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RESUMO

O Elyonurus muticus, também conhecido como capim-carona, € uma graminea nativa
da América do Sul, descartada pelos pecuaristas, por conferir sabor amargo ao leite
se consumido pelo gado. Apesar disso, o 6leo essencial (OE) de E. muticus tem
demonstrado uma alta quantidade de citral em sua composigdo, comparavel a
algumas espécies de capim-limao. No presente estudo foram investigados os 6leos
essenciais de capim-limao (Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon citratus) e E.
muticus, obtidos por hidrodestilagcdo, quanto a composi¢do quimica (GC/MS),
propriedades antioxidantes e quelantes (DPPH, ABTS, FRAP e quelante de Fe?*),
compostos fendlicos totais e atividade antimicrobiana, aplicagdo dos 6leos na
superficie de morangos, otimizagdo do processo extrativo aplicando diferentes
métodos (agitacdo eletromagnética, Ultra-Turrax® e Ultrassom), solventes
(convencionais e eutéticos profundos) e temperaturas (45 e 60°C). Modelos
matematicos foram ajustados aos melhores resultados. O principal constituinte dos
trés oOleos essenciais de capim-limao foi o citral (geranial + neral). Os O6leos
demonstraram resultados semelhantes para o ABTS e conteudo fendlico. Quanto a
atividade quelante dos ions de Fe?*, os resultados foram estatisticamente diferentes,
com maior destaque para o OE de E. muticus. O teste antimicrobiano exibiu inibicao
substancial da L. monocytogenes e Salmonella sp. pelo 6leo de E. muticus, com 54 e
55% de inibigdo respectivamente. Os revestimentos dos morangos feitos com 750
ML/L de OE de E. muticus e C. flexuosus, apresentaram os melhores resultados de
conservacgao durante 15 dias de refrigeracdo. Os dados adicionalmente destacaram a
similaridade no cluster (HCA) entre os OEs de E. muticus e C. flexuosus. Assim, o OE
de E. muticus demonstrou potencial tecnoldgico e econémico para as industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica, ja que seu OE pode ser aplicado como
antioxidante, quelante de Fe?*, antimicrobiano e revestimento de frutas. Com a
otimizagao do processo extrativo para essas espécies, os extratos vegetais, obtidos
com os solventes eutéticos profundos (Deep Eutectic Solvents, DES) e convencionais,
mostraram excelentes valores para compostos antioxidantes e fendlicos, sendo o
solvente de cloreto de colina e acido acético o que apresentou melhor desempenho
para as trés espécies avaliadas. A otimizagcdo encontrou as condi¢gdes o6timas de
extracdo em: agitacdo eletromagnética em célula de vidro encamisada, na
temperatura de 60°C, por 150 (E. muticus) e 180 (C. flexuosus e C. citratus) min. Com
a modelagem matematica foi visto que o modelo de segunda ordem da lei de poténcia
melhor se adequou aos dados com valores de R? > 0,93 e erros absolutos menores
que 0,27. Este trabalho demonstra que a espécie E. muticus se assemelha as demais,
tem 6leo essencial aplicavel e como revestimento de frutas, além de sua capacidade
antioxidante, antimicrobiano e quelante de ferro e obtendo os melhores resultados de
extracdo com solvente o [Ch]CI:AA, a 60°C por 150 minutos.

Palavras chaves: Oleo essencial. Capim limdo. Quelante de ferro. Potencial
antimicrobiano. Antioxidante. Solventes eutéticos profundos.



ABSTRACT

Elyonurus muticus is a grass native to South America, which is discarded by farmers
for yielding milk with a bitter note if consumed by cattle. Nevertheless, E. muticus
essential oil (EO) has shown a high amount of citral in its composition, comparable to
some species of lemongrass. In the present study, the essential oils of lemongrass
(Cymbopogon flexuosus and Cymbopogon citratus) and E. muticus, obtained by
hydrodistillation, were investigated in terms of chemical composition (GC / MS),
antioxidant and chelating properties (DPPH, ABTS, FRAP and chelator of Fe?*), total
phenolic compounds and antimicrobial activity The extraction variables were
optimized, including extraction method (electromagnetic stirring, Ultra-Turrax®, and
Ultrasound), solvent (conventional and deep eutectic), and temperature (45 and 60°C).
Mathematical models were fitted to the best results. In addition, the oils were used as
edible coatings on strawberries. The main constituent of the three essential oils of
lemongrass was citral (geranial + neral). The oils showed similar results for ABTS and
phenolic content. As for the chelating activity of Fe2* ions, the results were statistically
different, with emphasis on the EO of E. muticus. The antimicrobial test showed
substantial inhibition of L. monocytogenes and Salmonella sp. to E. muticus oil, with
54 and 55% inhibition respectively. The strawberry coatings made with 750 pL/L of EO
from E. muticus and C. flexuosus showed the best conservation results during 15 days
of refrigeration. The data additionally highlighted the similarity in the cluster (HCA)
between the EOs of E. muticus and C. flexuosus. The EO of E. muticus exhibited
remarkable market potential in the food, cosmetic and pharmaceutical industries, as it
can be usedas antioxidant, Fe?* chelator, antimicrobial agent and edible coating for
fruit. The plant extracts obtained with Deep Eutectic Solvents (DES) and conventional
solvents showed excellent values for antioxidant and phenolic compounds, with
choline chloride and acetic acid performing best for all three species evaluated. The
optimal extraction conditions were: electromagnetic stirring in a jacketed glass cell, at
a temperature of 60 ° C, for 150 (E. muticus) and 180 (C. flexuosus and C. citratus)
min. The second-order power-law model fitted best to the experimental data,with R?>
0.93 and absolute errors <0.27. Therefore, this work demonstrated that E. muticus has
a chemical composition and antioxidant, antimicrobial and iron-chelating capacities
equivalent to those of lemongrass, rendering it a a valuable raw material for edible and
non-edible purposes.The best extraction conditions included the solvent [Ch] CI: AA in
a process conducted at 60 ° C for 150 minutes.

Keywords Essential oils. Lemongrass. Iron chelation. Antimicrobial potential.
Antioxidants. Deep eutectic solvents.
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1 INTRODUGAO

As espécies de capim-limao mais conhecidas e difundidas comercialmente sao:
Cymbopogon flexuosus e Cymbopogon citratus, ambas nativas do subcontinente
indiano e encontradas em areas tropicais e subtropicais. O género Cymbopogon é
composto por mais de 55 espécies e pode ser encontrado em diversos paises,
apresenta aroma citrico e coloracdo esverdeada, além de inumeras denominacdes
informais.

A familia Elyonurus, composta por gramineas nativas do Brasil e da América
do Sul e apresenta inumeras denominagdes informais. A espécie Elyonurus muticus
(conhecidas como “capim-carona”) é encontrada em regides de campos abertos onde
agricultores costumam criar gado. Esta espécie é descartada, uma vez que confere
sabor amargo ao leite quando consumido pelos animais. Assim, 0s pecuaristas
realizam queimas perioddicas, considerando esta planta um problema para a criagcao
de gado.

No Brasil o capim-limao é uma das ervas aromaticas mais cultivadas, com o
plantio muito disseminado nas regides sul e sudeste. O Parana é o maior produtor de
plantas aromaticas do pais, com uma produ¢ao anual de capim-limao superior a 100
toneladas. Quando desidratado é geralmente utilizado para a producéo de infusbes e
in natura é utilizado em pratos gastronémicos. Seu 6leo essencial tem sido utilizado
como aditivo e ingrediente nas industrias de bebidas e de alimentos, medicamento na
industria farmacéutica e ingrediente na industria cosmética.

Comparando estudos de Oleos essenciais de capim-limédo com a espécie
Elyonurus muticus sao observados compostos de interesse similares. Sendo o
principal composto de interesse econémico o citral (geranial e neral), constituinte
quimico visto como aditivo alimentar seguro segundo a Food and Drug Administration,
demonstrando assim o potencial comercial e de cultivo da espécie até agora
considerada como praga e descarte. E. muticus conta com alguns estudos
desenvolvidos em areas distintas, porém poucos resultados sobre a sua atividade
antimicrobiana, aplicacdes e capacidade antioxidante, capacidade quelante do seu
OE, assim como sobre a otimizagcao do processo extrativo.

Adicionalmente, a hidrodestilacédo € tradicional e altamente utilizada para
extracao de OE do capim-limao, porém solventes mais modernos, como os Solventes

Eutéticos Profundos (Deep Eutetic Solvents - DES) ainda n&do foram avaliados para
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esse fim, sendo essa uma tecnologia inovadora e que apresenta muito espaco para
estudo. Os DES séo solventes verdes, que comecaram a ser estudados na literatura,
apresentando baixo custo e toxicidade, alta capacidade de solubilizagdo e simples
sintese.

Considerando todo o exposto, este trabalho teve como objetivo comparar as
espécies Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon citratus e Elyonurus muticus quanto
a composic¢ao quimica dos 6leos essenciais e as, atividades antioxidante, quelante de
ferro e antibacteriana. Objetivos adicionais incluem discutir o potencial de aplicagéo
do OE de Elyonurus muticus em relagao aos outros dois 6leos essenciais de capim-
limao cultivados, aplicando-os como revestimento de superficie de morangos, com o
intuito de prolongar a vida util dos mesmos. Como complementacédo do estudo,
otimizaou-se a extracado destes 6leos essenciais, comparando-se aperformance dos
solventes tradicionais com os DES e a eficiéncia de diferentes métodos de extragao.
Por fim, foram determinadas as condigcdes o6timas de extracdo dos compostos

fendlicos das espécies de capim-limao.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Comparar os 6leos essenciais obtidos por diferentes métodos de extracdo das
espécies Elyonurus muticus (nativa), Cymbopogon citratus e Cymbopogon flexuosus
(cultivadas), suas atividades bioldgicas in vitro, potencial de aplicacdo em alimentos,
além de otimizar a extragdo com solventes verdes e tradicionais por diferentes

métodos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Extragao dos 6leos essenciais por hidrodestilagao, agitacéo eletromagnética, Ultra-
Turrax® e ultrassom das trés espécies de capim-liméo (Elyonurus muticus,
Cymbopogon citratus e Cymbopogon flexuosus);

¢ Identificagdo dos componentes quimicos dos OE por cromatografia gasosa (GC-
MS) para comparagao das composi¢cdes dos Oleos da espécie nativa e cultivadas de
capim-limao;

e Determinacgéo das atividades biologicas in vitro, antioxidante e quelante do ion ferro
dos OE das espécies Elyonurus muticus, Cymbopogon citratus e Cymbopogon
flexuosus;

e Determinacdo da atividade antimicrobiana das amostras de OE frente aos
microrganismos: Clostridium perfringens (ATCC® 13124™), Escherichia coli (ATCC®
25922™)  Ljsteria Monocytogenes (ATCC® 7644™), Salmonella sp. (ATCC®
13076™) e Staphylococcus aureus (ATCC® 25923 ™);

¢ Analise do potencial de aplicagao in vivo dos OE aplicados sobre a superficie de
morangos, avaliando atributos de qualidade global e caracteristicas fungicas dos
frutos, comparando tempo (dias de armazenamento refrigerado) e concentracao de
OE aplicado (controle, 250 e 750 pl/L);

o Otimizar a extragédo solido-liquido (SLE) dos compostos fendlicos das folhas das
espécies Elyonurus muticus, Cymbopogon citratus e Cymbopogon flexuosus.
Comparar a hidrodestilagdo com outras metodologias (agitacdo eletromagnética,
Ultrassom e Ultra-Turrax®), solventes (solventes tradicionais e eutéticos profundos —

DES) e condigbes (temperaturas e tempo).
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e Realizar a cinética de extracdo e modelagem matematica nas melhores condi¢des

encontradas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PLANTA AROMATICA: CAPIM LIMAO

Chas e infusbes de ervas sao algumas das mais tradicionais preparagdes em
alimentos a partir de flores, folhas, sementes e tubérculos frescos ou desidratados,
geralmente preparados imergidos em agua a temperatura de fervura por trés a quatro
minutos (RORIZ et al., 2015). Na Asia, plantas s&o utilizadas na medicina popular
desde as primeiras civilizagdes, pois sabe-se que as plantas contém diversos
constituintes quimicos que podem ser usados para o tratamento de inumeras doencgas
(SASIDHRAN et al., 2011).

O capim-limao possui compostos volateis responsaveis por sua fragrancia
caracteristica, utilizados na industria de alimentos como flavorizantes de bebidas e
confeitaria. Os compostos presentes no capim-limado em quantidades significativas
sao: geranial, neral, nerol, geraniol, citronelol e outros, os quais apresentam
caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas (MACHADO et al., 2015; HAQUE et
al., 2018). No capim-liméo s&o encontrados monoterpenos (a-pineno, 3-careno,
campheno), monoterpenos oxigenados (geranial, neral, a-ciclocitral) e sesquiterpenos
(B-cariofileno) (TONGNUACHAN; BENJAKUL, 2014). A planta tem altura média de
um a um e meio metros, podendo chegar a trés metros na época de floragao, e
apresenta folhas lineares, de formato lanceolado, com um a um e meio centimetros
de largura (LONKAR et al., 2013).

