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RESUMO GERAL 

 

No primeiro artigo, objetivou-se quantificar os compostos fenólicos totais e 

avaliar o potencial antioxidante e inibitório da alfa-amilase de três espécies 

medicinais do gênero Plectranthus (Plectranhus amboinicus, Plectranthus 

ornatus e Plectranthus barbatus). Utilizou-se folhas frescas das três espécies 

como material vegetal. Os extratos aquosos foram preparados sob-refluxo 

durante 60 minutos e por infusão na concentração de 5%. Os extratos 

hidroalcoólicos foram preparados por turboextração com etanol 70% por 3 ciclos 

de 10 minutos, em banho de gelo, com intervalo de 1 minuto entre eles, também 

na concentração de 5%. As quantificações de fenólicos totais, flavonoides e 

dihidroflavonoides e as avaliações das atividades antioxidante e inibitória da 

alfa-amilase foram realizadas por métodos espectrofotométricos usuais. As 

atividades antioxidantes foram avaliadas por meio dos métodos de capacidade 

antioxidante total (CAT) pela redução do molibdato de amônio, poder quelante, 

poder redutor, inibição da peroxidação lipídica e atividade de eliminação de 

radicais livres (ABTS e DPPH). Observou-se que dentre as espécies estudadas o 

extrato obtido por refluxo e turboextração de P. barbatus apresentaram maiores 

teores de constituintes fenólicos, atividade antioxidante e inibição da alfa-

amilase. No segundo artigo objetivou-se determinar a composição química e as 

atividades antioxidantes, anti-Candida e inibitórias das enzimas lipoxigenase e 

alfa-amilase do óleo essencial de Plectranthus amboinicus. Para essas avaliações 

foram utilizadas plantas cultivadas em canteiro e em casa de vegetação e 

coletadas de manhã e de tarde. O óleo essencial foi obtido por hidrodestilação, 

utilizando um aparelho tipo Clevenger modificado, e o seu teor, expresso em 

massa seca das folhas, variou entre 0,047 e 0,100%. Nass análises 

cromatográficas dezesseis compostos foram identificados, sendo o carvacrol o 

componente majoritário representando de 68 a 75% da composição química total 

desse óleo. A capacidade atioxidante total (CAT) e de eliminação de radicais 

livres (DPPH e ABTS) do óleo essencial mostrou resultados significativos frente 

aos controles positivos empregados. A atividade inibitória das enzimas 

lipoxigenase e alfa-amilase não foi significativa. No entanto, o óleo de P. 

amboinicus evidenciou potencial atividade anti-Candida in vitro. 

 

 

Palavras-chave: Boldo. Compostos fenólicos. Espécies reativas de oxigênio. 

Óleo essencial. Carvacrol. 

 

 

 



GENERAL ABSTRACT 

 

In the first article aimed to quantify the total phenolic compounds and 

evaluate the antioxidant and inhibitory potential of alpha-amylase of three 

medicinal species Plectranthus genus (Plectranhus amboinicus, Plectranthus 

ornatus and Plectranthus barbatus).  Fresh leaves were used from three species 

as plant material. The aqueous extracts were prepared for refluxing during 60 

minutes and infusion at a concentration of 5%. The hydroalcoholic extracts were 

prepared by turboextraction with ethanol 70% using 3 cycles of 10 minutes in an 

ice bath with 1-minute interval between them, also at a concentration of 5%. 

Quantification of total phenolics, and flavonoids dihidroflavonoides and 

evaluating the inhibitory activity of alpha-amylase was performed by 

spectrophotometry. The antioxidant activity was evaluated by the total 

antioxidant capacity methods (TAC) for the reduction of ammonium molybdate, 

chelating power, reducing power, inhibition of lipid peroxidation and 

scavenging activity of free radicals (ABTS and DPPH). It was observed that 

among the studied species the extract obtained by refluxing and turboextraction 

for P. barbatus showed high levels of phenolic components, antioxidant activity 

and inhibition of alpha-amylase. In the second article aimed to determine the 

chemical composition and antioxidant activities, anti-Candida and inhibitory of 

the lipoxygenase and alpha-amylase enzymes of the essential oil of P. 

amboinicus. For these evaluations, were tested plants grown on plat and in the 

greenhouse and collected in the morning and afternoon. The essential oil was 

obtained by hydrodistillation using a Clevenger type apparatus modified, and its 

percentage yield relative to dry weight of the plant ranged between 0.047 and 

0.100%. Chromatographic analysis led to the identification of sixteen 

compounds carvacrol being the major component representing 68-75%. The 

total atioxidante capacity (TAC) and elimination of free radicals (DPPH and 

ABTS) essential oil showed significant results compared to the positive controls 

employed. The inhibitory activity of lipoxygenase and alpha-amylase enzymes 

was not significant. However, the P. amboinicus’s oil showed potential anti-

Candida activity in vitro. 

 

 

Keywords: Bilberry. Phenolic compounds. Oxigen reactive species. Essential 

oil. Carvacrol. 
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PRIMEIRA PARTE 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O emprego e uso constante de plantas medicinais com a finalidade de 

cura ou alívio de sintomas e doenças é uma prática tão antiga quanto a 

humanidade (SALES, 2012). Atualmente o estudo das plantas medicinais e seus 

cosntituintes químicos chama a atenção de equipes multidisciplinares, sendo 

estudada por químicos, farmacêuticos, biólogos, agrônomos entre outros.  

Outra importante abordagem se refere as doenças infecciosas, que são 

causadas por microrganismos patogênicos, tais como bactérias, vírus, fungos ou 

parasitas e podem ser disseminadas direta ou indiretamente de uma pessoa a 

outra (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2008). Nos últimos anos, 

tem sido cada vez maior a preocupação com o tratamento dessas doenças uma 

vez que bactérias e outros organismos como vírus, fungos e parasitas têm grande 

capacidade de desenvolver resistência a medicamentos antimicrobianos, bem 

como o uso indiscriminado tem levado a uma resistência aos já existentes 

(PIMENTA, 2008). E os produtos de origem natural têm se mostrado bastante 

promissores nesse sentido sendo às vezes mais eficazes, menos tóxicos e com 

menos efeitos indesejáveis que os medicamentos sintéticos existentes hoje no 

mercado. 

A crescente preocupação com a dieta e a ingestão de produtos 

alimentícios sem aditivos sintéticos torna necessária a busca por antioxidantes 

naturais para minimizar a oxidação lipídica, principalmente em produtos 

cárneos. Os condimentos da família Lamiaceae têm sido extensivamente 

estudados devido ao caráter antioxidante de seus compostos fenólicos. 

(MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007). 
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Os antioxidantes são capazes de interceptar os radicais livres gerados 

pelo metabolismo celular ou por fontes exógenas evitando a formação de lesões 

e perda da integridade celular (ROCHA et al., 2007). Essa interceptação dos 

radicais livres é importante para os processos do metabolismo e torna 

interessante o estudo dos antioxidantes naturais, como os encontrados em 

plantas do gênero Plectranthus. 

Dentre as plantas de importância medicinal a família Lamiaceae tem 

sido reconhecida pela existência de inúmeras espécies utilizadas como 

aromáticas e medicinais (ABDEL-MOGIB et al., 2002; LORENZI; MATOS, 

2008). Considerado um dos maiores gêneros da família Lamiaceae, o 

Plectranthus é composto por espécies utilizadas na medicina popular pelas suas 

propriedades antidispépticas, analgésicas, estimulantes da digestão entre outras 

(BANDEIRA et al., 2011; PASSARINHO-SOARES et al., 2006). As 

potencialidades terapêuticas dessas espécies (BANDEIRA et al., 2011; RICE et 

al., 2011), demonstram a necessidade de estudos da atividade biológica das 

mesmas.       

Diante do exposto o presente trabalho teve dois objetivos. No 

primeiro objetivou-se quantificar os teores de constituintes fenólicos, comparar 

o potencial antioxidante e a capacidade de inibição da alfa-amilase in vitro, de 

extratos aquosos e hidroalcoólicos des três espécies do gênero Plectranthus (P. 

amboinicus, P. barbatus e P. ornatus). No segundo objetivou-se elucidar os 

componentes químicos e avaliar o potencial antioxidante, antifúngico e 

inibitórios da lipoxigenase e alfa-amilase do óleo essencial de P. amboinicus, 

cultivado em campo e em cultivo protegido e coletado de manhã e de tarde. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Gênero Plectranthus 

 

A família Lamiaceae contém vários gêneros, tais como sálvia (Salvia), 

manjericão (Ocimum) e hortelã (Mentha), com uma rica diversidade de usos. O 

Plectranthus é outro gênero importante dessa família, e compreende cerca de 

300 espécies de ervas e arbustos nativos de regiões tropicais (DELLAR et al., 

1996; LUKHOBA et al., 2006). É considerado um dos maiores gêneros dessa 

família e tem ocorrência, principalmente, em quatro continentes: África, 

América, Oceania e Ásia (ALBUQUERQUE, 2000; BANDEIRA et al., 2011; 

PASSARINHO-SOARES et al., 2006). 

O gênero Plectranthus, entre os gêneros pertencentes à família 

Lamiaceae, é considerado um dos mais ricos em óleos essenciais, tendo como 

principais constituintes os mono e sesquiterpenos, além também da vasta 

composição quimíca apresentada por seus extratos de diversas polaridades 

(ABDEL-MOGIB et al., 2002). 

No entanto, na literatura há divergências quanto a composição química 

dos óleos essenciais das espécies de Plectranthus. De acordo com Rodrigues et 

al. (2013), carvacrol e ρ-cimeno foram os constituintes majoritários presentes no 

óleo essencial de P. amboinicus, com teores de 67,9% e 10,3% respectivamente, 

e eugenol em P. ornatus e P. barbatus com teores de 22,9% e 25,1% 

respectivamente.  Outros constituintes químicos, além do eugenol, que também 

estão presentes em P. ornatus, conforme Albuquerque et al. (2006), são timol 

(14,1%), β-cariofileno (9,6%)  e carvacrol (7,5%) de acordo com Barbosa et al.  

(2011) e Bocardi (2008), em P. barbatus, o componente químico principal do 

óleo essencial é o α-valenceno (23%), seguido do β-cariofileno (21%) e para P. 

amboinicus o β-cariofileno (25,5%). Diferenças na composição química de óleos 
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essenciais são comumente relatadas na literatura, sendo que fatores técnicos de 

manejo agrícola, condições ambientais e genéticos concorrem pelas causas desse 

fenômeno (GOBBO NETO; LOPES, 2010). Por isso, faz-se necessário 

relacionar esses fatores com estudos de atividade biológica, visando apontar 

possíveis variações químicas nas atividades biológicas e selecionar àqueles mais 

promissores. 

Dentre os diversos componentes químicos dos óleos essenciais, o timol e 

o carvacrol se destacam devido suas pronunciadas atividades antimicrobiana 

(ALMEIDA, 2015). Estes monoterpenos fenólicos são os constituintes 

principais dos óleos essenciais de várias plantas aromáticas, tais como Thymus 

vulgaris L. (Lamiaceae), Origanium compactum (Labiatae), Acalypha phleoides 

(Euphorbiaceae) e Lippia sidoides (Verbenaceae) (PEIXOTO-NEVES et al., 

2010). Em especial o carvacrol, diversos autores determinaram, por meio de 

estudos in vitro, suas atividades germicida, antisséptica e antifúngica (MATOS, 

2000; OLIVEIRA et al., 2006, 2007). A ocorrência de cariofileno, componente 

também do óleo essencial, pode estar relacionada ao uso tradicional destas 

espécies vegetais contra as dores estomacais (BOCARDI, 2008).  

Espécies de Plectranthus apresentam grande capacidade biossintética 

para a produção de diversas classes químicas do metabolismo celular 

secundário, principalmente diterpenóides e triterpenóides, algumas delas com 

atividades biológicas determinadas (GASPAR et al., 2006). 

Nas folhas de P. barbatus o diterpenóide, Plectrinona A, foi isolado a 

partir da fração orgânica do extrato aquoso (5% p/v) particionado com água e 

acetato de etila (SCHULTZ et al., 2007). O extrato aquoso de P. barbatus teve a 

presença de ácido rosmarínico e derivados flavonoídicos. O ácido rosmarínico é 

um constituinte comum na família Lamiaceae, sendo o principal composto 

encontrado em extratos aquosos das espécies de Plectranthus, anteriormente 
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citadas e responsável pela atividade inibitória da enzima acetilcolinesterase 

(ABDELl-MOGIB et al., 2002). 

Estudos fitoquímicos realizados por Zelnik et al. (1977) isolaram três 

diterpenos: a barbatusina a 3 β-hidróxi-3-deoxibarbatusina (teor de 0,014%) e a 

ciclobutatusina (teor de 0,008%) a partir de extratos acetônicos de folhas secas 

de P. barbatus. Bhat et al. (1977) isolaram, das raízes de P. barbatus, cinco 

diterpenos do tipo labdano. Lindner et al. (1978) elucidaram a estrutura química 

e determinaram a atividade cardioativa e de diminuição da pressão sanguínea do 

forskolin, isolado anteriormente por Bhat et al. (1977) a partir do extrato 

metanólico das raízes de P. barbatus. Posteriormente, foi proposto por Dubey et 

al. (1981), que o forskolin seria um diasteroisômero do coleonol. 

Dentre os usos de espécies de Plectranthus o mais citado é para fins 

medicinais, o que representa mais de 85% de todos usos. As espécies são 

utilizadas para o tratamento de perturbações digestivas, afecções cutâneas, 

infecções respiratórias, infecções gerais e febre, infecções do trato geniturinário, 

dor e condições músculo-esqueléticas, problemas circulatórios e perturbações do 

sistema nervoso (ALBUQUERQUE, 2000; LUKHOBA et al., 2006; GASPAR 

et al., 2006).  

 

2.1.1 Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng 

 

Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng (Figura 1) é uma planta nativa 

da Ásia Oriental, encontrada em toda América tropical (CHIU et al., 2012). É 

uma erva herbácea aromática, perene, ereta, semicarnosa, de 40 cm a 1m de altura.  

No Nordeste brasileiro não chega a produzir flores, essas só aparecem quando a 

planta é cultivada em climas amenos. As flores são azuladas ou róseas e dispostas 

em cachos terminais. Possui um óleo essencial responsável por variadas e 

importantes propriedades medicinais, dentre elas antibacteriana (AGUIAR et al., 
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2014), modulador da atividade antibacteriana (AGUIAR et al., 2015), 

antiinflamatória (CHEN et al., 2014; UMA et al., 2011), bio-herbicida 

(PINHEIRO et al., 2015) entre outras. É conhecida popularmente como 

malvarisco, malvariço, hortelã grosso, hortelã grande, hortelã graúda, hortelã 

gorda e malva. 

 

 

Figura 1 Aspecto geral da espécie Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng 

 

P. amboinicus possui atividade antiiflamatória, utilizada principalmente 

para doenças de pele (queimaduras, picadas de insetos e alergias de pele), 

também é muito utilizada como digestiva, para doenças respiratórias e como 

antitumoral, existem ainda pequenos relatos de atividade hipoglicêmica (KUO; 

CHIEN, 2012). Em outros estudos o extrato etanólico (90% v/v) das folhas secas 

de P. amboinicus mostrou possuir efeitos antioxidantes e nefroprotetor 

(nefrotoxicidade induzida por acetaminofeno e diuréticos fortes em ratos) 

(PALANI et al., 2010).  Nos estudos de Palani et al. (2010) o extrato aumentou 

as respostas antioxidantes do organismo de ratos com nefrotoxicidade induzida, 

tal como avaliado por testes bioquímicos e através de análises histopatológicas. 
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P. amboinicus também mostrou a capacidade de tratar a artrite induzida em ratos 

(CHANG et al., 2010).  

 

2.1.2 Plectranthus ornatus Codd. 

 

Plectranthus ornatus Codd. (Figura 2) é uma planta da família 

Lamiaceae, considerada originária do leste da África, da Etiópia à Tanzânia, mas 

que encontra-se semi-naturalizada em outras regiôes, onde é cultivada como 

planta ornamental, sendo também de uso medicinal. No Brasil, a planta é 

conhecida pelas designações comuns de boldo rasteiro, boldo miúdo, boldinho e 

boldo chinês (SANTOS et al., 2014). Trata-se de uma erva perene, herbácea e 

aromática com 30 a 40cm de altura, de folhas suculentas com flores em espigas 

nos tons malva ou azul purpúrea (CODD, 1985). Na medicina popular é indicada 

para males do fígado e problemas digestivos (ALBUQUERQUE, 2000). 

