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DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO DE COMPLEXOS DE OLEOS ESSENCIAIS
COM B-CICLODEXTRINAS E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA
FRENTE A LINHAGENS TOXIGENICAS DE Aspergillus parasiticus

RESUMO

Os oOleos essenciais possuem grande importancia na industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica, devido suas propriedades aromaticas, antioxidantes e antimicrobianas. Entretanto,
sua baixa solubilidade aquosa e instabilidade térmica dificultam sua utilizacdo, muitas vezes,
fazendo-se necessario modificagdes tecnoldgicas para ampliar sua utilizagdo, como é o caso do
uso das ciclodextrinas, que permitem a microencapsulacdo de compostos lipofilicos, como o0s
6leos essenciais, melhorando suas caracteristicas fisico-quimicas. Assim, no presente trabalho,
objetivou-se a extracdo e caracterizacdo dos 6leos essenciais de Origanum majorana, Mentha
arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus, seguido do preparo e
caracterizagdo dos complexos de inclusdo com f-ciclodextrina e avaliar seu potencial antifungico
contra Aspergillus parasiticus. Os 6leos essenciais apresentaram rendimento variavel de 0,2% a
1,1%. Destes, foram identificados 63 constituintes, dentre eles no dleo essencial de O. majorana:
L-limoneno (8,7%), linalol (7,5%) e estragol (51,8%); na M. arvensis isomentona (16,6%) e L-
mentol (75,5%); na L. alba L-limoneno (32,0%), y-terpineno (6,1%) e L-carvona (43,5%); no O.
basilicum linalol (18,1%) e estragol (64,4%) e no C. citratus Z-citral (33,3%) e geranial (41,9%).
Todos os 6leos apresentaram atividade antiflngica, entretanto, o éleo essencial de M. arvensis
destacou-se, pois, apresentou maior rendimento e completa inibicdo do crescimento de A.
parasiticus em todas as concentragdes testadas. Os complexos de inclusdo com g-ciclodextrina
apresentaram rendimentos superiores a 85% para todos os Oleos essenciais. A estabilidade
térmica do complexo de O. basilicum, foi determinada a 45 °C por 120 minutos, apresentando
retencdo de 75% do conteddo do Oleo, devido a capacidade protetora da p-ciclodextrina.
Entretanto, apos a complexacgdo, houve uma reducdo da atividade antifingica de todos os 6leos
contra A. parasiticus devido ao efeito estabilizador do agar sob os complexos de inclusdo, sendo

necessario a avaliagdo da atividade antifingica por outro modelo experimental.

Palavras-Chave: GC-HRMS; Estabilidade térmica; Monoterpenos oxigenados; Mentha

arvensis.
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TECHNOLOGICAL DEVELOPMENT OF ESSENTIAL OIL COMPLEXES WITH g-
CYCLODEXTRINS AND EVALUATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY AGAINST
TOXIGENIC STRAINS OF Aspergillus parasiticus

ABSTRACT

The essential oils have great importance in the food, cosmetic and pharmaceutical
industries, due to their aromatic, antioxidant and antimicrobial properties, however, their low
aqueous solubility and thermal instability make it difficult to use them, often requiring
technological modifications to increase their use, such as the use of cyclodextrins, which allow
the microencapsulation of lipophilic compounds, such as essential oils, improving their physico-
chemical characteristics. The aim of this work was the extraction and characterization of the
essential oils of Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum and
Cymbopogon citratus, followed by the preparation and characterization of inclusion complexes
with g-cyclodextrin and the evaluation of its antifungal potential against Aspergillus parasiticus.
The essential oils presented yields varying from 0.2% to 1.1% and 63 constituents of the
essential oils were identified, among them L-limonene (8.7%), linalool (7.5%) and estragol (51,
8%) in O. majorana essential oil; and L-menthol (75.5%) in M. arvensis; L-limonene (32.0%), y-
terpinene (6.1%) and L-carvone (43.5% ) in L. alba; linalol (18.1%) and estragol (64.4%) in O.
basilicum; and Z-citral (33.3%) and geranial (41.9%) in C. citratus. All the oils presented
antifungal activity, however, the essential oil of M. arvensis was thus highlighted as presenting
higher yield and complete inhibition of A. parasiticus growth at all concentrations tested.
Inclusion complexes with g-cyclodextrin showed yields more than 85% for all essential oils. The
thermal stability of the O. basilicum complex was determined at 45 °C for 120 minutes, with a
75% retention of the oil content due to the protective ability of fg-cyclodextrin. However, after
the complexation, there was a reduction of the antifungal activity of all the oils against A.
parasiticus due to the stabilizing effect of the agar under the inclusion complexes, being

necessary the evaluation of the antifungal activity through another experimental model.

Keywords: GC-HRMS; Thermal stability; Oxygenated monoterpenes; Mentha arvensis.
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1. INTRODUCAO GERAL

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias lipofilicas, geralmente
odoriferas, liquidas, instaveis a temperatura ambiente, a luz e ao oxigénio, que se decompdem
nestas condicdes (BAKKALI et al., 2008; FERNANDES et al., 2009; KFOURY et al., 2016).
Sdo reconhecidos por suas propriedades bactericidas, antivirais e fungicidas (BAKKALI et al.,
2008). Sendo ainda utilizados na indUstria de cosméticos por suas propriedades aromaéticas, na
indUstria alimenticia como conservantes e na industria farmacéutica como antimicrobianos,
analgeésicos, sedativos, anti-inflamatorios e espasmoliticos (BAKKALI et al., 2008).

Entretanto, a aplicacdo industrial dos 6leos essenciais, em geral, € limitada pela sua
elevada volatilidade, insolubilidade em &gua e baixa estabilidade fisico-quimica (CALO et al.,
2015). Uma alternativa para reverter estas limitacbes é por meio da complexacdo dos 6leos
essenciais com ciclodextrinas, tornando-os, desta forma, mais estaveis fisica e quimicamente
(KFOURY et al., 2015).

As ciclodextrinas naturais sdo carboidratos formadas por seis, sete ou oito unidades de
glicopiranose, conhecidas por a, B ou y-ciclodextrinas, respectivamente. As ciclodextrinas séo
oligossacarideos ciclicos capazes de formar complexo de inclusdo com uma grande variedade de
compostos organicos (LYRA et al., 2010; KFOURY et al., 2015; ABARCA et al., 2016), a partir
de fracas interagcfes como pontes de hidrogénio e forca de Van der Waals (WANG et al., 2011).

Hedges (1998) postulou que a complexacdo de 6leos essenciais com ciclodextrinas
aumentaria sua estabilidade, aléem de aumentar sua solubilidade aquosa, protegé-los da oxidacé&o,
aumentar sua fotoestabilidade e estabilidade térmica, mascarar ou reduzir efeitos fisioldgicos
indesejados, além de reduzir sua volatilidade. Baseado nestas propriedades, diversos
pesquisadores ja estudaram a complexacdo dos 6leos essenciais de Cinnamomum loureirii
(JIANG; LI; JIANG, 2010), Allium sativum L. (WANG et al.,, 2011), Croton zehntneri
(AGUIAR et al., 2014), Satureja montana (HALOCI et al., 2014), O. basicilicum, Artemisia
dracunculus (KFOURY et al., 2015), bem como os constituintes dos 6leos essenciais: timol,
cinamaldeido (CEVALLOS; BUERA; ELIZALDE, 2010), estragol (KFOURY et al., 2015) e
citronelal (SANTQOS et al., 2016) com f-ciclodextrinas.

Desta forma, no presente trabalho objetivou-se extrair e caracterizar os 6leos essenciais
de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon
citratus; preparar e caracterizar os complexos de inclusdo dos o6leos essenciais com f-

ciclodextrina; e, avaliar o potencial antifungico contra Aspergillus parasiticus. Para um melhor
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entendimento optou-se pela divisdo do presente trabalho em capitulos que serdo submetidos
como artigos cientificos em periddicos indexados. No Capitulo 1 realizou-se a busca das patentes
depositadas em diversas bases, relacionadas com a utilizagdo dos éleos essenciais e seus
complexos de inclusdo com atividades antifingicas. No Capitulo 2, adaptou-se o método
cromatografico para analise dos 6leos essenciais. No Capitulo 3 preparou-se o complexo de
incluséo entre o 6leo essencial de O. basilicum e a S-ciclodextrina, determinando-se, ainda, sua
estabilidade térmica. No Capitulo 4 avaliou-se a atividade antifungica contra Aspergillus
parasiticus dos 6leos essenciais de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum
basilicum e Cymbopogon citratus e seus complexos de inclusdo com f-ciclodextrina.

Os capitulos foram organizados em artigos os quais foram formatados de acordo com o

Periodico e Qualis na area Zootecnia e Recursos Pesqueiros:

Tabela 1: Formatacdo dos capitulos da Tese conforme Classificacdo Qualis Periddicos na area
Zootecnia e Recursos Pesqueiros.

Capitulo Periodico Qualis 2015
1 Ciéncia Rural B2
2 Bioscience Journal B2
3 Food Chemistry Al
4 Industrial Crops and Products Al
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Desenvolver complexos de inclusdo de o6leos essenciais de Origanum majorana,
Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus com g-ciclodextrinas e

avaliar a atividade antifungica contra Aspergillus parasiticus.

2.2. Especificos

Extrair e caracterizar os 6leos essenciais das partes aéreas de Origanum majorana,
Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus;

Avaliar a influéncia da temperatura da coluna cromatografica na caracterizagao dos 6leos
essenciais de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e
Cymbopogon citratus;

Preparar os complexos de inclusdo dos 6leos essenciais de Origanum majorana, Mentha
arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus com f-ciclodextrina;

Caracterizar os complexos de inclusdo dos 06leos essenciais de Origanum majorana,
Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus com pg-ciclodextrina,
por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas e por espectroscopia de
absorcéo no infravermelho;

Determinar a melhor proporcdo entre os 0Oleos essenciais de Origanum majorana,
Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus e a g-ciclodextrina
para o preparo do complexo de incluséo;

Determinar a eficiéncia de complexacdo dos constituintes majoritarios dos oOleos
essenciais de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e
Cymbopogon citratus com g-ciclodextrina;

Avaliar a estabilidade térmica dos complexos de inclusdo dos Oleos essenciais de
Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus
com p-ciclodextrina e;

Avaliar a atividade antifungica dos 6leos essenciais e dos complexos de inclusdo de
Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus;
frente a Aspergillus parasiticus.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE) sdo compostos volateis que conferem aroma e sabor
caracteristicos de uma planta aromatica (PAVELA et al., 2015). Sdo metabolitos secundarios
biossintetizados por plantas aromaticas (BASER, 2010; KFOURY et al., 2016) que ficam
armazenados em estruturas glandulares e secretorias complexas presentes nas folhas, talos,
flores, frutos, cascas ou raizes de plantas (BASER, 2010; PAVELA et al., 2015), que quando
extraidos apresentam-se liquidos, instaveis a temperatura ambiente a luz e ao oxigénio, se
decompbem nestas condi¢bes (KFOURY et al., 2016).

Sdo utilizados na industria de cosméticos por suas propriedades aromaticas, na area de
alimentos como flavorizantes e conservantes e na farmacia como antimicrobianos, analgésicos,
sedativos, anti-inflamatdrios e espasmoliticos (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; KFOURY et al.,
2016).

3.1.1. Biossintese dos 06leos essenciais

Nas plantas, os OE possuem diversas funcOes, agindo na atracdo de insetos,
favorecendo a dispersdo do pdlen e sementes ou como repelente contra herbivoros e micro-
organismos (BAKALLI et al., 2008; BASER, 2010; KFOURY et al., 2016). Entretanto por
serem metabdlitos secundarios, ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia das espécies aromaticas,
diferentes dos metabdlitos primarios que sdo elementos basicos para a manutencdo da vida do
vegetal, tais como biossintese de: proteinas, carboidratos, &cidos nucléicos e lipidios, (BASER,
2010). Os OE sdo biossintetizados no citoplasma e plastideos de células vegetais pela via dos
terpenoides (acido mevaldnico) e acido chiquimico (BASER, 2010; PAVELA et al., 2015).

De uma forma geral os terpenoides correspondem ao grupo mais importante na
biossintese dos 0leos essenciais e sdo definidos como substancias compostas por unidades de
isopreno (2-metil butadieno), acopladas no sentido cabeca-cauda a partir intermediario acido
mevaldnico (Figura 1). O acoplamento dessas unidades de cinco carbonos forma uma unidade de
10 carbonos e assim subsequentemente formando outros derivados multiplos de cinco carbonos,
sendo chamados genericamente de hemiterpenoides, aqueles compostos formados por cinco
carbonos, monoterpenoides os compostos formados por 10 atomos de carbono, sesquiterpenoides
0s compostos formados por 15 carbonos e aqueles formados por 20 carbonos sé@o chamados de

diterpenoides e assim por diante.
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Figura 1. Representacao esquematica do acoplamento cabeca-causa de duas unidades de
isopreno. Adaptado de BASER et al., 2010.

Em geral, apenas os hemiterpenoides, os monoterpenoides e 0s sesquiterpenoides séo 0s
constituintes suficientemente volateis para serem componentes de Oleos essenciais (BASER,
2010). Comumente, durante as etapas biossintéticas, estes compostos sofrem modificacbes
enzimaticas com adi¢do de grupos oxigenados, metilac6es, desmetilacdes e isomerizacbes, sendo
grande a variedade de estruturas aciclicas, monociclicas e biciclicas (mirceno, elemeno e
sabineno) e grupos funcionais como &lcoois (linalol e mentol), aldeidos (geranial e citronelal),
cetonas (carvona e pulegona), ésteres (linalil acetato), éteres (1,8-cineol), perdxidos (ascaridol) e
fenais (timol e carvacrol) (BASER, 2010; PAVELA et al., 2015).

Outra classe de constituintes volateis presentes nos 6leos essenciais sdo biossintetizados
a partir da aromatizacdo do &cido chiquimico, formando derivados do fenilpropano (Figura 2), ou
pelas reacGes de condensacdo de policetideos, degradacdo de lipidios e ciclizacdo do acido
araquidénico (Figura 3), por exemplo os constituintes: eugenol, estragol, decanal, 4-decenal e 2-
nonanona (BASER, 2010; PAVELA et al., 2015).
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Figura 2. Derivados do acido chigquimico. Adaptado de BASER et al., 2010.
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Figura 3. Rotas biossintéticas alternativas dos 6leos essenciais: Reacdes de condensacdo de
policetideos, degradacgdo de lipidios e ciclizacdo do acido araquiddnico. Adaptado de BASER et
al., 2010.
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3.1.2. Importancia econémica

A cadeia produtiva de Oleos essenciais é complexa e fragmentada, com
aproximadamente 100 paises produtores (BASER, 2010) que fornecem matéria-prima para a
indUstria de perfumaria, cosmética, alimentos e adjuvantes em medicamentos, na sua forma bruta
ou beneficiada, fornecendo substancias purificadas como o mentol e safrol (BIZZO et al., 2009).

Cerca de 300 oleos essenciais possuem importancia comercial, com producdo anual de
cerca de 100 mil toneladas, representado cerca de US $ 700.000.000,00 (RAUT;
KARUPPAYIL, 2014). Os maiores consumidores de 6leos essenciais sdo os Estados Unidos
(40%) e Unido Européia (30%) com crescimento anual de 11% (BIZZO et al., 2009), ocasionado
pela expansdo do uso dos 6leos essenciais nas industrias, devido ao desenvolvimento de novos
produtos nas industrias de alimentos e cosméticos. Os principais 0leos essenciais
comercializados no mercado mundial sdo o de Citrus sinensis, representando cerca de 50.000
toneladas seguido do 6leo de Mentha arvensis, com 25.000 toneladas e Eucalyptus globulus,
com 4.000 toneladas (BASER, 2010).

Os precos de mercado dos 6leos essenciais variam de forma consideravel, por exemplo,
0 0leo essencial de Citrus sinensis possui valor de € 5,50 por quilo, ja o 6leo de patchouli possui
valor de € 115,00 por quilo. No Brasil, destaca-se a producdo de Oleos citricos, que sao
subprodutos da inddstria de sucos, correspondendo cerca de 93% do volume de 6leo essencial
exportado pelo Brasil (BI1ZZO et al., 2009) e 28% da producdo mundial de éleos essenciais
(BASER, 2010)

3.1.3. Aplicagdes

Os OE possuem ampla aplicagdo comercial baseada nas propriedades aromaética,
antibacteriana, antifungica e inseticida, em especial na inddstria de alimentos, como aditivos
alimentares, como agentes de sabor da industria de cigarros, na composi¢do de cosmeticos,
perfumes, purificadores de ar e desodorizadores, bem como inddstria farmacéutica, na
formulacdo de medicamentos, homeopatia e aromaterapia (BAKALLI et al., 2008; BASER,
2010; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; PAVELA et al., 2015; KFOURY et al., 2016).