O estado do Parana é o maior produtor de plantas aromaticas do Brasil, com
destaque para a produgcao de capim-limédo. Na safra de 2017 a colheita totalizou
aproximadamente 128 toneladas, ocupando aproximadamente onze acres,
distribuidos em oito municipios. O valor bruto da produgdo agricola dessa planta
totalizou R$ 240.166,24. Assim, pode-se dizer que o produto é relativamente bem
valorizado no estado, mas ainda tem espago para um aumento da produgao (PINTO
et al., 2014; SEAB/Parana, 2017).

Ao redor do mundo o capim-limao é geralmente cultivado em solos inférteis,
por oferecer uma fonte lucrativa de ganhos para os produtores, podendo chegar a 300
dolares de lucro por ano em uma plantagéo de um hectare. As espécies Cymbopogon

flexuosus e Cymbopogon citratus sdo mais cultivadas nas diferentes localidades do
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planeta por apresentarem alto teor do composto citral, 70 a 80%, em seu 6leo
essencial (HAQUE et al., 2018).

Os dleos essenciais (OE) podem ser obtidos pela técnica de arraste de vapor
ou hidrodestilacdo; Na maior parte das vezes, sdao compostos de mono,
sesquiterpenos e de fenilpropanoides, metabdlitos secundarios que proporcionam
caracteristicas organolépticas como odor pungente e densidade menor que a da agua
(B1ZZO et al., 2009; STEFANAZZI et al., 2011). Ja os extratos vegetais sdo obtidos
através da utilizagdo de solventes, tempos, temperaturas e processos extrativos
distintos. O objetivo desses processos, na extracao soélido-liquido, é retirar compostos
bioativos da célula vegetal para obter elevadas concentragbes dos mesmos, os quais
anteriormente estavam presentes em pequenas quantidades no interior da célula
vegetal (FRAZEN et al., 2018).

2.1.1 Elyonurus muticus

O Elyonurus muticus (E. muticus) popularmente conhecido como capim-
carona ou cidreirinha (Figura 1), € encontrado no Brasil e em outras regides tropicais
e subtropicais da América do Sul. A planta tem tamanho aproximado de um metro de
altura e cresce em solos pobres e arenosos. Normalmente, € vista como praga pelos
produtores de gado, pois tem OE de sabor amargo que acaba sendo transmitido para
o leite, desta. Por esta razéo, fazendeiros acabam queimando as plantas ainda verdes
(HESS et al., 2007; DESCHAMPS et al., 2013).

Figura 1 - Folhas de Elyonurus muticus
Fonte: O autor, 2019.
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O E. muticus tem grande potencial na produ¢cdo de OE por ser rico no
composto citral (CsH160), possuindo seus dois isdmeros, geranial ou trans citral
(CeH160), neral ou cis citral (CsH160), além de outros constituintes como: acorenona
(C15H240), iso-acronenona (C1sH240) e eucalyptol (C10H18O), que Ihe conferem
caracteristicas antimicrobianas e antioxidantes. O citral € formado por uma mistura de
isémeros geomeétricos (geranial e neral) (Figura 2) responsaveis pelo forte odor citrico,
0 que desperta grande interesse industrial no E. muticus, por despertar grande
interesse de industrias (FULLER et al., 2010).

‘;\x“o PR

o

Geranial (1) Neral (2)

Figura 2 - Isémeros do citral: geranial e neral
Fonte: Adaptado de Adams, 2007.

Alguns estudos sobre essa espécie sdo encontrados na bibliografia. Os
primeiros estudos iniciaram com Cardoso et al. (2000) e sua equipe avaliando a
espécie E. muticus no bioma pantanal, segundo o efeito da queima anual dessa
espécie na biomassa aérea acumulada de plantas. Os autores concluiram que a
gueima aumenta a quantidade de biomassa viva e diminui a cobertura do solo, levando
de quatro a seis meses para a area queimada se reestabelecer. Scramin et al. (2000)
também estudaram a espécie E. muticus no bioma pantanal, mas sua pesquisa foca
na composicao quimica do 6leo através da analise de cromatografia gasosa. Foram
encontrados, 52,6% de compostos sesquiterpenos e 17,7% de monoterpenos, mas
teve 26,8% de seus compostos nao foram identificados.

Hess et al. (2007) realizou o primeiro teste de atividade antimicrobiana com o
OE do capim-carona, a partir de material vegetal coletado no pantanal brasileiro. As
amostras foram testadas para os microrganismos, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, em diferentes estagdes do ano.

Os resultados indicaram maior inativagao microbiana para B. cereus e S. aureus, com
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os OE extraidos de plantas colhidas na primavera. Nao houveram diferenca entre os
Oleos essenciais extraidos de diferentes partes da planta, aérea ou subterranea, para
E. coli e S. aureus. Em sua composi¢ao, o 6leo apresentou compostos de (E)-
cariofileno, 2-ciclogermacreno, espathulenol, éxido cariofileno e outros, além de
aproximadamente 30% de outros compostos nao identificados. Adicionalmente, Silva
et al. (2009) realizaram um estudo parecido sobre composi¢do quimica e atividade
antimicrobiana do OE de E. muticus, obtendo como principais componentes geranial
e neral. Os autores encontraram uma alta atividade antimicrobiana contra Candida
albicans, Micrococcus luteus e Rhodococcus equi, moderada atividade antimicrobiana
para Bacillus subtilis, e baixa atividade contra Staphylococcus aureus.

Faller et al. (2010), grupo de pesquisa que mais publicou sobre essa espécie
até o momento, relataram que existe variagdo de compostos fendlicos entre as
amostras analisadas de E. muticus coletados de diferentes locais, podendo variar pelo
ambiente onde sao coletados e gendtipo da planta. Os perquisadores confirmaram, a
presenca do componente citral e seus isbmeros em plantas estudadas no estado do
Rio Grande do Sul, devido ao clima frio da regido. Posteriormente, Fuller et al. (2015),
constataram que a espécie apresenta variagao geneética. Portanto, a variagado de
compostos quimicos entre as plantas dos estudos realizados no Brasil, Argentina e
Africa, pode ser atribuida, ao ecossistema em que a planta esta localizada,
possibilitando a selegdo de plantas com caracteristicas especificas. Em um estudo
mais recente, Fuller et al. (2017) estudaram diferentes populacbes dessa espécie,
relatando diferenga na composicdo do OE coletado em diferentes locais.

O estudo realizado por Stefanazzi et al. (2011) na Argentina revelou que o OE
de E. muticus é constituido majoritariamente por geranial (41,83%) e neral (29%), mas
também apresenta quantidades significativas de cariofileno (11,03%), 6xido de
carofileno (10,6%) e acetato de nerilo (7,6%). Também foi reportada a comparagao
com o OE de C. citratus, que é composto por geranial (45,4%), neral (31,3%), acetato
de nerilo (13,6%) e 6xido carofileno (9,7%). Ainda na Argentina, Sabini et al. (2006),
demostraram a atividade antifungica do OE de E. muticus contra Candida spp.,
atribuida ao composto geranial presente em concentragao de 0,87 mg/mL, que inibiu
o crescimento do fungo.

No Zimbabwe, estudos tém sido realizados com E. muticus, com o intuito de
avaliar a concentragao de composto fendlicos e da peroxidacao de fosfolipideos em
cérebros de ratos (DZINGIRAI et al., 2007). Chagonda et al. (2000) estudaram a
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composicdo do OE de E. muticus extraido por hidrodestilagdo, encontrando os
compostos geranial (44,6%) e neral (35,2%) em amostras frescas; geranial (40,1%),
neral (26%) e acetado geranil (8,6%) em folhas secas; geranial (29,6%), neral (20,2%)
e acetado geranil (18,8%) na parte inferior das folhas secas e geranial (41,9%), neral
(28,4%); e acetado geranil (4,6%), na parte superior das folhas secas. A ultima
pesquisa encontrada sobre o estudo do OE dessa espécie foi realizada pelos autores
Hofling et al. (2019), que reportaram a ag¢ao antifungica do 6leo contra cepas de
Candida spp. e contra a formacdo de biofimes microbianos, em aplicacao

odontologica.
2.1.2 Cymbopogon citratus

O capim-limdo Cymbopogon citratus (C. citratus) pertencente a familia
Poaceae, é uma planta originaria da india e encontrada em regides tropicais e de
savana. Assim, € muito cultivada em paises como Taiwan, Indonésia, india e China
(TRAN; NGUYEN, 2018).

No Brasil, € denominado como capim-limao, erva-cidreira e capim-santo, dentre
outros nomes. E um produto com grande nimero de compostos volateis que sdo
responsaveis pelo odor caracteristico da planta. Além disso, apresenta caracteristicas
antioxidantes e antimicrobiana para alguns microrganismos devido aos componentes
geranial (a-citral) e neral (B-citral) que sédo isbmeros do composto citral (MACHADO
et al., 2015).

Essa planta faz parte da familia das gramineas, contendo de 1 a 2% de OE
em matéria seca, e possui forte odor de limao pelo seu alto teor de citral. Além do
mais, o citral é reconhecido como um aditivo alimentar seguro e aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration). Seu uso como flavorizante em alimentos é
reconhecido pela Comissao Europeia por nao apresentar riscos a saude (AJAYI et al.,
2016).

Essa é a espécie com maior numero de publicagbes encontrada por ser
globalmente disseminada, encontrando-se estudos de diferentes tipos de extracao:
hidrodestilagdo (BASSOLE et al., 2011; LERMEN et al., 2015; STOICA et al., 2019),
micro-ondas (AJAYI et al., 2016), e COz2 supercritico (MARONGIU et al., 2006).
Também s&o encontrados muitos estudos sobre a composi¢ao quimica (BASSOLE et
al., 2011; LERMEN et al., 2015; HADJILOUKA et al., 2017; AL NAQQASH et al., 2019),
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atividade antioxidante (BALAKRISHNAN et al., 2014; COSTA et al., 2016; STOICA et
al., 2019), atividade antimicrobiana (GUIMARAES et al., 2011; MACHADO et al., 2015;
HADJILOUKA et al., 2017), atividade fitoquimica e farmacolégica (OLADEJI et al.,
2019) e aplicagdes domésticas ou industriais em alimentos e bebidas, produtos
carneos, embalagens, flavorizantes e outros (EKPENYONG; AKPAN, 2017,
FAROOQ; SEHGAL, 2019; DE LIMA et al., 2019).

2.1.3Cymbopogon flexuosus

A espécie Cymbopogon flexuosus é um capim perene pertencente a familia
Graminaceae, utilizado na medicina ndo convencional na india, para a cura de
enfermidades. A planta é encontrada no leste da india e contém quantidade
significativa de OE (LONKAR et al., 2013), o qual € composto de monoterpenos, citral
(geranial e neral), geraniol, citronelol, linalol, acetato de geranil e outros (GUPTA et
al., 2016).

Por se assemelhar muito a espécie C. citratus, o capim C. flexuosus vem
sendo estudados por diversos pesquisadores em relacdo: a extracdo do OE com
utilizagao ou nao de pré tratamentos das folhas (PARIKH; DESAI, 2011; IDREES et
al., 2015; BALTI et al., 2018), composi¢cao quimica da espécie ( SILVEIRA et al., 2012;
AVOSEH et al., 2015; WIFEK et al., 2016; VERMA et al., 2019), atividade antioxidante
(FAROOQ; SEHGAL, 2019), atividade antimicrobiana (DE CORATO et al., 2010;
SILVEIRA et al., 2012; GANJEWALA; GUPTA, 2013; AHMAD; VILJOEN, 2015;
ADUKWU et al., 2016) e aplicagdo em alimentos, cosméticos, uso terapéutico e
agricultura (HAQUE et al., 2018).

O citral, o principal e mais estudado composto dos 6leos essenciais dessa
espécie de capim-limdo, € um monoterpeno formado pela mistura isomérica dos
aldeidos, geranial e neral. Essa jungcdo de compostos pode ser parcialmente
hidrogenada para formar compostos alcodlicos usados nas industrias de fragrancias
e aromas (BAILO-GARCIA et al., 2013). Uma aplicacao é a encapsulacao do citral
com um a gente encapsulante (MASWAL; DAR, 2013). O citral também pode ser
convertido para o composto B-ionona, que é base para a producao de todas as
sinteses industriais de vitamina A (PARKER et al., 2016). E ja foi visto em estudo o

efeito anticancer do citral contra tumores de préstata em ratos e in vitro pode induzir
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a apoptose de células de cancer de mama e leucemia (CHHIKARA et al., 2018),

indicando fins farmacéuticos e médicos.

2.2 EXTRAGCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DAS ESPECIES DE CAPIM-LIMAO
POR DIFERENTES METODOS E SOLVENTES

Existem alguns métodos tradicionais para a extragdo de 6leos essenciais, como
a extracao por arraste de vapor e hidrodestilagao, as quais podem ser assistidas por
outros métodos. Boeira et al. (2018) realizaram o estudo da extragdo de compostos
bioativos do capim-limao (C. citratus), atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana em linguica frescal de frango, e concluiram que o extrato hidroalcéolico
de capim-limao, possui altos niveis de antioxidantes se extraido a 60°C com etanol
70% na proporcao 1:10 (w/v). Adicionalmente, uma porcentagem de 1% do extrato
conseguiu manter o caldo de frango estavel por até 21 dias de armazenamento.

