUSA et
al., 1997). As folhas sdo usadas para a preparacdo de infusdes eficazes no
tratamento da colica menstrual e diarreia, problemas estomacais e estados de
ansiedade (TELES et al., 2013).

O ¢leo essencial de Mentha villosa é composto, em sua maior parte, por
monoterpenos em até 90%. Os compostos mais encontrados sdo: o-pineno, B-
sabineno, B -pineno, B - myrceno, limoneno, eucaliptol, borneol, rotundifolona e
Oxido de piperitona, este dois ultimos sendo descritos como componentes
majoritarios dos Oleos (LIMA et al., 2014; TELES et al., 2013). O 6xido de
piperitona encontrado nesta espécie foi relacionado as atividades antinociceptiva
(SOUSA et al., 2009), cardiovasculares (GUEDES et al., 2004; LALHOU et al.,
2001), analgésicas e relaxantes (ALMEIDA et al., 1996; SOUSA et al., 1997).

2.1.3 Mentha rotundifolia

Mentha rotundifolia é um hibrido entre Mentha longifolia e Mentha
suaveolens Ehrh., cujo 6leo essencial tem sido objeto de varios estudos
(LORENZO et al., 2002).

Segundo Derwich et al. (2009), Mentha rotundifolia possui como

compostos principais em seu 6leo essencial o mentol em alta concentracéo, além



20

de mentona, acetato de mentila, mentofurano, 6xido de piperitona, acetato de
linalil, neomentol, piperitona, isomentona, 1,8-cineol, linalol, limoneno,
geraniol, mirceno, acetato de geranil e hidrato de trans-sabineno.

Muitos quimiotipos sdo relatados. Um deles é particularmente rico em
Oxido de piperitona, um monoterpeno oxigenado potencialmente responsavel por
efeitos cardiovasculares, agentes antibacterianos e antiflngicos, repelentes e
retardadores da reproducdo do vetor da malaria (Anopheles stephensi)
(DAMIEN et al., 2003; TRIPATHI et al., 2010).

De acordo com Bremnes (2002), a M. rotundifolia tem sido usada por
seus sabores na culinaria, na medicina popular como antisséptico e como agente

antimicrobiano.
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3 METABOLISMO SECUNDARIO

As plantas produzem ampla diversidade de compostos orgéanicos que
ndo tém funcdo direta no seu crescimento e desenvolvimento. Essas substancias
sdo conhecidas como produtos secundarios ou metabolitos secundarios, que tém
funcdo ligada a ecologia da planta, isto é, ao relacionamento da planta com o
meio ambiente (KAYS, 1991). De acordo com Taiz e Zeiger (2013), os
metabolitos secundéarios podem ser divididos em trés grupos principais:
terpenoides, compostos fenolicos e compostos nitrogenados. Essas substancias
sdo produzidas pela resposta dos vegetais a estimulos ambientais bastante
variaveis, de natureza fisica, quimica ou bioldgica. Fatores tais como fertilidade
e tipo do solo, umidade, radiacdo solar, vento, temperatura e poluicdo
atmosférica, dentre outros, podem influenciar e alterar a composi¢do quimica
dos vegetais (BARREIRO; MANSUR, 2001).

A composi¢do gquantitativa e qualitativa dos metabolitos secundarios das
plantas é alterada acentuadamente durante as fases de crescimento. Sua
producdo varia de acordo com a idade das plantas, o estado reprodutivo, efeito
das estacdes ou horas do dia e com as condi¢cbes de cultivo (CASTRO et al.,
2010). InformacBes sobre o efeito de condigdes ambientais no metabolismo
secundario das plantas sdo derivadas principalmente de esforcos da pesquisa
para maximizar a producdo de constituintes ativos de espécies medicinais e
aromaticas (DEY; HARBONE, 2000).



22

4 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUGCAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

A producdo e variabilidade de metabolitos secundarios em plantas
podem ser demonstrados sob diferentes condicGes de luz, temperatura, niveis de
nutricdo e umidade do solo (LIMA et al., 2003). Os metabdlitos secundarios
representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente circundante,
portanto, sua sintese é frequentemente afetada por estas principais condi¢des
ambientais (KUTCHAN, 2001).

A época em que uma planta medicinal € coletada é um dos fatores de
maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos
constituintes ativos ndo é constante durante o ano (GOBBO-NETO; LOPES,
2010). Variacdes sazonais no conteldo de praticamente todas as classes de
metabolitos secundarios, como 6leos essenciais (SCHWOB et al., 2004), &cidos
fendlicos (ZIDORN; STUPPNER, 2001) e flavonoides (BROOKS; FEENY,
2004) sdo relatados.

A 4gua é um dos fatores ambientais determinantes da diversidade
produtiva dos vegetais. A sua importancia para as plantas reside no fato de que
todas as atividades metabolicas das células sdo afetadas direta ou indiretamente
pelo nivel de hidratacdo (FERREIRA, 1992). Segundo alguns autores a
deficiéncia hidrica promove um acimulo maior de metabdlitos secundarios na
maior parte das espécies estudadas (FARRANT, 2000; OLIVER et al., 2001).
Abreu e Mazzafera (2005) estudaram o cultivo de Hypericum brasiliense sob
défice hidrico e demonstraram que ndo so a concentracdo, mas o contetdo total
de compostos fendlicos foi muito superior nas plantas cultivadas sob menores
disponibilidades de agua.

O aumento nos teores de terpenos com reducdo dos niveis de umidade é

evidenciado nos trabalhos de Nowak et al. (2010), Manukyan (2011) Selmar e
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Kleinwachter (2013), Meira (2013). Ramakrishna e Ravishankar (2011)
relataram que as concentracfes dos varios produtos naturais secundarios sao
fortemente dependentes das condi¢bes de cultivo e das vias metabdlicas
responsaveis pela producdo e acumulagdo dos mesmos. A resposta ao estresse é
induzida quando este chega a niveis celulares, os metabélitos secundarios estdo
ligados a protegdo de fungdes vitais em resposta ao estresse bidtico e abittico.
Compostos secundarios como as quinonas, polidis, flavonoides, fendis e
carotenoides estdo envolvidos nas respostas antioxidantes durante a deficiéncia
hidrica. Um dos principais mecanismos moleculares de dano as células sensiveis
a deficiéncia hidrica é o ataque de radicais livres a fosfolipidios, DNA e
proteinas (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001; OLIVER et al., 2001).
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5 COMPOSTOS ANTIOXIDANTES E SEUS EFEITOS

De ocorréncia natural, os compostos fendlicos sdo uma classe de
compostos secundarios de plantas com diversos efeitos fisioldgicos os quais
promovem muitos beneficios para a saude. Na dieta humana, eles estdo mais
concentrados em frutas, legumes, vinhos, chas, etc. Diversos chas sao uma boa
fonte de polifendis e continuam a ser uma das maneiras mais comuns para
adicionar os fendlicos a dieta regular (PEREZ-JIMENEZ et al., 2010). Um
antioxidante é qualquer substancia capaz de retardar ou impedir danos devidos a
oxidacdo, estando presente em pequenas concentracfes, quando em comparagado
com 0 agente oxidante (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT;
PONGSAWATMANIT, 2007).

Neves et al. (2009) afirmaram que a propriedade de doador de elétrons
gue os compostos antioxidantes apresentam, permite a modulacdo do processo
oxidativo no organismo,pois proporcionam um ambiente celular redutor, de
forma a inibir o efeito dos radicais livres, impedindo o aparecimento de danos
celulares.

Existem varias classes de compostos com capacidade em sequestrar
radicais livres, dentre eles encontram-se 0s compostos fenolicos e 0s
flavonoides. Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na
natureza, mais de 8.000 compostos fenolicos ja foram detectados em plantas,
esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em
doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais
intermediarios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do
alimento, particularmente de lipidios (BRAND-WILLIAMS, 1995).

Em espécies de Mentha os compostos fendlicos sdo associados a
diversos efeitos farmacoldgicos (PEREIRA; CARDOSO, 2013). Estes efeitos

incluem a capacidade antioxidante, que foi descrito para M. piperita, M.
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dalmatica e M. spicata (DORMAN et al., 2003; LOPEZ et al., 2007), a
capacidade antitumoral, que foi relatado para M. spicata e M. piperita L.
(ARUMUGAN; RAMAMURTHY; RAMESH, 2010; YI; WETZSTEIN, 2011),
a acdo neuroprotetora relatado para M. piperita e M. aquética (LOPEZ et al.,
2010; OLSEN et al., 2008) e as atividades anti-inflamatorias para M. aquatica
(CONFORTI et al., 2008).
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6 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve dois objetivos. No primeiro, objetivou-se
avaliar o crescimento vegetativo de M. piperita cultivada sob diferentes
disponibilidades hidricas, bem como sua influéncia no acimulo de composi¢édo
quimica e atividade antioxidante in vitro do Oleo essencial. No segundo,
objetivou-se quantificar os compostos fenodlicos totais e comparar o potencial
antioxidante in vitro de extratos aquosos e hidroalcodlicos de M. piperita, M.

villosa e M. rotundifolia.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar o crescimento vegetativo de Mentha piperita
cultivada sob diferentes disponibilidades hidricas e determinar o teor, a
composicado quimica e a atividade antioxidante do seu 6leo essencial. As
plantas foram propagadas por microestacas de plantas matrizes do Horto
Medicinal da UFLA. As mudas foram transplantadas para vasos de 5L
contendo solo e esterco bovino. Os tratamentos foram constituidos por
quatro niveis de umidade: (T1) 100-85% da capacidade de campo (CC);
(T2) 80-65% da CC; (T3) 60-45% da CC; (T4) 40-25% da CC, com cinco
blocos, sendo que cada parcela experimental foi composta por cinco
plantas. As plantas foram mantidas na capacidade de campo por 30 dias e
sob tratamento por 40 dias. Apos esse periodo todas as partes das plantas
foram desidratadas e submetidas a avaliagcbes de crescimento vegetativo.
O dleo essencial das folhas foi extraido por hidrodestilagdo, analisado por
CG-FID e CG-EM e avaliado seu potencial antioxidante. As matérias
secas de folha e caule reduziram no menor nivel de capacidade de campo
e a matéria seca da raiz aumentou. O défice hidrico alterou
significativamente a composi¢do quimica quantitativa do 6leo essencial.
O défice hidrico elevou a capacidade antioxidante total e poder quelante
dos Oleos, mas ndo houve variacdo significativa na capacidade de
eliminacdo de DPPH.

