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RESUMO

O uso de determinados aditivos alimentares, pode provocar alteracdes
negativas nas propriedades do alimento e uma alternativa para isso é o uso de
bioaditivos, que ndo causam impactos diretos ao alimento e seu uso pode sugerir
beneficios a saude. Um exemplo de bioaditivos sdo os 6leos essenciais, cujas
propriedades antifungicas e antibacterianas sdo muito conhecidas. Os extratos de
plantas também se destacam como alternativa para o uso de determinados aditivos.
O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) € conhecido por suas atividades antifingica
e antibacteriana. Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a atividade
biolégica do O6leo essencial e extratos de cravo-da-india, obtidos por diferentes
métodos de extracdo. Um unico lote de botbes secos de cravo-da-india foi utilizado.
A andlise de perfil quimico dos extratos de cravo-da-india demonstrou a presenca de
classes de compostos de acido galico, flavonas e seus isémeros. Acido gélico,
teobromina e miricetina foram quantificados com valores entre 413,53 e 798,58 pug/mL,
0,003 e 0,005 pg/mL e 0,031 e 0,040 pg/mL, respectivamente. O 6leo essencial de
cravo-da-india foi obtido por método de hidrodestilacéo e os extratos foram obtidos
por maceragao, extracdo assistida por ultrassom a 25 °C e extragcdo assistida por
ultrassom a 40 °C. Para a determinacao da atividade bioldgica, foram utilizadas cepas
de E. coli, L. monocytogenes, S. enteritidis e S. aureus. A atividade antimicrobiana foi
verificada pela formacao ou ndo de halos (mm) de inibicdo ao redor dos orificios feitos
em placas de Petri contendo TSA. A analise de perfil quimico foi conduzida em
cromatoégrafo de fase liquida acoplado a um detector por arranjo de diodos UFLC. A
atividade antioxidante foi mensurada pelo método DPPH, conforme descrito por
Mensor e colaboradores (2001). O rendimento do processo de extracdo do Oleo
essencial foi de 1,05%. Os extratos obtidos com uso de ultrassom e por maceracao
tiveram rendimentos entre 1,45 e 7,74%. Para a concentragdo de 100 pL/mL, as
amostras de 0leo, U5 °cyso, Ues °cysor, Uo °cy1s' € Uwo ocy3or apresentaram os maiores
halos de inibicdo para S. enteritidis, entre 2,40 e 2,92 mm. Para S. aureus, as amostras
Us ecysor, Uuoocy1s' € Uw@o °c)3o apresentaram os maiores valores, entre 2,05 e 2,55 mm.
As amostras Uwo °c)15 € Uuo °c)sor apresentaram os maiores halos de inibicdo para
E. coli, entre 2,60 e 2,68 mm. Para L. monocytogenes, as amostras Uuo °c)15 €

Uw@occ)so apresentaram os maiores valores, entre 1,88 e 2,15 mm. Para a concentragao



de 50 uL/mL a amostra com maior atividade antimicrobiana foi o 6leo essencial. O
conteudo de fendlicos totais encontrado ficou entre 0,101 e 0,290 mg GEA/Qext, cOm
0s maiores valores verificados nos extratos obtidos por extracdo assistida por
ultrassom. Os resultados dos percentuais das atividades antioxidantes DPPH (% AA)
variaram entre 8,15 e 65,24%. Os maiores valores observados foram das amostras
de oleo essencial e de extratos obtidos por extracdo assistida por ultrassom. A
realizacao deste trabalho demonstrou que o 0leo essencial e os extratos de cravo-da-
india, obtidos por diferentes métodos de extracdo, possuem atividade biol6gica, que

pode despertar interesse nas industrias de alimentos e farmacéutica.

Palavras-chave: Oleo essencial; Bioaditivo; Atividade antioxidante; Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