Alguns processos extrativos e diferentes tipos de solventes ja foram
empregados e avaliados em estudos e sdo relatados nos paragrafos a seguir.
Marongiu et al. (2006) realizaram um estudo comparativo da obtencdo de OE de C.
citratus, utilizando métodos convencionais (hidrodestilagao e por arraste de vapor) e
por CO2 supercritico. Os produtos obtidos pelo processo de hidrodestilagéo (teor de
citral 73%) e do extrato com CO2z supercritico (teor de citral 68,7%) com melhor
desempenho (90 bar e 50°C) apresentaram valores similares para composigao e teor
de citral.

Nur Ain et al. (2013) investigaram a extracdo de 6leo resina da espécie C.
citratus por extracdo com liquido pressurizado e solvente n-hexano. Os autores
obtiveram maxima de extracdo do composto citral na temperatura de 167°C, pressao
de 1203 psi e tempo estatico de 20,43 minutos. Desai et al. (2013) otimizaram e
modelaram o processo de extracdo de OE de C. flexuosus. O grupo encontrou a taxa
de extragdo constante do processo, com o auxilio do método Taguchi e encontraram
uma condi¢ao 6tima de extracdo de 1:14 (material/solvente). Constataram também
que a grande maioria dos compostos encontrados no OE sao compostos oxigenados,
incluindo o citral.

Balti et al. (2018) estudaram a influéncia da temperatura de secagem do

capim-limao (C. flexuosus) e a utilizagao de um pré-tratamento ultrassénico para o
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processo de hidrodestilagdo, para a maximizagcdo do processo. Constataram que a
temperatura ideal de secagem foi de 50°C, com uma velocidade do ar de 1 m/s, e que
0 pré-tratamento ultrassénico apresenta melhores resultados na quantidade e
qualidade do citral presente no OE que se comparado a extragao convencional sem a
utilizacdo desse pré tratamento.

A hidrodestilacdo € um método muito empregado para a extracdo de oleos
essenciais, em que o processo extrativo ocorre pelo aquecimento do material vegetal
utilizando agua como solvente, fazendo com que o OE contido no vegetal evapore
junto com o solvente e posteriormente seja condensado (GAVAHIAN; FARAHNAKY,
2018). O grande numero de espécies de capim limao do género Cymbopogon
(aproximadamente 55) e a variagao atribuida a genética, local e solo do cultivo, resulta
em uma vasta quantidade de compostos quimicos nos seus OEs. Com rendimento de
Oleo de 1 a 2%, foram observados maiores rendimentos utilizando secagem das folhas
em estufa, em comparacéo a secagem solar ou na sombra (HAQUE et al., 2018). No
entanto, existem diversos métodos e solventes que ainda podem ser estudados para
extracdo de compostos bioativos das inUmeras espécies de capim-limao, como por
exemplo os solventes eutéticos profundos (deep eutectic solventes, DES), a extragao
por agitacdo magnética em célula, ultrassom e Ultra-Turrax®. Estas variaveis, ainda

nao foram avaliadas em capim-limao.
2.2.1 Solventes eutéticos profundos

Com a crescente procura dos consumidores por produtos naturais e mais
sustentaveis, os solventes eutéticos profundos (DES), estdo sendo cada vez mais
estudados como alternativa aos solventes convencionais. S&o assim denominados
devido ao abaixamento do ponto de fusdo da mistura em relacéo ao ponto de fusao
da solugao ao serem formados (MARTINS et al., 2018).

As principais vantagens da utilizagcdo dos DES como solventes, sdo: baixo
custo e baixa toxicidade, alta capacidade de solubilizacdo e sintese simples. Estes
solventes sao produzidos por pelo menos dois compostos quimicos, sendo um deles
doador de hidrogénio (HBD) e o outro receptor de hidrogénio (HBA) (DAl et al., 2013).
Geralmente os sais quaternarios de aménio sao utilizados como receptores de
hidrogénio e como doadores de hidrogénio sdo usualmente empregados amidas,
aminas, alcoois e acidos carboxilicos (RUEDAS-RAMON et al., 2017).
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Para este trabalho foi realizado um estudo comparativo entre solventes: quatro
tradicionais (metanol, etanol, acetona e agua) e quatro DES (1:2 cloreto de colina /
1,2-Propanodiol, 1:2 cloreto de colina / ureia, 1:2 cloreto de colina / &cido acético e 2:1
cloreto de colina / xilitol), métodos extrativos diferentes (célula de duas fases, Ultra-

Turrax® e ultrassom) e duas temperaturas (45 e 60°C).
2.2.1.1 Vantagens e desvantagens dos solventes comparados

Na Tabela 1 sdo apresentadas vantagens e desvantagens dos quatro solventes
convencionais (agua, acetona, metanol e etanol) e dos quatro solventes eutéticos
profundos (ChCl:1,2 propanodiol, ChCl:Uréia, ChCl: Ac. Acético, ChCl:Xilose)

testados.

Tabela 1. Vantagens e desvantagens de solventes convencionais e dos solventes eutéticos profundos

Solvente Vantagem Desvantagem Referéncias
Agua Sem impacto Incompatibilidade ou Da Silva; Jones
ambiental, polar, insolubilidade, (2001)
preco, nao apresenta temperatura de
periculosidade e reagao relativamente
toxicidade. alta.
Acetona Doadores de ligagdo Inflamavel, forte odor Reichardt (2003);
de hidrogénio. e sabor, toxica. Vellasco Junior
(2011)
Metanol Odor suave, Alta toxicidade, Galvao et al. (2013);
proveniente de fonte geralmente Nogueira et al.
renovavel, baixa importado. (2018)
temperatura de
ebuligéo.
Etanol Baixa toxicidade, Temperatura de Galvao et al. (2013);

ChCl:1,2 propanodiol

ChCl:Uréia

ChCI: Ac. acético

proveniente de fonte
renovavel,
biodegradavel.
Baixo custo e
impacto ambiental,
alta condutividade
em 30°C, baixa
toxicidade.
Baixo custo e
impacto ambiental,
Alta solubilidade para
sais inorganicos, alta
condutividade em
30°C, baixa
toxicidade.
Baixo custo e
impacto ambiental,

reacao relativamente
alta, precgo elevado.

Alta viscosidade.

Alta viscosidade a
baixas temperaturas,
Temperatura de
congelamento de
12°C.

Alta viscosidade.

Nogueira et al.
(2018)

Abbott et al. (2003);
Dai et al. (2013);
Longo; Craveiro

(2018)

Abbott et al. (2003);
Abbott et al. (2004);
Dai et al. (2013);
Longo; Craveiro
(2018)

Abbott et al. (2003);
Dai et al. (2013);
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Solvente Vantagem Desvantagem Referéncias

alta condutividade Longo; Craveiro
em 30°C, baixa (2018)
toxicidade.

ChCl:Xilose Baixo custo e Alta viscosidade. Abbott et al. (2003);
impacto ambiental, Dai et al. (2013);
alta condutividade Longo; Craveiro

em 30°C, baixa (2018)
toxicidade.

2.2.1.2 Agitacao eletro magnética em célula, ultrassom e Ultra-Turrax® como

métodos extrativos

A agitagao eletro magnética € um processo muito utilizado na extragao sélido-
liquido (SLE) (FARIAS et al., 2018), embora outros processos extrativos também
podem ser empregados, como o Ultra-Turrax® e a extragao sélido-liquido assistido
por ultrassom (UA-SLE). Essas duas estratégias sdo empregadas geralmente em
SLE, para aumentar a eficiéncia de extragao.

O Ultra-Turrax® é um equipamento que realiza homogeneizacdo de alta
velocidade ao promover elevadas forgas de cisalhamento e impulso. Com a agitagéo
em alta velocidade aumenta o processo de transferéncia de massa, pode ser
adequada para extrair biocompostos em matrizes alimentares, apresentando maior
eficiéncia na obtengdo de compostos bioativos, conforme relatado em bibliografia (XU
et al., 2016).

O UA-SLE é baseado em cavitagdes acusticas produzidas pelo equipamento
que causam forcas de cisalhamento nos metabdlitos da matriz, promovendo
modificagdes mecanicas e fisicas na amostra (CHEMAT et al., 2017). Como o
emprego do ultrassom diminui o tempo de extracdo e o consumo de solvente com
maior recuperacdo de compostos bioativos, este método tem sido utilizado em
diferentes matrizes alimentares (GOLTZ et al., 2018; MENG et al., 2018; ALI et al.,
2019). Devido as suas caracteristicas individuais, vale estudar e comparar os
métodos, que podem garantir extracbes mais eficientes dependendo da matriz

alimenticia investigada.
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios do Programa de Pds-Graduagao em
Engenharia de Alimentos (PPGEAL) da Universidade Federal do Parana (UFPR),
Centro Politécnico, em especifico o Laboratorio de Tecnologia de Alimentos
(LABTECAL) e o Laboratério de Termodinamica e Operagdes de Separacao (LATOS),
Usina B, na cidade de Curitiba - Parana. A obtencéo dos 6leos essenciais ocorreu no
Laboratério de Ecofisiologia, Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarissimo, no
setor de Ciéncias Agrarias da UFPR, e nos laboratérios do programa de Pods-
Graduacao em Desenvolvimento Territorial Sustentavel, na UFPR litoral em Matinhos.

A Figura 3 demonstra o fluxograma esquematico do desenvolvimento do projeto.

Obtencdo dos secazem do
materiais vegetais 'g Caracterizacdo Obtencgdo dos OE
— o material vegetal . . S
para obtencdo do (24°C / 24 horas) centesimal por hidrodestilagdo
dleo essencial
c . Analise da Avaliagdo do
,Or,npOSlgaO atividade potencial Aplicac@o In vivo do
quimica dos OEs . imicrobi d OF
CG/MS) antioxidante dos antimicrobiano dos
( OE OEs
Extracio dos Andlise da Caracterizacdo
. :; , atividade quimica por
materials vegetals antioxidante e cromatografia e
B para avaliacdo de .N & .
4-| Sintese dos DES }—- melhor método composicdo de potencial
temperatura e’ compostos antimicrobiano dos
sslvente fenélicos dos melhores
extratos resultados

Figura 3 - Fluxograma esquematico do desenvolvimento do trabalho.
Fonte: O autor, 2020

3.1.1 Obtengdo do material vegetal

A espécie nativa Elyonurus muticus, foi coletada em uma area natural dos
Campos Gerais no municipio de Palmeiras — PR, no dia 08 de margo de 2019, com a
seqguinte localizagdo 25° 20.735’ S; 049° 49.422’ W. As espécies exoticas cultivadas
Cymbopogon citratus, Elyonurus muticus e Cymbopogon flexuosus, foram coletadas
na bio estagcao Gaia em Piraquara — PR no dia 13 de margo de 2019, com a localizagao
25°502' 705” S, 49° 003' 681" W, todas as espécies foram coletadas no fim do verao.
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As espécies foram fotografadas e exsicatas para herborizagdo e identificagao
(IBGE, 1992; LAWRENCE, 1951). Também foram encaminhadas aos herbarios e
tombadas. A espécie Elyonurus muticus foi tombada no Herbario HFIE em Curitiba
sob o numero (HFIE 8.558), a espécie Cymbopogon citratus foi tombada no Herbario
do Museu Botanico de Curitiba, sob o numero MBM 389414 e a espécie Cymbopogon
flexuosus tombada no Herbario Royal Botanic Gardens, Kew sob o numero
H2014/02284. O projeto foi cadastrado no SISGEN sob referéncia AASCDD9.

Os morangos organicos (Fragaria spp.) foram adquiridos na regiao rural do
municipio de Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil (25 ° 60.539 " S; 49 ° 24.805 'W).
Os frutos foram colhidos com mesmas caracteristicas de maturacao, cor, forma e
tamanho. No estudo, foram utilizados 60 gramas de frutos para cada experimento,

armazenados sob refrigeragao (5 £ 2°C) até o momento da analise.
3.1.2 Reagentes

Os reagentes que foram utilizados nas etapas posteriores do projeto sdo de
alto grau de pureza, com o objetivo de alcancgar resultados precisos e confiaveis. Os
solventes, reagentes e padrdes utilizados foram: Metanol, Etanol grau HPLC, Acido
2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) ABTS 98% (C1sH18N4O6S4)
Sigma-Aldrich®, 2,2-difenil-1-picril-hidrazil DPPH C1sH12N506 Sigma-Aldrich®, etanol
absoluto (C2HsO) BIOTEC®, Persulfato de potassio (K2S20s) Synth®, Trolox Acros
Organics®, Carbonato de sodio (Na2CO3) Vetec®, Reagente Folin-Ciocalteu Sigma-
Aldrich®, acido galico 99,98% Neon®, Agar Mueller-Hinton KASVI®, Caldo Mueller-
Hinton Biobras®, Cloranfenicol Colgate®, Cloreto de calcio Alphatec®, Acido
etilenodiamina tetra acético EDTA  (C1i0H1eN20s) Biotec®, Ferrozina
(C20H12N4Na206S2) Sigma-Aldrich®, Tween 80, TPTZ 98% Sigma-Aldrich®, 1,2-
Propanodiol 99,5% Sigma-Aldrich®, Ureia 99% Panreac, Xilose 99% Dinamica, Acido

acético glacial 99,8% Neon®, Aloreto de colina 98% Inlab.
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3.2 METODOS

3.2.1 Secagem

ApoOs a coleta o material vegetal foi transportado até o Laboratério de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Parana (UFPR), onde foi
realizada a secagem das folhas em secador com circulagéo de ar forcada (FABBE®)
a uma temperatura de 45° C por 24 h. Apés a secagem o material foi embalado a
vacuo e armazenado em temperatura ambiente abrigado da luz para analises
posteriores (BABU et al., 2018).

