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RESUMO

Os oOleos essenciais tém se tornado foco de estudos e interesse da comunidade
cientifica, principalmente na area farmacéutica, onde a busca por fitoterapicos de
ampla utilidade torna-se crucial. Muitas das espécies vegetais endémicas e
exoticas sado plantas medicinais produtoras de Oleos essenciais. Essas espécies
tém contribuido de maneira importante para as industrias, principalmente como
aditivos em alimentos e em aplicacdes terapéuticas. Essa pesquisa teve por
objetivo realizar a avaliacdo da da atividade antioxidante do o6leo essencial
comercial da espécie Thymus vulgaris L., popularmente conhecida como tomilho
e verificar a correlacdo com sua composicdo quimica. O 6leo essencial foi
adquirido da empresa Phytoterapica - Solua Comercial Eireli — Epp. O potencial
antioxidante do Oleo essencial foi avaliado pelo método da reducao do radical livre
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e pelo poder redutor de ions ferro - Frap (Ferric
Power Reducing). A atividade antioxidante, determinada pelo método do DPPH,
foi expressa em concentracao efetiva 50 (CEsp), correspondente a 908,07 + 0,08
ng.mL* e pelo indice de atividade antioxidante (IAA= 0,03). Pelo método do poder
redutor de ions ferro (FRAP), o valor obtido foi de 0,344 + 0,157 miligramas de
fons ferro (Fe®") por grama de amostra. Observou-se uma fraca atividade
antioxidante para o 0leo, provavelmente relacionada ao timol e ao carvacrol, 0os
constituintes majoritarios presentes na amostra.

PALAVRAS-CHAVE: Atividades biologicas, Oleos essenciais, Plantas
medicinais.
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EVALUATION OF THE ANTIOXIDANT POTENTIAL OF THE ESSENTIAL OIL OF
Thymus vulgaris (Thyme)

ABSTRACT

Essential oils have become the focus of studies and interest in the scientific
community, especially in the pharmaceutical area, where the search for widely
useful herbal medicines becomes crucial. Many of the endemic and exotic plant
species are medicinal plants that produce essential oils. These species have
made an important contribution to industries, mainly as food additives and in
therapeutic applications. This research aimed to evaluate the antioxidant activity of
the commercial essential oil of the species Thymus vulgaris L., popularly known as
thyme, and to verify the correlation with its chemical composition. The essential oil
was purchased from the company Phytoterapica - Solua Comercial Eireli — Epp.
The antioxidant potential of the essential oil was evaluated by the DPPH free
radical reduction method (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) and by the reducing
power of iron ions - Frap (Ferric Power Reducing). The antioxidant activity,
determined by the DPPH method, was expressed in effective concentration 50
(EC50), corresponding to 908.07 + 0.08 pg.mL-1 and by the antioxidant activity
index (IAA= 0.03). Using the reducing power of iron ions (FRAP) method, the
value obtained was 0.344 = 0.157 milligrams of iron ions (Fe2+) per gram of
sample. There was a weak antioxidant activity for the oil, probably related to
thymol and carvacrol, the major constituents present in the sample.

KEYWORDS:, Biological activity, Essential oils, Medicinal plants.

INTRODUCAO

A demanda por produtos naturais € crescente, seja por uma questao cultural,
pela busca em minimizar ou até erradicar problemas ocasionados pelo uso
indiscriminado de produtos quimicos sintéticos, ou pelo acesso limitado de
determinadas populacbes a recursos terapéuticos, surgindo a necessidade de se
utilizar chas e infusdes a base de plantas como alternativas para o tratamento de
doencas. Segundo Koehn e Carter (2005), cerca de 30% das drogas prescritas no
mundo séo obtidas direta ou indiretamente das plantas. Dentre os produtos obtidos
de espécies vegetais e utilizados pela populacdo estdo os 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais possuem uma posicdo de destaque na fitoterapia, devido
as suas propriedades farmacologicas, que sdo reconhecidas pelos povos antigos e
muito utilizadas na medicina popular. S&o compostos liquidos, organicos, volateis,
com aromas caracteristicos e lipofilicos, extraidos de diferentes partes da planta,
geralmente por destilacédo por arraste de vapor (NOGUEIRA et al., 2013).

Dentre as propriedades farmacologicas apresentadas pelo 6leo essencial da
espécie T. vulgaris destacam-se as atividades antioxidante e antimicrobiana,
relacionadas a presenca de compostos fendlicos . Diante do exposto, essa pesquisa
teve por objetivo realizar a avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo essencial
comercial da espécie Thymus vulgaris, popularmente conhecida como tomilho e
verificar a correlacdo com sua composi¢cdo quimica.