Devido ao grande numero de constituintes nos Oleos essenciais, suas atividades
bioldgicas ndo possuem um alvo celular especifico. Devido a caracteristica lipofilica, 0s
constituintes dos OE atravessam a parede celular e a membrana citoplasmatica, alterando a
estrutura dos polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios, alterando a permeabilidade

membranar associada a perda ionica e reducdo do potencial de membrana, colapso da bomba de
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protons e deplecdo dos reservatdrios de ATP e lise celular. Em células eucarioticas, os OE ainda

provocam a despolarizacdo das membranas mitocondriais (BAKALLI et al., 2008).

3.2. Atividade antifingica dos 6leos essenciais

A contaminacdo fangica é um dos principais problemas encontrados em alimentos e
gréos estocados, pois podem deteriorar estes alimentos e produzir toxinas causadoras de graves
micotoxicoses em animais e humanos (PRAKASH et al., 2010). Diversos antifungicos sintéticos
sdo utilizados no sentido de reduzir as perdas ocasionadas pelo desenvolvimento fungico,
entretanto, o uso indiscriminado destes antifungicos tem sido implicados como a maior causa de
desenvolvimento de resisténcia microbiana (GUERRA et al., 2016; GUERRA et al., 2015), além
disso, alguns destes compostos tem sua seguranca frequentemente questionadas, levando a
imposicdo de restricbes por algumas agéncias regulatérias, o que reativou a busca de novas
substancias antimicrobianas obtidas a partir de compostos naturais (NGUEFACK et al., 2009).

Desta forma, compostos naturais como os OE passaram a ter seu potencial explorado
devido as suas propriedades antifingicas (NGUEFACK et al., 2009) e, em especial, pelo baixo
impacto ao meio ambiente e para a saude humana (FELIZIANI et al. 2013; GUERRA et al.,
2015). Além disso, a utilizagdo dos OE como antifingicos de interesse comercial se deve pela
facilidade de cultivo das espécies aromaticas e pela existéncia de técnicas extrativas eficientes
que propiciam um bom rendimento na obtencdo dos OE (AGUIAR et al., 2014; ALVARENGA
etal., 2012; BOTREL et al., 2011; CORREA et al., 2010).

Entretanto, os OE possuem alguns entraves quanto a sua utilizacdo, em especial a sua
baixa solubilidade aquosa e baixa estabilidade térmica (AGUIAR et al., 2014). Estas limitagdes
podem ser em parte, contornadas com a utilizacdo de CD, substancia classificada como
estabilizante, de acordo com o Codex alimentarius (FAO 2007; RAUT, KARUPPAYIL, 2014), a
qual também é utilizada na industria farmacéutica e cosmética devido a sua caracteristica de
alterar as propriedades fisico-quimicas das substancias insollveis em agua ou instaveis
termicamente, funcionando como uma espécie de microcapsulas, alojando em seu interior,
substancias lipofilicas como os 6leos essenciais (FU et al., 2016).

Os fungos fazem parte da microbiota de grdos e alimentos em geral, dependendo da
especie fangica presente pode ocorrer a producdo de metabdlitos secundarios denominados de
micotoxinas. A capacidade micotoxigénica destes fungos € influenciada pelas praticas
agrondmicas, da composicdo dos alimentos, condicdes de colheita, manuseamento e
armazenamento (BRYDEN, 2012; GARCIA-CELA et al., 2012; BARANYI; KOCSUBE;



25

VARGA, 2015). Desta forma, a presenca de fungos potencialmente toxigénicos ndo implica na
presenca de micotoxinas. Por outro lado, devido a sua elevada estabilidade, a presenca de
micotoxinas pode ser observada mesmo sem a identificacdo de qualquer espécie fungica
toxigénica (GARCIA-CELA et al., 2012).

Uma vez biossintetizada, a remocdo das micotoxinas do alimento é dificil de ser
realizada (BRYDEN, 2012), ocasionando perdas econdmicas associadas a reducdo da qualidade
dos alimentos para humanos e animais, a reducao da producdo animal, aumento do custo para
tratamentos de micotoxicoses e na busca por alimentos alternativos livres de contaminantes
(MARROQUIN-CARDONA et al., 2014).

A deficiéncia no monitoramento dos niveis de micotoxinas nos alimentos pode estar
relacionada a maior incidéncia de cancer de figado observado nos paises em desenvolvimento
(BENNETT; KLICH, 2003; BARANYI; KOCSUBE; VARGA, 2015). Estima-se que
aproximadamente 25% dos cereais produzidos anualmente podem estar contaminados por
micotoxinas (BRYDEN, 2012; MARIN et al., 2013) e que as maiores perdas financeiras séo
atribuiveis as aflatoxinas (MARROQUIN-CARDONA et al., 2014).

A contaminacdo por aflatoxina é especialmente importante em paises em
desenvolvimento devido as condi¢des climaticas favoraveis a proliferagdo dos fungos
toxigénicos e aos métodos inadequados de processamento e estocagem dos grdos (HASSAN et
al. 2010). As Aflatoxinas sdo produzidas principalmente por fungos do género Aspergillus, pelas
espécies A. flavus e A. parasiticus, mas podem ser produzidas por A. nomius, A. bombicys, A.
pseudotamari e A. ochraceoroseus (BENNETT; KLICH, 2003).

O consumo de alimentos contendo aflatoxinas causa a aflatoxicose, sendo comumente
ocasionado pelo consumo de quantidades relativamente pequenas de aflatoxinas durante um
periodo prolongado, podendo ocasionar efeitos carcinogénicos, teratogénicos, mutagénicos e
imunossupressores (HASSAN et al. 2010; DWIVEDY et al., 2016). A intensidade e extensdo
dos sintomas dependem de fatores como: idade, espécie animal, sexo, estado nutricional, dose e
duracdo da exposicdo (BRYDEN, 2012; MARIN et al., 2013). As aflatoxicoses geralmente
provocam a reducdo da conversdo alimentar e do crescimento, afetam o desempenho reprodutivo
e podem provocar a diminuicdo da resisténcia imunoldgica em mamiferos, aves e peixes
(BRYDEN, 2012; MARIN et al., 2013).

Devido a estes efeitos toxicologicos é necessério identificar e prevenir a presencga das
micotoxinas e seus produtos metabdlicos em alimentos como carnes, ovos, leite e outros
produtos alimenticios (BRYDEN, 2012; MARIN et al., 2013). Ensaios analiticos sdo necessarios
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para determinar a extensdo da contaminacdo dos alimentos e ra¢fes por micotoxinas, além de
permitir a realizacdo da analise de riscos, fornecer o diagnostico de micotoxicose e avaliar
estratégias de controle da producdo de micotoxinas (BRYDEN, 2012).

Dentre as técnicas de controle da producdo de micotoxinas, a utilizagdo de cultivares
resistentes ao desenvolvimento de fungos toxigénicos, a reducdo da umidade dos gréos apos
colheita, o uso de adsorventes para micotoxinas e o0 uso de fungicidas séo bastante disseminados
(BRYDEN, 2012; BARANY|, KOCSUBE, VARGA, 2015).

Além dos métodos supracitados, 0 uso de produtos naturais com potencial antifungico,
como o0s Oleos essenciais despertam atencdo, devido as caracteristicas sustentaveis e
ecologicamente viaveis (DWIVEDY et al., 2016). Neste contexto, diversos 6leos essenciais
foram aprovados pelo Food and Drug Administration para o consumo como aditivos de
alimentos e bebidas (CFR, 2016) e alguns conservantes a base de Oleo essencial tém sido
formulados por diferentes indlstrias agricolas e ja estdo comercialmente disponiveis
(DWIVEDY et al., 2016).

3.3. Complexo de incluséo com 6leos essenciais

A utilizacdo dos 06leos essenciais como alternativa aos conservantes sintéticos € limitada
devido a elevada volatilidade e insolubilidade aquosa (CALO et al., 2015; KFOURY et al.,
2015). Uma alternativa para melhorar estas caracteristicas fisico-quimicas é a complexacdo dos
Oleos essenciais com as ciclodextrinas (CD), ampliando as possibilidades de aplicacdo
tecnoldgica (KFOURY et al., 2015). As CD naturais sdo formadas por seis, sete ou oito unidades
de glicopiranose (Figura l1a), conhecidas por a, p ou y-CD, respectivamente. As CD s&o
oligossacarideos ciclicos, obtidas a partir da degradagdo enzimética do amido, capazes de formar
complexo de inclusdo com uma grande variedade de compostos organicos (LYRA et al., 2010;
KFOURY et al., 2015; ABARCA et al., 2016).
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Figura 4. a) Estrutura geral das ciclodextrinas (CD). Os derivados o, S e y-CD séo definidos por
n=1, 2 e 3, respectivamente. b) Representacdo esquematica da estrutura tridimensional das CD,
mostrando as caracteristicas estruturais definidas pelas unidades de glicose. Adaptado de
BRITTO; NASCIMENTO-JUNIOR; DOS SANTOS, 2004.

Do ponto de vista estrutural (Figura 1b), as ciclodextrinas tém conformacdo em forma de
cone truncado, com os grupos hidroxilos primarios e secundarios voltados para a face externa,
delimitando respectivamente a face mais estreita e a face mais larga do cone. Os 4tomos de
oxigénio envolvidos nas ligacGes glicosidicas entre as unidades de glicopiranose e os atomos de
hidrogénio ligados aos &tomos de carbono da posicao 3 e 5 determinam o caréater hidrofébico do
interior de sua cavidade (WANG et al., 2011; ABARCA et al., 2016). Devido a estas
caracteristicas fisico-quimicas, as CD sdo capazes de formar complexo de inclusdo com uma
grande variedade de compostos organicos, a partir da formacdo de fracas interacdes, do tipo
pontes de hidrogénio e forca de Van der Waals (LYRA et al.,, 2010; WANG et al., 2011;
KFOURY et al., 2015; ABARCA et al., 2016), ampliando a utilizacdo destas substancias nas

industrias alimenticia, cosmetica, farmacéutica e agroquimica (ABARCA et al., 2016).

O mecanismo de formacdo dos complexos de inclusdo ocorre de forma espontanea
(Figura 2). A energia envolvida no preparo dos complexos é a repulsdo existente entre as
moléculas dos 0Oleos essenciais, quando estdo em solucéo aquosa, de forma que estas alojam-se
no interior da cavidade apolar da CD (LYRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; WANG et al.,
2011; AGUIAR, et al., 2014). Desta forma, o fendbmeno de complexacdo modifica as
propriedades fisico-quimicas das moléculas complexadas, aumentando a solubilidade aquosa,

estabilidade térmica, a luz e a oxidacao.
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Figura 5. Representacdo esquematica da formacdo do complexo de inclusdo. Fonte: Elaborado
por Marcio dos Santos Rocha.

Por fim, na literatura consultada ndo ha registros de trabalhos cientificos ou patentes
depositadas que avaliem os complexos de inclusdo dos 6leos essenciais com S-CD como agente

antimicotoxigénico, sendo este um trabalho pioneiro e inovador.
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Prospeccao tecnologica como ferramenta de identificagéo de 6leos essenciais com atividade

antifungica e seus complexos de inclusdo com ciclodextrinas.

Marcio dos Santos Rocha"!"™ Larisse Carneiro da Frota Brito!" Maria Liliane Ximendes

Azevedo' Maria Christina Sanches Muratori'"!

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos da classe dos estabilizantes utilizados para
aumentar a solubilidade aquosa e a estabilidade térmica de substancia lipofilicas como os 6leos
essenciais. Estes Gltimos possuem elevado potencial antifungico, tornando-se uma alternativa
sustentavel aos antifungicos sintéticos utilizados na preservacdo de alimentos. Entretanto,
mesmo com todo o potencial observado sdo poucas as patentes com esta aplicacdo tecnoldgica,
demonstrando o potencial inexplorado neste ramo da pesquisa cientifica e tecnolégica. Em
termos mundiais, a China representa 0 mercado que mais busca protecdo patentaria e que o
Brasil, apesar da enorme biodiversidade, possui pouca relevancia em termos de patentes

internacionais depositadas.

Palavras-chave: patentes, ciclodextrina, 6leos essenciais, complexo de inclusédo, antifngico.

ABSTRACT
The cyclodextrins (CD) are cyclic oligosaccharide of the class of stabilizers used to
enhance the aqueous solubility and thermal stability of lipophilic substances such as essential

oils (OE). The latter have a high antifungal potential, making it a sustainable alternative to
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synthetic antifungal agents used in food preservation. However, even with all the observed
potential, there are few patents with this technological application, demonstrating the unexplored
potential in this field of scientific and technological research. Globally, China represents the
market that most search patent protection and Brazil, despite its enormous biodiversity, has little
relevance in terms of international patents deposited.

Key words: patents, cyclodextrin, essential oil, inclusion complex, antifungal.

INTRODUCAO

A contaminacdo fangica é um dos principais problemas encontrados em alimentos e
grdos estocados, pois podem deteriorar estes alimentos e produzir toxinas causadoras de graves
micotoxicoses em animais e humanos (PRAKASH et al., 2010). Diversos antifungicos sintéticos
sdo utilizados no sentido de reduzir as perdas ocasionadas pelo desenvolvimento fungico,
entretanto, o uso indiscriminado destes antifngicos tem sido implicados como a maior causa de
desenvolvimento de resisténcia microbiana (GUERRA et al., 2015; GUERRA et al., 2016), além
disso, alguns destes compostos tem sua seguranca frequentemente questionadas, levando a
imposicdo de restricdes por algumas agéncias regulatérias, o que reativou a busca de novas
substancias antimicrobianas obtidas a partir de compostos naturais (NGUEFACK et al., 2009).

Neste contexto, compostos naturais como o0s 0leos essenciais (OE) passaram a ter seu
potencial investigado devido as suas propriedades antifungicas (NGUEFACK et al., 2009), baixo
impacto sob 0 meio ambiente e a salide humana (FELIZIANI et al., 2013; GUERRA et al., 2015;
GUERRA et al., 2016), facilidade de cultivo das espécies aromaticas e pela existéncia de
técnicas extrativas que fornecem um bom rendimento (CORREA et al., 2010; BOTREL et al.,
2011; ALVARENGA et al., 2012; AGUIAR et al., 2014).

Quimicamente, os OE sdo misturas complexas de substancias lipofilicas, geralmente
odoriferas e liquidas. Seus constituintes pertencem a uma ampla classe de compostos quimicos,
gue possuem potenciais atividades contra diversos micro-organismos como bactérias, fungos e
virus, além de possuirem atividades repelentes, flavorizantes, antioxidantes e conservantes
(RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Entretanto, devido sua baixa solubilidade aquosa e instabilidade térmica, os OE
apresentam uma limitada utilizacdo comercial (AGUIAR et al., 2014). Mesmo assim, o0 mercado
mundial de 6leos essenciais representa 700 milhdes de dolares por ano, com uma producéao anual
de 40 a 60 mil toneladas (RAUT; KARUPPAYIL, 2014). De acordo com a base de dados
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americana United Nations Commodity Trade Statistics Database (2016), o Brasil exportou mais
de 54 mil toneladas de Oleos essenciais no ano de 2015. Entretanto, segundo Bizzo, Hovell e
Rezende (2009), apesar do aumento das exportacdes nos Gltimos anos, os OE produzidos no
Brasil ainda apresentam dificuldades de manutencdo do padréo de qualidade.

Uma das alternativas para aumentar a utilizacdo dos OE é melhorar suas caracteristicas
fisico-quimicas pela formacdo de complexos de inclusdo (CI) com a ciclodextrina (CD),
substancia classificada como estabilizante, de acordo com o Codex alimentarius (FAO 2007;
RAUT; KARUPPAYIL, 2014), que possui a propriedade de alterar as propriedades fisico-
quimicas das substancias insollveis em agua ou instaveis termicamente, funcionando como uma
espécie de microcapsula, alojando em seu interior, substancias lipofilicas como os o6leos
essenciais, conferindo uma maior estabilidade térmica, & luz e o incremento de sua solubilidade
aquosa, levando ao aumento de sua biodisponibilidade (ASTRAY et al.,, 2010; RAUT,;
KARUPPAYIL, 2014; FU et al., 2016).