 

Figura 2 Aspecto geral da espécie Plectranthus ornatus Codd 

 

P.ornatus é comumente utilizado para distúrbios estomacais e problemas 

de fígado. Apresenta atividades antiinflamatórias, diuréticas, antipirética e 
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analgésica (OLIVEIRA et al., 2005). O seu óleo essencial, contendo trans-β-

cariofileno (9,6%), eugenol (38,0%) e timol (14,1%) como constituintes 

majoritários, demonstrou elevada atividade antioxidante medida pelo teste de 

eliminação de radicais DPPH, atribuída aos altos teores de eugenol e timol 

(ALBUQUERQUE et al., 2006). 

 

2.1.3 Plectranthus barbatus Andr. 

 

Plectranthus barbatus Andr. (Figura 3), conhecida popularmente como 

falso boldo, boldo nacional, boldo do Brasil, malva santa, sete-dores, 

provavelmente originário da África, é amplamente cultivado em todo o Brasil e 

utilizado como planta medicinal, com propriedades analgésica e antidispéptica 

(KAPEWANGOLO et al., 2013). Trata-se de um arbusto aromático perene, de 

ramos eretos e sub-lenhosos, que atinge de 1,0 a 1,5m de altura. As folhas são 

ovalado-oblongas, pilosas e grossas com bordos denteados. As flores de 

coloração azulada crescem em racemos (espigas) que surgem na estação chuvosa 

(ALBUQUERQUE, 2000). 

Nas folhas de P. barbatus o diterpenóide (Plectrinona A) foi identificado 

como o composto responsável pela atividade antiúlcera deste chá (SCHULTZ et 

al., 2007). Os diterpenos encontrados em P. barbatus estão relacionados com as 

propriedades cardioativa e hipotensiva desta planta (BHAT et al., 1977). A 

espécie P. barbatus pode ser usada ainda como tônico, digestivo, hipossecretor 

gástrico, para afecções do fígado e ressaca alcoólica (MARTINS et al., 2000). 

Possui também atividades analgésicas, antiinflamatórias, coleréticas, colagogas, 

antifúngica, anti-séptica e, de acordo com Bhakuni et al. (1970), apresenta 

também função antiviral, antitumoral, antibacteriana, ação antioxidante e ainda 

hipoglicêmica (TAMARISIO et al., 1998). 
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Figura 3 Aspecto geral da espécie Plectranthus barbatus Andr 

 

2.2 Metabolismo secundário 

 

Desde os tempos antigos as plantas já são utilizadas pelas sociedades 

com propósitos terapêuticos. Tal fato levou a um estudo mais aprofundado das 

espécies vegetais gerando um maior conhecimento etnobotânico e farmacológico 

acumulado ao longo de gerações. Esses estudos serviram de base para o 

desenvolvimento de fármacos de grande importância, tais como: digoxina, 

quinina, morfina, hiosciamina, ácido salicílico e artemisina. Neste contexto, os 

metabólitos secundários vegetais apresentam um grande valor do ponto de vista 

social e econômico (SOARES, 2013). 

Os princípios ativos que são encontrados nos vegetais são, em sua 

maioria, provenientes do metabolismo secundário cuja função principal é a 

proteção do organismo vegetal em consequência da interação da planta com o 

ambiente que a envolve (MAIA, 2008). Os metabólitos secundários, oriundos do 

metabolismo secundário, são os grandes responsáveis pelos efeitos medicinais 

ou tóxicos apresentados pelas plantas, representando uma defesa química contra 
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insetos e microrganismos (MAZID; KHAN; MOHAMMAD, 2011; 

VERPOORTE; MEMELINK, 2002).  

A origem de todos os metabólitos secundários pode ser resumida a partir 

do metabolismo da glicose, por meio de dois intermediários principais, o ácido 

chiquímico e o acetato (Figura 4). Alguns metabólitos derivam não apenas de 

um desses intermediários, mas são resultantes da combinação destas vias, como 

é o caso dos flavonóides (SIMÕES et al., 2007). 

 

Figura 4 Ciclo biossintético dos metabólitos secundários 

Fonte: Adaptado de Simões et al., 2007 
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2.2.1 Compostos fenólicos  

 

Entre todos os metabólitos secundários sintetizados pelas plantas, os 

compostos fenólicos são os mais difundidos no reino vegetal. Eles são 

caracterizados por ter pelo menos um anel aromático com um ou mais 

grupamento hidroxila. São biossintetizados a partir da via dos fenilpropanóides e 

são frequentemente conjugados com açúcares, outros fenólicos e poliamidas 

(TORRAS-CLAVERIA et al., 2012).  

Os flavonóides são compostos fenólicos conhecidos por exibir 

propriedades antiviral, antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória e 

analgésica (CLAVIN et al., 2007; IBRAHIM et al., 2012; PELZER et al., 1998). 

Esse grupo compreende compostos polifenólicos de baixo peso molecular 

contendo 15 átomos de carbono em seu núcleo fundamental (SIMÕES et al., 

2007). Nos compostos tricíclicos, as unidades são chamadas núcleos A, B e C 

(Figura 5). 

 

 

Figura 5 Núcleo fundamental dos flavonóides  

Fonte: Simões et al., 2007 

 

Esses compostos podem ocorrer na sua forma livre, quando são 

chamados de agliconas, ligados a açucares, chamados de glicosídeos ou 

heterosídeos e também podem ocorrer como derivados metilados (NIJVELDT et 
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al., 2001). São sintetizados a partir da via dos fenilpropanóides e do acetato e 

por isso são ditos de origem mista (SIMÕES et al., 2007).  

Os flavonóides são classificados de acordo com a variação do núcleo 

fundamental mostrado na Figura 6. Dentre elas estão: flavonóis, flavonas, 

flavanonas, catequinas, antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavonóis e 

chalconas. Os grupos principais de flavonóides estão listados na Figura 6, em 

conjunto com os membros mais conhecidos de cada grupo. 

 

Figura 6 Subclasses de flavonoides, suas características químicas, nome de    

flavonóides e exemplos da estrutura base 

Fonte: Silva, 2012 
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Esses compostos são distribuídos largamente nas folhas, sementes, 

raízes e flores das plantas. Mais de 10.000 estruturas de flavonoides já foram 

descobertas (AGATI et al., 2012). Nas plantas, os flavonóides têm a função 

principal de atrair polinizadores e absorver a radiação UV prejudicial que pode 

induzir dano celular (TAKAHASHI; OHNISHI, 2004). 

Nos seres humanos, os flavonóides têm sido descritos por exercer efeitos 

benéficos em diversas doenças incluindo câncer, desordens neurodegenerativas e 

doenças cardiovasculares (BEHLING et al., 2004). Muitas dessas ações 

biológicas têm sido atribuídas às suas propriedades antioxidantes, através da 

capacidade de redução, doação de hidrogênio e influência no estado redox 

intracelular. Essa atividade parece estar diretamente relacionada com o número 

de grupamento hidroxila no núcleo B (HUSAIN et al., 1987; WILLIAMS 

et al., 2004). 

 

2.2.2 Óleos essenciais 

 

Os óleos essenciais são misturas complexas de compostos lipofilícos, de 

baixo peso molecular, geralmente odoríficos, e são constituídos por diferentes 

compostos, como hidrocarbonetos, álcoois, aldeídos, cetonas, entre outros, os 

quais são responsáveis por suas propriedades fisico-químicas e biológicas 

(SIMÕES et al., 2007).  

Para a International Organization for Stardardization (ISO), óleos 

essenciais são compostos que podem ser obtidos através dos processos de 

hidrodestilação ou destilação por arraste a vapor d’água, bem como os produtos 

obtidos por expressão dos pericarpos de frutos cítricos. 

A constituição química dos óleos essenciais é muito variada podendo ser 

formada de derivados de terpenóides ou de fenilpropanóides. Os terpenóides 

constituem a maior classe encontrada em produtos naturais de plantas, sendo 
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classificados pelo número de carbonos. Conforme Figura 7 são sintetizados a 

partir da unidade isoprênica (2-metil-1,3-butadieno) que se origina do ácido 

mevalônico (rota que acontece no citosol) ou do 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato 

(DXPS) (rota que acontece nos cloroplastos) (DEWIK, 2002).  

 

 

Figura 7 Biossintese dos terpenóides 

Fonte: Dewik, 2002 

 

Nos óleos essenciais os compostos terpênicos mais encontrados são os 

monoterpenos (C10) e sequisterpenos (C15), que cada vez são mais estudados 
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devido às diversas propriedades biológicas apresentadas por estes compostos 

(DUBEY et al., 2003). 

Dentre os milhares de compostos que podem estar presentes na 

composição dos óleos essenciais, o timol e o carvacrol (Figura 8) se destacam 

devido suas pronunciadas atividades antimicrobiana (ALMEIDA, 2015). Estes 

monoterpenos aromáticos são os constituintes principais dos óleos essenciais de 

várias plantas aromáticas, tais como Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), 

Origanium compactum (Labiatae), Acalypha phleoides (Euphorbiaceae) e Lippia 

sidoides (Verbenaceae) (PEIXOTO-NEVES et al., 2010). 

 

 

Figura 8  Estrutura química doTimol e do Carvacrol 

 

2.2.3 Fatores que influenciam a produção de metabólitos secundários 

 

De acordo com Gobbo Neto e Lopes (2010) dentre os fatores que podem 

coordenar ou alterar a taxa de produção de metabólitos secundários os principais 

são: sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento, temperatura, 

disponibilidade hídrica, radiação ultravioleta, nutrientes, poluição atmosférica, 

altitude, indução por estímulos mecânicos ou ataque de patógenos (Figura 9). 
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Figura 9 Principais fatores que podem influenciar o acúmulo de metabólitos 

secundários nas plantas 

Fonte: Gobbo Neto e Lopes, 2010 

 

Variações temporais e espaciais no conteúdo total de metabólitos 

secundários em plantas ocorrem em diferentes níveis e, apesar da existência de 

um controle genético, a expressão pode sofrer modificações resultantes da 

interação de processos bioquímicos, fisiológicos, ecológicos e evolutivos 

(HARTMANN, 1996; LINDROTH et al., 1987).  Como já dito anteriormente de 

fato, os metabólitos secundários representam uma conexão entre as plantas e o 

ambiente circundante e depende, além dos fatores genéticos, também dos 

fisiológicos e ambientais (FREITAS et al., 2004). 

Os estudos têm mostrado que não há constância de concentrações de 

metabólitos secundários nas espécies vegetais, pelo contrário, dependendo de 

onde e como os cultivos são realizados, a quantidade dessas substâncias em uma 

mesma planta pode variar e um mesmo fator pode interferir positivamente ou 
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negativamente na produção de uma determinada substância em espécies de 

plantas diferentes (GOBBO NETO; LOPES, 2010). 

Dessa forma, considerando que a quantidade dos constituintes presentes 

nas plantas varia consideravelmente em função de fatores externos como os já 

citados, faz-se necessário um estudo destas características objetivando a 

qualidade da matéria-prima vegetal de forma a garantir a qualidade e eficácia do 

produto final (CARNEIRO et al., 2010). 

 

2.3 Atividade antioxidante 

 

Antioxidantes são substâncias que retardam ou previnem o início ou a 

propagação da cadeia de reações de oxidação tranformando-se em radicais não 

reativos (na maioria das vezes estabilizados por ressonância) e prevenindo danos 

severos ao organismo (ROCHA  et al., 2007). 

Compostos químicos que possuem atividade antioxidante geralmente 

são aromáticos e contêm pelo menos uma hidroxila podendo ser sintéticos como 

o butil hidroxianisol (BHA) e o butil hidroxitolueno (BHT) (Figura 10), 

largamente utilizados pela indústria de alimentos ou naturais, denominados 

substâncias bioativas. Os naturais incluem os organosulfurados, os fenólicos 

(tocoferóis, flavonóides e ácidos fenólicos), os terpenos, carotenóides e o ácido 

ascórbico que fazem parte da constituição de diversos vegetais (MELO; 

GUERRA, 2002; VELIOGLU, 1998). 
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 a)                                            b) 

 

Figura 10  Estruturas químicas do (a) BHA e (b) BHT  

Fonte: Miranda, 2010 

 

Como aceptor final de elétrons da cadeia respiratória, o O2 tem uma 

função muito importante para os organismos aeróbicos, participando na 

obtenção de energia na forma de ATP e de várias reações metabólicas, como a 

biossíntese de prostaglandinas e esteróides e na oxidação de muitas substâncias 

aromáticas, entre outras (FLESCHIN et al., 2000). Cerca de 95 a 98% do 

oxigênio consumido durante a respiração celular é para a produção de energia, o 

restante (2 a 5% do oxigênio metabolizado), produz ERO’s (Espécies Reativas 

de Oxigênio) (SOARES, 2013). Os radicais livres e outros derivados ativos do 

oxigênio são inevitavelmente co-produzidos nessas reações biológicas e exercem 

papel fisiológico importante, mas também estão envolvidos em vários processos 

deletérios ao organismo humano como o câncer, a aterosclerose, o Diabetes 

mellitus, a artrite reumatóide, a distrofia muscular, a catarata, as desordens 

neurológicas e o processo de envelhecimento (NORDBERG; ARNÉR, 2001). 

ERO’s como ânion superóxido (O2•–), radical hidroxil (OH•) e peróxido 

de hidrogênio (H2O2) são produzidas como subproduto do metabolismo celular e 

são geradas constantemente no corpo humano atuando como moduladores de 

processos biológicos internos, incluindo a sinalização da transdução, transcrição 

ou morte programada (CUI et al., 2004).  
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Dentre as ERO’s o radical OH• é o mais reativo e nocivo, sendo 

considerado o radical capaz de causar mais danos aos sistemas biológicos do que 

qualquer outra ERO (SOARES, 2013). Ele é formado pelo H2O2 numa reação 

conhecida como Reação de Fenton que é catalisada por íons metálicos (Fe+2 e 

Cu+) conforme representado a seguir: 

 

Reação de Fenton: H2O2 + Cu+/Fe2+  OH• + OH- + Cu2+/Fe3+. 

 

O organismo não dispõe de um sistema enzimático de defesa contra o 

radical hidroxil, dessa forma a defesa que a célula encontrou foi não deixar que 

o mesmo seja formado, controlando a homeostase metálica (SOARES, 2013). 

Os íons metálicos ou têm seu transporte regulado, ou são mantidos em sua 

valência mais alta ou estão em alguma forma complexados a enzimas e proteínas 

onde são armazenados e/ou fazem parte funcional das mesmas (FRIDOVICH, 

1998; HALLIWELL, 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). 

As células possuem muitas maneiras de controlar a produção de ERO’s, 

através de antioxidantes enzimáticos (superóxido dismutase - SOD, catalase - 

CAT e glutationa peroxidase, e não-enzimáticos (ácido ascórbico - vitaminaC, 

α-tocoferol - vitamina E e glutationa). O balanço entre a produção e a 

degradação de ERO’s mantém a homeostase celular (COVARRUBIAS et al., 

2008). 

Os sistemas antioxidantes atuam em conjunto (Figura 11). A ausência de 

um deles acarreta um desequilíbrio celular, podendo levar ao aumento da 

sensibilidade a agentes oxidantes intra ou extracelular (DRÖGE, 2002 ). 
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Figura 11  Atuação cooperativa dos sistemas antioxidantes presente nas células 

Fonte: Adaptado de Nordberg e Árner, 2001 

 

Muitas evidências bioquímicas, biológicas e clínicas sugerem o 

envolvimento do estresse oxidativo induzido por radicais livres na patogênese de 

várias doenças e no envelhecimento acelerado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 

2007).  

Uma condição de estresse oxidativo ocorre quando a célula acumula um 

excesso de ERO’s que podem danificar as células através da oxidação de 

lipídios, proteínas e DNA (COVARRUBIAS et al., 2008). Por esta razão, mais 

atenção tem se dado aos antioxidantes naturais que podem servir como medicina 

preventiva para proteger o organismo humano contra os radicais livres e retardar 

o progresso de muitas doenças crônicas (KRISHNAIAH et al., 2011). 

As plantas possuem larga variedade de moléculas capturadoras de 

radicais livres como flavonóides, antocianinas, carotenóides e vitaminas (CHOI 

et al., 2002).  