3.2.2 Composigéo fisico quimica

A caracterizagao quimica das trés plantas foi acessada através da analise
fundamental, segundo a Association of Official Analysis Chemists International
(AOAC) (2000), para umidade (AOAC 930.15), cinzas (AOAC 930.05), proteinas
(AOAC 977.02), fibras (AOAC 991.42) e lipidios (Soxlet - 1879), todas com cinco
repeticdes (n = 5). O teor de carboidratos foi obtido por diferenca (sem contar as fibras

ja determinadas).

3.2.3Extracdo do OE

As folhas das espécies foram transportadas até o Laboratério de Ecofisiologia,
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo da UFPR, Curitiba, PR, para a
extracdo do OE por meio de hidrodestilacdo. O processo foi realizado durante 2,5 h
em aparelho graduado tipo Clevenger utilizando-se 50 gramas de folhas secas, em 1L
de agua destilada, com trés repeticdes (WASICKY, 1963). Para determinacao do teor
de umidade das folhas no momento da extracdo foram coletadas amostras de cinco
gramas em ftriplicata, submetidas a secagem em secador elétrico modelo FANEM -
Mod. 320 SE com circulacéo de ar, a 65°C até massa constante.

ApoOs a extragcao, as amostras foram coletadas com pipeta de precisao,
acondicionadas em micro tubos de 2 mL, centrifugadas a 5.000 rpm por 2 minutos,
para separar o residuo de agua das amostras. Também se determinou em balanga

analitica de precisao (x0,0001 g) a massa total do OE para o calculo do rendimento
(Eq. 1).
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massa de 6leo essencial (g)

Rendimento do 6leo essencial (%) = ( )xlOO Eq.(1)

massa de folhas secas (g)

3.3 CROMATOGRAFIA DO OE

A identificacdo dos constituintes quimicos do OE foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS). Os
Oleos essenciais foram diluidos em diclorometano na proporg¢ao de 1 % e 1,0 ulL da
solugéo que sera injetada, com divisdo de fluxo de 1:20 em um cromatografo Agilent®
6890 (Palo Alto, CA) acoplado a detector seletivo de massas Agilent 5973N. O injetor
foi mantido a 250 °C. A separacao dos constituintes foi obtida em coluna capilar HP-
5MS (5%-fenil-95%-dimetilpolissiloxano, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pym) utilizando hélio
como gas carreador (1,0 mL/min). A temperatura do forno foi programada de 60 a 240
°C a uma taxa de 3 °C/min. O detector de massas foi operado no modo ionizagao
eletronica (70 eV), a uma taxa de 3,15 varreduras/s e faixa de massas de 40 a 450 u.
A linha de transferéncia foi mantida a 260 °C, a fonte de ions a 230 °C e o analisador
(quadrupolo) a 150 °C.

Para a quantificagcdo, as amostras diluidas foram injetadas em cromatografo
Agilent® 7890A equipado com detector de ionizagédo por chama (DIC), operado a 280
°C. Foram empregadas as mesmas colunas e condigdes analiticas descritas acima,
exceto pelo gas carreador usado, hidrogénio, a uma vazdo de 1,5 mL/min. A
composicao percentual foi obtida pela integragcédo eletronica do sinal do DIC pela
divisdo da area de cada componente pela area total (area %).

A identificacdo dos constituintes quimicos foi obtida por comparacao de seus
espectros de massas com aqueles das espectrotecas (MCLAFFERTY et al. ,1994;
LINSTROM; MALLARD, 2019) e por seus indices de retengdo linear, calculados a
partir da injecdo de uma série homologa de hidrocarbonetos (C7-C26) e comparados
com dados da literatura (ADAMS, 2007).

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.4.1 Método DPPH

A analise de atividade antioxidante foi baseada na captura do radical 1,1-
difenil-2-picril hidrazil (DPPH) em 515 nm segundo Cansian et al. (2010). A técnica
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consiste em incubar 500 uL de uma solucao etanoica de DPPH 0,1 mM com 500 uL
de solugdes contendo concentragdes crescentes da amostra (1:25; 1:50; 1:75; 1:100;
1:125) em etanol por 10 minutos. A solugao controle foi preparada da mesma forma,
mas substituindo 500 yL da amostra em 500 pyL de solvente etanol. Para a solucido
“branco” foi utilizado somente etanol. No espectrofotometro (Shimadzu® 1800) as
amostras foram analisadas em triplicata e em comprimento de onda 515 nm,
determinando a absorbancia das amostras e a faixa de concentragdo ideal. Com os
dados das concentracdes foi construida uma curva de calibragcao para determinacao
da concentragao inicial do radical DPPH por meio da equagao da reta. A atividade
oxidante DPPH foi definida pela concentragdao de antioxidante necessaria para que
ocorra inibicdo de 50% na concentragdo do radical DPPH. As porcentagens de

inibicao para as atividades antioxidantes foram calculadas pela Equacéo 2.

Abs.da amostra
) Eq. (2)

% inibicdo = 100x( Abs.do branco

3.4.2Método ABTS

Outra analise antioxidante realizada é a captura do radical 2,2-azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), descrito por Okoh et al. (2014). Iniciou-se
com a preparagao da solugdo com ABTS 7mM e persulfato de potassio (ABTS*)a 2,45
mM, reservando a solugdo em local protegido da luz e em repouso por 12 a 16 h.
Posteriormente essa solugdo agora denominada de ABTS** foi diluida em etanol a
80% até obter-se uma absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a 734 nm. Desta maneira, a
solugdo ABTS** foi adicionada a cada amostra sob diferentes concentragdes (1:25;
1:50; 1:75; 1:100; 1:125). As misturas foram deixadas em repouso por 6 minutos,
sendo realizado a leitura em espectrofotdmetro na absorbancia de 734 nm, utilizando
etanol como branco. As amostras de Trolox foram usadas como padrdes. A

porcentagem de inibicdo de 50% do radical foi calculada como na Eq. 2.
3.4.3Meétodo FRAP

O ensaio FRAP foi baseado na reagdo com a solu¢do FeCl3z.6H20 em agua
destilada (a concentracdo final de Fe (lll) foi 20 mM), TPTZ em 40 mM HCI
(concentracao final de TPTZ foi 10 mM) e 0,3 M CH3COOH / Solugao tampao
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CH3COONa a pH = 3,6 (OLSZOWY; DAWIDOWICZ, 2016). O reagente FRAP foi
preparado com a mistura (raz&o de volume 10:1:1) de um tamp&o de acido acético,
solucao de TPTZ e solucao de teste de FRAP.

Para a analise, 2,9 cm? de reagente FRAP foram misturados com 100 mm?3 de
amostra diluida em concentragéo especifica (1:25; 1:50; 1:75; 1:100; 1:125). A mistura
foi homogeneizada e deixada no escuro a 37 °C por 30 minutos. Em seguida,
absorbancia das amostras a 593 nm foram lidas em um espectrofotometro. A amostra
de controle foi lida com a mistura de reagente FRAP e MeOH. A porcentagem de

inibicdo de 50% do radical foi calculada conforme Eq. 2.
3.4.4 Quelante de ferro

A atividade quelante dos ions Fe?* foi determinada de acordo com Singh et al.
(2014) com pequenas modifica¢cdes. As amostras foram diluidas em etanol absoluto
(2 mL total) e adicionadas de 0,2 mL de sulfato de amoénio ferroso Fe(NH4)2SO4 (2
mmol), 0,4 mL de ferrozina (5 mmol) e etanol completando 10 mL. A solugao foi
incubada por 30 minutos apds o sulfato e a leitura foi realizada 10 minutos apds a
adicao de ferrozina, em um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 562 nm.
A atividade quelante de Fe?* em porcentagem foi calculada pela Equagao 3:

AbSControl - Abssample

Capacidade quelante de Fe?* (%) = l( )l x 100 Eq.(3)

AbSControl

Para tracar a curva padrao, foram utilizadas diferentes concentragées de EDTA (0,1 -
0,0125 mg/mL).

3.5 COMPOSTOS FENOLICOS

A analise do teor de compostos fendlicos totais foi baseada na metodologia
de Folin-Ciocalteau (SINEIRO et al., 1996; ABRAMOVIC et al., 2017). A curva padrao
do acido galico foi preparada com uma solugdo estoque de 0,005 uM/mL de acido
galico em agua destilada. Foram diluidas aliquotas da solugéo estoque para fragdes
de 0, 50, 100, 150, 200, 250, 350 e 500 yM/mL em baldes volumétricos de 100 mL. A
reacao de oxidagao ocorreu em baldes volumétricos de 10 mL, transferidos para 100

ML para cada uma das concentracgdes, 2 mL de agua destilada e 0,5 mL do reativo de
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Folin-Ciocalteau. Entre o intervalo de 30 segundos e 8 minutos, da adigdo do reativo,
foi adicionado 1,5 mL da solugdo aquosa de carbonato de sédio a 20% (m/v).

Os baldes de 10 mL foram completados com agua destilada, homogeneizados
e mantidos ao abrigo da luz por 2 h. A medicdo da absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro a 765 nm. O branco foi medido com agua destilada. A curva padréo
(anexo A) do acido galico foi gerada a partir de um grafico de absorbéancia versus

concentragéo de acido galico (WM/mL).
3.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antibacteriana foi realizada usando a técnica tradicional de disco
de difusdo, de acordo com a metodologia M02-A12 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (The Clinical and Laboratory Standards Institute, 2016). As cepas
de bactérias utilizadas para analise foram: Clostridium perfringens (ATCC® 13124 ™),
Escherichia coli (ATCC® 25922 ™), Listeria monocytogenes (ATCC® 7644 ™),
Salmonella sp. (ATCC® 13076 ™) e Staphylococcus aureus (ATCC® 25923 ™). As
bactérias foram reativadas em caldo Mueller-Hinton (Kasvi ©) e semeadas em agar
Mueller-Hinton (Kasvi ©). Posteriormente, foram transferidos para solugdo salina
(0,85%) até a concentragao de 108 UFC/mL, equivalente a turbidez da solugéo padrao
McFarland (bioMérieux ©) de 0,5 (transmitancia de 80%). Amostras diluidas dos 6leos
essenciais (1:2 para Listeria monocytogenes e 1:1 para os demais microrganismos)
foram incorporadas (10 pL) nos discos brancos estéreis (Laborclin ©) e depositadas
em agar Mueller-Hinton (25 mL) solidificadas e inoculados com os microrganismos
(108 UFC/mL). Como controle positivo, foram utilizados discos de cloranfenicol de 30
Mg (Laborclin ©) e como controle negativo, etanol absoluto. As placas foram incubadas
invertidas a 37 °C por 24 h. A determinagao da inibicdo do crescimento microbiano foi

feita medindo os halos inibitérios, em milimetros, com um paquimetro digital.

3.7 EFEITO PRESERVATIVO DOS OLEOS ESSENCIAIS COMO REVESTIMENTO
DE SUPERFICIE EM MORANGOS

Um delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) variando com o
tempo foi aplicado para verificar o efeito conservante dos trés 6leos essenciais no

armazenamento de morangos. Foram aplicados dois tratamentos para cada amostra
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de 60 gramas de morangos variando OE (C. flexuosus, C. citratus e E. muticus) e
concentragdo (0,250 e 0,750 uL/L).

As solugbes de imersao foram preparadas com agua destilada e Tween 80
(0,5% vlv), posteriormente homogeneizadas até completa solubilizagdo. Sessenta
gramas de frutos foram imersos nas respectivas solugdes por 3 min. Em seguida, as
amostras foram armazenadas em recipientes esterilizados, cobertas com filme
plastico, e mantidas sob refrigeracao (5 £ 2°C) e umidade relativa de 90-95% (ISHKEH
et al., 2019).

3.7.1 Teste de atributos e decaimento fungico

Baseado em Ishkeh et al., (2019) dez avaliadores treinados realizaram a
avaliacdo dos testes. Os participantes deram notas para a qualidade global,
considerando atributos: odor, cor/aparéncia e potencial de compra. Os morangos
foram avaliados nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15 de armazenamento. A escala utilizada na
avaliacao foi 1-2 = excelente, 3-4 = boa (até 5% de superficie afetada), 5-6 = aceitavel
(5-20% de superficie afetada), 7-8 = ruim (20-50 % de superficie afetada) e 9-10 =
inaceitavel (> 50% de superficie afetada), segundo o anexo B. Os mesmos avaliadores
acessaram visualmente os frutos quanto a deterioragao por fungos, aplicando notas
de 1 a 10 do ponto de vista da deterioragao: 1-2 = excelente (sem deterioracéo), 3-4
= bom (até 5% de deterioracado), 5-6 = aceitavel (5-20 % de deterioragéo), 7-8 = ruim
(20-50% de deterioragao) e 9-10 = inaceitavel (até 50% da deterioragéo), segundo o

anexo C.

