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RESUMO

KAWASE, Katia Yuri Fausta. Obtencdo e Caracterizagdo de Oleo Essencial de Orégano
(Origanum vulgare L.). Rio de Janeiro, 2013. Tese (Doutorado em Processos Quimicos e
Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2013.

Os 0leos essenciais apresentam compostos bioativos, como atividade antioxidante e
antimicrobiana, inclusive contra bactérias patogénicas em alimentos que podem substituir os
aditivos sintéticos amplamente utilizados na inddstria de alimentos. A determinagdo de um
método de extracdo adequado que permite a obtencdo do 0Oleo essencial que mantenha suas
propriedades funcionais. Sendo assim, o presente trabalho avalia diferentes 6leos obtidos
através dos métodos de extracao, hidrodestilacdo, Soxhlet e extracdo com CO, supercritico da
matriz orégano. As atividades antioxidante e antimicrobiana destes 0leos foram estudadas e
sua aplicacdo em produto alimenticio foi realizada na producéo de pdo de forma contendo
farinha mista de trigo e chia. A técnica microextracdo em fase sélida (SPME) foi utilizada
como uma analise da composicdo de volateis e semi-volateis do orégano desidratado,
mostrando ser uma técnica rapida e eficiente. Foram encontrados até 58 compostos, com uma
elevada area relativa ao pico do timol. O Oleo obtido por hidrodestilagio com uma
concentracdo de 10 mg/mL apresentou maior atividade que os conservadores acido benzoico e
sorbico para Escherichia coli, além disso todos os 6leos essenciais extraidos assim como o
carvacrol e timol apresentaram atuacdo contra ambos os fungos avaliados, Aspergillus niger e
Penicillium stolonifer. Em relacdo a atividade antioxidante dos 6leos extraidos, o obtido por
Soxhlet com etanol por 6 h apresentou o melhor resultado e, na analise térmica foi verificado
que este apresentou a partir de 200 °C um perfil de curva TG semelhante ao do é&cido
ascérbico. O bleo essencial de orégano a uma concentracdo de 0,02% p/p apresentou ser uma
eficiente forma de substituicdo de aditivos sintéticos conservadores como o propionato de
calcio para o pdo de forma formulado com farinha de chia e trigo, aumentando a vida util em
até 2 dias, comparado com o produto controle. Esses paes aromatizados, com 6leo de orégano,
apresentaram indice de aceitacdo sensorial para impressdo global de até 88,56%, indicando
uma boa aceitacdo sensorial, requisito importante para comercializacdo de produtos

alimenticios.
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ABSTRACT

KAWASE, Katia Yuri Fausta. Extraction and Characterization of Oregano Essential Oil
(Origanum vulgare L.). Rio de Janeiro, 2013. Tese (Doutorado em Processos Quimicos e
Bioquimicos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2013.

Essential oils contain bioactive compounds as antimicrobial and antioxidant activity,
including the ones with properties against food borne pathogenic bacteria that can replace
synthetic additives widely used in the food industry. The determination of a suitable
extraction method allowing obtaining essential oils that maintain functional properties is
relevant. Therefore, this study evaluated different oils obtained through the hydrodistillation
and Soxhlet extraction procedures with supercritical CO, oregano methods. The antioxidant
and antimicrobial activities in these oils and its application in food product were studied
through the production of sliced bread containing wheat and chia flour. Solid phase
microextraction (SPME) was used for the analysis of the composition of volatile and semi-
volatile dehydrated oregano and deemed as a fast and efficient technique. A total of 58
compounds were identified with a high peak area relative to thymol. The oil obtained by
hydrodistillation showed a concentration of 10 mg/mL and higher activity than benzoic and
sorbic acid preservatives against Escherichia coli. In addition, all the essential oils, carvacrol,
and thymol showed activity against the two evaluated fungi, Aspergillus niger and
Penicillium stolonifer. The extracted oil obtained by the Soxhlet procedure with ethanol for 6
h showed the best antioxidant activity. Thermal analysis verified that this oil was introduced
at 200 °C in the TG curve profile, which was similar to that of ascorbic acid. Oregano
essential oil, at a concentration of 0.02% w/w, showed to be an efficient product to replace
synthetic preservatives additive such as calcium propionate when tested in sliced bread
formulated with wheat and chia flour. The bread shelf life increased in 2 days when compared
with the control product. Moreover, this bread was flavored with oregano oil and showed
overall sensory acceptance rate impression of up to 88.56%, indicating good acceptability and

relevant use in the commercialization of food products.
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1 INTRODUCAO

Novas tecnologias para obtencdo de compostos bioativos a partir de fontes naturais,
tem recebido atencdo especial devido a possibilidade de sua aplicacdo como substitutos de
aditivos sintéticos alimentares que sdo amplamente utilizados na inddstria de alimentos. Este
fato esté relacionado com a crescente consciéncia dos consumidores com relacdo a seguranca
desses aditivos, ao aumento de pesquisas relacionando-os a casos de toxicidade e alergias e, a
maior exigéncia em relacdo aos niveis permitidos e da ingestdo diaria aceitavel (IDA) por
6rgdos responsaveis como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Joint
Expert Committee on Food Additives (JECFA) da Food and Agriculture Organization (FAO)
e World Health Organization (WHO).

Os vegetais apresentam alguns compostos quimicos, presentes, em sua maioria, em
frutas e hortalicas, que exercem uma elevada atividade bioldgica, j& comprovada por varios
pesquisadores. Esses compostos sdo chamados de compostos bioativos ou fitoquimicos e
podem desempenhar diversos papéis em beneficio da saide humana, como a diminuigédo de
algumas doencas degenerativas ocasionadas pelo aumento na producdo de radicais livres
devido ao atual estilo de vida da populacéo (VIJAYA; REDDY, 2010).

Os 0leos essenciais apresentam compostos bioativos, como atividade antimicrobiana
que vem sendo comprovada, inclusive contra bactérias patogénicas em alimentos como
Escherichia coli e Listeria monocytogenes (ESPINA et al, 2001).

Esses extratos apresentam em sua composicdo substancias com funcdes antioxidantes,
podendo ser aplicadas em substituicio dos compostos sintéticos (RIBEIRO; ESQUIVEL;
BERNARDO-GIL, 2007), como o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o butil-hidroxi-anisol
(BHA) amplamente utilizados na inddstria de alimentos.

Dentre as diversas espécies de plantas pesquisadas, destaca-se o0 orégano (Origanum
vulgare L.). Seu dleo essencial é constituido por uma variedade de componentes quimicos,
principalmente o carvacrol e o timol, com atividade antimicrobiana comprovada e alta
estabilidade (LAMBERT et al, 2001; BAYDAR; SAGDIC; OZKAN, 2004).

Geralmente a vida de prateleira de pdo é limitada por processos de deterioracdo,
incluindo crescimento de varios fungos, a perda de umidade e endurecimento (NIELSEN;
RIOS, 2000). De acordo com Voysey e Legan (1999), em um estudo realizado em produtos
de padaria e dos seus ingredientes, 60% de deterioracdo foi atribuida a fungos (Penicillium
spp. e Aspergillus niger), enquanto que as leveduras foram responsaveis por apenas 15%.

Além da visdo negativa de crescimento visivel, os fungos sdo responsaveis pelo sabor



estranho, por producgéo de micotoxinas, bem como compostos alergénicos (NIELSEN; RIOS,
2000). No entanto, embora os fungos sejam destruidos durante o forneamento, pode ocorrer
recontaminacdo durante o resfriamento e empacotamento fazendo com que ocorra a
contaminacdo por fungos apds o processamento.

Devido a todas essas caracteristicas e a necessidade de desenvolver novos produtos
naturais usados como farmacos ou na industria de alimentos, a determinacdo de um método
de extracdo adequado que permita a obtencdo do seu 6leo essencial, sem que ocorra alteracdo
de suas propriedades, vem sendo amplamente discutida. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou avaliar a matriz orégano e seus diferentes éleos obtidos por diferentes métodos de
extracdo. Também se estudou a atividade antioxidante e antimicrobiana destes 6leos e sua
aplicacdo em produto alimenticio através da producéo de p&o de forma contendo farinha mista
de trigo e chia. O dleo essencial foi usado como uma alternativa de substituicdo de
conservadores sintéticos especialmente propionato de célcio, buscando-se um aumento da

vida de prateleira deste produto aromatizado.



2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a identificacdo e caracterizacdo dos extratos de
orégano obtidos por diferentes métodos de extragdo, bem como a avaliagdo da atividade
antioxidante e antimicrobiana desses extratos e sua aplicacdo na Industria de Alimentos.

Os objetivos especificos sao:

¢ Avaliar as melhores condicBes de extracdo de possiveis compostos bioativos presentes
no orégano (Origanum vulgare L.) desidratado, extraido por microextracdo em fase
solida (SPME - solid phase microextraction);

¢ I|dentificar e quantificar os compostos ativos por CG (cromatografia gasosa), extraidos
do oleo essencial de orégano obtidos pelos métodos de extracéo: extracdo com fluido
supercritico (EFS), hidrodestilacdo e Soxhlet com solventes organicos (etanol e
hexano);

e Auvaliar a cinética de extracdo do composto timol, do 6leo essencial de orégano obtido,
nas pressdes de 120, 140 e 160 bar; por EFS por até 2 h;

e Avaliar e comparar a atividade antioxidante dos extratos obtidos por diferentes
métodos de extragéo;

e Comparar as atividades antioxidantes dos compostos bioativos (timol e carvacrol) aos
aditivos antioxidantes convencionais e sintéticos (acido ascorbico e BHT) através da
avaliacdo de compostos fendlicos e da atividade sequestrante do radical DPPH;

e Avaliar através da analise térmica (TG/DTG e DTA) a estabilidade dos 0leos
essenciais;

e Comparar as analises TG dos 0leos extraidos e dos antioxidantes sintéticos;

e Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana entre os extratos de orégano obtidos
com os conservadores sintéticos (propionato de calcio, acido benzoico e acido sorbico)
e padrdes de carvacrol, timol, sabineno hidratado e 6leo essencial de orégano padrao;

e Aplicar os Oleos essenciais em pdo de forma para avaliagdo da atividade
antimicrobiana;

e Auvaliar a aceitacdo sensorial e intencdo de compra do produto contendo 6leo essencial

de orégano.



3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Segundo a Resolucdo - RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007, os 6leos essenciais sdo
considerados um tipo de aromatizante natural.

“Séo produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilacdo por arraste com vapor de agua, destilacdo a pressdo
reduzida ou outro método adequado). Podem se apresentar
isoladamente ou misturados entre si, retificados, desterpenados ou
concentrados. Entende-se por retificados, os produtos que tenham sido
submetidos a um processo de destilacdo fracionada para concentrar
determinados componentes; por concentrados, 0os que tenham sido
parcialmente desterpenados; por desterpenados, aqueles dos quais
tenha sido retirada a quase totalidade dos terpenos” (BRASIL, 2007).

A designacdo de “6leo” é devida a algumas caracteristicas fisico-quimicas como a de
serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Sua principal
caracteristica é a volatilidade, diferenciando-os dos 6leos fixos, que sdo misturas de substancias
lipidicas obtidas normalmente de sementes, como, por exemplo, soja, mamona e girassol
(SIMOES et al, 2000).

A oleoresina é produzida por extracdo da mesma planta com um solvente organico
apropriado (SMITH et al, 2005).

Originam do metabolismo secundario das plantas (GONCALVES et al, 2003) que
constituem os elementos essenciais contidos em muitos Orgaos vegetais, normalmente
concentrados na casca, caule, flores, folhas, frutos, rizomas e sementes, e estdo relacionados
com diversas funcGes necessarias a sobrevivéncia vegetal exercendo papel fundamental na
defesa contra micro-organismos (SIQUI et al, 2000).

Sédo normalmente armazenados em espacgos extracelulares, entre a cuticula e a parede
celular das folhas. Sua biossintese ocorre normalmente em estruturas chamadas tricomas
glandulares (LEVIN, 1973 apud JAKIEMIU, 2008).

Apresentam-se como liquidos viscosos e podem ou ndo exalar odor (BELL;
CHARWOOD, 1980; SARTORATTO et al, 2004). Sdo chamados de essenciais devido ao
aroma agradavel e intenso de grande parte de seus constituintes.

De acordo com Bakkali e outros (2008), os 6leos essenciais sdo misturas complexas
naturais que podem conter cerca de 20-60 componentes em concentracbes muito diferentes.
Sdo caracterizados por dois ou trés grandes componentes em concentraces elevadas (20-

70%). Por exemplo, carvacrol (30%) e timol (27%) sdo os principais componentes do 0Oleo



essencial de Origanum compactum; linalol (68%) do 6leo essencial de Coriandrum sativum
(coentro); o e B-tujeno (57%) e canfora (24%) do 6leo essencial de Artemisia herba-alba
(erva do fogo); 1,8-cineol (50%) do Oleo essencial de Cinnamomum camphora; limoneno
(37%) do Oleo essencial das sementes de Anethum graveolens (endro); mentol (59%) e
mentona (19%) do Oleo essencial de Mentha piperita. Geralmente, esses principais

componentes determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais.

3.1.1 Composi¢do Quimica

Os 6leos essenciais possuem composicdo quimica complexa, destacando-se a presenca
de terpenos, terpendides (isopropandides), aromaticos e constituintes alifaticos, todos
caracterizados por baixo peso molecular (GONCALVES et al, 2003; BAKKALI et al, 2008).

Terpenos formam o maior grupo de produtos vegetais naturais,
compreendendo pelo menos 30 mil compostos (CONNOLLY; HILL, 1991) e contém a maior
variedade de tipos estruturais. Tém recebido atencdo crescente devido as propriedades
relacionadas com a prevencdo de doencas, atividade como inseticidas naturais e agentes
antimicrobianos (CARVALHO; FONSECA, 2006).

Os terpenos sdo formados por combinagdes de varias bases de carbono-5 (C5) e
formam diferentes classes estruturais e funcionais. Sua biossintese consiste na sintese de
precursores difosfato isopentanil (IPP), com repetitiva adicdo dos IPPs para formar o
precursor fenildifosfato de varias classes de terpenos. A modificacdo do fenildifosfato alilico
pela sintese especifica de terpeno ocorre para formar o esqueleto do terpeno e, posteriormente,
ocorre a modificacdo enzimatica secundaria (reacdo redox) do esqueleto para atribuir
propriedades funcionais dos diferentes terpenos (BAKKALI et al, 2008).

Os principais terpenos sdo os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15); mas
hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) completam o0s
terpenos.

Os monoterpenos sdo formados pelo conjunto de duas unidades de isopreno (C10).
Eles sdo as moléculas mais representativas, constituindo 90% dos 6leos essenciais e permitem
uma grande variedade de estruturas. Além de apresentar variadas funcdes (SIMOES et al,
2003).

Os sesquiterpenos sdo formados a partir do conjunto de trés unidades de isopreno

(C15). A extensdo da cadeia aumenta o numero de ciclisacbes que permite uma grande



variedade de estruturas. A estrutura e a funcdo dos sesquiterpenos séo semelhantes aos dos

monoterpenos. As estruturas quimicas desses grupos sdo apresentadas na Figura 1.

1. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic Carbure bicyelic
Cymene (“y") or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
H ECR/ ‘
. ¥
Aleohel acyelic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol

| OH

-Sesquerpitenes

Carbure Alcohol
Farnesol Caryophyllene

OH

Figura 1 - Estruturas quimicas dos terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) de 0leos
essenciais. Fonte: BAKKALI e outros (2008).

Compostos aromaticos sdo derivados de fenilpropano, e ocorrem com menor
frequencia do que os terpenos (BAKKALI et al, 2008).

Os terpendides sdo os terpenos que contém oxigénio (OLIVEIRA; RODRIGUES;
BERNARDO-GIL, 2003). As estruturas quimicas desses grupos sdo apresentadas na Figura 2.



2. Aromatic compounds

Aldehyde Aleohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamv] aleohol Chavicol Eugenol
0 ~CH,
o T
= = OCH,
OH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole

— — 0
OCH,
m /_QDC Ha <DDW

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascaridole Menthol
: . ! OH

Figura 2 - Estruturas quimicas dos compostos aromaticos e terpendides (isopropenos) de

Oleos essenciais. Fonte: Bakkali e outros (2008).

As principais fontes vegetais para estes compostos sao anis, canela, cravo, erva-doce,
noz moscada, salsa, sassafrds, anis estrelado, estragdo, e algumas familias boténicas
(Apiaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae). Nitrogenados ou componentes sulfurados
como glucosinolatos ou derivados de isotiocianato (0leos de alho e mostarda) também séo
caracteristicos como metabdlitos secundarios de plantas diversas ou de produtos torrefeitos,
grelhado ou assados (BAKKALI et al, 2008).

3.1.2 Fatores que influenciam o rendimento e perfil quimico dos 6leos essenciais

De acordo com Simdes e outros (2000), fatores como a localizacdo geografica, época
da coleta, forma de cultivo, condi¢cBes climaticas, idade do material vegetal, periodo e
condicBes de armazenamento podem influenciar o rendimento em extrato e o perfil quimico

de 6leos essenciais/extratos de plantas.



Rajeswara Rao (1999) relatou que a época do plantio de horteld brava (Mentha
arvensis L. f. piperascens Malinvaud ex Holmes) influencia no rendimento da biomassa e do
6leo essencial desta planta. O total de biomassa e rendimento de éleo essencial do horteld
plantado no més de agosto (estacdo chuvosa) foi superior aos meses de dezembro e janeiro
(inverno no hemisfério Norte).

Jerkovi¢, Masteli¢ ¢ Milo§ (2001), relataram que a extracdo de Oleo essencial de
orégano (O. vulgare L.) por hidrodestilagdo apresentou rendimento em 6leo variando de 0,31
a 2,33 % p/p de acordo com época de colheita da planta. De acordo com os autores, 0
rendimento em 6leo essencial diminui apds a floracdo devido ao tecido da planta ainda
apresentar-se na senescéncia, ocasionando a decomposi¢cdo dos compostos fendlicos, podendo
impedir danos causados pelo estresse e agindo como antioxidantes naturais (RUSSO et al,
1998).

Em relagdo a forma de cultivo, Taarit e outros (2010), comprovaram que o cultivo
hidrop6nico de sélvia (Salvia officinalis L.) com aplicacdo de diferentes concentragcdes de
NaCl, pode apresentar diferencas no rendimento no Oleo essencial extraido por
hidrodestilacao, além de influenciar no perfil quimico deste extrato. Com a utilizacdo de 75
mM de NaCl, o rendimento teve um aumento maximo de trés vezes em relacdo ao controle
sem adicdo de sal, mas a 100 mM o rendimento diminuiu, mostrando que este efeito €
dosedependente. Além disso, os autores relacionam o aumento na concentragdo de a-tujeno
com o aumento na concentracdo de NaCl utilizada (100 mM) com ao aumento da atividade
relacionada com a sintese de enzimas.

Segundo Charles, Joly e Simon (1990), a reducdo do crescimento induzido pelo
estresse osmotico pode ter resultado em um novo padrdo de partilha de disponibilizacdo de
cadeias de carbono adicionais para a biossintese de terpenos. Essa hipdtese € apoiada por
Loomis (1932), sugerindo um espaco competitivo para a fotossintese entre os processos de
crescimento e do metabolismo secundario.

A composicdo do 6leo essencial pode variar também de acordo com a parte utilizada
da planta. Por exemplo, o 6leo essencial de Artemisia scoparia (absinto) a partir dos residuos
(plantas secas que permanecem no campo) apresenta baixa concentracdo de eugenol e -
mirceno (SINGH et al, 2009), diferentemente do Oleo das partes aéreas das plantas, que séo
ricos em metil eugenol (BASHER et al, 1997) ou B-mirceno (SINGH et al, 2008).

A mudanca na composicao do 6leo essencial comercial de limdo comercializado na
Inglaterra para aromaterapia foi estudada em quatro diferentes condi¢cdes de armazenamento

por Sawamura e outros (2004). As alteracBes qualitativas e quantitativas no conteldo de



hidrocarbonetos monoterpenos foram maiores nas amostras estocadas a 25°C do que a 5°C,
ambas com a tampa aberta por 3 min todos os dias. Em ambas as condig¢des, [-pineno,
limoneno, y-terpineno e p-cimeno mudou notavelmente durante o armazenamento. A
proporcdo de hidrocarbonetos na amostra estocada a 5°C com exposi¢cdo de 3 min por dia
sofreu maior mudanca do que as amostras estocadas com menor tempo de exposi¢do de 3 min
por més, a 5 e 25 °C. Isso demonstra que mudancas na composicao do 6leo essencial de limao
sera acelerada pela temperatura e pelo contato com a atmosfera.

Os mesmos autores relatam que o fator aerObio apresenta maior efeito sobre a
mudanca de composi¢do (limoneno, p-cimeno, B-pimeno ¢ y-terpineno) do 6leo essencial de
limdo do que a temperatura.

O nivel de p-cimeno da degradagdo de o e B-cimeno e, y-terpineno em 6leo essencial
de limdo (Citrus aurantifolia) é usado como um indicador do envelhecimento das amostras
pelas empresas que comercializam este produto. Do ponto de vista das propriedades
funcionais da planta, hd& um aumento na atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais
oxidados de coniferas, que estd correlacionado com um aumento da concentracdo de
monoterpenos oxidados, como carvona e carveol (TAMMELA et al, 2003).

A caracterizacdo dos 0leos essenciais envolve além de sua composicdo, uma serie de
parametros fisicos incluindo a temperatura de fusdo e ebulicdo entre outros. A determinacao
desses parametros ndo é sempre facil e depende da técnica empregada.

A cromatografia gasosa (CG) € usualmente utilizada para determinacdo da composicéo
dos 0leos essenciais e 0 desenvolvimento desta metodologia tem sido estudado e aplicado em
muitas pesquisas na area (KAWASE et al, 2011; SANTOS et al, 2009).

A analise térmica € um conjunto de técnicas (TG - termogravimetria, DTG -
termogravimetria derivada, DTA - analise térmica diferencial, DSC - calorimentria
exploratéria diferencial e outros) que pode ser utilizada para mensurar e caracterizar as
propriedades térmicas dos materiais. Permite medir mudancas de uma propriedade quimica ou
fisica de uma substancia, ou de um material em funcéo da temperatura ou do tempo, enquanto
a amostra é submetida a uma programacéo controlada de temperatura (KAWASE; MOTHE,
COELHO, 2012; MOTHE; AZEVEDO, 2002).

3.1.3 Atividade antimicrobiana de 6leos essenciais

A indastria de alimentos exige um planejamento de tratamentos de conservagdo de

alimentos capaz de assegurar a inativagcdo microbiana, sendo o calor ainda o principal método
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de conservagdo de alimentos. Entretanto, a intensidade de calor necessaria para garantir a
seguranca alimentar e aumentar a vida Gtil causam alteracdes indesejaveis nas propriedades
nutricionais e sensoriais dos alimentos (PFLUG; GOULD, 2000 apud ESPINA et al, 2001).

Portanto, pesquisadores estdo propondo a utilizacdo de tratamentos térmicos mais
suaves, em combinagdo com outras barreiras naturais, tais como substancias antimicrobianas,
de preferéncia de origem natural (MANAS; PAGAN, 2005) ou a utilizacio apenas desses
antimicrobianos naturais em alimentos, como também em conjunto com aditivos
conservadores (GOVARIS et al, 2010)

Tem sido verificado cientificamente que aproximadamente 60% dos éleos essenciais
possuem propriedades antifingicas e 35% propriedades antibacterianas (BHAVANANI;
BALLOW, 1992).

A versatil composicdo dos oOleos essenciais de plantas e o amplo espectro
antimicrobiano, associados a sua baixa toxicidade, tornam-os potenciais agentes naturais para
aplicacdo na conservacédo de alimentos (CONNER, 1993 apud SANDRI et al, 2007).

Em geral, a atividade antimicrobiana dos diferentes 0leos essenciais de vegetais é mais
pronunciada contra bactérias Gram-positivas que contra bactérias Gram-negativas, fato ja
observado com 0leos essenciais de outras espécies vegetais (SANDRI et al, 2007; NOSTRO
et al, 2000; OUATTARA et al, 1997). Esta elevada resisténcia entre as bactérias Gram-
negativas foi atribuida a presenca da membrana fosfolipidica exterior quase impermeavel a
compostos lipofilicos (NIKAIDO; VAARA, 1985). A auséncia dessa barreira nas bactérias
Gram-positivas permite o contato direto dos componentes hidrofébicos do 6leo essencial com
a bicamada fosfolipidica da membrana celular, onde provocam seus efeitos, seja causando um
aumento da permeabilidade do ion e vazamento de constituintes intracelulares ou, afetando os
sistemas de enzimas bacterianas (COWAN, 1999; WENDAKOON; SAKAGUCHI, 1995).

A atividade antimicrobiana de Salvia officinalis foi reconhecida a décadas
(JALSENJAK; PELINAJK; KUSTRAK, 1987), e foi atribuida a presenca de 1,8-cineol e ao
tujeno e canfora (SUR et al, 1991). O dleo essencial da Salvia triloba coletados na Grécia
também se caracteriza por elevadas concentracbes de 1,8-cineol, tujeno e canfora, com
atividade antimicrobiana comprovada (SIVROPOULOU et al,1997).

De acordo com Tepe e outros (2005), o dleo essencial de Salvia tomentosa Miller
(Lamiaceae) coletadas na Turquia, apresentou atividade contra o patdgeno alimentar
anaerdbio Clostridium perfringens, no método de difusdo em disco e nas medidas de MIC
(concentracdo inibitéria minima), com o menor valor de MIC (0,54 mg/ml). Streptococcus

pneumoniae, outra bactéria gram-positiva, apresentou sensibilidade em relagdo ao 0leo
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essencial de Salvia tomentosa Miller, com um valor de MIC de 2,25 mg/mL. Nenhuma
atividade foi observada contra trés micro-organismos patogénicos Gram-negativos
(Escherichia coli, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa).

A atividade antimicrobiana de Oleos essenciais comerciais de frutas citricas como
laranja, limdo e tangerina, contra E. coli O157: H7 e células de L. monocytogenes em pH 7,0;
isoladamente e combinado com tratamento térmico, foi avaliada por Espina et al (2001). Os
autores verificaram uma maior eficacia quando os 6leos foram combinados com tratamento
térmico brando, mostrando o sinergismo com elevado efeito letal, inativando mais de 5 ciclos
log de E. coli O157: H7.

Oussalah e outros (2007) relatam as atividades antimicrobianas de 28 diferentes tipos
de Oleos essenciais contra Escherichia coli 157-H7, Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurium e Staphylococcus aureus. Os autores descrevem 0s principais compostos
relacionados com atividade antimicrobiana dos Oleos e comparam a sensibilidade dos
patogénicos estudados em relacéo aos 6leos avaliados.

Em relacdo aos fungos, diferentes autores relatam a variedade de metodologias
utilizadas para avaliar a atividade dos 0leos essenciais contra esse tipo de micro-organismo
(HOLLEY; PATEL, 2005; TULLIO et al, 2007). Os fungos sdo dificilmente inibidos devido
sua complexa estrutura. Eles se reproduzem atraves de esporos e dessa forma crescem na
forma de filamentos multicelulares chamados de hifa. As redes interconectadas das hifas
formam o micélio e suporta o conidiosporo fértil que contem o0s esporos que podem ser
propagados (SAMSON et al, 2010).

