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Oleos essenciais (OEs) sdo liquidos oleosos aromaticos obtidos a partir de materiais vegetais,
que possuem propriedades bactericidas, antioxidantes e antifingicas. Contudo, a composi¢do
dos OEs pode ser alterada nas etapas de preparo de amostra, podendo modificar a sua
atividade bioldgica. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito de diferentes
métodos de preparo da amostra - moagem, secagem e atmosfera e método de extracdo, no
volume e composicdo do dleo essencial presente nas partes aéreas dede Baccharis articulata
(Lam.) Pers., popularmente conhecida como carqueja. Na avaliagdo do efeito da moagem
foram utilizados moinho criogénico, de facas (com e sem refrigeracdo) e de bolas. Para
avaliacdo da secagem foram utilizados quatro métodos: temperatura ambiente, estufa,
liofilizacdo e micro-ondas. Para extragdo foram avaliadas a hidrodestilagdo convencional
(HD) e a extragdo assistida por micro-ondas sem solvente (SFME). Os resultados mostraram
gue o OE da planta moida em facas forneceu o perfil similar ao OE da planta ndo moida,
enguanto que a moagem criogénica resultou em menor quantidade de OE devido ao menor
tamanho de particula obtido que levou a ruptura de tricomas glandulares que armazenam OEs.
A secagem por micro-ondas proporcionou ao OE um perfil similar aquele obtido da planta in
natura, a liofilizacdo forneceu os menores rendimentos de OE. O tempo de extracdo de
apenas 45 min com SFME forneceu rendimento comparavel aquele obtido apds 4 h por HD.
A injecédo de O, durante a extracdo de OE pelo aquecimento com micro-ondas apresentou um
OE com maiores quantidades de compostos oxigenados, uma maior atividade antioxidante em
relacdo as extracGes com injecdo de argdnio e ar sintético. Este estudo mostra que diferentes

métodos de preparo de amostra podem impactar a qualidade de OEs.

Palavras-chave: Preparo de amostra. Secagem. Moagem. Extragdo. Oleos essenciais.



ABSTRACT

Master of Science Dissertation
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EVALUATION OF DIFFERENT DRYING, GRINDING AND EXTRACTION
METHODS ON THE ESSENTIAL OIL OF Baccharis articulata (Lam.) Pers.
AUTHOR: BRUNA TISCHER
ADVISER: JULIANO SMANIOTO BARIN
Date and Place of Defense: Santa Maria, February 20, 2014.

Essential oils (EOs) are aromatic oily liquids obtained from vegetable materials, which
present bactericidal, antioxidant and antifungal properties. Nevertheless, the composition of
the EOs can be modified during sample preparation steps, changing their quality and
biological activity. The aim of this study was the evaluation of different sample preparation
methods — grinding, drying and atmosphere and extraction methods on the volume and
composition of essential oil from Baccharis articulata (Lam) Pers., called as carqueja. For
evaluation of grinding effect cryogenic, knives (with and without cooling) and balls mills
were used. For drying four methods based on room drying, oven, freeze and microwave
drying were used. For extraction the conventional hydrodistillation (HD) and solvent-free
microwave extraction (SFME)were evaluated. The results showed that EO from milled plant
with knives provided an EO with a profile similar to the EO from ungrounded plant, while the
cryogenic mill resulted in smaller amount of EO due to the smaller particle size obtained
leading to the glandular trichomes rupture and losses of EOs. Microwave drying resulted in an
EO profile similar with that from fresh plant, the freeze drying provided smaller yield. The
extraction time of 45 min with SFME provides yields comparable to those obtained after 4.5h
by HD. The injection of O, during extraction of the EO by microwave heating showed an EO
with higher amounts of oxygenated compounds, higher antioxidant activity in comparison to
extraction with injection of argon and synthetic air. This study showed that different sample

preparation methods could impact the quality of EO.

Keywords: Sample preparation. Drying. Grinding. Extraction. Essential oil.
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1 INTRODUCAO

Oleos essenciais (OEs) sdo liquidos oleosos aromaticos obtidos a partir de materiais
vegetais, como flores, folhas, sementes, galhos, cascas, frutos e raizes (BURT, 2004). Estima-se
que cerca de 3.000 OEs s&o conhecidos atualmente, dos quais em torno de 300 sé&o
comercialmente importantes, principalmente para o mercado de aromas e fragrancias
(BAKKALLI et al, 2008).0s OEs sdo considerados os agentes antimicrobianos naturais mais
importantes presentes nas plantas (NYCHAS, 1995; MOUREY e CANILLAC, 2002; BAJPAI
et al, 2008), porém, tem sido relatadas também propriedades antitoxigénicas (JUGLAL et al,
2002), antiparasitarias (PESSOA et al, 2002), antioxidantes (SAFAEI-GHOMI et al, 2008) e
antifungicas (DEBA et al, 2007) dos mesmaos.

Os métodos convencionalmente empregados para extracdo de OEs de diversas matrizes
vegetais envolvem a utilizagdo de solventes organicos, destilacdo por arraste a vapor e a
hidrodestilagdo (HD).Contudo, esses métodos geralmente envolvem altas temperaturas e longos
tempos de extracdo, o que pode ocasionar alteragdes quimicas, tais como a destruicdo de
compostos termossensiveis, assim como a perda de qualidade do Oleo essencial
(POURMORTAZAVI ¢ HAJIMIRSADEGUI, 2007). Dessa forma, métodos alternativos de
extragdo tém sido desenvolvidos para melhorar a qualidade dos OEs obtidos, como por
exemplo, a hidrodestilacdo assistida por micro-ondas (MHD - do inglés microwave
hydrodistilation) e a extracdo por micro-ondas sem solvente (SFME, do inglés solvent-free
microwave extraction), que emprega solvente apenas para umedecer o material vegetal. A
extracdo de OEs assistida por micro-ondas (MO), tais como a MHD e a SFME, séo alternativas
frente aos métodos de extracdo de convencionais que permitem transferéncia de energia mais
eficiente e reducéo do tamanho do equipamento, o que leva a uma resposta rapida ao processo
de agquecimento e consequente menor tempo para obtencdo de OEs (GARCIA e CASTRO,
2003).

Na literatura ha relatos sobre diferencas na composi¢do do 6leo essencial entre a SFME
e HD (LI et al, 2012; LUCCHESI et al, 2004), como observado para compostos oxigenados que
sdo encontrados em maior propor¢cdo na SFME (OKOH et al, 2010). Cabe ressaltar que esses
compostos, geralmente, conferem maiores atividades antibacteriana, antioxidante e antifingica
aos OEs (DEBA et al, 2008;. SANDRI et al, 2007; SOKMEN et al, 2003), tornando esse
método adequado a extragdo de compostos com atividade biolégica. Porém, ha pouca
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informagao disponivel na literatura que possa evidenciar as causas das diferencas obtidas entre
os OEs extraidos com MO e pelos métodos convencionais. Assim, outros fatores além da
diferen¢a na forma de aquecimento (p. ex., conveccao, condugdo, radiagdo, irradiagdo), tais
como temperatura, tempo de extracao, uso de solvente, quantidade e umidade da amostra e a
composi¢do da atmosfera, podem influenciar também no processo de transformagao dos OEs.

Entretanto, outras etapas relacionadas ao processamento de plantas além da extracéo,
tais como a secagem e a moagem do material vegetal, podem influenciar também o rendimento
de 6leo extraido e a composicdo quimica do mesmo. Fatores como temperatura, tempo de
processamento e pressdo controladas na secagem podem influenciar qualitativamente e
quantitativamente na composicéo do 6leo, assim como o tipo de moinho, tamanho da particula,
temperatura na moagem e tempo de moagem (MARKET, 1995; SINGH e GOSWAMI, 1999;
MURTHY e BHATTACHARYA, 2008).

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito de diferentes métodos de preparo da
amostra - moagem, secagem e extracdo, no volume e composicao 6leo essencial de B.articulata.
O género Baccharis, popularmente conhecido como carqueja € composto por varias espécies,
dentre elas: Baccharis trimera, Baccharis cylyndrica, Baccharis myriocephala e a B.articulata,
sendo a Ultima espécie a que foi utilizada neste estudo. O dleo essencial dessa planta pode
apresentar diversas atividades farmacoldgicas (GENE et al, 1996), tais como antibacteriana e
antioxidante (AVANCINI et al, 2000; OLIVEIRA et al, 2004). Para a avaliacdo do efeito da
moagem nos OEs de B.articulata foram utilizados trés tipos de moinho: moinho de facas (com e
sem refrigeracdo), moinho de bolas e moinho criogénico. Nesse estudo, foi analisado o tamanho
de particula e foi feita uma analise morfoldgica do material vegetal para verificar o rompimento
das estruturas da planta ocasionadas durante a moagem. Além disso, foi efetuada uma avaliagédo
do rendimento e analise quantitativa e qualitativa dos OEs por cromatografia gasosa. Para
avaliacdo do efeito da secagem foram utilizados quatro métodos de secagem: temperatura
ambiente, estufa, liofilizagdo e micro-ondas. Foram verificados os rendimentos da extragdo de
OEs e foi feita analise quantitativa e qualitativa dos mesmos por cromatografia gasosa, assim
como anélise da atividade antioxidante. Na avaliacdo dos métodos de extracdo, foi empregada a
HD e a SFME. Foram comparados os tempos de extracéo, rendimento de 6leo e foi realizada a
andlise quantitativa e qualitativa do OE por cromatografia gasosa. Apos injecdo de gases
(argbnio, ar sintético e oxigénio) durante a SFME os OEs obtidos foram analisados
gualitativamente e quantitativamente por cromatografia gasosa e a andlise da atividade
antioxidante dos OEs foi realizada para verificar eventuais alteraces da atividade bioldgica

oriundas da modificagdo dos compostos durante o processo de extracéo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oleos Essenciais (OES)

A maioria dos principios ativos extraidos de plantas provém do metabolismo vegetal
secundario, como por exemplo, os 6leos essenciais. A glicose formada no metabolismo
primario € a precursora dos metabdlitos secundérios, levando a formagao de Acetil-Coenzima
A (acetil-COA) e posterior formacdo do acido mevalénico. A producdo dos compostos
secundarios pode ocorrer por meio de duas vias principais, a formacdo de derivados de
terpendides pela via do acido mevalénico-acetato e a formacdo de compostos fenolicos pela
via do &cido chiquimico. Para a producdo de terpenoides, o &cido mevaldnico (mevalonato),
que é o precursor primario de todos os terpendides e esteroides biossintetizados pelas plantas,
é fosforilado, desidratado e descarboxilado para formar o isopentenildifosfato (IPP), que é a
unidade isoprénica biogénica de todos os terpenoides. Através da atividade da enzima
isopentenildifosfatoisomerase, o IPP é isomerizado para formar o dimetilalildifosfato
(DMAPP). O DMAPP ¢ o precursor de unidades isopreno encontradas em um grande nimero
de compostos vegetais. Inicialmente, o IPP e o DMAPP reagem e forma o geranil difosfato
(GPP), uma molécula de 10 carbonos, a partir da qual sdo formados os monoterpenos. O GPP
pode se ligar a outra molécula de IPP, formando um composto de 15 carbonos, o
farnesildifosfato (FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adi¢do de outra molécula
de IPP forma o geranildifosfato (GGPP), composto de 20 carbonos, precursor dos diterpenos.
Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (C30) e tetraterpenos
(C40), respectivamente (DEWICK, 2009), conforme mostrado na Figura 1.

De acordo com a Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 2, de 15 de janeiro de
2007, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, 6leos essenciais sdo produtos
volateis de origem vegetal, obtidos por processo fisico (destilacdo por arraste a vapor de agua,
destilacdo a pressdo reduzida ou outro metodo adequado) (BRASIL, 2007). Os OEs séo
concentrados aromaticos e liquidos oleosos obtidos a partir de uma variedade de materiais de
plantas e especiarias, 0s mesmos séo divididos em dois grandes grupos, os hidrocarbonetos

que consistem, basicamente, de terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos) e 0s
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compostos oxigenados, como por exemplo, ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois, fendis, acidos
entre outros (KAUFMAN et al, 2002).

Isopentenil difosfato (IPP) 7T Noep ; opp Dimetilalil difosfato (DMAPP)

Ligacdo cabega -cauda

Geranil difosfato (GPP) | s
Monoterpenos (C,,)

IPP

[ Sesquiterpenos (C,s)
Farnesil difosfato (FPP) ™

. [ 2x Triterpenos (Cs,)
opp

IPP

[ ]}

A~ . PP Dit C

Geranilgeranil difosfato (GGPP) 1 |] [ WS i Caol
XA 2x

T Tetraterpenos (C,,)

Figura 1: Sintese de terpenos a partir do IPP e do DMAPP.
Fonte: Dewick (2009).

Desde a Idade Média os OEs tém servido de base para diversas aplicacfes na medicina
popular devido a suas propriedades bactericidas, antifingicas, medicinais e aromaticas, sendo
empregados na preservacdo de alimentos e como antimicrobianos naturais, analgésicos,
sedativos, anti-inflamatérios e anestésicos locais (BAKKALI et al, 2008).Segundo Silva e
Casali (2000), os oleos essenciais sdo normalmente elaborados nas folhas, armazenados em
espacos extracelulares, entre a cuticula e a parede celular. A biossintese de OEs ocorre
normalmente em estruturas chamadas tricomas glandulares que estdo distribuidos em
guantidades diferentes por toda a planta, mas ocorrem principalmente nas folhas e célices
(LEVIN, 1973).Apesar de todos os orgdos de uma planta poder acumular 6leos volateis, sua
composicao pode variar segundo a sua localizacdo, época da coleta, condi¢Oes climaticas e de
solo (SIMOES et al, 2000).

O uso de Oleos essenciais em produtos alimenticios pode melhorar a qualidade do
produto, realcar as caracteristicas sensoriais, prevenir a deterioragdo por micro-organismos e

por oxidacdo do mesmo. Os antioxidantes naturais protegem a fracdo lipidica da oxidacéo
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através do bloqueio de radicais livres, seguida da conversdo dos mesmos em produtos estaveis
por meio da doacdo de hidrogénio ou elétrons (ARAUJO, 1999). Porém, o processamento da
amostra pode provocar a degradacdo dos antioxidantes da amostra fresca. Por exemplo, o
tratamento térmico pode ser responsavel por perdas de antioxidantes naturais (MOURE et al,
2001). Entretanto Halliwell et al (1998), Wijewick e Kitts (1998) que estudaram atividades
antioxidantes de diversos alimentos submetidos ao processamento afirmam que 0 mesmo
pode melhorar o conteddos destes compostos ativos, devido a formacdo de combinagdes
novas e que tém propriedades antioxidantes, de forma que a atividade antioxidante permaneca
igual ou maior que a do produto fresco.