3.8 OBTENCAO DOS SOLVENTES EUTETICOS PROFUNDOS (DES)

Os DES foram obtidos pelo método de aquecimento suave com agitagao (DAI
et al., 2014). Para isso, o receptor de hidrogénio (HBA) e o doador de ligacao de
hidrogénio (HBD) de cada DES avaliado foram devidamente pesados em balanga
analitica (AUX320, Shimadzu). Na sequéncia, as misturas foram adicionadas a um
banho de temperatura controlada (Dubnoff 304-TPA, Unica Cientifica), com agitacao,
a 60 °C, até a obtencdo de solugbes limpidas. Todos os DES avaliados estéao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. DES: receptor da ligagdo de hidrogénio, doador da ligagédo de hidrogénio, logaritmo da
particdo octanol-agua, fragdo molar do DES e abreviagao utilizada no trabalho

L Doador da ligacéo .
Receptor da ligacdo de . . Fragdo molar L
de hidrogénio Abreviagao
hidrogénio (HBA) (HBA:HBD)
(HBD)

Acido acético

j\ 1:2 [ChICI:AA
HO

1,2-Propanodiol
Cloreto de colina
Y\OH 1:2 [Ch]CI:1,2-PDL

OH

Cl

,r\}d'\/\o_‘
Xilose
(Log Kow: -5,16) ,
H)in 2:1 [Ch]Cl: Xyl
Ureia
o 1.2 [Ch]Cl:Urea
HzN NH

3.9 DESIGN EXPERIMENTAL

O design experimental dividiu a otimizagao das condi¢des de extragcao das trés
espécies em trés designs completamente aleatérios. O primeiro design teve como
objetivo a selecéo de solventes, com uma temperatura e processo extrativo para oito
niveis (solventes: acetona, metanol, etanol, agua, [Ch]CI:1,2-PDL (1:2), [Ch]Cl:Urea
(1:2), [Ch]CI:AA (1:2) e [Ch]CI: Xyl (1:2). Nesta primeira etapa, as extracdes foram
realizadas em o método de agitagdo magnética, com uma célula de vidro revestida, a
45 °C / 2 h. O processo foi aplicado as trés espécies de capim-limao, em ftriplicata,
totalizando 72 amostras. A analise de antioxidantes (DPPH e FRAP) e o conteudo
fendlico total foram utilizados para selecionar os solventes ideais.

Devido a alta viscosidade dos solventes, uma temperatura superior foi testada.
Posteriormente, um segundo design foi aplicado com dois tratamentos, solvente em
trés niveis e temperatura em dois niveis (45 e 60 °C). Nesta etapa, as extragdes

também foram realizadas mediante agitacdo magnética, com uma célula de vidro
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revestida, por 2 h. As trés variedades de capim-limao foram submetidas as mesmas
analises acima mencionadas, gerando 52 amostras. A temperatura ideal de extragéo
foi estabelecida a partir do resultado das analises.

Para a realizagao da cinética de extracao de fendlicos, um terceiro e final design
experimental foi aplicado com dois solventes em dois niveis e método em trés niveis
(agitagdo magnética, Ultra-Turrax® e Ultrassom), variando com o tempo. As
condigdes foram 60 °C e tempos de retirada da amostra: 3 h na célula encamisada
com agitacdo magnética (intervalo de amostragem de 30 min), 15 min no Ultra-
Turrax® (intervalo de amostragem de 3 min; velocidade de 13.000 rpm) e 3 h no
ultrassom (intervalo de amostragem de 30 min). As mesmas analises acima
mencionadas juntamente com a analise estatistica dos resultados, foram utilizadas
como base para a determinacao das condi¢des ideais de tempo e solvente para cada

capim-limao estudado, reunindo mais 102 amostras para as trés espécies.
3.10 MODELAGEM MATEMATICA DA CINETICA DE EXTRACAO

Com os resultados de teor de compostos fendlicos obtidos nas analises do
design experimental para o melhor solvente, temperatura e método extrativo foram
empregados modelos matematicos para se descrever a cinética de extragao do teor
de compostos fendlicos. Os modelos escolhidos foram da Lei da poténcia que sao
utilizados tanto para processos de adsor¢gao quanto de extragdo (MAN et al., 2012).
Os calculos foram realizados no software Microsoft® Excel.

A lei da poténcia € representada pela relacdo do tipo Y =k X", sendo X e Y as
variaveis, k a constante e n o expoente da lei da poténcia, como demostrado na
Equacao 4.

dc

= = k@O = k(Ciny = C)" . (4)

sendo k a constante da taxa de extracao (g/g.min), Cixr a concentragao de soluto no
equilibrio (g/g), C a concentragédo de soluto na solugdo em dado tempo e n a ordem
da equacao.
Foi empregado o modelo de primeira ordem, onde foi considerado inicialmente
(t=0) uma concentracao de compostos fendlicos C=0, e uma concentragao C=C para
t > 0, conforme a Equacéo 5.
C = Cinf (1—exp™) Eq.(5)
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O modelo de segunda ordem também foi empregado para a avaliagéo,
utilizando as condigdes de contornoem t=0com C=0,eemt>0com C = C, gerando

a Equacao 6.

t
C=—7 - Eq. (6)

kCinf2 T Cinf

Outro modelo de cinética de segunda ordem também foi empregado, sendo
geralmente utilizado na quantificacdo de taxa de extragao de antioxidantes (QU et al.,
2010), utilizando as condi¢des de contornoem t =0 comte C =0 a C, como na
Equacéao 7.

C = ((Ce)? x kt)
 (1+(Cexkt)

Eq.(7)

sendo k a constante da taxa de extracao (L/g.min), Ce a concentracao de equilibrio
do teor de fendlicos totais (g/L) e C é a concentracao total do teor de fendlicos totais
a um determinado tempo de extrag&o (g/L).

A validac&o do ajuste dos modelos cinéticos foi realizada pelo calculo do desvio
relativo médio absoluto (DA) (Equacao 8) e pelo desvio quadratico médio (DQM)

(Equacéao 9), conforme descrito a seguir.

n
1 Cexp—Cm
DA (%) = - ( (Cpexp) ) x 100 Eq.(8)

DQM (gsit/gs) = z (Cexp = Cm) Eq.(9)

n
i=1

sendo n o numero de dados experimentais avaliados, Cexp a concentracdo de
compostos fendlicos experimental e Cm a concentragao estimada pelo modelo; gsit e

gs correspondem a unidade em massa (CABRAL et al., 2013).

3.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

O teste de Shapiro-Wilk (p> 0,05) foi aplicado para verificar a hipétese da

normalidade dos resultados obtidos, além da homocedasticidade segundo o teste de
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Bartlett. A analise de variancia ANOVA (p <0,05) foi aplicada para dados com
normalidade confirmada. O teste de diferengca de média foi avaliado pelo teste de
Tukey e LSD Fisher quando houve amostra Controle. Os resultados foram expressos
como média mais ou menos desvio padrdo (numero de repetigdes igual a 3 e 5,
conforme indicado em cada figura ou tabela). Todos os testes e graficos foram
gerados pelos softwares Statistica® 12.5 e Origin® 8.0. A analise hierarquica de

agrupamentos (HCA) foi realizada através do software Past® 4.01.
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4 RESULTADOS

A composicdao quimica (Tabela 3) mostrou-se semelhante entre as trés
gramineas estudadas. Diferengas significativas encontradas foram encontradas no
teor de cinzas e lipidios, com valores mais baixos para as espécies E. muticus e C.

flexuosus.

Tabela 3.Composigdo quimica, rendimento de OE e, conteudo citral das plantas Cymbopogon
flexuosus, Cymbopogon citratus e Elyonurus muticus.

Constituinte (%) Cymbopogon Cy m,b opogon Elyonurus muticus
flexuosus citratus

Lipideos 3.892+0.29 6.78° + 0.25 4.262 + 0.68
Carboidratos** 15.32 7.28 12.30

Fibras 56.302 + 0.83 53.122 + 0.41 61.802 + 0.83

Proteinas 6.972+0.18 11.65° £ 0.13 6.932 + 0.22

Cinzas 5.312+ 0.22 9.42b +0.09 3.11¢+ 0.02

Umidade 12.212+ 0.23 11.752 £ 0.12 11.602 £ 0.43

Rendimento do OE (%) 0,65 + 0,01 1,932 + 0,06 0,34 + 0,05
Composicao de citral no 86,57 89,84 66,36

6leo essencial (%)
*Letras diferentes na mesma linha representam diferenca significativa entre as amostras (ANOVA,
p<0.05, Tukey test; n=5).
**Carboidratos = calculados por diferenga (fibras ndo foram consideradas).
Fonte: O autor, 2020

4.1 CARACTERIZACAO E APLICACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS
4.1.1 Obtencgéo do oleo essencial

Foi obtido o OE das partes aéreas das trés plantas da familia Poaceae
Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon citratus e Elyonurus muticus, com 0,65%° +
0,01 (v/m), 1,93%?2 + 0,06 (v/m) e 0,34%" + 0,05 (v/p), respectivamente. Os oleos
mostraram uma cor amarelo clara e foram armazenados em tubos Eppendorfde 2 mL,
em congelador (-18°C). O rendimento do OE é consiste no conteudo lipidico de cada
espécie (Tabela 3). Apesar de E. muticus apresentar o menor rendimento em OE, néo
houve diferenga significativa em relagdo a C. flexuosus, indicando o potencial
comercial dessa planta.

A menor concentragcdo de OE encontrada na espécie E. muticus em relagao as
demais pode ser causada pelo fato de o material vegetal ter sido coletado na natureza.

Diferentemente das outras duas espécies que foram cultivadas, possivelmente o
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rendimento de Oleo seria superior se a planta fosse cultivada. Outro fator que pode ter
influenciado foi 0 ambiente geografico, as caracteristicas do solo, a genética e a idade
das plantas (SHARAFZADEH et al., 2011).

4.1.2 Cromatografia gasosa / espectrometria de massa

Os 6leos essenciais das trés espécies exibiram compostos diferentes (Tabela
4). A composig¢ao quimica identificada no GC/MS quantificou 14 compostos diferentes,
sendo a maioria mono e sesquiterpenos, além de aldeidos e alcoois, compostos de
maior interesse econémico. Os principais componentes ativos encontrados de acordo
com Soltoft-Jensen; Hansen (2005) foram mirceno e citral (geranial e neral) nas
espécies de gramineas estudadas. Os cromatogramas das trés espécies sao

apresentados no anexo D.

Tabela 4. Composig¢ao quimica por GC/MS do OE obtido da hidrodestilagao das folhas de Cymbopogon
flexuosus, Cymbopogon citratus e Elyonurus muticus

Cymbopogon Cymbopogon Elyonurus

Composto RI? RIP Ki flexuosus citratus muticus
(area %) (area %) (area %)
2-metil-6-oxo0-2-hepteno 982 981 985 0.87 - -
Mirceno 988 988 990 - 6.32 11.18
cis-ocimeno 1034 1032 1037 - - 1.21
Linalol 1098 1095 1096 - - 1.62
exo-isocitral 1141 1140 1144 - - 0.32
Isoneral 1159 1160 1164 2.25 1.28 0.61
Isogeranial 1178 1177 1180 3.93 - 1.07
Neral 1235 1235 1238 34.97 35.45 23.72
Geraniol 1248 1249 1252 - 0.98 0.30
Geranial 1265 1264 1267 51.60 54.39 42.64
Acetato de geranil 1376 1379 1381 - - 1.02
Isocariofileno 1414 1408 1408 1.21 - -
Cadineno <y-> 1508 1513 1513 0.97 - -
Oxido de cariofileno 1575 1582 1583 2.94 - 0.44
Soma 98.74 98.42 84.13

RI2 = [ndice de retencéo calculado. RIP = Indice de retencéo da literatura. Kl =indice de Kovats
Fonte: O autor, 2020

Foram identificados oito compostos na composicdo quimica do OE de
Cymbopogon flexuosus (Tabela 4), que representaram 98,74% de todo o resultado,
com 86,57% de citral formado pelos aldeidos, geranial (51,60%) e neral (34,97%).
Também foram observados alguns compostos secundarios significativos como o

isoneral, isogeranial e dois sesquiterpenos, o isocariofileno e o 6xido de cariofileno.
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Baseado em Nath et al. (1994), os principais compostos identificados nesta espécie
como OE sado geraniol, citronelol, citral e citronelal. Foi possivel notar que os
compostos apresentaram discrepancia possivelmente devido as caracteristicas de
clima, sazonalidade e local onde a amostra de plantas foi coletada, embora essa
espécie tenha apresentado citral em ambos os estudos. Tais resultados sao
comparaveis de Adukwu et al. (2016), que encontraram geraniol, linalol, neral e
geranial, sendo totalizado 89% dos compostos como citral.

No OE de Cymbopogon citratus foram identificados cinco compostos (Tabela
4), totalizando 98,42%. Os principais compostos estabelecidos foram: geranial
(54,39%), neral (35,45%) e mirceno (6,32%). Esta espécie apresentou a maior
quantidade de citral (89,84%) das trés gramineas, e a analise também detectou duas
outras moléculas em menor concentracao, a isoneral (1,28%) e o geraniol (0,98%).
Em Lermen et al. (2015), foram encontrados resultados semelhantes nos principais
componentes com 7,6 a 30,88% de neral e 1,6 a 62,95% de geraniale em suas
amostras.

O OE de Elyonurus muticus (Tabela 2) mostrou o maior numero de compostos
(11 no total) em comparagao com as outras duas plantas, mas os principais compostos
descobertos foram quase os mesmos que o Cymbopogon citratus, geranial (42,64%),
neral (23,72%) e mirceno (11,18%). Da mesma forma, houve alguns compostos em
quantidades inferiores: linalol (1,62%), cis-ocimeno (1,21%), isogeranial (1,07%) e
acetato de geranil (1,02%).