Um dos fungos mais comuns sdo do do género Aspergillus, que é um patogeno de
plantas, animais e humanos que produzem aflatoxina, um carcinogénico potente que podem
causar intoxicagdes crénicas ap0s a ingestdo de alimentos contaminados (RIBA et al, 2010).
Aspergillus niger, é considerado o mais importante membro de Aspergillus subgenus
Circumdati section Nigri, é o fungo patogéncio responsavel pela deterioracdo de alimentos e
matérias primas estocadas (SAMSON et al, 2000).

Mudancas celulares desses micro-organismos ocasionados pelo 6leo essencial podem
ser estudadas com microscépio eletrdnico de varredura de alta resolucdo (MEV). E, apesar
desta técnica ndo promover a explicacdo quimica necessaria da forma de atuacdo para as
mudancas ocasionadas nas amostras, € uma forma complementar de se observar claramente a
perda da integridade das paredes celulares (OUSSALAH et al, 2007).

Manso e outros (2013) relatam a atividade antimicrobiana de 6leo essencial de canela

contra Aspergillus flavus em embalagens para alimentos.



12

Tolouee e outros (2010) relatam a atuacdo de Oleo essencial de camomila contra
Aspergillus niger. Os autores descrevem a deterioracdo morfoldgica ocasionada por este 6leo
essencial nas hifas desse fungo filamentoso.

3.1.4 Estudos clinicos com 6leo essencial

Estudo clinico € “qualquer investiga¢do em seres humanos, objetivando descobrir ou
verificar os efeitos farmacodindmicos, farmacoldgicos, clinicos e/ou outros efeitos de
produto(s) e/ou identificar reacdes adversas ao produto(s) em investigagdo, com o objetivo de
averiguar sua seguranca e/ou eficacia” (EMEA, 1997 apud ANVISA).

Dentre as fases do estudo clinico esta a fase pré-clinica, que é a aplicacdo de nova
molécula em animais, depois de identificada em experimentagdes in vitro como tendo
potencial terapéutico (ANVISA). A maior parte dos estudos relacionados com 6leo essencial
em estudos clinicos engloba esta fase.

No oOleo essencial de lavanda ensaios clinicos demonstraram uma melhoria na
qualidade do sono (GRAHAM et al, 2003) e uma reducdo da ansiedade (DUNN; SLEEP;
COLLETT, 1995). Além disso, em estudos com animais, tem sido provado a atividade
anticonvulsivante (YAMADA et al, 1994) e atividade anestesica local (GHELARDINI et al,
1999).

Barocelli e outros (2004) avaliaram o 6leo essencial de Lavandula hybrida Reverchon.
Os resultados deste estudo revelam uma notavel atividade analgésica e gastroprotetora do 6leo
de lavanda. A administracdo oral de dleo de lavanda (100 mg/kg) ndo prolongou o tempo de
laténcia (teste seletivo para analgésicos) em comparacdo com 0s controles em camundongos,
utilizando o teste da placa quente. Por outro lado, a inalacdo de 6leo de lavanda produziu uma
inibicdo da resposta a placa proporcional ao tempo de exposicao a vapores de 6leo, resultando
em um atraso significativo no tempo de reacdo apos a inalacdo de 60 minutos. 1sso mostra a
eficdcia da inalacdo do 6leo no controle a dor térmica, sem evidéncias de efeitos adversos
centrais, evidenciando o interesse pelo potencial de aplicacdo de 6leo essencial de lavanda em
aromaterapia.

Os mesmos autores evidenciaram a prevencdo da lesdo gastrica aguda (induzida por
etanol) pelo 6leo de lavanda, com administracdo oral (100 mg/kg). A reducdo foi de uma area
total lesionada de 89% em comparagdo com controle.

Estudos recentes indicam que o estilo de vida atual da populagdo vem causando um

aumento na producéo de radicais livres e compostos oxidados. Estes estudos sugerem que um
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aumento no consumo de produtos naturais com compostos antioxidantes diminui o risco de
algumas doencas degenerativas, desencadeadas muitas vezes pelo estimulo exagerado na
producéo de radicais livres, que podem suplantar as defesas naturais do organismo (VIJAYA;
REDDY, 2010).

As doencas relacionadas com a geracdo de radicais livres podem ser citadas como:
artrite, arterosclerose, diabetes, catarata, esclerose maltipla, disfungdo cerebral, cardiopatias,
enfisema, envelhecimento e cancer (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

As moléculas organicas e inorganicas e 0s atomos que contém um ou mais elétrons
ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres
(HALLIWELL, 1994). Atualmente, estas moléculas sdo também conhecidas por Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs). A configuracdo quimica destas moléculas as torna altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e sdo quimicamente muito reativas. Esses radicais séo
encontrados em todos os sistemas biologicos, podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocéndrias ou na membrana celular e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e
DNA) esté relacionado com o seu sitio de formacéo (YU; ANDERSON, 1997). A geracao de
radicais livres constitui uma acdo continua e fisioldégica, cumprindo funcbes bioldgicas
essenciais. S&o formados em um cenario de reacGes de Oxido-reducdo, provocando ou
resultando essas reacdes. Podem ceder elétron e serem oxidados; ou podem receber outro
elétron e serem reduzidos (POMPELLA, 1997).

Os radicais livres podem ser gerados por fontes enddgenas que normalmente ocorrem

no organismo ou por fontes exdgenas (Tabela 1).

Tabela 1 — Fontes enddgenas e exdgenas de radicais livres.

Enddgenas Exdgenas
Respiracdo aerobia Ozbnio
InflamacGes RadiacBes gama e ultravioleta
Peroxissomas Medicamentos
Enzimas do citocromo P450 Dieta

Cigarro
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3.1.5 Aplicacéo e comercializagdo dos 06leos essenciais

Oleos e extratos de plantas ha muito tempo tém servido de base para diversas
aplicacdes na medicina popular, entre elas, a producdo de antissépticos tdpicos, sedativos,
expectorantes, estimulantes, estomaquicos e analgésicos (CRAVEIRO, 1981; COX et al,
2000). Para confirmacgdo das propriedades dos 6leos essenciais diversas pesquisas cientificas
vém sendo realizadas.

Além de suas aplicacdes na industria farmacéutica pelas suas propriedades bioldgicas,
o0s Oleos essenciais vém sendo utilizados para conferir aromas especiais a diversos produtos
alimenticios e de perfumaria (fragrancias e pés-barba) (COWAN, 1999; BURT, 2004).

De acordo com Bakkali e outros (2008), cerca de 3000 Oleos essenciais sdo
conhecidos, dos quais 300 sd&o comercialmente importante, especialmente para as industrias
farmacéuticas, industrias agrondmica, alimentacdo, sanitarios, cosméticos e perfumes.

Nos 0leos essenciais, complexos aromatizantes naturais s&o normalmente encontrados.
Esses complexos sdo principalmente misturas de substancias quimicas de baixo peso
molecular separados das plantas por meios fisicos, como a destilacdo, extracdo e prensagem a
frio. Estes complexos s@o preparados de fontes alimentares e ndo alimentares. Cerca de mais
de 100 Oleos essenciais utilizados como aromatizantes em alimentos sdo derivados
diretamente dos alimentos (como dleo de liméo, azeite de manjericdo e 6leo de cardamomo);
0s complexos extraidos de plantas ndo consumidos habitualmente como alimento (por
exemplo, 6leo de folha de cedro ou balsamo) sdo bem menos empregados.

A famosa utilizacdo destes 6leos em aromaterapia compde pouco mais que 2% do
mercado total (INOUYE; TAKIZAWA; YAMAGUSHI, 2003) e a utilizacdo destas
substancias tornam o alimento mais atrativo ao consumidor por ndo apresentarem efeito
toxico, mesmo quando empregadas em concentracfes relativamente elevadas. Além dos
beneficios proporcionados a saude, diversos estudos tém demonstrado o efeito inibidor de
condimentos no desenvolvimento de micro-organismos deterioradores e patogénicos
veiculados por alimentos. Existe também a perspectiva de substituir os aditivos sintéticos por
conservadores naturais presentes nos condimentos (BARA, 1992).

Com poucas excecdes, as plantas sao dependentes de seu teor de éleo essencial para o
seu perfil aromatico e do paladar. Por isso, acetato, canfora e outros componentes volateis do
6leo de alecrim fornecem um intenso sabor no 6leo produzido da massa seca. As poucas
excecOes (pimenta vermelha, pimenta preta, gengibre, pimentdo, sementes de gergelim),

compreendem as plantas que contenham 0s principais componentes de sabor ndo volatil (por
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exemplo, o gingerol no gengibre). Estes compostos ndo volateis sdo muitas vezes maiores em
peso molecular, substancias hidrofilicas contidas no 6leo ou na oleoresina (SMITH et al,
2005).

Rodilla e outros (2011) empregaram diferentes métodos para diferenciar o0s
sesquiterpenos do 6leo essencial de “palo santo” (Bulnesia sarmientoi). Relatam que para a
aplicacdo de misturas naturais, como agroquimicos de baixo risco, € importante que o 6leo
essencial que se destina a ser registrado, seja definido corretamente e com suficiente
flexibilidade para garantir a cobertura de todas as qualidades avaliadas, bem como a
prorrogacdo da validade do registro, tendo em conta a possibilidade de variagdo natural no
futuro. Informacdes sobre a composi¢do quimica e da identidade dos componentes do 6leo
essencial deve ser obtida. Isso por si s6 significa conhecer ndo apenas a adequada e coerente
coleta e interpretacdo de dados sobre os componentes ativos, mas também a relevancia dos
outros componentes e 0s niveis encontrados no 6leo essencial.

A empresa amerciana “Young living”, comercializa 6leos essenciais destilados a partir
de plantas, flores, arvores e ervas como aromaterapia. Essas matrizes séo de diferentes paises.
Por exemplo, o 6leo essencial de copaiba é retirado de arvores do Brasil. Segundo a empresa,
0s 0Oleos ndo sdo diluidos com aditivos quimicos e sintéticos sendo cuidadosamente
preparados para manter a integridade da planta, com cuidados que vao desde a escolha das
sementes como 0 envase automatizado em vidros ambar. Esses Gleos essenciais sdo
terapéuticos e trazem beneficios positivos para o0 organismo através do cheiro, absorcédo direta
na pele, e pelo processo digestivo normal. Podem equilibrar o humor e reduzir os sintomas de
estresse.

Outras aplicacBes e comercializacdo de 6leos essenciais que sdo amplamente usados
em diferentes produtos comerciais podem ser citadas: como inibidor de brotamento em
batatas, fabricado na Holanda (Talent ®) (HARTMANS et al, 1995); uma série de repelentes
de insetos (CARSON; RILEY, 1993) e; alguns conservadores para alimentos como por
exemplo o “DMC Base Natural” produzido na Espanha pela DOMCA S.A. que inclui 50% de
Oleos volateis de alecrim, sélvia e citricos e 50% de glicerol (MENDONZA-YEPES et al,
1997).

Outra empresa americana, “Kemin”, representa um exemplo de aplicacdo comercial de
antioxidantes naturais em farmacos e alimentos. Esta empresa € especializada em
antioxidantes naturais e sintéticos e produz uma linha de antioxidantes naturais em extrato de

alecrim desodorizado que pode ser usada em produtos carneos (ROCHA, 2008).
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A utilizag&o de filmes e revestimentos como transportadores de substancias ativas tem
sido sugerida como uma aplicagdo promissora na area de embalagem de alimentos. Diversos
trabalhos relatam a utilizacdo de 6leo essencial em filmes e revestimentos para alimentos,
com avaliagdo antimicrobiana e antioxidante, além das caracteriza¢bes dos filmes utilizados.
Como exemplos podem ser citados a aplicacdo dos Oleos essenciais de alho e alecrim
aplicados em filmes comestiveis a base de proteina (SEYDIM; SARIKUS, 2006); de 6leo
essencial de canela e gengibre em filme comestivel de caseinato de sodio (ATARES;
BONILLA; CHIRAL; 2010); dos 6leos essenciais de tomilho ou de orégano do revestimento
de soja para aplicagdo em carne moida (EMIROGLU et al, 2010); dos 6leos essenciais de
cravo, erva-doce, lavanda, tomilho, erva-da-cruz, pinho ou alecrim em filmes biodegradaveis
de quitosana e gelatina com aplicacio em peixes frescos (GOMEZ-ESTACA et al, 2010).

Na area de panificacdo, sdo encontrados trabalhos relacionados com aplicagdo em
embalagens, como aplicacdo de 6leo essencial de cravo e canela, que apresentaram atividade
antimicrobiana para os fungos Penicillium commune, P. roqueforti, Aspergillus flavus e
Endomyces fibuliger (NIELSEN; RIOS, 2000).

O consumo de alimentos contendo Oleos essenciais naturais ou extratos vegetais
aromaticos pode evitar o risco de muitas doencas causadas por radicais livres (MILAN, 2006;
YOUNG; WOODSIDE, 2001). Entretanto, as plantas em estudo, como as aromaticas, em
geral ndo tém recebido muita atencdo como antioxidante e fonte de aromas, pois devido ao
seu baixo rendimento apresenta pouco aplicabilidade comercial (SOONG; BARLOW, 2004;
ZRIRA; ELAMRANI; BENJILALLI, 2003).

3.2 ANTIOXIDANTES

Para se evitar 0s processos oxidativos podem ser utilizadas modificacbes em
condicBes ambientais ou uso de substancias antioxidantes com propriedade de impedir ou
diminuir o desencadeamento das reacGes oxidativas (ALLEN; HAMILTON, 1983).

Os antioxidantes inibem a oxidacdo de diversos substratos, de moléculas simples a
polimeros e biossistemas complexos; podendo envolver a inibicdo da formacdo de radicais
livres que possibilitam a etapa de iniciacdo ou, abrangendo a eliminacdo de radicais
importantes na etapa de propagacdo, como alcoxila e peroxila, através da doacdo de atomos
de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (NAMIKI, 1990).

A aplicacdo de antioxidantes em alimentos é importante para protecdo de seus

constituintes insaturados, principalmente os 06leos, embora outros componentes como as
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vitaminas necessitem também de protecdo. Assim, odores e sabores indesejaveis resultantes
da rancidez oxidativa sdo evitados, mantendo a aceitacdo do consumidor bem como o valor
nutricional dos alimentos, eliminando perdas ocasionadas pela rancificacéo.

A eficiéncia dos antioxidantes depende da qualidade do produto, por isso é importante
que sejam obtidos de matéria-prima de boa qualidade, sejam armazenados adequadamentes e
que ndo se encontrem em estado de deterioracio. Oleos e gorduras oxidadas ndo serdo
revertidos pela adi¢do de antioxidantes. Podem ser citadas como alteragBes quimicas no
alimento, provocadas pela oxidacdo de lipideos a diminuicdo do valor nutricional, a oxidagdo
de proteinas, alteragio do “flavor”, descoloragio e produgdo de compostos toxicos (ARAUJO,
1998).

Alimentos vegetais fornecem uma vasta variedade de antioxidantes, como as
vitaminas C e E, carotendides, flavondides e outros compostos fendlicos. Devido a
complexidade da composigéo de antioxidantes nos alimentos, o estudo desses compostos tem
um valor limitado devido a possibilidade das interagdes sinergisticas desses compostos na
matriz alimentar que ndo € considerada. 1sso explica por que a capacidade antioxidante é
atrativa e mais interessante no estudo das propriedades antioxidantes dos alimentos e dietas
(SERRANO; GONI; SAURA-CALIXTO, 2007).

Muitas pesquisas sobre atividade antioxidante de Oleos essenciais frequentemente
usam termos como: 0 sinergismo, 0 antagonismo e a aditivacdo; que raramente apresentam
suporte experimental, mas torna-se util para explicar a atividade biologica observada
(TOMAINO et al, 2005).

3.2.1 Antioxidantes sintéticos

Na industria de alimentos, a oxidacdo lipidica é inibida por sequestradores de radicais
livres. A oxidacdo lipidica em produtos alimenticios esta correlacionada com sua deterioracao
e consequentemente com sua qualidade. Essa reacdo provoca a perda de &cidos graxos
essenciais, sendo que alguns produtos resultantes dessas reacfes sdo potencialmente tdxicos
(ORDONEZ et al, 2005).

A incorporacdo de compostos antioxidantes nesses produtos aumenta sua vida Util e a
qualidade sensorial, além dos valores nutricionais (LAGUERRE; LECOMTE;
VILLENEUVE, 2007; ROJAS; BREWER, 2007). Neste caso, 0s compostos mais utilizados,
entre outros, sdo: butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), tércio-butil-
hidroxiquinona (TBHQ), tri-hidroxi-butilfenona (THBP) e propil galato (PG) (Figura 3).
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Estes antioxidantes sintéticos sdo largamente utilizados na conservacao de alimentos lipidicos
por aumentarem a vida Gtil de muitos produtos entre 15 e 200% (DURAN; PADILLA, 1993).

OH OH
C(CH,), (CH,).C lx\‘_ C(CH,),

P

CH,

OCH,
BHA BHT
OH OH
HO. i _OH i ~C(CH,),
COOC,H, OH
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Figura 3 — Estruturas fendlicas dos antioxidantes sintéticos. Fonte: Ramalho e Jorge (2006).

O antioxidante BHT ¢ efetivo em gordura animal e pouco eficiente em 0leo vegetal,
além de resistir menos que o BHA a altas temperaturas. Por isso, utiliza-se nas industrias
alimenticias uma mistura desses dois antioxidantes (ARAUJO, 1998).

Entretanto, estudos revelam que o BHA e 0o BHT podem ser toxicos, e 0 elevado custo
de fabricacdo junto com a baixa eficiéncia dos antioxidantes naturais, como os tocoferois,
juntamente com a crescente consciéncia dos consumidores com relagdo a seguranca de
aditivos alimentares criou uma necessidade de identificar uma alternativa natural e,
provavelmente, fontes mais seguras de antioxidantes alimentares (WANASUNDARA;
SHAHIDI, 1998).

De acordo com Saad e outros (2007), o antioxidante sintético TBHQ apesar de ser
permitido nos Estados Unidos, é proibido em paises da Unido Européia e, usualmente
concentracdes entre 100-200 pg/g dos antioxidantes fendlicos sintéticos sdo permitidas para
6leos ou gorduras, puros ou em combinacao.

Assim, com o0s estudos toxicologicos demonstrando a possibilidade destes

antioxidantes apresentarem algum efeito toxico, o Joint Expert Committee on Food Additives
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(JECFA) da Food and Agriculture Organization (FAO) e World Health Organization (WHO)
tém alterado nos Gltimos anos a ingestdo diaria aceitavel (IDA) destas substancias como
resultado de algumas pesquisas cientificas (WURTZEN, 1990).

Esses antioxidantes fendlicos apresentam a capacidade de retardar ou prevenir o
desenvolvimento da rancidez oxidativa em alimentos ou a deterioragdo do “flavor”. A
estrutura fendlica dos antioxidantes permite a doacdo de um préton ao radical livre, formado
na oxidacdo de lipidios, regenerando a molécula do triglicerideo e interrompendo o
mecanismo da acdo do radical livre na oxidacdo. O fenol derivativo torna-se um radical,
podendo estabilizar-se entre si por meio de formas ressonantes intermediarias, ndo
promovendo oxidacdes adicionais. Por isso, é importante que o antioxidante fendlico
apresente uma eficaz deslocalizacdo do elétron ndo pareado produzido pela reagdo com o
radical livre; as substituicdes na posicdo orto e para sdo mais eficazes que na posicdo meta,
por apresentar um maior ndmero de formas ressonantes (ARAUJO, 1998).

Entretanto, do ponto de vista fisioldégico, os antioxidantes para exercerem suas
propriedades bioldgicas devem estar disponiveis em certas concentracdes no tecido alvo.
Assim, as propriedades biologicas dos antioxidantes dependem de sua liberacdo da matriz
alimentar durante o processo de digestdo (bioacessibilidade) e pode diferenciar
quantitativamente e qualitativamente daqueles produzidos pela extracdo de produtos quimicos
empregados na maioria dos estudos (SERRANO; GONI; SAURA-CALIXTO, 2007).

3.2.2 Antioxidantes naturais

Diversas pesquisas tém sido realizadas com produtos naturais buscando-se compostos
com propriedade antioxidante. O efeito antioxidante de especiarias e ervas foi inicialmente
elucidado por Chipault e outros (1952), em 32 especiarias, sendo o alecrim e a salvia
consideradas as mais eficazes.

Os antioxidantes naturais sdo considerados multifuncionais e sua atividade depende de
varios parametros como as caracteristicas da matriz, as condi¢bes experimentais e 0
mecanismo de reacdo. Em geral o efeito de um antioxidante é realizado na interface dos
componentes entre as fases hidrofilicas e lipofilicas, o entendimento dessas propriedades de
extratos de plantas deve envolver estudos severos de sua atividade (GIOTI et al, 2009).

A maioria desses antioxidantes além da vitamina C, vitamina E e carotendides, é
encontrada na dieta alimentar. Wang, Cao e Prior (1996) e, Kalt e outros (1999) publicaram

trabalhos sobre compostos com elevada atividade antioxidante provenientes de frutas.
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A vitamina C das frutas é composta, em sua maior parte, pelo &cido ascérbico (AA) e
por sua forma oxidada, o &cido deidroascorbico (DHA) que possui um papel importante sob
as reacOes de estresse oxidativo (HAGEN et al, 1999). Entretanto, uma nova oxidagdo do
acido deidroascorbico para o &cido dicetogulénico produz uma inativagdo irreversivel da
vitamina (ANDERSON et al, 1988). Este composto ocorre naturalmente na forma de dois
isdmeros, o L-4cido ascorbico (forma ativa) e o D-4cido ascérbico (forma inativa) (ARANHA
et al, 2000). Estas estruturas estdo apresentadas na Figura 4.

i
0
CHL0M %
HCOH =
| O
Ne=0) OH OH
) u(i:(m
HO OH CH,OH
Acido L Ascorbico Acido D Ascérbico

Figura 4 — Estruturas quimicas do L-acido ascorbico e o D- &cido ascorbico.

Esta vitamina foi isolada em 1928 pelo o médico Albert Szentgyorgyi e recebeu o
nome de acido hexurdnico (6 carbonos). Em 1932, o isolamento da vitamina C em forma
cristalina pura foi conseguido independentemente por dois grupos de pesquisadores. A
estrutura quimica foi identificada e o produto sintetizado sob a forma fisiologicamente ativa
pouco depois; em 1938 o acido ascérbico foi oficialmente aceito como nome quimico da
vitamina C (ARANHA et al, 2000).

O é4cido ascorbico é uma substancia cristalina, com sabor &cido. E insolvel na maior
parte dos solventes organicos. Na agua, é solivel na proporcéo de 1 g em 3 ml. O calor, a
exposicdo ao ar e 0 meio alcalino aceleram a oxidacédo desta vitamina, especialmente quando
o alimento estd em contato com o cobre, o ferro ou enzimas oxidativas (GUILLAND;
LEQUEU, 1995).

3.2.3 Compostos fenolicos
Muitas ervas e especiarias, utilizadas como condimentos sdo excelentes fontes de

compostos fendlicos. Tais substancias tém demonstrado alto potencial antioxidante, podendo

ser usadas como conservadores naturais para alimentos (ZHENG; WANG, 2001). Os
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compostos fendlicos exibem grande quantidade de propriedades fisioldégicas (como
antialergénica,  antiarteriogénica,  antiinflamatoria,  antimicrobiana,  antitrombotica,
cardioprotetiva e vasodilatadora), mas o principal efeito dos compostos fenélicos tem sido
atribuido a sua acdo antioxidante em alimentos (BALASUNDRAM; SUNDRAM;
SAMMAN, 2006).

O termo polifendis ou compostos fendlicos englobam um amplo e numeroso grupo de
moléculas encontradas em hortalicas, frutas, cereais, chas, café, cacau, vinho, suco de frutas e
soja. Tém funcdo de fotoprotecdo, defesa contra microorganismos e insetos, além de serem
responsaveis pela pigmentacdo e por algumas caracteristicas sensoriais dos alimentos. Os
polifendis apresentam uma estrutura quimica comum, derivada do benzeno, ligada a um grupo
hidrofilico. Com base em sua estrutura e na maneira pela qual os anéis polifendlicos ligam-se
uns aos outros, eles sdo classificados em quatro familias: flavonoides, acidos fendlicos,
lignanas e estilbenos (MANACH et al, 2004).

Os polifenois presentes nos alimentos podem atuar como antioxidantes na inibicéo de
processos de peroxidacdo de lipidios, que podem ocorrer com muita facilidade nas condigcdes
presentes no trato gastrointestinal (GI). Para classificacdo das propriedades antioxidantes de
alimentos, a quantidade de radicais livres peroxil eliminado por uma dada quantidade de
alimento (capacidade) e a reatividade dos alimentos em capturar estes radicais antes da
ocorréncia dos danos criticos das moléculas biologicas (eficiéncia) devem ser considerados
(VANZANI et al, 2011).

Os compostos fendlicos estdo divididos em dois grandes grupos: os flavondides e
derivados e os acidos fendlicos (acidos benzdico, cindmico e seus derivados) e cumarinas.

Os flavondides possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6, sendo os
compostos mais diversificados do reino vegetal. Neste grupo encontram-se as antocianidinas,
flavonas, flavondis e, com menor freqliéncia, as auronas, calconas e isoflavonas, dependendo
do lugar, nimero e combinacao dos grupamentos participantes da molécula (SOARES, 2002).
Atuam como antioxidantes primarios, interrompendo a cadeia da reacdo através da doacdo de
eléetrons ou de hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos
termodinamicamente estaveis. Dentre estes compostos, os flavonois em especial, atuam
também como antioxidante secundario, retardando a etapa de inicia¢do da autoxidacdo através
da complexacdo com metais (MELO; GUERRA, 2002).

Os acidos fenodlicos sdo divididos em trés grupos. O primeiro é composto pelos &cidos
benzoicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1) e sdo os acidos fendlicos mais

simples encontrados na natureza. O segundo € formado pelos acidos cindmicos, que possuem
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nove atomos de carbono (C6-C3), sendo sete 0s mais comumente encontrados no reino
vegetal (SOARES, 2002). Estes &cidos constituem o grupo dos compostos fendlicos.
Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades antioxidantes
tanto para os alimentos como para 0 organismo, sendo, por isso, indicados para o tratamento e
prevencdo do cancer, doencas cardiovasculares e outras doencas (BRAVO, 1998;
FERGUSON; HARRIS, 1999).

Normalmente, extratos polares apresentam maior atividade antioxidante do que os
extratos ndo-polares. Por exemplo, estudos com 6leo essencial de Salvia tomentosa Miller
(TEPE et al, 2005), mostraram que 0 extrato aquoso metandlico foi superior aos outros
extratos ndo polares, com valor de ICso de 18,71 g/mL, que se refere a concentracdo da
amostra necessaria para inibir 50% do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). Essa
atividade deve estar relacionada com a concentracdo de fendlicos; pois para este Oleo
essencial o maior valor foi encontrado na fragdo polar (15%) e, a menor quantidade de fendis

totais foi encontrado no extrato ndo-polar do extrato metanolico (1,0%).

3.3 OREGANO

O orégano é uma planta perene, originaria da Europa, Africa e Asia; conhecida
cientificamente como Origanum vulgare Linneus, pertence a familia Lamiaceae (Labiatae) a
mesma do hortela-de-folha-midda (Mentha piperita L), manjericdo (Ocimum basilicum L),
salvia (Salvia officinalis L), entre outras (VON HERTWIG, 1991; MARINOVA
YANISHLIEVA, 1997; MARINO; BERSANI; COMI, 2001).