Estudos demonstram que aproximadamente 60% dos O6leos essenciais possuem
propriedades antifangicas e que 35% apresentam propriedades antibacterianas (LIMA et al,
2006). Na industria alimenticia, os OEs podem atuar como antioxidantes e antibacterianos,
além de em alguns casos reproduzir o sabor e odor da planta utilizada (BUSATTA, 2006).
Estudos tem demonstrado resultados satisfatorios na aplicacdo de 6leos essenciais de diversas
plantas no controle de Salmonella em alimentos (BAJPAI et al, 2012) e na preservacdo das
propriedades quimicas e sensoriais de queijo adicionado de Oleo essencial de orégano
(OLMEDO et al, 2013). Além disso, os OEs tem mostrado atividade antimicrobiana em
produtos carneos (JAYASENAA et al, 2013). Govariset al. (2010) avaliaram o efeito
antibacteriano de OEs de orégano sobre a carne de ovelha picada, onde adi¢des de 0,9% de
OEs na formulacdo permitiram a inibicdo de Salmonella enteritidis. Resultados semelhantes
também foram observados para bacalhau (TASSOU et al, 1999). A adicdo de 0,6% de OEs de
tomilho em carne bovina picada apresentou a inibi¢do de E.coliO157:H7 (SOLOMAKOS et
al, 2008).Desta forma, pode-se perceber que a utilizacdo de OEs na industria alimenticia é
uma tendéncia e que a avaliacdo dos processos envolvidos na sua obtengdo (p. ex., moagem,
secagem, extracdo) podem ser fundamentais para assegurar (ou maximizar) a atividade

desejada dos mesmos.

2.2 Baccharis articulata (Lam.) Pers.

O género Baccharis (familia Asteraceae) esta representado por mais de 500 espécies
distribuidas principalmente no Brasil, Argentina, Colémbia, Chile e México, ocupando as

regibes de maior altitude. A espécie B. articulata (Figura 2), € nativa em uma regido
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compreendida pelo Uruguai, norte da Argentina, Paraguai, Bolivia e Brasil (VERDI et al,
2005).

E conhecida popularmente como carqueja, carqueja amarga e Vvassourinha
(DEGASPARI et al, 2002). Essa planta se caracteriza como um arbusto pequeno, por caules
intensamente ramificados e bialados, com ramos sem folhas, alas interrompidas
alternadamente, de forma desigual, estreita ou larga, planas e levemente onduladas, verdes, as

vezes brilhantes, membranosas a levemente coridceas (CEZAROTTO, 2009).

Figura2: B. articulata. (a), vista geral (b) vista ampliada das partes aéreas.
Fonte: Cezarotto, V. S. (2009).

B. articulata é utilizada na medicina popular principalmente como ténico
estomaquico, anti-diarréico e anti-reumatico. Sua funcdo principal € regular o funcionamento
do figado e intestinos. Além disso, € usada como antisséptica, secante de ulceras e como
vermifugo(KORBES,1995; ALONSO,1998, DEGASPARI et al, 2001). Além dos fins
medicinais, ha a aplicacdo dessa planta na fabricacdo de cerveja como substituintes do Itpulo,
devido ao seu amargor caracteristico (BARROSO, 1976; CEZAROTTO, 2009). Nos estudos
de atividades bioldgicas destacam-se os efeitos alelopaticos, antimicrobianos, citotoxicos e
anti-inflamatorios (VERDI et al, 2005).

Na estrutura de B. articulata, podem ser encontradas unidades secretoras de OEs,

como dutos secretores e tricomas glandulares. Os tricomas glandulares em B. articulata
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consistem de células cobertas por uma cuticula espessa com citoplasma denso. Os dutos
secretores apresentam epitelio uni-seriado, contendo de 4 a 10 células que apresentam
citoplasma denso e armazenam produtos lipofilicos, tais como os OEs. Contudo, a maior parte

dos OEs fica armazenada nos tricomas glandulares (BUDEL et al, 2013).

2.3 Etapas envolvidas na obtencédo de OEs

Segundo Simdes (2005), as acBes de transformacdo da matéria prima vegetal
consistem nas etapas de coleta, selecdo, limpeza, secagem, moagem e extracdo. As etapas de
coleta, selecdo e limpeza fazem parte, normalmente, do processo de amostragem do material
vegetal. J& a secagem do material é efetuada com o objetivo de reduzir a umidade para evitar
a deterioracdo e permitir o armazenamento por maior periodo de tempo. Na etapa de
cominuicdo, o tamanho de particula é reduzido para melhorar a homogeneidade do material e
facilitar o manuseio, armazenagem e extracdo dos OEs. Finalmente, é efetuada a etapa de
extracdo, que pode ser realizada por diferentes métodos. A figura 3 apresenta um esquema das
principais etapas envolvidas na obtencéo de OEs.

e N

Amostragem Consiste na coleta, sele¢do e limpeza da amostra.
. J
( S ) Se baseia na reducdo do teor de umidade da amostra,
L €cagem ) diminuindo a velocidade de deterioracdo do material vegetal.
[ M | Consiste na reducéo do tamanho de particula do material vegetal
L Oagem ) afim de facilitar a manipulagéo, mistura e extragdo.

X E aplicada para a obtencdo de OEs, a partir de métodos que
E Extragao } envolvam calor, forga mecénica, entre outros.

Figura 3: Etapas envolvidas na obtencdo de 6leos essenciais a partir de materiais vegetais.

Antes e apo6s a coleta do material vegetal, vérias alteracdes quimicas, fisicas e

microbiologicas da planta acontecem, podendo levar a sua degradacdo em poucos dias. O grau
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de umidade das folhas, a umidade relativa do ar, a temperatura e época do ano sdo exemplos
de alguns fatores que podem afetar tanto a quantidade quanto a composi¢do dos OEs
anteriormente a coleta do material vegetal. Segundo Cezarotto (2009), o rendimento de OEs
de B. articulata varia significativamente em diferentes épocas do ano, sendo que 0s maiores
rendimentos séo observados no inverno, com cerca de 0,43 + 0,05% e 0s menores no vergo,
com aproximadamente 0,22 + 0,01%.Apesar da importancia da avaliacdo das condi¢fes de
cultivo da planta, apds a coleta, transformacgdes tém sido observadas nos OEs, sendo
dependentes das condicdes de secagem e armazenamento (BAHLOUL, BOUDHRIOUA e
KECHAOU, 2008). Assim, nessa se¢do serdo abordados somente os fatores associados ao
periodo que segue apos a coleta do material vegetal (p. ex. secagem e moagem) até o0 processo

de extracao.

2.3.1 Secagem

O elevado teor de agua presente nas células e tecidos das plantas, em torno de 60% a
80%, faz com que a secagem tenha importancia fundamental para evitar transformacgdes dos
compostos originalmente presentes no material vegetal, causadas por processos quimicos,
bioquimicos e/ou microbiolédgicos. Desta forma, a secagem de plantas deve ser realizada ap6s
a coleta do material vegetal para preservar as caracteristicas de cor, aroma e sabor, devendo
ser iniciada o mais rapido possivel (BRASIL, 2006). A secagem da amostra diminui a
velocidade de deterioracdo do material, por meio da reducdo do teor de agua, atuando
regressivamente na acao das enzimas e possibilitando a conservagdo das plantas por maior
tempo. Este processo deve ser realizado até que a planta atinja umidade entre 8% e 12%,
conforme a espécie e a parte da planta utilizada (SILVA e CASALLI, 2000). Com este teor de
umidade, a maior parte das plantas pode ser armazenada sem que ocorra a deterioracdo e o
desenvolvimento de micro-organismos como fungos, bactérias e leveduras, conforme
recomendado na legislacdo brasileira sobre plantas medicinais, arométicas e condimentares
(BRASIL, 2006; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2005).

Os OEs presentes nas plantas medicinais s80 0s componentes mais sensiveis ao
processo de secagem, devido a sua elevada pressdo de vapor e consequente possibilidade de
perda por volatilizagdo. As variacdes nas concentracfes dos seus constituintes, durante a

secagem, dependem de varios fatores como o método de secagem escolhido, temperatura
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empregada, caracteristicas fisioldgicas da planta, além da quantidade e composicdo dos OEs
presentes nas plantas (VENSKUTONIS, 1997). Na Tabela 1 estdo apresentados alguns

métodos de secagem com suas respectivas caracteristicas.

Tabela 1-Caracteristicas dos principais métodos de secagem de materiais vegetais

Meétodo Caracteristicas Vantagens Desvantagens

Ambiente processo lento conduzido  baixo custo variavel com o clima;
na sombra e em local menos eficaz; lento
ventilado

Liofilizacdo  congelamento e conservagao das procedimento lento e
subsequente sublimacdo da propriedades bioquimicas dispendioso
agua

Estufa transferéncia de calor por  simples, utilizada em alteracdo da
conducéo/conveccéo; laboratorios composic¢do quimica;
dependente das condicGes possiveis perdas de
de temperatura, umidade e substancias volateis
corrente de ar

Micro-ondas  geracdo de calor no tempo reduzido, possiveis perdas de
interior do material vegetal eliminacdo de micro- substancias volateis

organismos e
preservacdo da cor

Fonte: Pastoriniet al, (2002).

A secagem em temperatura ambiente € um processo de baixo custo, sendo necessario
apenas 0 uso de bandejas para a desidratacdo e uma &rea adequada para O processo,
normalmente a sombra. Entretanto, o desempenho desse processo sofre variagdes de acordo
com o clima, apresentando condigcOes de secagem que podem variar de um dia para outro. Os
alimentos e plantas submetidos a secagem ambiente geralmente possuem coloragdo mais
intensa que os submetidos a secagem por calor, além de apresentarem, geralmente, menores
perdas de OEs (CELESTINO, 2010). Sellami et al (2011) observaram que a secagem de louro
(Laurus nobilis L.) em temperatura ambiente proporcionou os maiores rendimentos de 6leo
essencial em relacdo a secagem em estufa e preservou os hidrocarbonetos monoterpénicos da
amostra fresca. Um estudo de avaliacdo de OE de manjericdo (Ocimum basilicum) mostrou
que a secagem em temperatura ambiente apresenta maiores rendimentos que a secagem em
estufa e por liofilizacdo, mantendo uma maior propor¢do de monoterpendides. Contudo, no

estudo de Pirbalouti et al (2013) a secagem em temperatura ambiente de Satureja bachtiarica
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(planta da familia da menta) proporcionou perdas de compostos oxigenados (monoterpenos e
sesquiterpenos) com menores rendimentos de OEs que a secagem em estufa.

O processo de secagem por liofilizacdo € um processo que consiste de trés etapas,
onde na primeira etapa ocorre o0 congelamento do produto, de modo que a dgua presente no
material seja convertida em gelo. Apés, o gelo formado durante o congelamento é removido
do material pela conversdo direta do estado solido para vapor através da sublimac&o,
conduzida em pressdo reduzida. Na terceira etapa, a agua que ainda permanece ligada
fortemente aos solutos, denominada &gua adsorvida, € convertida em vapor e removida do
produto por dessorcdo (JALES, 1999). Geralmente, a secagem por liofilizagdo é a que menos
agride o material vegetal, pois ocorre a conservacgdo das propriedades bioquimicas do material
vegetal. Entretanto, esse método é muito oneroso, pois a remocao de agua é lenta, tornando o
procedimento moroso (LIAPIS, 1987). Os resultados na literatura sdo contraditorios com
relacdo as alteracOes causadas pelo processo de secagem por liofilizagdo. Segundo Cabezudo
(2003), a secagem de diversos materiais vegetais por liofilizacdo promove a reducdo de
compostos oxigenados e a alteracdo sensorial significativa em relacdo a amostras frescas.
Boset al (2002) verificaram perdas significativas de compostos volateis da planta fresca,
principalmente de hidrocarbonetos monoterpénicos de Antriscussylstris (L.) quando secas por
liofilizacdo. J& Rahimmaleka e Goli observaram os maiores rendimentos de dleo essencial de
tomilho (Thymys daenensissubsp. daenensis.) submetido a liofilizacdo e as menores perdas de
hidrocarbonetos monoterpénicos.

A secagem em estufa € um dos métodos mais comumente empregados para a reducao
da umidade de plantas, onde o calor é transferido para o material por conducdo/conveccao. As
condi¢des de secagem podem ser controladas pela temperatura e umidade do ar aquecido
(PAN, 1997). Contudo, esse processo pode levar a alteracdo dos compostos volateis e perdas
de OEs. Segundo Martins (2000), a secagem de capim limdo (Cymbopogon citratus) em
estufa a 45 °C proporcionou menores rendimentos de OE e modificagdes dos componentes
majoritarios em relagdo a planta fresca. Radunzet al (2002) observaram que a secagem em
estufa & 60 °C de alecrim pimenta (Lippia sidoides) proporcionou algumas modificagdes na
composicdo do oOleo essencial, principalmente o incremento de cariofileno na amostra
submetida a secagem, observando aumento de hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Rahimmalek
e Goli (2013) observaram perdas significativas de hidrocarbonetos monoterpénicos no OE de
tomilho (Thymys daenensis) submetido a secagem em estufa em relacéo a planta fresca.

Segundo Mujumdar e Menon (1995), hd muitas vantagens no uso da energia micro-

ondas para secagem de alimentos, como o aquecimento uniforme do material, eficiéncia na
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conversdo de energia, aumento na qualidade do produto final, menor tempo e espago para
secagem, controle do processo, entre outras. Segundo Pirbalouti et al (2013), o manjericdo
(Ocimum L.) quando submetido a secagem em micro-ondas (60 °C), apresentou maiores
perdas dos compostos oxigenados majoritarios, como o estragol e linalol. O mesmo foi
observado no 6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis), onde a secagem em micro-
ondas proporcionou perdas dos compostos oxigenados como 1,8 cineol, 6xido de cariofileno e
a-terpineol, porém, um perfil similar de cor e aparéncia em relacdo a planta fresca foi
observado. Sellami et al. (2010) ndo observaram diferencas significativas entre a composicdo
do OE submetido a secagem com micro-ondas em comparacdao com a planta fresca, inclusive
para compostos oxigenados.Com a utilizacdo de MO e através da geracdo do calor interno, a
transferéncia de massa ocorre devido a diferenca de pressdo estabelecida e como
consequéncia ocorre rapida geracdo de vapor no interior do material. A maior parte da
umidade € evaporada rapidamente, forcando o liquido para a superficie na forma de vapor,
ocorrendo assim, uma secagem rapida sem que seja necessario superaquecimento da
atmosfera, diminuindo o risco de superaquecimento do material (SOURAKI, 2009).Além
disso, ha uma taxa consideravel de eliminacdo de micro-organismos e geralmente ha a
preservacao da cor do material vegetal, porém, devido a alta interagdo de MO com alguns
compostos, pode haver perda de algumas substancias volateis.

2.3.2 Moagem

O processo de moagem consiste, basicamente, na redugdo do tamanho da particula
através da aplicacdo de uma forca mecanica com o objetivo de facilitar a manipulag&o,
transporte, embalagem, armazenamento, mistura e extragdo dos compostos bioativos
(BRANDAO, 2007). Para a reducdo do tamanho aplica-se uma forca sobre o material, que
pode ser feita por martelos, bolas, facas, barras metélicas, entre outros, dentro de um
compartimento fechado. Os moinhos podem ser classificados de acordo com o tipo de
material utilizado para promover a moagem, conforme mostrado na Tabela 2. Entre os
mecanismos utilizados nesses moinhos podem ser citados pressdo, impacto, abrasdo e corte ou
combinacdo de varios mecanismos sobre o material vegetal. Os fatores que podem influenciar
na moagem sdo o tipo de moinho, tempo de processo, tipo da amostra e granulometria do
material (HAYES, 1999).



25

De acordo com Markert (1995), a cominuigdo de materiais da amostra € um dos passos
mais importantes no processo global analitico. Se adequada, melhora a homogeneidade do
analito, e impede a segregacdo do material como um resultado de uma ampla distribuicdo de
tamanho de particula no interior da amostra. Materiais vegetais ndo sdo homogéneos e a
variacdo na concentracdo dos analitos nas folhas pode prejudicar a microanalise quantitativa.