Comparando as quantidades de citral com Flller et al. (2010), no presente
estudo foi obtida a maior taxa das cinco populagdes diferentes de 6leo de E. muticus
ja investigadas. Além disso, apresentou apenas dois compostos iguais aos do estudo
de Hess et al. (2007), mirceno e 6xido de cariofileno. No entanto, uma média de 30%
dos compostos nao foi identificada, dentre os quais poderia estar o citral. Os
resultados aqui apresentados encontraram alguns compostos que ainda nao foram
mencionados na literatura (LEWIS et al., 1990; SCRAMIN et al., 2000; CHAGONDA
et al., 2000; HESS et al., 2007; STEFANAZZI et al., 2011): exo-isocitral, isoneral,
isogeranial e geraniol. Estes compostos sdo encontrados devido a rearranjos dos
compostos neral e geranial, que apresentam caracteristicas similares quanto a
coloracao e odor.

O OE de E. muticus apresentou linalol, um monoterpeno que fornece um

perfume floral, usado como um potencial ingrediente perfumado nas industrias de
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perfumaria e cosmética, usado ainda mais para sintetizar vitamina A e E, e aplicado
como agente fixante, de fragrancia e sabor na industria de alimentos (APROTOSOAIE
et al.,, 2014). O OE também contém mirceno, um composto quimico usado em
alimentos, bebidas, detergentes e cosméticos, geralmente como agente de sabor
(MOG; ZANG, 2019). Os autores Chagonda et al. (2000) identificaram 0,5 a 3,3% de
mirceno nas espécies de E. muticus (valores pelo menos trés vezes menores que 0s
encontrados nesta dissertagao), enquanto que Bassolé et al. (2011) detectaram 11%

de mirceno no OE de C. citratus,.

4.1.3 Bioatividade dos 6leos essenciais

Os compostos antioxidantes s&o alvo de grande interesse por parte dos
consumidores de alimentos (CIZ et al., 2010) e cosméticos. A Tabela 5 indica os
resultados das atividades antioxidantes e quelante dos trés Oleos essenciais,
reduzindo os radicais DPPH, ABTS e FRAP, além de sua capacidade quelante de ion

Fe?* e o teor de compostos fendlicos.

Tabela 5. DPPH, ABTS, FRAP, atividade quelante de Fe?* e teor de compostos fendlicos dos 6leos
essenciais de Cymbopogon flexuosus, Cymbopogon citratus e Elyonurus muticus
Cymbopogon flexuosus Cymbopogon citratus Elyonurus muticus

OE OE OE
DPPH 31,172 £ 4.04 32,512 £ 2.38 23,660 £ 2.05
Trolox yM/mL
DPPH (ICs0) 0,051 0,045 0,062
mg/mL de 6leo
% inibigdo do OE 1:25 41% 45% 34%
ABTS 62,542 + 7.86 54,922 + 3.27 45,662 +6.10
Trolox yM/mL
ICs0 mg/mL de 6leo < 0,001 0,012 0,013
% inibicdo do OE 1:25 99% 97% 86%

FRAP
Trolox uM/mL

193,112 + 5.33

137,23+ 2.63

127,98°+ 1.43

ICs0 mg/mL de 6leo 0,008 0,010 0,009
% inibicdo do OE 1:25 84% 82% 7%
Quelante de Fe?*
EDTA mg/mL 5.28+0.18 3.47°+ 0.33 8.812+0.74
IC 50 mg/mL de dleo 0,015 0,029 0,005
% inibicdo do OE 1:25 65% 56% 79%

Teor de compostos
fenolicos totais
GAE uM/mL

196,742 + 3.84

155,982 £ 0.76

183,152 £ 7.69

*Diferenca significativa pela ANOVA (p <0,05) e teste de Tukey foram representados em letras
minusculas para cada método entre os 6leos essenciais
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Comparando os valores do ensaio de DPPH, os OEs das espécies cultivadas
apresentaram atividade antioxidante estatisticamente superior OE de E. muticus. Para
a analise ABTS, as espécies nao diferiram estatisticamente, embora o menor valor
tenha sido obtido para o OE de E. muticus. De acordo com a analise FRAP, a atividade
antioxidante foi estatisticamente maior para o OE de de C. flexuosus e menor para o
OE de E. muticus.

Considerando todos os resultados da Tabela 5, os 6leos essenciais de C.
flexuosus apresentaram os maiores resultados, o que € corroborado pelo maior teor
fendlico. No entanto, vale ressaltar que, o conteudo fendlico total ndo diferiu
significativamente entre Odleos. Além disso, a atividade quelante de Fe?* foi
estatisticamente maior no OE de E. muticus com 79% (Fig. 4) de inibicao na
concentracao 1:25. Sendo o resultado dessa concentragao experado, pois € que uma
concentracdo maior apresente maior capacidade quelante e um potencial positivo
para essa espécie vegetal, devido a industrias farmacéuticas e de alimentos buscarem

essa caracteristica para manutencgao dos ions ferro em medicamentos ou alimentos.
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Figura 4 - Porcentagem de atividade antioxidante (métodos quelante de ferro, DPPH, ABTS e FRAP)
de Cymbopogon flexuosus (a), Cymbopogon citratus (b) e Elyonurus muticus (c) em cinco
concentracoes diferentes de 6leos essenciais.

Com a diluicdo do 6leo, observou-se uma redugao nas atividades antioxidantes
(Fig. 4), conforme esperado. O método ABTS demonstrou maiores valores
percentuais de inibicdo de radicais livres e ICso0 sob concentragao de 1:25 (Tabela 5),
C. flexuosus com 99% de inibi¢ao, C. citratus com 97% e E. muticus com 85%.

Os resultados indicam que diferentes métodos podem apresentar resultados
diversos, uma vez que cada método possui um reagente especifico, que apresenta
maior afinidade com alguns compostos detectados nas amostras, gerando assim

valores diferentes. Isto confirma a exigéncia de revistas internacionais para a
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utilizacdo de mais de um método antioxidante, na avaliagdo desta caracteristica do
Oleo.

O potencial quelante de Fe?* foi identificado pela transformacdo da
complexacgéo ferrozina com Fe?*. Os resultados superiores para o OE de E. muticus
podem ter ocorrido devido ao maior numero de compostos quimicos encontrados no
Oleo e suas possiveis afinidades com ions de ferro, ndo esclarecidos em estudos até
o momento. Como agente antioxidante ou pro-oxidante, o OE de E. muticus possui
capacidades valiosas, comparaveis ou superiores as outras duas variedades de
capim-limao, e podera ser aplicado em muitas industrias como composto antioxidante
natural e quelante de ferro (VIUDA-MARTOS et al., 2010).

A atividade antibacteriana dos trés OEs é apresentada na Tabela 6. Foram
utilizados 5 microrganismos, trés Gram-positivos e dois Gram-negativos. As bactérias
empregadas sao de interesse na industria de alimentos, sobre a deterioragao e
contaminacgao destes.

Tabela 6. Potencial antibacteriano dos 6leos essenciais para diferentes microrganismos representados
em didmetro e porcentagem da zona de inibicdo.

L OE de Cymbopogon OE de Cymbopogon OE de
Ant'(?:::;')co** flexuosus citratus Elyonurus muticus

(mm) (%)** (mm) (%)** (mm) (%)**

Stapgﬁ‘;ff;cc”s 29.86°+0.84  9.60°+0.84 3215 12.20°+1.13  40.86 13.47°+ 041  45.11

Clostridium 28.372+1.66 16.41°+0.78 57.84 14.81¢+095  52.20 13.50°+ 1.35  47.59

perfringens

Listoria 28.372+0.95 14.98°+078 5280 1524°+053  53.72 15.38°+1.35  54.21

monocytogenes

Salmonella sp. 28.942 +1.28 15.44° + 1.32 53.35 15.59° + 0.77 53.87 16.10°+0.65 55.63

Escherichia coli ~ 28.882 + 0.48 14.05b¢ + 2.37 48.65 15.520 + 1.92 53.74 11.86°+0.96  41.07

* Diferencga significativa pela ANOVA (p <0,05) e teste de Tukey foram representados em letras mindsculas para cada
método entre os dleos essenciais

Antibiotico** = Cloranfenicol de 30 ug

(%)***= Porcentagem da zona de inibi¢do quando comparada ao antibiético.

Os resultados do teste antimicrobiano foram representados pelo didametro da
zona de inibicdo e porcentagem de inibigdo em relagao ao resultado do antibiético. Os
Oleos foram diluidos em solvente DMSO na concentracdo 1:2 para Listeria
monocytogenes e 1:1 para o0s outros microrganismos, pois eles inibiram
completamente os microrganismos nas placas testes quando aplicados puros.
Portanto, os melhores resultados de inibicdo dos OEs foram para o microorganismo

Listeria monocytogenes e todos os Oleos apresentaram poder de inibigado semelhantes
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estatisticamente. Em geral, os 6leos inibiram os microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos com 40-50% do poder do antibidtico.

Baseado no The Clinical and Laboratory Standards Institute (2016), o OE de E.
muticus obteve resultado intermediario (zonas de inibicdo de 12-17 mm) para
Staphylococcus aureus, enquanto que os OEs de C. flexuosus e C. citratus exibiram
comportamento resistente (< 12 mm). Quanto ao Clostridium perfringens, L.
monocytogenes e Salmonella sp. todos os trés OEs apresentaram resultados
intermediarios. Para Escherichia coli, os OEs de C. flexuosus e C. citratus
proporcionaram resultados intermediarios, enquanto que o 6leo de E. muticus exibiu
resisténcia. Estes resultados sao substanciais e podem ser explicados pela
porcentagem encontrada de citral, um agente antimicrobiano (ADUKWU et al., 2016;
SHI et al., 2016). Os resultados podem ser otimizados se o 6leo for utilizado sem
diluicdo. Assim, como foi observado na cromatografia, foram encontradas moléculas
de geraniol, geranial e neral no dleo desta espécie, que também exibem, capacidade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (AHMAD;
VILJOEN, 2015).

Existem alguns outros estudos sobre a atividade antimicrobiana dos OEs de
capim-limao. Adukwu et al. (2016) demonstraram o potencial de C. flexuosus inibindo
A. baumannii e a eficacia em baixas concentracdes, contra o crescimento de cinco
cepas de S. aureus (ADUKWU et al., 2012). Para o dleo de C. citratus, foi descoberta
alta atividade contra L. monocytogenes e forte atividade contra S. aureus e E. coli
(AHMAD; VILJOEN, 2015; BASSOLE et al., 2011).

O mirceno isolado demonstrou baixa inibicdo contra bactérias, mas misturado
com outros OEs tém resultados significativos de acordo com a bibliografia (OLADEJI
et al., 2019). Além disso, o OE de E. muticus com material vegetal coletado na
primavera, testado contra S. aureus e E. coli, foi mais eficaz contra S. aureus em
comparagao com as demais amostras da estagao do ano (HESS et al., 2007), com
grande crescimento de inibicao para os fungos Botrytis allii, B. cinerea e Penicillium
expansum (FULLER et al., 2014). Estes OEs sao interessantes no contexto do
crescimento fungico em morangos, conforme discutido a seguir.

A variedade brasileira E. muticus mostrou um OE com composi¢cdo e
propriedades valiosas, o que justifica seu cultivo futuramente. Juntamente com os
outros dois 6leos, eles podem ser aplicados em alimentos, cosmeéticos e produtos

farmacos/médicos como agentes antioxidantes, quelantes e antimicrobianos, puros ou
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em pequenas quantidades, devido ao forte odor conferido. Também é possivel utiliza-
los como ingredientes ativos, puros ou encapsulados, nas mesmas areas acima

mencionadas, fazendo uso das propriedades combinadas dos 6leos.

4.1.4 Efeito preservativo dos 6leos essenciais em morangos

As Figura 5, Figuras 6 e Tabela 7 mostram a avaliag&o por atributos, atividade
antioxidante e teor de fendlicos totais dos morangos, comparando os tempos inicial e
final (15 dias). Além disso, a Figura 7 mostra a evolugdo dos paréametros visuais do
morango e o desenvolvimento de fungos durante o armazenamento refrigerado de 15
dias. A amostra de Controle do tempo inicial € demonstrada na Figura 5. As amostras
foram nomeadas segundo a variedade e a concentragdo do OE, de acordo com: Em
para E. muticus, Cf para C. flexuosus, Cc para C. citratus, seguidos do numero 1 para
concentragcdes de 6leo na solugao de 250 uL/L e o numero 2 para solugdes a 750
ML/L.

Figura 5 - Morango (amostra Controle) no primeiro dia de armazenamento

Tendo em vista que a nota 1 expressada pelos avaliadores significava
excelente e 10 inaceitavel, a solugcao de 6leo comestivel de E. muticus 750 pL/L (Em2)
apresentou escores de qualidade global significativamente mais baixos no dia 15,
quando comparados ao Controle (morango sem tratamento no tempo 15 dias) e Cc1

(solucdo de 250 uL/L de OE de C. citratus), que obtiveram ambas os maiores escores
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no teste (Figura 6). Assim, as amostras Controle e Cc1 dos morangos com
revestimento foram as menos desejaveis apos 15 dias de armazenamento e Em2 a

mais aceitavel.