Com duracdo de 4 a 6 anos, seca no inverno e rebrota no verdo. E uma herbécea, de
porte baixo, com altura oscilando entre 25 a 80 cm de altura, com caule ereto e de coloracao
parda avermelhada, com 4 angulos e ramoso na extremidade superior. As hastes sao
consideradas anuais e se ndo forem colhidas, secam. As folhas sdo inteiras, pecioladas, verde
escuras ou ligeiramente acinzentadas, ovais, com bordos serrilhados e quase sem pelos, com
comprimento de 1 a 5 cm (Figura 5). As flores, dependendo da espécie, apresentam variadas
cores como rosadas, purpuras, vermelhas (VON HERTWIG, 1991; VAZ; JORGE, 2006;
PRELA-PANTANO; TERAMOTO; FABRI, 2009).
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o -

Figura 5 - Foto ilustrativa do Origanum vulgare Linneus. Fonte: Vaz e Jorge (2006).

A semeadura pode ser feita 0 ano todo, seu ciclo é de 80 dias no verdo e 100 dias no
inverno, segundo a Importadora de Semente para Lavoura (ISLA, 2006). A forma de
propagacdo é feita por sementes ou mudas produzidas por estaquia a partir de ramos ou
divisdo de touceiras. Ja o cultivo deve ser feito com espacamento de 20 x 30 cm entre plantas,
em regibes de clima temperado brando. Tem preferéncia por solos férteis e bem drenados
(VAZ; JORGE, 2006).

O esquema a seguir, representa as etapas de producdo da cultura do orégano (Figura
6).
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Figura 6 — Diagrama de blocos da producéo do orégano. Fonte: Reis e outros (2000).

O orégano (Origanum vulgare) é uma erva de intenso aroma e gosto levemente
amargo, é um dos condimentos mais populares do mundo. E utilizado diariamente na
culinaria em carnes, molhos de tomate e outros tipos de massas. Pertence ao género Origanum
(familia Labiatae / Laminaceae) e é caracterizada por uma larga diversidade morfoldgica e
quimica. Apresenta quarenta e duas espécies ou quarenta e nove tipos (espécie, subespécie e
variedades) divididos em 10 secdes (Amaracus, Anatolicon, Brevifilamentum; Longitubus;
Chilocalyx; Majorana; Campanulaticalyx; Elongatispica; Origanum; Prolaticorolla)
pertencem a este género, sendo que a maioria é originaria das regides do Mediterraneo
(Grécia, Ird, Turquia), sendo também cultivadas por toda a Europa, ao leste e centro da Asia,
até Taiwan e na América do Norte, onde foi introduzida pelo homem como planta para

culinaria (IETSWAART, 2007).
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A composicdo quimica do orégano (Origanum vulgare) (%) estd apresentada na
Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo quimica (%) aproximada (peso seco) de orégano.

Constituinte do orégano (%) em peso seco
Proteina 14,3

Oleo fixo 5,6

Oleo volatil 1,6

Fibra 22,1

Cinza 9,7

Amido -

Acucar -

Outros 46,4

Fonte: Winton e Winton, 1939 apud Bernardes, 1996.

A quantidade total de 0leo essencial produzido pelas variedades do género Origanum,
variam de acordo com a planta, bem como em sua composicdo qualitativa (Tabela 3). O
conteddo total de fenois (cristalizavel e ndo cristalizavel) de seu 6leo essencial varia de tragos
até 95%, mesmo entre plantas de mesma espéecie (VOKOU; KOKKINI; BESSIERE, 1998)
(Tabela 4).

Tabela 3 — Classificagdo dos membros do género Origanum segundo a quantidade

total de Oleo essencial produzido por planta

Classificacdo Producao de 6leo Exemplo

(ml/ 100g de peso seco)
“Pobres” em 6leo essencial ~ Menor que 0,5% Origanum calcaratum
Intermediario Entre 0,5 e 2,0% Origanum microphyllum
“Ricos” em 6leo essencial Maior que 2,0% Origanum vulgare subsp hirtum;

Origanum onites

FONTE: Kokkini, Vokou e Karousou (1991); Vokou, Kokkini e Bessiere, (1998).
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Tabela 4 — Caracterizacdo dos membros do género Origanum segundo 0s compostos

de maior ocorréncia na composicao de seus Gleos essenciais.

Principais compostos Exemplo

Linalol, terpeno-4-ol, sabineno hidratado Origanum majorana

Compostos fendlicos, carvacrol e/ou timol Origanum vulgare subsp hirtum
Sesquiterpenos Origanum vulgare subsp vulgare

Fonte: Kokkini, Vokou e Karousou (1991); Ruberto, Baratta (1993); Vokou, Kokkini e
Bessiere (1998).

Para classificagdo comercial, a preponderancia de carvacrol (fenol ndo cristalizavel)
classifica o 0Oleo essencial como de orégano e, com preponderancia em timol (fenol
cristalizavel) como de tomilho. De acordo com Sivropoulou e outros (1996), a variacdo na
composicdo quimica dos Oleos essenciais de orégano provavelmente tem uma ligagdo com
suas propriedades antimicrobianas.

O orégano possui propriedades antioxidantes devido a sua constituicdo quimica: 6leo
essencial (0,15%-0,90%) na planta seca, sendo seus principais constituintes os fenois:
carvacrol, timol, y-terpeno e p-ameno, podendo variar de acordo com a localizagdo onde foi
cultivada. Possui também outros constituintes como acidos fenolicos, flavondides, taninos,
resinas, principio amargo. Além de serem bactericidas e terem efeito estimulante, eles
também sdo antiespasmddico, antiinfeccioso, antiséptico, vasoconstritor (PRELA-
PANTANO; TERAMOTO; FABRI, 2009).

O seu oOleo essencial tem alta estabilidade, atividade antioxidante, auséncia de
contaminacdo microbiolégica e diversidade de componentes quimicos, principalmente o
carvacrol e o timol, cujas estruturas quimicas podem ser observadas na Figura 7, com
atividade antimicrobiana comprovada (LAMBER et al, 2001; BAYDAR; SAGDIC; OZKAN,
2004). Este Oleo essencial assim como outros Oleos, apresentam ser uma interessante
alternativa como antioxidante natural, se tiverem a eficiéncia e estabilidade térmica proxima
aos dos sintéticos (KAWASE, MOTHE, COELHO, 2012; KAWASE et al, 2013).
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Figura 7 - Estrutura quimica do carvacrol e timol.

O Origanum vulgare é uma planta conhecida também pelo seu valor medicinal, suas
folhas e flores sdo amplamente usadas em homeopatia. Seu Oleo essencial é usado na
tradicional medicina indiana como um aroma fortificante e estimulador. Contudo, tem uso

restrito em perfumaria e cosméticos.

3.3.1 PRODUCAO E MERCADO BRASILEIRO

A espécie Origanum vulgare L. é cultivada no Brasil principalmente nas regides sul e
sudeste, onde foi aclimatada ha muito tempo, sendo bastante popular (GIACOMETTI, 1989).

O produto depois de embalado deve ser mantido em ambiente seco, escuro e bem
arejado, com baixa oscilacdo de temperatura. O material deve ser armazenado no menor
tempo possivel para ndo perder suas caracteristicas.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Censo
Agropecuério de 2006 relatou que a producdo de orégano no Brasil neste ano foi de 67
toneladas, com média de venda no Brasil de R$ 1,92/ Kg (BRAINE; SENA, 2010).

Em Sédo Paulo, o preco do orégano no ano de 2010 foi de R$ 12,18 /Kg, segundo a
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP).

Entretanto, o mercado brasileiro de orégano forma-se basicamente pela importacdo da
matéria-prima. Dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior

(Sistema Alice MDIC, 2006), podem auxiliar na analise (Figura 8).
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Figura 8 - Importacéo brasileira de orégano em Kg Liquido e em Valores (US$). Fonte:
Sistema Alice MDIC (2006).

O valor importado em kg foi de 1.410.968 (2003) para 2.189.084 (2006), crescimento
de 150%. Os principais paises exportadores para o Brasil foram o Chile, seguido do Peru,
respondendo juntos por aproximadamente 90% da importacdo brasileira (Sistema Alice
MDIC, 2006).

Empresas do setor de alimentos importam praticamente todo o orégano comercializado
no pais, sendo o produto seco embalado para o comércio em varias formas: embalagens

plasticas, bandejas e ainda em embalagens de vidro ou plastico, praticas para 0 manuseio.

3.4 METODOS DE EXTRACAO

Para a identificacdo e isolamento de compostos antioxidantes em fontes naturais
(frutas, sementes e especiarias) é necessaria a realizacdo da extracdo com solventes de
polaridades diferentes. A extracdo desses compostos é realizada por destilacdo, extracdo por
solventes e mais recentemente com fluido supercritico.

Antes do processo de extracdo, algumas etapas devem ser realizadas para facilita-lo e
conservar 0s compostos antioxidantes, que sdo sensiveis a acdo da luz, oxigénio e calor
(AZIZAH; RUSLAWATTI; TEE, 1998). Os vegetais normalmente sdo desidratados,
liofilizados ou congelados, e ainda peneirados ou moidos antes do processo de extracao.
Assim, os substratos atingem maior superficie de contato com o solvente de extracdo e as
enzimas lipoxigenase tornam-se inativas. Tais enzimas, naturalmente presentes em vegetais,
sdo responsaveis pela rancidez oxidativa enzimatica (JUNTACHOTE; BERGHOFER, 2005).
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As caracteristicas do extrato como as do 6leo, podem mudar conforme o procedimento
empregado, tendo em vista que as suas propriedades quimicas poderdo ser modificadas a
depender das condi¢cBes a qual ele é submetido quando determinada técnica é utilizada
(SILVA et al, 2006).

Segundo Shaidi e Naczk (1995), ndo existe sistema de extracdo com solventes que seja
satisfatorio para o isolamento de todos ou de classe especifica de antioxidantes naturais,
devido a diversos fatores. A natureza quimica desses compostos varia do simples ao altamente
polarizado, ha grande variedade de compostos bioativos nos vegetais e diferentes quantidades
presentes, além da possibilidade de interacdo dos compostos antioxidantes com carboidratos,
proteinas e outros componentes dos alimentos. Alguns desses complexos, assim como alguns
fendlicos com alto peso molecular, séo altamente insoliveis em agua. Entretanto, os extratos
sempre contém mistura de substéncias fenolicas de diferentes classes que séo solubilizadas no
solvente do sistema escolhido. Estagios adicionais podem ser necessarios para purificar o
isolado e remover substancias fendlicas e ndo fendlicas indesejaveis.

Além disso, os principais solventes apresentam as desvantagens de serem pouco
seletivos, seus extratos apresentam muitas vezes cor escura e, sdo de dificil remocéo

completa.

3.4.1 Microextracao em fase solida SPME

Foi desenvolvida no inicio de 1990 por Pawliszyn e co-autores (Arthur e Pawliszyn,
1990) como uma técnica de preparo da amostra incorporado a extracdo, que apresenta
concentracdo e introducdo da amostra uma unica etapa, usando fibra de silica fundida que é
recoberta com uma fase estacionaria apropriada. Baseia-se na separacdo em equilibrio dos
analitos alvos entre a matriz da amostra e a fase estacionaria. A repetibilidade deste método
de extracdo € importante para sua validacéo, deve-se para isso realizar sua otimizagdo, onde
desvios padrdes (SRD) de cerca de 10-15% podem ser obtido (DEMEESTERE et al, 2007).

Este método diminui o tempo de preparo da amostra e dispensa 0 uso de solventes,
além disso, permite a analise de pequenas quantidades de amostra evitando, por exemplo uma
grande coleta de plantas necessarias para extracdo. E uma ferramenta poderosa quando
combinada com analise utilizando cromatdgrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massa
(CG-MS), que apresenta elevada acuracia e precisdo na determinacdo de espécies volateis,

sem comprometer a amostra (MAGGI et al, 2010).
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De acordo com Valente e Augusto (2000), SPME é uma microtécnica em que 0S
processos de extracdo e pré-concentracdo de analitos ocorrem numa escala dimensional ndo
muito usual, por permitir determinacfes em niveis de deteccdo da ordem de ng/L. O
dispositivo basico de SPME consiste de um fino bastdo de fibra Otica, contendo uma das
extremidades recoberta com um polimero adsorvente (fase estacionaria) de diferentes
espessuras e tipos, como por exemplo, o polidimetilsiloxano (PDMS), poliacrilato (PA),
carbowax (CWX) ou outro sélido adsorvente, como o carvédo ativado. O detalhe da Figura 9
representa uma fibra comercial em que o recobrimento, ou filme extrator, tem espessura de

100 mm.

tubo de fixagio
da fibra (interno

ao hipodéermico

v
D\

ho hipodermig
(agulha)
de = 0,56 mm

fibra -_[-:]:-lra ’

retraida

Figura 9 - Dispositivo da fibra de SPME: (A) Posicdo com a fibra retraida na agulha (tubo
hipodérmico de diametro externo 0,56 mm), (B) posicdo com a fibra exposta. No detalhe sdo
mostradas as dimensdes tipicas da secdo com recobrimento de 100 mm de espessura. Fonte:

Valente e Augusto (2000).

A técnica SPME possui duas etapas basicas: a particdo dos analitos entre a fibra e a
amostra (matriz), seguida pela dessorcdo do extrato concentrado no instrumento analitico, o
cromatografo (CG). Na primeira etapa, a fibra é exposta diretamente a amostra ou ao

headspace (HD), onde ocorre a particdo dos analitos de interesse entre a amostra e 0 gasoso
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para a dessorcao térmica, e consequentemente, para a separacdo e a quantificacdo dos mesmos
(PAWLISZYN, 1997).

Mais de 3000 artigos cientificos sobre SPME tem sido publicado desde a introdugédo
sobre o assunto por Pawliszyn. O grande numero de publicacbes sobre SPME é devido a
interacdo harménica das diversas etapas do processo analitico. Nos métodos convencionais, a
perda de analitos pode ocorrer durante as etapas de extracdo e concentracao, diferentemente
do que proporciona a SPME, que além de ser uma técnica simples, apresenta baixo custo,
seletividade e sensibilidade. Existem diversas publicacdes com aplicacbes nas diversas areas,
como para alimentos, polimeros e explosivos.

Recentemente Furtado e Coelho (2012) propuseram dois modelos que amplia a
aplicagdo da SPME para a determinacdo do coeficiente de atividade na diluigdo infinita para
solutos em solventes organicos.

Dificuldades na agitacdo da amostra, controle de temperatura e acdo da fibra tem sido
reportado pelos usuarios de SPME. Outros obstaculos podem ser citados com o limite de vida
da fibra, competitividade na adsorcdo e relativo custo elevado das fibras (STASHENKO;
MARTINEZ, 2007).

A natureza do recobrimento da fibra influencia fortemente na efetividade da técnica de
SPME e a fibra pode ser escolhida em funcéo do analito a ser determinado. Alguns autores
compararam o0 desempenho de algumas fibras comercialmente avaliadas para aplicacdes
especificas, como Muller e outros (1999). Que compararam diferentes tipos de recobrimento
de fibras, polidimetilsiloxano 7 um (PDMS 7), polidimetilsiloxano 100 pm (PDMS 100) ¢
poliacrilato 85 um (PA 85), em um estudo para classificar a origem botanica de canela.
Algumas fibras disponiveis comercialmente sdo apresentadas na Tabela 5 (VALENTE;
AUGUSTO, 1999).
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Tabela 5 — Fibras comerciais e especificagdes

Tipo Composi¢do quimica Lf/jum AT °C Aplicagéo sugerida
Né&o Polidimetilsiloxano (PDMS)  100; 200-270  Basicamente para compostos apolares. E
polares possivel usar com polares.
30;
7 220-320
Polares  Poliacrilato (PA) 85 220-310  Medianamente a altamente polares, como

fenois, pesticidas organofosforados. Cetonas,

alcoois. Volateis de média a alta polaridade.

Carbowax/divinilbenzeno 65 200-270  Volateis e ndo volateis de baixa a alta
(CW/DVB) polaridade
Bi- PDMS-DVB 65 200-270  Volateis e ndo volateis de baixa a alta
polares polaridade
Carboxen-PDMS 75 - Volateis.

~Fonte: Valente e Augusto (1999).

Zhang e Pawliszyn (1995) demostraram que a concentragdo de analitos obtidos por
headspace-SPME na fibra é o resultado de dois equilibrios distintos: o primeiro é o equilibrio
entre a matriz e o headspace responsavel pela composicdo do headspace; o segundo € o
equilibrio entre headspace e o recobrimento da fibra polimérica, que esta relacionado com a
difusdo do analito da fase vapor para a fase do recobrimento da fibra. Assim o total de analito
recuperado da matriz sélida é relacionado com o coeficiente de particdo (K), do analito entre a
fase estacionaria da fibra de SPME e a matriz (Km).

Aspectos praticos prendem-se aos coeficientes de difusdo e as constantes de equilibrio
de particdo. Problemas com coeficientes de difusdo desfavoraveis podem ser contornados com
agitacdo e/ou aquecimento do sistema. A extracdo € favorecida para analitos que tenham,
simultaneamente, Ky, (coeficiente entre headspace de matriz) elevado e baixo Ky, (coeficiente
fibra headspace), porque a concentracdo de analito na fibra é pequena em relacdo a sua
concentracdo na amostra 0 que ocorre na pratica, pois 0s volumes dos recobrimentos das
fibras sdo muito menores do que os da amostra e do headspace (VALENTE; AUGUSTO,
1999).
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3.4.2 Extragao com solventes organicos

A extracdo com solventes orgénicos foi aplicada pela primeira vez em 1835 por
Robiquet para extracdo de compostos de flores (HUI; JOHN, 2007); esta técnica € uma das
mais antigas operagdes unitarias da industria quimica.

E frequentemente utilizada para o isolamento dos compostos bioativos. O rendimento
da extracdo e a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos dependem do tipo de
solvente, devido as diferencas nos potenciais antioxidantes e a polaridade dos compostos
(MARINOVA; YANISHLIEVA, 1997). Este extrato proveniente da extracdo com solventes
orgénicos é denominado de oleoresina, normalmente de extratos de plantas aromaticas,
condimentos ou plantas medicinais.

O processo de extracdo com solvente ou solido-liquido ocorre com a dissolucao
seletiva de um ou mais solutos de uma matriz sélida por um solvente liquido. Esta operacéo
unitaria é também designada de lixiviacdo, decoccdo ou eluicdo. A terminologia pode ser
especificamente para um determinado tipo de extragdo. Por exemplo, a lixiviagdo é usada
quando o objetivo € a obtencdo de compostos alcalinos, decocgdo é utilizada quando o
solvente esta em sua temperatura de ebulicdo, e eluicdo € utilizada quando os solidos solaveis
estdo na superficie da matriz sélida (TAKEUCHI et al, 2009).

A solucdo obtida € retirada do extrator e deslocada para um evaporador a fim de obter
um extrato concentrado. Geralmente, o solvente ndo é removido por completo e o extrato se
encontra contaminado, além disso, estes solventes extraem compostos indesejados de dificil
controle que diminuem o valor comercial dos 6leos (TEMELLI et al, 2007), como resina e
pigmentos.

Sendo assim, é necessario selecionar cuidadosamente a unidade extratora e o solvente
para garantir a eficacia do processo. A escolha do solvente deve ser cuidadosamente
considerada, devido a capacidade fisico-quimica em dissolver os compostos alvos e sua
toxicidade ao ser humano e ao meio ambiente (TAKEUCHI et al, 2009).

Para indUstria, existem alguns fatores que devem ser avaliados antes de se iniciar um
processo, devido a influéncia da taxa de extra¢do, como a preparacdo da matriz.

Na preparacdo da matriz, a estrutura celular € um importante fator que precisa ser
considerada, pois na maioria dos casos 0 soluto (6leo) é armazenado nos espacos
intracelulares, capilares ou estruturas celulares. Desta forma, o sucesso da extracdo com
solvente depende fortemente do estado sélido. Uma das etapas de pré-tratamento que deve ser

considerado € a trituracdo ou moagem da matéria-prima. Moagem antes da extracdo com
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solvente promove um aumento da area de contato entre o solvente e a matriz sélida. Além
disso, na maioria dos casos esta etapa aumenta o contato entre solvente e soluto por quebrar
as estruturas celulares. Entretanto, ha casos em que a manutencdo da estrutura da célula é
necessaria, como na extracao de agucar a partir de beterraba. Neste caso, a beterraba é cortada
em pedacos finos, mas a estrutura da célula é preservada para evitar a extracdo de compostos
indesejaveis (TREYBAL, 1981).

Devido a complexidade da estrutura celular e da existéncia de poros e diferentes
compartimentos na célula, a difusividade do material bioldégico tem uma especificidade e
denominacdo: difusividade efetiva. A difusividade efetiva também depende da composicdo e
da posi¢do do soluto no material solido.

Em relacdo a temperatura, seu uso elevado € atraente em termos de
extracdo de melhoria de processos. As temperaturas mais elevadas promovem um aumento do
soluto de solubilidade no solvente, aumentando a taxa de difusdo do soluto na maior parte do
solvente, levando a uma maior taxa de transferéncia de massa. No entanto, na inddstria de
alimentos, o uso de temperaturas elevadas pode gerar indesejaveis reacdes como a degradacéo
de compostos termolabeis.

A escolha do solvente para extracdo € baseada em varios fatores, tais como suas
propriedades fisico-quimicas, custo e toxicidade. A escolha do solvente deve considerar
caracteristicas como a seletividade e capacidade de dissolver o soluto, bem como a sua tensédo
superficial, viscosidade, estabilidade, reatividade, toxicidade e custo. Devido a toxicidade de
alguns solventes organicos, existem algumas restricbes a sua utilizacdo na industria
alimenticia (TAKEUCHI et al, 2009).

Atualmente, o solvente deve ser selecionado de acordo com a legislacdo que governa
uso do extrato, se para fins alimenticios, cosmético ou perfumaria, e também conforme as
especificacdes do cliente, que podem ser bem mais restritivas do que a propria legislacdo. O
solvente escolhido influencia na composicdo do extrato, sua qualidade sensorial e no
rendimento da extracao.

Em termos de consumo humano, a presenca de alguns solventes, como acetona, etanol,
acetato de etila, 1-propanol, 2-propanol e acetato de propila sdo aceitaveis em pequenas
percentagens residuais, de acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Estes solventes
sdo classificados como classe 3 por Food and Drug Administration (FDA). Outros (Classe 2),
tais como acetona, cloroformio, hexano, metanol, tolueno, etilmetilcetona e diclorometano,
pode ser usado em condicOes e especificacbes e limitagOes presentes quanto produtos

farmacéuticos e de alimentos devido a sua toxicidade inerente. A exposicdo diaria admissivel
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dos solventes na Classe 2 séo dadas a de 0,1 mg / dia, e limites de concentragdo variam de 50-
3880 ppm, dependendo do solvente orgénico usado (FDA, 2003). Os solventes agrupados em
classes 1 ndo devem ser empregados na fabricacdo devido a sua inaceitavel toxicidade ou seus
efeitos deletérios do ambiente. Esta categoria inclui benzeno, tetracloreto de carbono, 1,2-
dicloroetano, 1,1-dicloroetano e 1,1,1-tricloroetano.

A umidade da matriz deve ser baixa, pois a agua do material sélido pode competir com
a extracdo de solvente para o soluto de dissolugédo, que afetam a transferéncia de massa. Por
outro lado, esta umidade é necessaria para permitir 0 transporte do
soluto, como por exemplo, na extracdo de café. No entanto, na maioria dos casos o material
é desidratado em condi¢des que ndo causam a degradacdo dos compostos (TAKEUCHI et al,
2009).

O solvente organico favorito nesta metodologia é o hexano, por ser o mais seletivo,
possuir estreita faixa de ebulicdo e ser imiscivel com a agua, 0 que evita misturas azeotropicas
(MORETTO; FETT, 1998). Todavia, sua inflamabilidade, custo e potencial poluidor,
justificam a sua substituicdo e o estudo de novas alternativas. Durante o século XI1X, diversos
solventes foram estudados, tais como o éter de petroleo ou diclorometano, ambos muito
utilizados na extracdo de 6leos volateis.

Para utilizacdo dos aparatos de Soxhlet, sdo utilizadas temperaturas de ebulicdo dos
solventes. Esses sdo utilizados de acordo com o tipo de compostos a serem obtidos. De acordo
com a literatura, a extracao por Soxhlet de ervas como orégano (O. vulgare L.) e salsa (Salvia
fruticosa) apresenta um maior rendimento com etanol por 6 h para ambas as plantas avaliadas,
entretanto com menor composicdo em fendlicos (EXARCHOU; NENADIS; TSIMIDOU,
2002).

Da mesma forma, uma quantidade consideravel de vitaminas liposoluveis e outros
componentes importantes, tais como fosfolipideos, sdo removidos durante a extracdo com
hexano (ZHANG, 1995). Tem sido demonstrado que os fosfolipideos polares desempenham
um papel importante na estabilidade lipidica. Extracdo com solvente organico também deixa
indesejaveis residuos de solventes nos produtos finais (ZHANG, 1995; CROWE; WHITE,
2003).
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3.4.3 Destilagéo a vapor

Destilacdo € um processo de separacao de misturas liquidas, com base na diferenca de
composicao dos constituintes nas fases liquida e vapor em equilibrio, devido a diferenca de
volatilidade entre os componentes do liquido (BERNARDO-GIL; RIBEIRO; ESQUIVEL,
2002).

Destilacdo a vapor € um processo de destilacdo para a recuperacdo de compostos
volateis com ponto de ebulicdo proximo a partir de uma matriz complexa e inerte (solido ou
liquido), utilizando o vapor (saturado ou superaquecido) como um agente de separacdo e de
energia.

O uso de agua fervente reduz a temperatura do processo, diminuindo a pressdo parcial
dos componentes desejados na fase vapor. O processo tambem € as vezes combinado com o
uso de vacuo para permitir a reducdo de temperatura e evitar a decomposicdo do componente,
quando os materiais com baixa volatilidade sdo processados.

Este metodo de extracdo ocasiona a hidrolise de certos componentes do 6leo essencial
bem como sua decomposicdo pelo calor. Diferentemente, o processo de extracdo com
solventes volateis, dissolve as folhas, caules ou outro tipo de matéria-prima, dissolvendo o
principio ativo juntamente como algumas graxas, compostos albuminosos e pigmentos
(WATANABE et al, 2006).

No final do processo de destilacdo de Oleo essencial, o aumento observado na
producdo de 6leo € muito baixa, se comparada com o inicio da extracdo, acarretando em um
maior consumo de energia. Com periodos mais curtos de destilacdo, a composicdo quimica do
Oleo pode ser representativa, embora geralmente ndo for exatamente a mesma que a do
tratamento exaustivo.

Destilacdo tem sido 0 método mais comumente utilizado para a recuperacdo de dleos
essenciais, porgue apresenta como vantagem sua volatilidade. Os componentes de 06leos
volateis, no entanto, tem ponto de ebulicdo muito mais elevado do que os pontos de ebulicdo
da agua e, portanto, eles sdo realmente destilado com vapor. O vapor atua como um
transportador e remove os vapores de 6leo, o qual foram evaporados bem abaixo do seu ponto
de ebulicdo. Isto é especialmente importante porque muitos dos componentes dos 6leos
volateis tém pontos de ebulicdo elevados e seriam termicamente degradados muito abaixo de
seus pontos de ebulicdo normais. Apds a condensacao, os 6leos e agua sdo imisciveis e assim
séo facilmente separados (MASANGO, 2005).
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A medida que a difusdo na agua é sempre um processo lento, se as plantas sdo
deixadas intactas, a taxa de recupera¢do do extrato serd inteiramente determinada pela taxa de
difusdo de 6leos volateis e d4gua quente através das membranas celulares das plantas.