Assim, para a moagem de materiais vegetais, torna-se importante conhecer a aplicagéo
de cada tipo de moinho e o tamanho de particula que pode ser obtido para assegurar a selecdo
correta do método de moagem. Para obtencdo de materiais com menores tamanhos de
particula geralmente é utilizado o moinho criogénico, sendo recomendado também para
moagem de materiais sensiveis ao calor devido as baixas temperaturas empregadas. Para
obtencdo de materiais com maiores tamanhos de particula pode-se utilizar o moinho de bolas
que pode ser aplicado para diversos tipos de materiais, porém, o processo de cominuicdo €
mais lento e envolve o aquecimento da amostra, o que pode levar a perda de compostos
volateis. J& o moinho de facas permite efetuar a moagem de maneira mais rapida que o
moinho de bolas, porém também ira proporcionar a elevacdo de temperatura do material
vegetal. Contudo, um processo de resfriamento da cavidade de moagem pode ser utilizado

para minimizar o impacto do calor sobre o material vegetal.

Tabela 2 -Classificacdo de moinhos utilizados para cominuicdo de materiais vegetais.

Tipo de moinho Mecanismo Granulometria (um) Uso (material)
facas corte 20280 fibroso
bolas friccéo 42325 quase todos
rolos pressao 20 a 200 moles
atrito atrito 20 a 200 moles e fibrosos
criogénico impacto 1a100 sensiveis ao calor

Fonte: Brand&o (2007).

No moinho de facas a reducdo do tamanho de particula é obtida pelo corte do material
usando facas montadas em um ou dois eixos, sendo frequentemente empregados para moagem
de materiais ducteis (RON E PENEV, 1995).No moinho de bolas a moagem ocorre por

friccdo, podendo usar bolas lisas ou dentadas. O tamanho de particula é definido pelo
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tamanho e tipo da bola utilizada, além do ajuste da velocidade e do tempo de moagem
(HAYES, 1993).

A moagem criogénica envolve o congelamento do material vegetal a temperaturas
muito baixas, podendo-se utilizar nitrogénio ou argénio liquido. Nesse processo, a fragilidade
do material é aumentada com o congelamento, levando a uma maior eficiéncia de moagem
(RON e PENEV, 1995). Dessa forma, o material se torna quebradico, sendo necessaria uma
menor energia para sua cominuicdo (IYENGAR e KASPEREK, 1977).Esta técnica € utilizada
para muitas aplicacdes na area de alimentos, como por exemplo, para homogeneizar figado
bovino (ZEISLER et al, 1983) e amostras de peixes (MAY e KAISER, 1984), as quais
apresentam menores tamanhos de particula quando processadas nesse tipo de moinho. Devido
a reducao do tamanho de particula, uma melhor homogeneidade dos materiais pode ser obtida.
Mierzwa et al. e Gouveia et al.(2002), observaram que a moagem criogénica de folhas de chas
e cereais matinais permitiu uma menor variagdo nos resultados obtidos para determinacéo de
metais nessas amostras.

A figura 4 mostra o conjunto de moagem utilizado em alguns sistemas de moagem
criogénica. O mesmo é constituido de um tubo de policarbonato, uma barra magnética e duas
tampas de aco inoxidavel. A amostra é introduzida junto com a barra magnética no tubo de
policarbonato, o qual é vedado nas extremidades com tampas de aco. O conjunto de moagem
é imerso em nitrogénio ou argbnio liquido durante todo o programa de moagem. Ap6s 0
periodo de pré-congelamento selecionado, um campo magnético alternado € aplicado fazendo
com gue a barra magnética atinja as tampas do tubo em alta velocidade. A cominuicdo é
promovida pelo impacto da barra magnética com as amostras e com as tampas do conjunto de
moagem (JUNIOR, 2003).
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Figura4: Conjunto de moagem utilizado em alguns moinhos criogénicos.
Fonte: Junior D. (2003).

A moagem de materiais vegetais pode ser feita por diferentes maneiras empregando
diversos tipos de moinhos. Os mesmos se diferenciam no tempo de moagem, p. ex., 0 moinho
de facas e o moinho criogénico obtém pequenos tamanhos de particula em um curto periodo
de tempo, porém no moinho de facas quando ndo ha refrigeracdo pode haver incremento de
temperatura, o que pode ser revertido facilmente com o resfriamento do equipamento ou com
0 uso de um moinho criogénico. No moinho de bolas € um processo de moagem mais
demorado e que fornece material com maior tamanho de particula, porém é um processo
barato e facil de conduzir, j& 0 mesmo nao ocorre no moinho criogénico. Ha alguns estudos de
comparagdes entre atributos sensoriais de materiais vegetais, como de pimenta (Piper nigrum
L), no qual Liu et al 2013, estudaram o efeito da moagem criogénica e do moinho de martelos
na pimenta moida. O moinho criogénico resultou em uma minima alteracdo de cor, flavor e
atributos sensoriais da pimenta e, além disso, 0 moinho criogénico preservou compostos que
sd0 importantes na preservagdo do aroma como o limoneno, a-pineno, e -pineno, cresol e
linalol, os quais foram perdidos com moinho de martelos ou em longos periodos de
armazenamento (superior a seis meses). Segundo Junior et al, 2003, devido ao uso de
nitrogénio liquido na moagem criogénica, ocorre a diminui¢do da possibilidade de perda de
componentes volateis.

Em relagdo a influéncia da moagem nos OEs hd uma escassez de trabalhos na
literatura, sendo que em um dos Unicos encontrados foi feita a comparacdo dos efeitos da

moagem criogénica e a temperatura ambiente nos OEs de pimenta preta (variedade Malabar).
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Murthy et al. 2008, evidenciaram que 0 moinho criogénico preservou em maiores quantidades
dos hidrocarbonetos monoterpénicos e o aroma da amostra em relagdo a moagem em
temperatura ambiente. Entretanto ndo foram encontrados na literatura mais estudos sobre a

influéncia de diferentes métodos de moagem nos OEs de plantas

2.3.3 Extracdo de 6leos essenciais

Diferentes métodos sdo usados para extragdo de Oleos essenciais, como a
hidrodestilacdo, destilacdo por arraste a vapor, destilacdo a vacuo, enfloracdo, extracdo com
solventes, prensagem, extracdo por dioxido de carbono supercritico, entre outros. Estas
técnicas sdo usadas hd muitas décadas, entretanto em geral consomem muita energia e
requerem grandes quantidades de solvente ou elevado tempo de extracdo. Dentre 0s processos
existentes para extracdo de Oleos essenciais, a HD e a extracdo assistida por MO serdo as
técnicas enfocadas neste estudo, tendo em vista a aplicacdo nesse trabalho.

A HD é um método antigo e versatil, sendo o mais usado comercialmente no Brasil
(SIMOES et al., 2000). Nesse método de extracdo o material vegetal permanece em contato
com a agua em ebulicdo aquecida, por exemplo, através de manta de aquecimento, onde o
vapor faz com que as paredes celulares se abram e 0 6leo que esta entre as células evapore
junto com a agua que vai para o condensador, onde € resfriado e separado por diferenca de
densidade. No caso das produgfes em pequena escala, emprega-se o aparelho de Clevenger
(Figura 5), o qual é conectado a um recipiente contendo o material vegetal e o solvente. O
6leo essencial obtido, apds separar-se da agua, deve ser seco com sulfato de sodio (Na,SOy)
anidro (SIMOES et al., 2000).
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Figura5: Extracdo de Oleos essenciais pelo método convencional (Hidrodestilacdo), usando
sistema tipo Clevenger.

Fonte: SIMOES et al., 2000

A radiacdo MO tem sido utilizada com frequéncia para extracdo de produtos naturais e
processos que geralmente necessitam de horas ou dias pelos métodos convencionais (Li et al,
2013; MADEJ, 2009, AZMIR et al, 2013). Algumas vantagens sao citadas no uso de MO, tais
como aquecimento eficaz, rapida transferéncia de energia, reducdo do tamanho do
equipamento, resposta rapida ao processo de aquecimento, aumento de producéo e eliminagao
de etapas do processo (GARCIA e CASTRO, 2003).

A extracdo de OEs assistida por MO, tem sido feita de maneira similar a HD apenas
com a modificagdo do sistema de aquecimento, onde se utiliza a hidrodestilagdo (com as
mesmas quantidades de solvente) associada a radiacdo micro-ondas. Essa técnica é chamada
de hidrodestilagdo com micro-ondas (MHD, do inglés Microwave hydro-distillation),
(FLAMINI ET AL, 2007; JIAO ET AL, 2012). Entretanto, o procedimento mais
frequentemente utilizado envolve a reducdo da quantidade de solvente, sendo chamado de
extracdo assistida por MO sem solvente (SFME, do inglés Solvent-Free Microwave
Extraction). Basicamente, a SFME envolve a colocacdo do material vegetal seco previamente
umedecido em um reator de MO (Figura 6) e o aquecimento interno do material vegetal faz
com que ocorra 0 rompimento das células que armazenam o6leo essencial. O 6leo essencial
apos sair da planta, passa por um sistema de condensacdo que fica fora do forno MO e

condensa continuamente, sendo posteriormente recolhido (LUCCHESI, 2004). Nesta técnica
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ndo é necesséria a adicdo de solvente para extracdo, apenas o conteldo de &gua da planta
fresca ja é suficiente para ocorra a extracdo. Para materiais secos a planta pode ser umedecida
antes da extracdo (BAYRAMOGLU et al, 2008).

Condensador

4— Clevenger

Recipiente
<« P

(Solvente + amostra)

Figura 6: Equipamento para extracdo de OEs por SFME.
Fonte: Adaptado de Simdes et al, 2002.

A utilizacdo da SFME para a extracdo de compostos bioativos como os OEs €
vantajosa em relacdo a outras técnicas, pois reduz o tempo de extracdo. Por exemplo, para
obtencdo de OEs de materiais vegetais por MO sdo necessarios em torno de 30 a 50 min,
enquanto usando a HD com aquecimento convencional cerca de 4 a 5 h de extragcdo séo
necessarios (LI ET AL, 2012, LUCCHESI ET AL, 2007, BAYRAMOGLU AT EL, 2008).
Diferencas também sdo observadas na composicdo dos OEs. Filly et al (2014) relataram que a
extracdo de OEs com SFME aumenta a quantidade de compostos oxigenados, 0s quais sdo
mais odoriferos que hidrocarbonetos monoterpénicos. Os mesmos observaram que para OES
de alecrim (Rosmarinus officinalis),cerca de36,2% e 33,9% de compostos oxigenados séo
obtidos por SFME e HD, respectivamente. Para monoterpenos, o oposto foi observado, com
62% e 66% de monoterpenos obtidos para SFME e HD, respectivamente. Diferencas também
sdo observadas na atividade antioxidante dos OEs obtidos por diferentes métodos. Ma et al.
(2012) evidenciaram que os OES extraidos por SFME apresentaram atividade antioxidante

maior que aqueles extraidos por HD, sendo 31,99 pg/mL e 85,86 pg/mL para SFME e HD,
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respectivamente. Dessa forma, pode-se observar que é necessario adicionar o dobro de OE
extraido por HD para ter o mesmo efeito antioxidante em relacdo ao OE extraido por SFME.

Conforme citado acima muitos fatores podem influenciar na composi¢cdo do oleo
essencial. Por exemplo, na extracdo por SFME tem sido obtida maior quantidade de
compostos oxigenados, 0s quais tém apresentado diversas atividades bioldgicas (DEBA et al,
2008). Apesar de varios trabalhos na literatura indicarem tal processo, nenhum estudo foi
encontrado na literatura que permita indicar as possiveis causas. Um dos fatores que talvez
possa influenciar na composi¢ao dos 6leos essenciais ¢ a atmosfera dentro do sistema de
extracdo. Atualmente as extragdes de OEs (pelos métodos convencionais ¢ por SFME) sdo
feitas na presen¢a do ar atmosférico, o qual possui como constituintes majoritarios o oxigénio
(em torno de 21%) e o nitrogénio (em torno de 79%), podendo haver presenca de outros gases
minoritarios que podem ser considerados contaminantes no ambiente como, por exemplo,
dioxido de carbono, dioxido de enxofre, o0zOnio, entre outros (AKASOFU,
1989).Considerando a maior quantidade de compostos oxigenados nos OEs obtidos por
SFME, pode ser que exista alguma relacdo com oxigénio presente na atmosfera interna dos
frascos de extragdo com a radiagdo micro-ondas. Assim, torna-se interessante verificar a
influéncia da fase gasosa durante o processo de extragdao na composicao dos 6leos essenciais,
0 que até o presente momento nado foi abordado na literatura.

Outra hipotese seria a maior absor¢do de radiagdo micro-ondas por compostos
oxigenados, que ocorreria pela formagdo de dipolos nas moléculas dos componentes
oxigenados dos OEs, aumentando a interacdo com as micro-ondas e eficiéncia de extracao.
Um indicio da maior absor¢ao de micro-ondas desses compostos pode ser obtido na avaliagao
de processos de secagem, onde compostos oxigenados sao perdidos em maior quantidade no
processo com micro-ondas em comparacdo com os demais métodos, possivelmente pela

maior interagdo com as micro-ondas.



3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi dividido em quatro etapas para avaliacdo dos diferentes métodos de
moagem, secagem, método de extracdo e atmosfera de extracdo por SFME nos OEs, visando
assim avaliar quantitativamente e qualitativamente o OE presente nas partes aéreas de B.
articulata, as etapas estdo subdivididas e estdo mostradas na figura 7.

Coleta das partes 4éreas de B. articulata
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Figura 7: Fluxograma com as etapas de preparo de amostra estudadas para obtencéo de OE de
B. articulata. Legenda: MFSR (Moinho de facas sem refrigeragdo), MFCR (Moinho de facas
com refrigeracdo), MB (Moinho de Bolas), MCRIOG (Moinho criogénico), MO (Micro-
ondas), EST (Estufa), L1O (liofilizagcdo), AMB (Ambiente), GC-FID (cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo de chama), GC-MS (cromatografia gasosa com espectrometria de
massa), O, (Oxigénio), Ar (Argdnio), ARSINT (Ar sintético).
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3.1 Coleta

As partes aéreas de B. articulata foram coletadas no periodo da manhd na
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes (URI), localizada na cidade
de Frederico Westphalen (RS), Brasil (S 27° 22’; W 53° 25°, altitude 490 m). Para a avaliagdo
da influéncia da moagem, secagem, extracdo e injecdo de gases na composi¢do do OE, as
amostras foram coletadas nos meses de julho de 2012, marco de 2013 e outubro de 2013,
respectivamente. A identificacdo do material vegetal foi realizada por comparacdo com
amostra do Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Maria
(RS), Brasil. Um material voucher foi depositado no mesmo herbario com ndmero 12062.