The use of certain food additives might cause negative changes in the properties of
food and an alternative for this is the use of bioadditives, which do not cause direct
impacts to the food and their use may suggest health benefits. An example of
bioadditives are essential oils, whose antifungal and antibacterial properties are well
known. Plant extracts also stand out as an alternative to the use of certain additives.
Clove (Syzygium aromaticum) is known for its antifungal and antibacterial activities.
The main objective of this work was to evaluate the biological activity of clove essential
oil and extracts, obtained by different extraction methods. A single batch of dried clove
buds was used. The clove essential oil was obtained by hydrodistillation and the
extracts were obtained by maceration, ultrasound-assisted extraction at 25 °C and
ultrasound-assisted extraction at 40 °C. The chemical profile analysis of clove extracts
demonstrated the presence of classes of compounds of gallic acid, flavones and their
isomers. Gallic acid, theobromine and myricetin were quantified with values between
413,53 and 798,58 pg/mL, 0,0030 and 0,005 pg/mL and 0,031 and 0,040 pg/mL,
respectively. In order to determine the biological activity, strains of E. coli, L.
monocytogenes, S. enteritidis and S. aureus were used. The antimicrobial activity was
verified by the formation or absence of inhibition halos (mm) around the holes made in
Petri dishes containing TSA. The chemical profile analysis was conducted in a liquid
phase chromatograph coupled to a UFLC diode array detector. The antioxidant activity
was measured by the DPPH method, as described by Mensor et al. (2001). The yield
of the essential oil extraction process was 1,05%. The extracts obtained using
ultrasound and by maceration process yielded between 1,45 e 7,74%. For the
concentration of 100 uL/mL, the oil samples, Us oc)3o,, U@s oc)3or, U@o ocyis and Uo oc)zor
presented the largest halos of inhibition for S. enteritidis, between 2,40 and 2,92 mm.
For S. aureus, the samples Us °cjso;, Uwo °cy15 and Uwo °cyso presented the highest
values, between 2,05 and 2,55 mm. The samples Uao °c)15 and U4o °cyso0 showed the
largest inhibition halos for E. coli, between 2,60 and 2,67 mm. For L. monocytogenes,
the samples Uwuo °cy15 and Uwo ocysor presented the highest values, between 1,88 and
2,15 mm. For the concentration of 50 uL/mL, the sample with the highest antimicrobial
activity was the essential oil. The total phenolic content found was between 0,101 and
0,290 mg GEA/gex;, with the highest values observed in extracts obtained by



ultrasound-assisted extraction. The results of the antioxidant activities DPPH (% AA)
ranged between 8,15 and 65,24%. The highest values observed were from essential
oil samples and extracts obtained by ultrasound-assisted extraction. This work
demonstrated that clove essential oil and extracts, obtained by different extraction
methods, have biological activity, which may arouse interest in the food and

pharmaceutical industries.

Keywords: Essential oil; Bioadditive; Antioxidant activity; Antimicrobian activity.
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1 INTRODUCAO

O estilo de vida e de consumo da populacdo demanda cada vez mais por
aumento do tempo util dos alimentos com garantia do padrédo de qualidade e
caracteristicas nutricionais. O uso de aditivos alimentares, muito comum e
amplamente difundido na industria de alimentos, se op0e a esse crescente interesse
por alimentos nutricionalmente saudaveis, pois a utilizacdo de determinados aditivos
pode provocar alteracGes negativas nas propriedades do alimento (FELIPE; BICAS,
2016).

A utilizacdo dos aditivos nos alimentos tem por finalidade conferir
caracteristicas especificas ao produto e/ou prevenir alteracdes indesejaveis, ou seja,
deve-se por razbes tecnoldgicas, sensoriais ou nutricionais, porém, a legislacéo
estabelece quantidade méxima permitida de aditivos nos alimentos, de forma a
diminuir ou evitar complicacdes a saude humana, em razdo dos possiveis efeitos
reversos dos aditivos, uma vez que o uso dessas substancias vem demonstrando
controvérsias em relacdo as vantagens de seu consumo, como manifestacoes
clinicas, complicacdes metabdlicas e efeitos carcinogénicos (SOUZA et al., 2019).

Uma alternativa para a utilizacdo de aditivos € o desenvolvimento de novos e
melhores sistemas de conservacdo de alimentos, sendo comum a utilizacdo de
tecnologias como uso de processos térmicos, uso de embalagens ativas e/ou
bioaditivos, entre outros (FELIPE; BICAS, 2016).

A utilizacdo de compostos bioativos apresenta grandes vantagens em relacao
aos aditivos (produtos sintéticos), j& que possuem processo de facil decomposicéo,
nao séo poluentes e, por isso, ndo representam risco para o meio ambiente, além de
nao apresentarem propriedades fitotoxicas ou residuais (PIMENTA NETO et al.,
2020).

Os bioaditivos sé&o substancias que ndo causam impactos diretos ao alimento,
ou ao meio ambiente, e por isso se destacam como opgdes para a substituicdo dos
aditivos convencionais. Além disso, seu uso pode sugerir beneficios a saude, pela
agregacao de suas propriedades ao alimento, desde que sejam respeitados os limites
de ingestéo diaria aceitavel (PEREIRA-REIRE et al., 2020). Segundo Pimenta Neto e
colaboradores (2020) os compostos bioativos encontrados em 0Oleos essenciais e

extratos podem agir de forma concomitante com outras moléculas que j4 possuem
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efeito positivo sobre patdgenos, o que endossa seu potencial de uso para a industria,
pois permite a reducéo da concentracdo de aditivos utilizados convencionalmente.