Considerando todos os fatos apresentados, a observacdo dos seguintes principios leva
a melhores rendimentos com uma elevada qualidade desses extrativos: (1) manter a
temperatura mais baixa possivel, ndo esquecendo, contudo, que a taxa de produgdo é
determinado pela temperatura, (2) a utilizacdo de vapor o minimo em contacto direto com
matéria-prima, mas levar em conta que um pouco de agua deve estar presente para promover
a difusdo (MANZAN et al, 2003).

Em relacdo ao tipo de compostos extraidos em plantas aromaticas de acordo com o
tempo na destilacdo a vapor, nas teorias de difusdo em agua de Von Rechenberg’s, 0s
componentes oxigenados, em particular terpinen- 4-ol e 1,8-cineol, sdo extraidos mais
rapidamente, apesar dos seus pontos de ebulicdo ser mais elevados. Os autores sugerem que
0S componentes extraidos posteriormente (monoterpenos e sesquiterpenos), a transferéncia de
massa é controlada pela difusdo, assim o aumento da resisténcia destes compostos para a
difusdo € atribuido as propriedades hidréfobas dos monoterpenos e ao maior tamanho das
moléculas dos sesquiterpenos (BAKER; LOWE; SOUTHWELL, 2000).

Existem trés tipos deste processo: destilagdo a vapor direta, destilagdo a vapor e seco
e, hidrodestilacéo.

Na destilacdo a vapor direta (destilacdo a vapor), a matéria-prima ndo € imersa na
agua. A baixa pressao, o fluxo de vapor saturado passa pela matéria-prima e, os 0leos volateis
sdo arrastados por este vapor d’agua por apresentarem tensdo de vapor mais elevada que a
agua, saindo no alto do destilador. Ao contrario, na destilacdo a vapor seco, a matéria solida é
aquecida utilizando-se elevadas temperaturas a pressdes moderadas.

Na hidrodestilacdo a matéria-prima entra em contato direto com agua fervente. Em
alguns casos, é necessario misturar a matéria-prima com a agua, porque a matéria se aglutina
e forma pedacos grandes compactados, impedindo um bom contato com o vapor (CERPA et
al, 2009).

3.4.3.1 Hidrodestilacao
Na hidrodestilacdo, destilacdo por arraste de vapor de dgua, o0 material vegetal moido

ou triturado € colocado em um recipiente através do qual se faz passar uma corrente de vapor

de agua, com ou sem pressdo. O vapor arrasta 0s compostos volateis, a mistura de vapores é
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transportada a um condensador, onde volta ao estado liquido e sé recolhido em um separador.
O oleo essencial, que é uma mistura de substancias orgénicas imisciveis em agua, separa-se
constituindo um sistema de duas fases. A operacdo seguinte se resume na retirada do 6leo
pelo processo de decantacdo, que depois deve ser seco com Na,SO, anidro e concentrado sob
nitrogénio, estando, portanto pronto para uso (CRAVEIRO, 1981).

Na Hidrodestilacdo de Clevenger a planta permanece imersa em &gua, 0 vapor da
mistura a temperatura da ebulicdo arrasta 0s compostos volateis, seguida pela condensacéo
dos mesmos (RIBEIRO; ESQUIVEL; BERNARDO-GIL, 2007).

A extracdo de compostos de fontes naturais emprega a hidrodestilacdo de Clevenger,
que ainda é a técnica mais utilizada. Inimeras publicacfes fazem referéncia ao uso desse
método, apesar de muitos alegarem que o contato direto do material com a 4gua quente pode
ocasionar a hidrolise de determinados componentes e causar degradacdo de substancias pelo
calor danificando o aroma do Oleo. Por conseguinte, a temperatura usada deve ser a mais
baixa possivel, e o contato entre 0 material e a &gua, minimizado (BAYRAMOGLU; SAHIN;
SUMNU, 2008).

Em escala laboratorial, 0 método mais utilizado de destilacdo para a obtencéo de 6leos
volateis é a hidrodestilacdo. Varios trabalhos de pesquisa utilizam a hidrodestilagdo para
identificacdo da composicdo quimica dos produtos, bem como a atividade biologica desses
Oleos. No entanto, em uma escala industrial, a técnica de destilacdo mais utilizada é a
destilacédo a vapor (CERPA et al, 2009).

3.4.4 Fluido supercritico

Um fluido supercritico (FS) pode ser definido como aquele que se encontra acima de
sua temperatura e pressdo criticas, apresentando propriedades fisico-quimicas intermediarias
entre um estado liquido e o estado gasoso (Figura 10). A conducdo de um processo de
separacdo usando uma planta de extracdo supercritica requer a exploracdo das propriedades

do solvente que o fluido possui no estado supercritico (COELHO, 1994).
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Figura 10 - Diagrama pressao/temperatura e os equilibrios entre os estados sélido, liquido e

gasoso. Definicdo de regido supercritica para 0 COy; T.: temperatura critica; P.: pressdo

critica.

No ponto critico existe apenas uma fase com propriedades tipicas de liquidos
(densidade) e de gases (viscosidade, compressibilidade e coeficiente de difusdo massica).
Sendo assim, um FS pode ter o poder de solvéncia, a difusividade e propriedades de
transporte aumentadas (BRUNNER, 1994).

Fluidos supercriticos apresentam caracteristicas unicas que permitem ser utilizado
como solventes. A densidade do fluido é relativamente alta e, conseqtientemente, tém poder
de solvatagdo alta. Além disso, a densidade pode ser facilmente alterada por uma pequena
variacao na pressao e na temperatura do sistema, principalmente na regido proxima do ponto
critico. Esse efeito oferece certo grau de seletividade para estes fluidos e também permite um
processo de separacdo mais facil do solvente-soluto. A separacdo pode ser alcancada pela
diminuicdo da pressdo ou aumento da temperatura da mistura que sai do extrator. Outra
caracteristica importante € a viscosidade relativamente baixa e alto coeficiente de difuséo, que
permite altas taxas de extracdo, quando esses fluidos sdo utilizados (ROSA et al, 2009).

Na Figura 11 é representado o processo de extracdo com fluido supercritico.
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Figura 11 — Diagrama do processo de separacdo com fluido supercritico. Fonte: Rosa
e outros (2009).

A tecnologia de fluidos supercriticos esta gradativamente tornando-se importante para
aplicacBes industriais, principalmente na extracdo de materiais solidos para producdo de
alimentos (café e cha), ingredientes alimenticios (aromas, agentes de cor, vitaminas e acidos
insaturados) e nutracéuticos/fitofarmacéuticos (PERRUT; JUNG; LEBOEUR, 2005;
PASQUALLI; BETTINI; GIORDANO, 2006).

Outras aplicacbes importantes sdo: transformacdo em po, prevencdo da poluicdo,
métodos para tinta spray e revestimentos, processos de cristalizacdo, polimerizacGes, reacoes
quimicas, limpeza de semicondutores e de maquinas de precisdo, maquinas e limpeza a seco
de téxteis (SANTOS; KAWASE; COELHO, 2011; GUPTA; SHIN, 2007; COELHO;
AUGUSTO; PAWLISZYN, 2001).

As propriedades criticas sdo caracteristicas peculiares de cada substancia. A Tabela 6
oferece um quadro conciso dos solventes mais empregados em extragdes com fluidos

supercriticos, junto com seus parametros criticos Pc, Tc, p. (densidade critica).
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Tabela 6 - Condiges criticas para substancias mais utilizadas na EFS.

Solvente Temperatura Pressao Densidade 3

critica (°C) critica (atm) critica (g.cm™)
Acetona 235 46,39 0,279
Agua 374 217,17 0,323
Amonia 133 111,54 0,236
Benzeno 289 48,27 0,302
Dioxido de carbono 31,1 72,85 0,469
Etano 32 48,17 0,203
Etanol 241 60,61 0,276
Eter etilico 194 35,93 0,265
Etileno 9 49,65 0,218
Metanol 240 79,86 0,272
Oxido nitroso 36,5 71,5 0,452
Piridina 347 55,57 0,312
Propano 97 41,85 0,217
Tolueno 319 40,57 0,293

O dioxido de carbono é o solvente supercritico mais vastamente empregado em
processos de EFS por ndo ser toxico, permitir que se opere em condicdes supercriticas com
pressdes relativamente baixas e proximas da temperatura ambiente, baixo custo, ndo é
inflamavel, € inodoro, quimicamente inerte e ndo causa risco ambiental (HAWTHORNE,
1990). Além disso, comporta-se como um solvente lipofilico, mas quando comparado com
um solvente liquido ele tem a vantagem de ser seletivo, ou seja, € possivel ajustar a sua
capacidade de solubilizacdo com valores entre o liquido e o gas.

A Tabela 7 mostra as propriedades fisicas e de transporte associadas aos diferentes

estados do fluido.
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Tabela 7 - Propriedades fisicas associadas aos diferentes estados do fluido.

Estados Densidade Difusividade Viscosidade
(glem®) (cm?/s) (g/m.s)
Gas
P=1atm (0,6 - 2,0) x 10° 01-04 (1,0 - 3,0) x 10™
T=15-30°C
Liquido
P=1atm 0,6-16 (0,2-2,0)x10° (0,2 - 3,0) x 102
T=15-30°C
Supercritico 3 4
0,2-0,5 0,7 x 10 (1,0 - 3,0) x 10
P=Pc, T=Tc
P=4Pc, T=Tc 0,4-0,9 0,2x10° (3,0-9,0)x 10"

3.4.4.1 Extragéo com fluido supercritico

Devido a sua baixa viscosidade e alta capacidade de difuséo, os fluidos supercriticos
apresentam propriedades de transporte melhores que os liquidos. Podem se difundir
facilmente através de materiais solidos, resultando em melhores rendimentos nas extracdes. O
dioxido de carbono (CO;) é o fluido mais utilizado devido a sua moderada temperatura
(31,3°C) e pressdo critica (72,9 atm), é gasoso em temperatura ambiente. No entanto, o CO,
supercritico € menos efetivo para a extracdo de compostos com maior polaridade em fontes
naturais. Tal fato é superado com a adicdo de co-solventes (RAVENTOS; DUARTE;
ALARCON, 2002).

Durante a década de 1960 a extracdo de produtos naturais com fluidos supercriticos
constituiu o objeto de desenvolvimento deste método de extracdo, por varios grupos de
investigadores na Russia, EUA e Alemanha. Logo apds varios aromas e lipideos extraidos por
esse processo foram patenteados, sendo a aplicagdo comercial iniciada em 1978 com a cafeina
e a extracao do lupulo (BERNARDO-GIL et al, 2007).

A obtencdo de compostos antioxidantes mediante extracdo com gases, como o didxido
de carbono, sob condicdes criticas de pressdo e temperatura constitui método moderno e
eficiente. Algumas substancias como o metanol e o etanol, podem ser utilizadas como co-
solventes, melhorando o rendimento e a seletividade dos extratos (POKORNY; KORCZAK,
2001).

A extracdo supercritica produz extratos livres de residuos e pode ser conduzida em

baixas temperaturas, preservando a qualidade de compostos termo-sensiveis (ZANCAN et al,
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2002). E geralmente mais rapida que a extracdo liquida, e mais ecoldgica quando feita com
dioxido de carbono como solvente, pois ndo deixa residuo no extrato obtido. A EFS tornou-se
uma alternativa importante na extracdo de materiais de plantas em escala industrial, devido a
necessidade de substituir os solventes orgénicos (MAUL, 1999).

O grande inconveniente da extracdo supercritica reside na alta pressdo necessaria para
a operacdo que requer equipamentos mais robustos, elevando o custo inicial da instalacdo.
Outras vantagens como, por exemplo, a alta pureza dos extratos e a grande eficiéncia do
processo podem torna-la viavel para aplicacdo em alimentos (HERRERO; CIFUENTES;
IBANEZ, 2006).

A aplicacdo das tecnologias de precipitacdo por EFS requer previsiveis e consistentes
caracteristicas do produto. Um entendimento detalhado da influéncia de todos os parametros
relevantes do processo € necessario. Muitos parametros apresentam simultaneas influéncias
nos diferentes passos, como o mecanismo do fluido, transferéncia de massa, formagéo e
crescimento das particulas.

Nos ultimos anos a sua utilizagcdo tem sido mais relevante no setor de tecnologia de
alimentos, principalmente na manufatura de produtos descafeinados (café e chd), ingredientes
alimenticios (aromas, agentes de cor, vitaminas e é&cidos insaturados) e
nutracéuticos/fitofarmacéuticos (KAWASE; LUCHESE, COELHO, 2009; PERRUT; JUNG;
LEBOEUR, 2005; PASQUALLI; BETTINI; GIORDANO, 2006).

Esquivel, Ribeiro e Bernardo-Gil (1999), relatam que é possivel isolar o principal
constituinte do 6leo essencial da seriguela, o carvacrol, por extracdo com CO, supercritico,
sendo as melhores condicGes de 12 MPa e 313K.

Oliveira, Rodrigues e Bernardo-Gil (2002) obtiveram melhores resultados em relacéo
a extracao de tocoferdis de 6leo de noz por CO, supercritico (405,7 pg/g de 6leo) que em n-
hexano (303,2 ug/g de 6leo); utilizando 22 MPa, 308 K e uma velocidade superficial de
6,8x10 ms™.

Grigonis e outros (2005) estudaram a acdo antioxidante de extratos de erva-doce
americana, mediante trés tipos de extracdo. Na primeira utilizaram aparelho Soxhlet, na
segunda, microondas e na terceira com didxido de carbono supercritico. Esse dltimo foi
considerado o método de extracdo mais eficiente com relagcdo ao rendimento dos extratos e
concentracdo de compostos bioativos, além dos aspectos ambientais.

Bernardo-Gil e outros (2007) obtiveram melhores resultados com extracédo lipidica de

aveld, obtendo 458,7 ug de tocoferol /g de 6leo com extracdo supercritica e 382,8 ug de
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tocoferol/g de Oleo por n-hexano, sendo este Oleo extraido por fluido supercritico com
razoavel protecéo oxidativa.

Li, Zhang e Zheng (2009) extrairam 6leo de germe de l6tus com CO; supercritico, com
9,06% de compostos fendlicos totais e 485,1 mg/ 100 g de tocoferol; utilizando como
condicdes de extragéo, pressao de 32 MPa, temperatura de 50 °C, taxa de 0,5 L/min, tempo de
2 horas.

Ocafa-Fuentes e outros (2010) sugerem que 6leo essencial de folhas secas de orégano
(O. vulgare L.) trituradas e mantidas no criogénico e extraidas com CO, supercritico (40 °C e
30 MPa) pode ser usado como opg¢do para o tratamento de doencas cronicas a partir de
processos inflamatorios.

Fornari e outros (2012), relataram uma notéavel reducdo da extracdo de carvacrol e
timol na extracdo com orégano e salvia durante o intervalo de 0 a 1,5 h. Relataram ainda que
seu Oleos foram completamente extraidos, com um tempo 6timo de 1,76 h, nas condicdes de
extracdo em EFS com CO, a 30 MPa e 313 K.

3.5 ASPECTOS TERMODINAMICOS

As propriedades dos fluidos supercriticos sdéo modificadas por pequenas alteracGes de
temperatura e/ou pressdo. A escolha das condi¢cdes de operacdo varia de acordo com a
especificidade dos componentes da matriz sélida a serem extraidos. Diversos fatores tais
como tamanho da particula, umidade, porosidade e area superficial podem afetar a extracgéo.

A Figura 12 apresenta a dependéncia da densidade do CO, com a temperatura e a
pressdo. Verifica-se que um aumento na pressdo, a uma dada temperatura, implica em um
acréscimo na densidade do fluido. O aumento na temperatura, a pressao constante, diminui a
densidade do CO,, reduzindo assim seu poder de solvéncia (POURMORTAZAVI;
HAJIMIRSADEGHI, 2007).
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Figura 12 - Dependéncia da densidade de CO, com a pressao e a temperatura.

A densidade e outras propriedades termodindmicas como a energia interna e a entalpia
sdo frequentemente avaliadas a partir de medidas de volume molar como uma funcdo da
temperatura e pressdo, fornecendo relacdes pressao/volume/temperatura (PVT), as quais
podem ser expressas matematicamente como equacdes de estado.

As equacdes de estado cubicas abrangem uma larga faixa de temperatura e pressdo e
sdo, na realidade, as equagdes mais simples capazes de representar o comportamento tanto de
liguido quanto de vapores. A maioria destas equacdes pode ser escrita de uma forma
generalizada (SMITH; VAN NESS; ABBOT, 2007):

p_ RT a
V-b (V+e&b)(V+ob)

Para uma dada equacdo, ¢ e € s3o niimeros, 0s mesmos para todas as substancias, ao
passo que 0s parametros a e b sdo dependentes da substancia e especificos para cada equacao
de estado. A partir da equacdo geral € possivel escrever quatro equagdes cubicas bem
conhecidas: Van der Waals, Redlich-Kwong (RK), Soave-Redlich-Kwong (SRK) e Peng
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Robinson (PR). A especificagdo dos valores numéricos para os parametros o, €, b, a dessas

equacdes é dada na Tabela 8.

Tabela 8 - Especificagdo dos parametros das equagOes de estado.

Equacdo ) € b a

Van der Waals 0 0 RT, 21R°T¢

(1873) 8P¢ 64 Pg
Redlich-Kwong . 0 008664 RT, 042748R?T2°
Soave-Redlich- 1 0 0.08664 RT, 042748R?T20(T)
Kwong (1972) Pc Pe
Peng-Robinson 007780RT; 045724 R?T2a(T)
(1976) 1-V2 1-42 Pc Pc

aSRK(Tr; w)= [1+ (0,480+ 1,574 w- 0,176 w2).(1- Tr1/2)]2

aPR(TT; W)= [1+ (0,37464 + 1,54226 w- 0,26992 w2).(1- Tr1/2)]2

Fonte: Smith, Van Ness e Abbot (2007).

O intuito das expressdes com o(T) na equacdo de estado, &€ melhorar a previsdo da

pressdo de vapor para componentes puros. Estas expressdes dependem de um terceiro

parametro, o fator acéntrico (w) dos estados correspondentes, em adicdo a Tc e P,
caracteristico da estrutura molecular (SMITH; VAN NESS; ABBOT, 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL

A amostra a ser extraido o dleo essencial foi o orégano (Origanum vulgare L.), obtido
da Fazenda Rei do Mato (Seropédica - RJ). As coletas foram efetuadas durante o inverno, no
periodo de agosto a setembro de 2011.

O material vegetal foi separado em folhas e galhos, peneirado para retirada de
sujidade, seco em estufa a 40 °C por um periodo de 24 horas e armazenados em sacos
plasticos hermeticamente fechados. Os experimentos foram conduzidos com apenas folhas
secas.

A Figura 13 ilustra as etapas de processamento e armazenamento do material coletado.

Figura 13 - Processamento e armazenamento do orégano (LPS/UFRRJ).

Os reagentes foram adquiridos junto a Sigma-Aldrich Chemical (BHT, timol,
carvacrol, etanol PA 99,9% pureza, 6leo essencial de orégano, padrdo de hidrocarbonetos,
propionato de calcio, 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), reagente Folin-Ciocalteu), e a
VETEC Quimica (acido ascorbico). O dioxido de carbono foi obtido junto a AGA Gases
Ltda.
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4.1.1 Determinacéo do didmetro médio das folhas do orégano seco

Um conjunto adequado de peneiras da série Tyler (W.S. Tyler, USA) foi escolhido,
pesado e montado sobre o shaker. Uma massa de 40 g da amostra foi colocada sobre a
primeira peneira e o0 equipamento ligado operando por 20 minutos. As peneiras foram pesadas
novamente para a determinacdo da quantidade de amostra retida em cada peneira. Esse
procedimento foi repetido até a obtencéo de peso constante.

O diametro médio de Sauter das folhas secas foi calculado utilizando-se a seguinte
equacéo (2):

1

2

n
i=1

D=

X

Q|

Onde n é o nimero de repeticdes, x; € a fracdo de massa em uma dada repeticéo e di é
o diametro médio da particula considerando a media aritmética das aberturas de duas telas

consecutivas.

4.2 METODOS DE EXTRACAO

Todos os métodos de extracdo utilizados foram realizados no Laboratorio de Processos
de Separacdo, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro (UFRRJ).

4.2.1 Microextracdo em fase solida (SPME)

Para fins de otimizacdo das condi¢Ges experimentais, foi utilizada amostra de orégano
desidratado e triturado, para homogeneizacao dos tamanhos das particulas. Uma porcéo de 0,5
mg da amostra foi colocada em um frasco de vidro ambar de 60 mL, que foram fechados com
uma tampa contendo septo de silicone PTFE (politetrafluoretileno) branco e armazenadas a -

10 °C.
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Para executar as extragoes, os frascos contendo as amostras foram colocados antes das
extragdes, em banho termostatico por 20 min para pré-equilibrio e estabilizacdo da
temperatura.

A microextracdo em fase sélida dos compostos volateis foi realizada no headspace dos
frascos contendo as amostras, utilizando-se quatro fibras diferentes: 100 pum polidimetil
siloxano (PMDS), 65 um polidimetil siloxano/divinil benzeno (PDMS/DVB), 75 um
carboxen poli dimetil siloxano (CAR/PDMS) e 85 um poliacrilato (PA), todas obtidas da
Supelco.

Para otimizacdo das condicGes de extracdo, foi adaptada a metodologia descrita por
Shen e outros (2005). Apos o condicionamento das fibras (1 hora a 250 °C), estas foram
expostas no headspace durante 40 min a 40°C, logo apds foi retraida e dessorvida no injetor
de GC-MS a 250 °C por 4 min.

Apos escolha da melhor fibra, foi utilizado um planejamento experimental para
otimizacdo do processo a fim de encontrar as condi¢cdes de extracdo maxima dos compostos
volateis e semi volateis, sendo as variaveis tempo e temperatura de extracdo de 20 min a 80
°C e 20 min a 40 °C.

As eficiéncias do procedimento usando duas temperaturas (melhor extracdo para 0s
volateis e para os semivolateis) durante 0 mesmo processo de extracdo e o procedimento

convencional com uma temperatura foram determinadas.

4.2.2 Hidrodestilacao

A hidrodestilacdo convencional foi realizada em aparelho tipo Clevenger utilizando-se
agua e folhas secas de orégano. O processo de extracdo foi realizado em triplicata, variando-
se 0 tempo de 2 horas e 4 horas mediante aquecimento. Para separacdo do 6leo, foi utilizado
diclorometano. Foi adicionada a fase contendo 06leo e diclorometano, o sal sulfato de sédio,

para garantir a retirada da &gua. Posteriormente, foi realizada a filtracdo e a retirada do
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diclorometano utilizando-se um rotavapor. O 6leo de orégano livre de solvente foi entdo
coletado em frascos &mbar ou em frascos envoltos por papel aluminio e mantido sob

refrigeracdo para posterior andlise.

4.2.3 Destilagdo com extrator Soxhlet

Nas extracOes realizadas por Soxhlet foram utilizados os solventes etanol e hexano,
utilizando-se os tempos de 4 e 6 h; todas em triplicata. A amostra seca foi acondicionada em
cartuchos de celulose. Os balbes contendo o solvente foram aquecidos em uma manta,
permanecendo em refluxo continuo.

Posteriormente, o solvente foi retirado em um rotavapor equipado com uma bomba de
vacuo e os produtos foram armazenados em frascos ambar e mantidos sob refrigeracdo. Para
analise por Cromatografia Gasosa o produto, apés a etapa de evaporacdo do solvente, foi
recolhido em hexano e filtrado em papel filtro.

4.2.4 Extracao supercritica

O processo de extracao supercritica foi conduzido a 50 °C, variando-se as pressoes que
foram de 120, 140 e 160 bar. Nessas condi¢6es o didxido de carbono (CO,) esta acima do seu
ponto critico (31 °C e 73 bar).

As extragdes com fluido supercritico foram realizadas em extrator tubular de
aproximadamente 18,1 mL com 3,0 g de amostra de folhas secas de orégano, com serpentina
acoplada a um banho termostatico Falc. A unidade de extracdo pode ser vista nas Figuras 14 e
15. Para obtencdo de pressdes superiores a do cilindro de CO,, foi utilizada uma bomba
pneumatica PALM/MAXIMATOR (modelo UTP 3500).
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Figura 14 - Esquema de extracdo supercritica, que consiste em tanque de CO; (1),
compressor (2), bomba pneumatica (3), valvula de agulha (4), medidores de temperatura e
pressao (5), tanque pulm@o (6), valvula micrométrica (7), extrator de leito fixo (8), banho

termostatico (9) e frasco de coleta (10).

R
|

Figura 15 - Unidade de Extracdo Supercritica (LPS/UFRRJ).

Durante o processo de extracdo, tem-se 0 modo estatico até alcancar o equilibrio. Em
seguida o experimento foi realizado em modo continuo com a passagem de dioxido de
carbono através da matriz solida, na vazdo de CO, de 20 a 30 L/h. A coleta de amostra foi
realizada em vials ambar, contendo 20 mL de alcool isopropilico resfriado em banho
termostatico a 10 °C, no tempo total de 120 min. Os vials contendo os extratos foram

mantidos a 10 °C para posteriores analises.
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4.2.4.1 Determinacdo da Densidade do CO- Supercritico

A densidade do diéxido de carbono supercritico foi determinada através da equacao de
estado cubica de Peng-Robinson (1976) em termos do fator de compressibilidade, Z (Equacédo
3), devido a sua simplicidade e comprovada validade a altas pressoes.

Z=PV/RT (3)

Os valores de pressdo critica (Pc), temperatura critica (Tc) e fator acéntrico (w) do
CO,, foram obtidos de Reid, Prausnitz e Poling (1987).
Apos calcular o volume molar do CO, supercritico nas condi¢des utilizadas usando o

software MatLabe (Anexo A), foi calculado o valor da densidade.
4.3 METODOS DE ANALISE FiSICO-QUIMICA
4.3.1 Andlise das glandulas secretoras do 0leo essencial de orégano por MEV

As folhas de orégano desidratadas ndo tratadas e as folhas que foram utilizadas para
extracdo do 6leo por diferentes métodos de extracdo, foram utilizadas para esta analise. As
amostras foram preparadas de acordo com Gavahian e outros (2012), com modificacoes.

As folhas foram colocadas em microtubo com identificacdo, que foi fechado com
algoddo. As amostras nos microtubos foram liofilizadas utilizando um liofilizador Edwards,
modelo L5KR, que foi realizada em duas etapas. A primeira etapa, ou secagem primaria, foi a
de centrifugacdo, sendo as condicdes de temperatura minima de -40 °C e pressdo abaixo de
10" mbar, por 8 horas. Antes da segunda etapa, secagem secundaria, as microampolas foram
estranguladas com macarico para criar uma area onde a largura do microtubo fosse menor.
Esta etapa foi realizada no suporte de microampolas, com condi¢cdes de -40 °C e pressdo
abaixo de 10 mbar por 8 horas.

As amostras liofilizadas foram colocadas em adesivos de carbono fixados nos
suportes de aluminio (stubs) e metalizadas com ouro. As imagens de MEV foram obtidas com
microscopio eletrénico de varredura FEI, modelo Quanta 200, trabalhando sob alto vécuo,

voltagem de aceleracdo de 20 kV, distancia de 10 mm e abertura final (spot size) de 4 mm.
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O preparo das amostras foi realizado na EMBRAPA AGROBIOLOGIA -
Seropédica/RJ e; as analises microscopicas no Laboratorio de Processos de Separacdo com
Membranas e Polimeros do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ.