[ controle lll Cc1 [ |Cc2cH [ CRRIEmM1[__|]Em2

Qualidade global Decaimento fungico

0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Dias de armazenamento
Figura 6 - Testes de qualidade global e comportamentos frente a decomposigéo fungica de morangos durante 15 dias
sob refrigeracéo. Siglas: Controle com o morango sem revestimento; Cc1 = morango em 250 pL/L de 6leo de C.
citratus; Cc2 = 750 uL/L de 6leo de C. citratus; Cf1 = 250 yL/L de dleo de C. flexuosus; Cf2 = 750 uL/L de 6leo de C.
flexuosus; Em1 = 250 pL/L de dleo de E. muticus and Em2 = 750 uL/L de 6leo de E. muticus. * teste de LSD Fisher
(p<0.05); Controle e no decaimento fungico representado pela letra: g (dia 6/9/12), e (dia 3) e f (dia 15).

Morangos sao frutos altamente pereciveis devido ao seu alto teor de agua e
comportamento metabdlico climatérico, o que os torna vulneraveis a microrganismos,
normalmente manifestado visualmente pela presenga de bolores. Houve diferengas
estatisticamente significativas entre os tratamentos e o Controle (p <0,05) em termos
de decomposigéo fungica e qualidade global durante o armazenamento refrigerado
(Fig.6e7).

Vale ressaltar que a decomposigao fungica no dia 12 ndo apresentou diferenca
significativa entre Cf2 e Em2. Apesar da diferenga significativa das avaliagbes dos
testes do painel, a Figura 7 mostra claramente que as amostras Cf1, Cf2, Em1 e Em2
tém morangos com melhor aparéncia do que as amostras Controle e Cc. Além disso,
as amostras Cf e Em receberam escores até 5 (bom/aceitavel) até o dia 15 de

armazenamento refrigerado.
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Figura 7 — Evolugao dos parametros visuais do morango e desenvolvimento de fungos durante
armazenamento refrigerado no periodo de 15 dias. Siglas: Controle com 0 morango sem
revestimento; Cc1 = morango em 250 yL/L de 6leo de C. citratus; Cc2 = 750 yL/L de 6leo de C.

citratus; Cf1 = 250 uL/L de 6leo de C. flexuosus; Cf2 = 750 pyL/L de dleo de C. flexuosus; Em1 = 250
WL/L de dleo de E. muticus and Em2 = 750 uL/L de d6leo de E. muticus.

A atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos (Tabela 7) dos
morangos revestidos com OE corroboram os resultados sensoriais dos frutos. Os
dados evidenciaram que as solugbes Cf e Em foram capazes de aumentar

significativamente a atividade antioxidante da fruta e o conteudo fendlico.

Tabela 7. Atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos dos morangos no periodo de 15 dias de
estocagem (comparativo inicial, dia 3 e dia 15).

Amostra DPPH FRAP Fendlicos totais
Trolox yM/mL Trolox yM/mL Acido galico yM/mL
Inicial Controle 41.4414 £ 0.009 271.331¢ £ 0.005 2.502¢d + 0.013
Controle 41.1359 £ 0.017 271.359° + 0.005 2.306¢f £ 0.088
Cc1 41.538° £ 0.029 271.291¢  + 0.003 2.877° £ 0.063
Cc2 41.462% £ 0.015 271.319% + 0.002 2.939° + 0.126
Dia 3 Cf1 41.493%¢ £ 0.012 271.277°+ 0.011 2.571°¢+0.164
Cf2 41.556° £ 0.020 271.4722 + 0.002 3.5282 £ 0.050
Em1 41.523° + 0.023 271.375 £ 0.017 2.636°+ 0.025
Em2 41.730° £ 0.009 271.376° £ 0.002 2,942 £ 0.114
Controle 41.0229 £ 0.032 271.2559 + 0.005 2.2497+ 0.038
Dia 15 Cc1 41.287¢f £ 0.052 271.290¢f + 0.015 2.306¢ £ 0.013

Cc2 41.522° + 0.017 271.3099 £ 0.016 2.556°¢ + 0.088
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Amostra DPPH FRAP Eenélicos totais
Trolox uM/mL Trolox uM/mL Acido galico yM/mL

Cf1 41.528° £ 0.020 271.3129 £ 0.010 2.618°+0.101

Cf2 41.515 £ 0.020 271.303% + 0.001 2.547° £ 0.025

Em1 41.416% + 0.056 271.322%4 £ 0.014 2.378%f + 0.140

Em2 41.417% £ 0.017 271.3139 £ 0.002 2.315%f £ 0.126

*LSD teste Fisher (p<0.05) descreve a diferenga significativa para amostras em uma mesma coluna
com letras diferentes. Valores em negrito foram destacados na discussao.

As amostras Controle tiveram redugao significativa e pronunciada no teor
fendlico e atividades antioxidantes ao longo dos 15 dias. As amostras Cf2 e Em2
exibiram maior atividade antioxidante do que as outras amostras em todos os tempos
de analise. Além disso, estas amostras mantiveram o teor fendlico total durante 15
dias de armazenamento refrigerado, pois seus valores no dia 15 nao diferiram
significativamente da amostra Controle no tempo inicial.

Os resultados mais satisfatérios foram encontrados nas amostras de frutos
tratadas com 750 pL/L de Oleos essenciais (Cf e Em), no terceiro dia de
armazenamento. Por outro lado, os frutos Controle e Cc apresentaram resultaos
desfavoraveis apds 15 dias de armazenamento. Os tratamentos Cf2 e Em2 foram
capazes de aumentar a atividade antioxidante por até trés dias de armazenamento.
Vale ressaltar o aumento da atividade antioxidante, embora os maiores efeitos
conservantes em geral tenham sido observados nos frutos tratados com 750 pL/L de
Oleos essenciais. Ishkeh et al. (2019) encontraram maior efeito conservador em OE
de lim&o verbena (Lippia citrodora) ao utilizar concentragdes de 750 uL/L versus 250
ML/L como revestimento em amoras durante 9 dias de armazenamento refrigerado.

O d6leo de limao verbena também apresenta compostos neral e linalol (ISHKEH
et al, 2019). Devido a ocorréncia de compostos fendlicos como o neral e o linalol,
esses 0leos essenciais possuem propriedades fungicidas (DE CORATO et al., 2010).
E importante citar que no presente trabalho o linalol sfoi encontrado somente no éleo
de E. muticus. Estes sdo compostos chave na resisténcia das plantas contra ataques
de patdgenos que levam ao estresse e a podriddao das plantas. Além disso, os
revestimentos de superficie podem ser considerados comestiveis e agem como
barreiras a gases, resultando na manutencao da umidade. Além disso, diminuem os
niveis de oxigénio nas frutas, pois o OE forma uma fina camada na superficie das

mesma. Consequentemente, a respiragao e a producgao de etileno diminui, reduzindo



51

a velocidade de degradacéo (ISHKEH et al., 2019; SIVAKUMAR; BAUTISTA-BANOS,

2014), o que é intensificado pelas baixas temperaturas de armazenamento.

4.1.5Analise hierarquica de cluster (HCA)

O HCA estruturado com composicdo quimica, atividades antioxidantes dos
Oleos essenciais e teste de atributos, mostrou a proximidade das caracteristicas dos
oleos (Fig. 8). Usando o método do algoritmo de Ward, nota-se que os d6leos das
espécies C. flexuosus e E. muticus obtiveram similaridade superior, pois estao
agrupados em um cluster, e ambos mostraram distadncia do OE de C. citratus. O
coeficiente de correlagdo confirmou a qualidade do agrupamento, com um valor de
0,9957 (quanto mais préoximo de 1,0, melhor). Assim, os resultados destacaram o
potencial do OE de E. muticus a ser estabelecido nos mesmos mercados de d6leos

essenciais de capim-limao cultivados, e em diversas outras areas industriais.
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Figura 8 - Analise hierarquica de cluster (HCA) dos 6leos essenciais de Cymbopogon flexuosus (Cf),
Cymbopogon citratus (Cc) e Elyonurus muticus (Em), de acordo com a composigédo quimica, atividade
antioxidante e teste de atributos.
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4.2 OTIMIZAGAO DA EXTRAGCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DAS TRES
ESPECIES DE CAPIM-LIMAO

4.2.1 Escolha dos melhores solventes

Primeiramente, para a determinagcdo das condi¢cdes otimas de extracdo de
compostos fendlicos das espécies de capim-limao estudadas, foram avaliados oito
solventes diferentes, quatro deles considerando solventes convencionais (acetona,
metanol, etanol e agua) e quatro DES (descritos na Tabela 2 item 3.8). Nesta etapa,
as extracdes foram realizadas pelo método de agitagado magnética, com uma célula
de vidro encamisada, a 45 °C / 2 h (fixado). A capacidade de extragdo de solventes
foi avaliada em termos de conteudo fendlico total (TPC) e capacidade antioxidante

(ensaios de DPPH e FRAP), cujos resultados sdao mostrados na Figura 9 (a-c).

60 60

B

mg/g de amostra
mg/g deamostra

[ TPC (mg GAE/g de amostra)
[ DPPH (mg Trolox/z de amostra)
I FRAP (mg Trolox/g de amostra)

mg'g de amostra

Figura 9 - Conteudo fendlico total e atividades antioxidantes (DPPH e FRAP) na avaliagdo de
solventes (Design exp. 1) do capim-liméo a) C. citratus; b) C. flexuosus e c) E. muticus. Os testes
ANOVA e LSD Fisher (p <0,05) nao evidenciaram diferenca significativa se a mesma letra apareceu
nas colunas de mesma cor.



53

Considerando os melhores resultados e o interesse em avaliar um solvente
verde em relacdo a um solvente convencional, trés solventes tiveram o melhor
desempenho, e portanto foram selecionados para as préximas etapas deste trabalho:
agua e os DES de [Ch]CI: Xyl e de [Ch]CI:AA.

4.2.2 Escolha da temperatura 6tima de extragcéo

O efeito da temperatura foi avaliado para os solventes selecionados
anteriormente. As extragdes foram realizadas também no método de agitagao
magnética durante 2 h (condigdes fixas). Duas temperaturas foram avaliadas, 45 °C e
60 °C (Fig. 10 a-c). Considerando que maiores temperaturas reduzem a viscosidade
dos DES avaliados, optou-se por nao fazer a extragcdo em temperaturas inferiores a
inicial, de 45 °C.

Para o C. citratus (Fig. 10a), as mudangas de temperatura ndo apresentaram
efeito no teor de fendlicos (TPC) extraido (com excecao do extrato a base de agua).
No entanto, considerando os ensaios de DPPH e FRAP, o aumento da temperatura
promove um aumento significativo na atividade antioxidante de todos os extratos,
indicando a extragdo de maior quantidade de compostos antioxidantes em
temperaturas mais altas.

Para a espécie C. flexuosus, tanto o TPC quanto a atividade antioxidante foram
afetadas pelo aumento da temperatura. Para extratos a base de [Ch]CI:AA, ambas as
propriedades avaliadas apresentaram maiores valores a 60°C. Para o extrato a base
de [Ch]CI: Xyl foi observado um comportamento oposto, ou seja, a temperatura de
60°C promove uma reducgao do indice TPC e DPPH. No entanto, foi obtido um indice
FRAP significativamente mais alto.

Por fim, para o E. muticus, o aumento da temperatura promoveu redugao do
TPC nos extratos a base de agua. Porém, foram obtidos altos indices de atividade
antioxidante, indicando a extracdo de compostos nao fendlicos, porém antioxidantes,
a exemplo do citral. Isto foi demonstrado pelos autores Schaneberg; Khan (2002), que
caracterizaram os compostos de diferentes extratos de C. citratus e C. flexuosus.
Conforme observado no C. flexuosus, o extrato a base de [Ch]Cl: Xyl também
apresentou comportamento oposto. O OE de E. muticus apresentou um indice FRAP
significativamente mais alto a 60 °C do que a 45 °C, mesmo com a redugao de TPC
e DPPH.
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Para todas as espécies, [Ch] Cl: AA obteve destaque principalmente pelos
indices de atividade antioxidante obtidos. Assim, apds uma analise cuidadosa dos
resultados obtidos (Fig. 10 a-c), dois solventes foram selecionados para as proximas
etapas: agua e o DES [Ch]CI:AA. Considerando os excelentes resultados,

principalmente na atividade antioxidante, foi fixada a temperatura de 60°C.
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Figura 10 - Conteudo fendlico total e atividades antioxidantes (DPPH e FRAP) na avaliagao de
solventes/temperatura (Design exp. 2) do capim-lim&o a) C. citratus; b) C. flexuosus e c) E. muticus.
O teste ANOVA e LSD Fisher (p <0,05) ndo evidenciaram diferenca significativa se a mesma letra
apareceu nas colunas de mesma cor.

4.2.3 Escolha do melhor método extrativo e tempo

Determinados os melhores solventes (agua e [Ch]CI:AA) e fixado o processo de
temperatura em 60 °C, determinou-se a cinética de extragdo. Além disso, o
desempenho da agitagdo magnética, aplicada nas etapas anteriores, foi avaliado em
relacdo a duas outras estratégias de extragao solido liquido: Ultra-Turrax® e extragao
de solido-liquido assistido por ultrassom (UA-SLE). Essas duas estratégias foram
escolhidas considerando o potencial de promover processos de extragcdo de alta

eficiéncia. O Ultra-Turrax® € uma maquina de homogeneizagao de alta velocidade,
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que fornece altas for¢as de cisalhamento e impulso (XU et al., 2016). A agitagdo em
alta velocidade aumenta o processo de transferéncia de massa e pode ser adequada
para extrair compostos em varias matrizes alimentares, apresentando maior eficiéncia
na obtengdo de compostos bioativos, conforme relatado.