Entre todos os metabólitos secundários sintetizados pelas plantas, os 

compostos fenólicos são os mais difundidos no reino vegetal. Eles são 

caracterizados por ter pelo menos um anel aromático com um ou mais 

grupamento hidroxila. São biossintetizados a partir da via dos fenilpropanóides e 
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são frequentemente conjugados com açúcares, outros fenólicos e poliamidas 

(TORRAS-CLAVERIA et al., 2012). Esses compostos possuem uma variedade 

de funções biológicas como antiviral, antimicrobiana, antioxidante, anti-

inflamatória, analgésica entre outras (CLAVIN et al., 2007; IBRAHIM et al., 

2012; PELZER et al., 1998). 

 

2.4 Atividade anti-Candida 

 

As leveduras do gênero Candida são as principais identificadas em 

laboratórios de análises clínicas, principalmente de pacientes hospitalizados 

(PEDROSO et al., 2014). Espécies de Candida são também relatadas como as 

leveduras mais frequentemente envolvidas em infecções micóticas 

(WILHELMUS, 2005). A infecção por dermatófitos afeta aproximadamente 

40% da população mundial e representa 30% de todas as infecções micóticas 

cutâneas, sendo as mais comuns as que afetam a pele e as mucosas (ARAÚJO et 

al., 2003). 

A candidíase é a mais comum infecção micótica sendo Candida 

albicans seu mais importante agente causador, embora Candida guilliermondii, 

Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida stellatoidea e Candida 

tropicalis também tenham sido relatadas como agentes etiológicos possíveis 

(DUARTE et al., 2005; LIMA et al., 2006; SCHWARTZ, 2004). Infecções da 

corrente sanguínea por Candida spp. apresentam mortalidade elevada e são 

responsáveis pelo aumento dos custos hospitalares (ALFONSO et al., 2010). 

O problema da resistência dos micro-organismos patogênicos frente aos 

produtos sintéticos existentes hoje no mercado gera grande preocupação para os 

cientistas (BAUTISTA-BAÑOS et al., 2003). A resistência aos antifúngicos, 

clínica ou in vitro, pode ocorrer quando células de fungos suscetíveis passam a 

ser resistentes devido ao contato prévio com as drogas ou é inerente ao próprio 
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microrganismo (MORSCHHÄUSER, 2002). Em decorrência disso, surge cada 

vez mais a necessidade de avaliação da sensibilidade destes agentes a outros 

antifúngicos como os de origem natural (PEDROSO et al., 2014). 

Nesse contexto os óleos essenciais têm-se destacado dentre os agentes 

terapêuticos provenientes das plantas com uso medicinal popular e científico 

(COSTA et al., 2008).  

Diversos estudos tem demonstrado a atividade anti-Candida dos óleos 

essenciais. Como mostrado por Abrantes et al. (2013) os óleos essenciais de 

Citrus limonum, Cinnamomum zeylanicum, Eucalyptus globulus, Eugenia 

coryophyllata, Mentha arvensis, Mentha piperita, Mentha spicata, Origanum 

vulgare, Pimpinella anisum apresentaram forte atividade anti-Candida com 

média de halos de inibição entre 18 a 49 mm de diâmetro. Nesse estudo foram 

testadas várias leveduras Candidas não albicans. De acordo com Almeida et al. 

(2011) os óleos essenciais de diversas espécies vegetais (Ocimum basilicum, 

Cymbopogon martinii, Cyperus articulatus, Thymus vulgaris e Cinnamomum 

cassia), apresentaram alta atividade frente a cepas de C. albicans. O valores dos 

halos de inibição dos óleos essenciais variaram entre 27 e 30mm enquanto o 

miconazol (controle positivo empregado) variou entre 8 e 10mm.  

Além disso, alguns óleos já se mostraram efetivos em “reverter” a 

resitência causada por alguns antifúngicos utilizados clinicamente como é o caso 

do óleo essencial de P. amboinicus. De acordo com Oliveira et al. (2007) o óleo 

essencial de P. amboinicus mostrou destacável interferência sobre a atividade 

antifúngica de itraconazol, sendo observado um efeito sinérgico sobre C. 

albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. stellatoidea. Ademais, o óleo essencial 

interferiu na atividade antifúngica de cetoconazol sobre C. albicans, C. 

guilliermondii e C. stellatoidea causando efeito sinérgico. Estes dados mostram 

que o uso combinado de plantas medicinais e/ou seus produtos derivados com 
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drogas industrializadas, particularmente, antimicrobianos, podem interferir sobre 

os efeitos terapêuticos esperados. 

Os antifúngicos podem ser agrupados em três classes baseados no seu 

ponto de ação: inibidores da síntese do ergosterol (o principal esterol de fungos); 

polienos, que interagem fisicoquimicamente com os esteróis de membrana e 

inibidores da síntese de proteína (ARTHINGTON-SKAGGS et al., 2002). Em 

relação ao seu mecanismo de ação antifúngico os oleos essenciais são relatados 

por serem inibidores da síntese de ergosterol (BARBOSA, 2010). 

 

2.5 Atividade inibitória enzimática 

  

 As pesquisas envolvendo mecanismos de inibição enzimática de um 

determinado processo metabólico por substâncias naturais têm apresentado 

considerável atenção. Muitas dessas pesquisas tem apontado para o fato de que 

essas substâncias possuem uma ação, muitas vezes, mais seletiva e com menos 

efeitos indesejáveis do que os medicamentos sintéticos utilizados para a mesma 

finalidade (SALES, 2012). 

Zangara et al. (2003) identificaram que a huperzina A, extraída da 

espécie Huperzia serrata, apresentou atividade inibitória da enzima 

acetilcolinesterase superior a fármacos usados para o tratamento do mal de 

Alzheimer. Os óleos essenciais de plantas como Eucalyptus globulus, Cupressus 

sempervirens e Thymus vulgaris também apresentaram elevada atividade 

inibitória da enzima acetilcolinesterase conforme estudos de Aazza et al. (2011). 

Substâncias isoladas das espécies Atractylodis rhizoma e Artocarpus 

heterophyllus, plantas de origem asiática, mostrraram capacidade inibitória da 

enzima tirosinase, contriubuindo para efeitos de clareamento da pele (ARUNG 

et al., 2006; CHANG et al., 2007). Além disso o extrato aquoso da espécie 
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Artocarpus heterophyllus apresentou atividade inibitória da enzima alfa-amilase, 

in vitro (KATOWAROO et al., 2006).  

De acordo com Miguel et al. (2014) extratos obtidos a partir das 

espécies Ammi visnaga, Viscum album e Berberis vulgaris apresentaram 

atividade inibitória da enzima lipoxigenase mostrando-se eficientes frente a 

processos inflamatórios e antioxidantes. 

Para contribuir com o desenvolvimento da aplicação de inibidores 

enzimáticos no tratamento de doenças, torna-se importante o estudo de 

substâncias de origem natural que sejam ativas contra algumas dessas enzimas.  

 

2.5.1 Lipoxigenase 

 

O ácido araquidônico (AA) é um ácido graxo poliinsaturado liberado a 

partir dos fosfolipídeos das membranas celulares através da ação da enzima 

fosfolipase A2 em resposta a estímulos mecânicos, químicos ou físicos e 

também por mediadores químicos (SILVA, 2012). Os metabólitos do ácido 

araquidônico, denominados eicosanóides, são sintetizados por duas vias 

enzimáticas:  

  a via das enzimas lipoxigenases (LOX), que resulta na formação de 

leucotrienos e lipoxinas (FALEIRO, 2014), 

  a via das enzimas cicloxigenases (COX), que leva à formação de 

prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXA) (prostanoides) (FALEIRO, 2014). 

As lipoxigenases (LOXs) são enzimas que catalisam a adição de 

oxigênio molecular ao ácido araquidônico levando a formação de 

hidroperóxidos de ácidos graxos poliinsaturados (5-HPETE - ácido 5-

hidroperoroxieicosatetraenóico) (Figura 12), que atuam como intermediários de 

rotas metabólicas (AXELROD et al., 1981; MACK; PETERMAN; SIEDOW, 

1987). Em animais e, de forma similar nos vegetais, a rota das LOXs e 
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cicloxigenases, onde o hidroperóxido ou endoperóxido formados por essas 

enzimas são transformados em leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclinas e 

tromboxanos, depende da natureza do estímulo celular (BARROS et al., 2008). 

Esses metabólitos demonstram uma poderosa atividade reguladora de processos 

inflamatórios em mamíferos (SAMUELSSON et al., 1987; SCHEWE; 

RAPOPORT; KUHN, 1986) 

Devido à produção desses hidroperóxidos de ácidos graxos 

poliinsaturados (5-HPETE) (Figura 12), compostos que são capazes de inibir a 

enzima podem ser considerados como antioxidantes (MIGUEL et al., 2014). Ao 

mesmo tempo, esses produtos são convertidos em outros que desempenham um 

papel fundamental em processos inflamatórios, como os leucotrienos (Figura 2). 

Portanto, compostos que são capazes de inibir esta enzima, também possuem 

propriedades antiinflamatórias (STEINHILBER, 1999) uma vez que a 

peroxidação lipídica está intimamente relacionada com processos inflamatórios 

(SILVA et al., 2002). 
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a)      

 

 

Figura 12 a) Cascata do ácido araquidônico e b) Estrutura química e 

conversão do ácido araquidônico em leucotrienos. 5-HPETE = 

ácido 5-hidroperoroxieicosatetraenóico 

Fonte: Mycek, Harvey e Champe (1998) 

 

 Os produtos da ação das enzimas COX e 5-LOX sobre o ácido 

araquidônico, são portanto as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, 

também denominados eicosanóides. Tais compostos são agentes homeostáticos, 

envolvidos na manutenção da integridade dos sistemas inflamatório, 

cardiovascular e renal (SILVA et al., 2002). Dessa forma um desequilíbrio na 

homeostase de leucotrienos pode resultar em respostas inflamatórias com 

distúrbios respiratórios (asma e rinite alérgica), artrite e desordens inflamatórias 

no intestino.  

Flavonóides e compostos fenólicos têm sido estudados por atuarem 

nessa via interferindo no metabolismo final do ácido aracdônico (HARBORNE 

et al., 2000). A propriedade apresentada pelos flavonóides em inibir tanto a via 

b) 
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da ciclooxigenase quanto da 5-lipoxigenase pode, portanto, contribuir para as 

propriedades antiinflamatórias dessa classe de metabólitos secundários (SILVA 

et al., 2002). 

Estudo realizado por Faleiro (2014) demonstrou experimentalmente a 

atividade antiinflamatória de extratos hidroalcoólicos de espécies do gênero 

Adama por inibição concomitante da COX e da 5-LOX. A revelação da 

composição química por UHPLC-UV-MS (Ultra High Performance Liquid 

Chromatography acoplada a detector no ultravioleta e espectrometria de massas) 

mostrou a presença de flavonóides e ácidos clorogênicos o qual foram atribuídas 

essa atividade.  

A necessidade de estudos nessa área torna-se de grande importância uma 

vez que medicamentos sintéticos que inibam somente a COX levam a um 

deslocamento da via do ácido araquidônico para a produção de leucotrienos e 

vice versa, aumentando os efeitos indesejáveis desses medicamentos 

(FALEIRO, 2014). Dessa forma a descoberta de espécies vegetais que sejam 

capazes de inibir as duas enzimas ao mesmo tempo tornam essas pesquisas de 

grande valia para o mercado farmacêutico atual. 

 

2.5.2 Alfa-amilase 

 

Investigações do potencial antidiabético de extratos vegetais são de 

suma importância como uma busca alternativa de novos fármacos, uma vez que 

os fármacos hipoglicemiantes disponíveis no mercado e a insulina apresentam 

efeitos colaterais que limitam seu uso (ALI; HOUGHTON; SOUMYANATH, 

2006).  

O amido constitui uma fonte de energia essencial para muitos seres 

vivos, incluindo o homem, além se ser uma substância de reserva para a maioria 

das plantas superiores (VIELLE; ZEIKUS, 2001). Trata-se de um polissacarídeo 
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composto inteiramente por unidades de D-glicose, que é considerado o principal 

carboidrato sintetizado pelas plantas e de grande importância na dieta humana 

(VILLALBA, 2012). Em sua constituição, contém dois tipos de polímeros da 

glicose (Figura 13), a amilose (que consiste de cadeias longas, não ramificadas 

de unidades de D-glicose unidas por ligações tipo α1→4) e a amilopectina (que 

consiste de cadeias longas, altamente ramificadas de unidades de D-glicose 

unidas por ligações α1→4 e as ramificações unidas por ligações tipo α1→6) 

(NELSON; COX, 2002).  

 

                  a) 

 

                     b)  

 

Figura 13 Componentes da estrutura do amido: a) estrutura química da 

amilose e b) amilipectina 

Fonte: Villalba, 2012 

 

As amilases são enzimas que catalisam a quebra das ligações α1→4 

glicosídicas produzindo mono ou oligossacarídeos e por isso são consideradas 

enzimas importantes em processos biológicos e patológicos (RIBEIRO; 

SERAVALLI, 2004). São produzidas por animais, vegetais e microrganismos. 
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O Diabetes é uma desordem do metabolismo de carboidratos que resulta 

em um aumento anormal de glicose no sangue (NELSON; COX, 2002). Os 

inibidores da alfa-amilase possuem essa aplicação terapêutica por retardarem a 

digestão e absorção geral de amido, aumentando a tolerância à glicose em 

pacientes diabéticos (LAYER et al., 1986; PAYAN, 2004).  

Dietas suplementadas com inibidores de alfa-amilase, tem sido adotadas 

de forma crescente ultimamente (PEREIRA et al., 2010). O uso destes inibidores 

é feito com o objetivo de redução da hiperglicemia pós-prandial no controle da 

obesidade e do Diabetes mellitus tipo 2 (não insulino-dependente). Esta inibição 

leva a saciedade, tolerância aos carboidratos, perda de peso e prolonga o 

esvaziamento gástrico, além de serem ferramentas utilizadas para a descoberta 

de novos nutracêuticos e fitofármacos (UDANI et al., 2009). 

A faseolamina é um potente inibidor da alfa-amilase purificado a partir 

do feijão branco, Phaseolus vulgaris (VILLALBA, 2012). Essa substância só 

inibe a alfa-amilase de animais não inibindo de plantas, bactérias e fungos e por 

isso é muito utilizada como controle positivo em testes biológicos de inibição 

dessa enzima (MARSHALL; LAUDA, 1975).  

 Além da faseolamina já se tem estudos de alguns inibidores da alfa-

amilase purificados e caracterizados como os encontrados em sementes de trigo 

(Triticum aestivum) (FRANCO et al., 2000), no arroz (Oryza sativa) (LIN, 

2006) e na cevada (Hordeum vulgare) (KADZIOLA, 1994). 

Dessa forma estudos nessa área têm sido feitos em busca de inibidores 

de alfa-amilase que sejam clinicamente efetivos (LOIZZO et al., 2007). 
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RESUMO 

 

O gênero Plectranthus, pertencente a família Lamiaceae, tem sido muito 

investigado quanto as suas propriedades terapêuticas e nutracêuticas. Foram 

avaliados o potencial antioxidante e a inibição de alfa-amilase das espécies 

Plectranthus amboinicus, Plectranthus ornatus e Plectranthus barbatus. Os 

extratos foram preparados por infusão, refluxo e turboextração utilizando as 

folhas das três espécies. Os resultados mostraram que os extratos obtidos por 

refluxo e turboextração de P. barbatus se destacou no teor de constituintes 

fenólicos e atividade antioxidante. Dentre os métodos de eliminação de radicais 

livres estudados, o DPPH e ABTS foram os que tiveram resultados mais 

expressivos para as três espécies e houve ainda correlação positiva entre os 

constituintes fenólicos e a atividade antioxidante. Não foi observada nenhuma 

atividade de inibição de alfa-amilase pelos extratos analisados.   

 

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Alfa-amilase. Plectranthus 

amboinicus. Plectranthus ornatus. Plectranthus barbatus. 
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ABSTRACT 

 

The Plectranthus genus belongs to the family Lamiaceae, which has been widely 

investigated for its therapeutic and nutraceutical properties. We evaluated the 

antioxidant potential and the inhibition of alpha-amylase of the species 

Plectranthus amboinicus, Plectranthus ornatus and Plectranthus barbatus. The 

extracts were prepared for infusion, refluxing, and turbo extraction using leaves 

of the three species. The results showed that the extracts obtained by refluxing 

and turbo extraction of P. barbatus stood out in the content of phenolic 

constituents and antioxidant activity. The methods of scavenging free radicals 

(DPPH and ABTS) were those that had best significant results for the three 

species and there was a positive correlation between phenolic constituents and 

antioxidant activity too. There was no activity of inhibition by alpha-amylase on 

the extracts analyzed. 