4.3.2 Anélises por cromatografia gasosa

A determinacdo da composicdo do 6leo essencial de orégano das amostras obtidas dos
diferentes métodos de extracdo foi realizada utilizando um cromatégrafo a gas GC-2010
Shimadzu equipado com uma coluna capilar Rtx-5ms (30 m x 0,25 mm e 0,25 pm) e um
detector de ionizacdo em chama (FID). As amostras, previamente diluidas com etanol a
concentracdo de 1,0 mg/mL, foram injetadas no modo splitless. Com excecdo da amostra
obtida por extracdo supercritica; pois esta foi diluida com isopropanol. A temperatura do
forno foi a 60 °C por 5 minutos, em seguida a temperatura foi elevada a 250 °C com uma taxa
de aquecimento de 5 °C/min e permaneceu nesta temperatura por 17 minutos. O injetor foi
mantido a 260 °C e o detector a 280 °C.

O Helio foi utilizado como gas de arraste a uma vazédo de 1,1mL/min. O percentual
dos constituintes foi calculada através das areas dos picos, sendo desconsiderado o pico
referente ao solvente, utilizando-se apenas o percentual dos componentes identificados para
comparacdo entre os metodos de extracao utilizados.

A identificacdo dos componentes volateis e semivolateis dos Oleos obtidos por
diferentes métodos de extracdo e, da folha do orégano por SPME, foi realizada no
cromatografo a gas e um espectrémetro de massas (GC-MS). A temperatura do injetor e a
programacdo de temperatura do forno para a identificacdo dos componentes foi a mesma
utilizada nas analises de composic¢do por cromatografia. A ionizacdo foi do tipo impacto de
elétrons a 70 eV. A temperatura da fonte de ions foi 240°C e da interface de transferéncia
230°C. A faixa de massas analisada foi entre 35 e 450 m/z. A identificacdo dos compostos foi
feita pela comparacdo das massas de cada substancia com as massas da biblioteca utilizada
(NIST 05). Foram considerados apenas 0s componentes que apresentaram similaridade
superior a 90% em relacdo aos fragmentogramas das bibliotecas utilizadas.

A composicdo do Oleo foi obtida pela normalizacdo das areas abaixo dos picos
cromatograficos, considerando o fator relativo de resposta (RRF — Relative Response Factor)
do detector FID igual ao valor um para todos os componentes, procedimento comum para
analises por cromatografia gasosa, como apresentado em Benkaci-Ali e outros (2007) e Cietti,
Merle e Chaintreau (2008).
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A determinacéo do Indice de Retencdo de Kovats foi realizada nas mesmas condicoes
utilizadas para as andlises cromatograficas em CG-MS, utilizando-se solugdo padrdo de
alcanos saturados C7 - C30 (1000 mg/mL cada componente em Hexano), Sigma-Aldrich.

Todos ao analitos eluiram durante o gradiente de temperatura. A equagéo utilizada foi:

try - t
| = 100n +100n el
trR(z+1) - tr2

| € 0 indice de Kovats; n é o namero de carbonos do n-alcano com o tempo de retencdo e;
trz+1) € 0 tempo de retencéo do n-alcano localizado imediatamente apds o padrdo avaliado; try
é 0 tempo de retencdo da amostra; tr, € 0 tempo de retencdo do n-alcano localizado antes do
padréo avaliado

Onde:

Foram utilizados 2 padrées como monoterpenos oxigenados (carvacrol e timol) além
de 1 hidrocarboneto monoterpénico (sabineno hidratado), todos da Sigma-Aldrich, para
confirmacdo desses compostos nas analises cromatograficas CG-MS, buscando-se a
confirmagéo pelo tempo de retencéo.

Essas analises cromatogréaficas assim como as analises de composicdo em fenolicos e
atividade antioxidante foram realizadas no Laboratério de Processos de Separacao,

Departamento de Engenharia Quimica, UFRRJ.

4.3.3 Andlise quantitativa de timol, carvacrol e sabineno hidratado nos 6leos essenciais
obtidos.

Para analise quantitativa do timol, carvacrol e sabineno hidratado, foram realizadas
analises por CG-FID com os referidos padrGes obtidos da Sigma-Aldrich variando-se as
concentracdes (no total de 6 para cada padrdo), para obtencdo da curva de calibracdo
relacionando a concentracdo com as areas obtidas nas analises cromatograficas. As analises

foram realizadas todas em triplicata e, a metodologia segue a descrita anteriormente.
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4.3.4 Cinética de extracdo de timol por EFS

O procedimento de extragdo utilizado foi similar ao descrito no item 4.2.4, fixando-se
a temperatura a 50°C e variando-se a presséo, que foram de 120, 140 e 160 bar.

A coleta de amostra foi realizada em vials dmbar, contendo 20 mL de &lcool
isopropilico resfriado em banho termostatico a 10 °C, em intervalos de 5 a 120 minutos. Para
cada pressao foram obtidos 9 tipos de amostragem do 6leo extraido. Os vials contendo 0s
extratos foram mantidos a 10 °C para posteriores analises.

As analises foram realizadas em triplicata e, a metodologia segue a descrita

anteriormente.

4.3.5 Determinacédo de compostos fenolicos totais

A concentragdo de fendlicos totais das amostras foi determinada como descrito por
Woisk e Salatino (1998), com adaptacdes. A cada 1,5 mL de amostras do extrato de orégano
diluidas em etanol (0,02 a 0,5 mg/mL) foram adicionadas a 1,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteu diluido em agua (1:10). Apo6s 8 min, foram adicionados 1,2 mL de solucdo de
carbonato de sdédio a 4% (m/v) mantendo-se 0s tubos no escuro a temperatura ambiente por 2
h. Apds esse tempo, foi realizada a leitura da absorbancia a 740 nm, utilizando-se um
espectrofotometro (Bell 1105). A concentracdo de fendlicos foi calculada utilizando-se um
antioxidante sintético butil hidroxi tolueno (BHT) como referéncia.

A avaliacdo dos compostos fendlicos em alimentos é frequentemente realizada através
do meétodo de Folin-Ciocalteau. Este método é fundamentado na reacdo de oxidacdo-reducédo
entre os polifendis e o reagente de Folin da qual resulta um complexo de cor azul que ao
absorver radiacdo a 740 nm permite a quantificacdo dos compostos fendlicos (MEDA et al,
2005). Quando as amostras apresentam baixa concentracdo de fendlicos, o complexo torna-se
verde. Em concentracGes mais baixas, torna-se amarelo, conforme a Figuras 16. Esta analise

foi realizada ao abrigo de luz.
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Figura 16 — Fotografia de amostras de 6leo essencial de orégano utilizadas no método de
Folin-Ciocalteau. Amostras amarelas apresentam menor concentracdo de fenélicos. Amostras

verdes apresentam maior concentracéo de fendlicos.

4.3.6 Determinacdo da Atividade Antioxidante - Método DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

A acdo antioxidante pode ser determinada pela capacidade dos antioxidantes presentes
na amostra captarem o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) (Figura 17),
conforme as metodologias descritas por Meda e outros (2005), formando assim um composto
de cor violeta (Figura 18).

Figura 17 - Radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) (MOLYNEUX, 2004).
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Figura 18 — Fotografia de amostras de 6leo essencial de orégano e BHT utilizados na
avaliacdo antioxidante (DPPH). Quanto mais intensa a cor violeta da amostra, menor sera sua

atividade antioxidante.

Para a avaliacdo da atividade captadora do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina), aliquotas dos Oleos essenciais diluidas em etanol e dos padrdes &cido
ascorbico e BHT foram diluidas com etanol para se obter as concentracfes de 0,04 a 1,00
g/mL. A cada 3,0 mL de cada amostra foi acrescentado 0,1 mL de solucdo etanélica do radical
livre DPPH 1 mM. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, a
reducdo do radical livre DPPH foi mensurada pela leitura da absorbancia em 517 nm, contra
um branco especifico em cada avaliacdo, formado somente pelas amostras nas suas
respectivas diluicdes. Como controle, foi utilizado 0,1 mL de solucdo etandlica de DPPH 1

mM e 3,0 mL de etanol.

Para avaliar a atividade captadora de radical, foi obtido o percentual de inibicéo,

conforme a equacao:

% de Inibicdo = [(Absorbancia do controle - absorbancia da amostra)/absorbancia do

controle] x 100.

Foi calculado o valor ECso, que se refere a concentragdo da amostra necessaria para

inibir 50% do radical livre.

4.3.7 Analise Térmica

A caracterizagdo térmica das amostras foi realizada em analisador simultaneo

termogravimétrico TA Instruments, modelo SDT 2960, que realizou as andlises de TG
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(termogravimetria), DTG (termogravimetria derivada) e DTA (analise térmica diferencial)
simultaneamente. Uma massa de aproximadamente 10 mg de amostra foi analisada em
atmosfera de nitrogénio, com razdo de aquecimento de 10 °C/ min, na faixa de temperatura
entre 25 a 800 °C.

A TG fornece informagdes acerca da composicdo e estabilidade térmica e é uma
técnica considerada basicamente quantitativa, que é utilizada para medir variacGes de massa
sofridas pela amostra, resultante de uma transformacdo fisica (sublimacgdo, evaporacéo,
condensacdo) ou quimica (degradacdo, decomposi¢do, oxidacao), em funcdo da temperatura e
do tempo.

A DTG fornece a derivada primeira da curva termogravimétrica, em funcdo do tempo
ou da temperatura; dm/dt = f (T ou t). Esta técnica permite uma melhor avaliacdo e
visualizacao das curvas de TG.

A DTA registra os efeitos das transformacGes com ou sem variagdo de massa, pela
diferenca de temperatura entre a amostra que estd sendo analisada e a amostra de referéncia,
quando ambas sdo submetidas ao aquecimento ou ao resfriamento. As curvas apresentam as
transicOes térmicas, reacdes exotérmicas ou endotérmicas, provocadas por mudancas de fase
(MOTHE e AZEVEDO, 2002).

A analise térmica TG, DTG e DTA foi realizada no Departamento de Processos

Organicos, Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

4.3.8 Andlise das Cinzas das Amostras por Fluorescéncia de Raios X

As cinzas das amostras analisadas por analisador termogravimétrico foram irradiadas,
utilizando-se a técnica de fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (EDXRF). As
irradiacGes foram realizadas em um Espectrometro de Fluorescéncia de Raios X, marca
Shimadzu, modelo EDX-800 HS, equipado com tubo de raios X de Rh e Detector Si (Li). As
seguintes condicGes de operacao do equipamento foram selecionadas: automatica para analise
semi-quantitativa do Ti ao U e Na ao Sc; os valores usados para tensdo e corrente do tubo
foram de 50 kV e 1000 pA respectivamente e; os colimadores usados foram de 1mm, 3mm e
10 mm.

Essa andlise foi realizada no Laborat6rio de Raios X no IEN, Ilha do Funddo, RJ.
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4.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.4.1 Atividade antimicrobiana

Para a pesquisa da atividade antibacteriana e antifungica foram avaliados os 6leos
essenciais obtidos por diferentes métodos e os comparativos, Oleo essencial de orégano
padrdo (Sigma-Aldrich), carvacrol, timol, sabineno, &cido benzoico, acido sérbico e
propionato de célcio. As Cepas selecionadas foram: Escherichia coli, Salmonella
Tiphymurium, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Aspergillus niger, Penicilliun
stolonifer, todas obtidas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFRRJ.

A suspensdo do indculo foi preparada a partir de 3 transferéncias da cultura estoque
congelada, nos caldos (BHI e Dextrose Batata) por 24 h a temperatura de 36 °C para as
bactérias e a 30 °C para o fungo. A padronizacdo dos indculos foi feita pelo método de
turbidimetria, correlacionando a suspensdo preparada nas diluicbes de 1:10, 1:25, 1:50 e
1:100 em tampéo fosfato com suas respectivas absorvancias obtidas em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 580 nm.

A metodologia empregada foi a de difusdo em Agar, com a técnica de pocos (Khosravi
et al, 2011), com modificacdes. Apés o endurecimento do Agar, pocos de 6 mm foram
furados usando um furador de aco-inox estéril. Um volume de 50 pL de cada amostra, na
concentracdo de 10 mg/mL em etanol, foi colocado separadamente em cada poco do Agar
(Soja Tripticaseina e BHI) inoculado com uma suspensdo do inéculo de ca de 10° UFC/mL
(UFC - unidade formadora de coldnia). As placas foram entdo incubadas a 10 °C por 24 horas
para permitir que a amostra permeasse pelo Agar. Logo apés, foram incubadas em estufa com
temperatura de 36 °C por 48 horas para as bactérias.

Para analise em relacdo aos fungos, as placas de petri contendo Agar Batata Dextrose
(ABD) foram inoculadas com 0,1 mL em superficie com ca 10° UFC/mL de suspensdo
usando uma alca de Drigalsky esterilizada. As placas foram entdo incubadas a 10 °C por 24
horas para permitir que a amostra permeasse pelo Agar. Logo apds, foram incubadas a 30 °C
por 96 h.

Em seguida, a atividade antimicrobiana foi medida como o didmetro (mm) de zona
clara de inibicdo do crescimento. Realizou-se a leitura dos halos de inibi¢do para todos os
micro-organismos avaliados com auxilio de um paquimetro. Esse procedimento foi realizado

com 4 repeticdes e foi utilizado etanol absoluto como controle.
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Todas as analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia

de Alimentos, Departamento de Tecnologia de Alimentos, UFRRJ.

4.4.2 Microscopia Optica e Eletronica de Varredura (MEV) dos Fungos tratados com

6leo essencial e seus comparativos

A microscopia Optica dos fungos foi realizada para caracterizacdo morfolégica inicial.
Pedacos do Agar contendo os fungos desenvolvidos foram corados com azul de algoddo e
visualizados em Microscépio 6ptico AXIOCAM.

Mudancas morfoldgicas no fungo resultante do 6leo essencial de orégano, carvacrol,
timol, sabineno hidratado e propionato de célcio, foram estudas por MEV. As amostras foram
preparadas de acordo com Manzo e outros (2013), com modificacdes.

Das placas contendo ABD, inoculadas e incubadas, descrito previamente; foram
obtidos por corte, pedacos de 1 cm? do agar de 4reas proximas da é&rea de inibicdo. Esses
cortes foram retirados da placa e colocados em um tubo teste contendo 2,5 % de glutaraldeido
em tampdo cacodilato de sodio com sacarose em pH 7,2; deixados por 24 h a temperatura
ambiente para fixacdo. No dia seguinte, o tampdo cacodilato foi removido de cada tubo e as
amostras foram lavadas com 2 mL de agua destilada por 10 min. por 3 vezes. As amostras
foram ent&o desidratadas em séries etanodlicas de 15 a 100% de etanol com intervalos de 10
min. As amostras foram armazenadas a 10 °C até a realizacdo das analises microscopicas. No
momento do estudo, os pedacos de Agar desidratados foram colocados em adesivos de
carbono fixados nos stubs e cobertos com ouro. As imagens de MEV foram obtidas com
microscopio eletrénico de varredura FEI, modelo Quanta 200, trabalhando sob condi¢des de
alto vacuo, a 20 kV de tensdo de aceleracdo de elétrons, distancia de 10 mm e abertura final
(spot size) de 4 mm; sendo as imagens formadas pelo detector de elétrons secundéarios (ETD -
Everhart-Thornley Detector).

O preparo das amostras assim como a microscopia éptica foi realizado na EMBRAPA
AGROBIOLOGIA - Seropédica/RJ; as analises por MEV no Laboratorio de Processos de
Separacdo com Membranas e Polimeros do Programa de Engenharia Quimica
da COPPE/UFRJ).
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4.5 APLICACAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO EM ALIMENTO

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Tecnologia de Alimentos,
Instituto Federal do Espirito Santo (IFES), campus Venda Nova do Imigrante.

A adicdo de farinha de chia na elaboracdo de farinha mista para uso em produtos de
panificacdo, justifica-se pelo aumento nutritivo do produto, pois a chia (Salvia hispanica L.) é
uma semente rica em acidos graxos altamente insaturados, sendo o linoleico (17-26%) e o a-
linolénico (50-57%) os principais (RODEA-GONZALEZ et al, 2012).

4.5.1 Selecdo de formulacédo de paes de forma contendo farinha mista de trigo e chia

para aplicacéo de oleo essencial de oregano

Foram utilizadas como matérias-primas farinha de trigo especial (FT) e farinha de chia
(FC) adquiridas no comércio de Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo. As farinhas mistas
foram preparadas pela substituicdo parcial da FT pela FC nas proporc¢des de 100:00 (Controle,
F0), 95:05 (F5) e 90:10 (F10) e 85:15 (F15).

As formulagdes dos pées sdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 — Ingredientes utilizados na formulacdo de pao de forma de farinha mista de

trigo e chia.
Formulacdes

Ingredientes (%) FO F5 F10 F15

padrdo 5% farinha de chia  10% farinha de chia  15% farinha de chia
Farinha de trigo 100 95 90 85
Farinha de chia 0 5 10 15
Sal refinado 15 15 15 15
Acucar refinado 6 6 6 6
Fermento biol6gico 2 2 2 2
Margarina 6 6 6 6
Leite em pé 3 3 3 3
Agua q.s.p. q.s.p. g.s.p. g.s.p.

“Porcentagem dos ingredientes em relacio a 100 % do peso total da farinha mista.

g.s.p. - Quantidade suficiente para.
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Os ingredientes foram misturados em misturadora de massas, com batedor tipo gancho
em duas etapas: na primeira, foram misturados os ingredientes secos durante dois minutos e
em seguida a &gua foi adicionada. Apds um minuto de mistura foi acrescentada a margarina,
prosseguindo a mistura por mais cinco minutos. Apds a formacdo de uma massa lisa e
homogénea, foram retiradas trés amostras de cada formulagdo, boleadas, cilindradas,
modeladas, enformadas, submetidas a fermentacéo e assamento por 175 °C por 18 min (forno
a gas, G. Paniz, modelo FTG 120).

4.5.2 Producdo e avaliacdo do pao de forma a base de farinha mista de trigo e chia e

aromatizado com 6leo essencial de orégano em panificadora comercial

A partir dos resultados obtidos no item 4.5.1, de teste de panificagdo experimental e
selecéo de formulacdo contendo farinha mista de trigo e chia; foi selecionada uma formulagéo
contendo FC para producéo comercial na cidade de Venda Nova do Imigrante-Espirito Santo,
seguido de realizacdo de teste de aceitacdo sensorial e intencdo de compra. Uma amostragem
desses pdes foi retirada para anélises fisico-quimicas e microbiologicas.

O critério de selecdo da formulacao foi o de maior teor de farinha de chia com possivel

aplicacdo nos equipamentos utilizados em escala comercial.

4.5.3 Andlises fisico-quimicas do pédo de forma - Composicéo centesimal

A composicdo centesimal foi realizada segundo a metodologia da AOAC, sendo
umidade (Método 925-10, AOAC 1996); lipidios (Método 920-85, AOAC 1996) proteina
(Método 960-52, AOAC 1996), cinzas (Método 923-03, AOAC 1996) e carboidratos
determinado por diferenca [100 - (umidade + lipidios + proteina bruta + cinzas)].

Essas analises foram realizadas no laboratdrio de fisico-quimica, no Instituto Federal

Fluminense (IFF) campus Bom Jesus, RJ.
4.5.4 Andlises microbioldgicas do pdo de forma
A primeira observacdo a ser feita foi a de fungos visiveis, ou seja, crescimento de

fungos sobre a superficie do pdo, que ocorreu quando as contagens de fungos foram ca de 10*
UFC/g.
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4.5.5 Teste de aceitagdo sensorial e intencdo de compra dos pées de forma

A formulacdo selecionada de pdo de forma com farinha mista de trigo e chia, foi
utilizada para producéao de 3 diferentes tipos de pées para analise sensorial: pdo de forma sem
adicdo de 0leo essencial, pdo de forma aromatizado com 0,02% de 6leo essencial de orégano
na massa e pao de forma aromatizado com 0,02% de 6leo essencial aspergido no pdo apos
assado.

O teste com as amostras foi conduzido no Instituto Federal do Espirito Santo —
Campus Venda Nova do Imigrante — ES, fornecendo-se aleatoriamente, de forma monadica
uma fatia de pdo para 60 provadores néo treinados por formulacdo avaliada, habituados ao
consumo de péo de forma, com faixa etéaria de 18 a 60 anos (Figuras 19-20).

Figura 19 — Cabines para provadores em analise sensorial.

Figura 20 — Cabines para provadores em analise sensorial.
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Para a aceitacdo sensorial foram considerados os atributos aroma, cor, aparéncia,
sabor, textura e impressao global, utilizando-se de escala heddnica estruturada de nove pontos
(ANZALDUA-MORALES, 1994) e intengéo de compra (Figura 21).

O célculo do indice de aceitabilidade (IA), foi realizado a partir da expresséo:
IA (%) = A x 100/B, onde A representa a nota média obtida para o produto, e B € a nota
méaxima dada ao produto. Para que o produto seja aceito quanto as caracteristicas sensoriais,
seu indice de aceitabilidade deve ser igual ou superior a 70% (TEIXEIRA et al, 1987).

4.5.6 Analises estatisticas

A separacéo significativa dos valores foram avaliados pelo teste de Tukey, usando o
programa estatistico XLSTAT 2010, para determinagdo da diferenca significativa a 5%. Com
excecdo da avaliacdo da composicdo centesimal dos pédes de forma aromatizados, onde foi

verificada a diferenca significativa a 5% pelo teste de Dunnett.



TESTE DE ACEITAGAO SENSORIAL E INTENCAO DE COMPRA

Data: _ / / . Sexo:M( ) F() Idade: a.

1. TESTE DE ACEITAGAO

Por favor, prove a amostra de Pdo de Forma contendo Chia e aromatizado com
6leo de Orégano e avalie as caracteristicas a direita de acordo com a escala a

Nota

esquerda.

9- Gostei extremamente Atributos
8- Gostei muito

7- Gostei moderadamente Cor

6- Gostei ligeiramente Aroma

5- Indiferente Sabor

4- Desgostei ligeiramente Textura

3- Desgostei moderadamente Impresséo global

2- Desgostei muito

1- Desgostei extremamente

Comentéarios:

2. INTENCAO DE COMPRA

venda, eu:

Indigue na escala abaixo sua atitude se encontrasse este produto a venda. Se eu
encontrasse Pao de forma contendo Chia e aromatizado com 6leo de Orégano a

Opinido

Avaliacéo

Certamente compraria
Provavelmente compraria

Tenho duvidas se compraria
Provavelmente ndo compraria
Certamente ndo compraria

—~ ~~ ~
e — —  ~— ~—

Comentarios:
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Figura 21 — Ficha sensorial para avaliacdo do pao de forma com farinha mista de trigo e chia,

aromatizado com 6leo de orégano.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CALCULO DO DIAMETRO MEDIO DE SAUTER DAS FOLHAS DE OREGANO
DESIDRATADO

O diametro médio das folhas secas de orégano utilizadas para extracdo de Oleo
essencial foi avaliado através da analise granulométrica, utilizando-se um conjunto de
peneiras e calculando o didmetro médio de Sauter que foi de 1,69 mm. Na Tabela 10, sdo
mostrados os dados desta analise.

Tabela 10 — Dados utilizados para calculo do didametro médio das folhas secas de
orégano (diametro médio de Sauter).

Abertura das peneiras

_ Massa retida (g) Xi (fracdo de massa) (%0)

Mesh di (mm)
-2 7,93 2,99 7,47
-2+4 6,34 3,68 9,20
-4+7 3,78 7,18 17,95
-7+12 2,25 10,03 25,08
-12+18 1,35 6,68 16,70
-18+32 1,13 6,00 15,00
-32 0,56 3,44 8,60

5.2 EXTRACAO DOS COMPOSTOS VOLATEIS DA FOLHA DE OREGANO
DESIDRATADA POR HS-SPME

Estas analises foram realizadas para identificacdo inicial dos componentes
caracteristicos da planta aromatica orégano, possiveis de serem extraidos nos diferentes 6leos
essenciais obtidos por diferentes métodos de extracdo, que serdo objetos de estudos e
aplicacdo deste trabalho.

O fato da SPME por headspace ser indicada para analitos de média e alta volatilidade
(VALENTE e AUGUSTO, 2000), explicam o uso do método utilizado ser SPME por

headspace.
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5.2.1 Avaliacéo das fibras para SPME

Os resultados da composicdo quimica da folha desidratada de Origanum vulgare L
(obtida por HS-SPME/CG-MS) estéo apresentados na Tabela 11 e descrevem os 58 diferentes
componentes volateis do orégano, obtidos por HS-SPME da planta desidratada e triturada,
caracterizados por CG-MS, utilizando-se quatro fibras: polimetilasiloxano (PDMS 100 pm),
carboxen-polidimetilasiloxano (CAR-PDMS, 75 pm), polidimetilasiloxano-divenilbenzeno
(PDMS-DVB, 65 pum) e poliacrilato (PA, 85 um). As folhas desidratadas de orégano foram
trituradas, e homogeneizadas, normalmente quanto menor o tamanho das particulas da matriz,
mais eficiente é a extracdo de seus analitos (MAGGI et al, 2010). Essas analises foram
realizadas de acordo com as condigdes citadas (temperatura de extracdo, 20 °C; tempo de

extracdo, 60 min; massa da planta desidratada, 0,5 mg; tempo de dessorcao, 4min).