As CD sao polissacarideos ciclicos obtidos a partir da degradacdo enzimética do amido
pela acdo da enzima ciclodextrina glicosil transferase produzida por uma série de micro-
organismos, sendo os Bacillus macerans e o B. circulans os mais comuns (KFOURY et al.,
2015). As principais CD naturais formadas por este processo séo conhecidas por «, S e y-CD,
compostas por 6, 7 ou 8 unidades de glicopiranose. As CD possuem a superficie externa
hidrofilica, devido a disposicdo das hidroxilas priméarias e secundarias, voltadas para a face
externa (Figura 1), enquanto o interior da sua cavidade possui carater hidrofébico, o que permite

a formacdo de complexos de inclusdo com moléculas apolares (COSTA et al., 2015).
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Figura 1. Estrutura quimica (A) e representacdo esquemaética da estrutura espacial (B) da
ciclodextrina. n representa o nimero de monémeros de glicose. Adaptado de COSTA et al.,
2015.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo a realizagdo da busca de depositos

de patentes, relacionados com a utilizacdo dos 0Oleos essenciais e seus complexos de incluséo
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com atividade antifingica, como estratégia para identificar o seu potencial tecnoldgico e

econdmico.

METODOLOGIA

A prospeccdo tecnologica foi realizada a partir da anélise dos bancos de dados de
patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), World Intellectual Property
Organization (WIPO), United States Patent and Trademark Office (USPTQO) e European Patent
Office (EPO), utilizando os seguintes termos: Cyclodextrin (CD), Inclusion Complex (Cl),
Essential oil (OE), Antifungal (AF) ¢ suas combinagdes, nos campos “titulo” e “resumo” para
patentes depositadas até julho de 2016. De forma complementar, 0s mesmos termos em

portugués e suas combinacdes foram utilizados na prospeccao realizada na base do INPI.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da prospeccao tecnoldgica nas bases de patentes utilizando apenas os termos
isolados, isto €, sem correlaciona-los entre si, foram identificadas 28.508 patentes depositadas no
EPO, 23.571 depositadas na WIPO, 450 depositadas na USPTO e 443 patentes depositadas no
INPI. Desta forma, optou-se pela analise das patentes contendo a associacao de pelo menos dois
termos de busca, reduzindo o universo do estudo para 269 patentes para o escritério europeu
(EPO), 248 para a WIPO, 248 para o escritdrio americano e 16 patentes no INPI (Tabela 1).

Tabela 01. Numero de patentes depositadas por palavra-chave em diferentes bases de dados.

Palavra-chave EPO INPI  USPTO WIPO
Cyclodextrin and Essential oil 147 - 30 106
Essential oil and Antifungal 67 - 39 75
Cyclodextrin and Antifungal 49 - 156 59
Cyclodextrin, Essential oil and Antifungal 2 - 6 1
Inclusion Complex and Essential oil 2 - 4 3
Inclusion Complex and Antifungal 2 - 11 4
Inclusion Complex, Essential oil e Antifungal 0 2 0

Ciclodextrina e Oleo essencial
Oleo essencial e Antifingico -
Ciclodextrina e Antifungico -
Ciclodextrina, Oleo essencial e Antifiingico -
Complexo de inclusdo e Oleo essencial -
Complexo de inclusdo e Antifungico -
Complexo de inclusdo, Oleo essencial e Antiflingico -

OO OO WP O
1
1

TOTAL 269 16 248 248

* EPO - European Patent Office; INPI - Instituto Nacional de Propriedade Industrial; USPTO - United States Patent
and Trademark Office e; WIPO - World Intellectual Property Organization.
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Analisando a Tabela 1, observa-se um elevado numero de patentes depositadas com 0s
termos pesquisados, demonstrando um elevado interesse das empresas e universidades na
protecdo patentaria das pesquisas desenvolvidas nestas areas, pois esta busca por inovagdo e
conhecimento sdo estratégias de crescimento das grandes corporagdes, visto que em muitos casos
as acles nos mercados financeiros sdo baseadas ndo somente no valor contébil das empresas,
mais considerando também o capital intelectual (JOIA, 2001).

Historicamente, a primeira patente relacionada a formacdo do complexo de inclusdo de
ciclodextrina e compostos flavorizantes foi depositada na base de patentes britanica em 1962 e
posteriormente depositada na EPO em 1964 (MORRIS, 1964). Somente ap6s 1980 novas
patentes dentro deste escopo foram depositadas na EPO sendo 114 novas patentes depositadas
nos ultimos 10 anos (Figura 2). Provavelmente a evolucdo tecnoldgica do processo de obtencéo
das ciclodextrinas e 0 avanco das pesquisas com produtos de origem vegetal, no que tange a
identificacdo de compostos quimicos e caracterizacdo de sua atividade bioldgica, aliada a estudos
para melhorar a solubilidade destes compostos levou ao aumento do nimero de pedidos de

depdsitos de patentes.
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Figura 2. Evolugdo anual de depdsitos de patentes contendo os termos ciclodextrina e 6leo
essencial depositados nos escritérios da World Intellectual Property Organization (WIPO),
United States Patent and Trademark Office (USPTO) e European Patent Office (EPO).

A WIPO, ao lado do USPTO representa a segunda agéncia em nimero de depdsitos com
os termos aplicados, ficando atrds do EPO, demonstrando que os detentores de patentes estdo
buscando a prote¢do patentaria em diversos mercados.
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Analisando a Figura 3, observa-se que a China representa o pais com o maior nimero de
patentes depositadas contendo os termos CD e OE ou CD e AF, com 60 e 12 patentes
respectivamente. Além disto, este pais possui a Unica patente identificada contendo a
combinacdo dos descritores CD, OE e AF na WIPO (Tabela 1), demonstrando que este pais é o
mercado que mais busca inovar nesta area de pesquisa. Esta patente refere-se a tecnologia de
preparo de palmilhas de algoddo para calcados contendo complexos de inclusdo dos Oleos
essenciais de limdo, menta e laranja, com finalidade desodorizante e antifingica. Tendo sido
depositada pela Universidade de Ciéncia e Tecnologia de Shaanxi (TAISHENG, LUOSHA,
2015). Na tabela 1 também ¢ possivel identificar outras seis patentes depositadas no escritorio
americano com os termos CD, OE e AF, mas analisando o escopo das mesmas foi possivel
observar que estas ndo possuiam como principais caracteristicas o uso de 6leos essenciais ou a
atividade antifangica. Além disso, as duas patentes contendo os termos IC, EO e AF depositadas

na WIPO s&o as mesmas identificadas para os termos CD, OE e AF.

B\WPO
mEPO

e

Mamero de Patentes

° ‘
0 e e
[

EUIYD
oede
elalo
SOpluf Sopelsg
gpeue)
oplun oulay
FIENEY
021X Y |
INS op ealpy |
UBAMIE |
BIURIZN

Figura 3. NUumero de patentes contendo os termos ciclodextrina e Oleo essencial por pais
depositante no World Intellectual Property Organization (WIPO) e European Patent Office

(EPO).

Das duas patentes depositadas com os termos CD, EO e AF no escritorio europeu (EPO)
uma patente era de pesquisadores japoneses (NOBUYUKI, 1993), na qual descreve uma
embalagem contendo ciclodextrina e o 6leo essencial de Alpinia speciosa, com finalidade
antifingica e repelente e a outra patente foi depositada por pesquisadores chineses (XIWEN, et
al.; 2013), demonstrando mais uma vez o interesse dos chineses em atuar nesta area de inovagao.
Esta Gltima invencdo representa um método para preparacdo de uma pelicula biodegradavel para
computadores, com protecdo contra radiagdo, contendo compostos bactericidas,

microencapsulados em ciclodextrinas.
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Outro dado importante € o nimero de patentes voltadas para as necessidades humanas,
dentre elas, as ciéncias médicas e veterinadria, alimentos e higiene (Figura 4), o qual é
diretamente correlacionado com as atividades antimicrobianas, antiflngicas e aromaticas dos
OE.
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A01 — Agricultura; silvicultura; criagdo animal; caca; pesca.

A23 — Alimentos ou géneros alimenticios; seu tratamento, ndo abrangidos por outras classes.

A61 — Ciéncia médica ou veterinaria; higiene.

BO1 — Processos fisicas ou quimicas ou aparelho em geral.

C11 - Oleos animais ou vegetais, gorduras, substancias graxas ou ceras; &cidos dos mesmos; detergentes; ceras.

Figura 4. Numero de patentes de acordo com o Cddigo Internacional de Patentes contendo os
termos ciclodextrina e éleo essencial depositado no World Intellectual Property Organization
(WIPO) e European Patent Office (EPO).

No Brasil, um pais com enorme diversidade de plantas aromaticas, a maior parte das
pesquisas cientificas sdo realizadas por universidades publicas, muitas vezes sem a preocupacgao
de proteger suas invencdes por patentes, ndo sendo identificada nenhuma patente registrada nas
bases EPO, WIPO e USPTO de inventores brasileiros, embora tenham sido encontrados 15
patentes depositadas no INPI (Tabela 1), das quais 13 destas patentes foram depositadas pela
Universidade Federal de Sergipe e duas patentes depositadas pela Universidade Federal do Piaui.
Embora nenhuma destas patentes descrevem a utilizagdo de complexos de inclusdo com 0leos
essenciais com propriedades antifangicas. Os dados revelam, ainda, o baixo poder de inovagdo
nacional quando comparado a China, Japdo, Coréia, Estados Unidos e paises europeus.

Ainda no Brasil, para normatizar e fomentar o processo de inovagédo nacional, o governo
promulgou a Lei n°® 10.973/2004 (BRASIL, 2004) que trata do relacionamento entre
Universidades e Empresas, também chamadas de Lei de Inovacdo Tecnologica, sendo esperado
dentro de alguns anos o aumento do numero de pedido de depésito de patentes nacionais,

aumentando sua competitividade tecnolégica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os Oleos essenciais podem tornar-se uma alternativa aos antifungicos sintéticos,
especialmente apds a melhoria de suas propriedades fisico-quimicas atraves do preparo de
complexos de incluséo com as ciclodextrinas.

Observou-se um elevado ndmero de patentes depositadas contendo o0s termos
ciclodextrina, 6leo essencial ou antifungico em todas as bases de patentes. Entretanto, o nUmero
de patentes contendo a associacdo dos termos sdo bastante reduzidos, demonstrando que ainda
existe um grande potencial de pesquisa e inovacao nesta area.

Nas bases pesquisadas, apenas uma patente descreve a aplicagdo do complexo de incluséo
de oleo essencial (Alpinia speciosa) com finalidade antifingica para aplicacdo alimenticia e que

0S paises que mais depositam patentes sdo a China, Japao, Coréia e Estados Unidos.
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RESUMO

O método padrdo para anélise dos Oleos essenciais € a cromatografia em fase gasosa,
entretanto, os métodos preconizados sdo de longa duragdo, 0 que aumenta os custos analiticos.
Diversos fatores influenciam na duracdo da analise cromatografica, como a caracteristica da
coluna cromatogréafica, o fluxo do gas de arraste e a temperatura. No presente trabalho, o
aumento de 1,0°C na taxa de aquecimento da coluna cromatografica, ocasionou a reducdo do

tempo de analise em 30 minutos, sem alterar a separacdo cromatografica dos componentes
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individuais dos 6leos essenciais de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum
basilicum e Cymbopogon citratus, permitindo a identificacdo dos seus constituintes com apenas
42 minutos de analise cromatogréafica, utilizando um sistema cromatografico acoplado a um

espectrometro de massas de alta resolugéo.

Palavras-chave: Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e

Cymbopogon citratus.

ABSTRACT

The standard method for the analysis of essential oils is gas chromatography. However,
the recommended methods are long lasting, which increases analytical costs. Several factors
influence the duration of the chromatographic analysis, such as the characteristic of the
chromatographic column, the flow of the carrier gas and the temperature. In the present work,
the increase of 1.0 ° C in the heating rate of the chromatographic column, reduces the duration of
the analysis in 30 minutes, without altering the chromatographic separation of the individual
components of the essential oils of Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum
basilicum and Cymbopogon citratus, allowing the identification of its constituents with only 42
minutes of chromatographic analysis, using a chromatographic system coupled to a high

resolution mass spectrometer.

Key words: Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum and

Cymbopogon citratus.
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1. Introducéo

Os Oleos essenciais (OE) sdo misturas complexas, biossintetizadas por plantas
aromaticas. Geralmente sdo odoriferos, liquidos, instaveis a temperatura ambiente, a luz e ao
oxigénio, que se decompdem ou tornam-se resinosos nestas condi¢cbes (KFOURY et al., 2016).
Os OE desempenham um importante papel na protecdo das plantas devido a suas propriedades
antibacterianas, antifungicas, antivirais e inseticidas, além de favorecerem a dispersdo de pélens
e sementes, atracdo de insetos e protegé-las de herbivoros (BAKKALI et al., 2008). Séao
utilizados na industria de cosméticos por suas propriedades aromaticas, na industria alimenticia
como conservantes e na industria farmacéutica como antimicrobianos, analgésicos, sedativos,
anti-inflamatorios e espasmoliticos (RAUT; KARUPPAYIL, 2014; KFOURY et al., 2016).

Na indastria farmacéutica, a analise dos componentes volateis € realizada por
cromatografia em fase gasosa, conforme descrito nas farmacopeias. No Brasil, os métodos
preconizados pela farmacopeia brasileira possuem entre 80 e 110 minutos de duracdo
(FARMACOPEIA, 2010). Por outro lado, Adams (2007), padronizou a identificacio de uma
série contendo 2.205 compostos volateis a partir da utilizagdo de um método cromatografico com
72 minutos de duracdo, baseado na normalizacdo dos tempos de retencdo das substancias
desconhecidas com os tempos de retencdo determinados para uma série de n-alcanos, permitindo
a comparacdo dos valores obtidos com aqueles calculados para a mesma amostra analisada em
diferentes condicGes analiticas (ZELLNER et al., 2008). Assim, a duracdo de uma andlise
cromatografica pode ser diminuida sem comprometer a identificacdo dos componentes de uma
amostra, através da modificacdo de diversos fatores, como 0 comprimento e a temperatura da
coluna, pressdo do gés de arraste, técnicas de injecdo ou a temperatura do forno (SEQUINEL et
al. 2010), permitindo o aumento do numero de analises cromatograficas realizadas com a
diminuicdo do custo analitico. Pelo exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia
da temperatura da coluna cromatografica na caracterizagdo dos 0leos essenciais de Origanum

majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus.
2. Material e métodos
2.1 Material vegetal

Foram utilizadas as partes aéreas de Origanum majorana (manjerona), Mentha arvensis
(viqui), Lippia alba (erva cidreira), Ocimum basilicum (manjericdo) e Cymbopogon citratus
(capim cidreira, capim limdo). As amostras foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais e
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Arométicas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, Teresina Pl
(WGS84: 5° 5" 20" S, 42° 48' 7" W), nos meses de setembro e outubro de 2015 (Figura 1). A
temperatura, insolacao e a chuva acumulada durante os meses de coleta foram obtidos no sitio do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2016).

Figura 1. a) Visdo geral do canteiro do Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas da
Universidade Federal do Piaui. Partes aéreas de: b) Lippia alba. ¢) Ocimum basilicum. d)
Origanum majorana. €) Mentha arvensis. f) Cymbopogon citratus. Fonte: Elaborado por Mércio
dos Santos Rocha.

2.2 Extracédo dos 0leos essenciais (AGUIAR et al., 2015)

Os 06leos essenciais de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia
alba (OELA), Ocimum basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC). Os OE foram
extraidos a partir de 250 g das partes aéreas frescas durante trés horas um aparelho tipo
Clevenger. Apds extracao foi acrescentado sulfato de sédio anidro g.s.p. ao 6leo para secagem e
assim permaneceu por aproximadamente 30 minutos. Na sequéncia, o 6leo sobrenadante foi
transferido e armazenado em frasco &mbar, em seguida o 6leo essencial foi pesado para calculo

do rendimento e armazenado sob refrigeracdo (4,0°C) até 0 momento das analises.
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2.3 Caracterizacdo dos Oleos essenciais por cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrometria de massas

Os 0leos essenciais de OEOM, OEMA, OELA, OEOB e OECC foram analisados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), conforme o
método proposto por Adams (2007), utilizando um cromatdégrafo da marca Shimadzu, modelo
MDGC 2010, coluna capilar apolar RTx-5MS, de silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula
de 0,25 um); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 1,0 mL.min" e modo de divisdo 1/100.
A temperatura do injetor e do detector foi ajustada respectivamente para: 220 °C e 250 °C. A
temperatura da coluna foi programada de 60 °C a 246 °C a uma taxa de aquecimento de 3,0
°C.min’%, permanecendo 10 minutos na temperatura final.