3.1.1 Reagentes

Argdnio liquido (White Martins, Brasil) foi utilizado para moagem criogénica. Oleo
mineral branco (Alpha Quimica, Brasil) foi utilizado como meio dispersante para a
determinagdo da distribuicdo do tamanho de particula. Agua destilada foi usada como
solvente para a extracdo do 6leo essencial por HD e para umedecer a planta na extracdo por
SFME. Hexano de grau analitico (Dinamica, Brasil) foi utilizado para a diluicdo de OE antes
da analise por cromatografia gasosa (GC) e sulfato de sédio anidro (Vetec, Brasil) foi
utilizado para remover a umidade do OE ap0s a extracdo. Metanol de grau analitico (Vetec,
Brasil) foi utilizado para a diluicdo de OE para testes de atividade antioxidante (DPPH e
FRAP). Argdnio, oxigénio e ar sintético (White Martins, Brasil) foram utilizados para injecao
de gases durante a extracdo. Para as analises de cromatografia gasosa nitrogénio e hélio
(White Martins, para cromatografia) foram utilizados como fase movel para GC-FID
(cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama) e GC-MS (cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas), respectivamente.
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3.1.2 Instrumentacéo

Para a avaliacdo da influéncia da moagem o material vegetal foi seco em estufa com
circulacdo de ar (modelo TE-394/3 Tecnal, Brasil) na Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das MissGes, Campus Frederico Westphalen. Para a moagem foi utilizado
moinho de facas (modelo MA 630/1, Marconi, Brasil), moinho de bolas (modelo VF 30A,
Bonfiglioli, Vietnam) do Departamento de Solos da UFSM e moinho criogénico (modelo
6750, Spex, Certi-Prep, EUA) do Laboratério de Analises Quimico Industrial e Ambiental —
LAQIA, do Departamento de Quimica da UFSM. A distribuicdo de tamanho de particula foi
realizada por difracdo a laser (Mastersizer 2000 ®, Malvern, Reino Unido) no mesmo
laboratdrio e para medida do tamanho de particula da amostra sem moer foi utilizado um
paquimetro. A microscopia do material vegetal foi feita utilizando microscépio eletronico de
varredura (modelo JSM-6360LV, Jeol, Japdo) do Laboratério de Farmacognosia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG.

Para a avaliacdo da secagem foi utilizada estufa com circulacéo forcada de ar (modelo
TE-394/3, Tecnal, Brasil), liofilizador (modelo LS 3000, Terroni, Brasil), forno micro-ondas
(modelo Perfect, Panasonic, Brasil), com dimensdes internas de 22x32x30 cm, com volume
de 21,1 L poténcia 800W e frequéncia 2450MHz, adaptado para secagem empregando sensor
infravermelho e controle microprocessado para controle de temperatura e ajuste das variaveis
de (tempo, temperatura, variacdo de temperatura, emissividade, rampa de aquecimento e
tempo de resfriamento), conforme mostrado na Figura 8. Esse equipamento foi construido em
parceria com o Grupo de Eletronica de Poténcia e Controle (GEPOC) do Departamento de
Engenharia Elétrica da UFSM.

A extracdo do 6leo essencial por HD foi realizada utilizando o aparelho do tipo
Clevenger usando um baldo de fundo redondo de 1 L e o aquecimento com uma manta
aquecedora de 1 L (Edulab, Brasil). A extracdo do 6leo essencial por SFME foi feita em um
equipamento (modelo DryDist, Milestone) do LAQIA-UFSM o qual possui frequéncia de
2450 MHz, poténcia maxima de 1200 W, dimensdes internas de 35x35x35 cm, com volume
de 42,8 L, utilizando um baldo de fundo redondo de 1 L no qual foi adicionado a planta
umedecida. Um banho ultra termostatico (SL 152/10, Solab, Brasil) foi usado para a
refrigeracdo na extracdo por HD, e por SFME (fixado em 5 °C) e também para o resfriamento
no moinho de facas com refrigeragéo (10 °C). Na avaliacdo da influéncia da composicéo
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gasosa a extracdo foi feita por SFME e para controle da vazdo foi utilizado um fluximetro
(Key Instruments, Estados Unidos).

A quantificacdo de compostos volateis foi feita por cromatografia em fase gasosa,
utilizando um GC-FID (CX Varian modelo 3400, Varian, California, Estados Unidos)
equipado com uma coluna de RTX-5MS (Restek Corporation, Bellefonte, Estados Unidos).

A identificacdo foi realizada usando um GC-MS (QP2010 Plus, Shimadzu, Columbia,
MD, Estados Unidos), equipado com uma coluna ZB - 5MS (Phenomenex, Torrance, CA,
Estados Unidos).

Figura 8: Forno MO adaptado utilizado no experimento. A: Vista geral do equipamento; 1:
parte interna da cavidade, 2: recipiente com a amostra , 3: pirdmetro Otico (sensor
infravermelho) para monitoramento e controle da temperatura superficial, 4: Vista geral do
sistema de controle microprocessado para ajuste de variaveis de secagem B: Vista aproximada
do sistema de controle microprocessado para ajuste das variaveis (tempo, temperatura,
variacdo de temperatura, emissividade, rampa de aquecimento e tempo de resfriamento). C:
Exaustor para resfriamento do sistema, localizado na lateral esquerda do equipamento.

3.2 Metodos de moagem

Para avaliagdo da influéncia da moagem o material vegetal foi seco em estufa a 40 °C
com circulacdo de ar, até o teor de umidade ser inferior a 12% (m / m) para posterior
moagem. A moagem do material vegetal foi realizada com moinhos de facas, bolas e

criogénico. No moinho de facas a moagem foi realizada com e sem uso de refrigeracdo. O
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banho ultra - termostatico foi fixado em 10 °C para a moagem com refrigeracdo. O moinho de
bolas planetario foi usado em 70 rpm durante 120 min em rotacdo anti-horaria, com base em
experimentos preliminares. A moagem criogénica foi realizada usando tubos de
policarbonato, o equipamento foi refrigerado com argonio liquida e a moagem foi feita por
impacto, através de barras magnéticas. O conjunto de moagem foi constituido de um tubo de
policarbonato, uma barra magnética e duas tampas de aco inoxidavel. Os valores de
temperatura e umidade foram monitorados antes e apds a moagem das amostras em todos os
processos de moagem. As principais variaveis operacionais em relagdo a métodos de moagem
encontram-se descritos na Tabela 3. Apds a moagem a amostra foi submetida a extragdo de
OEs por HD. A amostra SM (sem moer) nao passou por processo de moagem atraves d3

moinhos, a mesma foi apenas picada manualmente.

Tabela 3 - CondicBGes experimentais usadas nos diferentes métodos de moagem avaliados
nesse estudo.

Tempo de
Método de moagem Codigo moagem Variaveis do processo
(min)
Sem moer/picado manualmente SM - -
Moinho de facas com
_ ) MFCR 1 )
refrigeracéo (10 °C) 5 g de amostra/ciclo;
Moinho de facas sem velocidade de 27.000 rpm.
L MFSR 1
refrigeragéo
5 g de amostra/ciclo/frasco; uso
Moinho planetério de bolas MB 120 de 20 bolas de agata;
velocidade de 70 rpm.
5 g de amostra/ciclo, tempo de
) o pré-congelamento: 2 min;
Moinho criogénico MCRIOG 1

moagem a uma taxa de 36

batidas por min;
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3.3 Métodos de secagem

Para a avaliacdo dos métodos de secagem de B. articulata a amostra foi submetida a
secagem em estufa, ambiente, liofilizacdo e micro-ondas. Para a secagem em estufa, por
micro-ondas e em ambiente as amostras foram coletadas e imediatamente secas. A secagem
em ambiente foi feita em sala fechada com o uso de um climatizador fixado a uma
temperatura de 25 °C. Para a secagem por liofilizacdo, o material foi previamente congelado
por 24 h a -18 °C. Foram realizados testes preliminares para verificacdo do tempo necessario
para obter uma amostra com umidade inferior a 12%. As variaveis foram selecionadas com
base em estudos que relataram estas condigdes de temperatura como as que tiverem menores
perdas de compostos volateis e melhores rendimentos de OE. Apos a secagem a planta foi
moida em moinho de facas com refrigeracdo a 10 °C e submetida a extracdo de OE por HD.

As condicdes de secagem estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Condicbes de secagem de B. articulata, para os quatro métodos de moagem
estudados.

Método de secagem Condicgbes de Secagem
Sem secagem, in natura (IN) amostra in natura, sem tratamento de secagem.
Estufa (EST) 36°C+2°C
Liofilizacéo (LIO) congelamento: -18 °C,p_or 24 h, secagem primaria
0 °C, secagem secundaria 10 °C
Ambiente (AMB) 25°C+2°C
Micro-ondas (MO) 20 g de amostra por ciclo; 50 °C

3.4 Metodos de extracao

Para a avaliagdo dos métodos de extracdo a planta foi submetida a secagem com MO.

Cada ciclo de secagem teve capacidade de processamento de 20 g de planta em 30 min. A
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planta foi moida em moinho de facas com refrigeracdo a 10 °C. Cada ciclo de moagem teve
capacidade de moagem de 5 g de material vegetal em um tempo de 1 min.

Para a extracdo por HD as amostras (cerca de 50 g) foram submetidas a extracdo de
OEs empregando 500 mL de &gua destilada e aquecimento por 4 h. A extracdo foi conduzida
até obter o méximo rendimento de OE. O condensador foi anexado a um banho ultra
termostatico fixado em 5 ° C. O 6leo essencial foi coletado e foi adicionado sulfato de sodio
anidro para remoc¢do da umidade, com posterior armazenamento em congelador a -18 ° C até
analise do OE por cromatografia gasosa. O rendimento do 6leo essencial foi informado em %
(v/m), que é o volume (mL) de 6leo essencial por (g) de massa de material vegetal
(Farmacopeia Brasileira, 2010; FABROWSKI, 2002).

Para a extracdo de OEs por SFME foram feitos testes preliminares onde foram
definidos os tempos e poténcia que obtiverem maiores rendimentos de Oleo essencial. A
extracdo de OEs por SFME foi feita com 50 g planta previamente umedecida (1 h antes da
extracdo) com 20% de agua destilada (m/v). A extracdo foi feita em pressao atmosférica, onde
0 material vegetal foi aquecido por 15 min a uma poténcia de 800 W e 30 minutos por 500 W,
totalizando 45 min de extracdo. Para o resfriamento foi utilizado um banho ultra termostatico.
Apos a extracdo foi adicionado ao OE sulfato de sddio anidro para remover a umidade.

Para a avaliagdo da influéncia da atmosfera na extragdo por SFME a planta foi
submetida a secagem em micro-ondas seguida da moagem em moinho de facas com
refrigeracdo a 10 °C. Para a injecdo dos gases foi feita uma modificacdo no aparato utilizado
para a extracdo dos gases. Foi adaptada uma tampa com uma abertura que possibilitou a
ligagdo de uma mangueira de politetrafluoretileno (PTFE), e 0 gas foi transportado até o
fluximetro que regulou o fluxo de gas, e do fluximetro conduzido ao recipiente da amostra.
Foram feitas extracfes de OEs em diferentes composi¢cOes de atmosfera. Foi injetado
oxigénio, argdnio e ar sintético. Antes do inicio da extragdo foi feita purga com fluxo de gas
de 2 L min™ por 5 minutos. A injecdo dos gases foi feita em um fluxo de gas de 0,5 L min™
durante todo o tempo de extracdo para todos os gases utilizados. Na figura 9A, B e C ¢

mostrado o equipamento com a modificacdo para a injegéo dos gases.
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Figura 9: Equipamento utilizado para extracdo de OEs por SFME; A: vista geral do
equipamento. 1: banho ultra termostatico para resfriamento da agua de circulagdo; 2: aparato
tipo Clevenger; 3: parte interna da cavidade do forno MO. B: vista interna do forno MO, 4:
baldo utilizado para extracdo (planta umedecida), 5: conexdo entre baldo de extragdo e
Clevenger; C: Adaptacdo para injecdo de gases, 6: fluximetro para controle da vazdo dos
gases; 7: adaptacdo para entrada de tubulacdo de PTFE para injecdo dos gases, 8:
condensador.

3.5 Analises no material vegetal e no OE

3.5.1 Distribuicdo do tamanho de Particula

A avaliacdo do tamanho de particula foi realizada usando 0,5 g de amostra diluida em
200 mL de vaselina. Todas as analises foram realizadas em triplicata. O parametro utilizado
para determinar o tamanho de particula foi o didmetro médio da particula (D 0,5),
considerando a distribui¢do de volume. Como o equipamento é capaz de avaliar particulas de
no maximo 2000 um, a avaliacdo da planta que ndo foi moida (SM) foi feita utilizando um
paquimetro.
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3.5.2 Microscopia e avaliagdo do rompimento do material vegetal

Os cladddios de B. articulata foram analisados por microscopia de luz e microscopia
eletronica de varredura a fim de avaliar a ruptura da planta, e, em especial, as estruturas que
armazenam Oleo essencial. Foram preparadas ldminas semipermanentes com o material
seccionado no sentido transversal, a mao livre, submetido a coloracdo de azul de astra ou azul
de toluidina. (ROESER, 1972). Foi usado para teste microquimico o reativo Sudam Ill, com
objetivo de verificar a presenca de compostos lipofilicos (SASS, 1951). Os resultados foram
registrados por meio de fotomicrografias no microscopio foténico Olympus BX 40, acoplado
a unidade PM20. Foi realizada andlise estrutural de superficie por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (Souza, 1998), em alto vacuo. Para tal procedimento, as amostras foram
fixadas em FAAT70 (solucdo contendo 90 mL de etanol 70, 5 mL de &cido acético e 5 mL de
aldeido férmico) e desidratadas em série etandlica crescente (etanol 70, 80, 90% e PA) até o
ponto critico, no equipamento Balzers CPD 030 e, ap6s montagem em suporte, submetidas a

metalizacdo com ouro no aparelho Balzers Sputtering SCD 030 e posterior analise.

3.5.3 Cromatografia Gasosa

Através de testes preliminares foram definidas as condicfes experimentais de andlise
dos compostos volateis por cromatografia gasosa. As mesmas condi¢cdes de analise foram
feitas para analisar o 6leo essencial obtido todas as etapas de preparo de amostra que foram
estudadas.

Nas analises por GC-FID, 1 uL de OE diluido em hexano (1:100) foi injetado atraves
de injetor split/splitless a 230 °C no modo split (1:30). O gas de arraste utilizado foi o
hidrogénio a uma taxa de 1,5 mL min™ e uma pressdo constante de 15 psi. A temperatura da
coluna iniciou em 50 °C (1 min), elevando para 100 °C a uma taxa de 3 °C min™, ap6s para
125 °C a uma taxa de 1°C min™, apés para 230 °C a uma taxa de 15 °C min™ e permanecendo
em 230 °C por 5 min. A temperatura do detector foi fixada em 250 °C. A quantificacdo dos
compostos volateis foi feita atraves da normalizacdo das areas.

A identificacdo dos compostos de OE foi realizada por GC/MS, nas mesmas condicdes

de temperatura e fluxo de gases descritos acima, usando héelio como géas de arraste. A interface
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de GC/MS e a fonte de ionizacdo foi mantida a 230 °C. O instrumento foi executado no modo
de ionizacdo de elétrons (70 eV) e varredura de massa de ions 35-350 m/z. Uma série
homologa de alcanos (C6-C24) foi analisada nas mesmas condi¢des de cromatografia para
calcular o Indice de Kovats (IK) dos compostos volateis. Inicialmente, a identificacio dos
picos foi feita por comparagéo dos espectros de massa obtidos com os espectros de massa
fornecida pelo National Institute of Standards and Technology (NIST 02). Posteriormente,
foram comparados os indices de retencéo relativos (indice de Kovats) e a ordem de eluicio

dos compostos com os encontrados na literatura (Adams, 1995).