Tabela 11 — Composicado quimica da folha desidratada de Origanum vulgare L. (obtida por
HS SPME/CG-MS)

Composicéo de volateis/ Fibras

TR PDMS PDMS DVB PDMS CAR Poliacrilato

Compostos (min Conteido Area  Conteldo Area  Conteldo Area  Contelido Area
relativo  do EPICO relativo  do EICO relativo  do EICO relativo  do pico

(%) (10 (%) (10°) (%) (10°) (%) (10°)

Tujeno 8,091 1,32 6,33 6,21 38,99 2,98 4,54 - -

a-Pineno 8,347 0,26 1,25 1,44 9,02 4,97 7,30 - -

Canfeno 8,867 - - 0,09 0,04 0,25 0,37 - -
B-Pineno 9,754 3,20 15,35 6,3 39,56 0,37 1,47 0,36 0,14

B-Felandreno 9,875 0,01 0,04 0,86 5,40 2,97 4,48 - -
3-Octanona 10,027 1,45 7,51 0,19 1,16 - - 0,00
B-Mirceno 10,344 2,46 11,84 3,88 31,84 1,69 2,52 0,43 0,17

3-Octanol 10,693 0,36 1,62 0,81 5,09 - - - -
a-Felandreno 10,850 0,45 2,17 1,14 24,39 0,87 1,25 - 0,00
a-Terpineno 11,075 0,12 0,56 0,29 5,09 0,86 1,27 - 0,00
B-Cimeno 11,289 1,78 8,57 6,72 42,20 - - 0,27 0,10
0-Cimeno 11,574 1,70 8,17 6,58 41,35 4,08 7,95 0,98 0,38

B Felandreno 11,650 - - - - 2,83 5,57 - -
D-Limoneno 11,731 - - 6,13 38,50 0,33 0,91 0,54 0,21

p-Cineol 11,851 0,46 2,23 0,5 3,17 3,34 6,37 - -
1,8 cineol 12,021 2,87 13,77 6,34 39,81 3,30 6,45 1,60 0,62

B-trans-Ocimeno 12,397 1,22 5,85 1,49 9,34 1,39 1,90 0,13 0,05



B-cis-Ocimeno
y-Terpineno

cis-Sabineno hidratado

Terpinoleno

trans-Sabineno hidratado
trans-p-Menten-2-ol-1
cis-p-Menten-2-ol-1

B Terpineol
Borneol
Terpinen-4-ol
p-cimen-8-ol
a-Terpineol

Decanal

trans-piperitol
cis-Geraniol
Timol metil éter
Lemonol
Bergamiol

1,4 Benzenediol
Timol
Carvacrol
Geraniol éster
a-Copaeno
-Bourboneno
B-Cubebeno
B-Elemeno
B-Cariofileno
B-Gurjuneno

v Elemeno
a-Humuleno
Germacreno D
a-Muuroleno
Germacremeno B
v Cadineno

vy Muuroleno
B-Cadineno
Espatulenol

Oxido de Cariofileno
Trans-B-Elemenono

epi-a-Cadinol

Selin-11-en-4- a-ol

Total
SRD (%)

Total de componentes

12,650
12,806
13,112
13,853
14,245
15,000
15,195
16,432
16,540
16,890
17,100
17,312

17,697

17,857
18,223
18,653
18,944
19,264
19,901
20,390
20,681
22,112
22,963
23,238
23,363
23,854
24,237
24,459
24,657
25,155
25,786
25,807
26,710
26,759
26,889
26,906
28,394
28,558
29,109
29,599
30,173

58

4,71
2,16
0,56
18,99
0,10
0,56

0,19
0,98

1,42
0,09

0,04
0,05
3,21
1,65
11,92
5,64
0,23
0,08
0,08
1,63
0,43
0,36
0,06
6,64

0,08
0,89
6,47
0,25
0,11
0,16
0,23
0,43
0,09
0,20
0,07
0,09
0,24
88,75
6,9

22,62
10,37
2,68
91,28
0,48
2,71

0,93
4,72

6,82
0,41

0,18
0,26
15,41
7,93
57,24
0,00
22,07
2,10
0,37
7,81
2,09
1,75
0,10
31,91

0,38
4,27
31,07
1,19
0,52
0,79
0,95
2,07
0,48
1,11
0,35
0,42
0,95
422,06

11,72
1,11
2,02
14,04
0,11
1,33
0,32
0,14
0,07
0,84
0,67

0,11

0,03
0,07
1,21
1,29
3,37
0,03
3,47
0,36
0,06
0,07
0,06
0,04
0,02
1,18
0,18
0,03
0,19
0,58
0,07
0,55
0,22
0,61
0,36
1,30
0,15
0,15
0,05
0,21
97,36
52

73,72
6,95
12,69
77,94
0,67
8,36
1,98
0,87
5,28

4,23
0,68

0,22
0,43
7,59
7,62

40,24
0,22
21,16
2,21
0,40
0,44
0,38
0,24
0,18
7,29
1,06
0,23
1,91
4,04
0,48
3,45
1,37
0,95
2,29
3,29
0,92
0,92
0,31
1,49
639,67

8,55
6,495
10,13
10,93
574

1,78
0,23
0,52
1,76
0,16

0,93

1,21

2,16
0,04

1,20
0,53
0,11

7,80

0,12
0,06
0,13
0,83

0,05

91,695
11,2

11,70
10,59
13,86
14,98
6,96

2,79
0,44
1,14
0,28
0,11

3,36

1,65

3,71
0,25

1,65
1,05
0,18

15,03

0,24
0,08
0,25
0,82

0,07

143,55

1,68
0,61

8,11

0,22
2,84

0,39

0,89

0,93
0,54
3,39

38,82
7,82

1,36

0,68

0,38
1,25
0,5
0,12
75,41
12,4

0,66
0,24

3,16

0,09
1,11

0,15

0,35

0,36
0,21
1,32

15,15
3,05

0,53

0,27

0,15
0,49
0,19
0,05
29,40

TR —Tempo de retencéo.

- ndo detectado
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As fibras de PDMS e PDMS-DVB apresentaram os melhores resultados em termos de
nimeros de compostos identificados (51, 55), &rea total dos picos (422,06 x 10°% 639,67 x
10°), e menor erro apresentado com RSD% (6,9; 5,2) (Tabela 21).

PDMS € uma fase estacionaria da fibra que é conhecida por abranger uma ampla faixa
de extracdo de analitos, polar como apolar, além de apresentar uma forte capacidade de
retencdo (STEFFEN; PAWLISZYN, 1996; LORD; PAWLISZYN, 2000). Quando esta fase é
PDMS-BVB, o resultado é uma polaridade relativamente menor, entretanto, € capaz de extrair
compostos polares e aminas (SHIRLEY, 2000).

Em relacdo ao percentual total de compostos identificados as melhores fibras foram
PDMS-DVB (97,36%) e PDMS-CAR (91,69%). Ambas apresentam recobrimento bi-polar,
entretanto a fibra PDMS-CAR apesar de apresentar maior sinal de resposta (area) para
compostos volateis de baixo peso molecular entre C2-C12, apresentam retencdo de moléculas
maiores (>C12) que ficam retidos na superficie da particula de Carboxen e embebedam a
cobertura, dificultando assim a desor¢do dos analitos (PERERA; MARRIOT; GALBALLY,
2002). Este fato esta de acordo com os resultados obtidos, pois esta fibra apresentou um

namero menor de compostos de maior peso molecular identificados.

E, a fibra PA apresentou 0 menor nimero de compostos identificados (25), assim
como menor percentual total de compostos identificados (75,41%). Esta fibra apresenta
maior fase polar, e consequentemente extrai mais analitos polares (STEFFEN; PAWLISZYN,
1996).

Assim, a partir desses resultados a fibra de PDMS-DVB foi escolhida para a sequéncia

das analises (otimizacdo).

As Figuras 22a e 22b apresentam os principais compostos volateis identificados do
orégano. Os compostos de maior area do pico relativo e percentual identificado foram trans-
sabineno hidratado (91,28 x 10°% 18,99%), y-terpineno (73,72 x 10°% 11,72%) e bergamiol
(57,24 x 10% 11,92%). A maioria dos compostos apolares como os terpenos alifaticos, -
terpineno, B-pineno e B-cymeno, apresentaram maior area do pico relativo nas fibras néo-
polares PDMS ou bi-polares PDMS-DVB. O composto oxigenado carvacrol por ser mais
polar, apresentou maior area total do pico relativo e maior percentual de identificacdo com a
fibra polar de PA (3,05 x 10°% 7,85%); assim como o timol que apresentou melhor acimulo do

composto com percentual elevado de 38,82%, com SRD% de 6,8%.
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Figura 22 — Efeito da fibra utilizada (PDMS, PDMS-DVB, PDMS-CAR, PA) na
extragdo dos principais compostos identificados por HS-SPME da folha de orégano

desidratado por SPME.
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Valores do coeficiente de particdo entre a fase estacionaria da fibra e o headspace de
B-cariofileno (Ks) relatados por Bicchi, Drigo e Ribiolo (2000), podem explicar os melhores
resultados obtidos para este composto com as fibras PDMS e PDMS-CAR (Fig. 22b).
Maiores valores de K, para PDMS (8,0 x10*) e PDMS-CAR (7,3 x 10%) foram encontrados
em relacdo a PDMS-DVB (4,9 x10%) e PA (2,0 x10%) para este composto a temperatura de
extracdo de 60 °C e dessorcdo de 230 °C. Esta temperatura de dessorcdo estd proxima a
utilizada no trabalho (250 °C) e é considerada uma temperatura dentro das faixas ideais para

todas as 4 fibras utilizadas (Supelco, 1996).

5.2.2 Otimizacao da temperatura de extragdo para o método HS-SPME

Os principais compostos extraidos com a fibra escolhida PDMS-DVB, e seu perfil de
extracdo de acordo com o aumento da temperatura de 20 °C até 90 °C, com um tempo fixo de
extracdo de 40 min., estdo apresentados na Figura 23. Para esta avalia¢cdo o tempo de adsorcéao
(extracdo) utilizado foi menor que o utilizado para a avaliacdo das fibras (60 min) pois, para
as fibras utilizadas, a PA normalmente necessita de um tempo de equilibrio maior de até 60
min e as de PDMS um menor tempo de até 40 min dependendo do método ser direto ou de
headspace (STEFFEN; PAWLISZYN, 1996). Alem disso, sdo relatados tempos para
equilibrio de até 1 h (SPME direta) e até 40 min (SPME headspace) (MARTOS e

PAWLISZYN, 1997), que podem ser reduzidos de acordo com a otimizacgéo realizada.
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Figura 23 - Efeito da temperatura na extracdo nos principais compostos identificados
no headspace da folha de orégano desidratado por SPME, utilizando a fibra PDMS-DVB por
40 min. (a) Compostos com tempo de retengdo menor que 17,6 min (volateis), (b) compostos

com tempo de retengdo maior que 17,6 min (semi-volateis).

A temperatura € um parametro muito importante a ser otimizado. Em geral, um
aumento na temperatura de extragdo acarreta no aumento da concentragdo dos analitos no
headspace (MAGGI et al, 2010).
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Este fato foi verificado apenas para 0s compostos com tempo de extragcdo acima de
17,6 min, (Fig. 23b), considerados semi-volateis, apresentam um aumento da extracdo com o
aumento da temperatura, apresentando uma temperatura ideal de 80 °C. Como exemplos
podem ser citados o B-cariofileno, timol e carvacrol; que apresentaram uma area relativa ao
pico de 212,78 x 10°, 82,71 x 10°, 19,50 x 10°, respectivamente.

Por outro lado, os compostos extraidos antes de 17,6 min (antes do composto decanal),
considerados volateis, apresentaram uma melhor temperatura de extracdo de apenas 40 °C
(Fig. 24 a), como o trans-sabineno hidratado que apresentou uma &rea relativa ao pico elevada
nesta condicdo de extracdo de 54,33 x 10°. As temperaturas mais altas podem deslocar o
equilibrio no sentido headspace levando a uma diminuicdo de volateis adsorvidos por fibras
(MAGGI et al, 2010).

Este perfil em HS-SPME de acordo com a temperatura e 0 tempo de retencdo, foi
relatado por Nardini e outros (2012) para frutas citricas. O estudo dividiu dois grupos, volateis
(entre 0 e 17,5 min) e semi-volateis (acima de 17,6), com duas temperaturas ideais de
extracdo, 5 °C e 50 °C.

5.2.3 Otimizacéo do tempo de extracdo para o metodo HS-SPME

Para investigar o tempo de dessor¢do requerido para uma maior extracdo dos
compostos do orégano por HS-SPME, foi utilizada a fibra escolhida PDMS-DVB e a
temperatura de 80 °C, por apresentar um melhor resultado para compostos com maior
bioatividade comprovada como carvacrol e timol. O perfil de extracdo dos principais
compostos extraidos nestas condigdes, variando-se o tempo de extracdo de 20 min até 60 min

estd apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Efeito do tempo de extracdo nos principais compostos identificados no headspace
da folha de orégano desidratado por SPME, utilizando a fibra PDMS-DVB a 80 °C.

Os compostos que apresentaram elevada area do pico relativo como B-cariofileno, e
trans-sabineno hidratado apresentaram valores maiores no tempo de dessor¢cdo de 40 min,
com um aumento de 170 % e 31%, respectivamente, comparados com 20 °C. Os compostos
bioativos carvacrol e timol também apresentaram melhores resultados neste tempo, com area
total do pico relativo de 82,71 x 10° e 19,50 x 10° e, com aumento de ca 25% e 16%,

respectivamente, comparados com 20 °C.

5.2.4 Otimizacdo da temperatura em um mesmo procedimento de extracao

Baseado nos resultados obtidos da otimizacdo da temperatura e tempo de extracéo, foi
utilizado uma extracdo otimizando-se a temperatura em um mesmo procedimento a fim de
aumentar as areas dos picos relativos aos compostos identificados, volateis e semi-volateis.

Assim em um mesmo procedimento foi utilizado a fiora PDMS-DVB para HS-SPME
da folha de orégano a 80 °C por 20 min, seguida de uma condicdo de extracdo de 40 °C por 20
min.; totalizando-se um tempo de 40 min (ideal) e utilizando-se as duas melhores
temperaturas para este trabalho.

Os resultados estdo apresentados na Figura 25, com 0s principais compostos

identificados volateis ou semi-volateis, apresentando um aumento na area do pico relativo, ou
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valor préximo ao obtido na temperatura anteriormente considerada ideal para cada grupo, 40
°C e 80°C.
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Figura 25 — Areas do pico relativo dos principais compostos identificados no headspace da
folha de orégano desidratado por SPME, utilizando a fibora PDMS-DVB, com a temperatura
inicial de 80 °C/20 min e, temperatura final de 40 °C/20 min.

De acordo com Nardini e outros (2012) uma diminuicdo da temperatura pode
favorecer a adsorcdo de compostos na fibra, neste caso o favorecimento ocorrera para 0s
volateis apds a adsorcdo dos semi volateis. Como exemplo pode ser citado o y-terpineno, que
apresentou um valor de area total do pico nesta condicdo de otimizacdo de 138,54 x 10°,

maior que o encontrado a 40 °C (ideal para este composto) que foi de 93,87 x 10°.

5.3 RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO OBTIDO POR DIFERENTES
METODOS DE EXTRACAO

A desidratacdo da amostra a 45 °C por 24h, apresentou um rendimento de 13,49+0,69 %
em folhas desidratadas de orégano (Tabela 12). Esta € uma etapa importante que antecede o
processo de extracdo de compostos de interesse, como 0s antioxidantes; pois além de
aumentar a superficie de contato com o solvente, inativa as enzimas lipoxigenase que sdo
responsaveis pela rancidez oxidativa enzimatica (JUNTACHOTE; BERGHOFER, 1985).
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Tabela 12 - Rendimento em 6leo essencial de orégano dos extratos obtidos por

hidrodestilacdo e por Soxhlet com etanol.

Oleo de orégano Rendimento (%p/p de massa Tempo de Cor e aspecto
desidratada) + DP extracéo (h)
Agua (hidrodestilagdo) 4,55+0,02° 2 Amarelo escuro /6leo
EFS (CO,/ 50°C/ 120 bar) 5,33+0,42° 2 Amarelo claro/ 6leo
Hexano (Soxhlet) 7,17+1,04° 6 Marrom/oleoresina
Hexano (Soxhlet) 8,67+1,36" 4 Marrom/oleoresina
EFS (CO,/ 50°C/ 160 bar) 13,33+0,07° 2 Amarelo claro/ 6leo
Etanol (Soxhlet) 19,25+1,39" 4 Verde escuro/ oleoresina
Etanol (Soxhlet) 26,49+3,71° 6 Verde escuro/ oleoresina

DP- Desvio padrdo (n = 4). Valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em relagdo aos rendimentos dos Oleos essenciais, 0S que apresentaram menor
rendimento foram os extraidos por hidrodestilagdo (2 h) e por Soxhlet com etanol (4 e 6 h) e
SFE com CO; (50 °C/ 2h, pressbes de 120 e 160 bar) estdo apresentados na Tabela 12. Esses

dados foram expresso em mg de 6leo extraido por 100 mg de orégano desidratado.

A extracdo com Soxhlet com etanol apresentou um maior rendimento em relacdo a
hidrodestilacdo e EFS. Além disso, a extracdo com etanol apresentou um aumento no
rendimento da extracdo do 6leo com o aumento no tempo de extracdo de 4 para 6 horas
(19,25+1,39 e 26,49+7,71 %p/p). O aumento da temperatura durante a extracdo muda as
propriedades dos solventes e aumentam a eficiéncia na transferéncia de massa. Dessa forma,
extratos obtidos por plantas com compostos de elevado peso molecular (EXARCHOU;
NENADIS; TSIMIDOU, 2002). como as oleoresinas e pigmentos (proporcionando cor verde
a oleoresina), considerados como residuos para alimentos e perfumes, sdo obtidos com

solventes organicos; aumentando o rendimento do extrativo obtido por este método.

A hidrodestilacdo foi o método utilizado que apresentou o menor rendimento em
extracdo de 6leo de orégano (4,55+0,02 %p/p). Normalmente um aumento no tempo de
extracdo pode aumentar o rendimento da extragdo, como citado para Soxhlet com etanol,
entretanto para este trabalho o tempo de extracdo de 2 h praticamente esgotou o Gleo a ser
extraido e, aléem disso, acima desse tempo, o 6leo apresentou-se descaracterizado com cor

mais escura e off-flavour.
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Resultados préximos foram obtidos por Bayramoglu e outros (2008), que relataram
uma extragdo de 0,048 mL de dleo/g orégano, por hidrodestilagdo por 3 h.

O 6leo essencial de ervas aromaticas é tradicionalmente obtido por hidrodestilacdo,
destilagdo a vapor ou extracdo por solvente. Esses processos tem baixo custo, mas podem
induzir a hidrélise e degradacdo de alguns constituintes do éleo essencial. Estas desvantagens
podem ser evitadas utilizando a extracdo com fluido supercritico (EFS) (REVERCHON,
1997). O 6leo obtido por EFS a 50 °C/160 bar por 2 h apresentou caracteristicas melhores
(amarelo claro) em relacdo aos outros extratos obtidos. Os extratos obtidos por EFS podem
manter as caracteristica sensoriais do material de partida (BILJAN; ZIKA; VLADIMIR;
ALEKSANDAR, 2005).

De acordo com Fornari e outros (2012), o tempo de extragcdo de 1,76 h a 330 K e 30
MPa, é ideal para extracdo por EFS de 0leo essencial de orégano e salsa; essas sdo condigdes

proximas as utilizadas.

54 ANALISE DAS GLANDULAS SECRETORAS DO OLEO ESSENCIAL DE
OREGANO POR MEV.

Os diferentes métodos de extracdo (Hidrodestilagdo, Soxhlet e EFS) produziram
diferentes mudancas na amostra de orégano desidratado.

As fotomicrografias obtidas por MEV da planta desidratada ndo utilizada para
extracdo sdo apresentadas na Figura 26. As estruturas podem ser comparadas com as amostras
apos o uso nos diferentes métodos de extracdo. As amostras ndo utilizadas para extracao
apresentam tricomas glandulares de ca 70 pum localizadas predominantemente na superficie
abaxial em depressdes nas superficies foliares. Essas estruturas secretoras do 6leo essencial
apresentam-se arredondadas e cheias nas Figuras 26, entretanto algumas se apresentaram com
aspecto de vazias, modificadas com perda do 06leo (Fig. 26c¢). Isso pode ser explicada pela
desidratacdo que pode ter rompido algumas glandulas.

As modificacGes nas glandulas secretoras de 6leo essencial das folhas de orégano
utilizadas para extracdo sdo apresentadas na Figura 27. As folhas utilizadas na hidrodestilacdo
(Figura 27a) e por Soxhlet com etanol por 6h (Fig. 27b-c) apresentam caracteristicas das
glandulas secretoras bem similares, com aspecto de vazias, diferentemente das glandulas das
amostras utilizadas para EFS que se aparentaram destruidas (Fig 27d-€), o que poderia sugerir

um maior rendimento em 6leo essencial extraido.
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Esse rompimento mais acentuado nas glandulas das amostras utilizadas por EFS pode
ser explicada pela elevada pressao utilizada neste método de extracdo de 160 bar e posterior

despressurizagéo.
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Figura 26 — Fotomicrografias MEV das glandulas secretoras de éleo essencial das folhas de

orégano desidratadas a 40 °C por 24h (a-c).
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orégano: (a) apos desidratacédo e hidrodestilacdo por 2h, (b-c) apos desidratacdo e Soxhlet
com etanol por 6h, (d-e) apds desidratagdo e EFS (50°C/160 bar/2h).
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5.5.1 Composicgéo dos 6leos essenciais extraidos por diferentes métodos

Nas analises por GC/MS realizadas nos 6leos extraidos por diferentes métodos, foram

identificados 58 compostos que apresentaram similaridade superior a 90% em relagcdo aos

fragmentogramas das bibliotecas utilizadas, que sdo apresentados na Tabela 13, assim como o

percentual obtidos pelos diferentes métodos de extracdo. Nos cromatogramas apresentados na

Figura 28, séo apresentados os picos e identificacdo dos principais componentes.
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Figura 28 - Cromatograma de ions totais (obtidos através da analise de CG-EM) de 6leo
essencial de orégano extraido por hidrodestilacdo (2h) (a) e EFS (50 °C/ 120 bar / 2h) (b),

considerando similaridade superior a 90% (1: a -tujeno, 2: sabineno, 3: B-mirceno, 4: p-

cimeno, 5, B-trans-ocimeno, 6: y - terpineno, 7: terpinolene , 8: trans-sabineno hidratado, 9: 4-

terpineol, 10: a-terpineol, 11, bergamiol, 12: timol, 13: carvacrol, 14: espatulenol.



Tabela 13 - Composicéo relativa (% FID) de 6leos essenciais de Origanum vulgare

L., obtidos por diferentes métodos de extrag&o.

“Percentual de acordo com o método de extracdo (n = 3)

Compostos TR IK Hidrod. Padréo” SFE (CO, /50 °C/ 2h) Soxhlet
2h 120 bar 140 bar 160 bar 4h 6h
Tujeno 8,180 932 0,02 0,04 1,00 1,20 1,80 0,59 -
a-Pineno 8,372 937 - 0,59 0,90 1,25 1,20 0,89 0,02
Canfeno 8,803 949 - 0,13 - - - 0,23 -
Sabineno 9,400 975 - - 5,40 5,8 7,50 2,20 -
B-Pineno 9,925 981 - 0,19 0,30 0,24 0,28 0,24 -
B-Mirceno 10,519 998 0,06 1,51 0,49 0,49 3,10 1,36 0,40
3-Octanol 10,700 1003 - - - - - 0,18 0,54
B-Felandreno 10,801 1006 0,03 - 0,51 0,12 0,99 0,14 0,44
a-Felandreno 10,896 1008 0,05 0,20 - - - - -
a-Terpineno 11,450 1024 0,13 1,01 10,21 10,04 10,09 2,61 0,70
B-Cimeno 11,611 1028 - - 7,10 7,90 8,10
p-Cimeno 11,650 1030 9,10 11,10 3,42 3,21 3,39 0,46 0,49
0-Cimeno 11,615 1029 - - - - - 0,51 0,54
D-Limoneno 11,763 1033 - 0,27 0,33 0,32 0,32 0,20 0,28
B-Terpineno 11,798 1034 0,08 - - - - - -
p-Cineol 11,889 1036 0,06 0,38 0,20 0,21 0,22 0,01 0,11
o Pineno 11,979 1039 - - 0,55 0,55 0,56 0,64 0,52
cis-beta-Terpineol 12,111 1040 - - 0,89 0,9 1,21 0,35 0,24
B-trans-Ocimeno 12,158 1044 - - 6,90 6,90 7,80 0,55 1,62
B-cis-Ocimeno 12,526 1054 - - 0,12 0,17 0,22 0,21 0,41
y-Terpineno 12,931 1066 0,29 5,34 1,02 1,08 1,97 0,88 0,9
cis-Sabineno hidratado 13,257 1075 2,12 0,03 0,29 0,35 0,88 3,47 5,71
Terpinoleno 13,894 1093 0,09 0,19 0,07 0,07 0,06 0,10 0,12
trans-6xido de linalol 14,244 1103 - 2,43 - - - - -
trans-Sabineno
hidratado 14,325 1105 20,31 - 15,09 1599 17,00 27,21 32,99
trans-p-Menten-2-ol-1 15,043 1127 1,27 - - - - - -
cis-p-Menten-2-ol-1 15,655 1145 0,89 - - - - - -
B-Terpineol 16,354 1167 0,02 - - - - 1,13 1,00
Borneol 16,587 1174 0,25 0,47 - - - 0,02 0,02
Oxido de limoneno 16,871 1182 - - - - - 015 0,15
Terpinen-4-ol 16,979 1185 13,09 0,97 0,02 0,10 0,16 2,15 0,34
p-cyimen-8-ol 17,161 1191 0,21 0,03 - - - -- 0,49
a-Terpineol 17,395 1198 5,59 0,29 0,03 0,09 0,14 0,63 0,63
trans-piperitol 17,898 1214 0,56 - - - - 0,64 0,64
Timol metil eter 18,711 1241 0,12 - 0,23 0,24 0,39 - -
Carvona 19,005 1250 0,06 - 0,05 0,04 0,04 - -
Lemonol 19,301 1260 0,46 - - - - - -
Bergamiol 19,326 1261 - 1,79 1,39 1,92 1,42 3,43 2,16

Benzenediol 19,850 1280 - - - - - 1,03 0,34
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TR — Tempo de retencdo, IK — Indice de Kovats, experimento na coluna capilar Rtx-5ms (30m x 0,25 milimetros
e 0,25 um) com padrao de alcano saturado, série n-alcano (C7-C30). — ndo detectado.

" Padréo de 6leo essencial de orégano obtido da Sigma-Aldrich.
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Figura 29 - Cromatograma de ions totais (obtidos por GC-MS). Analise dos padrdes de timol

e carvacrol (Sigma- Aldrich).
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A andlise por GC/FID e GC/MS do 6leo essencial obtido por hidrodestilagdo levaram
a identificacdo e quantificacdo de 35 componentes, que representaram 98,98% do total. Timol
(40,01%) foi o componente mais abundante no 6leo essencial e semelhante ao carvacrol
(1,58%) é um fitoquimico que apresenta atividade antioxidante (BAYDAR; SAGDIC;
OZKAN, 2004; DELFINE et al., 2005) e eficaz atividade antimicrobiana contra pat6égenos
alimentares de Salmonella typhimurium, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (NAZER et
al, 2005; LAMBERT et al, 2001). Este método de extracdo produziu o maior rendimento (%)
dos principais compostos biologicamente ativos em comparacdo com 0s outros métodos
utilizados neste estudo.

As condicOes experimentais para a EFS neste estudo (50 °C, 2 h) com variagdo da
pressdo que foram de 120, 140 e 160 bar, ndo apresentaram bons resultados em termos de
extracdo dos compostos bioativos como carvacrol e timol. Foi mais seletivo para extrair
compostos que sdo mais volateis, como B-mirceno e o sabineno hidratado. O sabineno é
aplicado na preparacgdo de varios 0leos essenciais artificiais (ROSSATO, 2006); o mirceno é
um monoterpeno toxico para insetos e fungos simbidticos de coniferas (SILVA, 2005).

Para um melhor rendimento em compostos alvos como 0s monoterpenos fendlicos timol
e carvacrol, através da extracdo com fluido supercritico, deve-se buscar uma densidade
proxima a desses compostos. Na condigdo supercritica 0 aumento da temperatura diminui a
densidade do fluido, sendo esta diminuicdo abrandada com um aumento expressivo da
pressdo (MAZUTTI et al, 2006).

Sendo assim, os resultados indicam a necessidade de melhorar as condi¢cdes aplicadas
na EFS, a fim de obter mais compostos antioxidantes. A utilizacdo de uma densidade
(CAVERO et al, 2006) superior ao utilizado neste estudo (cerca de 0,53 g/cm®, para 120 bar),
expostos a temperatura mais baixa (MAZUTTI et al, 2006) e/ou alta pressdo (REVERCHON;
MARCO, 2006) poderia melhorar o rendimento do monoterpenos fendlicos carvacrol e timol.

O uso de co-solvente como etanol pode aumentar a solubilidade dos compostos
antioxidantes na extracdo com CO; supercritico. Cavero e outros (2006) constataram que 0
uso de 7% de etanol na extracdo com supercritico de éleo essencial de orégano a 150 bar e 40
°C (densidade de 0,73 g/mL) aumenta a atividade antioxidante do extrato.