 

Keywords: antioxidant activity; alpha-amylase; Plectranthus amboinicus, 

Plectranthus ornatus, Plectranthus barbatus. 
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1. INTRODUCTION 

 

It is known that the development of civilization was followed by the 

history of the medicinal and aromatic plants, as well as condiments. Compounds 

derived from natural products were the basis for the development of many drugs 

currently available in the market (Miguel, Bouchmaaa, Aazza, Gaamoussi & 

Lyoussi, 2014). Among these substances, the condiments of the family 

Lamiaceae have been widely studied due the antioxidant activity of its phenolic 

compounds (Mariutti & Bragagnolo, 2007). 

Recently, there was an increased concern regarding the synthetic 

antioxidants because of their possible toxicity against the animal DNA. This fact 

explains the interest in the study of plant extracts as a source of natural 

antioxidants with the advantage of being cheaper and effective (Ozyurt, 

Demirata & Apak, 2007). Antioxidants are substances that retard or prevent the 

onset or spread of chain oxidation reactions. They may act by various 

mechanisms, such as elimination of free radicals, chelation of transition metals 

such as iron, inhibiting lipid peroxidation, as reducing agents, and as activators 

of enzymatic systems of antioxidant protection, such superoxide dismutase and 

glutathione peroxidase (Muraina, Suleiman & Eloff, 2009). Thus, the natural 

antioxidants protect the biological systems against free radicals and retard the 

progress of several chronic diseases (Krishnaiah, Sarbatly & Nithyanandam 

2011). 

The alpha-amylase enzyme has been studied by its action on 

carbohydrate metabolism and it is responsible for the breakdown of 

oligosaccharides to monosaccharides, which are further absorbed by the body. 

Changes in carbohydrate metabolism may be associated with some diseases such 

as type 2 diabetes mellitus and obesity. Nowadays, these diseases represent a 

problem of individual and population health due to its overall increase and 
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implications (Rengasamy, Aderogba, Amoo, Stirk & Staden, 2013). Therefore, 

the alpha-amylase enzyme inhibitors constitute one of the therapeutic options to 

control these diseases. 

The Plectranthus genus has been widely investigated. This genus 

belongs to the family Lamiaceae and involves about 300 species naturally 

occurring in Africa, Asia and Australia (Rice, Brits, Potgieter &Van Staden, 

2011). These species have biosynthetic capacity to produce a variety of 

secondary metabolites (Albuquerque, Silva, Machado, Matos, Morais & Neto, 

2006), which makes the Plectranthus an important genus for the research and 

development of new drugs (Rice et al. 2011). Although belonging to the same 

genus, the species Plectranthus amboinicus (Lour) Spreng, Plectranthus 

barbatus Andr., and Plectranthus ornatus Codd., exhibit different chemical and 

pharmacological properties (Albuquerque et al. 2006). 

P. amboinicus is an East Asian native plant most commonly found 

throughout tropical America (Chang, Cheng, Hung, Chung & Wu, 2007). It is 

popularly called as malvarisco, malvariço, thick mint, great mint or mallow. P. 

barbatus, popularly known as false boldo, national boldo,  Brazilian boldo or  

holy mallow; it is probably originated in Africa and it is widely cultivated and 

used in Brazil as a medicinal plant due its analgesic and anti-dyspeptic 

properties (Chang et al. 2007) . P. ornatus is a native plant from East Africa, but 

semi-naturalized in other regions. In Brazil it is known by the common names of 

boldo rasteiro, boldo miúdo, boldinho or chinese boldo (Ascenção, Mota & 

Castro, 1999). 

Most studies evaluated the specie P. barbatus because of the 

pharmacological importance of the diterpenes present in its leaves (Albuquerque 

et al. 2006). Comparatively few studies exist on the other two species of the 

genus evaluated in this study. Therefore, the our goal was evaluate the aqueous  

and hydroalcoholic extracts of these three species of the genus Plectranthus (P. 
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amboinicus, P. barbatus and P. ornatus) by the quantification of its phenolic 

constituents  level, comparison of the antioxidant potential, and its ability to 

inhibit alpha-amylase in vitro. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1. Chemicals and equipments 

 

All chemicals were of analytical grade. Folin-Ciocalteu solution; sodium 

carbonate (Na2CO3); aluminum chloride (AlCl3); gallic acid; thiobarbituric acid 

(TBA); 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH); 2,2'-azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS); potassium ferricyanide 

[K3Fe(CN)6]; deoxyribose; 2,4-dinitrophenol (DNP); potassium hydroxide 

(KOH); trichloroacetic acid (TCA); ferrozine [3- (2-pyridyl) -5,5-bis (4-phenyl 

sulfonic acid) -1,2,4-triazine]; ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA), 

potassium persulfate (K2S2O8);  iron(II) chloride tetrahydrate (FeCl2·4H2O); iron 

II sulphate heptahydrate (FeSO4.7H2O), Spain); hydrogen peroxide (H2O2); 

sodium dodecyl sulfate (SDS);  

Alpha-amylase; L (+) - ascorbic acid 99,7-100,5% purity; naringenin 

purity ≥ 95%; gallic acid anhydrous purity ≥ 98% and quercetin purity ≥ 95% 

were obtained from Sigma. Phaseolamin, powdered drug containing 1.15% 

phaseolamin obtained from Gemini.  

Microplate reader TECAN Infinity® M200 PRO using the software I-

control® version 3.37.; Moisture analyzer balance OHAUS model MB45. 

Extractor Turratec model MA 102. 
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2.2. Plant material 

 

Fresh leaves of three species of the genus Plectranthus were used (P. 

amboinicus, P. barbatus and P. ornatus). The species were grown in the garden 

of medicinal plants of the Federal University of Lavras - UFLA (21º14'07 "S, 44 

° 58'22" O; 879 m asl). They were fertilized with cattle manure in 3.0 kg.m2 

dose and periodically irrigated four times a week. The leaves were collected in 

March 2015. A sample of each plant material was identified and incorporated 

into the PAMG herbarium collection of the Agricultural Research Company of 

Minas Gerais (EPAMIG), receiving the deposit numbers PAMG 57803 (PB), 

PAMG 57804 (PA) e PAMG 57805 (PO).  

 

2.3. Moisture content determination 

 

The moisture content of the fresh leaves of the three species was 

determined by infrared radiation, using a MB45 Ohaus® balance, drying set to 

105 ° C for 5 minutes. The results were expressed in percentage moisture loss in 

mass through the mean of three determinations using 3 g of leaves each 

determination ± standard deviation.  

 

2.4. Extraction preparation 

 

The extracts (5% w/v) were prepared by refluxing, infusion, and turbo 

extraction from fresh leaves of all species. Water was the solvent for the extracts 

obtained by refluxing and infusion, while 70% ethanol solution was utilized for 

the turbo extraction. For the preparation of the extracts by refluxing, the plant 

material (leaves) was individually distilled for 30 minutes to boil in a closed 

system to reduce possible losses by evaporation. The infusions were prepared by 
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pouring distilled water at 80°C over the plant material (3 to 5 mm). The infusion 

remained under static maceration for 10 min in a capped container. For the turbo 

extraction, each species was extracted by 3 cycles of 10 minutes in an ice bath 

with an interval of 1 minute between them. After the extractive procedures, the 

aqueous and hydroalcoholic extracts were filtered, and kept in a freezer at -20°C 

until analysis. The extractives yields were calculated by rotoevaporation with 25 

mL of each extract to dryness. 

 

2.5. Determination of total phenolics 

 

The quantification of the phenolic compounds was determined by the 

Slinkard & Singleton (1977) method. 50 µL of the extracts were mixed with 100 

µL of Folin-Ciocalteu reagent (10% w/v) and 125 μL Na2CO3 solution (7% 

w/v). The absorbance was measured at 760 nm after an incubation period of 2 

hours at room temperature. The concentration of the calibration curve (y = 

4,7449x + 0.1612, R2 = 0.9969) ranged from 1.27 to 0.0099 mg/mL in an 

ethanol solution of gallic acid. The total phenolic content of the extracts were 

expressed in milligram of gallic acid equivalents per gram of fresh leaf (mg 

GAE/g). 

 

2.6. Quantification of flavonoids (flavones and total flavonoids) 

 

The quantification of flavonoids was determined by the method of Ahn 

et al. (2007). 100 uL of the extracts were mixed with 100 µL of AlCl3 solution 

(10% w/v). The absorbance was measured at 420 nm after an incubation period 

of 40 minutes at room temperature. The concentration of the calibration curve (y 

= 7,0356x + 0.0695, R2 = 0.9998) ranged from 1.71 to 0.013 mg/mL in an 
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ethanol solution containing quercetin. The flavonoid content of extract was 

expressed in milligram of quercetin equivalents per g of fresh leaf (QE mg/g). 

 

2.7. Quantification of total dihydroflavonoids 

 

Quantification of total dihydroflavonoids was determined by the method 

of Popova, Bankova and Butovska (2004). 200 uL of the extracts were mixed 

with 400 μL of a methanol solution of DNP (1% w/v) and heated at 50°C for 50 

minutes. After cooling to room temperature, it was added 1.4 mL of KOH (10% 

v/v) in methanol to the reaction solution (sample + DNP). Then, 100 μL of the 

reagent solution (sample+DNP+KOH) was diluted in 900 μL of methanol and 

centrifuged at 3,000 rpm for 10 minutes. A volume of 250 uL of each sample 

was transferred to the wells of the microplate. The absorbance was measured at 

486 nm. The calibration curve (y = 0,1795x + 0.1254, R2 = 0.9941) comprised 

concentration range from 2.0 to 0.015 mg/mL in a methanolic solution of 

naringenin. The dihidroflavonoides levels in the extracts were expressed in 

milligram of naringenin equivalents per g of fresh leaf (NE mg/g). 

 

2.8. Total antioxidant capacity (TAC)  

 

The total antioxidant capacity (TAC) was measured based on the method 

of reduction of ammonium molybdate described by Prieto, Pineda & Aguilar 

(1999). 200 μL of the extracts were mixed with 1500 μL of the reagent solution 

(0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate monobasic, 4 mM ammonium 

molybdate). After 90 minutes incubation at 95ºC, the samples were cooled to 

room temperature and the absorbance measured at 695 nm. The aqueous 

calibration curve of ascorbic acid comprised the range of 0.65 to 0,010 mg/mL. 

The straight-line equation (y = 3,4675x + 0.1722, R2 = 0.9951), where y is the 
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absorbance and X is the concentration, was used to determine the activity. 

Results were expressed in milligram of ascorbic acid equivalent per g of fresh 

leaf (AAE mg/g). 

 

2.9. Free radical scavenging activity (DPPH) 

 

The scavenging activity of DPPH (1,1-diphenyl-1,2-picrylhydrazyl) was 

determined by the method proposed by Brand-Williams, Cuvelier & Berset 

(1995). It was added 250 uL of an ethanolic solution of DPPH in 50 uL of the 

sample. The mixture was incubated for 60 minutes in the dark at room 

temperature. After this time, the absorbance was measured at 517 nm. BHT was 

used as positive control and the activity of capturing free radicals by DPPH was 

expressed by percentage of inhibition, calculated using the formula: (%) = (A0 - 

A1) / A0 x 100, where A0 is the negative control absorbance, and  A1 is the 

absorbance of the samples. Free radical scavenging activity was expressed as 

IC50. 

 

2.10. Radical scavenging activity (ABTS) 

 

ABTS radical cation decolorization assay was carried out using the 

method described by Re, Pellegrini, Proteggente, Pannala, Yang & Rice-Evans 

(1999), and Ling et al. (2009), with minor modifications. Briefly, the ABTS 

radical was generated by reacting an aqueous solution of K2S2O8 (2,45 mM) in 

the dark for 16h, followed by setting the absorbance at 734 nm for 0.7 at room 

temperature. 30 uL samples of the extracts were added to 270 uL ABTS and the 

absorbance was read at 734 nm after 6 minutes. BHT was used as positive 

control and the percentage removal of ABTS was calculated from the formula 
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described above: (%) = (A0 - A1) / A0 * 100. Free radical scavenging activity 

was expressed as IC50. 

 

2.11. Determination of metal chelating ability 

 

The chelating activity of Fe2+ ions was performed according to Miguel 

(2010). In aliquots of 100 μL of sample, it was added 30 μL of FeCl2 • 4H2O (2 

mM). After incubation for 10 minutes, it was added 40 μL of 5 mM ferrozine [3- 

(2-pyridyl) -5,5-bis (4-phenyl sulfonic acid) -1,2,4-triazine]. The absorbance of 

the solutions was measured at 562 nm. The percentage inhibition of the 

formation of ferrozine-Fe2+ complex was determined using the formula: (%) = 

(A0 - A1) / A0 * 100, previously described. Results were expressed as IC50 and 

EDTA was used as positive control. 

 

2.12. Determination of reducing power 

 

The method described by Oyaizu (1986) was utilized to determine the 

reducing power of the extracts of the leaves of all species. In ependorfs, a 

volume of 25 µL of the extracts was mixed with 100 mL of sodium phosphate 

buffer (pH 6,6) and 100 mL of a 1% potassium ferricyanide aqueous solution 

(K3Fe(CN)6), and incubated in a water bath at 50°C for 20 minutes. Then, 100 

µL of a 10% trichloroacetic acid (TCA) aqueous solution was added to the 

mixture, along with 300 μL of distilled water, and 60 μL of 0.1% ferric chloride 

aqueous solution. 250 μL were transferred into the microplate and the intensity 

of the blue-green color was measured at 700 nm. Ascorbic acid was used as 

positive control. The IC50 (mg/mL) represents the concentration at which the 

absorbance of the extract was 0.5 for reducing power. It was calculated from the 

graph absorbance at 700 nm against the concentration of the extract. 
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2.13. Inhibition of lipid peroxidation 

 

Inhibition of lipid peroxidation (LP) was measured according to the 

method described by Aazza, Lyoussi, Megías, Giraldo, Vioque & Miguel 

(2014). Liposomes were obtained from 0.5g of soy lecetina in 100 mL of 

chloroform until complete dryness by evaporation. Then, it was resuspended in 

100 mL 0.01M PBS buffer pH 7.0 and kept at 4°C until assay. For testing, 400 

uL of the liposome suspension together with 500 uL of the sample, 100 uL of 

PBS buffer, 100 µL 0.08% ferric chloride and 50 uL of 0.018% ascorbic acid 

were incubated at 37°C for 1 hour. After this period, it was added 1 mL of TCA 

and 1.5mL of TBA dissolved in a 0.8M solution of SDS to 1.1% and the mixture 

was incubated at 95°C for 15 minutes. Then, after cooled, 300 uL were 

transferred to a microplate and read at 532 nm. BHT was used as a positive 

control and the percentage of inhibition was calculated by the equation 

previously described: (%) = (A0 - A1) / A0 x 100. Inhibition of the activity of 

LP was expressed as IC50. 

 

2.14. Test of inhibition of the alpha-amylase 

 

The inhibition assay of α-amylase was performed according to Xiao, 

Storms & Tsang (2006) based on the starch-iodine test. In 50 uL of sample, it 

was added 50 uL of 0.01% enzyme aqueous solution, and 50 uL of a sodium 

phosphate buffer pH 6.9. After waiting 10 minutes, it was added 50 uL of a 

0.2% starch aqueous solution. Then, after another 20 minutes, it was added 20 

uL of 0.1M HCl solution and 100 mL of an aqueous of iodine. The iodine 

solution was made by adding 5 mM I2 and 10 mM KI in 100 ml water. 

Measurements were carried out at 620 nm. The phaseolamine was used as 

positive control and the inhibition percentage of the enzyme was calculated by 
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the equation previously described: (%) = (A0 - A1) / A0 x 100. Inhibition 

activity was expressed as IC50. 