Os 6leos essenciais sao produtos naturais utilizados na producao de alimentos,
gue ndo impactam diretamente a caracteristica do produto, e se destacam como
matéria-prima para sintese de compostos de alto valor comercial e nutricional para as
industrias de alimentos e farmacéutica (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). Esses sao
compostos aromaticos, oriundos de metabolismo secundario das plantas, que podem
ser extraidos por diferentes métodos, sendo os mais comuns a hidrodestilacdo e a
destilacao por arraste a vapor. Em sua composi¢céo sdo encontrados monoterpenos,
sesquiterpenos, e outras substancias de baixo peso molecular. Suas propriedades
antifingicas e antibacterianas ha muito sdo conhecidas, mas sua utilizacédo se tornou
mais popular, em funcdo das mudancas nos habitos de consumo da populacéo
(CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; PANDEY et al., 2017).

Os extratos, assim como os 6leos essenciais, sdo obtidos por esgotamento da
planta, com solventes permitidos, e também sdo muito utilizados como alternativa para
0 uso de aditivos, sendo compostos por constituintes volateis e ndo-volateis. Esses se
destacam como alternativa para o uso de determinados aditivos por oferecerem
diversas vantagens, tais como sua baixa toxicidade e amplo modo de ag&o. Estudos
evidenciam que extratos vegetais podem apresentar potencial herbicida e inseticida,
com grande eficiéncia (KOBAYASHI; AMARAL, 2018). Da mesma forma que os 0leos
essenciais, tém eficacia no controle do crescimento de fungos filamentosos,
leveduras, bactérias e outros microrganismos (CUTRIM et al., 2019). A principal
vantagem, em relacao ao 6leo essencial, € o menor custo de producéo.

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum), especiaria comumente utilizada na
culindria por sua funcgéo flavorizante, é conhecido por suas atividades antifungicas e
antibacterianas. Os principais componentes presentes no cravo-da-india, no que se
refere a sua propriedade antisséptica, sdo o eugenol e o 3-cariofileno (BARROS
GOMES et al., 2020). Além destas, o 6leo essencial de cravo-da-india tem atividades
biolégicas (contra uma ampla gama de microrganismos patogénicos) antioxidante,
analgésica e anti-inflamatoéria (SCUDELER, 2019).

Diante do contexto exposto, este trabalho teve como objetivo principal avaliar a
atividade biolégica e determinar o perfil quimico do 6leo essencial e de extratos de

cravo-da-india, obtidos por diferentes métodos de extracéo.
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1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do trabalho foi avaliar o perfil quimico e os potenciais antimicrobiano
e antioxidante de Oleo essencial e extratos de cravo-da-india, obtidos por diferentes

métodos de extracao.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter 6leo essencial de cravo-da-india por método de hidrodestilacéo;

« Obter extrato de cravo-da-india por método de maceracgao;

o Obter extrato de cravo-da-india por método de extracdo assistida por
ultrassom, a 25 °C e a 40°C;

« Avaliar atividades antimicrobiana e antioxidante do 0leo essencial e dos
extratos;

« Auvaliar perfis quimicos do 6leo essencial e dos extratos por cromatografia;

e Comparar perfis quimicos e atividade biolégica do 6leo essencial e dos

extratos, para avaliacdo de eficacia dos métodos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CRAVO-DA-INDIA

Especiarias como cravo-da-india, canela, horteld, entre outros, sé&o
amplamente utilizados na industria como flavorizantes e também como agentes
conservantes. Suas propriedades medicinais também s&o reconhecidas devido a
capacidade antimicrobiana, antioxidante e anticarcinogénico. O cravo-da-india se
destaca das demais devido ao seu potencial antioxidante, antimicrobiano, antiséptico
e anestésico (BHAVANIRAMYA et al., 2019; TUNC; KOCA, 2019).

O cravo-da-india pertence a familia das mirtaceas (Myrtaceae) e é conhecido
cientificamente pelo nome de Syzygium aromaticum. O craveiro-da-india (Figura 1) é
uma arvore de ciclo perene, de grande porte e possui copa alongada, com altura entre
10 e 12 metros, as folhas sdo ovais e lisas, e as flores hermafroditas, réseas ou

avermelhadas, pequenas, aroméaticas e dispostas em corimbos terminais.