Palavras-chave: Mentha. Défice hidrico. DPPH. Poder quelante.
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1 INTRODUCAO

A Mentha piperita (horteld-pimenta) é um hibrido estéril da
Mentha x spicata e Mentha x aquatica pertencente a familia Lamiaceae.
E fonte de um valioso 6leo essencial usado para dar o sabor de hortel a
varios produtos, fragréncias e produtos farmacéuticos. Sua producdo e
consumo estdo em pleno crescimento ao longo das ultimas décadas
(LAWRENCE, 2006). Varias atividades biologicas, baseadas em modelos
in vitro, em animais e em humanos, tém sido atribuidos a Mentha
piperita, incluindo agdes antioxidante, antitumoral, antimicrobiana e
antialérgica (LV et al., 2012; SINGH; SHUSHNI; BELKHEIR, 2015).

Devido a sua utilizagdo industrial, essa espécie tem uma grande
importancia econémica. De acordo com a FAO/ONU (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS,
2010), a producdo mundial de M. piperita foi de aproximadamente 81.241
toneladas, sendo a Africa o maior produtor (71.880 toneladas),
representando 89% da producéo. De acordo com Bizzo, Hovell e Rezende
(2009), o Oleo essencial da Mentha piperita é o0 quinto mais
comercializado no mundo.

Os constituintes quimicos principais do éleo de hortela-pimenta
sdo mentol, mentona, mentofurano, acetato de mentila e pulegona.
Embora, os teores desses constituintes quimicos sejam variaveis,
conforme a localizacdo geografica do cultivo ou o resultado da
combinacdo de diversos outros fatores, tais como genétipo, ontogenia,
luz, temperatura, 4gua e nutrientes (AFLATUNI, 2005).
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O défice hidrico é caracterizado como um dos mais importantes
fatores que limitam a produtividade agricola e desempenha um papel
importante na distribuicdo de espécies de plantas em diferentes tipos de
ambientes, além de afetar o crescimento e o metabolismo das plantas
(ASHRAF, 2010; XU; ZHOU; SHIMIZU, 2010). Nos ultimos anos,
houve um aumento no interesse em compreender o modo como as plantas
se adaptam a ambientes adversos. Estas adaptacfes podem envolver os
metabolismos primério e secundario das plantas, alterando assim o
crescimento e a concentracdo dos metabolitos secundarios como resposta
a fatores ambientais (DEY; HARBORNE, 2000). Conforme Saeidnejad et
al. (2013), as respostas fisiologicas e metabdlicas de diversas culturas em
ambientes secos tém sido bem estudadas, mas estudos com plantas
medicinais e aromaticas séo escassos.

Segundo Selmar e Kleinwachter (2013), plantas expostas ao défice
hidrico tendem a aumentar as concentracdes de metabdlitos secundarios.
Estas variacOes sdo relatadas em quase todas as classes de metabdlitos tais
como fenois, terpenos, alcaloides, glicosideos cianogénicos e
glucosinolatos. Em condicdes de baixa disponibilidade hidrica, Melissa
officinalis (MEIRA et al., 2013) e Ocimum basilicum L. (RADACSI et
al., 2010), apresentaram maior producdo e teor de Oleo essencial.
Entretanto, a reducdo da disponibilidade de agua para Mentha spicata
resultou em menores rendimentos de 6leo essencial (OKWANY et al.,
2011).

A baixa disponibilidade de agua é, muitas vezes, associada ao
aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como o

anion superoxido (O), peréxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila
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(HO) e oxigénio singleto (*0,). Em plantas, as EROS podem ser
produzidas em diferentes compartimentos celulares incluindo
cloroplastos, mitocondrias, membranas plasmaticas, peroxissomos,
parede celular e apoplastos (SHAO et al., 2008; SMIRNOFF,1993). Séo
considerados subprodutos inevitaveis do metabolismo aerébico sendo
continuamente produzidos e removidos das células por mecanismos
antioxidativos enzimaticos e ndo enzimaticos (MITTLER, 2002; ZHU;
LIANG; HAN, 2009). Plantas submetidas a estresse ambiental evoluem
um complexo e eficiente sistema antioxidante capaz de neutralizar os
efeitos prejudiciais das EROS (ZHU; LIANG; HAN, 2009).

Objetivou-se avaliar o crescimento vegetativo de M. piperita
cultivada sob diferentes disponibilidades hidricas, bem como sua
influéncia no acumulo da composicado quimica e da atividade antioxidante

in vitro do 6leo essencial.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencgédo do material vegetal e condigdes de crescimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no
Departamento de Agricultura na Universidade Federal de Lavras
(DAG/UFLA).

As mudas foram obtidas por meio de microestacas de ponteira,
com aproximadamente 5cm, retiradas de plantas matrizes do Horto
Medicinal da UFLA. Estas foram cultivadas em bandejas com substrato
comercial Hortplant® por 15 dias em casa de vegetacdo, com irrigacao
constante. Apds o enraizamento foram transplantadas para vasos com
capacidade de 5L, contendo 4kg da mistura solo e esterco bovino na
proporcao 3:1. O solo utilizado foi coletado na camada de 0-20cm de
profundidade, de um Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico (SANTOS
et al., 2006), em Lavras, MG.

O periodo experimental foi de 70 dias, sendo que durante 30 dias
as plantas foram irrigadas com o volume de agua referente a capacidade
de campo (CC) em turnos de rega de 72h, para adaptacdo e para
possibilitar o crescimento mais uniforme das mudas. Em seguida, as
plantas de menta foram mantidas sob quatro niveis de capacidade de
campo. A CC foi determinada pelo método gravimétrico ap6s 72h de
drenagem (AZEVEDO NETO et al., 2010). Na colheita aos 70 dias, as
plantas foram separadas em caules, folhas e raizes e desidratadas em
estufa com circulacdo de ar forcado a 40°C + 2°C para a determinacdo da

matéria seca.
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Os tratamentos foram constituidos por quatro niveis de umidade:
(T1) 100-85% da CC; (T2) 80-65% da CC; (T3) 60-45% da CC; (T4) 40-
25% da CC), com cinco blocos, sendo que cada parcela experimental foi
composta por cinco plantas. Para as analises estatisticas dos dados,
utilizou-se o programa Sisvar, versdo 5.3 (FERREIRA, 2010). As médias
entre os tratamentos foram submetidas a analise de variancia, pelo teste F,

e comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
2.2 Extragéo, teor, rendimento e analises quimicas do 0leo essencial

Para extracdo do Oleo essencial, empregou-se 30g de folhas secas
de M. piperita que foram hidrodestiladas com um litro de agua, em
aparelho de Clevenger modificado, por 120 minutos. Os 0leos foram
separados por decantacdo e armazenados em frascos ambar com
capacidade de 2mL e mantidos sob refrigeracdo (4°C), até as analises
quimicas. O teor de 6leo essencial foi determinado e expresso em mg .
100g™ de matéria seca das folhas, assim como o rendimento que foi
expresso em g Kg™ de matéria seca de folhas.

As analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de
Fitoquimica do DAG/UFLA, preparando-se amostras compostas de
aliquotas equivolumétricas dos Oleos essenciais das repeticGes de cada
tratamento experimental.

As analises quantitativas do Oleo foram realizadas por
cromatografia em fase gasosa acoplado a um detector de ionizacdo em
chama de hidrogénio (CG-DIC) em um sistema Agilent® 7890A

equipado com coluna capilar DB-Wax (30m de comprimento x 0,25mm
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de didmetro interno x 0,25um de espessura do filme) (Agilent J&W).
Hélio foi utilizado como gas de arraste com fluxo de 1,0mL/min; as
temperaturas do injetor e do detector foram mantidas em 230°C e 240°C
respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60°C, isotérmico
por 2min, seguido por uma rampa de temperatura de 3°C/min até 190°C,
seguida de uma rampa de 10°C/min até 220°C, mantendo-se em condicao
isotérmica por 1,5min. O 6leo foi diluido em acetato de etila (1%, v/v) e
injetado automaticamente no cromatégrafo empregando volume de
injegdo de 1,0uL, no modo split a uma razdo de inje¢do de 1:50. A analise
quantitativa foi obtida pela integracdo do cromatograma total de ions
(TIC) e o teor dos constituintes eluidos expressos como porcentagem de
area relativa das areas dos picos.

As andlises qualitativas do dleo foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplada ao detector seletivo de massas (CG-EM),
utilizando-se um equipamento Agilent® 5975C, operado por ionizacao de
impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0
scan/s, com um intervalo de aquisicdo de massas de 40-400m/z. As
condicBes cromatograficas foram as mesmas utilizadas nas analises
quantitativas.