 

2.15. Statistical analysis 

 

The experimental design was randomized according to a 3x3 factorial 

scheme, with three species and three extraction methods. All assays were 

performed in triplicate and statistical analysis of data utilized the Sisvar software 

version 5.3 (Ferreira, 2010). The average between the treatments were subjected 

to analysis of variance by F test, and compared by Tukey test with 5% 

probability. 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

 

3.1. Moisture content, extraction yield, and quantification of phenolic of the 

species 

 

The moisture percentage of the fresh leaves of P. amboinicus, P. ornatus 

e P. barbatus were 43.09 ± 2.90; 53.31 ± 2.28 and 57.96 ± 1.54, respectively. In 

this order, the increasing humidity values of the three species may have 

influenced the extractive yield and the levels of phenolic compounds obtained 

by turbo extraction because we observed the same behavior for these variables 

(Fig. 1 and Table 1). 
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Figure 1 Percentage yield of extracts of the Plectranthus  species (PA: 

Plectranthus amboinicus, PO: Plectranthus ornatus, PB: 

Plectranthus barbatus)  

 

The extractive yields of the three species were dependent on the plant 

and the extraction method. For the three Plectranthus species infusion proved to 

be the least effective method of extraction of phenolic compounds. For P. 

amboinicus and P. ornatus, the highest extractive yields and total phenolic 

content were observed in the extraction under reflux, followed by turbo 

extraction and infusion (Figure 1 and Table 1). The best method for P. barbatus 

species was turbo extraction followed by decoction and infusion. Falé et al. 

(2009) evaluated the extractive yields of decoctions and infusions of five species 

of Plectranthus, and noted variations between species and the method of 

extraction. The results of Falé et al. (2009) for P. barbatus corroborate the 

results of this study, in which the contact of the plant material with a high 

temperature for a certain time is an important parameter for achieving greater 
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extractive yields in this species. The turbo extracts of P. barbatus also had the 

highest levels of phenolic compounds including phenols, flavonoids and total 

dihydroflavonoids (Table 1). As Oh, Heonjoo, Ah Reum, Sung-Jin & Jaejoon 

(2013) pointed out, in general, the ethanol extracts contain more phenolic 

compounds than the aqueous extract. Ethanol and methanol are cited as the best 

extractors for phenolic compounds in comparison to less polar solvents and 

water. 

 

Table 1 Levels of phenolic constituents of different extracts of P. 

amboinicus (PA), P. ornatus (PO) and P. barbatus. 
Plant 

species 

Total phenolics (mg GAE/g) 

Refluxing Infusion Turbo extraction 

PA 9,31±0,01 bA 1,46±0,01 bC 7,56±0,00 cB 

PO 9,20±0,02 bA 1,57±0,03 bC 8,23±0,01 Bb 

PB 10,80±0,01 aB 3,37±0,02 aC 11,67±0,01Aa 

 Flavonoids (mg QE/g) 

PA 0,60±0,01 cB 0,08±0,01 cC 0,89±0,02 Ca 

PO 0,90±0,02 bB 1,57±0,03 bC 8,23±0,01 Bb 

PB 2,35±0,01 aB 0,32±0,01 aC 2,50±0,01 Aa 

                 Dihydroflavonoids (mg NE/g) 

PA 3,20±0,02 bA 1,06±0,02 aC 3,02±0,01 Cb 

PO 2,69±0,00 cB 1,10±0,01 aC 6,61±0,02 bA 

PB 3,58±0,02 aB 0,84±0,01 bC 7,82±0,03 aA 

Means followed by the same upper case letter ins the line and the same lower case letter 

in the column do not differ significantly for the same phenolic compound class, 

according to Tukey’s test (p<0.05). Total phenolics: expressed in mg of gallic acid 

equivalents/g of fresh leaf (mg GAE / g). Flavonoids: expressed in mg of quercetin 

equivalents/g of fresh leaf (QE mg/g). Dihydroflavonoids: expressed in mg of 

naringenin equivalents/g of fresh leaf (EN mg / g). The data represent the mean ± 

standard deviation (n = 3). 
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The three species of Plectranthus had higher levels of dihydroflavonoids 

than flavonoids. The highest flavonoid contents of all species were obtained with 

turbo extraction. The dihydroflavonoid content varied between species and 

extractive methods. P. amboinicus showed higher dihydroflavonoid content 

under reflux, whereas P. ornatus and P. barbatus obtained better results with 

turbo extraction. No study on optimizing the extraction method of phenolic 

compounds for the species Plectranthus was found in the literature for 

comparative purposes. 

 

3.2. Total antioxidant capacity test (TAC), ABTS and DPPH 

 

The aqueous extracts obtained by refluxing of P. amboinicus and P. 

ornatus, and the hydroalcoholic extract of P. barbatus showed the highest 

antioxidant activity in these tests (Table 2). 
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Table 2 Antioxidant activities of different extracts of Plectranthus 

amboinicus (PA), P. ornatus (PO) and P. barbatus (PB) 

Plant species 
TAC (mg AAE /g) 

Refluxing Infusion Turbo extraction 

PA 1,51±0,02 cA 0,19±0,01 aC 1,16±0,01 cB 

PO 2,11±0,00 bA 0,03±0,01 bC 1,50±0,01 bB 

PB 2,70±0,00 aB 0,21±0,02 aC 2,96±0,01 aA 

                                            DPPH  (IC50=mg/mL) 

PA 0,51±0,00 bA 4,47±0,01 bC 0,75±0,00 cB 

PO 0,50±0,00 bA 4,69±0,01 cC 0,67±0,01 bB 

PB 0,28±0,00 aB 2,07±0,00 aC 0,12±0,01 aA 

                                            ABTS (IC50=mg/mL) 

PA 0,75±0,00 aA 4,50±0,01 cC 0,98±0,01 bB 

PO 0,72±0,02 cA 1,96±0,00 aC 0,97±0,00 bB 

PB 0,45±0,01 bA  3,74±0,02bB 0,33±0,01 aA 

Means followed by the same upper case letter in line and the same lower case letter in 

the column do not differ significantly in each antioxidant test, according to Tukey’s test 

(p<0.05). TAC: total antioxidant capacity in mg of ascorbic acid equivalents/g of fresh 

leaf (AAE mg/g); DPPH: capture of free radicals DPPH; ABTS: capture of free radicals 

ABTS; BHT: IC50 = 0.18 ± 0.01 mg/ml. The data represent mean ± standard deviation 

(n=3). 

 

P. barbatus extract obtained by turbo extraction showed the highest 

antioxidant potential. TAC was about 50% higher than P. ornatus by turbo 

extraction and, in absolute terms, about 9% higher than the reflux P. barbatus. 

Comparing the turbo extracts of P. barbatus and P. ornatus, the first was about 

5.6 and 3.0 times more active in the capture of free radicals DPPH and ABTS, 

respectively. The antioxidant activity of the extracts, with regard to their ability 

to scavenge free radicals DPPH was high and similar to BHT (IC50 = 0.18 ± 0.01 

mg/ml) used as a standard; the turbo extracts of P. barbatus was higher than this 

standard. Falé et al. (2009) demonstrated that decoctions of P. barbatus also 

exhibited high antioxidant activity in the DPPH test (IC50 = 45.8 ± 0.5l dry 
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extract ug/ml). In this same study, the authors also report that the species of the 

same genus, P. ecklonii, P. fructicosus and P. lanuginosus showed comparable 

antioxidant activity to P. barbatus measured by DPPH method. In the three 

species, there was a positive correlation between the content of phenolic 

constituents and antioxidant activity (Table 3). For the CAT test, it was observed 

that the Pearson correlation coefficient was positive, indicating a positive 

correlation.  Concerning the DPPH test, ABTS and chelating power, they were 

negative for the same coefficient, however it concluded that the correlation is 

positive, since the results are expressed in IC50, and the lower this value the 

greater will be the antioxidant power of the plant. Therefore, it concluded that 

there was a positive correlation between total phenolic content, flavonoid and 

dihydroflavonoid with antioxidant activity measured by CAT tests, DPPH, 

ABTS and chelating power. Several authors have also attributed the increased 

antioxidant activity of the natural products to the presence of high levels of 

phenolics (Sousa et al, 2007; Aazza, Lyoussi, Antunes & Miguel 2013; Freitas, 

Azevedo, Souza, Rocha & Santos, 2014; Miguel et al. 2014; Amarante, Dias, 

Santos, Neves, Batista & Lins, 2015). 

Phytochemical screening studies of extracts of the species Plectranthus 

have shown the presence of different constituents as flavonoids, acids and  esters 

phenolics, phenylpropanoid, and diterpenes, which may contribute for the 

antioxidant activity (Oliveira et al. 2005;. Falé et al. 2009). Among the phenolic 

constituents rosmarinic acid, an ester of caffeic acid, and 3,4-dihydroxyphenyl 

lactic, was one of the main constituents found in aqueous extracts of species of 

P. barbatus containing a IC50 = 0.44 mg/mL  according to the DPPH test (Falé et 

al. 2009). Comparatively, the extracts obtained by refluxing had IC50 of 0.51 

mg/mL, 0.50 mg/mL and 0.28 mg/mL for P. amboinicus, P. ornatus, and P. 

barbatus, respectively. Besides these, other components of non-phenolic nature, 
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such diterpenes might also explain in part the antioxidant activity of 

Plectranthus spp. (Kabouche, Kabouche, Ozturk, Holak & Topcu, 2007). 

 

Table 3 Estimates of the Pearson correlation coefficients between the 

quantified compounds and total antioxidant capacity (TAC), 

scavenging activity of DPPH and ABTS radicals and chelating 

power 
Compounds TAC 

(mg 

AAE/g) 

DPPH 

(IC50=mg/mL) 

ABTS 

(IC50=mg/mL) 

Chelating 

power 

(IC50=mg/mL) 

Total phenolics 0,958 - 0,942 - 0,871 - 0,976 

Flavonoids 0,888 - 0,720 - 0,704 - 0,773 

Dihydroflavonoids 0,754 - 0,667 - 0,672 - 0,771 

More or less 0.6 indicates a strong correlation 

 

3.3. Chelating ability, liposomes and reducing power of the species 

 

The mean values obtained in the assay of the chelating power and 

liposomes of the extracts of P. amboinicus, P. ornatus, and P. barbatus are 

shown in Table 4 and Figure 2 demonstrates the reducing power compared to the 

standard ascorbic acid. 
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Table 4 Chelating and inhibition of lipid peroxidation of different extracts of 

P. amboinicus (PA), P. ornatus (PO) and P. barbatus (P.B) 

Plant species 
CHELATING (IC50=mg/mL) 

Refluxing Infusion Turbo extraction 

PA 5,19±0,01 bA 15,78±0,02 bC 8,56±0,02 bB 

PO 3,81±0,02 aA 15,61±0,02 bC 5,18±0,01 aB 

PB 5,08±0,02 bB 14,16±0,03 aC 3,04±0,01 aA 

                                                      LIPOSSOMES (IC50 = mg/mL) 

PA Nd Nd        3,48±0,02 a 

PO Nd Nd        3,04±0,01 b  

PB 4,36±0,03 A Nd        1,89±0,02 cB 

Means followed by the same upper case letter in line and the same lower case letter in 

the column do not differ significantly according to Tukey’s test (p<0.05). EDTA IC50 = 

0.04 ± 0.01 mg/ml, BHT  IC50 = 0.18 ± 0.01 mg mL. ND: not determined. 

 

Only the turbo extracts of the three Plectranthus species and reflux of P. 

barbatus showed inhibition of lipid peroxidation at 50% concentration and, 

therefore, the calculation of IC50 was possible (Table 4). The results of the other 

extracts were expressed as percent inhibition of lipid peroxidation, which had a 

range of inhibition of 18.92% to 30.33% .The results showed that the 

hydroalcoholic extracts presented more inhibitory activity of the lipid 

peroxidation. 
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a)                   b) 

      

c) 

  

Figure 2 Reducing power of different extracts from (a) P. amboinicus , (b) 

P.ornatus e (c) P. barbatus using different extraction methods 

 

The chelating and reducing power presented better results in the extracts 

obtained by refluxing for P. amboinicus and P. ornatus, and turbo extraction for  

P. barbatus. The chelating power of turbo extracts of P. barbatus is comparable 

to the power of Fe+2 ion chelation of reflux of P. ornatus. For P. barbatus  the 

reducing power of turbo extracts and reflux presented similar results. Compared 

to the positive controls, the extracts had little chelation capacity and low 
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reducing power and inhibition of lipid peroxidation. This shows that perhaps the 

antioxidant capacity of the studied species is more related to the elimination of 

free radicals than by chelation and reduction of the metal ions, or inhibition of 

lipid peroxidation; however, it has also been observed a positive correlation with 

the phenolic constituent contents and chelating power (Table 3). 

 

3.4. Inhibition of alpha-amylase 

 

The phaseolamin was utilized as a standard for inhibiting the alpha-

amylase enzyme and the IC50 was calculated in the amount of 0.0067 ± 0.00 

mg/mL. It was not observed a 50% inhibition of enzyme activity for the 

concentrations studied. The extracts showed between 11.37% and 45.67% 

inhibition of alpha-amylase, the maximum percentage was observed in the 

turboextracts of P. barbatus. Given this results, it was observed that different 

extracts of P. amboinicus, P. ornatus and P. barbatus do not possess 

hypoglycemic activity by inhibiting the enzyme alpha-amylase. However, we 

cannot conclude that the three species of Plectranthus do not have hypoglycemic 

activity, since other mechanisms of action for this activity have not been tested. 

In the literature, no reference was found to inhibit the activity of alpha-amylase 

of the extracts of these species. 

 

4. Conclusion 

 

It is concluded that among the species studied, the extract obtained by 

refluxing and turbo extraction of P. barbatus stood out in the content of phenolic 

constituents, antioxidant activity and inhibition of alpha-amylase. Antioxidants 

tests that assess the capacity of elimination of free radicals obtained better 

results than others did. This demonstrates that the species act as antioxidants, 
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possibly by this mechanism, and not by inhibiting of lipid peroxidation or 

reducing and chelating ions. 

The three species of Plectranthus showed no inhibition of the enzyme 

alpha-amylase activity. However, this result is not conclusive because other 

mechanisms that assess the hypoglycemic activity should be performed. 
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RESUMO 

 

Objetivou-se determinar os potenciais antioxidante, anti-Candida e 

inibitórios das enzimas lipoxigenase e alfa-amilase do óleo essencial de 

Plectranthus amboinicus. Folhas frescas de P. amboinicus oriundas de cultivo 

protegido e em campo e coletadas de manhã e de tarde, foram submetidas a 

hidrodestilação em aparelho de Clevenger modificado para extração de óleos 

essenciais. O teor dos óleos essenciais, em peso seco, variou de 0,047 a 0,103%. 

As análises cromatográficas levaram à identificação de dezesseis constituintes 

químicos, sendo o carvacrol o componente majoritário correspondendo a 68 a 

75% da composição química total. A capacidade atioxidante total (CAT) e de 

eliminação de radicais livres (DPPH e ABTS) do óleo essencial mostrou 

resultados significativos frente aos controles positivos. As atividades inibitórias 

das enzimas lipoxigenase e alfa-amilase não foram significativas. O óleo de P. 

amboinicus apresentou diferentes sensibilidades frente a onze cepas de Candida 

avaliadas, sendo a levedura C. albicans (ATCC 900028) a que apresentou maior 

diâmetro de halo de inibição (42±0,000 cm). O óleo essencial de P. amboinicus 

possui atividades antioxidantes e anti-Candida proeminentes, mas não é efetivo 

nas inibições enzimáticas da lipoxigenase e alfa-amilase. 

 

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Alfa-amilase. Lipoxigenase. Atividade 

anti-candida. Plectranthus amboinicus. 
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ABSTRACT 

 

This study aimed to determine the potential antioxidant, anti-Candida 

and the inhibitory lipoxygenase enzymes and alpha-amylase of the essential oil 

of Plectranthus amboinicus. Fresh leaves of P. amboinicus coming from 

greenhouse and field and collected in the morning and afternoon, were subjected 

to hydrodistillation in Clevenger apparatus modified for the extraction of 

essential oils. The content of essential oils, in dry weight ranged from 0.047 to 

0.103%. Chromatographic analysis led to the identification of sixteen chemical 

constituents, being the major component carvacrol corresponding to 68 to 75% 

of total chemical composition. The Total Atioxidante Capacity (TAC) and 

elimination of free radicals (DPPH and ABTS) essential oil showed significant 

results compared to the positive controls. The inhibitory activities of the 

lipoxygenase enzymes and alpha-amylase were not significant. The P. 

amboinicus oil showed different sensitivities to eleven front Candida strains 

evaluated, and the C. albicans yeast (ATCC 900028) presented the highest 

inhibition zone diameter (42 ± 0.000 cm). The essential oil of P. amboinicus has 

antioxidant activity and anti-Candida prominent, but is not effective in enzyme 

inhibition of lipoxygenase and alpha-amylase 

 

Keywords: Antioxidant activity. Alpha-amylase. Lipoxygenase. Anti-candida 

activity. Plectranthus amboinicus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O uso de plantas medicinais, no Brasil, foi introduzido e disseminado 

pela cultura indígena, pelos colonizadores europeus e ainda pelos africanos, um 

pouco mais tarde (BRASIL, 2006; FREIRE, 2004). Com a evolução dessa 

prática ao longo dos anos, a terapêutica usando plantas medicinais assumiu 

importante papel no meio científico levando à pesquisa das espécies vegetais 

com potencial medicinal como fundamento para explicar as suas indicações 

populares (FREIRE, 2004). A busca por substâncias naturais com capacidade 

antioxidante, antiinflamatória, hipoglicemiante, antifúngica entre outras, 

motivam os estudos de atividades biológicas dessas substâncias. 