3.5.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante (Remocéo do radical livre — DPPH)

Os OEs foram avaliados de acordo com a técnica descrita por Brand-Williams et al
(1995), com algumas modificagfes. Uma aliquota de 50 pL de diferentes concentracdes de
Oleo essencial diluido em metanol foi adicionada em 1950 pL de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH") 60 mmol L. A solucéo de trabalho foi ajustada de modo a obter uma absorvancia de
1,1+0,02. A atividade antioxidante (AA) de remocgdo do radical livre DPPH foi mensurada
pelo decréscimo da absorvancia em 517 nm ap6s 24 h de reacdo em ambiente escuro e

calculada pela formula:

% AA = ((Absbranco - Absamostra)/ Absbranco)*loo

O ECso (concentracdo capaz de promover o descoramento de 50% do DPPH) foi
expresso em mg de oOleo essencial. Foi confeccionada uma curva padrdo com Trolox, um
analogo sintético da vitamina E, e com BHT (Hidréxido de Tolueno Butilato), antioxidante
sintético utilizado na industria de alimentos. Foi calculado também o indice de Atividade
antioxidante IAA (concentragdo de DPPH mg mL™)/(EC 50 mg mL™), onde as amostras sdo
classificadas conforme: (IAA < 0,5), moderado (0,5 < IAA < 1,0), forte (1.0 < IAA<2,0) e
Muito forte (IAA > 2,0), (SCHERER e GODOY, 2009).
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3.5.5 Avaliacédo da capacidade redutora de ferro (FRAP)

Baseada na metodologia descrita por Benziee Strain (1996), o extrato (6leo essencial
diluido em metanol) foi adicionado ao reagente FRAP contendo tampdo acetato 300 mM (pH
3,6), 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) 10 mM e FeCl; 20 mmol L™ misturados na proporcao
10:1:1 (v/viv) e a absorvancia foi medida em 593 nm. Foi confeccionada uma curva padrao

com Troloxe os resultados foram expressos em mg de OE /mg equivalentes de Trolox.

3.6 Analise Estatistica

Todas as extracBes e analises foram realizadas em triplicata. Foi aplicada analise
estatistica em todos os compostos (picos) encontrados no GC-FID com area superior a 0,1%.
Os compostos que apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre algum processo
foram selecionados e, a partir destes que sofreram modificagdes, foi feita a avaliacdo do efeito
do processo investigado. Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para avaliar
0S processos que apresentaram a caracteristica mais similar em comparagdo com a amostra
original (que nédo foi submetida ao processo estudado) em cada etapa. Na moagem a amostra
considerada “original” foi a amostra que ndo foi submetida a moagem (SM), ja na secagem a
amostra considerada “original” foi a amostra fresca.

Ja para a avaliacdo da influéncia da extracdo e da injecdo de gases foi feita analise
estatistica em todos os compostos com area acima de 0,1% no GC-FID, e selecionados para o
estudo os que apresentaram diferenca significativa na extracdo. Para a avalicdo dos resultados
dos métodos de secagem, moagem e injecdo de gases na extracdo por MO os dados
experimentais foram analisados utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo
Tukey (p < 0,05) usando o software 5,1 ““Statistica v 5.1 (Statsoft, 2004). A PCA (Analise de
Componentes Principais) foi utilizada para avaliar 0s processos que apresentam a
caracteristica mais semelhante em comparagdo com o 0leo da amostra SM (moagem) e IN
(secagem). utilizando o software Pirouette (Infometrix, Inc., Bothell, WA). Os dados foram
auto escalados para cada variavel, a fim de assumir 0 mesmo peso durante a analise. Para a

avaliacdo dos resultados do estudo da comparacdo dos métodos de extracdo foi aplicado o
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teste Student-t (p < 0,05) para diferenca entre duas amostras usando o software 5,1 ‘‘Statistica
v 5.1” (Statsoft, 2004).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor compreensdo dos resultados, os mesmos foram divididos em quatro
partes, cobrindo a avaliacdo da influéncia da moagem, secagem, método e atmosfera de
extracdo nos OEs. Cabe ressaltar que, conforme destacado no item 3.1 Coleta, a amostragem
do material vegetal foi efetuada em periodos diferentes para cada estudo (influéncia da
moagem, secagem, método e atmosfera de extracdo) e que, como esperado, diferencas no
volume e composi¢do dos OEs foram observadas. Contudo, como os experimentos foram
realizados de forma a avaliar o efeito de cada etapa do preparo da amostra de maneira

independente, a diferenca do periodo de coleta ndo foi considerada nesse estudo.

4.1 Influéncia da moagem no OE de B. articulata

4.1.1 Caracterizacao do material vegetal ap6s a moagem

Os materiais vegetais obtidos utilizando diferentes métodos de moagem foram
avaliados quanto a umidade, temperatura, tamanho de particula e rendimento de OE (Tabela
5). Estes resultados foram comparados com a amostra que ndo foi submetida a moagem (SM).

A umidade aumentou ligeiramente (menos de 1%) ap6s a moagem em moinho de
facas e no moinho de bolas, enquanto que para moagem criogénica a umidade praticamente
ndo foi alterada. Considerando-se que o rendimento de OE ¢é normalmente realizado em base
seca, foi feita a corregéo do teor de umidade, mas uma variacao insignificante foi observada e,
por conseguinte, este parametro ndo teve influéncia nos resultados.

A moagem com moinho de facas sem refrigeracdo e com moinho de bolas planetario
proporcionou um aumento da temperatura do material vegetal, a qual foi medida
imediatamente apds a abertura dos mesmos. O maior acréscimo de temperatura foi observado
no material vegetal moido em MFSR, que aumentou para 32,1 + 1,2 °C, ou seja, mais que 0
dobro da temperatura inicial antes de moagem (15,0 £ 0,8 ° C). No entanto, este aumento de

temperatura ndo influenciou significativamente o rendimento do OE. O maior impacto da
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moagem em relagdo ao rendimento foi observado apenas para o método que usou
temperaturas extremamente baixas (moagem criogénica). Na moagem criogénica, argonio
liquido foi usado e, devido as baixas temperaturas atingidas (o0 ponto de ebulicdo do argbnio é
de cerca de -186 ° C), as perdas por volatilizacdo, pelo menos durante o processo de moagem,
ndo seriam esperadas. Entretanto, os OEs da amostra estudada estéo localizados em estruturas
especificas (tricomas glandulares e dutos secretores) que podem ter sido rompidas durante a
moagem liberando os OEs que podem ter ficado aderidos nas paredes do tubo de
policarbonato, ou podem ter sido volatilizados quando o material atingiu a temperatura
ambiente. Assim, quanto mais eficiente for o moinho, menor serd o tamanho de particula e
maior serd a possibilidade de ruptura dessas estruturas. De modo a avaliar essa hipdtese, uma

analise do tamanho de particula foi realizada.

Tabela 5 - Caracterizacdo do material vegetal ap6s a moagem e rendimento dos OEs por
diferentes métodos (n=3).

Tamanho de particula  Rendimento de 6leo

Método T(°C) D 0,5 (um) (%)
SM 15,0 + 0,08 1550 + 92% 0,52+0,04%
MFCR 9,2+0,10 51,8 +1,3° 0,50+0,02°
MFSR 32,1+ 0,06 56,8 + 1,6° 0,50+0,02°
MB 19,2 +0,10 112,8+9,8" 0,56+0,03
MCRIOG 12,7 +0,05 38,3+1,1° 0,40+0,03°

Letras iguais néo diferem entre si (p >0,05) pelo teste Tukey.
Os valores sdo expressos como média + desvio padréo (DP).
* Valor expresso em mm

Legenda: SM (amostra ndo submetida a moagem em moinho/picada manualmente); MFCR: Moinho de facas
com refrigeracdo; MFSR: Moinho de facas sem refrigeracdo; MB: Moinho de Bolas; MCRIOG: Moinho
criogénico.

A figura 10 apresenta a distribuicdo do tamanho de particula para os quatro metodos
de moagem estudados. Como mostrado, o0 moinho de bolas foi o método que obteve os
maiores tamanhos de particula (112,8 £ 9,8um), enguanto que o moinho criogénico
apresentou os menores (38,3 £ 1,1um). Com exce¢do do MCRIOG, ndo foram observadas
diferengas entre os rendimentos de 6leos obtidos de amostras ndo cominuidas (SM) e aquelas
cominuidas por MFSR, MFCR e MB. Desta forma, pode-se perceber que a moagem
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criogénica foi o Unico método de cominuicdo que levou a perdas de OEs e que essa perda
pode ser associada aos menores tamanhos de particulas obtidos por esse método, reforgando a
hipdtese de ruptura dos tricomas glandulares e dutos secretores que sdo as estruturas
armazenadoras de OEs nessa espécie vegetal. Baseado nesses resultados foi feita uma

verificagcdo do rompimento dessas estruturas através de microscopia (Figura 11).
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Figura 10: Distribuicdo do tamanho de particula obtido por diferentes métodos de moagem.

Legenda: SM (amostra ndo submetida a moagem em moinho/picada manualmente); MFCR: Moinho de facas
com refrigeracdo; MFSR: Moinho de facas sem refrigeracdo; MB: Moinho de Bolas; MCRIOG: Moinho
criogénico.

Conforme comentado, alguns tipos de estruturas secretoras, como dutos e tricomas
glandulares podem ocorrer em Baccharis (BUDEL; DUARTE, 2010; SOUZA et al , 2011,
OLIVEIRA et al , 2011; BUDEL et al, 2013). Para B. articulata, os tricomas glandulares (gt)
figura 11 (A — amostra SM) consistem de 8 células cobertas por uma cuticula espessa com
citoplasma denso. Ja os dutos secretores (sd), figura 11 (B — amostra SM) apresentam epitélio
uni-seriado com 4-10 células que tém citoplasma denso e armazenam um produto lipofilico. A
organizacao do eixo caulinar indica, epiderme (ep), colénquima (co) e dutos secretores (sd) .
Como mostrado nas figuras 11 (A e B), a amostra que ndo foi submetida & moagem apresenta
sd e gt, os quais armazenam os OEs. No entanto, os gt foram encontrados apenas em plantas

que foram moidas usando moinho de facas com e sem refrigeracdo e moinho de
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bolas(figuras11C, 11D e 11E, respectivamente), enquanto que para a moagem criogénica nao
foram detectados dutos e tricomas (Figura 11F) na amostra analisada, devido a sua maior
eficiéncia no rompimento do material vegetal. Desta forma, o menor rendimento de OE
apresentado no MCRIOG pode ser explicado pela maior ruptura de gt e consequente liberacédo
de OEs a partir destas estruturas, levando a perdas de compostos por volatilizagéo ou adsorgéo
nas paredes do recipiente de moagem.

Este € um aspecto importante da preparacdo de amostras para analise de OEs e, apesar
de sua importancia, pouca ou nenhuma especificacdo com relacdo ao grau de moagem €
descrita, mesmo em compéndios oficiais (por exemplo, farmacopeias) para o controle de
qualidade de plantas medicinais, condimentares e aromaéticas. Portanto, perdas de OEs
obtidos por diferentes métodos de moagem poderiam ser evitadas se o tamanho de particula
minimo requerido fosse indicado e também condi¢cdes de moagem que reduzam perdas de
OEs. Efeitos semelhantes da moagem sdo esperados para outros materiais vegetais que
armazenam OESs e possivelmente também sejam rompidos nesse processo, tornando o estudo
da moagem um requisito importante e que deve ser avaliado no preparo de amostras para

posterior determinacéo de OEs.
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Figura 11: Microscopia do material vegetal. — (A) Superficie de cladédios em microscopia
eletronica de varredura, mostrando tricomas glandulares (gt), (B). Organizacdo do eixo
caulinar, indicando epiderme (ep), colénquima (co) e duto secretor (sd), (C). Planta moida em
MFCR, (D) MFSR, (E) MB, (F) MCRIOG. A barra branca indica a escala (20 pum) de fotos
(B,C,D,E,F).
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4.1.2 Composicdo do 6leo essencial

Os compostos dos OEs de B. articulata moida por diferentes métodos e submetida a
HD foram quantificados e identificados por cromatografia gasosa (GC-FID e GCMS). Foram
quantificados todos os compostos que apresentaram area superior a 0,1% e nestes foi aplicada
analise estatistica verificando os que apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em algum
método de moagem. Na figura 12 é mostrado um cromatograma contendo os picos relativos
aos 21 compostos que mostraram diferencas significativas em algum método de moagem, o
que corresponde entre 85,8 e 88,4%de area total do cromatograma (Tabela 6), dependendo do

método de moagem utilizado.
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Figura 12: Cromatograma do OE obtido pelo GC-FID da planta ndo cominuida indicando 0s
compostos que apresentaram diferenga significativa (p < 0,05) com relacdo aos OEs obtidos
por diferentes métodos de moagem; Vista reduzida do cromatograma do tempo 43,5 a 46,5
min para melhor visualizacdo dos picos.

Legenda: SM (amostra ndo submetida a moagem em moinho/picada manualmente); MFCR: Moinho de facas

com refrigeracdo; MFSR: Moinho de facas sem refrigeracdo; MB: Moinho de Bolas; MCRIOG: Moinho
criogénico.
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Conforme apresenta a Tabela 6, 0s sesquiterpenos, ambos hidrocarbonetos e
compostos oxigenados, foram as classes mais representativas na composicdo do OE, variando
de 13,47% a 48,10% e 35,75 a 50,09%, respectivamente. Os hidrocarbonetos monoterpénicos
variaram de 12,73 a 34,49%. Os compostos majoritarios foram - pineno, (E)- Cariofileno,
espatulenol e 6xido de cariofileno.

Todos 0s processos de moagem apresentaram uma reducdo de monoterpenos e
sesquiterpenos oxigenados e aumento de hidrocarbonetos sesquiterpénicos. Com relacdo ao
tratamento SM, uma maior reducdo de monoterpenos foi observada no tratamento MB, para
0s quatro monoterpenos identificados (a-pineno, B-pineno, B-mirceno e limoneno). Limoneno
teve reducdo em todos os processos de moagem, no entanto, em propor¢do menor no moinho
de facas com e sem refrigeracdo (MFCR e MFSR). Compostos sesquiterpénicos apresentaram
aumento da concentracdo em todos 0s processos de moagem, porém O processo que
apresentou este aumento em menor proporcéo foi o MFCR. Oxido de cariofileno, espatulenol
e a - cadinol mostraram diminuicdo na concentragdo em todos os métodos de moagem, sendo
gue as menores perdas foram observadas no tratamento MFCR.

De maneira geral, pode-se dizer que 0s compostos monoterpénicos sdo mais sensiveis
a altas temperaturas que compostos sesquiterpénicos e a elevagdo na temperatura durante a
moagem pode ter contribuido para a maior perda de monoterpenos. Dos compostos
monoterpénicos estudados os pontos de ebulicdo variam entre 155 -221 °C, ja sesquiterpenos
variam de 251-293 °C, sendo mais fixos mesmo em altas temperaturas. Na literatura (Singh e
Goswami, 1999), tem sido relatado que se temperaturas elevadas forem atingidas no processo
de moagem (42-95 °C), perdas de compostos volateis podem ocorrer para diferentes
especiarias, em uma propor¢do que pode chegar a 37% para a noz-moscada, 17% para a
canela e 17% para orégano (ANDRES, 1976).
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Tabela 6 - Composicéo quimica do OE (%) de B. articulata obtidos por diferentes métodos de

moagem (n=3).