Os espectros de massas foram gravados na faixa de 47 a 500 m/z, e o volume injetado foi
de 1 pL. Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus espectros
de massa e a composicdo percentual foi obtida a partir da medida da integracdo das areas sobre
os picos. O Indice de retencéo linear foi determinado a partir da injecdo de padrdes de n-alcanos
contendo de oito a 20 atomos de carbono, utilizando a equacdo de Van Den Dool e Dee Kratz
(1963), permitindo a identificacdo de compostos com padroes de fragmentacdo muito
semelhantes. Os espectros de massas foram considerados coincidentes para um indice de
similaridade superior a 95% (MEDEIROS et al., 2012; AGUIAR et al., 2015).

2.4 Avaliacdo da temperatura da coluna cromatografica na caracterizacdo dos o6leos
essenciais através de cromatdgrafo em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

de alta resolugédo

Para avaliar a influéncia da temperatura da coluna cromatografica na caracterizacdo dos
oOleos essenciais extraidos, alterou-se o método proposto por Adams (2007) da seguinte forma: a
temperatura inicial da coluna foi programada para 50 °C com taxa de aquecimento de 4,0 °C.min’
1 até 180 °C. Em seguida, alterou-se a taxa de aquecimento para 10 °C.min? até 260 °C,
permanecendo 10 minutos nesta temperatura. O equipamento utilizado foi um cromatdgrafo em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (CG-EMAR) da marca
Waters, modelo GCT Premier, utilizando uma coluna capilar apolar DB-5MS, de silica fundida
(30 m x 0,25 mm i.d., pelicula de 0,25 um); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 1
mL.min"t e modo de divisdo 1/10. A temperatura do injetor e do detector foram mantidas em 270

°C e 290 °C, respectivamente e o volume injetado foi de 1 pL.
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O espectrometro de massas foi operado no modo positivo, utilizando a fonte de ionizacéo
por impacto de elétrons (EI), com energia de ionizacdo de 70 eV a voltagem do detector foi
ajustada para 2.500 V. Os espectros de massas foram adquiridos na faixa de massa de m/z 45-
650. Heptacosafluorotributilamina foi utilizado como calibrante. A resolu¢cdo de massa foi
ajustada para cerca de 7000 FMWH para a massa m/z 218,9856 (lock mass). Os dados foram
adquiridos utilizando software MassLynx™ versdo 4.1. Os componentes individuais foram
identificados por correspondéncia de seus espectros de massas, determinada com auxilio do
software ChromalLynx™.

A composicao percentual foi obtida a partir da medida da integracdo das areas sobre os
picos (AGUIAR et al., 2015). A identificagdo dos picos observados nos cromatogramas foi
realizada considerando os seguintes itens: (1) busca no banco de dados do Instituto Nacional de
Padrbes e Tecnologia (NIST) (versdo 11.0), e (2) comparacgdo do valor m/z experimental para o
ion molecular com o valor de m/z calculados para 0s compostos candidatos resultantes da
pesquisa na base de dados NIST. As identificacGes positivas requereram uma correspondéncia
acima de 900 (Match) na pesquisa da base de dados do NIST e um desvio de £ 1,0 mDa entre a
massa monoisotdpica experimental para o ion molecular e a massa tedrica monoisotopica para
compostos de até 200 Daltons, compostos com massas superiores podem ter variaces de + 5,0
ppm. Quando ndo foi possivel identificar o ion molecular, o calculo de erro de massa foi
determinado para o fragmento principal (JERNBERG, PELLINEN, RANTALAINEN, 2013).

As massas exatas para os fragmentos observados foram calculadas utilizando a funcéo
Elemental Composition do software MassLynx, versdo 4.1. Quando mais de um composto
preencheram as condic¢des anteriores, 0 pico cromatografico foi atribuido aquele que apresentou
melhor correspondéncia com a base de dados NIST e com melhor correspondéncia com o indice
de retencdo linear (MEDEIROS et al., 2012; AGUIAR et al., 2015).

3. Resultados e Discussdo

Durante o periodo de coleta das amostras, pode-se observar que as condi¢des climaticas
no municipio de Teresina foram relativamente constantes, com predominancia de elevados
indices de temperaturas e de insolacdo e baixo indice pluviométrico (Tabela 1). Segundo a
classificacdo climatica de Koppen-Geiger (2016), o municipio de Teresina encontra-se na grande
regido climatica aw que engloba grande parte do Norte, Nordeste e Centro-Oeste brasileiro, com

clima tropical de Savana (KOPPEN-GEIGER, 2016). Nestas condicGes climaticas adversas, a



49

capacidade biossintética dos vegetais pode ser alterada. Desta forma, para reduzir o desconforto
térmico e suprir as exigéncias hidricas, as plantas foram irrigadas diariamente em dois turnos e
receberam adubacdo adequada as suas necessidades fisioldgicas, favorecendo seu

desenvolvimento e a biossintese de metabdlicos secundarios, como os 6leos essenciais.

Tabela 1. Variaveis climaticas do municipio de Teresina, PI, Brasil, no periodo de setembro a
outubro de 2015.

Dias observados (n)

Temperatura Diéaria (°C) Setembro outubro Total
Minima 20a 25 29 28 57
25a30 1 3 4
Médio 25a30 29 11 40
30a35 1 20 21
30a35 0 1 1
Maximo 35a40 30 28 58
40 a 45 0 2 2

~ Dias observados (n)

Insolagéo (horas) Setembro OUtUbIo Total
10a12 5 22 27
8al0 14 7 21
6a8 10 1 11
4a6 1 0 1
2a4 0 0 0
0az2 0 1 1
Total 30 31 61

Dias observados (n)

Chuva acumulada (mm) Setembro OUtUbIo Total
25a30 0 1 1
20a25 0 0 0
15a20 0 0 0
10a15 0 0 0
5al0 1 0 1
0ab 29 30 59
Total 30 31 61

A extracdo dos 0leos essenciais das partes aéreas de O. majorana, M. arvensis, L. alba, O.
basilicum e C. citratus obtiveram um rendimento bastante variado (Tabela 2). De um modo
geral, a extracdo do oOleo essencial de M. arvensis apresentou rendimento superior (Tabela 2) ao
encontrado por Bose e colaboradores (2013) o qual obteve um rendimento de 0,7% para M.
arvensis em condic¢es normais de cultivo. De acordo com Castelo, Del Menezzi e Resck (2012)
durante a estacdo seca a producdo de 6leos essenciais pode aumentar, devido ao estimulo
fisioldgico das plantas a adaptacdo as condicOes climaticas mais severas. Este resultado sugere

que as condices de cultivo em Teresina (Tabela 1), mesmo com a utilizacdo da irrigacdo, podem
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ter favorecido a capacidade de sintese de 6leo essencial das plantas M. arvensis e L. alba (Tabela
2).
Tabela 2. Rendimento das extragdes dos Oleos essenciais de Origanum majorana, Mentha

arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus por hidrodestilacdo, coletadas
no municipio de Teresina, PI.

ESPECIE RENDIMENTO (%)
Origanum majorana 0,2
Mentha arvensis 11
Lippia alba 0,7
Ocimum basilicum L. 0,4
Cymbopogon citratus 0,5

O perfil cromatogréafico dos 6leos essenciais pesquisados, a programacdo do forno do
cromatografo e a temperatura de eluicdo dos compostos majoritarios estdo demostrados na
Figura 2. Nesta figura é possivel observar uma boa separacdo cromatogréfica, sem coeluicao,
obtida em um equipamento de cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de

massas.
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Figura 2. Programacdo do forno do cromatdgrafo gasoso e perfil cromatografico dos oOleos
essenciais de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA),
Ocimum basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC), coletados no municipio de
Teresina, Piaui, Brasil. Constituintes majoritarios: (a) L-limoneno, (b) linalol, (c) isomentona, (d)
L-mentol, (e) estragol, (f) Z-citral, (g) L-carvona, (h) geranial. Fonte: Elaborado por Marcio dos
Santos Rocha.
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Adams (2007) padronizou a andlise cromatogréfica, cujo método tem duracdo de 72
minutos, entretanto, pode-se constatar que em 30 minutos todos 0s constituintes dos Oleos
essenciais das plantas estudadas ja haviam eluido (Figura 2). Desta forma, a duracdo da anélise
cromatogréafica pode ser diminuida pela modificacdo do comprimento e temperatura da coluna,
pressdo do gas de arraste e técnicas de injecdo. Entretanto, devido a facilidade técnica, as
variaveis mais comumente modificadas s@o a temperatura do forno, o fluxo e a presséo do gas de
arraste (SEQUINEL et al. 2010). No presente estudo, a alteracdo da taxa de aquecimento do
forno de 3,0°C para 4,0 °C por minuto, reduziu a duracdo da andlise para 42 minutos (Figura 3)
sem interferir na separacdo cromatografica dos compostos estudados. A reducdo em 30 minutos
do tempo de anélise favorece a diminuigdo dos custos em: energia elétrica, consumo de gas, vida
uatil de consumiveis e tempo de operacdo, permitindo o aumento da capacidade analitica do

laboratdrio, sem comprometer a identificacdo dos constituintes analisados.
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Figura 3. Comparacao do (A) perfil cromatografico obtido pelo método preconizado por Adams
(2007) e (B) método modificado para o 6leo essencial de Lippia alba, coletado no municipio de
Teresina, Piaui, Brasil. Fonte: Elaborado por Marcio dos Santos Rocha.

Dos 71 constituintes presentes nos dleos essenciais foi possivel realizar a identificacdo de
63 componentes dos 0Oleos essenciais de O. majorana, M. arvensis, L. alba, O. basilicum e C.
citratus foi realizada pela comparacdo dos seus indices de retencédo linear, espectros de massas
(CG-EM e CG-EMAR) e injecéo de padrdes (Tabela 3).
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Tabela 3. Composicdo qualitativa e quantitativa dos constituintes quimica dos 6leos essenciais
de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum

basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC) coletadas em Teresina, Pl.

indice de Composto Métodode OEOM OEMA OELA OEOB OECC
Retencéo Identificacdo (%) (%) (%) (%) (%)
923 a-tujeno 1,4 0,1 - - - -
930 a-pineno 14 0,3 0,2 0,3 0,1 -
943 Canfeno 1,4 0,1 - - - -
963 Sabineno 1,4 0,1 0,1 1,7 0,1 -
968 B-pineno 1,4 0,2 0,3 - 0,3 -
- NI - - - - - 0,6
979 Mirceno 1,4 0,4 0,2 0,8 0,1 1,7
992 a-felandreno 1,4 - - 0,3 - -
1006 a-terpineno 1,4 0,1 - 0,3 - -
1015 p-cimeno 1.4 0,4 - 3,1 0,1 -
1019 L-limoneno 1,2,3,4 8,7 1,4 32,0 0,3 -
1023 1,8-cineol 1,4 1,7 - 0,2 2,9 -
1028 cis-ocimeno 1,4 0,3 - - - -
1041 Trans-beta-ocimeno 1,4 2,5 - - 0,3 -
1054 y-terpineno 1,2,4 0,6 - 6,1 0,3 -
1061 Hidrato de Cis-sabineno 1,4 - - - 0,2 -
1068 Hidrato de Trans-sabineno 1,4 - - 0,5 - -
1088 D-fenchona 1,4 - - - 0,2 -
1090 a-terpinoleno 1,4 0,3 - - - -
- NI - - - - - 0,4
1104 Linalol 1,2, 4 75 - 0,7 18,1 0,7
1161 Isopulegol 1,4 - 0,2 - - -
1163 Canfora 1,34 0,9 - - - -
1172 Isomentona 1,2,4 - 16,6 - - -
1153 Citronelal 1.4 0,1 - - - -
1186 p-mentona 14 - 4,5 - - -
1197 L-mentol 1,2,3,4 - 75,5 - - -
1207 4-terpineol 1.4 2,5 - - 1,7 -
1224 B-fenchil &lcool 14 0,3 - - 0,3 -
1238 Estragol 1,2,4 51,8 - - 64,4 -
1249 Octil acetato 1,4 - - - 0,1 -
1240 Z-citral 1,2, 4 - - - - 33,3
1242 L-carvona 1,2,4 2,1 - 435 - -
1255 Trans-geraniol 1.4 - - - - 14
1282 Piperitona 1,4 - 0,43 0,21 - -
1270 Geranial 1,2, 4 - - - - 419
- NI - - - - - 0,7
1288 Iso-bornil acetato 1,4 0,1 - - - -
1296 Pregeijereno 1,4 - - 0,1 - -
1305 2-undecanona 1,4 - - - - 0,4
1294 Iso-mentil-acetato 1,4 - 0,5 - - -
1315 Geranil formato 1,4 - - - - 0,2
- NI - - - - - 5,9
1342 Piperitenona 1,4 - - 0,4 - -
1362 Acido geranico 1,4 - - - - 0,3

(continua)
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Tabela 3. Composicdo qualitativa e quantitativa dos constituintes quimica dos 6leos essenciais
de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum
basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC) coletadas em Teresina, PI.

(continuacao)

indice de Métodode OEOM OEMA OELA OEOB OECC

Retencao Composto Identificacio (%) (%) (%) %) (%)
- NI - - - - - 0,8
1385 Linalil acetato 1,4 - - - - 8,4
1387 [-bourboneno 1,4 0,1 - 0,3 - -
1394 B-elemeno 1,4 0,2 - - 0,2 -
1422 B-cariofileno 1,34 - 0,1 0,2 - -
1424 Trans-cariofileno 1,4 3,8 - - 0,5 -
- NI - - - - - 0,8
1439 a-bergamoteno 1,4 0,1 - - 0,8 -
1441 a-guaieno 1,4 - - - 0,2 -
1457 a-humuleno 14 3,0 - - 0,8 -
1461 B-farneseno 1,4 3,2 - - - -
1466  epi-biciclo-sesquifelandreno 1,4 - - - 0,2 -
1487 Germacrene D 1,4 0,8 0,3 2,6 0,9 -
1493 B-selineno 14 3,6 - - - -
1492 2-tridecanona 1,4 - - - - 0,4
1501 Biciclogermacreno 1,4 - - - 0,7 -
1503 a-selineno 1,4 3,3 - - - -
1510 8-guaieno 1,4 0,3 - - 0,5 -
1503 Germacreno A 1,4 - - 0,2 - -
1514 [-bisaboleno 1,4 0,5 - - - -
1518 y-cadineno 1,4 - - - 15 -
1527 cis-calameneno 1,4 - - - 0,1 -
1553 Elemol 1.4 - - 3,0 - -
1565 cis-nerolidol 1,4 - - 0,4 - -
- NI - - - - - 0,6
- NI - - - - - 0,8

Oleos essenciais de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum basilicum (OEOB)
e Cymbopogon citratus (OECC). Caracterizagdo obtida por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(1), cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas de alta resolucao (2), injecdo de padrdes (3) e célculo do
indice de Kovat's (4).

Dentre os compostos identificados, os mais representativos foram: limoneno, linalol,
estragol, p-mentona, isomentona, mentol, L-carvona Z-citral e geranial (Tabela 3 e Figura 4).
Pode-se constatar que a composicdo quimica dos 0leos essenciais estudados difere qualitativa e
quantitativamente da obtida por outros pesquisadores, podendo ter sido afetada por: diferenca de
quimiotipos, condi¢cdes geogréficas e climaticas, parte da planta utilizada, ciclo vegetativo,
condicBes de coleta e método de extracdo (PRAKASH, et al., 2011; MEDEIROQOS, et al., 2012;
HUE, et al., 2015). Esses fatores podem causar oscilacdes expressivas na composicdo dos 6leos,

dificultando a reproducdo de alguns estudos (AGUIAR et al., 2015). A espécie O. majorana foi
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pesquisada por Vera e Chane-Ming (1999) em Saint-Paul, Franca e os autores determinaram que
esta espécie pode apresentar dois quimiotipos: um com predomindncia de alcoois
monoterpendicos como o 4-terpineol, hidrato de cis e trans-sabineno e outro quimiotipo rico em
compostos fenolicos como: timol e carvacrol. No presente estudo, o 6leo essencial de O.
majorana apresentou quimiotipo fendlico, entretanto, o componente majoritario encontrado foi o
estragol (51,8%), demonstrando que embora pertenca ao quimiotipo citado por Vera e Chane-
Ming (1999) as variacdes ambientais e geograficas do local de coleta da planta podem justificar a

diferenca observada.

OH

O« e O OK

L-limoneno Linalol Isomentona L-mentol
= °
Estragol Z-citral L-carvona Geranial

Figura 4. Estrutura quimica dos constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de Origanum
majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus, coletados
no municipio de Teresina, Piaui, Brasil. Fonte: Elaborado por Marcio dos Santos Rocha.