Os componentes foram identificados por comparacdo de seus
indices de retencdo calculados com dados de espectros de massas e
indices de retencdo tabulados por Davies (1990) e por comparacdo dos
espectros de massas com o banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI
(NATIONAL INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY,

2008). Os indices de retencdo de Kovats (IKc) relativos a coinjecdo de
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padréo de n-alcanos, Cg-Cy (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) foram
calculados com a aplicacdo da equacgéo de Vanden Doole Kratz (1963).

2.3 Reagentes

Acido sulfarico 0,6M, fosfato de so6dio monobasico 28 mM,
molibdato de amoénio e 2,2-difenyl-1-picrilhidrazil (DPPH) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich®, Alemanha). Ferrozina e FeCl,-4H,0
foram adquiridos da Acrosorganics®, EUA).

2.4 Capacidade antioxidante total pelo método de reducéo do

molibdato de amoénio

A capacidade antioxidante total foi mensurada baseada no método
de reducdo do molibdato de amdnio descrito por Prieto, Pinedae Aguilar
(1999). Os 6leos foram misturados com 1,5mL da solucdo reagente (acido
sulfdrico 0,6M, fosfato de sodio monobasico 28mM, molibdato de
amonio 4mM).

Apos 90 minutos de incubacdo a 95°C, as amostras foram
resfriadas até temperatura ambiente e suas absorbancias foram
mensuradas a 695nm em um espectrofotometro TECAN Infinity® M200
PRO. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos
em mg equivalentes em acido ascorbico por g de peso seco da amostra
(mg EAA /g).
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2.5 Determinacdo do poder quelante dos 6leos essenciais

O grau de quelacdo dos ions de ferro Il pelos 6leos essenciais e
seus principais componentes foi avaliado de acordo com Miguel et al.
(2014). As reacOes foram realizadas nos pogos das microplacas sendo
utilizada a amostra bruta e quatro dilui¢des seriadas 0,04 - 0,30mg/mL de
extrato.

Nas microplacas, foram colocados 100ul nos pogos de amostras
seguido de 60ul de FeCl, « 4H,O (2mM). Adicionou-se 100ul de
ferrozina (5mM) e, ap6s 10 minutos, foi mensurada a absorbancia a
562nm em um espectrofotdmetro TECAN Infinity® M200 PRO. Uma
amostra ndo tratada serviu como controle. A porcentagem da capacidade
quelante foi determinada de acordo com a seguinte formula: [(AO - Al) /
A0 * 100], em que A0 ¢ a absorbancia do controle e Al a absorbancia da
amostra.

Cada concentracdo dos extratos foi avaliada em triplicata e a
concentracdo que apresentou 50% da atividade quelante (1Cso mg/mL) foi

determinada e expressa pela média.
2.6 Atividade de eliminacao de radicais livres (DPPH)

Foram realizadas diluicdes seriadas de 0,01 - 0,30mg/mL das
amostras, sendo utilizadas no teste quatro dilui¢des. Volumes de 30ul de
cada amostra, nas diferentes concentracGes, foram transferidos para os

pocos da microplaca e onde também foram adicionados 270ul de solugéo
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metanolica de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). BHT foi utilizado como controle positivo.
A absorbancia foi medida a 517nm em espectrofotometro TECAN
Infinity® M200 PRO ap6s 60min de reacdo em temperatura ambiente. Os
valores de 1Csq foram determinados como descrito acima. Os testes foram

realizados em triplicata.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento vegetativo

A disponibilidade hidrica afetou significativamente os parametros
de crescimento, rendimento e a composicdo quimica do 6leo essencial
(p<0,05). A maior producdo de matéria seca de folhas (MSF) e de caules
(MSC) foi obtida no nivel maximo de umidade, em contrapartida, maior
matéria seca de raiz (MSR) e relacdo raiz parte aérea (R/PA) foram
obtidos ao nivel de 40% da capacidade de campo (Tabela 1).

Observou-se que a MSF, na faixa de umidade de 100%, foi 31%
superior ao tratamento com 40% de umidade. No entanto, a MSR na faixa
de umidade de 40% foi 66% superior ao do tratamento com 100% de
umidade do solo. A matéria seca total (MST) na faixa de umidade de 40%
foi apenas 9% inferior ao tratamento com maior nivel de umidade.
Griffiths e Parry (2002) sugeriram que a reducdo da producdo de matéria
seca, em plantas sujeitas a défice hidrico, se torna mais visivel na medida
em que a exposicdo ao défice é mais prolongada. Plantas cultivadas sob
boas condigdes de umidade do solo apresentam crescimento superior aos
tratamentos sob défice hidrico (CASTRO et al., 2005).
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Tabela 1 Producdo de matéria vegetal de Mentha piperita submetida a
diferentes niveis de umidade do solo

Capacidade MSF* MSC? MSR® MST* R/PA®
de Campo (g/planta) (g/planta) (g/planta) (9)

100% 11.50a 13.69a 4.58b 29,77 a 0.18b
80% 9.42 ab 11.86 ab 4.41b 25,69 b 0.20b
60% 9.57ab 12.26 ab 4.78b 26,61ab  0.22b
40% 7.93b 11.55b 7.60a 27,08ab  0.38a

Meédias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao
nivel de P<0,05 segundo o teste de Tukey; * Matéria seca das folhas; > Matéria seca do
caule; ® Matéria seca das raizes; * Matéria seca total; ° Relacao raiz/parte aérea.

Outros estudos demonstraram os efeitos fisiologicos do défice
hidrico no crescimento de Melaleuca alternifolia Cheel (SILVA et al.,
2002) e Catharanthus roseus (JALEEL et al., 2008).

O defice hidrico provocou um maior efeito no crescimento do
sistema radicular do que na parte aérea, influenciando no crescimento da
relacio matéria seca da raiz/parte aérea. No presente estudo, foi
observado que as plantas de M. piperita desenvolveram uma estratégia de
adaptacdo para suprir a falta de agua no solo, pois sob condigdes de défice
hidrico houve incremento do crescimento das raizes (Figura 1). Dentre as
estratégias utilizadas pelas plantas com o objetivo de reduzir ou retardar
os efeitos causados pela deficiéncia hidrica esta a capacidade de alterar
seu crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013). Neste trabalho, essas estratégias
ficaram evidentes ao se observar a relacdo R/PA e 0 maior crescimento do
sistema radicular das plantas na menor capacidade de campo.

Resultado semelhante foi observado por Figueirda, Barbosa e
Simabukuro (2004), avaliando os efeitos de diferentes capacidades de

campo em aroeira (Myracrodruon urundeuva Allemdo), obtiveram
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aumento da relagdo R/PA, evidenciando maior realocacdo de matéria seca
para a raiz com menores niveis de capacidade de campo. A ligacdo entre
maior resisténcia ao déficit hidrico com a relacdo raiz/ parte aérea é
evidenciada por Pinheiro et al. (2005) em clones de Coffea canephora
com maior resisténcia a deficiéncia hidrica, os quais apresentaram relacao
raiz/parte aérea mais elevada do que os clones menos resistentes. Este
fendmeno atua em todo o crescimento da planta, reduzindo seu potencial
de crescimento na parte aérea, porem, estimulando o crescimento das
raizes, na tentativa de alcancar &gua em maiores profundidades do solo
(SOARES; NASCIMENTO, 1998).

100,00
80,00

60,00
P.A,

40,00
W Raiz

20,00

mllll

100% 80% B0% 40%
Niveisde umidade do solo

Alocacdo de matéria seca (%)

Figural Particdo de matéria seca da parte aérea (PA) e raiz de M. piperita
cultivadas sob diferentes faixas de umidade do solo
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3.2 Rendimento, teor e analise quimica do 6leo essencial

Houve diferenca significativa (p<0,05) no rendimento do Oleo
essencial de M. piperita dentre os diferentes niveis de umidade. Os
valores mais significativos foram observados nas plantas cultivadas com
100%, 80% e 60% da capacidade de campo (Figura 2a). Quanto aos
teores de Oleos essenciais, ndo foi observada diferenca estatistica
significativa (Figura 2b). Entretanto, ha relatos na literatura que afirmam
que os teores de 6leo essencial de M. piperita variam na ordem de 0,9% a
3,9% (MICKAY; BLUMBERG, 2006). Charles, Joly e Simon (1990)
relataram aumento no teor de Oleo essencial quando a planta de M.
piperita foi submetida a uma ou duas semanas de estresse hidrico, embora

o rendimento do 6leo tenha variado com duas semanas.
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Figura2 (a) Rendimento de Oleo essencial de Mentha piperita L. sob
diferentes niveis de umidade do solo. (b) Teor de 6leo essencial de
Mentha piperita L. sob diferentes niveis de umidade do solo
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A redugdo no rendimento de 6leo essencial pode ser devido a
alteracdo da taxa fotossintética que, consequentemente, afeta o
metabolismo de carboidratos, que por sua vez pode comprometer o
metabolismo secundario (FLEXAS; BOTA; LORETO, 2004). Neste
estudo houve uma reducdo de 31% de matéria seca das folhas no nivel de
40% em relacdo ao nivel hidrico de 100%. Estudos com Ocimum
basilicum em diferentes niveis de umidade do solo demonstraram que 0s
maiores rendimentos de 0Oleo essencial sdo obtidos com o aumento da
umidade do solo (KHALID, 2006; PRAVUSCHI et al, 2010).
Corroborando aos resultados do presente estudo, Alvarenga et al. (2012)
avaliaram diferentes laminas de irrigacdo em Lippia sidoides e
encontraram maiores rendimentos de Oleo essencial com o aumento da
disponibilidade hidrica. A elevacdo do rendimento de 6leo também foi
demonstrada nos estudos de Razmjoo, Heydarizadeh e Sabzalian (2008)
com camomila. O efeito do défice hidrico sobre o éleo essencial depende
da planta e do gendtipo podendo elevar, reduzir ou ndo surtir efeito sobre
tal parametro (FARAHANI et al., 2009). Neste trabalho, ndo houve
variacdo significativa para o teor de 0leo essencial (Figura 2b). Ghanbari
e Ariafar (2013) observaram que o rendimento de 6leo essencial reduziu
com o aumento do nivel de seca (70-30% da capacidade de campo) em M.
piperita na regido do Ird, contudo, diferente a este trabalho, o teor de 6leo
essencial sofreu acréscimo nesta mesma faixa de défice hidrico.