O gênero Plectranthus é considerado um dos mais ricos em óleos 

essenciais dentro da família Lamiaceae, compreendendo muitas espécies com 

propriedades terapêuticas (BANDEIRA et al., 2011). A espécie Plectranthus 

amboinicus (Lour) Spreng é uma planta perene, aromática e de folhas 

suculentas, seu comprimento varia de 40 cm a 1 m e é atualmente encontrada em 

toda a América tropical (CASTILLO; GONZÁLES, 1999). Na forma de chá 

suas folhas têm utilização etnomedicinais no tratamento de constipação, cefaléia, 

tosse, rouquidão, febre, doenças digestivas e micose superficial (LORENZI; 

MATOS, 2002; MORAIS et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007; SELLAR, 2002; 

TORRES et al., 2005).  

A natureza aromática da espécie é atribuída à produção de óleo essencial 

(ALASBAHI; MELZIG, 2010) que apresenta propriedades antifúngicas, 

antiviral, antibacteriana, nematicida, larvicida e repelente de mosquitos 

(DOMIJAN et al., 2005; DORNER; COLE, 2002; KRITZINGER et al., 2002; 

PANDEY et al., 2000; PATTNAIK et al., 1996; SCHUHMACHER et al., 

2003). A vasta capacidade farmacológica destes compostos aromáticos os torna 
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fontes importantes para a busca e o desenvolvimento de novas drogas (RICE et 

al., 2011). 

A descoberta de substâncias capazes de inibir enzimas chave de um 

determinado processo metabólico, como a acetilcolinesterase, lipoxigenase, alfa-

glicosidase e alfa-amilase, têm motivado os estudos pela busca por novos 

inibidores enzimáticos, os quais podem ser utilizados terapeuticamente (SALES, 

2012).  

As lipoxigenases são enzimas que catalisam a adição de oxigênio 

molecular aos ácidos graxos polinsaturados contendo o sistema cis, cis - 1,4 – 

pentadieno, levando a formação de hidroperóxidos de ácidos graxos insaturados 

(AXELROD et al., 1981; MACK et al., 1987). Devido à produção desses 

peróxidos, compostos que são capazes de inibir essa enzima podem ser 

considerados como antioxidantes (MIGUEL et al., 2014). Ao mesmo tempo, 

esses produtos são convertidos em outros que desempenham um papel 

fundamental em processos inflamatórios, como os leucotrienos. Portanto, 

compostos que são capazes de inibir esta enzima, também possuem propriedades 

antiinflamatórias (STEINHILBER, 1999).  

Outra enzima bastante estudada nesse contexto é a alfa amilase. Essa 

enzima é responsável pela hidrólise de carboidratos no trato digestivo levando a 

absorção de glicose. Constitui, portanto, um alvo importante para o controle de 

doenças como o diabetes mellitus tipo 2 e a hiperglicemia (SALES et al., 2012). 

Leveduras do gênero Candida são habitantes comuns da pele e 

membranas mucosas da traqueia e dos tratos gastrointestinal e geniturinário. Os 

pacientes em unidades de tratamento intensivo (UTI), com disfunções 

imunológicas, transplantados de medula óssea e de doenças subjacentes são 

considerados de alto risco à candidíase (FOSTEL; LARTEY, 2000).  

Dentre as centenas de espécies descritas, leveduras do gênero Candida 

são os maiores agentes de infecção hospitalar e representam um desafio para a 
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sobrevida de pacientes com doenças graves e àqueles em período pós-operatório 

(AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA - ANVISA, 2004). 

Em decorrência disso, tem surgido cada vez mais a necessidade de estudo de 

novos compostos antifúngicos mais potentes e que causem menos efeitos 

colaterais (PEDROSO et al., 2014). 

Por conseguinte, a forma de cultivo e o tempo de colheita podem 

promover variações significativas nos teores dos óleos essenciais, o que pode 

levar a variações em suas atividades biológicas. Como um exemplo, o óleo 

essencial de Cymbopogon citratus em cultivo solteiro e consorciado com 

Achillea millefolium apresentou atividade moderada frente à Candida albicans e 

C. tropicalis, obtidas de material clínico humano (0,63-1,25 mg/mL). Para as 

bactérias avaliadas, o óleo essencial de C. citratus em canteiro único apresentou 

alta atividade frente ao Staphylococcus aureus ATCC-6538 (0,08mg/mL) e foi 

inativo para as demais bactérias (Echerichia coli ATVV-8739 e Pseudomonas 

aeruginosa ATCC-9027) (SANTOS et al., 2009). 

Objetivou-se avaliar o potencial antioxidante, anti-Candida e inibitórios 

da lipoxigenase e alfa-amilase do óleo essencial das folhas de P. amboinicus sob 

diferentes formas de cultivo e horários de colheita. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção do material vegetal 

 

O experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetação (cultivo 

protegido) e em canteiros (cultivo em campo) do Horto Medicinal do 

Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras 

(UFLA), Lavras – MG, em março de 2015. A UFLA está situada nas 

coordenadas geográficas 21º 14’ S e 45º 00 W, a 918 m de altitude. Segundo a 

classificação de Sá Júnior et al. (2012), o clima regional predominante, de 

acordo com metodologia proposta por Köppen, é do tipo Cwa, com as 

características; úmido com inverno seco e verão quente. 

A casa de vegetação, onde foi realizado o cultivo protegido, foi 

construída com ferro e possuía cobertura transparente que permitia a passagem 

da luz solar para crescimento e desenvolvimento das plantas. 

As mudas foram obtidas por meio de microestacas de ponteira, com 

aproximadamente 5 cm, retiradas de plantas matrizes do Horto Medicinal da 

UFLA. Estas foram cultivadas em bandejas com substrato comercial Hortplant® 

por 30 dias em cultivo protegido, com irrigação constante. Após o enraizamento 

foram transplantadas para vasos com capacidade de 5 L, contendo 4kg da 

mistura solo e esterco bovino na proporção 3:1. O solo utilizado foi coletado na 

camada de 0-20cm de profundidade, de um Latossolo Vermelho-Amarelo 

distrófico (SANTOS et al., 2006), em Lavras, MG. Para favorecimento do 

crescimento das mudas, após 90 dias do transplantio, passou-se a aplicar 

suplementação com meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) de 15 em 15 dias 

durante 45 dias. 

As plantas cultivadas em campo, no canteiro de dimensões de 6 x 

1,20m, foram previamente adubados com esterco bovino na dose de 3,0 kg.m2 e 
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irrigados periodicamente 4 vezes por semana. O solo do canteiro foi o mesmo 

utilizado no cultivo em vasos. Folhas do cultivo protegido e em campo foram 

colhidas no período de 05/03/2015 a 17/03/2015 às 9:00 e às 13:00 ao 

completarem 240 dias de idade.  

O material vegetal foi herborizado e incorporado ao acervo do Herbário 

PAMG da Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais (EPAMIG), sob 

registro PAMG 57803 (ANEXO A). 

 

2.2 Determinação da umidade 

 

O teor de umidade das folhas frescas de P. amboinicus, do canteiro e da 

casa de vegetação, foi determinado por radiação no infravermelho, utilizando 

uma balança MB45 Ohaus®, com secagem programada para 105ºC por 5 

minutos. Os resultados foram expressos em perda percentual de umidade em 

massa através da média de três determinações, utilizando 3g das folhas em cada 

determinação ± o desvio padrão. 

 

2.3 Extração 

 

Para extração do óleo essencial, empregou-se 200g de folhas frescas de 

P. amboinicus que foram hidrodestiladas com um litro de água, em aparelho de 

Clevenger modificado, por 120 minutos. Os óleos foram separados por 

decantação, particionados com diclorometano, armazenados em frascos âmbar 

com capacidade de 2mL e mantidos sob refrigeração (4°C), até as análises 

químicas. O teor do óleo essencial foi determinado e expresso em g.100g-1 de 

matéria seca das folhas. 
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2.4 Análise química do óleo essencial 

 

As análises quantitativas do óleo foram realizadas por cromatografia em 

fase gasosa acoplado a um detector de ionização em chama de hidrogênio (CG-

DIC) em um sistema Agilent® 7890A equipado com coluna capilar de sílica 

fundida HP-5 (30 m de comprimento × 0,25 mm de diâmetro interno × 0,25 μm 

de espessura do filme) (Califórnia, EUA). Utilizou-se hélio como gás de arraste 

com fluxo de 1,0 mL/min; as temperaturas do injetor e do detector foram 

mantidas em 240 °C. A temperatura inicial do forno foi de 50 ºC com uma 

rampa de temperatura de 3º C/min até 180 ºC, seguido por outra rampa de 10 

ºC/min até 280 ºC, mantendo uma isoterma de 1 min. O óleo foi diluído em 

acetato de etila (1%, v/v) e injetado automaticamente no cromatógrafo 

empregando volume de injeção de 1,0 μL, no modo split a uma razão de injeção 

de 50:1. As análises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos pela 

média da porcentagem de área normalizada relativa dos picos cromatográficos ± 

o desvio padrão. 

As análises qualitativas foram realizadas em Cromatógrafo Agilent® 

7890A acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C 

(Agilent Technologies, Califórnia, EUA), operado por ionização de impacto 

eletrônico a 70 eV, em modo varredura, a uma velocidade de 1,0 scan/s, com 

intervalo de aquisição de massas de 40-400 m/z. As condições operacionais 

foram as mesmas empregadas nas análises por CG-DIC. 

Os constituintes químicos foram identificados por comparação dos seus 

índices de retenção relativos à co-injeção de uma solução padrão de n-alcanos 

(C8-C20, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparação dos espectros de 

massas do banco de dados da biblioteca NIST/EPA/NHI (NATIONAL 

INSTITUTE OF STANDARDS AND TECHNOLOGY - NIST, 2008) e de 

literatura (ADAMS, 2007). Os índices de retenção foram calculados usando-se a 
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equação de Van den Dool e Kratz (1963) e para as atribuições foram consultados 

índices de retenção citados em literatura (ADAMS, 2007). 

 

2.5 Reagentes 

 

Ácido sulfúrico 0,6M, fosfato de sódio monobásico 28 mM, molibdato 

de amônio e 2,2-difenyl-1-picrilhidrazil (DPPH) foram adquiridos da Sigma-

Aldrich®, Alemanha. Ferrozina e FeCl2·4H2O foram adquiridos da 

Acrosorganics®, EUA.  

Alfa-amilase (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha), Faseolamina, 

droga pulverizada contendo 1,15% de faseolamina (Gemini). 

 

2.6 Testes antioxidantes 

 

As leituras de absorção molecular no ultravioleta foram mensuradas em 

leitora de microplacas TECAN Infinity® M200 PRO operado pelo software I-

control® versão 3.37.  

 

2.6.1 Capacidade antioxidante total (CAT)  

 

A capacidade antioxidante total (CAT) foi mensurada baseada no 

método de redução do complexo fosfomolibdênio descrito por Prieto, Pineda e 

Aguilar (1999). Um volume de 25µL dos óleos - na diluição 1/100 - foram 

misturados com 1000µL da solução reagente (ácido sulfúrico 0,6M, fosfato de 

sódio monobásico 28mM, molibdato de amônio 4mM). Após 90 minutos de 

incubação a 95ºC, as amostras foram resfriadas até temperatura ambiente e suas 

absorbâncias mensuradas a 695 nm. A curva de calibração de solução aquosa de 

ácido ascórbico, compreendeu a faixa de 0,19 a 2,2mg/mL. A equação da reta (y 
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= 0,2219 x + 0,1417, R2 = 0,9992), em que y é a absorbância e x é a 

concentração, foi empregada para determinação da atividade. Os resultados 

foram expressos em mg equivalentes em ácido ascórbico por g de folha fresca 

(mg EAA/g). 

 

2.6.2 Atividade de eliminação de radicais livres (DPPH)  

 

A atividade sequestrante de radicais DPPH (1,1-diphenil-1,2-

picrilhidrazil) foi determinada pelo método proposto por Brand-Williams, 

Cuvelier e Berset (1995). Em 25 µL dos óleos essenciais - nas diluições de 1/50 

a 1/1600 - foi adicionado 275 µL de solução etanólica de DPPH. A mistura, já 

acondicionada em microplaca, foi incubada por 60 minutos ao abrigo da luz e a 

temperatura ambiente. Após esse período a absorbância foi mensurada a 517 nm. 

A diminuição na absorbância indica atividade sequestrante de radicais livres. Os 

testes foram realizados em triplicata. O BHT foi usado como padrão (controle 

positivo), e o controle negativo continha o solvente da amostra no lugar da 

mesma. A atividade da captura de radicais livres por DPPH foi expressa pela 

porcentagem de inibição (50%), calculada pela fórmula: (%) = (A0 - A1) / A0 * 

100, em que A0 é a absorbância do controle negativo e A1 a absorbância das 

amostras. A atividade de eliminação de radicais livres foi expressa como IC50, 

correspondendo à concentração de extrato capaz de inibir 50% dos radicais 

DPPH. 

 

2.6.3 Determinação da atividade de eliminação de radicais livres (ABTS) 

 

O ensaio de descoloração catiônica do radical ABTS foi realizado 

utilizando o método descrito por Ling et al. (2009) e Re et al. (1999), com 

pequenas modificações. Sucintamente, o radical ABTS foi gerado por reação de 
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uma solução aquosa com K2S2O8 (2,45mM) no escuro durante 16h, seguido de 

ajuste de absorbância a 734 nm para 0,7 a temperatura ambiente. Baixa 

absorbância da mistura da reação indica atividades mais elevadas. Amostras de 

25 µL dos óleos - nas diluições 1/50 a 1/1600 - foram adicionados a 275 µL de 

ABTS e a absorbância foi lida a 734 nm, após 6 minutos. O BHT foi usado 

como padrão (controle positivo) e o controle negativo continha o solvente da 

amostra no lugar da amostra. A percentagem de eliminação do radical ABTS foi 

calculada a partir da fórmula: (%) = (A0 - A1) / A0 * 100, em que A0 é a 

absorbância do controle negativo e A1 a absorbância das amostras. A atividade 

de eliminação de radicais livres foi expressa como IC50, correspondendo à 

concentração de extrato capaz de inibir 50% dos radicais ABTS. 

 

2.6.4 Determinação do poder quelante  

 

A atividade quelante de íons Fe2+ foi realizada de acordo com a 

metodologia de Miguel et al. (2010). Em alíquotas de 25μL das amostras - nas 

diluições de 1/1, 1/10 e 1/50 - foi adicionado 30μL de FeCl2 • 4H2O (2mM). 

Após incubação por 10 minutos acrescentou-se 40μL de ferrozina 5mM [3-(2-

piridil)-5,5-bis-(4-ácido fenil sulfônico)-1,2,4-triazina]. A absorbância das 

soluções foi mensurada a 562nm. A porcentagem de inibição da formação do 

complexo ferrozina-Fe2+ foi determinada usando a fórmula: (%) = (A0 - A1) / 

A0 * 100, em que A0 é a absorbância do complexo ferrozina-Fe2+ (controle 

negativo sem a amostra) e A1 a absorbância das amostras analisadas. Os 

resultados foram expressos como IC50, correspondendo à concentração eficaz 

para a quelação de 50% de íons Fe2+. O EDTA foi utilizado como padrão 

(controle positivo). 
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2.7 Testes enzimáticos 

 

2.7.1 Teste de inibição da alfa-amilase 

 

O ensaio de inibição da α-amilase foi realizado de acordo com Xiao et 

al. (2006) com base no teste de amido-iodo. Em 50 µL das amostras (nas 

diluições 1/10, 1/50, /1/100 e 1/200) foram adicionados 50 µL de solução aquosa 

da enzima a 0,01% e 100 µL de tampão fosfato de sódio pH 6,9. Após repouso 

de 10 minutos foram adicionados 200 µL da solução aquosa de amido a 0,2%. 