Compostos voléteis IK IK IK Método de moagem

GC-FID  GCMS LIT SM MFCR  MFSR MB  MCRIOG
Monoterpenos
1 a-pineno 936 934 934 337" 1,96° 161> 1,05 1,25°
2 B-pineno 980 977 981 25,60 19,24 1346°  95° 10,86"
3 B-mirceno 993 992 992 0,83 060° 072° 041° 0,56"
4 limoneno 1031 1029 1030 4,69° 3,02° 334" 177 2,63°
Total 34,49° 24,82 1913° 12,73°  153%
Monoterpenos oxigenados
5 trans-pinocarveol 1140 1138 1148 0,35 1,077 046"  0,39° 0,27
6 pinocarvona 1165 1162 1162 0,72 1,21*  046°  043° 0,30°
7 mirtenol 1195 1195 1194 0,89" 1,32 049"  043° 0,31°
Total 1,96° 3,6° 1,41°  1,.25° 0,88¢
Seesquiterpenos
8 p-elemeno 1371 1400 1387 0,22¢ 051° 067 063° 0,68
9 (E)-Cariofileno 1413 1411 1418 5,57¢ 12,38° 20,07 19.42°  20,09°
10 allo-aromadendreno 1432 1450 1461 0,49° 0,84° 2,20° 2,07 2,212
11 y-cadineno 1472 1473 1519 0,81° 1,12 1,77 1,89%® 2,05
12 germacreno-D 1474 1478 1480 1,31¢ 3,15°¢ 2,83¢ 5,99% 5,07°
13 y-Elemeno 1489 1486 1480 2,11° 478° 7,54 9090 9,15%
14 a-muuroleno 1495 1492 1492 1,02° 2,08° 2,60  3,00° 2,70%
15 5-cadineno 1519 1517 1524 1,94° 346° 6,01 520 5,30°
Total 13,47° 28,32° 4369° 48,10°  47,25°
Sesquiterpenos oxigenados
16 espatulenol 1571 1573 1573 24,69  22,06° 17,87° 18,36™  17,84™
17 6xido de cariofileno 1574 1575 1577 10,89° 995 456"  501° 4,79°
18 globulol 1574 1578 1578 3,90° 349" 532 556 5,51°
19 viridiflorol 1582 1586 1568 5,46" 487°  513° 547" 5,57
20 a-cadinol 1669 1657 1656 1,66° 085 059 051° 0,63
21 a-germacrol 1683 1683 1680 3,49° 2,06° 228" 299 223"
Total 50,09 43,28"  3575° 37,90° 36,57°
Total da composicéo (%) 86,7 88,4 85,9 85,8 86,9

Letras iguais ndo diferem entre si (p <0,05) pelo teste Tukey.

Legenda: SM (amostra ndo submetida a moagem em moinho/picada manualmente); MFCR: Moinho de facas
com refrigeracdo; MFSR: Moinho de facas sem refrigeracdo; MB: Moinho de Bolas; MCRIOG: Moinho

criogénico.
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Como mostrado na Tabela 6, monoterpenos e compostos oxigenados em geral
apresentaram menores concentracdes no OE obtido a partir da planta cominuida, j& para
sesquiterpenos a moagem favoreceu a concentragdo ou transformacdo de compostos em
hidrocarbonetos sesquiterpénicos. A figura 13 mostra esta variacdo, bastante acentuada para

as diferentes classes de compostos.
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Figura 13: Variacdes de hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados,
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados para Oleo essencial de B.
articulata submetida a diferentes métodos de moagem. * Letras iguais ndo diferem entre si.

Legenda: SM (amostra ndo submetida a moagem em moinho/picada manualmente); MFCR: Moinho de facas
com refrigeracdo; MFSR: Moinho de facas sem refrigeracdo; MB: Moinho de Bolas; MCRIOG: Moinho
criogénico.

Para verificacdo das similaridades dos OEs obtidos por diferentes métodos de moagem
e a amostra SM, foi aplicada a Analise de Componentes Principais (PCA) para a composi¢do
normalizada das 21 variaveis analiticas (compostos volateis) e 5 objetos (tratamentos).Dois
componentes (PC1 e PC2) foram extraidos, explicando 84,98% dos dados (Figura 14).0
método de moagem que apresentou perfil similar com a amostra SM foi o MFCR. Os
hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos oxigenados
estdo geralmente relacionados com a amostra SM e o método de moagem MFCR, ja os
hidrocarbonetos sesquiterpénicos com os processos MFSR, MCRIOG e MB.

Os monoterpenos sdo bem conhecidos por serem susceptiveis a altera¢cdes quimicas

sob condicdes de destilagdo a vapor e de extracdo convencional, envolvendo perdas de
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compostos mais volateis devido as elevadas temperaturas (PRESTI et al, 2005). O MFCR,
provavelmente, proporcionou o perfil do 6leo essencial similar com o da amostra SM devido
ao controle de temperatura, mantendo em maior quantidade os compostos mais sensiveis que
podem ser perdidos com a elevacdo da temperatura durante o processo de moagem. O oposto
provavelmente ocorreu com a amostra obtida por MFSR, onde a elevacdo da temperatura ndo
afetou no rendimento do OE, porém proporcionou a alteracdo na composi¢do do mesmo.

Ja o material vegetal submetido a moagem criogénica teve rendimentos de OE mais
baixos e maior transformacdo do OE. Essas alteracdes provavelmente foram causadas pelo
congelamento em baixas temperaturas e também devido ao pequeno tamanho de particula
obtido, o que pode ter levado ao rompimento das estruturas armazenadoras dos OEs e
consequente perda de monoterpenos e a subsequente aumento relativo de sesquiterpenos. A
amostra obtida por MB também resultou num produto com grande aumento de compostos
sesquiterpénicos, provavelmente, pelo maior tempo de moagem e 0 aumento de temperatura

gerado durante o processo de moagem.
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Figura 14: Analise de PCA para diferentes métodos de moagem (a);Escores (b): Pesos.

Legenda: SM (amostra ndo submetida a moagem em moinho/picada manualmente); MFCR: Moinho de facas
com refrigeracdo; MFSR: Moinho de facas sem refrigeracdo; MB: Moinho de Bolas; MCRIOG: Moinho
criogénico.
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Assumindo que a moagem se faz necessaria para melhor manuseio, armazenamento e
extracdo, com este estudo foi possivel verificar que a moagem exerce efeito sobre o volume e
composicdo dos OES. Assim, se 0 objetivo é manter as caracteristicas originais da planta, o
MFCR pode ser recomendado por apresentar maior similaridade ao SM. Entretanto, se o0
objetivo é transformar ou alterar a composicéo relativa do OE, torna-se interessante utilizar os
outros métodos de moagem, como MFSR e MB. Em relacdo & moagem criogénica, se faz
necessario um estudo das condi¢cbes de moagem (tempo de congelamento e tempo de
moagem) que resulte em um material vegetal com maior tamanho de particula e que
proporcione um maior rendimento de OE. Para o preparo de amostra das demais etapas
estudadas (secagem, extracdo, atmosfera na extracdo) optou-se pela moagem em MFCR,
devido a esta ter resultado em um material vegetal moido com OE de composi¢cdo mais

similar com a amostra SM.

4.2 Influéncia da secagem no OE de B. articulata

4.2.1 Caracterizagdo do material vegetal

Para selecdo do tempo de secagem para cada método, primeiramente, foi feita uma
avaliacdo de diferentes tempos de secagem com o objetivo de verificar aquele que obtivesse
umidade inferior a 12% (Figura 15), conforme preconizado como umidade maxima
recomendada para carqueja (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Figura 15: Avaliagdo do tempo de secagem por diferentes métodos. Linha Tracejada:
representa o limite maximo de umidade recomendado pela Legislacdo Brasileira, 12%.

Legenda: LIO: Liofilizacdo; EST: Estufa; AMB: Ambiente; MO: Micro-ondas.

O menor tempo necessério para atingir a umidade de 12% foi selecionado para os
diferentes métodos de secagem, com o objetivo de minimizar as perdas de compostos volateis
durante essa etapa. Conforme mostrado na Tabela 7, para a secagem em temperatura ambiente
foram necessarias 72 h de secagem, ja para a secagem em MO foram necessarios apenas 30
min para a amostra atingir 11,8% de umidade. Os maiores rendimentos de 6leo essencial
foram obtidos na amostra que ndo foi submetida a secagem, pois 0s constituintes volateis
aromaticos presentes nas plantas medicinais sdo 0s componentes mais sensiveis a0 processo
de secagem (VENSKUTONIS, 1997) e, provavelmente, houve perda destes compostos nos
métodos estudados, diminuindo significativamente o rendimento do OE. Esses resultados
estdo de acordo com aqueles obtidos por Omidbaigi et al. (2004), onde folhas de camomila
secas em estufa apresentaram um rendimento de 0,4% e para a folhas frescas o rendimento
obtido foi de 1,9%, resultando em uma perda significativa dos compostos ativos da amostra.

A planta seca por liofilizagdo apresentou menores rendimentos de 6leo essencial
dentre todos os processos de secagem. Isso pode ser explicado pelo fato de que durante o
congelamento pode ter ocorrido ruptura das estruturas que armazenam Oleo essencial

(tricomas glandulares e dutos secretores), 0s quais podem ter rompido e levado a perda de OE.
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ApoOs a ruptura dessas estruturas, a perda pode ter sido intensificada devido a utilizacdo de
baixa pressdo durante o processo de liofilizacdo, o que pode ter favorecido a volatilizagcdo dos

compostos, principalmente os mais volateis, tais como 0s monoterpenos.

Tabela 7 - Caracterizacdo do material vegetal apos a secagem por diferentes métodos (n=3).

Método Tempo de secagem Umidade (%)  Rendimento de OE (%)
selecionado

IN/FRESCO - 57,6 £0,40 1,4 +0,04°

AMB 72 h 11,5+0,30 1,1+0,03°

LIO 36 h (24 h de congelamento) 11,6+ 0,25 0,9 +0,02°

EST 16 h 11,9+0,22 11 i0,03b

MO 0,5h 11,8 £ 0,35 11 i0,03b

Letras iguais ndo diferem entre si (p <0,05) pelo teste Tukey.
Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (DP).

Legenda: IN/Fresco (In natura); AMB: Ambiente L1O: Liofilizag8o; EST: Estufa;MO: Micro-ondas.

4.2.2 Composicdo do 6leo essencial

Os compostos dos OEs de B. articulata submetida a diferentes métodos de secagem e
extracdo por HD foram quantificados e identificados por cromatografia gasosa (GC-FID e
GCMS). Foram quantificados todos 0os compostos que apresentaram area superior a 0,1% e
nestes foi aplicada andlise estatistica verificando os que apresentaram diferencga significativa
(p < 0,05) em algum método de secagem. Das substancias selecionadas 20 compostos
mostraram diferencas significativas entre tratamentos (p < 0,05), conforme mostrado figura
16, o que correspondeu entre 92,7 e 95,6 de area total do cromatograma (Tabela 8),
dependendo do meétodo de secagem utilizado.
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Figura 16: Cromatograma do OE obtido pelo GC-FID da planta IN indicando os compostos
que apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) com relagdo aos OEs obtidos por

diferentes métodos de secagem; Zoom do cromatograma do tempo 4,5 a 7,5 min para 0s picos
com maior intensidade.

Conforme mostrado na Tabela 8, os hidrocarbonetos monoterpénicos e
sesquiterpénicos foram as classes mais representativas na composi¢do do OE, variando de
58,6% a 81,0% e 6,5% a 28,4%, respectivamente. Os compostos oxigenados variaram de
0,4% a 0,6% e 8,7% a 12,8% para monoterpenos e sesquiterpenos, respectivamente. Os
principais constituintes foram B - pineno, (E) - cariofileno, espatulenol, germacreno-D e
biciclogermacreno.

Todos os OEs obtidos de amostras secas por diferentes métodos apresentaram reducao
de hidrocarbonetos monoterpénicos e monoterpenos oxigenados e um aumento de
sesquiterpenos. Em comparacdo ao tratamento IN, a maior reducdo de monoterpenos foi
observada no 6leo essencial obtido da planta seca por liofilizagdo. Diaz-Maroto et al, (2002),
estudaram a secagem de folhas (Laurus nobilis) por estufa a 45 °C e por liofilizacdo, onde
também verificaram que a liofilizacdo causou reducdo de monoterpenos. Monoterpenos
oxigenados e sesquiterpenos oxigenados apresentaram reducdo em todos os tratamentos,
porém com maior intensidade na secagem com MO e por liofilizagdo. Cabezudo et al. (2003)
observaram que na secagem de horteld perdas significativas de compostos oxigenados
ocorrem para plantas submetidas a liofilizacdo. O estudo comparou secagem por liofilizacéo,
temperatura ambiente e por estufa a 45 °C, onde foi observado que as secagens em estufa e
em temperatura ambiente proporcionaram maior preservacdo dos compostos oxigenados e

também as caracteristicas sensoriais da horteld. A secagem a temperatura ambiente preservou
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mais 0s compostos volateis oxigenados de salsa (Petroselinum crispum L.) do que a secagem
em estufa a 45 °C e por liofilizagdo (DIAZ-MAROTO et al, 2002). Feng et al, (1999)
verificaram perdas significativas de monoterpenos oxigenados de mirtilo (Vaccinium spp.) na
secagem por liofilizacdo, incluindo o 1,8 - cineol e também alterac6es no aroma.

Nesse trabalho, os compostos oxigenados apresentaram maiores perdas na secagem
com micro-ondas, provavelmente devido ao fato de compostos oxigenados poderem absorver
MO, devido a presenca de dipolos, que podem interagir com a radiacdo. Assim estes
compostos podem ter atingido energia cinética maior e podem ter sido volatizados durante a
secagem em maior proporcdo quando comparados com 0s compostos ndo oxigenados. Trans-
pinocarveol provavelmente foi formado ou concentrado durante o processo, porém em menor
intensidade por MO.

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos apresentaram uma concentracdo em todos o0s
métodos de secagem, porém em maior proporcao em EST, AMB E LIO. A secagem em estufa
utilizou temperaturas amenas, porém por maior tempo de processamento, e essa exposi¢cdo
pode ter ocasionado transformagcfes como a perda de monoterpenos e a transformacgédo ou
concentracdo de sesquiterpenos. O mesmo pode ter ocorrido para a liofilizacdo, onde as
diversas etapas de secagem podem ter levado a perdas de monoterpenos e concentracdo dos
demais compostos.

A secagem ambiente foi conduzida por trés dias, o que pode ter favorecido a alteracéo
da composicdo da amostra. A secagem com MO, por ter tido o menor tempo de aquecimento,
provavelmente ndo permitiu que maiores modificacdes acontecessem na amostra. Huopalahti
et al, (1985) verificaram que a secagem de endro (Anethum graveolens) em estufa a 80 °C e
por liofilizacdo causaram a perda de cerca de 80% do principal componente responsavel pelo
aroma (benzofurandide). Cerca de 50% das substancias encontradas no OE apds a secagem
resultaram de transformaces oriundas do processamento (compostos secundarios).

Em geral as maiores modificacbes na composicdo da amostra em relacdo a planta
fresca ocorreram no OE obtido da planta seca em liofilizac&o, seguido de estufa e temperatura
ambiente. Estes métodos de secagem afetam o0s compostos volateis de plantas, e
frequentemente estas mudancgas sdo significativas formando compostos secundarios e/ou de
degradacdo (ABASCAL et al, 2005).
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Tabela 8 - Composicdo quimica do oOleo essencial (%) de B. articulata submetida a cinco
métodos de secagem diferentes.