O défice hidrico influenciou na composicdo quimica quantitativa
do 6leo essencial de M. piperita. (Tabela 2). A analise quimica do 6leo

essencial de M. piperita identificou nove constituintes quimicos entre os
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tratamentos que correspondiam a mais de 80% da area total dos picos
obtidos.

Houve diferenca estatistica nos teores de mentol e limoneno entre
0s niveis de umidade do solo, onde o menor valor de mentol foi
observado com 40% de capacidade de campo, nos demais tratamentos,
observou-se uma média de 29,11% e limoneno o menor valor em 100%
da capacidade de campo. Em comparacdo com o tratamento controle, o
mentol apresentou um decréscimo de 12% com 40% da capacidade de
campo e o limoneno um incremento de 26% nesse mesmo nivel de
umidade do solo. Khorasaninejad et al. (2011) também relataram uma
queda no teor de mentol em M. piperita sob défice hidrico néo
observando variacéo para o limoneno.

Os demais componentes majoritarios ndo  variaram
significativamente entre os tratamentos. Em estudos realizados por
Charles, Joly e Simon (1990) ndo foram observadas alteracdes nos teores
de mentol em plantas de M. piperita sob défice hidrico. Khorasaninejad et
al. (2011) relataram que mentona e mentofurano foram mais elevados em
100% da capacidade de campo e o nivel de mentol foi em 70% da
capacidade de campo. A queda do mentofurano é desejavel por que este
constituinte diminui a qualidade do 6leo essencial de horteld-pimenta. No
entanto, a queda da mentona ndo é favoravel devido este constituinte
elevar a qualidade do 6leo essencial (CLARK; MENARY, 2006), apesar
de ndo serem encontradas diferencas significativas para mentona e
mentofurano neste trabalho, observa-se que ao nivel de 100% da

capacidade de campo o valor percentual de mentofurano foi o menor



51

obtido indicando uma melhor qualidade do dleo nesse nivel de umidade
do solo.



Tabela 2 Efeito da disponibilidade hidrica na composic¢éo quimica do 6leo essencial de Mentha piperita L.

Constituintes® Significancia”

Capacidade de campo (%)

100 80 60 40
Monoterpenos Area (% + DP)
Mentol faied 29,41+1,02a 28,9412 31a 29,32+1,37a 25,98+1,39b
Mentona ns 17,82+1,63a 18,56+2,04a 17,71+2,28a 19,42+2,93a
Mentofurano ns 15,24+1,75a 17,56+0,69a 17,10+41,85a 16,76+1,90a
1,8-cineol ns 5,58+0,31a 5,27+0,22a 5,65+0,70a 5,74+0,42a
Isomentol ns 4,34+0,23a 3,92+0,39% 4,16+0,34a 4,05+0,51a
Pulegona ns 3,45+0,46a 3,37+1,14a 3,16+0,78a 4,25+0,29
Isomentona ns 2,08+0,16a 2,11+0,09a 2,09+0,14a 2,14+0,26a
Hidrato de cis-sabineno ns 1,65+0,15a 1,72+0,17a 1,66+0,07a 1,68+0,12a
Limoneno il 1,49+0,10b 1,53+0,11b 1,57+0,06b 1,89+,0,15a
TOTAL (%) 81,06 82,98 82,42 81,91

2 Constituintes quimicos relatados na ordem de concentracio em coluna DB-Wax. ° Médias seguidas de mesmas letras na coluna néo
diferem estatisticamente entre si ao nivel de p<0,05 segundo o teste de Tukey. DP: desvio padrdo (n=3); ns nao significativo.

[4S]
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3.3 Atividade antioxidante

Foi avaliada também a influéncia dos diferentes niveis de umidade
na atividade antioxidante do o6leo essencial de M. piperita. Foram
testados, no presente trabalho, a atividade antioxidante total por reducéo
do molibdato de aménio, o grau de quelacdo dos ions de ferro Il e a
capacidade de eliminagdo de radicais livres artificiais (DPPH).

Pbde-se observar que as diferentes disponibilidades hidricas
influenciaram significativamente a agdo antioxidante do 6leo essencial.
No teste de redu¢do do molibdato, a atividade antioxidante total no menor
nivel de disponibilidade hidrica, elevou-se em cerca de 54% além da
obtida ao nivel de 100% da capacidade de campo. Pode-se observar que
0s niveis mais deficientes de umidade do solo (60 e 40% da capacidade de
campo) apresentam maior atividade antioxidante (Tabela 3). As
diferencas observadas na atividade antioxidante total podem estar
associadas as diferencas quimicas quantitativas observadas nos 0leos
essenciais entre os diferentes tratamentos. Segundo Amorati, Foti e
Valgimigli (2013), Oleos essenciais naturais sdo misturas de diferentes
tipos de antioxidantes ou compostos terpenoides oxidaveis. Dependendo
das condicbes experimentais, composicdo, interacdo sinérgica ou
antagonista, estes podem desempenhar um papel importante na eficacia

da acdo antioxidante.
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Tabela 3 Atividade antioxidante do 6leo essencial de M. piperita L. cultivada
sob diferentes niveis de disponibilidade hidrica

Capacidade de  Atividade Antioxidante DPPH? Poder Quelante’
Campo (%) Total*
100 56,81+ 4,59 b 4,73t 1,44 a 0,22+ 0,09ab
80 63,30+ 13,7b 3,49+ 0,65 a 0,18+0,06 b
60 99,22+ 7,42 a 3,32+ 0,37 a 0,40+0,20 ab
40 104,93+ 18,0 a 4,06+ 1,50 a 0,55+ 0,22 a

Meédias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao
nivel de P<0,05 segundo o teste de Tukey; ! Valores expressos em miligrama
equivalentes em &cido ascorbico por g de 6leo essencial (mg EAA /g); ? Valores de I1Cs
mg/mL.

Para a atividade de eliminacdo do radical DPPH, ndo foram
observadas diferencas significativas, sendo encontrada uma variacdo nas
ICso de 3,32 a 4,73ug/mL. Ao contrario do observado para a atividade
antioxidante total, as diferengcas quimicas quantitativas observadas nas
analises quimicas dos Oleos essenciais dos diferentes tratamentos nédo
influenciaram a capacidade de captura dos radicais DPPH. Varios
trabalhos demonstraram a eficacia de eliminacéo de radicais DPPH por
Oleos essenciais de Mentha, esses valores de 1Cso variaram de 0,86 a
60,41ug/mL (GHARIB; SILVA, 2013; KIZIL et al., 2010; SCHMIDT et
al., 2009). Portanto, os resultados observados no presente estudo
corroboram com 0s encontrados por outros autores.

O Oleo essencial de M. piperita L. é, em sua maior parte,
composto de terpenos, principalmente monoterpenos. No entanto, uma
quantidade variavel de flavonoides pode ser extraida usando solventes
organicos. Devido a composicdo quimica mais complexa, efeitos

sinérgicos entre os diversos compostos podem ser crucial para o



55

estabelecimento antioxidante do 6leo essencial, este efeito antioxidante
pode-se dar, em primeiro lugar, devido ao comportamento antioxidante ou
pré-oxidante de um antioxidante particular dependendo da sua
concentracdo. Em segundo lugar, o potencial antioxidante de um
composto pode variar quando ele é adicionado a uma mistura com outros
componentes e diferentes técnicas de extracdo também afetam a
composicdo efetiva, proporcionando diferentes atividades antioxidantes
(AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013; GONZALEZ-BURGOS;
GOMEZ-SERRANILLOS, 2012).

Quanto ao poder de quelacéo de ions de ferro I, observou-se que
ndo ha distin¢do significativa entre os niveis de 100%, 60% e 40% de
disponibilidade hidrica. Contudo o nivel de 80% de umidade apresentou o
menor valor de ICsp, apesar de também ndo ter apresentado diferencas
estatisticas significativas quanto aos tratamentos de 100% e 60% da

capacidade de campo.
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4 CONCLUSOES

Os diferentes niveis de umidade influenciaram significativamente
no crescimento vegetativo, producdo, composicdo quimica quantitativa e
atividade antioxidante do 6leo essencial de M. piperita. Os niveis de
maior disponibilidade hidrica 100, 80 e 60% da capacidade de campo
influenciaram num maior acumulo de matéria seca da parte aérea
demonstrando a pouca adaptabilidade da espécie a condi¢des deficitarias
de umidade do solo. Ao nivel de 100% da capacidade de campo, houve
elevagcdo no rendimento do 6leo essencial alem de melhor qualidade do
6leo com maiores teores de mentol. A atividade antioxidante total e o
poder quelante foram influenciados pelo défice hidrico, sendo estas
atividades maiores ao nivel de 40% da capacidade de campo. Néo houve
diferenca entre os tratamentos quanto a atividade de eliminacdo de
radicais DPPH. A Mentha piperita L. demonstrou baixa adaptabilidade a
condices de défice hidrico, sendo que em ambiente de boa
disponibilidade de umidade do solo, a espécie apresenta crescimento,
acumulo e qualidade de 6leo essencial satisfatorios, demonstrando ndo ser
indicado o cultivo dessa espécie em ambientes com baixa disponibilidade

de &gua.
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Grown of Mentha piperita L. under different water levels growth and
its influence on chemical composition and antioxidant capacity of
essential oil