Após mais 20 minutos foram adiconados 40 µL de solução de HCL 0,1M e 200 

µL de solução aquosa de iodina. A solução de iodina foi feita adicionando 5 mM 

de I2 e 10 mM de KI em qsp 100 mL de água. A leitura foi então realizada em 

620 nm. A reação de controle representando 100% da atividade da enzima não 

continha qualquer quantidade dos extratos. A faseolamina foi usada como 

controle positivo (padrão). A cor azul-escuro é indicativa da presença de amido; 

a cor amarela indica a ausência de amido, enquanto uma cor acastanhada indica 

amido parcialmente degradado na mistura da reação. Como a reação foi mínima 

aumentou-se a quantidade da amostra gradativamente até 500 µL, aumentando-

se também, proporcionalmente, as quantidades dos reagentes. A porcentagem de 

inibição da enzima foi calculada pela equação: (%) = (A0 - A1) / A0 * 100 em 

que A0 é a absorbância do controle negativo e A1 a absorbância das amostras. A 

atividade de inibição foi expressa como IC50. 

 

2.7.2 Teste de inibição da 5-lipoxigenase 

 

O ensaio da 5-lipoxigenase foi realizado segundo o procedimento 

descrito por Boulanouar et al. (2013). A conversão de ácido linoleico em ácido 

13-hidroperoxi-linoleico foi seguida espectrofotometricamente pelo 
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aparecimento de um dieno conjugado a 234 nm. A reacção se iniciou pela 

adição de 15 ul de solução de lipoxigenase (0,054 g em 1 ml de tampão 

de borato 0,005%, Tween a 0,1 M, pH 9) a 930 uL de tampão borato, 5 ul 

das amostras e 50 ul de ácido linoleico (0,001 M).  

 A porcentagem de inibição da enzima foi calculada pela equação: (%) = 

(A0 - A1) / A0 * 100 em que A0 é a absorbância do controle negativo e A1 a 

absorbância das amostras. A atividade de inibição foi expressa como IC50. O 

ácido nordihidroguaiaretico (NDGA) foi utilizado como controle positivo. 

 

2.8 Teste da capacidade antifúngica 

 

Para as análises antifúngicas foi feito um mix com os óleos coletados 

das plantas cultivadas em canteiro e em casa de vegetação de manhã e de tarde, 

devido ao baixo rendimento do óleo essencial de P. amboinicus.  Portanto o 

resultado apresentado será de apenas um óleo correspondente ao mix dos quatro 

obtidos. Para isso 100µL de cada óleo foi colocado em um único frasco âmbar 

com capacidade de 5mL e mantido sob refrigeração (4°C) até o momento da 

análise. 

A determinação da sensibilidade aos óleos foi feita pela técnica de 

disco-difusão em ágar conforme descrito no documento M44-A2 do Clinical 

and Laboratory Standards Institute – CLSI (2009) no laboratório de 

Farmacogenética e Biologia Molecular da Universidade José do Rosário 

Vellano/UNIFENAS. 

Foram analisadas as espécies Candida rugosa (IZ-12), Candida kruseii 

(ATCC 6258), Candida tropicalis (CBS 94), Candida dubliniensis (CBS7987), 

Candida albicans (ATCC 90028), Candida utilis (CBS 5609), Candida kruseii 

(CBS 572), Candida lusitanea (IZ-06), Candida gablata (IZ-07), Candida 

gablata (ATCC 5207), Candida albicans (CBS 562).  
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As espécies de Candida utilizadas neste estudo são cepas de referência e 

selecionadas segundos os critérios de qualidade da CLSI (2009) e que foram 

cedidas dos Laboratórios de Farmacogenética e Biologia Molecular da 

Universidade José do Rosário Vellano/UNIFENAS e do Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia da Universidade de Odontologia de Piracicaba/ 

UNICAMP.  

A suspensão de leveduras foi preparada em solução salina fisiológica 

(NaCl 0,85%) com turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland (106 

células/mL), e espalhada com swab esterilizado na superfície do agar Müeller-

Hinton (suplementado com 2% de glicose e 0,5 μg/ml de azul de metileno). Os 

discos contendo 5 uL dos óleos foram aplicados na superfície do ágar e incubado 

a 35°C. Após 18 a 24 h, o halo de inibição do crescimento foi medido. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

2.9 Análise Estatística 

 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em 

um arranjo fatorial 2 x 2, sendo dois tipos de cultivo (canteiro e casa de 

vegetação) e dois horários de coleta (manhã - 9:00hrs e tarde – 13:00hrs), com 

quatro repetições.  

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e para as análises 

estatísticas dos dados, utilizou-se o programa Sisvar, versão 5.3 (FERREIRA, 

2010). As médias entre os tratamentos foram submetidas à análise de variância, 

pelo teste F, e comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Para as 

análises de correlação foi aplicado o coeficiente de correlação de Pearson, 

também chamado de "coeficiente de correlação”, para medir o grau da 

correlação e a direção dessa correlação - se positiva ou negativa - entre duas 

variáveis analisadas. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Correla%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Karl_Pearson
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Umidade e rendimento extrativo dos óleos 

 

Os percentuais de umidade das folhas frescas de P. amboinicus, 

cultivadas em canteiro e em casa de vegetação, foram de 43,09 ± 2,90 e 45,91 ± 

2,45, respectivamente. 

A hidrodestilação das folhas frescas forneceu óleos essenciais de cor 

amarelada, com um forte odor característico e com teores extrativos que 

variaram de 0,047 a 0,050% em cultivo protegido e de 0,100 a 0,103% no 

cultivo em campo (Figura 1), Resultados similares foram observados por 

Bandeira et al. (2011) que encontraram teores abaixo de 0,09% para o óleo 

essencial extraído das folhas frescas de P. amboinicus com percentuais de 

umidade de 87% a 93%. No entanto, Vera et al. (1993) observaram teores de 

0,7% de óleo essencial extraído por hidrodestilação das folhas e caules de 

plantas de P. amboinicus cultivadas na França. 

 Pôde-se observar que os óles coletados das plantas cultivadas em campo 

apresentaram teores cerca de 50% a mais que os teores das plantas em cultivo 

protegido, independente do horário de colheita. 
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Figura 1 Teor dos óleos essenciais de P. amboinicus (CCM: Cultivo em Canteiro 

coleta de manhã; CCT: Cultivo em Canteiro coleta de tarde; CVM: 

Casa de Vegetação, coleta de manhã; CVT: Casa de Vegetação, coleta 

de tarde) 

 

Resultado semelhante foi relatado por Carneiro et al. (2010), em que os 

melhores rendimentos do óleo essencial de P. amboinicus foram obtidos quando 

a planta havia sido cultivada em canteiros expostos ao sol e com irrigação 

alternada em relação ao cultivo em sombra com irrigação diária (casa de 

vegetação), corroborando os nossos resultados. Esse trabalho também 

demonstrou que o melhor horário para coleta das folhas para extração do 

óleo essencial de P. amboinicus foi na parte da manhã, entre 7 e 9 horas. 

No presente estudo não foram observadas diferenças em relação ao horário de 

coleta.  

 O horário de coleta é um fator que altera a produção de óleos essenciais 

e é variável entre as espécies. Cita-se o exemplo, observado para o óleo 

essencial de alfavaca (Ocimum gratissimum), em que houve uma variação de 
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mais de 80% na concentração de eugenol quando coletado de manhã em relação 

ao período da tarde, atingindo um máximo em torno do meio-dia (SILVA et al., 

1999). O mesmo acontece com os níveis de coniina em Conium maculatum que 

são maiores quando as coletas são efetuadas pela manhã que no entardecer 

(FAIRBAIRN; SUWAL, 1961). Já o conteúdo total de taxanos em Taxus media 

mostrou-se menor pela manhã, aumentando durante o dia e atingindo um 

máximo no final da noite (ELSOHLY et al., 1997). 

 

3.2 Composição química do óleo essencial de P. amboinicus 

 

As análises químicas por CG/EM do óleo essencial de P. amboinicus 

permitiu identificar 16 componentes químicos entre monoterpenos e 

sesquiterpenos (Tabela 1). Dos dezesseis constituintes químicos identificados 

nos óleos do presente estudo, oito também já foram relatados na literatura 

(SENTHILKUMAR; VENKATESALU, 2010), sendo eles β-mirceno, α-

terpineno, o-cimeno, γ-terpineol, timol, carvacrol, α-humuleno e óxido de 

cariofileno. 

Os monoterpenos oxigenados compreenderam a classe majoritária, a 

qual foi representada pelo monoterpeno fenólico carvacrol que apresentou teores 

de 68,92 a 72,01%, no cultivo em campo, e de 74,42 a 75,21%, em cultivo 

protegido, em relação a composição química total. Por outro lado, Vera et al. 

(1993) observaram que o óleo essencial das folhas e caules de P. amboinicus 

cultivados na França foi constituído principalmente por monoterpenos 

hidrocarbonetos (53%), sendo representados majoritariamente por ∆-3-careno 

(16,3%) e γ-terpineno (11,9%). Esses mesmo autores também identificaram o 

carvacrol, mas esse correspondeu a apenas 13,4% nesse óleo essencial. 
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Tabela 1 Composição química do óleo essencial de P. amboinicus 

Área % ± DP 

Constituintes IRa CPM CPT CCM CCT Mix 

α-Pineno 932 0,05±0,00 0,08±0,00 nd nd 0,05±0,00 

Sabineno 969 0,56±0,00 0,27±0,00 0,22±0,00 0,32±0,00 0,52±0,00 

β-Pineno 978 0,59±0,01 0,34±0,00 0,84±0,00 0,65±0,01 0,76±0,00 
β-Mirceno 991 0,13±0,00 0,28±0,00 0,23±0,00 0,33±0,00 0,20±0,00 

α-Terpineno 1015 0,31±0,01 0,51±0,00 0,39±0,00 0,47±0,00 0,45±0,01 

o-Cimeno 1022 2,30±0,07 4,35±0,05 4,84±0,03 6,26±0,03 5,30±0,02 
1,8-Cineol 1026 nd 0,15±0,00 0,12±0,00 0,16±0,00 0,14±0,00 

γ-Terpineno 1057 4,25±0,08 5,13±0,02 4,77±0,06 5,50±0,04 4,36±0,04 

4-Terpineol 1174 1,32±0,01 1,31±0,02 1,24±0,00 1,18±0,00 1,12±0,01 
Timol 1287 nd 0,13±0,00 0,16±0,00 0,15±0,00 0,17±0,01 

Carvacrol 1306 75,21±0,11 74,42±1,38 72,01±0,02 68,92±0,09 71,04±1,54 

β-Cariofileno 1415 7,70±0,04 6,68±0,12 6,81±0,02 7,18±0,04 7,53±0,05 
α-Bergamoteno 1434 3,84±0,03 3,49±0,06 3,17±0,01 3,65±0,01 3,41±0,03 

α-Humuleno 1449 2,04±0,01 1,81±0,03 1,86±0,00 1,91±0,01 1,89±0,00 

Espatulenol 1577 0,75±0,01 0,90±0,01 1,76±0,01 1,83±0,01 1,72±0,02 
Óxido de 

Cariofileno 

1603 nd 0,15±0,00 0,27±0,00 0,27±0,00 0,34±0,00 

Monoterpenos 
hidrocarboneto

s 

 8,19 10,95 11,29 13,52 11,65 

Monoterpenos 
oxigenados 

 1,32 1,46 1,37 1,34 1,26 

Sesquiterpenos 

hidrocarboneto
s 

 13,57 11,39 11,83 12,73 12,82 

Sesquiterpenos 

oxigenados 

 0,75 1,04 2,03 2,10 2,06 

Compostos 

fenólicos 

 75,21 74,55 72,17 69,07 71,21 

TOTAL (%)  99,04 99,39 98,69 98,77 98,99 
aÍndice de retenção relativo a série n-alcanos (C8-C20) em coluna HP-5MS na ordem de 

eluição. nd = não detectado; DP: desvio padrão (n=3).; CPM:  Cultivo protegido coleta 

de Manhã; CPT: Cultivo protegido coleta de Tarde; CCM: Cultivo em Campo Coleta de 

Manhã; CCT: Cultivo em Campo Coleta de Tarde; Mix: Mistura dos 4 óleos anteriores. 

 

 

Com exceção do o-cimeno (2,30% a 6,26%), não houve variações 

químicas quantitativas expressivas dos constituintes químicos dos óleos 

essenciais oriundos das plantas sob cultivo protegido ou em campo ou colhidos 

pela manhã e tarde. Diferenças qualitativas foram observadas nos óleos das 

plantas cultivadas em campo coletados de manhã e de tarde, nos quais não foi 

detectada a presença de α-pineno, assim como nos óleos das plantas sob cultivo 
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protegido coletadas pela manhã que não apresentaram os constituintes 1,8-cineol 

e timol.  

Os teores de carvacrol no óleo essencial de P. amboinicus foram maiores 

nas plantas submetidas a cultivo protegido, correspondendo a 74,42% e 75,21%, 

em relação a 68,92% a 72,01% nas plantas em canteiros. O carvacrol juntamente 

com o timol (Figura 2), são os principais monoterpenos aromáticos constituintes 

de vários óleos essenciais extraídos de plantas aromáticas tais como Thymus 

vulgaris L. (Lamiaceae), Origanium compactum (Labiatae), Acalypha phleoides 

(Euphorbiaceae) e Lippia sidoides (Verbenaceae) (PEIXOTO-NEVES et al., 

2010). São amplamente estudados devido a variedade de ações biológicas 

atribuídas a eles tais como, anti-inflamatória, antioxidante, antibacteriana, 

antifúngica, anticarcinogênica e ainda por possuírem alguma solubilidade em 

água e baixa toxicidade, sendo características extremamente favoráveis a um 

princípio ativo (ALMEIDA, 2015). 

 

Figura 2 Estrutura química doTimol e do Carvacrol 

 

3.3 Atividades antioxidantes 

 

Existem numerosos métodos para a avaliação da capacidade 

antioxidante, in vitro, que podem ser classificados em dois tipos: ensaios 

baseados na transferência de átomos de hidrogénio (TAH) e ensaios baseados na 
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transferência de elétrons (TE). Portanto mais do que um tipo de avaliação da 

capacidade antioxidante tem de ser realizada para levar em conta os diferentes 

modos de ação dos antioxidantes (DUDONNE et al., 2009). 

Pode-se observar que os melhores resultados dos ensaios 

antioxidantes foram obtidos dos óleos essenciais oriundos das plantas sob 

cultivo protegido e colhidas pela manhã (Tabela 2).  

 

Tabela 2 Atividades antioxidantes dos óleos de P. amboinicus  
       

Horários de 

     coleta 

                                    CAT (mg EAA /g) 

                  Canteiro       Casa de Vegetação 

          Manhã 1591,7±0,02 aB 1904,8±0,00 aA 

          Tarde 1548,6±0,01 bB 1568,1±0,02 bA 

                               DPPH  (IC50=mg/mL) 

          Manhã 0,41±0,01 aB 

0,51±0,02 bB 

0,36±0,02 aA 

0,47±0,02 bA           Tarde 

                               ABTS (IC50=mg/mL) 

          Manhã 0,067±0,00 aB 

0,078±0,00 bA 

0,058±0,00 aA 

0,077±0,00 bA           Tarde 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e de mesma letra minúscula na 

coluna não diferem significativamente em cada ensaio antioxidante segundo teste de 

Tukey (p<0,05). CAT: Capacidade Antioxidante Total em mg equivalentes de ácido 

ascórbico/g de folha fresca (mg EAA/g); DPPH: Captura de radicais livres de DPPH; 

ABTS: Captura de radicais livres de ABTS; BHT: IC50 = 0,18±0,01mg/mL. Os dados 

representam a média ± desvio padrão (n=3).    