Compostos volateis IK IK IK Meétodo de secagem

GC-FID GCMS LIT IN AMB LIO EST MO
Monoterpenos
1 a-pineno 934 935 934 1,7% 0,6° 0,5° 0,7° 1,1°
2 B-pineno 975 977 979 19,8° 6,0° 4.4° 7,8° 13,4°
3 B-mirceno 992 992 992 1,2° 0,4° 0,3 0,4° 0,9°
4 limoneno 1028 1029 1029 5,28 1,5% 1,1 1,5% 3.4°
5 B-ocimeno 1051 1051 1050 0,5° 0,2¢ 0,2 0,3° 0,4°
Total 28,4° 8,7¢ 6,5 10,7° 19,2°
Monoterpenos oxigenados
6 trans-pinocarveol 1138 1138 1139 0,1¢ 0,3 0,3 0,3 0,2°
7 a-terpineol 1190 1189 1185 0,52 0,2° 0,2° 0,2° 0,2°
Total 0,62 0,5° 0,5° 0,5° 0,4°
Seesquiterpenos
8 a-copaeno 1369 1369 1378 1,1° 0,7¢ 1,2 1,3 0,9%
9 (E)-Cariofileno 1410 1410 1414 17,1° 19,3 215 21,77 18,9°
10 aromadendreno 1429 1429 1438 1,8° 1,9° 2,0™ 2,8° 2,0
11 a-humuleno 1443 1443 1467 0,9° 1,0° 1,1% 1,0° 0,9°
12 allo-aromadendreno 1451 1450 1452 0,5° 0,6 0,72 0,78 0,6°
13 germacreno-D 1471 1471 1480 11,5° 20,6° 17,9  159° 14,9°
14 biciclogermacreno 1487 1486 1486 17,3° 23,6° 24,0° 21,1° 21,3
15 a-muuroleno 1494 1492 1499 2,7° 3,6° 3,8° 3,5% 3,2°
16 y-cadineno 1503 1504 1512 1,1¢ 1,3° 1,7° 1,8 1,4°
17 8-cadineno 1511 1519 1519 0,9° 1,1° 1,5° 1,6% 1,2°
18 a-cadineno 1534 1532 1534 3,7° 43" 5,6% 5,82 4.4°
Total 58,6° 78,0° 81,0° 77,2 69,7°
Sesquiterpenos oxigenados
19 espatulenol 1562 1572 1575 8,6° 9,5% 8,1 9,0° 5,6°
20 globulol 1568 1580 1584 3,8° 3,3° 3,9 3,6° 3,1°
Total 12,4% 12,8  12,0° 12,6  87¢
Total da composi¢éo (%) 92,7 94,3 94,3 94,5 95,2

Letras iguais ndo diferem entre si (p <0,05) pelo teste de Tukey.

Legenda: IN/Fresco (In natura); AMB: Ambiente L10: Liofilizacdo; EST: Estufa; MO: Micro-ondas.

Como citado anteriormente, monoterpenos apresentaram reducdo durante todos os

processos de secagem, compostos oxigenados tiverem reducdo principalmente com MO e

sesquiterpenos tiverem incrementos na concentracdo em todos 0S processos de secagem, as

diferencas sdo mostradas na figura 17. A figura 18 mostra os cromatogramas dos OEs obtidos

por diferentes metodos de secagem, que apresentaram perdas para B — pineno (a) e

espatulenol (c) e aumento de germacreno-D (b), os quais fazem parte das classes dos

monoterpenos, sesquiterpenos oxigenados e sesquiterpenos, respectivamente.
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Figura 17: Variacbes de hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados,
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articulata submetida a diferentes métodos de secagem. * Letras iguais nao diferem entre si.

Legenda: IN/Fresco (In natura); AMB: Ambiente L1O: Liofilizagdo; EST: Estufa; MO: Micro-ondas.
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Figura 18: PorcGes selecionadas dos cromatogramas obtidos por GC-FID dos OEs de plantas
secas por diferentes métodos para visualizacdo de alteracdes na concentracdo dos compostos.
Pico a = B-pineno, b = germacreno-D.

Legenda: IN/Fresco (In natura); AMB: Ambiente L1O: Liofilizac8o; EST: Estufa; MO: Micro-ondas.

Para melhor entendimento das similaridades entre os processos, foi aplicada a PCA,
(Figura 19), para a composicao normalizada das 20 variaveis analiticas (compostos volateis) e
5 objetos (tratamentos).Duas componentes foram extraidas, explicando 84,97% dos dados.

O método de secagem que apresentou perfil similar com a amostra fresca foi o MO.
Hidrocarbonetos monoterpénicos foram mais relacionados com os tratamentos IN e MO, ja
compostos oxigenados estdo relacionados com o0s demais tratamentos. Hidrocarbonetos
sesquiterpénicos estdo fortemente relacionados aos tratamentos AMB, EST e LIO, que
proporcionaram as maiores alteracoes.
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Para escolha de método que proporcione uma composi¢do similar a da amostra fresca
pode-se optar pela secagem com MO, mantendo as caracteristicas originais da planta. Porém,
se 0 objetivo é obter compostos que através do processamento por L1O, EST e AMB possam
ser concentrados, se torna interessante usar estes métodos. Para o preparo de amostra utilizado
para avaliacdo da influéncia da extragcdo, optou-se a secagem em MO, devido a esta ter
fornecido OE com composicgédo similar a IN, e o objetivo foi preparar uma amostra com as
menores modificagdes possiveis em relacdo a amostra “original” para verificar o efeito da

extracao e da injecdo dos gases.
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Figura 19: Analise de PCA para diferentes métodos de secagem (a);Escores (b): Pesos.
Legenda: IN/Fresco (In natura); AMB: Ambiente LI10: Liofilizacdo; EST: Estufa; MO: Micro-ondas.
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4.2.3 Atividade antioxidante

Na tabela 9 estdo mostradas os resultados para atividade antioxidante (DPPH) do OE
de B. articulata, submetida a diferentes métodos de secagem e para BHT e Trolox, e 0 IAA
(Indice de Atividade Antioxidante), onde as amostras sdo classificadas conforme: (IAA <
0,5), moderado (0,5 <IAA< 1,0), forte (1.0 <IAA< 2,0) e muito forte (IAA> 2,0) (SCHERER
e GODOY, 2009).

A amostra fresca apresentou atividade antioxidante inferior em relacdo aos métodos de
secagem estudados. O OE obtido de carqueja seca em estufa foi 0o que apresentou maior
atividade antioxidante, porém sem diferenca significativa (p > 0,05) que os demais métodos
de secagem. A amostra submetida a secagem em MO teve menor capacidade antioxidante em
relacdo as demais, isso pode ser devido a menor quantidade de compostos oxigenados. Em
relacdo ao IAA todos os métodos de secagem apresentaram um indice moderado. Esses
valores de atividade antioxidante podem ser considerados importantes, uma vez que sdo mais
elevados do que aqueles observados para outras plantas, como 0s OEs de sementes de aipo,
citronela, salsa e, que apresentaram valores de 10,04; 1,18; 7,23 mg mL™ respectivamente.
Entretanto, o EC 50 dos OEs obtidos da carqueja foram inferiores ao do tomilho cravo e
orégano que foram de 0,25, 0,04 e 0,05, respectivamente Teixeira et al, (2013). Sartor et al
(2013) verificaram atividade antioxidante de OEs de Baccharis dentata, a qual apresentou
valores de EC50 em torno de 2,30 mg mL™, valor préximo ao obtido nesse estudo para 0 OE

da planta fresca.
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Tabela 9 - Atividade antioxidante dos OEs obtidos de plantas secas por diferentes métodos,
expressa em concentragio eficiente (EC50) e indice de Atividade Antioxidante (IAA) (n=3).

DPPH
Método de Secagem IAA
EC50 (mg ml™)

IN/FRESCO 2,450 + 0,03° 0,040 + 0,001°
MO 1,216 + 0,02° 0,192 +0,01°
EST 0,992 +0,01° 0,242 +0,02°
LIOF 1,266 + 0,02° 0,190 +0,01°
AMB 1,257 +0,02° 0,191 +0,01°
BHT 0,003 + 0,00 69,220 + 0,5
TROLOX 0,006 + 0,00 39,560 + 0,3

Letras iguais ndo diferem entre si (p <0,05) pelo teste de Tukey.
Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (DP).
Legenda: IN/Fresco (In natura); AMB: Ambiente L10: Liofilizagdo; EST: Estufa; MO: Micro-ondas.

Em relagdo a capacidade redutora do ferro (Figura 20), a qual esta apresentada em mg
de 6leo equivalentes a mg de Trolox, os tratamentos que apresentaram menores quantidades
de 6leo equivalentes para ter o mesmo efeito que 1 mg de Trolox foram estufa e MO (66,14 +
1,12e 73,75 + 1,87mg 6leo mg Trolox™), sequidos de secagem em ambiente (106,03 + 1,98
mg 6leo mg Trolox™), liofilizagdo (118,28 + 2,09), e o 6leo extraido da planta fresca foi o
que apresentou menor capacidade redutora de ferro (253,92 + 2,13 mg 6leo mg Trolox-1).
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Figura 20: Capacidade redutora de ferro (FRAP) para Oleo essencial de B. articulata
submetida a diferentes métodos de secagem.

Legenda: IN/Fresco (In natura); AMB: Ambiente LI10: Liofilizacdo; EST: Estufa; MO: Micro-ondas.
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Nos dois métodos de avaliacdo de atividade antioxidante (DPPH e FRAP), o OE
extraido do material vegetal fresco apresentou menor atividade antioxidante do que os demais
métodos de secagem avaliados neste estudo. Estes resultados mostram que além da influéncia
dos compostos oxigenados no potencial antioxidante, 0s compostos sesquiterpénicos, que sdo
encontrados em maior quantidade nos OEs obtidos de plantas secas, podem também ter
contribuido para tal atividade. Os resultados obtidos por DPPH ndo mostraram diferenca
significativa entre as atividades antioxidantes dos OEs obtidos por diferentes métodos de
secagem, enquanto que pelo método FRAP foi possivel fazer esta distincdo entre os métodos.
Os OEs obtidos de plantas secas por MO e EST apresentaram as maiores capacidades de
reducdo de ferro, seguidos da liofilizag&o e ambiente.

4.3 Influéncia do método de extracdo no OE de B. articulata

4.3.1 Rendimento e tempo de extracdo do 6leo essencial

O rendimento de 6leo essencial obtido por HD e SFME foi de 0,5%. A planta foi
extraida nos dois métodos de extracdo até a liberacdo total de OE. Uma das vantagens da
extracdo utilizando a energia MO é a rapidez da extracdo do OE. Para ambas as extracfes a
temperatura € equivalente a temperatura de ebulicdo da dgua a pressdo atmosférica (100 °C).
Para a extracdo de mesmas quantidades de OE sdo necessarios apenas 45 min utilizando a
SFME, ja com aquecimento convencional sdo necessarios 240 min, conforme mostrado
nafigura 21. Esses resultados estdo de acordo com os relatados na literatura, como no estudo
de extracdo de OEs de flores de lavanda (L. angustifolia Mill), onde na extracdo por HD
foram necessarias 2 h, j& para SFME 30 min (CHEMAT ET AL, 2006). No estudo de
obtencédo de OEs de R. officinalis, OKOH et al, 2010 obteve 0 maximo rendimento de OEs de
por SFME em 40 min, ja por HD foram necessarias 3 h de extracdo. Li et al, 2012 obteve
tempos de extracdo de OEs de Dryopteris fragans (L.) de 34 min e 5 h para SFME e HD

respectivamente.
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Figura 21: Rendimento do OE em funcdo do tempo de extracgéo.

4.3.2 Composicéo do 6leo essencial

Conforme apresentando na tabela 10, a extracdo por SFME proporcionou a obtencao
de OEs com maiores concentracfes de hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos
oxigenados e sesquiterpenos oxigenados, ao contrario da HD, onde maiores concentracfes de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram encontradas nos OEs.

Esses resultados estdo de acordo com o observado por Okoh et al. (2010), que
estudaram extragcdes de OE por SFME e HD de Rosmarinus officinalis L., tendo encontrado
maiores quantidades de compostos oxigenados por SFME. Provavelmente esta maior
concentracdo destes compostos por SFME se dé devido ao menor gradiente de temperatura e
menores efeitos hidroliticos quando comparados com HD, a qual usa maiores volumes de
solvente e longo tempo de extragcdo. (LUCCHESI ET AL, 2004). Assim, pode-se inferir
que a irradiacdo com MO acelera o processo de extracdo, diminuindo as alteracbes nos
compostos volateis (PARE e BELANGER, 1997). Confome Okoh et al. (2010), o OE obtido
pela extracdo por SFME apresentou maior atividade contra micro-organismos que o 0Oleo
obtido por HD. Li et al (2012) verificaram maior atividade antioxidante para OE obtido por
MO. Este fato pode ter ocorrido pela maior quantidade de compostos oxigenados no OE
obtido por SFME. Na comparacédo de metodos de extracdo de OEs de Dryopteris fragans, Li

et al (2012) verificaram maiores quantidades de hidrocarbonetos sesquiterpénicos na HD.
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Ferhat et al, (2007) verificou maiores quantidades de sesquiterpenos oxigenados na extracao
por SFME.

Tabela 10 - Composicdo quimica do 6leo essencial (compostos que apresentaram diferenca
significativa pelo teste t) (%) - de B. articulata submetido a extracdo com aquecimento
convencional e com micro-ondas (n=3).

Compostos volateis 'K 'K 'K Extragao
GC-FID GCMS LIT HD SFME
Monoterpenos
1 a-pineno 932 935 934 0,24 0,40
2 B-pineno 972 974 973 0,46 0,57
3 limoneno 1023 1025 1027 1,92 2,07
Total 2,62 3,04
Monoterpenos oxigenados
4 trans-pinocarveol 1140 1135 1139 0,20 0,43
5 pinocarvona 1162 1163 1163 0,12 0,17
6 terpinen-4-ol 1189 1178 1177 0,22 0,40
7 mirtenol 1194 1194 1194 0,15 0,20
8 eugenol 1352 1355 1351 0,15 0,18
Total 0,99 1,64
Sesquiterpenos
9 a-copaeno 1363 1366 1375 0,29 0,33
10 B-borboneno 1368 1374 1380 0,56 0,83
11 B-elemeno 1379 1381 1375 19,10 23,89
12 (E) Cariofileno 1411 1410 1414 0,85 0,93
13 B-cubebeno 1421 1419 1390 0,60 0,42
14 aromadendreno 1432 1432 1438 2,58 3,14
15 a-humuleno 1445 1446 1442 0,31 0,48
16 allo-aromadendreno 1452 1450 1452 27,04 25,45
17 Germacreno-D 1475 1478 1487 19,70 14,85
18 biciclogermacreno 1491 1489 1486 3,90 2,66
19 a-muuroleno 1494 1493 1499 0,94 0,73
20 dehidro-aromadendreno 1501 1490 1456 0,80 0,56
21 y-cadineno 1508 1504 1512 2,48 0,62
22 d-cadineno 1515 1516 1524 0,29 0,33
Total 79,16 74,88

Sesquiterpenos oxigenados
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23 ledol 1558 1559 1563 0,50 1,14
24 espatulenol 1571 1574 1575 7,58 9,93
25 dxido de cariofileno 1573 1576 1573 2,48 2,14
26 globulol 1575 1573 1576 1,82 1,86
27 viridiflorol 1583 1585 1590 3,55 3,44
28 Biciclo [7.2.0] undecan-3-ol 1635 1634 1639 0,17 0,27
29 a-elemol 1652 1645 1639 0,36 0,71
30 Cadin-4-en-10-ol 1658 1654 1646 0,61 0,68
31 Muurola-4,10(14)-dien-1-beta-ol 1672 1678 1686 0,15 0,26
Total 17,23 20,44
Total da composicéo (%0) 93,43 92,09

*Compostos que apresentaram diferenca significativa pelo teste t.
Legenda: HD: Hidrodestilagdo SFME: Extragdo assistida por micro-ondas sem solvente

Conforme mostrado na figura 22, houve diferencas significativas (p <0,05) para
monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos oxigenados (em maior quantidade no OE obtido
por SFME) e para hidrocarbonetos sesquiterpénicos (em maior quantidade no OE obtido por
HD). Este estudo confirmou as diferencas relatadas em estudos de comparagdo entre oS
métodos de extracdo. Como citado, o OE obtido por SFME resulta em um produto com maior
atividade bioldgica que o OE obtido pela extragdo convencional, porém, pouca informacdo é
encontrada na literatura acerca das razGes que podem levar a tal diferenca. Assim, outras
variaveis ndo controladas durante a extracdo, como por exemplo, a composicdo dos gases da

atmosfera, pode ter influenciado nesse processo.
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Figura 22: Variacbes de hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados,
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados para Oleo essencial de B.
articulata extraida por SFME e por HD. * Letras iguais nfo diferem entre si pelo teste t.