MATERIAL E METODOS
Agquisicéo do Oleo Essencial de tomilho
O dleo essencial da espécie Thymus vulgaris foi obtido comercialmente da
empresa Phytoterapica®, que concedeu o laudo técnico da composicdo quimica do
produto com especificacoes.
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Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método DPPH

O potencial antioxidante do 6leo essencial de Thymus vulgaris L. foi avaliado
pelo método DPPH descrito por Rufino et al. (2007), utilizando-se etanol ao invés de
acetona para melhor solubilizacdo do 6leo essencial. O método DPPH consiste na
captura do radical livre 2,2-difenil-1- picril-hidrazina (DPPH) por substancias
antioxidantes.

O oleo essencial foi solubilizado em etanol para a obtencdo de solugcdes com
as concentracées de 10; 20; 30; 40 e 50 mg.mL™. Em seguida, em ambiente escuro,
100 pyL de cada solucéo foi transferida para tubos ambar e adicionados 3,9 mL da
solugdo de DPPH a 0,06 mM. Os tubos foram agitados em agitador mecéanico
(Modelo Vortex) e, em seguida, foram armazenados em local abrigado da luz por 60
minutos, conforme determinado pelos ensaios de cinética realizados previamente.
Padrbes de quercetina e rutina foram utilizados como controles positivos, nas
concentracdes de 25; 50; 75; 100 e 125 pg.mL™ para quercetina e 25; 75; 125; 175 e
225 pg. mL™ para rutina.

Apés este periodo, realizou-se a leitura das absorbancias das amostras em
espectrofotdmetro Shimadzu SPECTROPHOTOMETER UV-1800® no comprimento
de onda de 515 nm. Utilizou-se etanol como “branco” para zerar o equipamento. O
valor médio das absorbancias obtidas das leituras das amostras foram relacionados
com suas respectivas concentracdes e plotadas em um grafico para a obtencdo de
uma equacao de regressao linear, para encontrar-se o valor da concentracéo efetiva
(CEsp) do 6leo, que corresponde a quantidade de amostra necessaria para reduzir a
concentracéo inicial do reagente DPPH em 50% (SILVA et al., 2017).

Partindo-se da divisdo da concentracdo inicial da solucdo de DPPH a 0,06
mM (24 pg.mL™) pelo valor da concentracdo efetiva (CEsy) encontrada para a
amostra, calculou-se o indice de atividade antioxidante (IAA).

Avaliacdo da Atividade Antioxidante pelo Método FRAP

O método FRAP (do inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power) € um método
de determinacédo da atividade antioxidante que consiste na reducdo dos ions férricos
presentes no reagente a ions ferrosos, pela acdo de compostos redutores presentes
na amostra. O potencial antioxidante do 6leo essencial comercial do tomilho foi
avaliado neste trabalho pela metodologia proposta por Rufino et al. (2006).

Em ambiente escuro, foram adicionados 90 pL da solucdo etandlica do 6leo
essencial do tomilho (30 mg.mL™) em um tubo de ensaio ambar e, em seguida,
adicionados 2,7 mL do reagente Frap e 270 uL de agua deionizada. ApGs serem
agitados em vortex para homogeneizagdo, os tubos foram colocados em banho-
maria a temperatura de 37 £ 2°C por 30 minutos. Em seguida, foram realizadas as
leituras das amostras em espectrofotometro Shimadzu SPECTROPHOTOMETER
UV-1800® em comprimento de onda de 595 nm. As amostras foram feitas em
triplicata.

Para a construcdo da curva de regressao linear foram preparadas solucdes
de sulfato ferroso nas concentracdes de 500, 1000, 1500 e 2000 pM e submetidas
as mesmas condi¢cOes descritas anteriormente. Os valores médios das leituras das
absorbancias foram plotados no eixo Y e os valores das concentragdes das solucdes
de sulfato ferroso no eixo X, utilizando-se o Software Excell. Obteve-se uma
equacao da reta correspondente a y= 0,0004x - 0,0098 e uma curva de regressao
linear com o coeficiente de correlacédo de Pearson de 0,998. A partir da equacao da
reta da curva analitica realizou-se o calculo para se obter a concentragdo em uM de
sulfato de ferro heptahidratado, que foi convertido em mg de ions Fe®* presentes em
100 gramas de amostra.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado da analise cromatografica mostrou que foram identificados 10
constituintes quimicos, correspondente a 97,3% do total dos constituintes. Os
compostos encontrados foram Timol (53,5%), p-cimeno (20,8%), Carvacrol (8,9%),
Linalol (8%), Mirceno (1,6%), a-terpineol (1,6%), Desidrocarveol (1,2%), Limoneno
(0,8%), Canfeno (0,7%), a-pineno (0,4%) e outros (2,7%).

O oleo essencial de tomilho apresentou valor de CEso de 908,07 + 0,08 pg.
mL™, e os controles positivos rutina (CEso 4,29 + 0,08 mg. mL™) e quercetina (CEso
1,57 + 0,13 mg. mL™). De acordo com esses resultados, o 6leo essencial de tomilho
apresentou uma baixa capacidade antioxidante em comparagdo aos controles
positivos rutina e quercetina.