A caracterizacdo dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais permite inferir seu
potencial biologico e outras aplicagdes como repelentes, flavorizantes, antioxidantes e
conservantes (RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

Em especial os 6leos essenciais extraidos das espécies O. majorana, M. arvensis, L. alba,
O. basilicum e C. citratus coletadas no horto teresinense possuem elevada porcentagem de
compostos hidroxilados, aldeidos e fendlicos em suas composicdes (Tabela 3 e Figura 4). Estes
compostos oxigenados sdo capazes de formar ligacbes de hidrogénio com enzimas das
membranas bacterianas e fungicas, alterando sua rigidez, integridade e permeabilidade,
ocasionando sua ruptura e morte celular (CABRAL, PINTO, PATRICARCA, 2013; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014), permitindo inferir um potencial antimicrobiano dos 0leos essenciais

estudados.
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Alguns constituintes dos Oleos essenciais também possuem efeito antiviral,
antimutagénico, hipoglicemiante, antiprotozoario e anti-inflamatorio (RAUT; KARUPPAYIL,
2014), além de inibirem a proliferacdo de células tumorais, induzindo-as a necrose e apoptose
(BAKKALL, et al., 2008). Destes compostos, o Z-citral € um componente modulador que atua
como anticancerigeno para tumores de pele (PUATANACHOKCHALI, et al, 2002) e de mama
(KAPUR, 2016) e foi encontrado como componente majoritario no OECC (Tabela 3) sugerindo
que os o6leos essenciais pesquisados também podem ser avaliados como promissores agentes

anticancerigenos.

Outra possivel atividade biologica das espécies aromaticas pesquisadas é seu potencial
antioxidante. Esta propriedade apresenta destaque, pois as espécies do presente estudo sdo
utilizadas como especiarias no preparo de alimentos, consistindo em uma das principais fontes
de antioxidantes naturais da dieta humana. A atividade antioxidante dos 6leos essenciais esta
relacionada principalmente a presenca de compostos fendlicos e seus derivados (DEL RE,
JORGE, 2012). Desta classe de compostos, o estragol é considerado seguro pelo Departamento
de Alimentos e Medicamentos norte-americano (CFR, 2016), tendo sido, ainda, o principal
componente identificado nas espécies de O. majorana e O. basicilicum coletadas no horto da
UFPI.

Ainda no ramo farmacéutico, o mentol, cineol e limoneno foram avaliados como
adjuvantes promotores da permeabilidade cutdnea para substdncias ativas farmacéuticas
(AMNUAIKIT et al. 2005; RASOOL et al.,, 2011; VALGIMIGLI, et al.,, 2012). Destes
constituintes, o mentol e cineol foram identificados nos oOleos essenciais de M. arvensis, O.
majorana, O. basilicum e L. alba e, o limoneno identificado nos 6leos essenciais de O. majorana
e L. alba em elevada abundancia, podendo ser avaliados como veiculos de formulagoes
farmacéuticas transdérmicas, demonstrando mais uma vez o potencial farmacologico das

especies de plantas estudadas.

4. Conclusdes

A composicao dos 0leos essenciais das plantas pesquisadas varia conforme a espécie. Para
o Origanum majorana 0s componentes majoritarios identificados foram o limoneno (8,7%),
linalol (7,5%) e estragol (51,8%); Mentha arvensis possui como componentes majoritarios a
isomentona (16,6%) e mentol (75,6%); Lippia alba, L-limoneno (32,0%) e L-carvona (43,5%);
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Ocimum basilicum, linalol (18,1%) e estragol (64,4%) e Cymbopogon citratus, Z-citral (33,3%) e
geranial (41,9%). Além disso, o aumento de 1,0 °C na razdo de aquecimento da coluna néo
alterou a identificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais, bem como reduziu a duracéo da
anélise em 30 minutos, sem alterar a separagdo cromatografica na determinagcdo dos 6leos
essenciais de Origanum majorana; Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum, e
Cymbopogon citratus, reduzindo o custo de analise permitindo a realizacdo de um maior niUmero

de anélises.
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RESUMO

O oleo essencial de Ocimum basilicum possui componentes com atividade antimicrobiana, que
inibem o crescimento de fungos fitopatogénicos e toxigénicos, mostrando ser uma alternativa aos
antifungicos sintéticos na prevencao da deterioracdo dos alimentos. Entretanto, sua instabilidade
térmica e sua baixa solubilidade aquosa limitam sua aplicacdo. No presente trabalho
caracterizou-se 0 Oleo essencial de O. basilicum, identificando seus compostos majoritarios
(Linalool e Estragol), preparou-se seu complexo de inclusdo com pg-ciclodextrina pelo método de
coprecipitacdo caracterizando-o por métodos cromatograficos e espectroscopicos. Determinou-se
a melhor relacdo entre a massa do 0leo essencial de O. basilicum e a massa da S-ciclodextrina
(5:95) e, por fim determinou-se o aumento de sua estabilidade térmica pelo método de

headspace.

Palavras-chave: Headspace, Estragol, Conservante, p-Dextrina de Schardinger.
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ABSTRACT

The essential oil of Ocimum basilicum has components with antimicrobial activity, which inhibit
the growth of phytopathogenic and toxigenic fungi, proving to be an alternative to synthetic
antifungals in the prevention of food deterioration. However, its thermal instability and its low
aqueous solubility limit its application. In the present work, we characterized the essential oil of
O. basilicum, identifying its major compounds (Linalool and Estragole), prepared the inclusion
complex with B-cyclodextrin by the coprecipitation method in addition to characterizing it by
chromatographic and spectroscopic methods. We determined the best relationship between the
mass of the essential oil of O. basilicum and the mass of the B-cyclodextrin (5:95) and, finally,
we determined the increase of its thermal stability by the headspace method.

Key words: Headspace, Estragole, Preservative, Stability, Schardinger B-Dextrin.

Introducéo

O mercado mundial de 6leos essenciais movimenta aproximadamente 700 milhdes de
ddlares por ano nas industrias alimenticias, farmacéuticas e cosméticas (RAUT; KARUPPAYIL,
2014). De acordo com a base de dados americana United Nations Commodity Trade Statistics
Database (2016), o Brasil exportou mais de 54 mil toneladas de 6leos essenciais em 2015.
Estando entre os quatro maiores produtores do mundo, principalmente pela producdo de 6leos
citricos que sdo subproduto da cadeia produtiva do suco de laranja (BIZZO, et al., 2009).

A comercializacdo mundial de 6leos essenciais estd em expansdo devido a busca de
produtos naturais como substitutos de conservantes sintéticos (KFOURY, et al., 2015; FU et al.,
2016). O Ocimum basilicum (manjericdo) é uma espécie aromatica cultivada no Brasil, cujo 6leo
essencial é utilizado em industria alimenticia. Este 6leo essencial também possui efeito anti-
inflamatério (RODRIGUES et al.,, 2016), larvicida, repelente, antibacteriano, antioxidante,
ansiolitico, antidepressivo e antitumoral (BILIAL et al., 2012; KHELIFA et al., 2012,
BARCELOS et al., 2013; GOVINDARAJAN et al., 2013; PANDEY, SINGH, TRIPATHI,
2014; GRADINARIU et al., 2015). O 6leo essencial de O. basilicum (OEOB) possui ainda
atividade antifungica para fungos fitopatogénicos (VIEIRA et al., 2014) e micotoxigénicos
(DAMBOLENA et al., 2010).

O OEOB, possui como constituinte majoritario o estragol, substancia considerada
segura pelo Departamento de Alimentos e Medicamentos americano, tendo sua utilizacdo

autorizada como conservante e flavorizante de alimentos (CFR, 2016). Entretanto, a utilizacao
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do estragol é limitada devido sua volatilidade e baixa solubilidade aquosa (KFOURY et al.,
2015). Além disso, os demais constituintes dos 6leos essenciais sdo instaveis a temperatura
ambiente, a luz e ao oxigénio (KFOURY et al., 2016). Estas limitacdes podem ser contornadas
por meio da sua complexagdo com as ciclodextrinas (CD), tornando-os mais estaveis fisica e
qguimicamente, ampliando sua utilizacdo (KFOURY et al., 2015; FU et al., 2016).

As CD sdo oligossacarideos ciclicos obtidos a partir da degradacdo enzimatica do
amido, capaz de formar complexos de inclusdo (Cl) com grande variedade de compostos
organicos (KFOURY et al., 2016). A formacdo do Cl ocorre normalmente em solucdo aquosa,
onde as moléculas dos OE alojam-se no interior da cavidade apolar da CD de forma espontanea e
energeticamente favoravel (LYRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; WANG et al., 2011;
AGUIAR, et al., 2014), provocando alteraces nas propriedades fisico-quimicas das moléculas
hospedes, permitindo a deteccdo da formacdo dos complexos de inclusdo (LYRA et al., 2010).
Baseado nesta propriedade, o estragol constituinte do OEOB (KFOURY et al., 2015) foi
complexado com a-CD, B-CD, y-CD e hidroxipropil-p-CD, sendo observado aumento da
solubilidade aquosa, aumento da estabilidade a luz ultravioleta e aumento da estabilidade
oxidativa, entretanto, a estabilidade térmica deste complexo de inclusdo ndo foi determinada.
Neste contexto, no presente trabalho, objetivou-se preparar o complexo de inclusdo do Gleo

essencial de Ocimum basilicum com g-ciclodextrina e avaliar sua estabilidade térmica.

Material e métodos

As andlises foram realizadas no Laboratério de Geoquimica Organica, Centro de Ciéncias
da Natureza da Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI, no periodo de maio a dezembro de
2016. Os solventes utilizados foram: hexano grau HPLC, diclorometano grau GC e sulfato de
sodio anidro, adquiridos da Sigma Aldrich do Brasil, f-ciclodextrina (Roquete Pharma) foi doada
pela Labonathus Biotecnologia Internacional LTDA e &gua ultrapura (18,2 MQ) obtida num
sistema de purificagdo Modelo Master All (GEHAKA).

Extracio do 6leo essencial de Ocimum basilicum

Amostras de partes aéreas de O. basilicum (manjericdo) foram coletadas no Horto de
Plantas Medicinais e Aromaticas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Piaui, em Teresina, PI (WGS84: 5° 5’ 20" S, 42° 48" 7" W) em setembro de 2015. A extragdo do
OEOB foi realizada continuamente durante trés horas em um aparelho tipo Clevenger. Apds a

separacao das fases, a fase aquosa foi descartada e o 6leo essencial resultante foi transferido para
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frasco, ao qual foi acrescentado sulfato de sddio anidro para remoc¢do da agua residual, assim
permanecendo por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, o 6leo obtido foi transferido para
frasco @mbar para calculo de rendimento por pesagem. Na sequéncia o frasco foi armazenado

sob refrigeragdo até o0 momento das anélises (AGUIAR et al., 2015).

Caracterizacdo dos oéleos essenciais por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas

Os oOleos essenciais de OEOB foram analisadas por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo (CG-EMAR) da marca Waters, modelo
GCT Premier, coluna capilar apolar DB-5, de silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula de
0,25 pum); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 1,0 mL.min" e modo de divisdo 1/10. A
temperatura do injetor e do detector foi mantida a 270 °C e 290 °C, respectivamente. A
temperatura da coluna foi programada de 50 °C a 180 °C a uma taxa de aquecimento de 4,0
°C.min e em seguida até 260 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min™, permanecendo 10
minutos nesta temperatura.

O espectrometro de massas foi operado no modo positivo, utilizando a fonte de ionizacéao
por impacto de elétrons (El), com energia de ionizacdo de 70 eV e voltagem do detector de 2.500
V. Aquisigdo foi realizada na faixa de massa de m/z 45-650. Heptacosafluorotributilamina foi
utilizado como calibrante. A resolucdo de massa foi ajustada para cerca de 7000 FMWH para a
massa m/z 218,9856 (lock mass). Os dados foram adquiridos utilizando software MassLynx™
versdo 4.1 e os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus
espectros de massa, determinada com auxilio do software ChromaLynx™.

A composicao percentual foi obtida a partir da medida da integracdo das &reas sobre 0s
picos (AGUIAR et al., 2015). A identificacdo dos picos observados nos cromatogramas foi
realizada considerando os seguintes itens: (1) busca no banco de dados do Instituto Nacional de
Padrdes e Tecnologia (NIST) (versdo 11.0), (2) comparacédo do valor m/z experimental para o ion
molecular de cada componente da amostra com o valor de m/z para a massa monoisotépica dos
compostos resultantes da pesquisa na base de dados NIST e, (3) comparacao do valor calculado
para o indice de retencdo linear para cada componente da amostra, com o0 encontrado na
literatura. As identificacdes positivas requereram uma correspondéncia acima de 900 (Match) na
pesquisa da base de dados do NIST e um desvio de = 1,0 mDa entre a massa monoisotopica
experimental para o ion molecular e a massa monoisotopica tedrica para compostos de até 200

Daltons. Compostos com massas superiores podem ter variagdes de £ 5,0 ppm. Quando néo foi
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possivel identificar o ion molecular, o célculo de erro de massa foi determinado para o fragmento
principal (JERNBERG, PELLINEN, RANTALAINEN, 2013).

As massas exatas para os fragmentos observados em espectros NIST foram calculadas
utilizando a fungdo Elemental Composition do software MassLynx, versdo 4.1. Quando Varios
candidatos preencheram as condicdes (1) e (2), o pico cromatogréfico foi atribuido aquele que
apresentou melhor correspondéncia com a base de dados NIST e com o indice de retencdo linear
(MEDEIROS et al., 2012; AGUIAR et al., 2015).

Preparo do complexo de incluséo

O OEOB foi complexado com p-CD, de acordo com o método de coprecipitacao
(AGUIAR et al., 2014). Foram definidas trés relacdes entre a massa do OEOB e a massa da -
CD (m:m) e estas foram identificadas como CI-OEOB:CD (5:95), CI-OEOB:CD (10:90) e CI-
OEOB:CD (15:85) conforme especificado na Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo entre a massa do 6leo essencial obtido das partes aéreas de Ocimum basilicum
(OEOB) e a massa da g-ciclodextrina ($-CD) utilizadas para preparo do complexo de incluséo.

Complexo-codigo Massa do 6leo essencial (mg) Massa da B-ciclodextrina (mg)
CI-OEOB:CD (5:95) 50 950
CI-OEOB:CD (10:90) 50 450
CI-OEOB:CD (15:85) 50 283

CI-OEOB:CD — Complexo de inclusdo entre o dleo essencial obtido das partes aéreas de Ocimum basilicum
(OEOB) e a p-ciclodextrina (5-CD), preparado respectivamente, com as seguintes relacbes massa:massa: 5:95;
10:90; e 15:85.

Para preparar o complexo de incluséo na propor¢éo 5:95 (OEOB: CD), 50 mg de OEOB
foi solubilizado em 500 pL de etanol PA e 950 mg de $-CD foi solubilizada em 40 mL de uma
mistura etanol:dgua (1:2) aquecida a 55 °C. Apds a adi¢do da solugdo do OEOB a solugdo de B-
CD, a mistura foi retirada do aquecimento e a suspensdo formada permaneceu sob agitagdo a 150
rpm por quatro horas a 25 °C. Ap0s este periodo, a suspenséo foi resfriada a 4,0 °C por 12 horas.
O precipitado foi recolhido, seco por liofilizacdo, pesado e armazenado em frasco ambar. O
sobrenadante foi armazenado sob refrigeragdo para determinacdo do conteido de OEOB que nédo
foi complexado. Este procedimento foi repetido para o preparo dos complexos nas proporgdes de
10:90 e 15:85.
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Caracterizacao dos complexos de incluséo
e Extracdo do 6leo complexado

A composicdo do OE presente no complexo de inclusdo foi determinada pelo método de
extracdo com solvente proposto por Harangi e Nanasi (1984). Amostras equivalentes a 10 mg do
OEOB dos complexos CI 5:95; CI 10:90 e CI 15:85 foram solubilizados com 8,0 mL de agua
destilada em um frasco fechado com tampa rosqueada de aluminio e septo de teflon e extraidas
com 4,0 mL de n-hexano aquecido em banho-maria a temperatura de 80 + 2,0 °C por 15 minutos,
com agitacdo intermitente. Apds o resfriamento, a fase n-hexanica contendo o OEOB, foi
recolhida com auxilio de uma pipeta e a fase aquosa foi submetida a duas novas extracdes
sucessivas com n-hexano (2,0 x 4 mL). Os extratos combinados, foram adequadamente diluidos
a uma concentragdo aproximada de 500 pg.mL™ e analisados por CG-EMAR para determinag&o

da eficiéncia de complexacdo (EC) através da equacéo 1.
Equacdo 1: EC = :—i x 100

Onde:
EC = eficiéncia de complexacédo
Al = &rea sob a curva determinada para o constituinte livre;
Ac = &rea sob a curva determinada para o constituinte complexado com S-CD.