Legenda: HD: Hidrodestilagdo SFME: Extracdo assistida por micro-ondas sem solvente

Além da obtencdo de OEs com maior quantidade de compostos oxigenada sendo assim
com maior atividade bioldgica, a SFME apresenta outras vantagens frente 8 HD. Em geral a
energia necessaria para a extracdo por HD e SFME sdo 4,5 kWh e 0,25 kWh,
respectivamente, o que faz com que haja uma economia de energia de até 18 vezes com 0 uso
da SFME. Se o consumo de energia for transformado em quantidades de dioxido de carbono
liberados para o ambiente, os resultados ficariam em torno de 3600 g CO, gOE™ para HD e
200 g CO; g OE-! para SFME (LUCCHESI et al, 2004).Além disso, enquanto a HD necessita

de 500 mL de agua a extragdo, a SFME necessita de apenas 10 mL de agua apenas para
umedecer a planta.
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4.4 Influéncia da Atmosfera na Extracdo do OE por SFME de B. articulata

4.4.1 Rendimento de 6leo essencial e composicao do 6leo essencial

O rendimento de 6leo essencial obtido pela extracdo por SFME com injecdo de
oxigeénio, argbnio e ar sintético foi de 0,5%, ndo havendo diferenca entre os tratamentos. A
planta foi extraida nos dois métodos de extracdo até a liberacdo total de OE. Para ambas as
extracdes a temperatura é equivalente a temperatura de ebuli¢do da dgua a pressdo atmosférica
(100 °C). Conforme apresentando na tabela 11, cerca de 30 compostos apresentaram diferenca

significativa (p<0,05) em relacdo a atmosfera da extracdo e 0s mesmos estdo mostrados na

figura 23.
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Figura 23: Cromatograma do OE obtido no GC-FID indicando 0s compostos que
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) com relacdo aos OEs obtidos em diferentes
atmosferas na extracao.

Conforme mostrado na Tabela 11, monoterpenos apresentaram maiores concentracoes
na inje¢do de AR SINT, porém sem diferenca significativa (p>0,05) para o OE obtido com
injecdo de O, Em relacdo aos monoterpenos oxigenados, a injecdo de O, e AR SINT

proporcionaram concentracdes de trans-pinocarveol quatro vezes maior que na injecao de No.
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Sesquiterpenos apresentaram maiores concentracdes no OE submetido a injecdo de AR SINT,
e menores concentragdes com Oy, ja sesquiterpenos oxigenados apresentaram maiores
concentracdes na injecdo com O,. As diferencas das classes de compostos estdo mostradas na

figura 24.

Tabela 11- Composicdo quimica do 6leo essencial (%) de B. articulata submetida a injecdo de
gases durante a extracdo pelo método SFME (n=3).

) RT RT RT Gas injetado (SFME)

Compostos volateis
GC-FID GCMS LIT 02 AR SINT Ar

Monoterpenos
1 a-pineno 931 935 934 0,23® 0,18 0,31°
2 B-pineno 971 976 o73 2,01° 2,447 1,75
3 limoneno 1020 1029 1027 1110 118 0,89
Total 335  3,81° 2,95
Monoterpenos oxigenados
4 trans-pinocarveol 1139 1138 1139 0,19° 0,202 0,05"
5 pinocarvona 1164 1162 1163 0,09 0,11 0,12
6 terpinen-4-ol 1191 1177 1177 0,20° 0,212 0,22?
7 mirtenol 1194 1194 1194 0,072 0,102 0,09%
8 eugenol 1350 1354 1351 0,19° 0,172 0,192
Total 0,76 0,78 0,67°
Sesquiterpenos
9 a-copaeno 1361 1369 1375 1’50b 1,73a 1,62ab
10 p-borboneno 1368 1377 1380 016"  017° 0.20°
11 p-elemeno 1377 1386 1375 0’28a 0,30a 0’31a
12 (E) Cariofileno 1413 1411 1414 16.85° 18.42% 17,64
13 B-cubebeno 1422 1420 1390 0’82a 0,83a 0,80a
14 aromadendreno 1431 1429 1438 0,482 0,472 0,482
15 a-humuleno 1445 1444 1442 2,55c 2,67ab 2,64b
16 allo-aromadendreno 1452 1451 1452 0,39? 0,382 0,382
17 Germacreno-D 1475 1473 1487 25’22b 26’3361 25,7013
18 biciclogermacreno 1490 1488 1486 19,86° 20,222 20,42°
19 o-muuroleno 1495 1493 1499 3,90 4,03% 4,04
20 dehidro-aromadendreno 1500 1497 1456 0,13b 0,332 0,332
21 y-cadineno 1506 1504 1512 0,74a 0’52b 0’23c
22 §-cadineno 1518 1517 1524 2,1351 1’95b 210851

Total 75,01° 7832® 76,86
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Sesquiterpenos oxigenados

23 ledol 1556 1559 1563 0,53° 0,49 0,52
24 espatulenol 1569 1572 1575 9,20° 7,46" 8,35
25 6xido de cariofileno 1571 1575 1573 3,072 2,72 2,90
26 globulol 1573 1578 1576 2,14 1,64 1,72°
27 viridiflorol 1581 1585 1590 415 3,60 3,98
28 Biciclo [7.2.0] undecan-3-ol 1636 1633 1639 0,272 0,20? 0,23%
29 g-elemol 1653 1649 1639 054  041° 0,48%
30 Cadin-4-en-10-ol 1659 1656 1646 0,64 049 0,57
31 Muurola-4,10(14)-dien-1-beta-ol 1673 1678 1686 0,34% 0,08° 0,19°
Total 20,88 17,09  18,94%
Total da composicao (%) 90,7 91,2 89,3

Letras iguais ndo diferem entre si (p <0,05) pelo teste Tukey.
Legenda: O,: Oxigénio Ar: Argbnio ARSINT: Ar sintético
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Figura 24: Variacbes de hidrocarbonetos monoterpénicos, monoterpenos oxigenados,
hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpenos oxigenados para 6leo essencial de B.
articulata extraida por SFME submetida a injecdo de diferentes gases. Letras iguais nédo
diferem entre si (p <0,05) pelo teste Tukey.

Legenda: O,: Oxigénio Ar: Argbnio ARSINT: Ar sintético

A injecdo de ar sintético e oxigénio resultaram em quantidades de limoneno com

diferenga significativa em relacdo a injecdo de argbnio. Trans-pinocarveol apresentou

quantidades superiores no OE submetido a injecdo de O, e AR SINT quatro vezes maiores

que para o OE submetido a injecdo de argonio. Cariofileno- (E) e germacreno-D apresentaram
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quantidades menores com diferenca significativa no OE submetido a injegdo de O, para a
injecdo com AR SINT, que proporcionou maiores quantidades de sesquiterpenos. Espatulenol,
oxido de cariofileno, globulol, viridiflorol, o - elemol, cadin-4-en-10-ol e muurola-4,10(14)-
dien-1-beta-ol apresentaram maiores concentracbes no OE submetido a injecdo de O2
diferenga significativa em relagéo a inje¢do de AR SINT.

Conforme Tryteka et al, 2011, na transformacdo ou degradacdo de pinenos, na
presenca de luz, pode ocorrer a formacdo de monoterpendides, como de trans-pinocarveol,
pinocarvona e mirtenal (Figura 25). Essa transformacdo ocorre na presenca de luz, onde as
clorofilas atuam absorvendo a energia luminosa necessaria para esta transformacdo. Esta
transformacdo é mostrada na figura 23. Levando em consideracdo que a extracdo tanto por
HD quanto SFME ocorre em condi¢Ges muito mais drasticas que somente a presenca de luz,
ou seja, ha o envolvimento de altas temperaturas, transformacdes como esta podem acontecer

mais facilmente, ainda mais quando a quantidade de oxigénio for aumentada.

hv; 20°C

a-pinene trans-pinocarveol pinocarvone myrtenal

Figura 25: Compostos que podem ser formados a partir de a-pineno durante a transformacéo
ou degradacdo.

4.4.2 Atividade antioxidante

Na tabela 12 estdo mostradas os resultados para atividade antioxidante de B. articulata
submetida a injecdo de gases na extracdo por SFME e para BHT e Trolox, e o IAA (indice de

Atividade Antioxidante), onde as amostras sdo classificadas conforme: (AAl < 0,5),
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moderado (0,5 < AAI < 1,0), forte (1.0 < AAI < 2,0) e muito forte (AAI > 2,0) (SCHERER e
GODOY, 2009).

O OE obtido por extracdo por SFME e submetido a injecdo de O, apresentou a maior
atividade antioxidante do que os demais OEs, porém sem diferenca significativa (p>0,05) para
a injecdo com ar sintético. Assim, pode-se perceber que a injecdo de oxigénio no baldo
contendo a amostra durante a extragdo pode levar a formacdo de um OE com maior atividade
bioldgica, o0 que pode ser considerada uma vantagem. Porém, esse efeito pode ser ainda maior
se vazOGes maiores desses gases forem utilizadas, podendo maximizar a concentracdo de
compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas do OE e, quem sabe, até mesmo aumentar
o0 valor dos OEs de outras plantas que sdo comercializados.

Tabela 12- Atividade antioxidante expressa em concentracdo eficiente (EC50) e indice de
Atividade antioxidante.

DPPH
Gas injetado - IAA
EC50 (mg ml™)
0, 0,787 + 0,03" 0,304 + 0,04°
Ar sint 0,812 + 0,03 0,296 + 0,03"
Ar 0,902+ 0,02° 0,266 + 0,01°
BHT 0,004 + 0,00 55,23 + 0,52
TROLOX 0,005 + 0,00% 4528 +0,3°

Letras iguais ndo diferem entre si (p <0,05) pelo teste de Tukey.
Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo (DP).
Legenda: O,: Oxigénio Ar: Argbnio Ar sint: Ar sintético

Em relagdo a capacidade redutora do ferro (Figura 26), a qual esta apresentada em mg
de oleo equivalentes a 1 mg de Trolox, a injecdo de oxigénio foi a que proporcionou ao 6leo
uma maior capacidade redutora de ferro, seguida do ar sintético e argonio (49,17 £ 1,5; 53,65
+1,8 e 74,13 + 1,8 mg 6leo mg Trolox-1). Esses resultados corroboram aqueles obtidos pela
avaliacdo da atividade antioxidante por DPPH, mostrando que a modificacdo da atmosfera
durante a SFME pode ser um caminho para a obten¢do de OEs com maior atividade biolégica

e consequentemente maior valor comercial.
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Figura 26: Capacidade redutora de ferro (FRAP) para 6leo essencial de B. articulata
submetido a injecdo de diferentes gases durante a extracao por micro-ondas.

Legenda: O,: Oxigénio Ar: Argbnio ARSINT: Ar sintético



5 CONCLUSAO

Da moagem

Menores rendimentos de OEs de B. articulata sdo obtidos a partir da planta submetida
a moagem criogénica, devido as condi¢bes de moagem (congelamento da amostra e
reduzido tamanho de particula) resultantes, que levam ao rompimento mais acentuado
de estruturas armazenadoras de OEs na planta (tricomas glandulares e dutos

secretores).

A PCA demonstrou uma separacdo da planta ndo submetida a moagem com relagéo as
demais moidas, principalmente frente aos métodos de moagem que envolveram
elevacdo da temperatura da amostra durante a moagem e longos periodos de processo
e reducdo do tamanho de particula. A amostra que apresentou maiores similaridades
com a amostra ndo cominuida foi a moida em moinho de facas com refrigeracdo, a
qual apresentou menor concentracdo de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e menores

perdas de monoterpenos.

Se o objetivo for manter as caracteristicas originais da planta, 0 MFCR pode ser
recomendado por apresentar maior similaridade ao SM. Entretanto, se o objetivo for
transformar ou alterar a composicdo do OE, torna-se interessante utilizar os outros

métodos de moagem, como MFSR e MB.

Da secagem

A secagem do mesmo material vegetal (com idénticas caracteristicas iniciais) por
diferentes métodos de secagem apresentou grandes diferencas no tempo de secagem,
onde o MO apresentou 0s menores tempos e a secagem em temperatura ambiente 0s

maiores.
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O material vegetal seco por liofilizacdo apresentou menores rendimentos de OEs

resultantes de plantas submetidas aos demais métodos de secagem.

A PCA demonstrou uma separacao entre o OEs da planta fresca e dos demais métodos
de secagem, principalmente dos que envolveram exposi¢do/manuseio da planta por
maiores tempos. A secagem em micro-ondas foi a que apresentou a maior similaridade
com a planta fresca, tendo tido as menores perdas de hidrocarbonetos monoterpénicos
e 0s menores ganhos de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, tendo sido diferenciada da

IN apenas pelo composto a-terpineol.

A liofilizacdo apresentou as maiores perdas de hidrocarbonetos monoterpénicos e a
maior concentracdo de hidrocarbonetos sesquiterpénicos que os demais métodos de

secagem.

A planta fresca apresenta 0os menores potenciais de atividade antioxidante, sendo que

todos os métodos de secagem proporcionaram um incremento desta atividade.

Sugere-se para escolha de método de secagem, se o objetivo for manter as
caracteristicas da planta fresca, a secagem com MO. Porém, se 0 objetivo é obter
compostos que através do processamento por LIO, EST e AMB possam ser

concentrados, se torna interessante usar estes métodos.

Da extracdo

Extracdes de OEs de B. articulata por SFME foram conduzidas em tempos reduzidos

em relacdo a HD, que foi 5,33 vezes mais lenta que a SFME.

A extracdo por SFME resultou em uma composi¢cdo de OEs com maiores quantidades
de monoterpenos e monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos oxigenados, ja a HD

resultou em um OE com maiores concentracdes de hidrocarbonetos sesquiterpénicos.



78

Da atmosfera na extracdo por SEFME

e A extragdo com a injecdo de argonio resultou em menores quantidades de

hidrocarbonetos monoterpénicos na composicao dos OEs.

e A extracdo com O, proporcionou maiores quantidades de sesquiterpenos oxigenados

sesquiterpenos oxigenados na composic¢édo dos OEs.

e Maiores atividades antioxidantes foram observadas no OE obtido na extracdo por

SFME com injecéo de Os.
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