 

Em relação à atividade antioxidante total (CAT) observa-se que o óleo 

de P. amboinicus, independente da forma de cultivo, apresentou uma potente 

atividade antioxidante. A solução inicial apresentou coloração amarela tornando-

se verde à medida que o complexo fosfato de molibdênio se reduziu (Molibdênio 

VI para Molibdênio V) com a ação dos antioxidantes presentes no óleo. Segundo 

Amorati et al. (2013), óleos essenciais são misturas de diferentes tipos de 
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antioxidantes ou compostos terpenoides oxidáveis que desempenham um papel 

importante na eficácia da ação antioxidante. A maior atividade antioxidante 

medida por esse método pode ser explicada devido aos altos teores de 

Carvacrol presente no óleo essencial. Esta afirmação é evidenciada pela 

correlação positiva observada entre a CAT e o teor desse composto (Figura 

3a e Tabela 3). 

A atividade antioxidante dos óleos, no que diz respeito a sua capacidade 

de eliminar os radicais livres DPPH e ABTS foi expressiva e consideravelmente 

maior que o controle positivo no teste de ABTS (BHT, IC50 = 0,18±0,01 

mg/mL). O óleo essencial extraído de plantas sob cultivo protegido e coletadss 

pela manhã apresentou capacidade antioxidante cerca de 3 vezes superior ao 

controle positivo empregado para o teste de ABTS. O potencial antioxidante do 

óleo de P. amboinicus por captura de radicais DPPH não foi tão evidente quanto 

àquele observado nos ensaios de captura de ABTS. Para esses ensaios, os óleos 

de P. amboinicus apresentaram valores médios de cerca de 61% menor que o 

controle positivo. Rodrigues et al. (2013) também obtiveram resultados similares 

quando avaliaram a capacidade de captura dos radicais DPPH do óleo de P. 

amboinicus encontrando resultados similares de IC50 (0,589 ± 0,007 mg/mL) ao 

presente estudo.  

Conforme Ozgen et al. (2006), os radicais ABTS e DPPH utilizam o 

mesmo mecanismo de transferência eletrônica, revelando o poder redutor dos 

componentes que constituem os óleos. No entanto, apesar de apresentarem o 

mesmo mecanismo de transferência de elétron, os compostos fenólicos podem 

ter diferentes cinéticas de oxidação conforme o ensaio utilizado e, 

consequentemente, eficiência distinta na capacidade de captura de radicais 

livres, explicando as diferenças observadas nos ensaios de captura de 

radicais DPPH e ABTS para os óleos de P. amboinicus. 
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Outro ponto importante a se considerar, é que diversos autores têm 

demonstrado correlações significativas entre propriedades antioxidantes e 

conteúdo de compostos fenólicos. Dudonne et al. (2009) obtiveram resultados de 

correlação positiva entre os ensaios de captura de radicais DPPH e ABTS e o 

conteúdo de fenóis totais de extratos de trinta espécies diferentes de plantas 

medicinais. Lordêllo (2015) demostrou que os extratos hidroalcoólicos das 

folhas de três espécies de Mentha apresentam maiores quantidades de compostos 

fenólicos e maiores atividades antioxidantes, observando uma correlação 

significativa entre esses dados. Da mesma forma os resultados obtidos por 

Miguel et al. (2014), ao avaliarem extratos de sete espécies medicinais 

marroquinas, mostraram forte correlação entre a capacidade de eliminação de 

radicais DPPH e os teores de fenóis totais. 

Posto isso, as atividades antioxidantes demonstradas pelos óleos 

essenciais de P. amboinicus poderiam estar relacionadas ao elevado teor de 

carvacrol (68,92% a 75,21%) presente nesses óleos. Análises de correlação de 

Pearson confirmaram essa hipótese (Figura 3 e Tabela 3). Correlação positiva foi 

observada entre o teor de carvacrol e a capacidade antioxidante total expressa 

em mg equivalentes em ácido ascórbico por g de folha fresca (mg EAA/g) 

(Figura 3a e Tabela 3). Correlações negativas entre IC50 e teor de carvacrol 

(Figuras 3b e 3c; Tabela 3), demonstraram a importância deste constituinte 

químico na atividade antioxidante do óleo essencial de P. amboinicus mensurada 

por meio dos ensaios de captura de radicais livres DPPH e ABTS. 
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a)      b) 

  

 c)   

 

Figura 3 Correlação entre a atividade antioxidante e a porcentagem de carvacrol. 

(a, b, c). a) Capacidade antioxidante total (CAT), expresso em 

miligrama equivalente em ácido ascórbico por g de material vegetal 

(mg EAA/g). b) Eliminação de radicais livres DPPH expressos em IC50 

(mg/mL). c) Eliminação de radicais ABTS, expressos em IC50 

(mg/mL) 

 

Tabela 3 Estimativas dos coeficientes de correlação de Pearson entre teor de 

Carvacrol e a capacidade antioxidante total (CAT) e atividade de 

eliminação de radicais DPPH e ABTS 

Composto CAT 

(mg EAA /g) 

DPPH 

(IC50=mg/mL) 

ABTS 

(IC50=mg/mL) 

% Carvacrol 0,645 -0,703 -0,617 

               0,6 positivo ou negativo indica uma forte correlação  
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Em L. origanoides, Teixeira (2013) também atribuiu ao carvacrol 

(39,80%) as melhores atividades antioxidantes no ensaio de DPPH. Avaliações 

da capacidade antioxidante realizados por Aazza et al. (2011) com diferentes 

óleos essenciais de plantas aromáticas (Citrus aurantium, Cupressus 

sempervirens, Eucalyptus globulus, Foeniculum vulgare, Thymus vulgaris e 

Citrus limon), demonstraram que o óleo essencial de T. vulgaris, rico em timol 

(12%) e carvacrol (16%), apresentou melhores resultados nos ensaios 

antioxidantes avaliados. O teor de carvacrol no óleo de T. vulgaris foi cerca de 

4,6 vezes menor que no óleo de P. amboinicus, podendo-se deduzir uma 

provável atividade dose-dependente, já que o óleo de P. amboinicus apresentou 

uma atividade 10 vezes superior.  

Da mesma forma amostras de óleo essencial de folhas de tomilho 

coletadas na França e tomilho comercial rico em timol, foram avaliados em 

relação às suas atividades antioxidantes por Chizzola et al. (2008). Os autores 

ralataram que óleos essenciais com grandes quantidades de timol e/ou carvacrol 

mostraram altas atividades antioxidantes, corroborando também, com os dados 

encontrados neste trabalho.  

 

3.3.1 Determinação do poder quelante 

 

Dentre as diferentes diluições 1/10, 1/50, 1/100 e 1/400 avaliadas, pôde-

se observar a olho nú que não houve reação uma vez que a coloração obtida para 

as amostras foram idênticas à do controle negativo. Esse fato, evidenciou que o 

óleo não possui atividade antioxidante baseada no teste do poder quelante. Dessa 

forma, como não foi observado atividade quelante na concentração de 50%, não 

foi possível o cálculo da IC50. Os resultados foram expressos em porcentagem de 

quelação, os quais tiveram uma faixa de atividade entre 13,74% a 15,28%. Os 

resultados numéricos corroboraram à análise visual, confirmando que o óleo 
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essencial de P. amboinicus não possui atividade antioxidante baseada no poder 

quelante. 

Conforme observado por Boulanouar et al. (2013) alguns dos óleos 

essenciais analisados por eles também não apresentaram atividade antioxidante 

baseada neste teste. 

   

3.4 Inibição da alfa-amilase e lipoxigenase  

 

As enzimas tiveram comportamentos diferenciados conforme mostrado 

na Tabela 4. No que se refere a inibição da α-amilase, não houve diferenças 

estatísticas entre os óleos coletados pela manhã em ambas formas de cultivo. No 

entanto, entre o óleo essencial extraído das plantas cultivadas em campo e em 

cultivo protegido, o do cultivo protegido demonstrou maior atividade para essa 

enzima, sendo o óleo coletado pela manhã com atividade superior em relação 

àquele das coletas realizadas no período da tarde. 

Em relação à inibição da lipoxigenase, ambos os óleos do cultivo 

protegido tiveram, melhores atividades que os do campo e, similarmente, ao 

observado para a outra enzima, o óleo essencial da coleta realizada durante a 

manhã apresentou maior poder inibitório.  
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Tabela 4 Atividade inibitória da lipoxigenase e alfa-amilase dos óleos de P. 

amboinicus 

       

Horários de 

    coleta 

                                   Alfa-amilase  (IC50=mg/mL) 

                  Canteiro       Casa de Vegetação 

  Manhã 0,65±0,01 aA 0,63±0,00 aA 

  Tarde 0,69±0,03 aA 0,66±0,01 bB 

                               Lipoxigenase (IC50=mg/mL) 

  Manhã 1,55±0,02 aB 

1,58±0,01 bB 

1,50±0,04 aA 

1,56±0,02 bA   Tarde 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na linha e de mesma letra minúscula na 

coluna não diferem significativamente em cada ensaio antioxidante segundo teste de 

Tukey (p<0,05). Alfa-amilase: inibição da enzima alfa-amilase; Faseolamina: IC50 = 

0,0067±0,00 mg/mL Lipoxigenase: inibição da enzima lipoxigenase; NDGA: IC50 = 

0,020±0,03mg/mL. Os dados representam a média ± desvio padrão (n=3).    

 

Em relação a atividade inibitória da enzima alfa-amilase comparada a 

faseolamina, os óleos essenciais das folhas de P. amboinicus não apresentaram 

atividade significativa, sendo cerca de 100 vezes menos potentes que o controle 

positivo. Não foram encontrados dados na literatura para comparação. 

 Em relação a atividade inibitória da enzima lipoxigenase comparada ao 

padrão NDGA, os óleos da espécie estudada também não apresentam atividade 

inibitória significativa, sendo cerca de 80 vezes menor que o controle positivo. 

Também não foi encontrada referências sobre a inibição da lipoxigenase para o 

óleo de P. amboinicus. 

As lipoxigenases são enzimas que catalisam a adição de oxigênio 

molecular aos ácidos graxos polinsaturados contendo o sistema cis,cis-1,4 -

pentadieno (AXELROD et al., 1981; MACK et al., 1987). Devido à produção 

desses peróxidos, compostos que são capazes de inibir essa enzima também 

podem ser considerados como antioxidantes (MIGUEL et al., 2014).  Sendo 

assim, embora a atividade da lipoxigenase comparada ao padrão não tenha sido 

significativa para indicar um potencial efeito antinflamatório e antioxidante 
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desse óleo, percebe-se claramente a correlação da atividade inibitoria da 

lipoxigenase com as atividades antioxidantes. As análises de correlação de 

Pearson demonstraram correlação significativa entre os ensaios antioxidantes 

(CAT, DPPH e ABTS) e a atividade inibitória da enzima lipoxigenase (Figura 4 

e Tabela 5). Na Figura 4a observa-se correlação negativa entre os ensaios de 

CAT, expresso em mg EAA/g, e de inibição da lipoxigenase, expreso em IC50, o 

que indica relação da lipoxigenase com a atividade antioxidante. Em 

contrapartida, correlações positivas entre as IC50 do ensaio da lipoxigenase e das 

IC50 dos ensaios de DPPH e ABTS (Figuras 4b e 4c; Tabela 3), também 

demonstraram a participação da lipoxigenase em atividades antioxidantes. 
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a)                                                b)       

  

      c)  

 

Figura 4 Correlação entre a atividade antioxidante e a atividade inibitória da 

lipoxigenase. (a, b, c). a)Capacidade antioxidante total (CAT), 

expresso em miligrama equivalente em ácido ascórbico por g de 

material vegetal (mg EAA/g). b) Eliminação de radicais livres DPPH 

expressos em IC50 (mg/mL). c) Eliminação de radicais ABTS, 

expressos em IC50 (mg/mL) 
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Tabela 5 Estimativas dos coeficientes de correlação de Pearson entre o poder 

inibitório da lipoxigenase e a capacidade antioxidante total (CAT) e 

atividade de eliminação de radicais DPPH e ABTS 

Atividade CAT 

(mg EAA /g) 

DPPH 

(IC50=mg/mL) 

ABTS 

(IC50=mg/mL) 

Inibição da 

lipoxigenase 

-0,962 0,946 0,947 

               0,6 para positivo ou negativo indica uma forte correlação  

 

3.5 Análise antifúngica 

 

Como mostrado na Tabela 1 a análise química do óleo essencial 

correspondente ao mix dos quatro óleos essenciais obtidos, demonstra a 

presença dos constituintes químicos dos quatro óleos, sendo o monoterpeno 

aromático, carvacrol, o constituinte majoritário (71,04%). 

O óleo essencial de P. amboinicus apresentou potencial anti-Candida, 

demonstrado pela sensibilidade das leveduras em discos impregnados com 5 µL 

de óleo essencial de P. amboinicus (Tabela 6). O volume usado (5µL) demonstra 

uma efetividade nas propriedades antifúngicas. Dentre as espécies de Candida 

analisadas, C. albicans (ATCC 90028) foi a que apresentou maior sensibilidade 

a esse óleo 
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   Tabela 6 Atividade antifúngica do óleo essencial de P.amboinicus 

Organismos Diâmetro do halo (mm) 

C. rugosa IZ-12 32±0,00 

C. kruseii ATCC 6258 28±0,00 

C. topicalis CBS 94 31±0,00 

C. dubliniensis CBS 7987 40±0,00  

C. albicans ATCC 90028 42±0,00  

C. utilis CBS 5609 38±0,00  

C. kruseii CBS 572 38±0,00  

C.lusitanea IZ-06 36±0,00 

C.gablata IZ-07 37±0,00 

C.gablata ATCC 5207 38±0,00 

C. albicans  CBS 562 35±0,00 

     Os dados representam a média ± desvio padrão (n=3).    

 

Nos estudos de Almeida et al. (2011) foram testados óleos essenciais de 

diversas espécies vegetais, entre elas Ocimum basilicum (manjericão), 

Cymbopogon martinii (palmarosa), Cyperus articulatus (piprioca), Thymus 

vulgaris (tomilho) e Cinnamomum cassia (canela da china), frente a cepas de C. 

albicans. A atividade anti-Candida também foi avaliada pela medição dos 

valores dos halos de inibição e o método utilizado também foi o de disco-difusão 

em ágar. Os volumes de óleo utilizado foi de 20µL (4 vezes maior ao volume 

usado neste trabalho) e os valores dos halos de inibição dos óleos essenciais 

variaram entre 27 e 30mm enquanto o miconazol (controle positivo empregado) 

variou entre 8 e 10mm. Em nosso experimento, para C. albicans, o valor do halo 

de inibição variou entre 35 a 42mm usando somente 5µL do óleo essencial de P. 

amboinicus demonstrando seu o alto potencial anti-Candida albicans.   
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Compostos fenólicos como o carvacrol e o timol comprovadamente 

possuem elevada atividade frente a espécies de fungos. Nos estudos de Akgul e 

Kivanc (1988) foi observado que o óleo de Origanum vulgare (orégano) 

apresentou elevada atividade antifúngica e antibacteriana atribuídas à presença 

de carvacrol, constituinte majoritário do óleo analisado. Também nos estudos de 

Sridhar et al. (2003) a atividade antifúngica do óleo essencial de Ajowan 

(Trachyspermum ammi), frente ao fungo Colletotrichum lindemuthianum, foi 

bastante pronunciada. Nesse óleo o timol foi o principal constituinte. Misturas 

de carvacrol e timol também mostraram exercer inibição antifúngica total como 

mostrado para o óleo de orégano, sinalizando que os componentes fenólicos 

foram os responsáveis pela atividade antifúngica (LAMBERT et al., 2001; 

MURTHY et al., 2009). Estes estudos indicam claramente que a elevada 

atividade antifúngica do óleo de P. amboinicus pode estar relacionada a presença 

do carvacrol como principal constituinte do óleo essencial (Tabela 1). 

A atividade antifúngica dos óleos essenciais em geral, segundo Silva et 

al. (2003), está relacionada com sua propriedade hidrofóbica. Dessa forma, 

quando o óleo entra em contato com fungo, há interação com os lipídeos da 

parede, membrana celular e da mitocôndria levando a uma alteração da sua 

permeabilidade e causando distúrbios estruturais. Essas alterações podem 

promover a exposição do conteúdo celular, inclusive a exposição do núcleo da 

célula, levando a morte celular. 
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4 CONCLUSÃO 

 

O óleo essencial de P. amboinicus possui atividades antioxidante e 

antifúngica, in vitro, frente a linhagens de Candida. O carvacrol, principal 

constituinte do óleo essencial, evidencia ter grande responsabilidade por essas 

atividades.  

As atividades inibitórias das enzimas lipoxigenase e alfa-amilase não 

foram significativas se comparadas ao controle positivo empregado.  
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