Figura 1 — Arvore de cravo-da-india

Fonte: Adaptado de Affonso et al. (2012)
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Seu cultivo é realizado comumente em areas costeiras, com altitudes maximas
de 200 m acima do nivel do mar (CORTES-ROJAS; DE SOUZA; OLIVEIRA, 2014).
Os maiores produtores desta especiaria sdo a Indonésia, india, Malasia, Siri
Lanka, Madagascar e Tanzéania. No Brasil, a regido de maior producao é o Nordeste,
no estado da Bahia. O cultivo é feito por pequenos produtos, com uso de mudas ou
sementes, entre 0os meses de setembro e fevereiro.

Segundo o Departamento de Inspecédo de Produtos de Origem Vegetal (DIPOV)
(2019), o cravo-da-india é um botao floral, de sabor picante e aroma intenso, colhido
antes de desabrochar quando da passagem da coloracdo verde/amarela clara para
réseo/vermelha e que quando desidratado, face a seu preparo, mediante secagem
natural e/ou artificial, apresenta a coloracédo da haste pardo-escura, liso, e as pétalas
nédo desabrochadas de tonalidade mais clara e brilhante.

Os frutos (Figura 2) sdo drupas secas, que ficam na periferia da copa da arvore
e tem formato alongado, ovoide, sdo coroados pelas divisdes do calice e possuem
aroma marcante. O ovario e o célice das flores compdem o cravo-da-india (CORTES-
ROJAS; DE SOUZA,; OLIVEIRA, 2014; GOMES et al., 2018).

Figura 2 — Frutos da arvore de cravo-da-india

Fonte: Ministério da Educacéo (2021)

O cravo-da-india € colhido na forma de botdo floral maduro e comercializado
na forma de botéo floral seco. Os botdes florais podem ter entre 1,5 e 2 cm de

comprimento e séo colhidos com pedicelos (estrutura responsavel pela sustentacdo e
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conducdo de seiva para as flores), que sdo eliminados durante o processo de
destalamento (processo de retirada do talo do fruto) (GOMES et al., 2018).

A colheita pode ser manual ou mecanica e ocorre entre o fim do verdo e o
inverno. O processo de secagem pode durar até dois dias em estufa ou ao sol. Ao
botdo seco da-se a denominacédo de cravo-da-india (Figura 3).

Esta especiaria, que foi uma das primeiras a ser comercializada no mundo,
possui caracteristicas sensoriais acentuadas devido a presenca do eugenol, composto
fendlico volatii majoritariamente presente em sua composicdo. Segundo
(YOSTAWONKUL et al., 2019) o 6leo extraido das folhas de cravo-da-india pode
conter até 95% desse componente.

O dleo extraido dos botbes de cravo-da-india tem coloracdo levemente
amarelada ou incolor e pode apresentar baixa estabilidade na presenca de luz, calor,
ar e umidade. Assim como o 6leo das folhas, também tem como principal componente
0 eugenol, e sua composicao varia entre 15 e 20% de 6leo essencial por massa
(TUNGC; KOCA, 2019).

Figura 3 — BotBes secos ou cravo-da-india

Fonte: Ministério da Educacéo (2021)

Os principais produtos de cravo-da-india disponiveis no mercado nacional sdo
o botéo floral seco, 6leo essencial puro e seus derivados. Para a industria, o0 maior

interesse esta nos derivados do cravo-da-india, cujas aplica¢cdes séo variadas. O uso
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como bioaditivo se destaca nas industrias de alimentos e farmacéutica (AFFONSO et
al., 2012).

2.2 OLEOS ESSENCIAIS E EXTRATOS DE PLANTAS

As plantas produzem metabdlitos secundarios que possuem atividade
biolégica, sédo de grande importancia econémica, farmacologica e tecnoldgica, e sao
amplamente utilizados nas industrias de alimentos e farmacéutica, na tentativa de
obter efeito mais eficaz e com menor impacto nas caracteristicas do produto, uma vez
gue 0s compostos naturais apresentam efeitos mais leves, porém mais duradouros
(CORTES-ROJAS et al., 2013).

Muitas plantas apresentam atividade antioxidante que, quando aplicada na
fabricacéo de alimentos, previne ou retarda a sua deterioragéo oxidativa, aumentando
seu tempo util (CUTRIM et al., 2019). Dentre os produtos que podem ser obtidos a
partir do processamento de plantas, estdo os extratos e 6leos essenciais.