ABSTRACT

The objective was to evaluate the vegetative growth of Mentha
piperita grown under different water availability and determining the
content, the chemical composition and the antioxidant activity of essential
oil. The plants were propagated by microcutting mother plants of
Medicinal Garden of UFLA. The seedlings were transplanted to 5 L pots
containing soil and manure). The treatments consisted of four levels of
moisture: (T1): 100-85% of field capacity (FC); (T2): 80-65% of CC;
(T3): 60-45% of CC; (T4) 40-25% of CC with 5 blocks, each
experimental plot consisted of 5 plants. The plants were kept at field
capacity for 30 days and under treatment for 40 days. After this period all
the parts of the plants were dehydrated and subjected to vegetative growth
ratings. The essential oil of the leaves was extracted by hydrodistillation,
analyzed by GC-FID and GC-MS and evaluated their antioxidant
potential. The dry matter of leaf and stem reduced the lower level of field
capacity and the root dry matter increased. The drought significantly
changed the quantitative chemical composition of the essential oil. The
drought increased the total antioxidant capacity and chelating power of
oil, but there was no significant change in DPPH elimination ability.

Key words: Mentha.Water defict. DPPH. Chelating power.
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RESUMO

Com este trabalho objetivou-se quantificar os compostos fendlicos
totais e comparar o potencial antioxidante in vitro de extratos aquosos e
hidroalcodlicos de M. piperita, M. villosa e M. rotundifolia. O material
vegetal foi colhido de plantas matrizes do Horto Medicinal da UFLA.
Foram utilizados caules e folhas separadamente, secos em estufa e
triturados em micromoinho de facas. Foram preparados 0s extratos
aquosos (decoccdo) e hidroalcodlicos em etanol 70% (sonicagdo).
Realizou-se a quantificacdo de fendlicos totais, flavonoides e
dihidroflavonoides. Para mensurar a atividade antioxidante, realizaram-se
0s métodos de atividade antioxidante total pela reducdo do molibdato de
amonio, poder quelante, poder redutor e atividade de eliminacdo de
radicais livres (ABTS e DPPH). Os teores de compostos fendlicos totais e
flavonoides, independente da espécie de menta e do solvente utilizado,
foram maiores nas folhas, e os extratos hidroalcoolicos possuem maiores
teores de compostos fendlicos do que os extratos aquosos. Os extratos
hidroalcodlicos das folhas das mentas apresentaram maior atividade
antioxidante total, o poder de quelacdo dos extratos mostrou-se
dependente do solvente, O0rgdo da planta e espécie. A atividade de
eliminacdo de radicais ABTS e DPPH é mais eficiente em extrato
hidroalcoolico, as espécies demonstram elevado poder redutor, apenas em
extrato hidroalcodlico observa-se a distincdo entre caules e folhas para
essa atividade.

Palavras-chave: Menta. Poder redutor. Poder quelante. Eliminacdo de
radicais livres.
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1 INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, os efeitos na salde de dietas ricas em
compostos polifendlicos tém atraido a atencdo de pesquisadores,
nutricionistas e fabricantes de alimentos. A importancia dos antioxidantes
naturais vem sendo demonstrada por inimeros estudos que tém
comprovado que o consumo de alimentos ricos em tais fitoquimicos
podem exercer efeitos benéficos sobre a sade humana, especialmente na
prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo, como
cardiovasculares, neurodegenerativas e oncoldgicas (CYBORAN et al.,
2011; JOSEPH et al., 1999).

A horteld-pimenta (Mentha piperita L.) estd entre os mais
populares ingredientes de chas. As acOes medicinais desta planta estdo
relacionadas a desordens biliares, enterite e espasmos intestinais
(MCKAY; BLUMBERG, 2006). Varios efeitos benéficos tém sido
atribuidas a utilizacdo de horteld-pimenta. A lista de agdes fisiologicas
baseadas em modelos in vitro e em animais e estudos em humanos
incluem acfes antioxidante, antitumoral, antimicrobiana, antialérgico e
imunomodulatorio, digestivo, dentre outros (LV et al., 2012; MCKAY;
BLUMBERG, 2006).

Mentha villosa Huds. é uma planta aromatica, hibrido de M.
spicata L. e Mentha suaveolens Ehrh., que comumente € utilizada na
medicina popular brasileira (LAHLOU et al., 2001). Tem sido relatado o
uso dessa espécie contra amebiases, giardiases, tricomoniases urogenitais
e esquistossomose, dentre outras atividades farmacoldgicas (LAHLOU et
al., 2001; SOUSA et al., 1997).



67

Mentha rotundifolia L. é um hibrido entre Mentha longifolia L. e
Mentha suaveolens Ehrh., cujo 6leo essencial tem sido objeto de véarios
estudos (LORENZO et al., 2002; RIAHI et al., 2013). Muitos quimiotipos
sdo relatados, dentre eles um rico em Oxido de piperitona, um
monoterpeno  oxigenado  cujos  efeitos  biolégicos  (efeitos
cardiovasculares, agentes antibacterianos e antifungicos, repelentes e
retardadores de reproducdo do vetor da malaria Anopheles stephensi) tém
sido investigados (DAMIEN et al., 2003; TRIPATHI et al., 2010).

O presente trabalho objetivou quantificar os compostos fenolicos
totais e comparar o potencial antioxidante in vitro de extratos aquosos e

hidroalcoolicos de M. piperita, M. villosa e M. rotundifolia.
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2 METODOLOGIA
2.1 Reagentes e Espectrofotometro

Solugdo de Folin-Ciocalteau; Carbonato de sodio (NaCOs);
Cloreto de Aluminio (AICIs); Acido gélico; Acido tiobarbiturico; 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); Acido 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico (ABTS); Ferri-cianeto de potassio [KsFe(CN)g]; Deoxiribose;
L(+)-Acido ascorbico; Quercetina; 2,4-dinitrofenol; Hidroxido de
potéssio (KOH); Naringenina (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha).

Acido Tricloroacético (VWR®, Leuven, Bélgica); Ferrozina;
EDTA, Persulfato de potassio (K,S,0s); Cloreto tetra-hidratado de ferro
Il (FeCl,-4H,0) (Acros Organics®, New Jersey, USA); Sulfato hepta-
hidratado de ferro Il (FeSO,.7H,0) (Panreac®, Barcelona, Espanha);
Per6xido de hidrogénio (H,0,) Fisher Scientific®, New Jersey, EUA).

As leituras espectrofotométricas foram mensuradas em leitora de
microplacas TECAN Infinity® M200 PRO.

2.2 Material vegetal

Foram utilizados para o experimento trés espécies do género
menta (Mentha villosa Huds, Mentha piperita L e Mentha rotundifolia L).
As espécies foram cultivadas no horto de plantas medicinais da
Universidade Federal de Lavras (21°14°07” S; 44°58°22” O; 879 m de

altitude). As amostras foram colhidas de plantas matrizes pré-
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selecionadas, separadas as folhas dos caules, secas em estufa de
circulagéo de ar forcada a 45°C.

2.3 Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados por refluxo (decocgdo em sistema
fechado) e sonicacdo, ambos a 5% (p/v), a partir de caules e folhas secos
das trés espécies de mentas. Os materiais vegetais foram pulverizados em
micromoinho MARCONI modelo MAOQ48. Para o preparo dos extratos
por refluxo, os materiais vegetais (caules e folhas) foram individualmente
destilados por 30 minutos em fervura em sistema fechado para reduzir as
possiveis perdas por volatilizagdo. Os extratos de caules e de folhas
preparados por sonicagdo, foram sonicados em banho de ultrassom Nova,
modelo N11204, 50Hz, em etanol a 70% (extrato hidroalcodlico), durante
ciclo de 30 minutos. Ap6s os procedimentos extrativos, 0s extratos
aquosos e hidroalcoolicos foram filtrados e mantidos em freezer a -20°C,

até as analises.

2.4 Determinacao dos fenais totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais (FT) foi
determinada pelo método colorimétrico usando o reagente Folin-
Ciocalteu descrito por Slinkard e Singleton (1977). A curva de calibracao
foi preparada com acido galico. As reacdes foram realizadas em tubos de
vidro. Utilizou-se 20uL dos extratos, 125mL de Na,CO3; e 100mL de

solucdo etandlica de Folin-Ciocalteu a 10% (v/v). Em seguida, transferiu-
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se 250pL para a microplaca de 96 pocos, reagindo por 120 minutos no
escuro, a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a leitura em
espectrofotometro a 760nm. Os testes foram realizados em triplicata e 0s
resultados expressos em miligrama equivalentes em &cido galico por g de

peso seco da amostra (mg EAG /g).
2.5 Quantificacao de flavonoides (flavonas e flavonois totais)

O conteudo de flavonoides totais nos extratos foi determinado
pelo método de Ahn et al. (2007). Resumidamente, 100 pL de solucdo
metanolica de cloreto de aluminio (AICl;) a 2% foram misturados com o
mesmo volume da solucdo de amostra (100 pL de cada extrato). Apos 60
minutos a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram
realizadas a 420nm, contra um branco [100 pL de solvente (agua ou
etanol 70%) + 100 uL solucdo de AICI;]. O contetdo total de flavonoides
foi determinado usando uma curva padrdo de quercetina com cinco
pontos de concentragdes (0,125, 0,0625, 0,0312, 0,0156, e 0,0078
pug/mL). Y=16,944x — 0,0351, em que y é a absorbancia e x € a
concentracdo; R* = 0,9999). O contetido total de flavonoides foi expresso

como miligramas de equivalentes de quercetina por grama de extrato seco
(mg EQ /g).