Com a finalidade de avaliar o procedimento de extracdo e minimizar 0S erros
experimentais, 10 mg do OEOB foi submetido ao mesmo procedimento de extracdo que 0s

complexos de incluséo.

e Analise do oleo livre

A composicdo do OEOB néo complexado, presente no sobrenadante, foi determinada
pelo método de extragdo com solvente proposto por Harangi e Nanéasi (1984). Para tanto, 4,0 mL
do sobrenadante dos complexos CI 5:95; CI 10:90 e CI 15:85 foram transferidos diretamente
para um frasco fechado com tampa rosqueada de aluminio e septo de teflon e extraidas conforme
o0 procedimento de extracdo do 6leo complexado. Os extratos combinados foram analisados sem
diluicdo por CG-EM.

e Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (AGUIAR et al., 2014)
Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um espectrdmetro marca Agilent
modelo Cary 630, utilizando o acessério para reflecténcia total atenuada (RTA). As amostras
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foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de RTA, sendo 0s espectros

obtidos na faixa entre 4000 a 650 cm, com resolugéo de 4,0 cm™.

e Estudo da estabilidade do CI-OEOB por headspace e CG-EM

A melhor proporcdo determinada entre OEOB e a f-CD foi submetida ao ensaio de
estabilidade por headspace, de acordo com o metodo proposto por Kfoury e colaboradores
(2015). Foram transferidas para frascos de headspace 2,25mg do OEOB. Paralelamente foram
transferidos 45 mg do CI 5:95, massa equivalente a 2,25mg do OEOB. Os frascos foram
fechados com septo de silicone e lacre de aluminio. Em seguida, as amostras foram incubadas a
45°C nos tempos de 15, 30, 60 e 120 minutos. Apds o tempo de incubacao foi coletado 1,0 mL
do vapor obtido de cada amostra, e analisado por CG-EM, conforme descrito anteriormente. Os
Cl submetidos ao estresse térmico tiveram seu conteddo submetido ao processo de extracdo do
Oleo complexado para determinar a composicdo do OEOB remanescente no complexo de

inclusdo, apds o estresse térmico.

Resultados e Discussao

Foi obtido um rendimento de 0,4 % para o Gleo essencial extraido das partes aéreas de O.
basilicum, similar ao obtido por outros pesquisadores (BARCELOS et al., 2013;
GOVINDARAJAN et al., 2013). O OEOB foi analisado por CG-EMAR (Figura 1) e 0s
principais componentes identificados foram o Linalol e o Estragol (Tabela 2). A composicédo
quimica do 6leo essencial de O. basilicum coletado no municipio do Cariri, CE, avaliada por
Rodrigues e colaboradores (2016) também apresentou como componentes majoritarios o Linalol
e o0 Estragol. De acordo com a classifica¢do climatica de Képpen-Geiger (2016), o municipio do
Cariri-CE possui clima bs, caracterizado por um clima semi-arido, que é diferente do clima
predominante em Teresina, Pl, o qual é classificado como clima aw, caracteristico de uma regiao
com clima tropical (KOPPEN-GEIGER, 2016). Entretanto, apesar das diferencas climaticas

apresentadas, as duas amostras apresentaram quimiotipos semelhantes.
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Figura 1. Perfil cromatografico (TIC) do 6leo essencial das partes aéreas de Ocimum basilicum
(OEOB) coletadas no Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui, Brasil (WGS84: 5° 5" 20" S, 42° 48" 7" W)
em setembro de 2015. Fonte: Elaborado por Méarcio dos Santos Rocha.

O Linalol é um composto encontrado em diversas espécies de plantas aromaticas, possui
efeito sedativo, anticonvulsivante, anestésico, anti-inflamatério e antinociceptivo (COELHO et
al., 2011). Duarte e colaboradores (2016) avaliaram o efeito antimicrobiano do Linalol frente a
linhagens de Campylobacter associadas a doengas transmitidas por alimentos, demonstrando seu
potencial efeito antibacteriano e como um possivel conservante alimentar.

O Estragol é encontrado em uma variedade de 6leos essenciais de diversas espécies como
a Artemisia dracunculus (EISENMAN et al., 2013) e Croton zehntneri (ANDRADE et al.,
2015). E utilizado como agente aromatizante em temperos, bebidas ndo alcodlicas e
condimentos, podendo ser usado na preservacdo de alimentos devido as suas atividades
inseticidas, antivirais, antibacterianos e acaricidas (KFOURY et al., 2015; CFR, 2016). O
Estragol é considerado um composto seguro pelo Department of Food and Agriculture dos
Estados Unidos (CFR, 2016), entretanto, seu uso como conservante alimentar na forma livre é

limitado devido sua volatilidade e baixa solubilidade aquosa.
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Tabela 2. Composicdo do 6leo essencial das partes aéreas de Ocimum basilicum analisado por
CG-EMAR, coletadas no Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui, Brasil (WGS84: 5° 5’ 20" S, 42°
48' 7" W) em setembro de 2015.

TR Formula m/z m/z Erro % IK IK

(min) Composto molecular tedrica calculada (mDa) é&rea Tab Cal
6.9 (1R)-a-pineno CioHis 1361252 1361248 -04 01 932 929
8,0 Sabineno CioHi 1361252 1361256 04 0. 969 968
8,1 (1S)-B-pineno CioHis 1361252 1361259 07 02 974 973
8.4 a-mirceno CioHi 1361252 1361261 09 0. 988 983
9.4 p-cimeno CoHw 1341096 1341102 06 01 1020 1020
95 Limoneno CioHis 1361252 1361258 0,6 01 1024 1025
9,6 1,8-cineol CoHO 1541358 1541359 01 34 1026 1028
10,0 trans-B-ocimeno CoHie 1361252 1361254 02 02 1032 1042
10,4 \-terpineno CioHis 1361252 1361253 01 01 1054 1055
10,7  Hidrato de cis-sabineno  CoHisO g';’g':;g% 136,1251 -01 02 1065 1068
11,3 L-fenchona CoHiO 1521201 1521212 1,1 02 1083 1088
11,6 Linalool CioH0 g';’g';;g% 136,260 08 161 1095 1099
13,9 A-terpineol CoHO 1541358 1541365 07 19 1174 1185
14,4 Estragol CoHO 1480888 1480894 06 688 1195 1204
18,1 5-elemeno CisHze 2041878 2041883 05 01 1337 1327
19,7 B-elemeno CisHae 2041878 2041892 14 06 1389 1389
20,5 trans-cariofileno CisHx 2041878 2041896 18 05 1408 1422
20,7 o-bergamoteno CisHa 2041878 2041878 06 06 1432 1434
20,8 a-Guaieno CisHos 204,1878  204,1892 14 0,2 1437 1437
21,4 a-Humuleno CisHx 2041878 2041886 08 03 1452 1459
215 Bicyclose(s-;)u-iep?rit-allan iene CiHa 2041878 2041888 10 02 1482 1465
22,0 Germacreno D CisH 2041878 2041873 -05 08 1484 1484
22,4 Germacreno B CisHaa 204,1878 204,1882 0,4 0,5 1559 1500
225 5-guaieno CisHe 2041878 2041880 02 03 1502 1505
228 y-cadineno CisHe 2041878 2041882 04 09 1522 1517
23,0 cis-calameneno CisH2 202,1722  202,1737 15 0,1 1528 1524
25,8 5-cadinol CasHz:0 %ﬂg‘% 2041884 06 32 1644 1641

TR= tempo de retencdo; IK Tab= Indice de Kovats tabelado; IK Cal - indice de Kovats calculado; mDa =
miliDalton.
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Preparo e caracterizacdo dos complexos de incluséo:

A formacdo do Cl é favorecida pela estrutura e propriedades fisico-quimicas das
moléculas hdspedes, visto que esta deve se ajustar total ou parcialmente no interior hidrofébico
da cavidade da CD. De acordo com Aguiar e colaboradores (2014), a maioria dos compostos
complexados com p-CD encontram-se dentro da faixa de massa molecular de 100 a 400 Daltons.
Na Tabela 2 pode-se observar que a massa molecular dos constituintes dos OE € compativel com
a capacidade de complexacédo pela S-CD. Estes compostos também possuem baixa solubilidade

aquosa, o que favorece a formacéo dos ClI.

O fendmeno de complexacdo é um processo concentracdo dependente, a razdo molar
entre a molécula hospede e a S-CD também influencia no processo de formagdo dos CI
(OLIVEIRA et al., 2011). A eficiéncia de complexacdo (EC) foi maior com a menor propor¢ao
de oleo essencial de O. basilicum em relacdo a CD (relacdo 5:95, m:m), sendo que esta
proporcao teve uma eficiéncia de complexacao 2,75 vezes maior que aquela obtida na proporcéao
6leo essencial e CD (15:85) (Figura 2). Esse aumento de EE com relacdo as diferentes
proporcdes de OEOB e S-CD esta coerente com os dados da literatura (KFOURY et al., 2015).
Estes dados permitem a determinacdo da melhor relacéo entre 0 OEOB e $-CD, visto que devido
ao elevado valor comercial de ambos os produtos a determinagdo da EC demonstrou ser uma

eficiente estratégia para reduzir o custo destas formulagdes.

A eficiéncia de complexacdo, determinada para o complexo de inclusdo entre o 6leo
essencial de O. basilicum e a f-CD, para a proporg¢do de 5:95 (m:m) foi respectivamente 71 % e
83 % para o linalol e para o estragol.
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Figura 2. Eficiéncia de complexacdo dos componentes majoritarios presentes no éleo essencial
das partes aéreas de Ocimum basilicum (OEOB) coletadas no Horto de Plantas Medicinais e
Aromaticas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, em Teresina,
Piaui, Brasil (WGS84: 5°5'20" S, 42° 48" 7" W) em setembro de 2015.
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Analisando-se os cromatogramas dos componentes extraidos dos Cl (Figura 3), observa-
se que os perfis obtidos para 0 CI-OEOB (5:95) apresentam uma maior abundancia de todos 0s
componentes do OEOB que as demais proporcdes utilizadas no preparo dos complexos de
incluséo entre o0 OEOB e a S-CD, demonstrando que com uma maior proporc¢do de S-CD foi
obtida uma maior microencapsulacdo dos componentes individuais dos OEOB.
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Figura 3. Perfil cromatografico dos componentes ndo complexados e complexados do 6leo
essencial de Ocimum basilicum, extraidos respectivamente do sobrenadante (S-CI-OEOB) e do
complexo de inclusdo (CI-OEOB) com pf-ciclodextrina nas proporgdes 5:95, 10:90 e 15:85
(massa:massa). Ocimum basilicum coletado no municipio de Teresina, Piaui, Brasil (WGS84: 5°
5'20" S, 42°48' 7" W) em setembro de 2015.

Estes resultados sdo concordantes com a analise dos componentes extraidos, presentes no
sobrenadante, pois neste caso, a abundancia absoluta dos componentes presentes no
sobrenadante obtido a partir do preparo do CI-OEOB (5:95) foi o que apresentou menor

abundancia absoluta, demonstrando uma baixa proporcdo de constituintes ndo complexados,
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confirmando que nesta propor¢do houve uma maior complexagédo dos componentes dos OEOB.
Por fim, analisando-se o perfil cromatografico obtido a partir do sobrenadante coletado do
complexo CI-OEOB (15:85), observa-se uma maior abundancia absoluta dos constituintes do
OEOB, demonstrando uma menor taxa de complexacdo, provavelmente devido a menor

proporcao de S-CD em relacéo a proporgdo presente na proporcdo CI-OEOB (5:95).

Os CI também foram caracterizados por espectroscopia de absorcéo no infravermelho. A
Figura 4 mostra o espectro de transmitancia no infravermelho da #-CD, do OEOB, mistura fisica
(MF-OEOB) e seus complexos de inclusdao (CI-OEOB 5:95; CI-OEOB 10:90 e CI-OEOB
15:85).
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Figura 4. Espectro de Infravermelho da B-ciclodextrina (B-CD) Oleo essencial extraido das
partes aéreas de Ocimum basilicum (OEOB), mistura fisica (MF) e complexo de incluséo (Cl-
OEOB). Ocimum basilicum coletado no Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui, Brasil (WGS84: 5° 5’
20" S, 42° 48" 7" W) em setembro de 2015.
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O espectro de IVTF da p-CD (Figura 4) mostra uma proeminente banda de absor¢do em
torno de 3.259 cm™ caracteristico de estiramento O—H, e bandas caracteristicas de estiramento
C—H (2.924 cm™), estiramento C-O (1.151 cm™) e estiramento C-O—C (1.022 cm'Y), compativel
com o espectro da f-CD obtido por Aguiar e colaboradores (2014). O espectro de IVTF do
OEOB (Figura 4) apresentou uma banda de absor¢édo de baixa intensidade em torno de 3.497 cm”
! caracteristico de estiramento O—H, compativel com o espectro de um 6leo essencial com baixa
abundancia relativa de compostos hidroxilados. Seu espectro apresenta ainda bandas de absorcao
entre 3.073 e 2.827 cm! caracteristico de estiramento C—H e bandas na regido 1.637 e 1.610 cm™
compativel com estiramento C=C, uma banda pronunciada em 1.510 cm™ representativa de
estiramento de anel aromatico, além de uma banda em 1.243 cm caracteristico de estiramento
C-O arilico, compativel com a elevada abundancia do composto estragol. Analisando o espectro
de IVTF da MF-OEOB (Figura 4) observa-se picos caracteristicos tanto da f-CD quanto do
OEOB, sendo possivel observar uma redugdo da intensidade das bandas caracteristicas do OEOB
(1.510 e 1.243 cm™), possivelmente provocado pela reducdo da livre vibragdo das ligagdes de
seus constituintes, sendo um indicativo que nestas condicdes ja ocorre a formacédo do complexo
de inclusdo do OEOB com a f-CD. No espectro de IVTF do CI-OEOB (Figura 4) também é
possivel identificar a redugdo na intensidade das bandas caracteristicas de estiramento do anel
aromatico em 1.510 cm™ e 1.243 cm™ caracteristico de estiramento C-O arilico presentes no

OEOB indicativos da formacao do ClI.

Estabilidade

Os resultados referentes a estabilidade térmica a 45 °C do OEOB em aparato de
headspace acoplado a um CG-EMAR estdo demonstrados na Figura 5. Observa-se que ap6s 15
minutos de incubacdo a 45 °C, aproximadamente 90 % do conteddo do estragol presente no
OEOB foi volatilizado. A completa volatilizagdo ocorreu em 60 minutos de exposicdo a esta
temperatura, demonstrando sua limitada estabilidade térmica para utilizacdo como aditivo em
indUstria de alimentos processados por aquecimento. Pode-se observar ainda volatilizacdo de
35% do conteudo Estragol complexado com f-CD em 15 minutos de incubagdo a 45°C, ap0s
este tempo, o complexo permaneceu estavel por 120 minutos nesta temperatura. Este resultado
parece promissor para utilizacdo futura de CI com estragol para a industria de alimentos, neste

contexto, é necessario testar a estabilidade do composto em temperaturas superiores.
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Figura 5. Porcentagem de Estragol remanescente no 6leo essencial das partes aéreas de Ocimum
basilicum (OEOB), coletadas no Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Piaui, Brasil (WGS84: 5° 5’
20" S, 42° 48' 7" W) em setembro de 2015, e no seu complexo de inclusdo (CI-OEOB) apo0s
incubacéo a 45 °C em aparato de headspace acoplado a um CG-EMAR.

A composi¢do quimica do 6leo essencial de OEOB presente no complexo de inclusdo
incubado a 45 °C foi preservada por até 120 minutos (Figura 6), demonstrando a capacidade
protetora da S-ciclodextrina e de aumentar a estabilidade térmica dos compostos do OEOB.

A utilizacdo da p-CD como agente complexante pode viabilizar a utilizagdo dos 6leos
essenciais no desenvolvimento de produtos que sdo processados termicamente devido ao
aumento da estabilidade térmica, ampliando a utilizacdo tecnolégica dos 6leos essenciais para o

preparo de alimentos, cosméticos, farmacos, alimentos e defensivos agricolas.
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Figura 6. Perfil cromatografico (TIC) dos componentes dos 6leos essenciais extraido das partes
aéreas de Ocimum basilicum extraido dos complexos de inclusdo (CI-OEOB) com f-
ciclodextrina submetido a estresse térmico. Ocimum basilicum coletado no Horto de Plantas
Medicinais e Aromaticas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, em
Teresina, Piaui, Brasil (WGS84: 5°5"20" S, 42° 48" 7" W) em setembro de 2015.