Os Oleos essenciais sao misturas complexas de substancias volateis,
geralmente lipofilicas, extraidas de plantas por método de destilacdo por arraste a
vapor, nas quais um composto farmacologicamente ativo € majoritario. Esses
compostos sao biossintetizados como metabdlitos secundarios em diferentes partes
das plantas aromaticas. Flores, folhas, cascas dos caules, madeira, raizes, frutos ou
sementes, entre outras partes das plantas podem conter 6leo essencial. Sendo assim,
a composicdo quimica do 6leo essencial podera variar de acordo com as partes
selecionadas para o processo de extracdo (ANASS; AMRANI; EDDINE, 2015;
PANDEY et al., 2013).

Segundo a ANVISA (2007), os Oleos essenciais sado produtos volateis de
origem vegetal obtidos por processo fisico (destilacao por arraste com vapor de agua,
destilacdo a pressdo reduzida ou outro método adequado). Os Oleos essenciais
podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados (produtos que
tenham sido submetidos a um processo de destilacdo fracionada para concentrar
determinados componentes), desterpenados (aqueles dos quais tenha sido retirada a
guase totalidade dos terpenos) ou concentrados (0s que tenham sido parcialmente

desterpenados).
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Esses podem ser constituidos por até 60 compostos diferentes, em sua maioria
terpenos, sesquiterpenos e compostos fendlicos (DRAWANZ et al., 2020). Entre os
compostos de interesse, podem ser listados os fendis, ésteres, hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, acidos organicos, entre outros (SIMOES; SPITZER, 1999).
Em raz&@o da presenca ou auséncia desses compostos, o aroma do Oleo essencial
pode variar de forma qualitativa ou quantitativa.

O uso de 6leos essenciais pelas industrias alimenticia e farmacéutica é
crescente devido a auséncia de contaminacao microbioldgica e a uniformidade de
suas caracteristicas sensoriais (aroma e sabor). Suas aplicacdes sdo diversas,
podendo ser citado o uso em atividades agricolas para combate de pragas e
microrganismos patogénicos, na industria farmacéutica para fabricacdo de
medicamentos, na industria de alimentos como substituto para aditivos alimentares
(BHAVANIRAMYA et al.,, 2019; NOBREGA et al., 1997). Os principais Oleos

essenciais utilizados no mercado mundial séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Os principais 0leos essenciais do mercado mundial

Oleo essencial Espécie
Canfora Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.
Cedro (China) Chamaecyparis funebris (Endl.) Franco
Cedro (EUA) Juniperus virginiana L. e J. ashei Buchholz
Citronela Cymbopogon winterianus Jowitt e C. nardus (L.) Rendle
Coentro Coriandrum sativum L.
Cravo-da-india Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L. M. Perry

. ' _ Eucalyptus globulus Labill., E. polybractea R.T. Baker e
Eucalipto (tipo cineol)

Eucalyptus spp.
Eucalipto (tipo citronela) Eucalyptus citriodora Hook.
Grapefruit Citrus paradisi Macfady
Hortela-pimenta Mentha piperita L.
Laranja (Brasil) Citrus sinensis (L.) Osbeck
Lavanda Lavandula intermedia Emeric ex Loisel

Lima destilada (Brasil) Citrus aurantifolia (Christm. & Panz.) Swingle
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Tabela 1 — Os principais 6leos essenciais do mercado mundial (continuacao)

Oleo essencial Espécie
Limao Citrus limon (L.) N.L. Burm
Menta japonesa (india) Mentha arvensis L. f. piperascens Malinv. ex Holmes
Patchouli Pogostemon cablin (Blanco) Benth.
Sassafras (China) Cinnamomum micranthum (Hayata) Hayata
Spearmint (nativa) Mentha spicata L.

Fonte: Adaptado de Bizzo, Hovell e Rezende (2009)

As frutas citricas e as especiarias se destacam como matérias-primas para a
obtencéo de Oleos essenciais e extratos (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Os o6leos essenciais de especiarias, em geral, sdo imisciveis em agua, porém
misciveis em solventes organicos, incolores ou de tonalidade amarelada, e possuem
diferentes compostos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, sendo 0s
fendlicos os que se destacam por estas caracteristicas. Estes compostos sé&o
hidrofobicos e atuam diretamente na membrana celular microbiana, desarranjando
sua estrutura e impedindo a realizacdo de sua funcdo. Também atuam na célula
bacteriana, causando atividade inibitéria no citoplasma celular, promovendo lise e
liberacéo de ATP intracelular (SCUDELER, 2019).

A aplicagdo de Oleos essenciais como agentes antimicrobianos, prevenindo a
acao de microrganismos deteriorantes de alimentos, e como agente antioxidante,
preservando caracteristicas sensoriais, 0s classifica como agentes de preservacao do
alimento. Este tipo de uso ganhou relevancia para a industria de alimentos, em razéo
da alta demanda do publico consumidor por alimentos naturalmente preservados
(CUTRIM et al., 2019).