2.6 Quantificacéo dos dihidroflavonoides totais

A quantificacdo de dihidroflavonoides totais foi realizada de

acordo com Popova, Bankova e Butovska (2004). Foram misturadas
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500pL de solugdo metandlica de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNP) com
200uL da solucdo de amostra ou padrdo e aquecidas a 50°C por 50
minutos. Apds arrefecimento a temperatura ambiente, foram adicionados
2mL de KOH 10% em metanol (v/v) a solucdo reagente (amostra+DNP).
Em seguida, 50pL da solucdo reagente (amostra+DNP+KOH) foram
diluidos em 500uL de metanol e centrifugados a 3.000rpm por 10
minutos. Um volume de 250pL de cada amostra foi transferido para os
pocos da microplaca. As absorbancias foram lidas a 486nm, contra um
branco [200uL de solvente (4gua/ etanol 70%)+ 500uL de DNP +
2.000pL de KOH 1%]. O conteudo total de dihidroflavonoides foi
determinado usando uma curva padrdo de naringenina com seis pontos de
concentragdes (3; 1,5; 0,75; 0,375; 0,1875 e 0,0937 pg/mL). Y=0,7118x —
0,0611, em que y é a absorbancia e x é a concentragdo; R? = 0,9999). Os
resultados foram expressos em miligrama equivalentes em naringenina

por g de extrato seco (mg EN/qg).
2.7 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi mensurada baseada no método
de reducdo do molibdato de aménio descrito por Prieto, Pineda e Aguilar
(1999). Para isto, 100uL dos extratos foram misturados com 3mL da
solucdo reagente (acido sulfarico 0,6M, fosfato de sodio, 28mM e
molibdato de aménio 4mM). Apds reacdo por 90 minutos a 95°C, as
amostras foram arrefecidas a temperatura ambiente e suas absorbancias

mensuradas a 695nm. Para cada extrato, o ensaio foi realizado em
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triplicata e os resultados expressos em miligrama equivalentes em &cido

ascorbico por g de peso seco da amostra (mg EAG /g).
2.8 Determinacédo do poder quelante

O grau de quelacdo dos ions de ferro Il pelos extratos foi avaliado
de acordo com Miguel et al. (2010). Em aliquotas de 100uL dos extratos
adicionaram-se 30uL de FeCl, « 4H,O (2mM). Em seguida,
acrescentaram-se 40uL de ferrozina (5mM), as solucdes reativas foram
incubadas por 10 minutos a 25°C. A absorbancia das solugdes foi medida
a 562nm. A porcentagem de inibicdo da formacdo do complexo ferrozina-
Fe?* foi determinada usando a férmula: [(AO - A1) / A0 * 100], em que
A0 é a absorbancia do complexo ferrozina-Fe** e Al a absorbancia das
amostras analisadas. Os resultados foram expressos como ICsg,
correspondendo a concentracdo eficaz para a quelacdo de 50% de ions
ferro de 1l. EDTA foi utilizado como um controle positivo e as amostras

foram analisadas em triplicatas.
2.9 Atividade de eliminacao de radicais livres (DPPH)

A atividade da captura de radicais livres por DPPH foi realizada
conforme o método proposto por Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995). Diferentes concentracdes das amostras (3,12 — 0,19mg/mL) foram
adicionadas a 270uL de solucdo metandlica de DPPH 0,2mM. As
solugdes foram incubadas a temperatura ambiente no escuro por 60

minutos e as leituras espectrofotométricas realizadas a 517nm. BHT foi
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usado como controle positivo, enquanto o metanol foi usado como
controle negativo. A atividade da captura de radicais livres por DPPH foi
expressa pela porcentagem de inibicdo (50%), calculada pela formula:
1Cs0(%) = (A0-A1)/A0, em que A0 é a absorbancia do controle negativo e
Al a absorbancia das amostras. A atividade de eliminagdo de radicais
livres foi expressa como ICsp, correspondendo a concentracdo de extrato
capaz de inibir 50% dos radicais DPPH.

2.10 Determinacéo do poder redutor

O método de Oyaizu (1986) foi usado para a determinacdo do
poder redutor dos extratos de caules e folhas das trés mentas. VVolumes de
50uL das amostras foram misturados homogeneamente com 500uL de
tampao fosfato de sodio 0,2M (pH 6,6) e 500uL de solucdo aquosa de
ferricianeto de potéssio a 1% (p/v). A mistura foi incubada a 50°C por 20
minutos. Em seguida, 500uL de solucéo aquosa de acido tricloroacético a
10% (p/v) foram adicionados a mistura e, centrifugados a 5.000rpm por
10 minutos. O sobrenadante (0,5mL) foi misturado a 0,5mL de agua
destilada e 100uL de solucdo aquosa (de cloreto férrico a 0,1% (p/v). A
intensidade da cor azul-verde foi medida a 700nm. O poder redutor foi
expresso pelo valor da absorbancia a 700nm. O é&cido ascorbico foi
utilizado como controle positivo e 0s ensaios com os diferentes extratos

realizados em triplicata.



74

2.11 Determinacéo da atividade de eliminacdo de radicais livres (ABTS)

O ensaio de descoloracédo catiénica do radical ABTS foi realizado
utilizando o método descrito por Re et al. (1999) e Ling et al. (2009) com
pequenas modificagdes. O cation radical ABTS (ABTS™) foi produzido a
partir da adicdo de 0,0768g de sal de ABTS e 0, 0132 g de persulfato de
potassio em 20mL de &gua destilada mantida em repouso no escuro a
temperatura ambiente durante 16h antes da utilizacdo. A solucdo estoque
de ABTS™ foi diluida com etanol até alcancar a absorbancia de 0,7 + 0,02
em 734nm. BHT foi usado como controle positivo, enquanto o etanol foi
usado como controle negativo.

Uma solucdo etandlica/aquosa (30ul) das amostras a varias
concentracdes foi misturada com 270ul de solucdo diluida de ABTS em
microplaca. Depois da reacdo a temperatura ambiente durante 6 min, a
absorbéancia a 734nm foi medida. Baixa absorbancia da mistura de reacéo
indica atividades mais elevadas. A capacidade para eliminar o ABTS™ foi
calculada usando a férmula dada abaixo: Atividade de eliminacdo de
ABTS™ (%) =[1-(S-SB)/(C-CB)]*100% em que S, SB, C e CB sio
as absorbancias da amostra, o branco amostra, 0 controle positivo e o

controle negativo respectivamente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teores de Compostos Fendlicos

Foram realizadas extracdes por sonicacdo e decoccdo das folhas e
dos caules desidratados de M. piperita, M. villosa e M. rotundifolia
empregando como liquidos extratores etanol 70% e &gua,
respectivamente. Os teores de compostos fenolicos totais, independente
da espécie de menta e do solvente utilizado foram maiores nas folhas
(Figura 1). Resultado similar foi observado para M. piperita e M.
rotundifolia para os teores de dihidroflavonoides. Porém, para M. villosa,
os teores de dihidroflavonoides ndo apresentaram diferencas significativas
para o extrato aquoso das folhas (8,55 + 0,49) e caules (9,77 + 0,59), mas
para o extrato etanolico houve diferenca de cerca de 50% entre os teores
observados folhas (13,74 + 1,23) e nos caules (6,80 + 0,81) (Figura 1).
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Figural Teores de compostos fendlicos nos extratos aquoso e hidroalcodlico
das folhas e caules de M. piperita (MPF e MPC), M. rotundifolia
(MRF e MRC) e M. villosa (MVF e MVC), respectivamente.
Fendlicos totais: expressos em mg equivalentes a &cido galico/g de
material vegetal seco (mg EAG/g). Flavonoides: expressos em mg
equivalentes a quercetina/g de material vegetal seco (mg EQ/Q).
Dihidroflavonoides: expressos em mg equivalentes a naringenina/g
de material vegetal seco (mg EN/g). Os dados representam a média £
desvio padréo de determinagdes em triplicata
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Os compostos fendlicos totais variaram de 19,98 a 41,5mg
EAG /g de amostra; os flavonoides de 0,16 a 2,43mg EQ/g e os
dihidroflavonoides de 3,01 a 18,99mg EN/g. Para os compostos fendlicos
totais, extratos de mentas apresentam valores que variam de 15,09 a
230,8mg EAG /g (DOURMAN et al., 2003; FARNAD; HEIDARI;
ASLANIPOUR, 2014; MORAIS et al., 2013; NICKAVAR; ALINAGHI;
KAMALINEJAD, 2008). Diversos autores descreveram teores de
flavonoides em Mentha spp variando de 0,10 a 75,31mg/g de extrato
(FARNAD; HEIDARI; ASLANIPOUR, 2014; J. OH et al, 2013;
KANATT; CHANDER; SHARMA, 2007; CHANDAN,;
VISHWAKARMA; KHUSHBU, 2014) e para dihidroflavonoides de 0,10
a 19,0mg/g (DORMAN et al, 2003; DORMAN et al., 2009;
FECKA;TUREK, 2007; KRZYZANOWSKA et al, 2011). A
variabilidade nos teores de fenolicos estd associada a natureza do
solvente, 0 método de extracdo e a parte da planta utilizada (MIGUEL et
al., 2014; STANKOVIC et al., 2012; TURKMEN; SARI; VELIOGLU,
2006).