O indice de Atividade Antioxidante (IAA) foi calculado pela divisdo do valor de
CEso encontrado para as amostras pela concentragéo inicial do DPPH 0,06 mM (24
ng.mL™), obtendo-se o valor de IAA= 0,03 para o 6leo essencial. Os valores de IAA
para a rutina (IAA= 5,59) e quercetina (IAA= 15,32) também foram calculados
(Tabela 1). Scherer e Godoy (2009) propuseram faixas de valores para classificar
extratos e 6leos essenciais quanto ao poder antioxidante. Amostras consideradas
com baixa atividade antioxidante apresentam valores de IAA na faixa de 0,5 a 1,0;
com moderada atividade antioxidante na faixa de 1,0 a 2,0 e com atividade
antioxidante muito forte acima de 2,0. De acordo com essa avaliacdo, o 6leo
essencial analisado apresentou fraca atividade antioxidante nos ensaios realizados.
A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante também foi determinada pelo
método FRAP, apresentando o valor de 0,344 + 0,157 miligramas de ions ferro
(Fe?") por grama de amostra.

TABELA 1. Resultados dos testes de avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo
essencial de tomilho com seus respectivos desvios padrao

FRAP
Amostra DPPH 1 IAA (mg Fe*. g*' de
CEso (Mg. mL™) amostra)
Oleo essencial 908,07 + 0,08 0,03 0,344 + 0,157
Rutina 4,29 + 0,08 5,59 _
Quercetina 1,57 +0,13 15,32 _

IAA (indice de atividade antioxidante); DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazina); FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power); (-) Nao avaliado

Crespo et al. (2019) encontraram uma alta atividade antioxidante para o 6leo
essencial de tomilho, expressa em porcetagem de inibicdo do radical livre DPPH de
até 67%, diferente deste trabalho. Satyal et al. (2016) e Khan et al. (2019), ao
desenvolverem trabalhos semelhantes, constataram a influéncia que a espécie
Thymus vulgaris sofre ao se desenvolver em diferentes regides geogréficas,
encontrando grandes alteracfes na producdo dos metabdlicos secundarios timol,
linalol, geraniol, p-cimeno, y-terpineno, limoneno, borneol e carvacrol nas espécies
estudadas. Também confirmaram a presenca de compostos diferentes entre coletas,
como 0 composto acetato de geranila.
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Fatores bidticos e abidticos podem alterar as rotas biossintéticas nas espécies
vegetais, levando a sintese de metabdlitos secundérios diversos, em resposta aos
estresses a que sao expostas (KHALIL et al., 2018). Por consequéncia, essas
interferéncias podem contribuir para o acumulo de metabdlitos secundarios nas
plantas, ocasionando em propriedades biolégicas distintas.

O estudo desenvolvido com o 6leo essencial da Thymus vulgaris por Kulisic
et al. (2005) mostrou que, a depender das classes de metabdlitos secundarios
contidos na espécie, esta apresenta uma baixa atividade antioxidante e atribui esta
baixa atividade a predominancia de compostos terpénicos frente aos compostos
fenélicos no Gleo. Gedikoglu e S6kmen (2019) concluiram que o timol e o carvacrol
Sdo 0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante do Oleo essencial de
tomilho, colaborando para o entendimento de que a capacidade antioxidante destes
Oleos esté relacionada a concentracédo destes compostos nas amostras.

A variagdo entre os teores de timol e carvacrol presentes nos 6leos essenciais
pode afetar o potencial antioxidante das espécie do género Thymus (MANCINI et al.,
2015) e essa variagdo pode ser explicada pela relagdo biosintética entre os dois
compostos. A sintese do timol juntamente com a do carvacrol, ocorre pela via
metabdlica de formacdo do y-terpineno, onde este ultimo é oxidado a p-cimeno e,
em seguida, sofre hidroxilacdo gerando como produtos o timol e o carvacrol
(WESOLOWSKA ; JADCZAK, 2019). As vias metabdlicas ativadas nas espécies
vegetais proporcionam a sintese de varios compostos, dependendo das
necessidades das mesmas.

Ha relatos na literatura de seis diferentes quimiotipos de Thymus vulgaris,
com producdo de diferentes O6leos essenciais, quimiotipos fendlicos (timol e
carvacrol), quimiotipos nao fendlicos (geraniol, a-terpineol, linalol e trans-4-terpineol),
com diferentes atividades biol6gicas entre os quimiotipos do mesmo grupo ou de
grupos diferentes (TORRAS et al., 2007).

CONCLUSAO
Verificou-se que 0s constituintes majoritaios presentes no 6leo essencial do
tomilho analisado séo o timol (53,3%), o carvacrol (8,9%) e p-cimeno (20,8%). O
Oleo essencial da Thymus vulgaris comercial analisado apresentou uma baixa
capacidade antioxidante, possivelmente devido a sua composicdo de metabdlitos
secundarios.
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