Nas extracOes realizadas por Soxhlet com etanol por 4 e 6 h, houve um aumento na
concentracdo de timol (2,70% para 21,10%) e de carvacrol (0,20 para 0,48%). As extracdes
com o solvente etanol resultam em uma maior concentracdo de compostos fendlicos com o
aumento do tempo de extracdo (LAPORNIK; PROSEK; WONDRA, 2005).
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No entanto, a integridade da substancia ndo pode ser mantida nas condicdes utilizadas
na extracdo de Soxhlet, a decomposicdo, térmica ou reacdo com o solvente pode ocorrer
(POURMORTAZAVI; HAJIMIRSADEGHI, 2007). Isto pode explicar a menor concentragéo
de timol e carvacrol obtidos com esse método, quando comparado com o método de
hidrodestilacao.

Além disso, condic6es diferentes das usados (em torno de 45 ° C e 24 horas) para secar
0 orégano, podem ser testadas para evitar a perda de compostos de interesse, pois a utilizagao
de secagem das amostras em um forno de convecgdo (com ar quente) leva a volatilidade de
compostos de interesse (DIAZ-MAROTO et al, 2004).

A menor concentragdo de hidrocarbonetos monoterpenos (por exemplo o B-cimeno),
provenientes da hidrodestilagdo e os métodos de Soxhlet é devido a sua instabilidade quando
exposto ao calor que pode causar sua degradacdo por efeitos térmicos ou hidroliticos
(BAYRAMOGLU; SAHIN; SUMNU, 2008). Estas inferéncias ndo se aplicam ao método
EFS, uma vez que utiliza temperaturas mais baixas e por isso nas trés pressoes utilizadas, 0s
Oleos obtidos apresentaram valores bem maiores deste composto em relagdo aos outros
métodos de extracdo, de até 8,10% de B-cimeno extraido a 160 bar.

Uma maior concentracdo de compostos volateis de interesse como o carvacrol e o
timol pode ser obtida, modificando ndo apenas os métodos de extracdo como também
adequando o tempo e a temperatura de secagem do orégano. Figiel e outros (2010) relataram
que na desidratacdo do orégano (Origanum vulgare) por conveccao (usando ar quente) a 60
°C, a diminuicdo das concentracdes dos compostos volateis foi fortemente associada com o
conteldo de agua que evapora e que atua como solvente, possibilitando a difusdo desses
volateis, carreando-os da matéria que esta sendo desidratada para 0 meio ao redor.

Govaris e outros (2010), comprovaram que a adicdo de 0,6 % de Oleo essencial de
orégano em carne de carneiro estocada a 4 °C por 12 dias apresentou propriedades sensoriais
melhores que a amostra controle e que as com 0,9% do dleo essencial. Isto mostra a
importancia de buscar combinacGes de antioxidantes naturais com acdo sinérgica para

aumentar a probabilidade de aceitacdo na analise sensorial.
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5.5.2 Anélise quantitativa de timol, carvacrol e sabineno hidratado nos 6leos essenciais
obtidos.

Na Tabela 14 sdo apresentados dados quantitativos dos monoterpenos oxigenados
timol e carvacrol e do hidrocarboneto monoterpénico sabineno hidratado.

Tabela 14 — Concentracdo de timol, carvacrol e sabineno hidratado nos dleos essenciais de

orégano.
Concentracdo em mg/mL 6leo essencial (n =3)

Origem Timol Carvacrol Sabineno hidratado
Hidrodestilagdo (2h) 496,62+22,01° 17,14+1,01° 33,08+1,22°
Padréo (Sigma-Aldrich) 26,41+0,89° 222,84+14,9° 0,31+0,02°
EFS (50 °C/160 bar/ 2h) 57,53+3,08° 0,38+0,04° 3,96+0,19°
Soxhlet com etanol (6h) 19,10+0,09° 1,45+0,08 ¢ 0,23+0,02°
Soxhlet com etanol (4h) 2,89+0,13° 0,01+0,00° 4,11+0,03°

Valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

Os valores apresentados confirmam os percentuais desses compostos obtidos por CG-
FID e identificados pelo tempo de retencdo dos padrdes, com excecdo dos extrativos obtidos
por Soxhlet com etanol. Isso pode ser explicado pelo fato desses Oleos apresentarem outros
compostos além dos volateis, como resina. Assim, maiores valores percentuais sdo
encontrados diferentemente das analises por cromatografia, e por isso a quantificacdo dos
compostos, principalmente os bioativos, é de grande importancia nos 6leos essenciais.

Além disso, foi verificado que os 6leos essenciais de orégano obtidos apresentaram
maior concentracdo de timol que carvacrol, diferentemente do éleo padrdo, que apresentou
maior valor percentual de carvacrol. Este fato pode ser explicado por diversos fatores, como a
época da colheita, clima, chuva e genoétipo da planta. O teor de carvacrol é maior em plantas
colhidas no verdo, pois o teor de fendlicos aumenta na florescéncia (KOKKINI et al, 1997).
Isso também pode explicar o baixo teor de carvacrol para as amostras extraidas, pois a planta
utilizada para as extracdes foi coletada entre agosto e setembro, no inverno.

Pode ser comparado também o percentual de p-cimeno com o teor de carvacrol, pois a
reducdo de p-cimeno pode implicar em um aumento de carvacrol, pois este é um precursor
biologico de carvacrol (ULTEE; BENNIK; MOEZELAAR, 2002).
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5.5.3 Cinética de extracao de timol nos 6leos essenciais de orégano por EFS.

Na Tabela 15 e Figura 30 é apresentado o perfil de extragdo do monoterpeno
oxigenado timol nos Gleos essenciais de orégano por EFS, a 50 °C, fluxo de CO; de 20-30
L/h, variando-se a pressdo (120, 140 e 160 bar), por até 120 min. Um rendimento maior de

timol no extrato é importante pois este analito apresenta bioatividade comprovada.

Tabela 15 - Perfil de extracdo de timol em funcéo do tempo, por EFS da folha de orégano (O.
vulgare L.) a 50 °C, fluxo de CO; de 20-30 L/h; em diferentes pressdes (120, 140 e 160 bar).

Timol (mg/mL) + DP (n=3)"

Tempo (min) 120 bar 140 bar 160 bar

35 2,88+0,05°2 4,0140,11° 6,16+0,14°
50 4,23+0,14° 11,08+0,07° 13,23+0,13°
60 5,48+0,15°¢ 15,24+0,14°¢ 18,56+0,14°¢
80 6,99+0,06° 22,36+0,45¢ 35,99+0,10¢
100 9,11+0,54° 29,85+0,32° 54,92+1,13°
120 10,05+0,21° 33,270,257 55,53+1,14°

" Valores com letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
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Figura 30 — Perfil de extracdo de timol em fungdo do tempo, por EFS da folha de orégano (O.
vulgare L.) a 50 °C, fluxo de CO; de 20-30 L/h; em diferentes pressdes (120, 140 e 160 bar).

A concentracdo do timol no éleo foi obtida com as curvas padrées de timol (obtido da

Sigma-Aldrich) de acordo com as analises de CG-FID. Amostras coletadas antes de 35 min
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em isopropanol ndo apresentaram deteccdo deste composto de acordo com a metodologia
utilizada para identificagéo.

Maiores concentracBes foram obtidas com a pressdo maior utilizada de 160 bar, de até
55,53 mg/mL. Além disso, foi verificado que de 0 a 100 minutos ocorreu um aumento
significativo de extracdo deste analito para as trés pressoes utilizadas, entretanto, a partir de
100 min ocorreu uma acentuada reducéo na extracdo o que demonstra que em 100 min é um

tempo ideal para extracdo de timol nestas condigdes.

5.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A avaliacdo de compostos fendlicos foi realizada para os 6leos essenciais obtidos pelos
diferentes métodos de extracdo. Os resultados foram expressos em mg BHT/ g de orégano
desidratado e estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Concentracéo de fenolicos nos 0leos essenciais obtidos pelos diferentes

métodos de extracdo, expressos em mg BHT/ g orégano desidratado.

Meétodo de Extracdo Fendlicos (mg BHT/ g orégano desidratado) (n = 4)
Hidrodestilagdo/ 2h 7,74+0,12°
Etanol (Soxhlet/6h) 7,80+0,09°
Etanol (Soxhlet/4h) 3,92+0,12°
EFS (CO,/ 50°C/ 160 bar) 0,31+0,01°
EFS (CO,/ 50°C/ 120 bar) 0,21+0,01°

Concentracdo £ DP. Valores com letras diferentes apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

O oleo essencial obtido por Soxhlet com hexano ndo foi considerado devido a sua
toxicidade como solvente, o que impede a aplicacdo em alimentos. Compostos fendlicos totais
foram medidos pelo método de Folin-Ciocalteau usando a curva padrdo de solucdes de BHT.
O BHT é um antioxidante sintético, usado desde 1950 nos alimentos para estabilizar o frescor
e para evitar perdas no valor nutritivo, sabor e cor (IARC, 1986; JECFA, 1996).

Os O6leos obtidos por hidrodestilagdo e por Soxhlet com etanol por 4 e 6 h,
apresentaram 0s maiores valores para fendlicos de acordo com a metodologia utilizada, de
7,74+0,12 e 7,80+0,09 mg BHT/ g orégano desidratado, respectivamente; esses valores

apresentaram diferenga significativa (p > 0,05). Os 6leos obtidos por EFS apresentaram
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valores menores de fendlicos, ndo apresentando diferenca significativa com o aumento da
pressdo de 120 para 160 bar a 50 °C (Tabela 16).

Substéncias com nucleo fendlico, como tocoferol, flavonodides e acidos fenolicos,
apresentam atividade antioxidante principalmente devido as suas propriedades redutoras e
estrutura quimica que atuam neutralizando ou sequestrando radicais livres, evitando a
propagacdo do processo oxidativo, atuando como antioxidante (DELAZAR et al, 2006).
Atuam formando intermediarios relativamente estaveis, devido a ressondncia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias (SOARES, 2002).

Entretanto, os vegetais contém além dos compostos fendlicos, outros inibidores de
oxidagdo, como &cido ascorbico, acido hidroxicarboxilico e carotendides (POKORY, 1991).
Assim a anélise da atividade antioxidante desses 6leos essenciais foi realizada, para que se

possa ter outro parametro em relacéo a bioatividade dos 6leos essenciais de orégano obtidos.

5.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DO METODO DE
SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES (DPPH)

Este método foi utilizado para avaliar as propriedades antioxidantes dos oOleos
essenciais (OE) do orégano extraidos por diferentes métodos de extracdo (Soxhlet com etanol,
hidrodestilacdo e EFS), e a comparagdo desses Oleos com o0s antioxidantes sintéticos
conhecidos, acido ascérbico e BHT e, o padrdo de 6leo essencial de orégano (Sigma-Aldrich).
E baseado na reducdo da solucdo alcodlica de DPPH na presenca de antioxidantes doadores
de hidrogénio. As solucdes de DPPH mostram uma forte absorvancia a 517 nm apresentada
pela coloragdo violeta e, a descoloracdo e consequentemente a diminuicdo no valor de leitura
da absorvancia ocorre estequiometricamente de acordo com o grau de reducdo deste radical.
Sendo assim, o radical DPPH nédo reduzido que é mensurado ap6s um tempo determinado,
corresponde inversamente a atividade sequestrante de radicais do antioxidante utilizado
(BLOIS,1958).

De acordo com a Tabela 17 e Figura 31, a atividade sequestrante de radicais livres
diminui na ordem carvacrol > timol >> acido ascorbico > BHT >> (Soxhlet/etanol/6h) > 6leo
essencial (CO,/ 50°C/ 160 bar) > EFS (CO,/ 50°C/ 120 bar) > OE (padrdo) > OE
(Soxhlet/etanol/4h) > OE (Hidrodestilacdo).
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Tabela 17 — Atividade antioxidante (ICsp) do dleo essencial de orégano, BHT e &cido

ascorbico.

Antioxidante ICs (n=14)
Carvacrol 0,004324 + 0,000030 *
Timol 0,004468 + 0,000048 *
Acido Ascorbico 0,0197 + 0,000122°
BHT 0,0264 + 0,000208"
Oleo essencial (Soxhlet/etanol/6h) 0,1299 + 0,001218°¢
EFS (CO,/ 50°C/ 160 bar) 0,2947 +0,002180°
EFS (CO,/ 50°C/ 120 bar) 0,3200 +0,001110°
Oleo essencial padréo 0,4089 + 0,000201 °
Oleo essencial (Soxhlet/etanol/4h) 0,4314 + 0,004850°°
Oleo essencial (Hidrodestilacao) 0,5153 +0,023986

" Concentracdo (mg/ml) + DP para uma inibicdo de 50%. Valores com letras diferentes apresentam diferenca

significativa (p < 0,05).
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Compostos antioxidantes

Figura 31 - Atividade antioxidante (método DPPH) de compostos antioxidantes. 1Cso
(mg/ml) (valores menores indicam capacidade antioxidante mais poderoso). OE significa 6leo

essencial de orégano.

Os padrbes comparativos de acido ascorbico e BHT apresentaram elevada atividade

sequestrante de radicais livres, enquanto a atividade dos 6leos essenciais do orégano obtidos



90

por hidrodestilacdo e extragdo por Soxhlet com etanol foi muito menor. Esses resultados estéo
de acordo com Kulisic e outros (2004).

O aumento no tempo de extracdo de 4 para 6 horas do 6leo essencial de orégano por
Soxhlet com etanol proporcionou um aumento acentuado na atividade antioxidante do 6leo,
conforme a diminui¢cdo do valor de ICso, de 0,4314 para 0,1299, referentes aos tempos de
extracdo de 4 e 6 horas respectivamente.

A menor atividade sequestrante avaliada foi a do dleo obtido por hidrodestilagdo por 2
horas, apesar de apresentar o maior percentual de timol que os outros extratos obtidos por
outros métodos de extracdo (Tabela 14).

A atividade antioxidante depende dos diferentes constituintes quimicos e pode
depender também da concentracdo de compostos fendlicos. No entanto, o estudo de outros
componentes € necessario, para avaliar o possivel efeito sinérgico sobre o potencial
antioxidante total do 6leo.

Cavero e outros (2006) relatam que a extracdo de uma mistura de compostos de
interesse que atuem com sinergia, permite uma reducdo na concentracdo de cada substrato,
podendo aumentar sua atividade antioxidante. O sinergismo entre 0s compostos antioxidantes
pode superar a atividade individual dos componentes.

Entretanto, a mistura de trés ou mais antioxidantes podem apresentar uma diminuicao
da capacidade antioxidante quando comparado com seus valores individuais. O efeito
antagonista de timoquinona ou p-cimeno é mais forte que o efeito sinergistico de timol e
carvacrol (MILOS e MAKOTA, 2012), e isso pode explicar o menor valor da atividade
antioxidante dos Oleos obtidos por hidrodestilacdo, que apesar de apresentar elevada
concentracdo de timol, apresenta maiores valores de p-cimeno (9,11%) que os 6leos obtidos

por outros métodos de extracao.

5.8 ANALISE TERMICA

Foi realizada andlise térmica do orégano desidratado, dos dleos essenciais obtidos por
Soxhlet com etanol (que apresentaram maior atividade antioxidante neste trabalho), e dos
antioxidantes sintéticos acido ascorbico e BHT.

A analise térmica do orégano tratado termicamente pode ser observada na Figura 32,
onde sdo apresentadas as curvas TG, DTG e DTA. A curva TG do orégano tratado exibe dois
estagios de decomposicdo. O primeiro exibe uma perda de massa de aproximadamente 10%,

sugerindo uma mistura de compostos volateis e agua. O terceiro estagio de decomposicéo
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ocorreu a 230 °C e refere-se aos extrativos organicos. O residuo a 800 °C foi de 25%,

referente aos inorganicos.
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Figura 32 — Curvas de TG, DTG e DTA do orégano desidratado.

A curva DTG do orégano tratado termicamente apresentou dois acentuados e quatro
suaves (ombros) estagios de decomposicao. Dos estagios acentuados, 0 primeiro ocorreu a 60
°C, relativo a compostos volateis; e o segundo a 310 °C que apresenta 0 pico maximo de
decomposicao, referindo-se a decomposicdo dos lignoceluldsicos. Dos suaves estagios, 0
primeiro ocorreu a 100 °C referente a evaporacdo da agua, o segundo a 160 °C, o terceiro a
260 °C que se refere a decomposicdo da hemicelulose ou dos extrativos organicos, e o ultimo
ocorreu a 360 °C referente a decomposicao térmica da celulose e da lignina.

A curva DTA do material tratado apresenta dois eventos endotérmicos a 60 °C e a 310
°C. O primeiro sugere a decomposicdo de compostos volateis e o0 segundo a decomposicao
dos ligninoceluldsicos.

A Figura 33 mostra a analise térmica do 6leo essencial do orégano obtido por extrator
Soxhlet com etanol por 4 h. A curva TG do bleo apresenta dois estagios de decomposicao, o
primeiro a 120 °C e o segundo a 250 °C. O residuo a 800 °C foi de 20%, sugerindo 0s

compostos inorganicos.
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Figura 33 — Curvas de TG, DTG e DTA do 6leo essencial obtido por extracdo com Soxhlet

com etanol por 4 horas.

A curva DTG do 0leo essencial do orégano extraido por Soxhlet com etanol por 4
horas apresentou cinco acentuados estagios de decomposi¢do e um suave que ocorreu a 120
°C. O primeiro estagio de decomposicdo acentuado ocorreu a 60 °C relativo a evaporacéo do
etanol. O segundo ocorreu a 150 °C. O terceiro a 230 °C, sugerindo a decomposi¢cdo de uma
mistura contendo timol, que é um bioativo importante no extrato. O quarto estagio acentuado
de decomposicdo apresenta o pico maximo de decomposicdo a 340 °C, referindo-se a
decomposicado de compostos organicos. O ultimo estagio ocorreu a 440 °C referente a resina.
O extrato obtido pela extracdo por Soxhlet, diferentemente da hidrodestilagcdo, apresentou ndo
apenas o 0Oleo volatil ou essencial, mas também compostos resinosos, por isso o produto deste
método de extracdo é chamado de 6leo resina.

A curva DTA da oleoresina do orégano apresentou dois eventos endotérmicos, 0
primeiro a 60°C relacionado com o solvente etanol e, o segundo a 120 °C e apresentou um
evento exotérmico a 350 °C referente a oxidacdo dos dleos (triglicerideos).

Na Figura 34 pode ser observada a analise térmica do 6leo essencial do orégano obtido
por extrator Soxhlet com etanol por 6 h. A curva TG do 6leo exibiu dois estagios de

decomposicdo, sendo o primeiro a 130 °C e o segundo a 290 °C.
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Figura 34 - Curvas de TG, DTG e DTA do 6leo essencial obtido por extragdo com Soxhlet

com etanol por 6 horas.

A curva DTG do 0leo essencial do orégano extraido por Soxhlet com etanol por 6
horas apresentou trés acentuados e dois suaves estagios de decomposic¢ao. O primeiro estagio
acentuado ocorreu a 60 °C relativo a evaporacdo do solvente, o segundo ocorreu a 150 °C, o
terceiro a 340 °C apresentou o pico maximo de decomposicéo, referindo-se a decomposicéo
de compostos organicos. O ultimo estagio de decomposicdo ocorreu a 430 °C, referente a
resina como ja mencionado. Os estagios suaves de decomposicao ocorreram a 230 °C e a 380
°C.

A curva DTA do o6leo resina do orégano apresentou dois eventos endotérmicos, o
primeiro a 60°C e o0 segundo a 130 °C e apresenta um evento exotérmico a 350 °C sugerindo a
oxidacao de triglicerideos seguido de decomposicéo.

Assim, de acordo com a analise térmica, a estabilidade térmica do 6leo essencial
obtido por Soxhlet com etanol ndo foi diminuida com o aumento no tempo de extracdo de 4

horas para 6 horas, como pode ser visto na Figura 35.
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Figura 35 - Curvas sobrepostas da TG, do orégano tratado termicamente e do 6leo essencial

obtido por extracdo com Soxhlet com etanol por 4 e 6 horas.

Na Figura 36 pode ser observada a andlise termica do BHT. A curva TG do BHT

mostra um unico estéagio de decomposicéo iniciado a 140 °C .
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Figura 36 — Curvas de TG, DTG e DTA do antioxidante sintético BHT.

A curva DTG do BHT apresentou um acentuado estagio de decomposi¢cdo a 180 °C,
referente ao produto. E, a curva DTA apresenta dois eventos endotérmicos, o primeiro a 70°C,
seguido da temperatura de fusdo (Tm) e 0 segundo a 180 °C, seguido de decomposicdo do
BHT.
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As curvas TG e DTG do &cido ascorbico tem dois estagios de decomposi¢do nas
temperaturas de 180 °C e 200 °C (Figura 37). O residuo foi de 20% a 800 °C.
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Figura 37 — Curvas de TG, DTG e DTA do &cido ascorbico.

O é&cido ascorbico comercial apresentou maior estabilidade térmica até 200 °C, e o
BHT menor estabilidade e mais facil decomposicdo ou volatilizacdo. Cabe ressaltar que a
partir de 200 °C o perfil da curva TG apresentou semelhanca do 6leo essencial com o acido
ascorbico (Figura 38). O teor de residuo foi de aproximadamente 20% para o0 acido ascorbico

e Oleo essencial na temperatura de 800 °C. Ao passo que para o BHT foi proximo de zero.
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Figura 38 — Sobreposicao das curvas de TG do 6leo essencial do orégano (obtido por
extracdo com Soxhlet com etanol por 6 horas), do BHT e do acido ascérbico.

A curva TG do timol padrao (Figura 39) exibe um unico estagio de decomposi¢do em
torno de 160 °C, com uma perda de massa de aproximadamente 100%, sugerindo um
composto puro, como esperado. A curva DTG apresentou um acentuado estagio de
decomposicao, que ocorreu a 180 °C. A curva DTA apresentou dois eventos endotérmicos, o
primeiro em 50 °C indicando uma temperatura de fusdo, Tr, € um segundo a 180 °C, referente

a decomposicéo do timol, corroborando coma DTG.
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Figura 39 - Curvas de TG, DTG e DTA do timol.
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A Figura 40 exibe as curvas TG/DTG e DTA do carvacrol, onde a curva de TG mostra
um estagio de decomposicdo a 170 °C, ndo deixou residuo, devido a elevada pureza do padréo
utilizado. A curva DTG apresentou um acentuado estagio de decomposicdo, que ocorreu a
180 °C. A curva DTA apresentou um evento endotérmico a 180 °C, confirmando o estagio
Unico de decomposicdo das curvas TG e DTG. Esses resultados sugerem que o carvacrol
apresenta uma estabilidade térmica ligeiramente maior que o timol, o que é confirmado na

CG/MS com um maior tempo de retencdo (menor volatilidade) do carvacrol.
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Figura 40 - Curvas de TG, DTG e DTA do carvacrol.

Esta técnica, de acordo com os resultados apresentados, mostrou ser uma técnica de
importante aplicacdo, oferecendo diferentes informacdes necessarias para o desenvolvimento
de produtos aplicados na industria de alimentos.

O residuo a 800 °C nas curvas TG dos 0leos essenciais obtidos por Soxhlet com etanol
(4 e 6 h) é referente aos compostos inorganicos, responsaveis pela nutricdo mineral de plantas,
também detectados no orégano desidratado através das cinzas das amostras por espectrometria
de fluorescéncia de raios X (EDXRF). Os elementos de maior concentracdo estdo
apresentados na Tabela 18 e, apresentam-se na forma oxidada mesmo sendo a analise térmica
realizada em atmosfera de nitrogénio para obtencdo das cinzas pois estes elementos

apresentam-se desta forma nas plantas e solos (FERNANDES, 2006).
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Tabela 18 - Determinacdo da composi¢do por EDXRF das cinzas obtidas pela Analise
térmica do orégano desidratado e dos 6leos essenciais de orégano obtidos por Soxhlet com
etanol por 4e 6 h.

Composicéo de compostos inorganicos (%)

Elemento Orégano desidratado Oleo essencial Oleo essencial
(Soxhlet/etanol/4h) (Soxhlet/etanol/6h)

K20 40,560 69,883 62,026
CaO 29,046 - -

Cl 8,714 22,221 25,046
Na20 1,890 - 6,142
P205 6,415 4,254 2,084
Si02 3,781 1,146 1,826
Sio3 3,634 1,757 1,225
MgO 4,585 - 0,994
Fe203 0,649 0,322 0,283
CuO 0,022 0,062 0,085
TiO2 0,114 0,120 0,085
MnO 0,515 0,060 0,061
Cr203 - 0,063 0,046
NiO 0,008 - 0,022
Br 0,006 0,013 0,014
Rb20 0,009 0,013 0,014
ZnO 0,034 0,048 0,013
SrO 0,017 - -
Zr02 0,003 - -

5.9 ANALISES MICROBIOLOGICAS

5.9.1 Avaliacédo do halo de inibi¢éo — difusédo em disco.

A Tabela 19 e Figura 41 apresentam os respectivos halos de inibicdo de 50 pL de
solucéo etandlica de 10 mg/mL (ou seja, 0,50 mg) dos Oleos essenciais obtidos por diferentes
métodos de extracdo e seus comparativos contra bactérias patogénicas alimentares e fungos.
As amostras avaliadas foram: éleo essencial de orégano obtidos por diferentes métodos de
extracdo (hidrodestilacdo (2h), Soxhlet com etanol (4 e 6 h), EFS (50 °C/120 e 160 bar/2h) e,
0s comparativos Oleo essencial de orégano padrdo (Sigma-Aldrich), carvacrol, timol &cido
sorbico, acido benzoico e propionato de célcio. Os micro-organismos selecionados foram:
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterecoccus faecalis,

Aspergillus niger e Penicillium stolonifer.
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Tabela 19 — Propriedade antimicrobiana de dleo essencial de orégano obtido por diferentes
métodos de extracdo e seus comparativos (conservadores sintéticos e padrbes de dleo,

carvacrol e timol), contra seis micro-organismos.

Halo de inibicdo (cm)”

(n=4)

Amostra (0,50 mg) Salmonella E. coli Staphylococcus  Enterecoccus — Aspergillus  Penicillium

Typhimurium aureus faecalis niger stolonifer
OEO hidrodestilagéo 0,30+0,04*  0,44+0,05°  0,380,04° 0,26£0,03*  0,10£0,02*  0,25+0,04°
OEO Soxhlet/etanol/4h N.D. 0,2040,02° N.D. N.D. 0,10+0,02°  0,1040,02°
OEO Soxhlet/etanol/6h N.D. 0,22+0,03° N.D. N.D. 0,12+0,03°  0,14+0,03°
OEO EFS 50°C/120 bar/2h N.D. N.D. N.D. N.D. 0,14+0,02°  0,13+0,03"
OEO EFS 50°C/160 bar/2h N.D. N.D. N.D. N.D. 0,15+0,02°  0,14+0,03°
OEO padrao 0,48+0,02° 0,460,038  0,48+0,04° 0,16£0,02°  0,10+0,01*  0,16+0,03°
Timol 0,82+0,06°  1,26x0,10° 0,66+0,08° 1,20+0,15°  0,45+0,06°  0,40+0,05'
Carvacrol 0,28+0,02°  0,70+0,05°  0,58+0,05° 0,90£0,10°  0,42+#0,06'  0,40+0,05'
Acido sérbico 0,1440,02°  0,08+0,01° N.D. N.D. N.D. N.D.
Acido benzoico 0,0620,01°  0,100,02° N.D. N.D. N.D. N.D.
Propionato de calcio N.D. N.D. N.D. N.D. 0,20+0,04°  0,1040,02°
Etanol (branco) N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.