O solvente influenciou expressivamente 0s teores de compostos
fendlicos nos extratos foliares de M. piperita. Em geral, os resultados
demonstraram que o0s extratos hidroalcodlicos apresentaram maiores
teores de compostos fendlicos do que os extratos aquosos, com algumas
excecBes como os teores de flavonoides para os extratos foliares de M.
piperita e M. rotundifolia. Oh et al. (2013) relataram que, em geral, 0s
extratos etandlicos contém mais compostos fendlicos do que extratos

aquosos. Etanol e metanol sdo citados como melhores extratores de
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compostos fendlicos em relacdo a solventes menos polares e a &gua
(MOHSEN; AMMAR, 2009).

3.2 Atividades antioxidantes

No presente estudo, as atividades antioxidantes totais, captura dos
radicais livres DPPH" e ABTS™, poder quelante e poder redutor do ferro I
foram avaliados nos extratos aquosos e etanolicos de caules e folhas de
M. piperita, M. villosa e M. rotundifolia.

A atividade antioxidante total nos diferentes extratos variou de
10,68 a 18,25mg EAA /g (Figura 2a). Os extratos das folhas das mentas
apresentaram maior atividade antioxidante em relacdo aos caules,
evidente tanto no extrato aquoso como no extrato hidroalcoolico.
Entretanto, os extratos hidroalcoodlicos das folhas das mentas estudadas
demonstraram atividade antioxidante total ligeiramente superior aos dos
extratos aquosos. A maior atividade antioxidante dos extratos
hidroalcoolicos das folhas pode ser explicada devido aos maiores teores
de compostos fenolicos totais e dihidroflavonoides desses extratos (Figura
1). Esta afirmacao € evidenciada pela correlagcdo positiva observada entre
a atividade antioxidante total e o teor desses compostos fendlicos (Figura
3a e 3i). Conforme Jayaprakasha, Girennavar e Patil (2008), variacdes na
capacidade antioxidante de diferentes extratos podem ser atribuidas as
diferencas na sua composi¢cdo quimica, tais como os acidos fendlicos e 0s
flavonoides, polifendis e atividade antioxidante sdo uma medida

combinada da quantidade e qualidade de antioxidantes em vegetais.
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Figura2 Atividades antioxidantes dos extratos aquoso e hidroalcoolico das
folhas e caules de M. piperita (MPF e MPC), M. rotundifolia (MRF e
MRC) e M. villosa (MVF ¢ MVC). (a) Atividade antioxidante total
em mg equivalentes ao acido ascorbico/ g de material vegetal (mg
EAA/Q), (b) Poder quelante: padrdao EDTA 0,06+0,01, (c) Captura de
radicais livres de DPPH (d) Captura de radicais livres de ABTS. (c,d)
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“Figura 2, conclusdo”
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Os compostos fenodlicos tém sido referenciados como tendo
multiplos efeitos bioldgicos, incluindo a atividade antioxidante
caracterizada pela eliminacdo ou impedimento da formacdo de radicais
livres (BOULANOUAR et al., 2013). No presente estudo, observaram-se
correlacdes positivas entre a capacidade antioxidante total e o os teores de
compostos fendlicos (Figuras 3a, 3e, 3i e Tabela 1). Corroborando com o

presente estudo, Gido et al. (2009) compararam a capacidade antioxidante
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observada com a quantidade de fendis e, demonstraram uma alta
correlagdo da atividade antioxidante com o0s teores de compostos
fendlicos. Fatiha et al. (2012) e também observaram uma alta correlacéo
dos compostos fendlicos e a atividade antioxidante total de M. spicata em
extrato etanolico. Estes autores ainda afirmaram que os fendlicos sdo 0s
compostos que mais influenciaram na atividade antioxidante total em M.

spicata.
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Figura3 Correlacdo entre a atividade antioxidante e o teor de compostos
fendlicos dos extratos aquoso e hidroalcodlico das folhas e caules de
M. piperita, M. rotundifolia e M. villosa. (a, e, i) Atividade
antioxidante total, expresso em miligrama equivalente em &cido
ascorbico por g de material vegetal (mg EAA/gQ) e teor de fendis
totais (mg EAG/q). (b, f, j) Poder quelante expresso em ICs, (Mmg/mL)
e teor de fendis totais (mg EAG/q). (c, g, k) Eliminacdo de radicais
livres DPPH expressos em ICso (mg/mL) e teor de fendis totais (mg
EAG/g). (d, h, I) Eliminacdo de radicais ABTS, expressos em ICs
(mg/mL) e teor de fendis totais (mg EAG/Q)
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“Figura 3, continuagdo”

(€) (f)

24,0 - 0,25 -
y=2,86x + 11,89 - y=-0,05x + 0,11
b R?=0,63 g 0,20 R?=0,41
cg w0 E omig,
g : 0 L;Oh 0,15
23 160 - s ¢ e *
< & * S E o010 - *
- (0]
o = 12,0 - 5 ’
35 S o5 ¥
S e 5
z 8,0 . . . 2_3 0.00 ? : »
0,00 1,00 2,00 3,00 0,00 1,00 2,00
Flavonéides(mg EQ /g) Flavonéides(mg EQ /g)
(9) (h)
,15 - -
0.15 y =-0,02x + 0,08 015 | Y= 0,002x + 0,07
R2=0,34 = R%2=0,003
= : £ 013 - .
S . <
ED 0,11 ” éo 0,11 _‘ ’
= F 0,09 - ‘
J 0,07 - & 2 &
oo, 0,07 -
z » 3 ”
& ‘ ~ ® < 005 - T Y
0,03 - : - 0,03 é : .
0,00 1,00 2,00 3,0( 0,00 1,00 2,00 3,00

Flavonéides (mg EQ /g) Flavondides(mg EQ /g)

(i) ()

23,0 o Y=045x+10,58 0,25 1 y=-0,008x +0,15
) R2=0,56 ¢ w0 R?=0,32
£ _ A E M g,
S < 18,0 -
2 < & 2 015 - *
23 v ¥ adRe <
g 22 0,10 -
sE130 ® s E
2z ¢ § 0,05 ”’
T B ) 1
2 = o] M TS
< 8,0 - - - T 0,00 . . ; ; .
e 0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0

0,00 10,00 20,00 30,00
Dihidroflavonoides (mg EN /g) Dihidroflavonoides (mg EN /g)



84

“Figura 3, concluséo”
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Tabelal Estimativas dos coeficientes de correlacdo de Pearson entre 0s
compostos guantificados e a capacidade antioxidante total (teste do
molibdato), poder quelante e atividade de eliminacdo de radicais

DPPH e ABTS
Compostos Molibdato Poder DPPH! ABTS'
quelante!
Fendlicos totais 0,817** -0,535** -0,713**  -0,448**
Flavonoides 0,714** -0,371* -0,599** 0,057**
Dihidroflavonoides 0,745** -0,562** -0,505**  -0,417**

*e ** gignificativo a 5 e a 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t. *1Cs,
(mg/mL) das atividades.

Na avaliacdo da atividade quelante, a ferrozina, um reagente
cromogénico, torna a solucdo résea de acordo com a quantidade de ferro
disponivel em solucdo. Assim, quanto menor a quelacdo de ions pela
amostra, maior o nimero de ions disponiveis para reacdo com a ferrozina
e maior serd a absorbancia (MIGUEL et al., 2010). O poder de quelagédo
dos extratos mostrou-se dependente do solvente, 6rgdo da planta e

espécie. Os extratos hidroalcélicos de folhas e caules de M. piperita e M.
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villosa apresentaram maior poder quelante que seus respectivos extratos
aquosos. Por sua vez, os extratos aquosos de caules e folhas de M.
rotundifolia foram mais efetivos para a quelagdo dos ions férricos que 0s
extratos hidroetandlicos. Os extratos hidroalco6licos de folhas e caules de
M. piperita e aquoso e hidroalcodlico de folhas de M. villosa e M.
rotundifolia apresentaram poder de quelacdo superiores ao controle
positivo, evidenciados por 1Csy (mg/mL) mais efetivas que a do padréo
EDTA (0,06mg/mL) em cerca de 17% a 34%. O extrato hidroalcodlico
das folhas de M. piperita foi o que apresentou maior poder gquelante. Por
outro lado, os extratos aquosos dessa mesma espécie apresentaram o pior
resultado para o poder de quelacdo. Ao contrario do observado no
presente estudo, Riachi e Maria (2015) observaram que 0 extrato
etanolico da M. piperita apresentou poder de quelacdo de ion de ferro
30% menor que o extrato aquoso.

Assim, como para as demais atividades antioxidantes estudadas,
provavelmente 0 aumento da atividade quelante dos extratos
hidroalcoodlicos possa ser explicada pela elevacdo no teor de compostos
fendlicos quando neste solvente. Esse fenbmeno torna-se evidente ao
analisar a correlacdo negativa encontrada entre o poder quelante (ICsg) e 0
teor de compostos fendlicos (Figuras 3b, 3f, 3j). Boulanouar et al. (2013)
também observaram uma correlacdo negativa moderada entre a atividade
de quelacdo de metais e teores de compostos fendlicos.

Os resultados da capacidade de sequestrar radicais livres (DPPHe
ABTS™) pelos extratos aquoso e hidroalcodlico das folhas e caules das
trés mentas estdo apresentados nas Figuras 2c e 2d. Comparados ao

controle positivo (BHT, 1C5,=0,18mg/mL) todos os extratos mostraram-
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se mais eficientes na captura de radicais livres DPPH e ABTS. Os
extratos hidroetandlicos de caules e folhas de M. piperita, M. rotundifolia
e M. villosa apresentaram maior capacidade de eliminagcdo dos radicais
(DPPHe ABTS™) em relagio aos aquosos, sendo representados pelos
menores valores de 1Cso (mg/mL). Avaliando a atividade antioxidante em
M. piperita em diferentes solventes, Farnad, Heidari e Aslanipour (2014)
também observaram maior atividade quando o solvente usado foi o
etanol.