Conclusdes

A relacdo de 5:95 (m:m) entre a massa do 6leo essencial de Ocimum basilicum e a f-
ciclodextrina é mais eficiente para o preparo de complexo de inclusdo, por permitir a
complexacdo da maioria dos compostos presentes no 6leo essencial de Ocimum basilicum.

Os componentes majoritarios do Ocimum basilicum, linalol e estragol apresentam 71% e
83% de eficiéncia de complexacdo para a relacdo massa-massa 5:95 (m:m).

O complexo de inclusdo formado pelo 6leo essencial de Ocimum basilicum e pg-

ciclodextrina aumenta a estabilidade térmica a 45°C de todos os componentes por 120 minutos.
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Resumo

A busca por alimentos seguros passa pela reducdo da utilizacdo de antifungicos
sintéticos e sua substituicdo por produtos ambientalmente sustentaveis como os 6leos essenciais.
Das partes aéreas de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e
Cymbopogon citratus foram extraidos os 0leos essenciais constituidos majoritariamente pelos
compostos oxigenados: linalol, estragol p-mentona, isomentona, L-carvona, Z-citral e geraniale.
Estes compostos podem se ligar a proteinas alterando a permeabilidade e rigidez da membrana

celular, ocasionando a morte de fungos filamentosos. Os 6leos essenciais podem ser utilizados na
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sua forma livre, porém quando complexados com ciclodextrinas ocorre aumento da estabilidade
térmica e solubilidade aquosa, potencializando sua utilizacdo em alimentos. Os 6leos essenciais
extraidos das partes aéreas das plantas testadas tiveram atividade antifingica para Aspergillus
parasiticus, entretanto, quando complexados com p-ciclodextrina ndo apresentam essa
capacidade. Dentre as plantas testadas a espécie que apresentou o0 maior rendimento de 6leo
essencial foi a M. arvensis, seus 6leos foram capazes de inibir o crescimento micelial de A.
parasiticus na mais baixa concentracgéo testada (2,5 pL.mL™), que os caracteriza como potencial
fonte para o desenvolvimento de novos produtos fungicidas e fungistaticos ambientalmente

sustentaveis.

Palavras-chave: f-ciclodextrina, Mentha arvensis, eficiéncia de complexacdo, cromatografia
gasosa.

Abstract

The search for safe foods involves reducing the use of synthetic antifungals and
replacing them with environmentally sustainable products such as essential oils. Of the aerial
parts of Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum and
Cymbopogon citratus were extracted the essential oils constituted mainly by the oxygenated
compounds: linalool, estragole p-menthone, isomenthone, L-carvone, Z-citral and geranial.
These compounds can bind to proteins by altering the permeability and stiffness of the cell
membrane, causing the death of filamentous fungi. The essential oils can be used in their free
form, but when complexed with cyclodextrins increases thermal stability and aqueous solubility
increases, potentiating their use in food. The essential oils extracted from the aerial parts of the
tested plants had antifungal activity for Aspergillus parasiticus, however, when complexed with
p-cyclodextrin did not have this capacity. Among the tested plants the species that presented the
highest yield of essential oil was M. arvensis, its oils were able to inhibit the mycelial growth of
A. parasiticus at the lowest concentration tested (2.5 pL.mL™), which characterizes them as a
potential source for the development of new environmentally sustainable fungicides and

fungicides.

Key words: g-cyclodextrin, Mentha arvensis, complexation efficiency, gas chromatography.
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Introducéo

A seguranca alimentar tornou-se um dos maiores desafios para as industrias de
alimentos (ALDARS-GARCIA et al., 2016; FU et al., 2016), em especial devido ao aumento da
demanda de consumo (OLIVEIRA et al., 2014), a exigéncia da reducdo de aditivos (CABRAL,
PINTO, PATRIARCA, 2013; CALO et al., 2015) e, pelo cumprimento das normativas impostas
pelas agéncias regulatérias onde o produto serd comercializado. Uma das estratégias adotadas
para contornar este desafio € o controle da populacdo microbiana, visto que estes micro-
organismos sdo capazes de ocasionar uma grande variedade de doencas transmitidas por
alimentos, além de reduzir a vida de prateleira (KEDIA et al., 2014B; FU et al., 2016).

Dentre os principais micro-organismos que alteram a qualidade dos alimentos, 0s
fungos toxigénicos podem ser agentes de contaminagdo em toda a cadeia produtiva, produzindo
micotoxinas com potencial carcinogénico, mutagénico e teratogénico (ALDARS-GARCIA et al.,
2016). Das micotoxinas conhecidas, as aflatoxinas sdo as mais relevantes, sendo produzidas
principalmente por fungos da espécie Aspergillus flavus e A. parasiticus (KOHIYAMA et al.,
2015).

Neste contexto, para prevenir o desenvolvimento de fungos em alimentos de origem
vegetal (KAHKHA, AMANLOO, KAYKHAII, 2014) parte dos produtores utilizam fungicidas
sintéticos (FAGUNDES et al., 2013) para prolongar a vida de prateleira, facilitar o
armazenamento e distribuicdo dos seus produtos. Esta pratica possui diversas restricdes de uso,
pois muitos destes agentes antifingicos favorecem o aparecimento de efeitos tdxicos,
carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos para o consumidor. Além disto, os antifungicos
sintéticos possuem elevada estabilidade no meio ambiente, favorecendo a contaminagéo do solo
e fontes de agua, provocando, desta forma, graves prejuizos ambientais (PRAKASH et al., 2010;
KEDIA et al., 2014B; CALO, et al., 2015).

Assim, o uso de substancias de origem natural, como os 6leos essenciais (OE), tem sido
sugerido como possiveis métodos quimicos para prevengdo para o crescimento fungico, sendo
uma alternativa para conservacdo e seguranca alimentar, frente os conservantes sintéticos
(CALDO, et al., 2015; KOHIYAMA et al., 2015). OE sdo misturas complexas, sintetizadas por
plantas arométicas, geralmente odoriferas, liquidas, instaveis a temperatura ambiente, a luz e ao
oxigénio, ocorrendo sua decomposicdo (KFOURY et al., 2016A). S&o reconhecidos por suas

propriedades bactericidas, antivirais e fungicidas. Sendo ainda utilizados na industria de
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cosmeticos por suas propriedades aromaticas, na industria alimenticia como conservantes e na
industria farmacéutica como antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios e
espasmoliticos (KFOURY et al., 2016A).

Diversos pesquisadores avaliaram a atividade antifungica dos 0leos essenciais (AMBER
et al., 2010; KUMAR et al., 2010A; KUMAR et al., 2010B; PRAKASH et al., 2010; SILVA et
al., 2012; FAGUNDES et al., 2013; KEDIA et al., 2014A; KEDIA et al., 2014B; KAHKHA,
AMANLOO, KAYKHAII, 2014; PRAKASH et al., 2014; GUERRA et al., 2015; KOHIYAMA
et al., 2015; BOUBAKER et al., 2016; FALASCA et al., 2016; KACEM et al., 2016; HU et al.,
2017), demonstrando que sua acdo antifungica ocorre pela alteracdo da integridade da membrana
plasmaética, disfuncdo mitocondrial e inibicdo da sintese de ergosterol, induzindo a estagnagéo
metabolica e morte celular (HU et al., 2017).

Entretanto, como o0s O0leos essenciais apresentam baixa solubilidade aquosa e
estabilidade térmica (KFOURY et al., 2016A), sua aplicacdo tecnologica pode ser melhorada
com a sua complexacdo com as ciclodextrinas (CD), devido a propriedade de complexar uma
grande variedade de moléculas provocando alteragdes consideraveis em suas propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas (ASTRAY et al., 2010; FU et al., 2016).

Desta forma, objetivou-se neste trabalho, preparar e caracterizar complexos de inclusao
dos 0leos essenciais de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e
Cymbopogon citratus com pg-ciclodextrina e avaliar seu efeito antifingico frente a linhagem

Aspergillus parasiticus.

Material e métodos

A extracdo e caracterizacdo dos Oleos essenciais, 0 preparo e caracterizacdo dos
complexos de inclusdo foram realizadas no Laboratorio de Geoquimica Organica, Centro de
Ciéncias da Natureza. As andlises antifingicas foram realizadas no Laboratério de Controle
Microbiologico de Alimentos do Nucleo de Estudos e Pesquisa de Processamento de Alimentos,

Centro de Ciéncias Agrarias, ambos pertencentes a Universidade Federal do Piaui, Teresina, PI.

Material vegetal

Foram utilizadas as partes aéreas de Origanum majorana (manjerona), Mentha arvensis
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(viqui), Lippia alba (erva cidreira), Ocimum basilicum (manjericdo) e Cymbopogon citratus
(capim cidreira, capim lim&o) coletadas no Horto de Plantas Medicinais e Aromaticas, Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, Teresina, P1 (WGS84: 5° 5" 20" S, 42° 48’

7" W), nos meses de setembro e outubro de 2015.

Extracéo dos 6leos essenciais (AGUIAR et al., 2015)

Os 0leos essenciais das partes aéreas de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis
(OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC)
foram extraidos continuamente durante trés horas em um aparelho tipo Clevenger. Apds a
extracdo foi acrescentado sulfato de sodio anidro g.s.p. ao Oleo para secagem, agitou-se
levemente, seguido de repouso por aproximadamente 30 minutos. Na sequéncia, o 6éleo seco foi
transferido e armazenado em frasco &mbar, pesado para calculo do rendimento e armazenado sob

refrigeracdo (4,0°C) até o momento das analises.

Caracterizacdo dos Oleos essenciais por cromatografia em fase gasosa acoplada a

espectrometria de massas de alta resolucéo

Os oleos essenciais de OEOM, OEMA, OELA, OEOB e OECC foram analisados por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando um
cromatografo em fase gasosa, acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (CG-
EMAR) da marca Waters, modelo GCT Premier, utilizando uma coluna capilar apolar DB-5MS,
de silica fundida (30 m x 0,25 mm i.d., pelicula de 0,25 um); carreado por gas hélio; velocidade
de fluxo 1,0 mL.min? e modo de divisio 1/10. A temperatura do injetor e do detector foi
mantida a 270 °C e 290 °C, respectivamente, e o volume injetado foi de 1,0 pL. O espectrdmetro
de massas foi operado no modo positivo, utilizando a fonte de ionizagdo por impacto de elétrons
(El), com energia de ionizacdo de 70 eV a voltagem do detector foi ajustada para 2.500 V.
Aquisicdo foi realizada na faixa de massa de m/z 45-650. Heptacosafluorotributilamina foi
utilizado como calibrante. A resolucdo de massa foi ajustada para cerca de 7000 FMWH para a
massa m/z 218,9856 (lock mass). Os dados foram adquiridos utilizando software MassLynx™
versdo 4.1. Os componentes individuais foram identificados por correspondéncia de seus
espectros de massa, determinada com auxilio do software ChromaLynx™ (JERNBERG,
PELLINEN, RANTALAINEN, 2013).
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Preparo do complexo de incluséo (AGUIAR et al., 2014)

Os o0leos essenciais de OEOM, OEMA, OELA, OEOB e OECC foram complexados com
S-CD, de acordo com o método de coprecipitacdo, sob uma proporcdo de 5 partes de oOleo
essencial para 95 partes de ciclodextrinas. Para tanto, pesou-se 1,0 grama de cada 6leo essencial
separadamente e solubilizou com 5,0 mL de etanol PA. Pesou-se 19,0 gramas de p-CD e
solubilizou-se com 100 mL de &gua ultrapura aquecida a 55 °C. Apos a adi¢cdo da solucdo
alcoolica do 6leo essencial a solucdo aquosa de 5-CD, a mistura foi retirada do aquecimento e a
suspensdo formada permaneceu sob agitacdo a 150 rpm por quatro horas a 25 °C. Apos este
periodo, a suspensdo foi resfriada a 4,0 °C por 12 horas para precipitacdo do complexo formado.
O precipitado foi recolhido, seco por liofilizagdo, utilizando um liofilizador Liobras, modelo

L101, pesado e armazenado em frasco ambar.

Caracterizacao dos complexos de inclusao
Extracéo do 6leo complexado (HARANGI e NANASI, 1984)

A composicdo do OE complexado foi determinada pelo método de extracdo com solvente
proposto por Harangi e Nanasi (1984). Amostras equivalentes a 10 mg de cada OE presente nos
Cl foram solubilizados com 4,0 mL de &gua destilada em um frasco fechado com tampa
rosqueada de aluminio e septo de teflon e extraidas com 4,0 mL de n-hexano aquecido em
banho-maria a temperatura de 80 + 2,0 °C por 15 minutos, com agitacdo branda e intermitente.
Apbs o resfriamento, a fase n-hexanica contendo o OE, foi recolhida com auxilio de uma pipeta
e a fase aquosa foi submetida a duas extragdes sucessivas com n-hexano (2,0 x 4 mL). Os
extratos combinados foram analisados por CG-EM para determinacdo da eficiéncia de
complexacédo (EC) através da equacéo 1.

Equagdo 1: EC = j—i x 100

Onde:

EC = eficiéncia de complexacédo

Al = area sob a curva determinada para o constituinte livre;
Ac = area sob a curva determinada para o constituinte complexado com $-CD.

Com a finalidade de avaliar o procedimento de extracdo e minimizar 0S erros
experimentais, 10 mg de cada 6leo essencial foi submetido ao mesmo procedimento de extracdo

que os complexos de incluséo.
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Atividade Antifungica (Tian et al., 2012)

Linhagem padréo de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (USDA, Agricultural Research
Service, Peoria, IL) pertencente ao banco de amostras do Laboratorio de Controle
Microbiologico de Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de Alimentos
(NUEPPA) foram utilizados para determinar a atividade antifungica dos 6leos essenciais de
Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus e
dos respectivos complexos de inclusdo com f-ciclodextrina. Para tanto, quantidades crescentes
dos oleos essenciais e complexos de inclusdo foram transferidos diretamente para tubo Falcon
contendo 20 mL de meio de cultura MEA (Extrato de malte 20 g, peptona 1,0 g, glicose 20 g,
agar 20 g e agua QSP 1000 mL) mantido a aproximadamente 50 °C para obter as concentracoes
de 2,5; 5,0 e 10,0 pg.mL* para os 6leos essenciais e Cl. As amostras foram homogeneizados em
agitador tipo vortex e transferido para placas de Petri descartaveis de 90x15mm. Apds a
solidificacdo do MEA, foi realizado um orificio no centro da placa de aproximadamente 9,0 mm
de didmetro com auxilio de um bisturi tipo punch, no qual foram inoculados assepticamente 50
UL de uma suspensdo contendo 107 conidios por mL diluidos em tampé&o fosfato salino, contados
com auxilio de uma camara de Neubauer. As placas foram seladas com filme de polietileno e
incubadas a uma temperatura de 28 + 2 °C. Todos os testes foram realizados em duplicata. A
determinacdo da atividade antifingica foi determinada pela medicdo dos halos de inibicdo do
crescimento fangico ap6s incubacdo das placas. As placas do grupo controle (sem 6leo essencial)
foram inoculadas seguindo o mesmo procedimento. Para avaliar o crescimento micelial, ap6s o
nono dia de incubacdo mediu-se o didmetro de cada col6nia a partir de duas medidas
perpendiculares. A percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM) de A. parasiticus
incubada na presenca dos 0leos essenciais foi comparada com o seu crescimento nas placas do

grupo controle, de acordo com a Equacédo 2:

Equacdo 2: PICM = % X 100

Onde:

PICM= percentagem de inibicdo do crescimento micelial
dc (mm)= didmetro médio das coldnias para os controles;
dt (mm) = didmetro médio das colonias para 0s conjuntos de tratamento.
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Resultados e Discusséo

O rendimento do 6leo essencial é uma variavel bastante relevante no desenvolvimento de
novos produtos, como 0s agentes antifangicos, visto que para aplicacdo comercial ndo basta que
este agente seja reconhecidamente seguro, ele deve ser disponivel em quantidade
comercialmente vidvel (CALO et al., 2015; CFR, 2016). Contudo estes dados podem, ainda,
serem otimizados por estudos complementares das técnicas de cultivo, coleta de material
botanico e extracdo do 6leo essencial. Bose e colaboradores (2013), avaliando as condi¢bes de
cultivo de M. arvensis, determinaram a capacidade produtiva de 145 kg de 6leo por hectare, com
rendimento aproximado de 7 kg de Oleo essencial por tonelada de massa verde. No presente
estudo, apesar deste ndo ter sido o objetivo principal, considerando a extracdo do 6leo essencial
das partes aéreas de M. arvensis, determinou-se um rendimento de 1,1%, correspondendo a
aproximadamente 11 kg de 6leo essencial por tonelada de massa verde coletada, demonstrando
um potencial comercial elevado. Por outro lado, uma tonelada de massa verde de O. majorana,
L. alba, O. basilicum e C. citratus produzem aproximadamente 2,0; 7,0; 4,0; e 5,0 kg dos

respectivos 6leos essenciais.