Entre os 6leos essenciais, o de cravo-da-india se destaca por sua forte
atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de microrganismos patogénicos, o
gue aumenta seu valor comercial e justifica seu alto consumo em todo o mundo. Além
disso, o0 preco e o alto teor de eugenol tornam esse 6leo uma opgédo econdémica de
matéria-prima para produtos com maior valor agregado (AGUILAR-GONZALEZ;
PALOU; LOPEZ-MALO, 2015; CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; GHOSH; MUKHERJEE;
CHANDRASEKARAN, 2012).
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Os extratos de plantas também sdo muito utilizados como alternativa para o
uso de determinados aditivos na producao de alimentos. Quando comparados aos
compostos sintéticos, oferecem diversas vantagens, tais como sua baixa toxicidade,
nao representam risco para o ambiente, apresentam amplo modo de acdo e sao
derivados de recursos renovaveis. Estudos evidenciam que extratos vegetais podem
apresentar potencial herbicida, fungicida e inseticida, com grande eficiéncia
(KOBAYASHI; AMARAL, 2018).

O potencial no controle de fitopatégenos dos extratos vegetais também tem
sido evidenciado, em raz&o tanto da acgédo fungicida direta, quanto da inibicdo de
micélio e da germinacdo dos esporos, devido a presenca de seus compostos
secundarios (OLIVEIRA et al., 2009).

Segundo a ANVISA (2007), extratos séo produtos obtidos por esgotamento, a
frio ou a quente, a partir de produtos de origem animal, vegetal ou microbiana com
solventes permitidos. Devem conter os principios sapidos aromaticos volateis e fixos
correspondentes ao respectivo produto natural. Podem apresentar-se como:

a. Extratos liquidos: obtidos sem a eliminagéo do solvente ou eliminando-o de

forma parcial; e

b. Extratos secos: obtidos com a eliminagéo do solvente.

Os extratos vegetais mais comuns no mercado brasileiro sdo os da soja e do
coco, entretanto, muitos outros tipos de matérias-primas podem ser utilizadas, como
améndoas, castanhas, aveia, semente da abdbora e cravo-da-india (RIBEIRO; LIMA;

OLIVEIRA, 2020).

2.3 METODOS DE EXTRACAO

Os processos de separacdo para recuperacao e purificacdo de produtos sao
denominados como opera¢des unitarias. Entre 0s processos mais comuns estdo a
destilacado, absorcao, filtracao, centrifugacéo e extracdo (DORAN, 1995).

Os métodos para a obtencdo dos 6leos essenciais e extratos sao diversos, e
abrangem desde operacgdes unitarias mais simples, como o processo de enfloracéo

(o mais antigo para obtencdo do Oleo essencial), até os mais complexos como a
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extracdo por dioxido de carbono supercritico, amplamente utilizada nas industrias
farmacéutica e de alimentos (FREIRE et al., 2011).

As propriedades fisico-quimicas e a composicdo dos Oleos essenciais sdo
diretamente influenciadas pelo método de extracdo escolhido. Desta forma, a escolha
do método adequado é necessaria para que se produza 6leos vegetais com alto valor
nutricional, sem impactar negativamente seu rendimento e, consequentemente, seu
valor comercial (SHUAI et al., 2021). Devido a sua volatilidade, os 6leos essenciais
podem ser obtidos, além dos métodos citados anteriormente, também por
hidrodestilacao, destilagao por arraste a vapor, prensagem a frio e outros.

A prensagem € um método comum para extracdo de Oleo. Suas principais
vantagens sao a simplicidade do processo e o baixo custo. Além disso, os 6leos
obtidos possuem cor brilhante e sabor puro (CICERO et al., 2018; SYMONIUK;
RATUSZ; KRYGIER, 2017). Nesse método, dois tipos de prensa podem ser utilizados,
a prensa hidraulica ou prensa de rosca (mecanica). A eficiéncia das prensas pode ser
influenciada por fatores como pressao, temperatura de prensagem e teor de umidade
da matéria-prima (MENDONCA et al., 2019). O processo gera dois tipos de produto,
0 Oleo bruto, que passa pelo processo de filtracdo para retirada de impurezas, e a
torta, que geralmente retorna para a prensagem pois ainda € composta por 6leo.