A eliminacdo de radicais DPPH e ABTS pelos extratos
hidroetanolicos das folhas foi mais expressiva que pelos extratos
hidroetanolicos dos caules em todas as espécies de mentas avaliadas
(Figura 2c e 2d). O extrato foliar hidroalcodlico da M. villosa e de M.
rotundifolia elevaram significativamente sua eficiéncia de eliminacdo de
ABTS em comparagdo com 0s respectivos extratos aquosos.

Os resultados observados neste trabalho indicaram correlacdo
negativa da capacidade de eliminacdo dos radicais livres DPPH (ICsg) em
relacdo ao teor de compostos fendlicos (Figuras 3c, 3g, 3k). Ao aumentar
a concentracdo de compostos fendlicos ou grau de hidroxilacdo de
compostos fendlicos, a sua atividade de eliminacdo de radicais DPPH
também aumenta, e pode ser atribuida a atividade antioxidante
(SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1999).
Vaérios autores demonstraram a alta eficiéncia de eliminacdo de radicais
DPPH em extratos de espécies do género Mentha além de sua alta
correlacdo com a quantificacdo de compostos fendlicos (AHMAD et al.,
2012; FATIHA et al, 2012; NICKAVAR; ALINAGHI;
KAMALINEJAD, 2008).
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Os extratos hidroalcodlicos das folhas de M. piperita, M.
rotundifolia e M. villosa apresentaram similar capacidade de eliminacéo
do radical ABTS, pois apresentaram uma estreita faixa de 1Cso de 0,03 a
0,04mg/mL, assim como os de caules (ICsp = 0,07 a 0,09mg/mL) (Figura
2d). A atividade de eliminacdo do radical ABTS em espécies de Mentha
também foi demonstrada por Arumugam et al. (2006) e Biswas, Chatli e
Sahoo (2012). Nickavar, Alinaghi e Kamalinejad (2008) observaram
elevada atividade de sequestro de radical ABTS em espécies do género
Mentha em extrato hidroalcoodlico, além disso, analogo aos resultados do
presente estudo, os autores observaram um comportamento distinto nos
resultados dos testes de eliminagdo dos radicais DPPH e ABTS.
Enfatizando as distingbes no comportamento entre os dois meétodos,
observou-se no presente trabalhno uma menor correlagcdo na eliminacéo de
radicais ABTS em relacéo a correlacdo da eliminacdo de radicais DPPH e
o teor de compostos fenolicos. Pode-se justificar que a atividade de
eliminacdo do radical ABTS das espécies avaliadas, poderia ser devida,
ndo s6 a composicdo de compostos fendlicos como também de outros
compostos presentes na mistura que podem exercer um efeito sinérgico
Nickavar, Alinaghi e Kamalinejad (2008).

No que se refere a capacidade sequestradora de radicais livres
ABTS observou-se correlacdo negativa com o0s teores de compostos
fendlicos totais e dihidroflavonoides (Figuras 3d e 3l). Entretanto, ndo foi
observada dependéncia linear entre a atividade de eliminacdo do ABTS e
o teor de flavonoides (Figura 3h). Conforme Ozgen et al. (2006), 0s
radicais ABTS e DPPH utilizam o mesmo mecanismo de transferéncia

eletronica, revelando o poder redutor dos componentes que constituem os
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extratos. No entanto, apesar de apresentarem o0 mesmo mecanismo de
transferéncia de elétron, os compostos fenodlicos podem ter diferentes
cinéticas de oxidacdo conforme o ensaio utilizado e, consequentemente,
eficiéncia distinta na capacidade de captura de radicais livres. De acordo
com Mimica-Dukic e Bozin (2008), as espécies do género Mentha sao
ricas fontes de terpenoides e compostos fendlicos. Portanto, é provavel
que os componentes fendlicos presentes nas espécies estudadas, sdo pelo
menos em parte, responsaveis pela atividade antioxidante e de eliminagéo
de radicais livres. No entanto, outros compostos de natureza nao fenolica
poderiam explicar, em parte, a atividade antioxidante encontrado para
estas plantas, corroborando assim para a baixa correlagdo da eliminagéo
do radical ABTS com a quantificacdo dos fendlicos.

A capacidade dos extratos de reduzir os fons de Fe** a Fe?* foi
avaliada em comparagdo ao acido ascorbico, segundo a metodologia de
Oyaizu (1986). A capacidade de reduzir ions de ferro € geralmente
associada com a presenca de agentes redutores (DORMAN et al., 2003;
PIN-DER-DUH, 1998), estes exercem uma a¢do antioxidante, quebrando
a cadeia de radicais livres doando um atomo de hidrogénio (GORDON,
1990).

As Figuras 4a e 4b representam o comportamento dos extratos
aquosos e hidroalcodlicos nesse ensaio, respectivamente. Ndo houve
variacOes significativas no poder redutor dos extratos aquosos de caules e
folhas das trés espécies na faixa de concentracdo de 0,05 a 0,45mg/mL de
extrato. Nessa faixa de concentracdo o0s extratos apresentaram atividade
comparada ao &cido ascdrbico que foi empregado como controle positivo.

A similaridade na atividade do poder redutor aumentou a partir da
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concentracdo 0,45mg/mL de todos os extratos, porém a atividade do acido
ascorbico foi mais elevada quando acima dessa concentracéo (Figura 4a).
O mesmo comportamento foi observado para os extratos hidroalcodlicos
em concentragdo acima de 0,45mg/mL (Figura 4b). No entanto, na faixa
de concentracdo de 0,05 a 0,45mg/mL observou-se nitida distingdo no
poder redutor de extratos de caules e folhas das mentas. Tal atividade,
nessa faixa de concentragdo, comparada ao &cido ascorbico também foi
maior nos extratos hidroalcoolicos. Notou-se que 0s extratos
hidroalcoolicos demonstraram maior poder redutor em comparacao aos
extratos aquosos, evidenciado pela leitura das menores absorbancias.
Como demonstrado anteriormente nos demais ensaios de atividade
antioxidante avaliados, os extratos hidroalcoolicos apresentaram maiores
quantidades de compostos fenolicos, o que provavelmente contribuiu para
a maior atividade redutora desses extratos de mentas. Estudos de
atividade redutora de extratos etanolicos de menta realizados por Teixeira

et al. (2012) corroboram com o presente resultado.
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(a) 2,09 -
1,79 -
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(b)

1,89
1,59
1,29

0,99

Absorbéancia a 700 nm

0,69
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Concentragdo mg/ mL

Figura4 Poder redutor dos extratos (a) agquosos e (b) hidroalcodlicos das
Folhas de M. piperitha ( #); M. villosa ( 4%; M. rotundifolia (@) e
caules de M. piperitha (®); M. villosa (®); M. rotundifolia (*).
Padrao acido ascorbico (- - + - -)



91

4 CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, foi observado que os extratos de menta
apresentam alto teor de compostos fendlicos totais, flavonoides e
dihidroflavonoides, os quais tém fortes correlagbes com a atividade
antioxidante dos extratos de caules e folhas de M. piperita, M. villosa e
M. rotundifolia. Dentre as atividades antioxidantes, 0s extratos possuem
alto poder quelante e redutor além de elevada atividade de eliminagéo de
radicais livres (ABTS e DPPH).

Os extratos hidroalcodlicos das folhas das trés mentas apresentam
maiores quantidades de compostos fendlicos. Provavelmente em
decorréncia disso, apresentam maiores atividades antioxidantes, ja que ha
correlacdo significativa entre as atividades antioxidantes e a quantificacdo
dos compostos fendlicos, a excecdo do ABTS para teores de
dihidroflavonoides.

Os resultados desse estudo apontam a eficacia da atividade
antioxidante in vitro avaliada por diferentes mecanismos de acdo e
reforcam a importancia medicinal dessas espécies e de seus extratos como

fontes de compostos antioxidantes.



92

Antioxidant activity and total phenolic content of aqueous and
hydroalcoholic extracts of three species of genus Mentha

ABSTRACT

The objective was to evaluate the quantification of the phenolic
compounds and total flavonoids and evaluate the antioxidant potential of
aqueous and hydroalcoholic extracts of M. piperita, M. villosa and M.
rotundifolia. The plant material was collected from the mother plants in
Medicinal Garden of UFLA. Stems and leaves were used separately, oven
dried and crushed into grinder. The aqueous extract (decoction) and
hydroalcoholic in ethanol 70% (sonication) were prepared. It was
performed quantification of total phenolics, flavonoids and
dihidroflavonoides. To measure the antioxidant activity took place
methods for total antioxidant activity by reducing ammonium molybdate,
chelating power, reducing power, scavenging activity of free radicals
(ABTS and DPPH). The contents of total phenolics and flavonoids,
regardless of the species of mint and the solvent used were higher in
leaves, hydroalcoholic extracts have higher levels of phenolic compounds
than the aqueous extracts. The hydroalcoholic extracts of the leaves of the
mint had higher total antioxidant activity, the chelating power of the
extracts was found to be dependent on the solvent, organ and plant
species. The elimination of activity ABTS and DPPH radicals is more
efficient in hydroalcoholic extract, the species show high reducing power,
only in hydroalcoholic observed the distinction between stems and leaves
for this activity.

Keywords: Mint. Reducing power. Chelating power. Elimination of free
radicals.
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