Apds analise pela cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa 0s
componentes majoritarios presentes nos dleos essenciais de O. majorana, M. arvensis, L. alba,
O. basilicum e C. citratus foram: limoneno, linalol, estragol, para-mentona, isomentona, mentol,
L-carvona Z-citral e geranial como 0s componentes mais representativos (Tabela 1). A formacéo
de ligacdes de hidrogénio entre os constituintes dos 6leos essenciais e as enzimas das membranas
celulares microbianas altera a rigidez, a integridade e a permeabilidade da parede celular
ocasionando ruptura e morte celular (CABRAL, PINTO, PATRICARCA, 2013; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014; HU et al., 2017). A elevada presenca de compostos hidroxilados, aldeidos
e fendlicos nos 6leos essenciais de O. majorana, M. arvensis, L. alba, O. basilicum e C. citratus,

sugerem uma elevada capacidade fungistatico e fungicida, conforme a dose utilizada.
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Tabela 1. Composicdo qualitativa e quantitativa dos constituintes quimica dos 6leos essenciais
de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum
basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC) coletadas em Teresina, Pl.

indice de Composto Estrutura Peso OEOM OEMA OELA OEOB OECC

retengédo P quimica molecular (%) (%) (%) (%) (%)

1026 para-cimeno —©—< 134 0,4 - 3,1 0,1 -

1031 L-limoneno —@—< 136 8,7 14 320 03 -

1033 1,8-Cineol 154 1,7 - 0,2 2,9 -

1050 trans-p- >=/_\>—\ 136 25 - - 03 :

ocimeno A\

1062 y-terpineno —©—< 136 0,6 - 6,1 0,3 -

1098 Linalol >=/}(OH 154 75 - 07 181 07
9]

1164 Isomentona <j< 154 . 166 - - .
9]

1159 para-mentona < ; < 154 - 45 - - -
OH

1173 L-mentol < ; < 156 - 75,5 - - -
(IZJH

1189 4-terpineol 4</:>—< 154 2,5 - - 1,7 -

1195 Estragol /O‘Q—\: 148 51,8 - - 64,4 -

/o
1240 Z-citral M 152 - - - - 33,3
(8]
1242 L-carvona 150 2,1 - 435 - -

7

Continua
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Tabela 1. Composicdo qualitativa e quantitativa dos constituintes quimica dos 6leos essenciais
de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum
basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC) coletadas em Teresina, PI.

(Continuacéo)

indice de Composto Estrutura Peso OEOM OEMA OELA OEOB OECC
retencdo P quimica molecular (%) (%) (%) (%) (%)

1270 Geranial T 7 7 T 1% : : : SR

1418 trans- 204 38 ; ; 05 ]
cariofileno
1452 a-humuleno @ 204 3.0 ; - 08 -

1485 B-selineno 204 3,6 - - - -

H

1494 a-selineno 204 33 - - - -

222 - - 3,0 - -

N
1458 B-farneseno SN 204 3,2 - - - -
L
H
OH

=
1547 Elemol

Oleos essenciais de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA),
Ocimum basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC). Caracterizagdo obtida por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas de alta resolucgdo (1), injecdo de padrdes (2) e céalculo do
indice de Kovat's (3). Fonte: Elaborado por Marcio dos Santos Rocha.

Na Tabela 1 pode-se observar, ainda, que 0s constituintes majoritarios dos 06leos
essenciais possuem massa molecular entre 134 a 222 Daltons compativel com a capacidade de
complexacdo da molécula com a B-CD (AGUIAR et al., 2014). Este resultado pode ser
confirmado pela comparagdo dos cromatogramas dos 6leos essenciais livres com os obtidos a

partir dos constituintes extraidos dos complexos de inclusdo (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma dos Oleos essenciais de Origanum majorana (OEOM), Mentha
arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus
(OECC) e seus complexos de inclusdo com p-ciclodextrina.

A formacédo dos complexos de incluséo ocorre de forma espontanea em solucdo aquosa,
no qual os constituintes quimicos dos OE sdo alojados no interior da cavidade polar da p-CD
(LYRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; WANG et al., 2011; AGUIAR, et al., 2014), de
forma energeticamente favoravel, devido a repulsdo existente entre as moléculas de baixa
polaridade dos 0leos essenciais e as moléculas de agua. Analisando a Tabela 2, observa-se que a
eficiéncia de complexagéo variou entre 18,2 a 102,5%, sugerindo que os constituintes dos 0leos
essenciais podem formar complexo com diferentes afinidades com a S-CD. Este é 0 caso do
estragol, constituinte majoritario dos 6leos de O. majorana e O. basilicum que apresentou uma
EC de 53,8 e 40,5 % respectivamente, em comparacdo a uma EC de 80,6 e 72,3 % para o linalol,
determinado respectivamente para os complexos de inclusdo de O. majorana e O. basilicum com
B-CD.
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Tabela 2. Eficiéncia de complexacdo e rendimento dos complexos de inclusdo dos 6leos
essenciais de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA),
Ocimum basilicum (OEOB) e Cymbopogon citratus (OECC) coletadas em Teresina-Pl, com f-
Ciclodextrina.

Eficiéncia de complexacao (%)
©
. R o —_ c —_ < —_— R
Oleo Essencial 5 S S ] 2 c = o Rendimento (%)
= © © c g g — %
o c S (5] < = o
£ 5 7 £ = G O o
T L 3 - ©) o
OEOM 18,2 80,6 53,8 - - - - - 95,0
OEMA - - - 102,5 89,4 - - - 91,0
OELA 20,3 - - - - 100,4 - - 85,4
OEOB - 72,3 40,5 - - - - - 89,5
OECC - - - - - - 84,9 85,9 90,7

Oleos essenciais de Origanum majorana (OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum basilicum (OEOB)
e Cymbopogon citratus (OECC).

Considerando o rendimento do complexo formado, Wang e colaboradores (2011) e
Haloci e colaboradores (2014) reportaram rendimentos variando de 78 a 94 % para complexos de
inclusdo com oOleos essenciais. Esta variavel deve ser considerada na escolha do método de
preparo do complexo de inclusdo, pois nesta técnica é necessario a recuperacdo do complexo por
coprecipitacdo e caso o complexo formado apresente elevada solubilidade aquosa, terd um baixo
rendimento. Analisando a Tabela 2, pode-se observar que os complexos de inclusédo CI-OEOB,
CI-OEOM, CI-OEMA, CI-OELA e CI-OECC, apresentaram rendimentos acima de 85 %,
podendo-se inferir que esta técnica pode ser utilizada em uma possivel transposicdo de escala
para avaliacdo da viabilidade do preparo de complexos de incluséo para fins comerciais.

A atividade antifingica dos 6leos essenciais parece estar relacionada com a presenca de
compostos capazes de formar ligacGes de hidrogénio com as enzimas fungicas, 0 que provoca
alteracbes na rigidez, integridade e a permeabilidade das membranas celular das hifas,
ocasionando sua ruptura e morte celular (CABRAL,; PINTO; PATRIARCA 2013). No presente
trabalho, os 0leos essenciais testados apresentaram em sua composi¢ao constituintes oxigenados,
variando entre 47,2% para o L. alba e 92,2% para o M. arvenses e, inibiram o desenvolvimento
fangico de A. parasiticus em proporc¢des variadas (Figura 2 e Figura 3), sendo possivelmente 0s
constituintes responsaveis pela atividade antifungica.

O dleo essencial de M. arvensis apresentou maior potencial antifungico dentre os 6leos

essenciais testados, inibindo 100 % do crescimento micelial em todas as concentragdes testadas.
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Isomentona (16,6%) e L-mentol (75,6%) sdo os constituintes oxigenados majoritarios de M.
arvensis, representando 92,2% de sua composi¢ao.

O oleo essencial de L. alba inibiu 100% o crescimento do A. parasiticus nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 pL.mL™?, possuindo a L-carvona (43,5%) em sua composicao.

O oleo essencial de O. majorana e O. basilicum apresentam como constituintes
oxigenados majoritarios o linalol (7,5 e 18,1%) e o estragol (51,8 e 64,4%), inibindo o
crescimento do A. parasiticus na maior concentragdo (10,0 pL.mL™). Ja o dleo essencial de C.
citratus inibiu apenas 50% do crescimento do A. parasiticus na maior concentracdo (10,0
uL.mL?), o qual possui em sua composicdo os constituintes oxigenados Z-citral (33,3%) e o
geranial (41,9%).

=2
o 1004 o . EE Controle
€ = iE = OEOM
E 751 E E = OEMA
F: s i mm OELA
5 50 5 ; I OEOB
3 s l uE S OECC
g 25 E i EH CI-OEOM
= = us CI-OEMA
g ol & L NP CI-OELA
5.0 10,0 CI-OEOB
Concentragéo {pg.mL'1] CI-OECC

Figura 2. Efeitos das diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de Origanum majorana
(OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum basilicum (OEOB) e
Cymbopogon citratus (OECC) coletadas em Teresina-Pl, e seus complexos de inclusdo com f-
Ciclodextrina sob a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (mm) de Aspergillus
parasiticus em MEA. As placas foram incubadas a uma temperatura de 28 * 2 °C durante nove
dias.

Por outro lado, os Oleos complexados com p-CD ndo foram capazes de reduzir o
crescimento micelial no modelo experimental utilizado (Figura 2 e Figura 3). Kfoury e
colaboradores (2016B) avaliando a atividade antifingica de diversos fenilpropandides (estragol,

trans-anetol, eugenol e isoeugenol) e seus complexos de inclusdo com hidroxipropil-g-
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ciclodextrina, também observaram que os constituintes isolados apresentaram maior atividade

antifngica que os complexos de inclusdo.

Figura 3. Efeitos das diferentes concentracbes dos 6leos essenciais de Origanum majorana
(OEOM), Mentha arvensis (OEMA), Lippia alba (OELA), Ocimum basilicum (OEOB) e
Cymbopogon citratus (OECC) coletadas em Teresina-Pl, e seus complexos de inclusdo com f-
Ciclodextrina sob o crescimento micelial de Aspergillus parasiticus em agar MEA. As placas
foram incubadas a uma temperatura de 28 + 2 °C durante nove dias.
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De forma similar ao trabalho de Kfoury e colaboradores (2016B), os complexos de
inclusdo de CI-OEOB, CI-OEOM, CI-OEMA, CI-OELA e CI-OECC foram homogeneizados
com o meio de cultura sélido e o 4gar também € utilizado experimentalmente como adjuvante no
preparo de complexos de inclusdo para aumentar sua estabilidade (VEIGA, PERCORELLI,
RIBEIRO, 2006; BLANCO-FERNANDEZ et al., 2011; MOYA-ORTEGA et al., 2012). O que,
provavelmente favoreceu a estabilidade dos complexos de incluséo testados, reduzindo a taxa de
liberacdo dos constituintes dos o6leos essenciais complexados, diminuindo sua atividade

antimicrobiana quando comparada aos 6leos essenciais livres.

Conclusodes

Os 6leos essenciais extraidos das partes aéreas de Origanum majorana, Mentha arvensis,
Lippia alba, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus possuem atividade antifingica contra
Aspergillus parasiticus.

O Oleo essencial de M. arvensis apresentou maior atividade antiflngica, inibindo o
crescimento do A. parasiticus a partir da concentragdo de 2,5 uL.mL™2. O éleo essencial de L.
alba inibiu a partir de 5,0 pL.mL™, de O. majorana, O. basilicum e C. citratus a 10,0 pL.mL™ .

Isomentona (16,6%) e L-mentol (75,6%) sdo os constituintes oxigenados majoritarios de
M. arvensis, representando 92,2% de sua composicao. Os 6leos essenciais de Ocimum basilicum
possuem 87,1% de compostos oxigenados em sua composi¢do, Cymbopogon citratus 75,9%,
Origanum majorana 65,6% e Lippia alba 47,4%.

A técnica de coprecipitacdo é eficiente para o preparo do complexo de inclusdo dos dleos
essenciais de Origanum majorana, Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum e
Cymbopogon citratus com f-ciclodextrina, apresentando rendimento superior a 85% para todos
0s 0Oleos essenciais testados.

A complexagdo com p-ciclodextrina reduz a atividade antifingica in vitro dos 6leos
essenciais de M. arvensis, L. alba, O. basilicum e C. citratus e suprime a atividade antifingica

do oleo essencial de O. majorana.
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A extracdo dos oOleos essenciais das partes aéreas de Origanum majorana; Mentha
arvensis, Lippia alba, Ocimum basilicum, e Cymbopogon citratus apresentaram rendimento que
varia de 0,2% para o 0leo essencial de O. majorana a 1,1% para o de M. arvensis.

A razédo de aquecimento da temperatura da coluna aumentada em 1,0 °C, reduziu a
duracdo do método proposto por Adams (2007) para 42 minutos, otimizando a utilizacdo do
aparelho sem afetar a resolucdo cromatografica dos compostos presentes nos 6leos essenciais de
O. majorana; M. arvensis, L. alba, O. basilicum, e C. citratus.

Os constituintes majoritérios identificados dos dleos essenciais de Origanum majorana
foram o L-limoneno (8,7%), linalol (7,5%) e estragol (51,8%); isomentona (16,6%) e L-mentol
(75,5%) para a Mentha arvensis, L-limoneno (32,0%), y-terpineno (6,1%) e L-carvona (43,5%)
para a Lippia alba, linalol (18,1%) e estragol (64,4%) para o Ocimum basilicum, e Z-citral
(33,3%) e geranial (41,9%) para o Cymbopogon citratus, todos os 6leos apresentando elevada
abundéancia de constituintes oxigenados.

Os oOleos essenciais de Origanum majorana; Mentha arvensis, Lippia alba, Ocimum
basilicum, e Cymbopogon citratus apresentaram atividade antifingica contra Aspergillus
parasiticus, provavelmente devido ao elevado teor de constituintes oxigenados, que podem ligar-
se a enzimas plasmaticas flngicas ocasionando sua lise e morte celular

Destes 0Oleos essenciais, 0 de M. arvensis destaca-se, pois, além de apresentar melhor
rendimento na etapa de extracdo, inibe o crescimento de Aspergillus parasiticus em todas as
concentragdes testadas.

A técnica de coprecipitacdo demonstrou ser eficiente para o preparo dos complexos de
inclusdo dos 6leos essenciais de O. majorana; M. arvensis, L. alba, O. basilicum, e C. citratus
com p-ciclodextrina para todos os 6leos essenciais testados.

A estabilidade térmica do complexo de incluséo do dleo essencial de O. basilicum com f-
ciclodextrina foi determinada a 45 °C, com retencdo de 65% dos constituintes complexados por
120 minutos, demonstrando a capacidade protetora da f-ciclodextrina.

Os Oleos essenciais de M. arvensis, L. alba, O. basilicum e C. citratus complexados com
p-ciclodextrina possuem atividade antifungica reduzida, com o 6leo essencial de O. majorana
ndo apresenta atividade antifingica, provavelmente devido ao efeito estabilizante provocado pelo
agar nos complexos de inclusdo, sendo necessario a avaliacdo da atividade antifungica utilizando

outros modelos experimentais.



103

Perspectivas



104

Perspectivas

Durante a realizacdo do presente trabalho e a comprovacdo da atividade bioldgica dos
Oleos essenciais pesquisados, constatamos o potencial da utilizacdo dos 6leos essenciais e de
seus complexos de inclusdo para o desenvolvimento de produtos com finalidade alimenticia,
sendo necessario a continuidade dos estudos que permitam a transposicdo da pesquisa
laboratorial para fins comerciais.

Realizacdo de estudo de viabilidade econdmica para o cultivo e obtencdo de 6leos
essenciais de plantas utilizadas comumente no Brasil ha medicina popular e na culinaria.

Avaliacdo da seguranga quimica e bioldgica dos 6leos essenciais e de seus complexos de
inclusdo.

Desenvolvimento e avaliacdo da qualidade de novos produtos, utilizando os complexos
de inclusdo, por exemplo, como aditivo para racdes para piscicultura.

Avaliacdo da palatabilidade, a digestibilidade e o desempenho zootécnico das racGes
formuladas com os complexos de inclus&o.

Desenvolvimento de técnicas que permitam avaliar a atividade antifingica dos
complexos de inclusdo dos 6leos essenciais de Origanum majorana; Mentha arvensis, Lippia
alba, Ocimum basilicum, e Cymbopogon citratus.

Determinacdo da manutencao da atividade antifingica dos 6éleos essenciais complexados
com p-CD.

Submissdo de pedido de deposito de patentes dos complexos de inclusdo desenvolvidos.
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