Devido ao alto rendimento e a volatilidade dos 6leos, a extracdo por solvente é
largamente utilizada na producdo de O6leo industrial e na extracdo de Oleo em
laboratério (SHUAI et al., 2021). Esse método consiste na utilizacdo de um solvente
organico em contato direto com a matriz vegetal. Apés o tempo de transferéncia dos
constituintes sollveis presentes na planta, a separacao das fases solida e liquida é
realizada. Apds a evaporacéao do solvente presente na fase liquida, obtém-se o dleo.
Essa metodologia é indicada para O6leos mais instaveis, que ndo suportam
temperaturas elevadas. Os solventes organicos mais utilizados sdo o hexano,
benzeno, metanol, etanol, propanol, acetona, pentano e solventes clorados, o que
permite a extracdo ndo somente do 6leo essencial, mas de todos os compostos
lipofilicos, como ceras e pigmentos. O solvente pode ser recuperado, por meio de
evaporacdo ou destilacdo, e reutilizado (DE PINHO; SOUZA, 2018). A maior
desvantagem desse processo esta relacionada a remocgdo do solvente, pois
substancias de interesse podem ser eliminadas junto ao solvente, ou pode haver

contaminacdao por residuos desse.
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Dentre as alternativas mais promissoras para a industria, pode-se citar a
extragdo supercritica, devido a auséncia de residuos de solvente no produto,
atoxicidade, reducdo do consumo de energia e possibilidade do uso de solventes
alternativos. Esse método permite a extracado livre de tragos de solvente ao final do
processo e alto padréo de qualidade do produto obtido (CIVAN; KUMCUOGLU, 2019;
LAURENT et al., 1999). Quando as condicbes de pressdo e temperatura Sao
superiores a maior pressdo e temperatura em que existe equilibrio liquido-vapor
(ponto critico), ou seja, a maior pressao na qual um liquido pode ser transformado em
vapor caso haja aumento de temperatura, e a maior temperatura na qual um vapor
pode ser transformado em liquido caso haja aumento de presséo, diz-se que a
substancia esta em estado supercritico. Compostos nessas condicdes apresentam
propriedades de interesse para o processo de extracdo. A densidade se assemelha a
dos liquidos, com alto poder de solvatacdo, e a difusividade se assemelha a dos
gases, facilitando a transferéncia de massa (CABEZA et al., 2016).

Comumente se utiliza como solvente o diéxido de carbono (CO2), por ser de
facil obtencao, inerte, ndo explosivo, atoxico, e ter baixa temperatura critica. As
principais desvantagens desse método sdo o alto custo para 0s equipamentos
industriais, 0 que inviabiliza o investimento dependendo do produto desejado, e a
incapacidade de extracdo de algumas substancias polares, o que exige 0 uso de outro
tipo de solvente e, consequentemente, a pressao e a temperatura de operacao sofrem
alteracoes.

Em escala laboratorial, o 6leo essencial de cravo-da-india € comumente
extraido por destilacdo simples em rotaevaporador. Porém, em escala industrial, a
opcao mais utilizada é a de destilacdo por arraste a vapor, ainda que existam outras
alternativas, como a extracao a frio (CAPAR et al., 2021).

A destilacdo por arraste a vapor € um processo tradicional na obtencdo dos
Oleos essenciais, que se baseia na diferenca da volatilidade dos componentes da
planta no vapor d’agua. Esse processo é muito usado pela industria por ter menor
custo se comparado com métodos tecnoldgicos mais complexos, como, por exemplo,
a extracdo com fluido supercritico. Em escala industrial, esse método € o mais
utilizado para extracdo de 6leos essenciais de folhas e ervas, no entanto, para a
extracdo de Oleo essencial de sementes, raizes, madeiras e algumas flores, ndo é
indicado (CARVALHO et al., 2020).
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Entre as vantagens desse método, pode-se destacar a capacidade de extracao
de matérias-primas em temperatura menor que a de fervura, o que diminui possiveis
alteracOes indesejadas no produto, e a possibilidade de processamento de grandes
volumes de matéria-prima. Na destilagdo por arraste a vapor, utiliza-se extrator
especifico, no qual se dispde a matéria-prima de forma a favorecer o contato
superficial com o vapor, sem que haja contato direto com a agua. O vapor atravessa
os tecidos da planta, volatilizando os 6leos essenciais. Nesta fase, os vapores de agua
e o0s volateis do produto sao conduzidos ao condensador, onde ocorre troca de calor
e condensacdo dos vapores. Apés, pode-se observar as formas liquidas do 6leo e da
agua no separador do extrator. O ciclo é repetido continuamente até que o tempo
determinado seja atingido (ROSTAGNO; PRADO, 2015).