“Média do halo de inibicdo (cm) + DP. Halo do disco néo foi incluido. Valores com letras diferentes na mesma
coluna apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
OEO - ébleo essencial de orégano. N.D. — halo de inibi¢cdo ndo detectado.
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Figura 41 — Propriedades antimicrobianas de I essencial de orégano obtido por diferentes
métodos de extracdo e seus comparativos (6leo padrdo (Sigma-Aldrich), carvacrol, timol,
acido sorbico, acido benzoico e propionato de calcio), contra seis diferentes micro-
organismos usando o método de difusdo em disco. (a) Salmonella Typhimurium, (b)

Escherichia coli, (c) Staphylococcus aureus, (d) Enterococcus faecalis, (e) Aspergillus niger.
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Das amostras avaliadas o timol apresentou a maior atividade em relagdo aos micro-
organismos avaliados, com halo de inibicdo de 1,26+0,10 cm para E. coli e, 0,45£0,06 cm
para Aspergillus niger.

Os monoterpenos oxigenados timol e carvacrol sdo relacionados com a atividade
antimicrobiana dos 6éleos essenciais e isoladamente, apresentam elevada atividade
(OUSALAH et al, 2007). Ambos apresentaram maior atividade em relacdo as outras amostras
testadas para 0s seis micro-organismos, confirmando a literatura. Assim, a avaliacdo da
composicao destes compostos nos extrativos obtidos por diferentes métodos mostra-se muito
importante.

Nas condicGes avaliadas, todos os dleos essenciais de orégano avaliados apresentaram
atividade antibacteriana melhor que os aditivos conservadores sintéticos, acido sérbico e
acido benzoico, que sdo amplamente utilizados pela industria de alimentos. Além disso,
apresentaram atividade antifungica contra A. niger e Penicillium stolonifer similar ou maior
que o conservador sintético propionato de célcio que é utilizado em alimentos evitando o
desenvolvimento de fungos (SOFOS, 1989), principalmente em produtos de panificacéo.

Dos 0leos essenciais de orégano avaliados, apenas o extrato obtido por hidrodestilacéo
por 2 h e 0 padrdo (Sigma-Aldrich) apresentaram efeito com halo de inibicdo para todos os
micro-organismos avaliados. As oleoresinas obtidas por Soxhlet com etanol (4 e 6 h)
apresentaram na concentracdo utilizada, apenas inibicdo contra a bactéria patogénica Gram
negativa E. coli e os fungos avaliados (A. niger e P. stolonifer). E, os 6leos obtidos por EFS
com CO; apresentaram atividade apenas para os fungos, nas duas condi¢cdes apresentadas,
com halo de inibicdo de 0,15+0,02 cm para A. niger e, 0,14+0,03 cm para Penicillium
stolonifer; ambos para o 6leo obtido a 50 °C/ 160 bar/ 2h.

Aparentemente, a concentracdo de timol e carvacrol influencia em uma maior
atividade e isso pode explicar os melhores resultados dos 6leos obtidos por hidrodestilacdo e o
padrdo, que apresentaram um somatério de timol e carvacrol maior que os outros 6leos
obtidos.

Em relacdo aos micro-organismos avaliados, das bactérias, E. coli (Gram negativa) e
S. aureus (Gram positiva), apresentaram maior sensibilidade em relacdo aos 6leos essenciais
utilizados, entretanto, das duas bactérias patogénicas, apenas E. coli foi sensivel a oleoresina
obtida por Soxhlet com etanol e, ambos os fungos avaliados apresentaram sensibilidade a
todos 0leos essenciais utilizados.

Normalmente as bactérias Gram negativas apresentam maior resisténcia que as Gram

positivas aos efeitos antimicrobianos dos Gleos essenciais, devido as Gram positivas
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apresentarem uma estrutura do envelope celular, o que podem afetar sua sensibilidade ao dleo.
Alem disso, a estrutura da parede celular das Gram negativas por serem constituidas
essencialmente por lipopolissacarideo (LPS), evitam o acimulo de éleos na membrana celular
(SMITH-PALMER et al, 1998). Porém, isso nem sempre é verdadeiro (KARAPINAR;
AKTUNG, 1987).

De acordo com a literatura, ha uma grande diferenca nas atividades antimicrobianas
dos Oleos para uma mesma planta. Por exemplo, para o 6leo essencial de orégano,
apresentaram maior sensibilidade S. aureus (LAMBERT et al, 2001) e Enterococcus faecalis
(HAMMER et al, 1999). Essas variagdes podem estar relacionadas com os diferentes locais
de plantio da planta, época de colheita, genétipo, clima, procedimento de secagem,
metodologia de extracdo do 6leo e parte da planta utilizada. Todas essas variaveis influenciam
na composi¢cdo quimica e concentracéo relativa de cada constituinte nos 6leos (OUSSALAH
et al, 2007).

Assim, esses resultados confirmam a importancia dos estudos relacionados com
bioatividade dos 0leos essenciais, neste caso de orégano (O. vulgare L.), para uma possivel
aplicacdo em produtos que utilizam aditivos sintéticos como forma de conservar e aumentar
sua vida util. Alem disso, o 6leo volatil apresenta como vantagem em relacdo a sua materia
prima (planta), poder ser utilizado em menor quantidade por apresentar apenas 0s compostos

principais aromaticos e com atividade antimicrobiana.

5.9.2 Observacdes nas mudancas das estruturas dos fungos por MEV

Especificacbes da morfologia de A. niger podem ser observadas por microscopia
Optica e MEV, nas Figuras 42 e 43, onde o crescimento normal é evidente, aparentemente
homogéneo, com hifas, septos, conidiosporos e conidios uniformes e normais. As hifas séo

tubulares e os conideosporos apresentam células lisas.
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Figura 42 — Fotomicrografias obtidas por microscopia éptica de A. niger, inoculado em ABD,
a 30 °C por 96h. (a, b) Viséo geral do micelio de fungo controle, aparentemente homogéneo,
com hifas e conidiosporos uniformes e normais.

12/4/2012 | HV | mag |spot| det| WD |=——300 ym ———— 12/4/2012 | HV mag |spot| det| WD | ——— 10 ym ——
1:54:21 PM|20.00 kV|428 x| 4.0 |[ETD|11.4 mm| PAM/PEQ/COPPE 1:57:39 PM |20.00 kV|7 070 x| 4.0 |[ETD|11.2 mm PAM/PEQ/COPPE

12/4/2012 HV mag |spot| det WD | 20 ym
2:00:25 PM | 20.00 kV|5 004 x| 4.0 ‘ ETD|11.4 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 43 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) de A.
niger, inoculado em ABD, a 30 °C por 96h. (a) Visao geral do micélio de fungo controle,
aparentemente homogéneo, com hifas, septos, conidiosporos e conidios uniformes e normais.
(b) Detalhe do conidiosporo. (c) Detalhe da hifa.
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Os efeitos do dleo essencial de orégano obtido por hidrodestilacdo, 6leo essencial
padrdo, carvacrol, timol e propionato de calcio na estrutura de A. niger, podem ser observadas
ao nivel de MEV, nas Figuras 44 e 45. O halo de inibicdo é considerado a exposicdo para
inibicdo do 6leo essencial de orégano (5 ug), e evidentes mudangas morfoldgicas podem ser
visualizadas devido sua difusdo no meio sélido (ABD).

As fotomicrografias do fungo exposto ao 6leo essencial de orégano obtido por
hidrodestilacdo (Fig. 44a-b) e 6leo de orégano padrao (Fig. 44c-d) apresentam similaridade,
que evidenciam a inibicdo da esporulagdo, com a falta de conideos com deformacédo e dobra

das hifas.

b it & A

# S
12/4/2012 HV mag | spot “det WD 300 ym

12:20:54 PM | 20.00 KV /416 x| 4.0 |[ETD|12.2 mm PAM/PEQ/COPPE

12/4/2012 HV mag | spot| det WD — 20 ym

12:31:08 PM |20.00 kV|5 000 x| 4.0 |ETD|11.7 mm/ PAM/PEQ/COPPE

(d)

12/4/2012 HV mag | spot| det WD 20 ym
12:24:55 PM | 20.00 kV |4 936 x| 4.0 |[ETD |12.5 mm PAM/PEQ/COPPE

12/4/2012 HV mag | spot| det WD 200 ym
12:29:27 PM |20.00 kV 1450 x| 4.0 |[ETD|11.7 mm PAM/PEQ/COPPE

Figura 44 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) de A.
niger, inoculado em ABD, a 30 °C por 96h. (a-b) exposto ao 6leo essencial de orégano obtido

por hidrodestilacdo, (c-d) exposto ao éleo de orégano padréo (Sigma-Aldrich).
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Na Figura 45 (a-d) s@o apresentadas as fotomicrografias do fungo exposto ao
carvacrol, timol e propionato de calcio. Carvacrol e timol (Fig. 45a e Fig. 45b) aparentemente
descaracterizaram A. niger, ndo sendo observado esporulacdo e com as hifas cruzadas,
descaracterizadas e indistinguiveis. O conservador sintético propionato de célcio apresentou
similar atuacdo ao timol e carvacrol, entretanto é possivel visualizar poucas hifas deformadas,

separadas do conjunto de hifas indistinguiveis (45c) e isolados conideos (45d).

(@) (b)

HY mag |spot| det wD 50 ym
20.00 kV|2000 x| 4.0 |ETD|12.1 mm PAM/PEQ/COPPE

12/4/2012 HV mag |spot| det wD 50 ym
2:28:07 PM|20.00 kV| 1580 x| 4.0 |[ETD|11.4 mm PAM/PEQ/COPPE

12/4/2012 HV mag |spot| det WD 100 pm 12/4/2012 HV mag |spot| det WD 10 ym

2:12:58 PM|20.00 k|1 087 x| 4.0 |ETD|11.9 mm| PAM/PEQ/COPPE 2:17:58 PM|20.00 kV|7 846 x| 4.0 |[ETD|12.1 mm/| PAM/PEQ/COPPE

Figura 45 — Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de A.
niger, inoculado em ABD, a 30 °C por 96 h. (a) exposto ao carvacrol, (b) exposto ao timol, (c-

d) exposto ao propionato de calcio.
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5.10 APLICACAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO EM PAO DE FORMA

A escolha do p&o de forma como alimento a ser aplicado e avaliado a bioatividade do
6leo essencial de orégano como antimicrobiano, aumentando a vida de prateleira, justifica-se
pelo fato deste produto ser de grande aceitagdo por consumidores de todas as faixas etérias e
bastante acessivel a populacdo, sendo consumido por criancas, adolescentes e adultos
(FISBERG; COZZOLINO, 1996).

O uso de farinha mista de trigo e chia para a formulacdo tem como finalidade
aumentar o valor nutritivo do produto pois a chia (Salvia hispanica L.) é uma semente rica em
acidos graxos altamente insaturados, agregando valor e inovacdao ao produto. Além disso, 0
uso de farinha mais gordurosa necessitaria de um antioxidante, e o 6leo essencial de orégano
discutido no trabalho, apresenta esta bioatividade, mesmo ndo sendo este o foco da aplicagéo.

A formulacdo de farinha mista (FM) que melhor apresentou caracteristicas favoraveis
para fabricacéo foi a que continha 10% de farinha de chia, no total de farinha mista de trigo e
chia. A formulacdo completa foi descrita em materiais e métodos, Tabela 9. Assim esta
formulacdo foi utilizada para aplicagdo do Oleo essencial de orégano na concentracdo de
0,02%, previamente selecionada para aplicacéo neste produto.

Ha um aumento do aroma e do sabor do orégano em niveis elevados de aplicacdo em
alimentos, especialmente a 1% (CHOULIARA et al, 2007). Por isso menores valores foram
testados para aplicacdo no produto, buscando-se uma concentracdo com aceitacao sensorial.
Além disso, de acordo com Naidu (2000), 6leo essencial de orégano nas concentracdes de
0,02 a 0,05% apresentam completa inibicdo contra crescimento de uma variedade de fungos.

A aplicacdo do 6leo no produto foi realizada de duas formas: na massa do pédo e
aspergido no produto apds ser assado.

Um total de 3 produtos (pées), pdo com farinha mista de chia e trigo, pdo com FM de
chia e trigo com 0,02% de 6leo essencial na massa e, pdo com FM de chia e trigo com 0,02%
de 6leo essencial de orégano aspergido no pao apés ser assado.

Cabe ressaltar que o 6leo aplicado (comercial, padrdo da Sigma-Aldrich) que foi
utilizado devido a necessidade de um maior volume para aplicacdo e avaliagfes iniciais do
produto, apresentou maior composicdo em carvacrol que timol. Entretanto, na avaliacdo
microbiolégica utilizando o teste de difusio em Agar, os 6leos essenciais de orégano obtidos
apresentaram resultados similares aos obtidos pelo 6leo essencial padrédo para os dois tipos de

fungos filamentosos (bolores) Aspergillus niger e Penicillium stolonifer.
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5.10.1 — Composicdo Centesimal e avaliacdo da atividade antifungica

As caracteristicas fisico-quimicas (composicéo centesimal) dos péaes sdo apresentadas
na Tabela 20. Foi verificado um aumento em percentual significativo (p<0,05) de lipideos,
isso pode ser explicado devido aos produtos de panificacdo a base de farinhas integrais,
geralmente apresentares elevado teor lipidico. Os valores encontrados na composicdo
centesimal para os pdes com farinha mista de trigo e chia estdo proximos aos descritos na

literatura para pao de forma de trigo integral (NEPA, 2006).

Tabela 20 — Composicdo centesimal dos paes de forma

Composicéo fisico-quimica (%)

(n=3)
Formulacéo Umidade Proteina  Lipideos Carboidratos Cinzas
FT (controle) 31,13+0,67 8,32+0,07 2,69+0,41 56,33+0,71 1,53+0,01
FMTC” 31,47+0,12 7,61+0,66 4,81+0,02°  54,32+0,64" 1,79+0,03"
FMTC e OEO na massa 30,1540,15 7,73%0,14 4,69+0,23°  55,61+0,46" 1,81+0,01"
FMTC e OEO aspergido 31,68+0,29 8,34+0,22 5,08+0,06°  52,60+0,53" 1,80+0,01"

FT — farinha de trigo, FMTC— farinha mista de trigo e 10% chia, OEO — dleo essencial de orégano. "Representa
diferenca significativa em relacdo ao controle (FT) pelo teste de Dunnett (p < 0,05).

A avaliacdo da contaminacao visual de fungos dos pées esta apresentada na Tabela 21.

Tabela 21 — Avaliacdo da contaminacao visual fungica nos péaes de forma incubados a 30 °C.

Dias FT FMTC FMTC e OEO na FMTC e OEO
massa aspergido

4 - - - -

5 - +/- - -

6 +/- + - -

7 + ++ +/- +/-

8 ++ ++ + +

FT — farinha de trigo, FMTC- farinha mista de trigo e 10% chia, OEO — 6leo essencial de orégano. O seguintes
simbolos para avaliacdo visual fungica foram utilizadas: -: sem contaminacgdo visual na superficie; +/-inicio de
contaminacdo superficial visual; + contaminagdo avangada; ++ completa contaminagao superficial visual. Dados
foram obtidos de uma média de 3 repetigdes.

Os pées de forma com farinha mista de chia e trigo que foram aplicados éleo essencial
na massa ou aspergido, estocados em estufa a 30 °C, apresentaram 2 dias a mais de vida de

prateleira que o pdo sem aplicacdo do 6leo essencial. Em 7 dias os pdes com farinha mista de
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trigo e chia dleo essencial apresentaram inicial contaminacdo superficial por fungos, e o pao
com a farinha mista sem Oleo essencial apresentou praticamente completa contaminagdo
superficial.

Foi realizada analise microbioldgica de contagem total de fungos do pdo com
contaminacéo inicial visual na superficie, onde a contagem foi de ca de 2,3 x 10* UFC/g.

O péo de forma de farinha de trigo foi avaliado para comparar com o pdo contendo
farinha mista, conforme os resultados, o pdo contendo farinha mista sem Oleo essencial
apresentou uma menor vida de prateleira, sendo este produto mais perecivel.

Esses resultados demonstram a importancia do uso de um antimicrobiano natural
como o 6leo essencial de orégano para produtos com maior valor nutritivo como 0s paes com
farinha de chia que contém alta concentracdo de acidos graxos poliinsaturados, representando
assim um problema para a sua estabilidade devido susceptibilidade & ocorréncia de reacoes de

rancificacdo durante o armazenamento.

5.10.2 Aceitacao sensorial

A analise sensorial foi realizada com os trés diferentes produtos (Tabela 22). Cabe
ressaltar que antes da realizacdo da analise sensorial, os pdes foram encaminhados para
analise microbioldgica para aprovacdo de acordo com as Resolugdes vigentes da ANVISA e,
um projeto acerca desta etapa do trabalho foi encaminhado para avaliacdo da Comissdo de
ética da UFRRJ, processo n. 23083.000388 / 2013 - 02.

Tabela 22 — Andlise sensorial dos paes de forma.

Atributos
Paes Cor Aroma Sabor Textura Impressao
Global
FM chia e trigo 7,89+0,86° 7,28+1,40° 7,80+1,00* 7,80+1,29% 7,93+0,94°

FM chia e trigo/ OEO 0,02% massa 8,00£0,82* 7,59+1,29° 7,78+1,16° 8,03+1,07 7,97+1,06°
FM chia e trigo/ OEO 0,02% aspergido  7,84+0,93* 7,46+1,30® 7,68+1,33" 7,90+1,17° 7,75+1,11°

FM — farinha mista, OEO — 6leo essencial de orégano. Valores com letras diferentes na mesma linha apresentam
diferenca significativa (p < 0,05). DMS — Diferen¢a minima significativa pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Os trés diferentes produtos apresentaram valores proximos em relagdes a quatro dos
cinco atributos avaliados: cor, aroma, sabor, textura e impressao global. Apresentando assim
aceitacdo igual, a 5% de significancia.

Para o atributo aroma, os pdes elaborados com o&leo essencial de orégano,
apresentaram maiores valores em relagdo ao pdo sem este aromatizante. A pontuacdo meédia
de 60 provadores para este atributo foi de 7,59 e 7,46, para os paes com aplicacdo do 6leo na
massa e aspergido, respectivamente, em uma escala de 0 a 9. O pdo com 6leo na massa
apresentou diferenca significativa a 5% em relacdo ao ndo aromatizado.

Este resultado é explicado pelas caracteristicas dos éleos essenciais, que sao
aromatizantes naturais, que apresentam compostos monoterpénicos aromaticos, como
carvacrol, timol e p-cimeno.

Em relacdo a intengdo de compra, os trés produtos avaliados apresentaram resultado
satisfatorio, onde o maior percentual obtido foi ‘provavelmente compraria” (Figura 46). Além
disso, apresentaram indice de aceitacdo sensorial de 88,55% e 86,11+1,10%, para pao de

forma com farinha mista com 6leo de orégano na massa e aspergido, respectivamente.

Intenciio de compra (%)

Pao com FMCT Piocom FMCT e OEO Piocom FMCT e OEO
massa aspergido
® Certamente compraria ® Provavelmente compraria Tenho duvidas se compraria

B Provavelmentendo compraria M Certamente ndo compraria

Figura 46 — Intengdo de compra dos paes com farinha mista de chia e trigo (FMCT) sem e
com Oleo essencial de orégano (OEOQ).
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Os resultados sugerem o interesse dos consumidores pelos produtos com adicdo de
6leo essencial em pdo de forma com farinha mista de trigo e chia, ndo tendo sido observada

rejeicdo para a formulagdo com aplicacdo na massa.

Dessa forma, foi comprovado que o 6leo essencial de orégano pode ser utilizado como
uma alternativa natural para o aumento de vida de prateleira do pdo de forma formulado com
farinha mista de chia e trigo e que além de mostrar a possibilidade do uso do 6leo essencial
como alternativa aos conservadores sintéticos, demostrou apresentar aceitacdo sensorial no
produto avaliado aplicado na massa do pdo ou aspergido, confirmado pelo indice de aceitacdo
sensorial superior a 70%.

Né&o foi encontrada na literatura consultada a aplicacdo de 6leo essencial de orégano

em péo de forma como antimicrobiano, apenas em embalagens.

Normalmente produtos de padaria e dos seus ingredientes, apresentam 60% como
responsaveis pela contaminagdo os fungos (Penicillium spp. e Aspergillus niger), enquanto
que as leveduras séo responsaveis por apenas 15%. Além da visdo negativa de crescimento
visivel, os fungos sdo responsaveis pelo sabor estranho, por producdo de micotoxinas, bem
como compostos alergénicos (NIELSEN; RIOS, 2000). Embora os fungos sejam destruidos
durante o cozimento, pode ocorrer recontaminacdo durante 0 empacotamento e subsequente
arrefecimento fazendo com que ocorra a contaminacdo por fungos apds o processamento.
Assim, a utilizacdo do 6leo essencial aspergido pode ser uma melhor alternativa para esses
produtos em relacdo a aplicacdo na massa. Neste trabalho, entretanto, a forma de aplicacéo

dos 6leos na concentracao de 0,02% no péo de forma nao influenciou na vida de prateleira.
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6 CONCLUSAO

A matriz orégano (Origanum vulgar L.) apresentou um percentual de compostos
bioativos como timol e carvacrol, de até 38,82% e 7,82% respectivamente, avaliados por
microextracdo em fase s6lida (SPME), o que demonstra sua escolha para extracéo e aplicacdo
de seus 6leos. Dentre as técnicas de extracdo analisadas, a SPME apresentou maior eficiéncia
em numeros de compostos extraidos e percentual em area relativa com a fibra polidimetil
siloxano-divenilbenzeno (PDMS-DVB) utilizando em um mesmo método de extracdo as
temperaturas de 80 °C e 40 °C por 20 minutos cada.

Dos 0leos essenciais obtidos por diferentes métodos de extragdo o dleo obtido por
extragdo com CO, supercritico (EFS) a 160 bar em 50 °C por 2h, apresentou resultados
favoraveis para rendimento em éleo, composicdo em timol e atividade antioxidante. O 6leo
obtido por hidrodestilacdo apesar de apresentar maior concentracdo em bioativos como timol,
apresentou menor atividade antioxidante, o que foi explicado pelo maior percentual em p-
cimeno, que e o precursor metabolico do timol. Entretanto, este 0leo foi 0 que apresentou
atividade antimicrobiana contra todos o0s micro-organismos avaliados (Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterecoccus faecalis, Aspergillus
niger e Penicillium stolonifer).

Em relacdo a atividade antioxidante, o 6leo obtido por Soxhlet com etanol por 6h foi o
que apresentou melhores resultados.

A analise térmica mostrou-se uma ferramenta importante no monitoramento da
composicdo e rendimento no processo de extracdo do referido trabalho. A técnica de
Termogravimetria (TG) mostrou que a estabilidade térmica do 6leo essencial de orégano
obtido pelo método de extracdo Soxhlet com etanol ndo modificou com o aumento do tempo
de extracdo de 4 para 6 horas. Além disso, mostrou 20% de compostos inorganicos
(confirmados EDXRF) presentes nestas oleoresinas. A Termogravimetria Derivada mostrou
que o produto obtido por extracdo foi heterogéneo, necessitando de processo de purificacao.
A Analise Térmica Diferencial ilustrou que a decomposicdo do triglicerideo presente no
produto obtido foi por oxidacdo, além de ter mostrado que a principal diferenca entre os
padrdes timol e carvacrol foi a temperatura de fusdo em 50 °C no timol.

Os diferentes Oleos obtidos apresentaram uma eficadcia maior contra E. coli e S.
aureus, além de apresentarem atuacdo contra fungos A. niger e Penicillium stolonifer, melhor

que os conservadores sintéticos utilizados (acido sérbico, acido benzoéico e propionato de
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calcio), avaliados pelo tamanho do halo de inibicdo. Além disso, a microscopia eletrnica de
varredura confirmou a atuacdo do 6leo essencial de orégano contra estes fungos.

O 6leo essencial de orégano a uma concentracdo de 0,02% p/p apresentou ser uma
eficiente forma de substituicdo de aditivos sintéticos para o produto pao de forma com farinha
de chia e trigo, aumentando a vida util em até 2 dias, comparado com o produto controle.
Maiores concentracbes poderiam aumentar a atividade antimicrobiana, entretanto, poderia
afetar a aceitacdo sensorial, que apresentaram indice de aceitacdo sensorial para impressdo
global de até 88,56%, indicando uma boa aceitacdo sensorial, requisito importante para

comercializacdo de produtos alimenticios.
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TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar o tempo de estabilidade dos Oleos essenciais de orégano em relacdo a
concentracédo de timol e carvacrol,

e Avaliar diferentes matrizes como fontes de bioativos;

e Avaliar a influéncia dos diferentes tamanhos de particulas das matrizes a serem
extraidos os Oleos essenciais no rendimento, composi¢cdo em compostos bioativos e
estabilidade térmica;

e Aplicar o 6leo essencial de orégano em outros produtos comparando com outros
aditivos sintéticos e atuacao;

e Auvaliar efeitos sinergisticos na atividade antimicrobiana e antioxidante do oOleo

essencial de orégano em aplicacéo junto com aditivos sintéticos.
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ANEXO A - PROGRAMA MATLAB

File Edit Tet Go (Cell Toole Debug Desktop Window Help

NEd| $RR920 |2 - Aeaf |k -ARBRE BB | sk bse | fr
BB -ho [+ s [x|e%e® |0,

@ This file uses Cell Mode, For information, see the rapid code ieration video, the publishing video, or help.

1 iPrograma para calculeo de densidade do C0OZ utilizando egquacgdo de
2 %(Peng-Robinson.

3 tHatia Yuri Fausta Hawase

4 - clear all

3 - clc

& iEntrada de dados

7= TI=input ('entre com o valor de temperatura em K--->"})

8 - P=inmput ('entre com o valor da pressdo em bar--->"')

g9 iDados criticos T[E], P[kar]

10 - Tc=304.1;

11 = Pc=73.8;

12 %(Fator Ascéntrico(w) e constante dos gases [L*bar/ (K*mol)]
13 - w—=0.239;

14 — E=8.314*10"(-2)

15 $Calculo de a, b e alfa para Peng-Robinson

16 — alpha=0.37464+1.54276%y=0.269928y"3;

17 - a = 0.45724% (R"2)* (Tc~2)* (1+alpha* (1- (T/Tc)~.5)) "2/Pc;

18 — b=0.07780%R*Tc/Pc;

19 ¥Ucilizagdc da forma edbieca da equagdc de Peng Robinson em termeos de Z.
20 - L= = a*P/ (R"Z*T"2);

21 - Bs = b*P/ (R*T):

22 3Calculo dos coeficientes da equacac cibica de Peng-Robinson
23 3al*V"3+aZ2*V"2+a3*V+ad=0

24 - al={B/ (R*T))"3;

25 — al=(-1+B=s) * (B/ (R*T) ) "2;

26 — a3=(A=-3* (B="2)-2*B=) * [P/ (R*T) )} ;

27 - ad4=-Ls*Bs+ (Bs"2)+ (Ba"3)

28 iCriagdo de vetor contendn oz coeficientes do polindmio cibico da equacio
29 %de Peng-Robinson

30 — V=[al,aZ,al, a4]’

31 3Calculo do volume molar em L/mol utilizando o comando roots
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PROGRAMA MATLAB (continuagao)

(1) Mew to MATLAB? Watch this Video, see Demos, or read Getting Started. x

entre com o valor de temperatura em E---»>323.15

T =

323.1500

entre com 0 valor da pressdc em bar--->120

P =

0.0572 + 0.06871
0.0572 - 0.06871
0.0829

fx >

-