Aa Figura 11 mostra que quando a agua € o solvente, o tempo do processo
quase nao exerce influéncia, independentemente do método avaliado. Em relacéo a
extracdo baseada em DES (Fig. 12), por sua vez, foi observado um aumento
significativo até 150 minutos de processo, que permanece quase constante apos esse

ponto, para todas as variaveis avaliadas.
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Figura 11 - Conteudo fendlico total e atividades antioxidantes (DPPH e FRAP) na cinética de extragao
com solvente agua (Design exp. 3) do capim-limao E. muticus para os métodos a) Célula encamisada
b) Ultra-Turrax® e c) UA-SLE. O teste ANOVA e LSD Fisher (p <0,05) ndo evidenciou diferenca
significativa se a mesma letra apareceu em colunas de mesma cor.

Como discutido anteriormente, a viscosidade do DES promove uma
transferéncia de massa mais baixa, portanto, o efeito no tempo é mais significativo
para esses solventes. A espécie com os resultados mais expressivos para o solvente

agua foi o E. muticus nos trés métodos e para o DES, foi o C. citratus. Este fato é
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interessante, pois os resultados da hidrodestilacdo indicam que a espécie C. flexuosus
apresentou um 6leo essencial de destaque em diversos parametros, incluindo TPC e
atividade antioxidante por DPPH. Portanto, os extratos das mesmas espécies

provavelmente contém compostos diferentes quando obtidos por métodos distintos.

140 140
B a
120 120
100 100
= g
'E 01 Z a
g !
4 60 o
o1 oh
E= ] =
E 40 E 40
20 20
o 0
30 60 20 120 150 180
Tempo (min) Tempo (min)
140
C
120
100
o
2 5 [ TPC (mg GAE/g de amostra)
g [ DPPH (mg Trolox/g de amostra)
r§n 60 . [ FRAP (mg Trolox/g de amostra)
? 40 . s o ° . ° o
.  be b B
20 4 L cd be tcd

30 &0 o0 120 150 180
Tempo (min)

Figura 12 - Conteudo fendlico total e atividades antioxidantes (DPPH e FRAP) na cinética de extragao
com solvente DES-[Ch]CI:AA (Design exp. 3) do capim-limao C. citratus a) Célula encamisada b)
Ultra-Turrax® e c) UA-SLE. O teste ANOVA e LSD Fisher (p <0,05) nao evidenciou diferenga
significativa se a mesma letra apareceu em colunas de mesma cor.

Analisando as cinéticas de extragao dos trés métodos propostos, percebe-se
que o meétodo de extragao por agitagao eletromagnética em célula encamisada gera
os melhores resulrados de analise antioxidante e compostos fendlicos totais. O
ultrassom apresentou resultados inferiores aos demais métodos. O perfil cinético
também indicou que na célula, a extragcdo aumenta com um maior de tempo de contato
solvente/amostra, assim como no Ultra-Turrax®.

O UA-SLE é baseado em cavitagbes acusticas produzidas pelo equipamento
gue causam a expulsao dos compostos metabdlicos da matriz, gerando modificagdes
mecanicas e fisicas na amostra (CHEMAT et al., 2017). Nos resultados apresentados,

0 pico de extracdo por ultrassom ndo atingiu os valores a de TPC e atividades
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antioxidantes dos outros dois métodos. Sendo assim, ndo € uma metodologia de
extracdo indicada para as espécies de capim-limao.

Portanto as condi¢gdes o6timas encontradas foram: célula com agitagcéo
magnética, para o solvente DES [Ch]CI:AA, na temperatura de 60°C e tempo de
extracdo de 180 min para as espécies C. citratus e C. flexuosus avaliadas, e 150 min
para a espécie E. muticus. Nao houve diferencga significativa para o tempo de 180 min.

4.2.4 Cinética de extragcao dos compostos fendlicos

Assim foram utilizados resultados dos ensaios experimentais para a aplicagcao
de trés modelos matematicos, avaliando se seria possivel ajustar os modelos ou nao,
aos dados obtidos do teor de compostos fendlicos das trés espécies de capim-limao,
representados pelas siglas Cc, Cf e Em. Os dados avaliados foram da cinética com
solvente DES [Ch]CI:AA, na temperatura de 60°C, com agitacao eletromagnética. As

constantes obtidas para cada modelo estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros do modelo cinético de primeira e segunda ordem para a extragdo de teor de
compostos fendlicos

Concentragao? (%) K(g.min -")° Rz DA (%)? DQMe

Modelo cinético de primeira ordem (Lei da poténcia)

Cc 0,03147 + 0,0002 1 0,9238 10,4 0,35
~Cf  0,02490 + 0,0002 1 0,4751 23,7 0,58
~ Em  0,02581 +0,0001 1 0,6982 14,6 0,45

Modelo cinético de segunda ordem (Lei da poténcia)

Cc 0,03140 + 0,0002 1,7833 0,9446 47 0,15
- Cf  0,02478 +0,0002 0,3834 0,9370 9,3 0,22
~ Em  0,02579 + 0,0002 1,4215 0,9468 8,3 0,27

Modelo cinético de segunda ordem (taxa de extragdo de antioxidantes)

Cc 0,03167 + 0,0001 1,5545 0,9144 45 0,16
- Cf  0,02416 +0,0003 0,6475 0,9249 9,9 0,25
~ Em  0,02621+0,0002 1,7417 0,6871 11,8 0,38

a Concentragdo calculada em porcentagem; ® Constante da taxa de extragdo; ¢ Coeficiente de
determinagao; ¢ Desvio relativo médio absoluto; ¢ Desvio quadratico médio.

Quanto mais baixos os valores de DA e DQM e maiores os de R? (coeficiente
de correlagao), melhor o modelo representa os dados experimentais. Nesse caso o

melhor modelo foi 0 modelo de segunda ordem, que prediz bem os dados para os trés
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capins apresentando valores de erros e de ajuste aceitaveis (<10%). Para o capim C.
citratus também pode ser utilizado o modelo cinético de primeira ordem, por
apresentar valores de R? de 0,9238 e valores de DQM baixos, de 0,35. Além disso, o
modelo cinético de segunda ordem, utilizado para a extracdo de antioxidantes, pode
também ser utilizado para os capins Cc e Cf.

A figura 13 mostra o resultado da cinética de extragao, aplicando o modelo de
lei da poténcia de segunda ordem, o qual melhor se ajustou aos dados. O modelo
mostra, como a concentragdo aumenta com o decorrer do processo e tende a
estabilizar depois de certo ponto.
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Figura 13 - Concentragéo de fendlicos totais na cinética de extragdo com solvente DES-[Ch]CI:AA do
capim-limao C. citratus ((e) verde), E. muticus ((m) azul) e C. flexuosus (( A) laranja). As linhas solidas
correspondem ao modelo de lei da poténcia de segunda ordem.

Este fato concorda com as andlises de antioxidante apresentadas
anteriormente, em que a atividade antioxidante das amostras obtidas por agitacéo
magnética cresceu até perto do final do tempo de analise, tornando-se constante. Em
outras palavras, utilizando agitagcdo magnética, os compostos fendlicos dos capins-
limdo avaliados foram extraidos em uma cinética de segunda ordem. Os melhores
resultados obtidos foram para o capim liméao C. citratus, quando comparado as demais
espécies, aplicando-se as mesmas condicdes e variaveis de processo. Portanto, o C.
citratus foi o capim-limao com melhor desempenho em extracdo de fendlicos para

DES-[Ch]CI:AA, temperatura étima e método extrativo 6timo.
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5 CONLUSOES

Até onde sabemos, este foi o primeiro estudo que apresentou exo-isocitral,
isoneral, isogeranial e geraniol na composig&o quimica do oleo essencial de Elyonurus
muticus por hidrodestilagdo. Além disso, esta foi a primeira avaliacdo da capacidade
do OE de E. muticus de capturar os radicais livres ABTS e FRAP, de sua atividade
quelante de Fe?* e sua atividade antimicrobiana contra C. perfringes, L.
monocytogenes e Salmonella sp. A planta brasileira Elyonurus muticus exibiu um OE
com trés vezes mais mirceno do que o relatado na literatura, e quantidade de citral
comparavel as espécies cultivadas de capim-limao.

O presente trabalho aprofundou o conhecimento cientifico sobre a planta
Elyonurus muticus e as possiveis aplicagdes de seu OE nas industrias cosmética e
farmacéutica/médica como agentes antioxidantes, quelantes e antimicrobianos, mas
principalmente na industria de alimentos, pelas mesmas propriedades e a sua
performance como revestimento de superficie de morangos, conferindo propriedades
conservantes e antifungicas. Os revestimentos de morango sob concentragao de 750
ML/L de OE de E. muticus ou de C. flexuosus apresentaram os melhores resultados
de conservagao de morangos durante 15 dias de refrigeracéo.

Os dados adicionalmente destacaram a atividade quelante de ions Fe?* do OE
da espécie E. muticus e a similaridade no cluster (HCA) entre os OEs de E. muticus e
C. flexuosus. Assim, o OE de E. muticus possui grande potencial para ser
economicamente viavel e cultivado, enquanto quehoje é um material vegetal
subutilizado. Embora o E. muticus configure-se como uma planta nova ou alternativa
com potenciais usos industriais, nao foi possivel realizar uma analise econdmica, uma
vez que ainda nao foi adequadamente cultivada. Ao invés de queimar esta vegetacao,
os agricultores podem lucrar com o seu cultivo e extragao do seu OE.

Sobre os extratos vegetais, foi observado que os solventes DES obtiveram
excelentes valores para a extracdo de compostos antioxidantes e fendlicos dos
capins, sendo o solvente de cloreto de colina e acido acético o que obteve melhor
desempenho para as trés espécies avaliadas. Asd condigbes 6timas de extracéo
determinadas foram: agitagcdo eletromagnética em célula de vidro encamisada,
temperatura de 60°C e tempo de extracdo de 150 min para o Em e 180 min para Cc

e Cf. Por fim, o modelo matematico que mais se ajustou aos trés processos extrativos
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das trés espécies vegetais afoi o modelo da lei da poténcia de segunda ordem, que

apresentou valores baixos de erro (< 0,27) e valores de R? > 0,93.
5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Maior aplicacdo do OE em aprodutos alimenticios, como por exemplo a
aplicacao em bebidas (chas, sucos, carbonatadas), ja que o citral presente no capim
limao é muito relacionado a bebidas, avaliando a aceitabilidade desse aditivo a partir
de uma analise sensorial com avaliadores nao treinados. Também poderiam passar
por outros processos, sendo encapsulados ou adicionados a biofilmes.

Ja os extratos de capim-limao, poderiam ser purificados ou utilizados em sua
totalidade para uma aplicagao in vivo como inseticida contra parasitas, antimicrobiano
como foi realizado no OE ou mesmo utilizando em formulagdes de alimentos como
um conservante/antioxidante dependendo do solvente empregado para a obtengéo do
DES.

Seria possivel também explorar outros métodos extrativos, como micro-ondas
para a obtencdo de OEs sem a utilizagdo de solventes e CO2 supercritico para
obtencao de 6leos essenciais e extratos a partir das plantas estudadas e dos residuos
gerados apos o uso dos métodos de extragdo convencionais (hidrodestilagdo e/ou

arraste de vapor).
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ANEXO A - Curva padrao: compostos fendlicos totais
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Fig. 1 — Curva padréo do teor de compostos fendlicos totais.



Nome:

ANEXO B - Ficha teste morango

Idade:

Sexo:

data:

73

Vocé esta recebendo amostras de morango. Analise cada amostra da esquerda

para a direita para: Cor/Aparéncia, Odor e Potencial de compra.

Utilizando a escala abaixo responda o quanto vocé gostou ou desgostou de

cada amostra:

1 Excelente
2 Muito bom
3 Bom
4 Gostei
5 Aceitavel
6 Indiferente
7 Desgostei
8 Ruim
9 Desgostei muito
10 Inaceitavel
Amostra Cor/Aparéncia | Odor Potencial
de compra
P1
Cc1
Cc2
Cf1
Cf2
Em1
Em2

Obrigado!



ANEXO C - Ficha teste morango decaimento fungico

Nome: Idade: Sexo:

data:

74

Vocé esta recebendo amostras de morango. Analise cada amostra da esquerda

para a direita para: Caracteristicas fungicas

Utilizando a escala abaixo responda o quanto vocé gostou ou desgostou de

cada amostra:

1 Excelente (sem alteragéo do inicial)
2 Muito bom (alteragdo minima)
3 Bom (alteracao)
4 Gostei (alteragao até 5%)
5 Aceitavel (alteracdo de 6-12%)
6 Indiferente (alteracéo de 13-20%)
7 Desgostei ligeiramente (alteracéo de 21-35%)
8 Desgostei (alteragédo de 36-50%)
9 Desgostei muito (alteracéo de 51-75%)
10 | Desgostei muitissimo (alteragdo de 76-100%)
Amostra Caracteristicas
fungicas
P1
Cc1
Cc2
Cf1
Cf2
Em1
Em2

Obrigado!
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ANEXO D - Cromatogramas das trés espécies vegetais
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Fig. 2 — Cromatogramas dos OE das espécies: (a) C. flexuosus, (b) C. citratus e (c) E.

muticus.