Em escala laboratorial, a hidrodestilacdo € o método mais utilizado, muito
similar a extracdo de arraste a vapor, no entanto, nesse processo a matéria-prima
vegetal entra em contato direto com a agua durante o processo de extracdo, e ndo
somente com o vapor. O processo pode ser realizado em equipamento Clevenger
(Figura 4), o qual é acoplado a um baldo volumétrico que contém uma mistura da
matriz vegetal e agua (ARAMRUEANG; ASAVASANTI; KHANUNTHONG, 2019).

Figura 4 — Equipamento Clevenger
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Fonte: Adaptado de Virot et al. (2008)
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A mistura é aquecida até o ponto de fervura para gue os componentes volateis,
como os 6leos essenciais, sejam separados e conduzidos ao condensador, antes de
serem destinados ao vaso separador, para que sejam coletados (ARAMRUEANG,;
ASAVASANTI; KHANUNTHONG, 2019).

A maceragdo é um processo muito utilizado para a preparagdo de chas e
plantas medicinais, ou seja, plantas cujo principio ativo se degrada facilmente em altas
temperaturas. O método, que pode ser estatico ou dinamico, implica a mistura da
matéria-prima vegetal e um liquido extrator, em recipiente fechado, durante um longo
periodo de tempo (podendo levar dias). A escolha do liquido extrator deve ser feita
com base no principio ativo da planta, sendo comum o uso de agua, alcool, 6leo, entre
outros. A extracdo por maceracao pode exigir etapas de remaceracdo, ou seja, de
renovacdo do liquido extrator (SILVA et al., 2017). As principais vantagens sao a
simplicidade do método, baixo custo de execucao, preservacdo da matriz vegetal, uma
vez que nao ha degradacédo de compostos por uso de altas temperaturas. A principal
desvantagem é o longo tempo de extracao.

Entre os métodos de extracdo que geram menor quantidade de residuos de
solventes organicos e permitem maior eficiéncia na recuperacdo de compostos
bioativos de plantas, destaca-se a extracao indireta assistida por ultrassom (Figura

5), na qual a amostra € submetida a um banho de ultrassom (SILVA et al., 2021).

Figura 5 — Equipamento Ultrassom
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Esse método se baseia na propagacdo das ondas ultrassénicas e das forgas
de cavitacdo resultantes, nas quais as bolhas geradas colapsam intensamente
promovendo o rompimento de células do tecido, devido a tensbes locais de
cisalhamento e formacgao de zonas de alta presséo e temperatura (KLUCZKOVSKI et
al., 2021). Dessa forma, a liberacdo de substancias intracelulares das plantas no
solvente é favorecida.

Fatores como tempo e temperatura de extragao, concentracdo da amostra
e propor¢ao de solvente podem influenciar a extracdo de metabdlitos secundarios
através desse método (SILVA et al., 2021).

As principais vantagens da extracdo assistida por ultrassom séo a simplicidade
do método utilizado, o baixo custo, a quantidade reduzida de reagentes utilizados, a
possibilidade de uso de diferentes solventes e um menor tempo necesséario para
realizagcdo do processo, se comparado a outros meétodos.

2.4 PERFIL QUIMICO DE EXTRATOS DE CRAVO-DA-INDIA

A natureza dos 6leos essenciais e extratos vegetais é muito complexa, pois
mais de 300 componentes, em concentrac¢des distintas, formam sua composi¢ao. Os
principais compostos estdo presentes em concentragdes que variam entre 20 e 70%,
valores muito superiores se comparados aos demais compostos, que estao presentes
em pequenas quantidades. Esses componentes principais sao responsaveis pelas
véarias atividades biologicas dos 6leos essenciais e extratos, e frequentemente séo
classificados como dois grupos de origens biossintéticas distintas, sendo terpenos
(terpendides) e componentes aromaticos (alifaticos). Os compostos de baixo peso
molecular, como terpenos, estdo presentes na maioria dos 6leos essenciais e sao
responsdaveis por, entre outras funcdes, a preservacdo de alimentos. Em temperatura
ambiente, os 6leos essenciais sdo encontrados, majoritariamente, em estado de vapor
parcial. Seus compostos volateis podem ser categorizados em varias classes
guimicas, como aldeidos, cetonas, alcoois, fendis, entre outros (BHAVANIRAMYA et
al., 2019).

Os terpenos representam a maior diversidade de compostos naturais

encontrados nas plantas e sdo estrutural e funcionalmente diferentes, sendo alguns
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precursores de vitaminas. Suas estruturas basicas sédo unidades de cinco carbonos,
conhecidas como isoprenos, ou unidades isopénicas. Essas sao classificadas de
acordo com o numero presente na estrutura. Assim, as estruturas quimicas formadas
através dessa juncéo de duas, trés, quatro, cinco unidades isoprénicas sdo chamadas
de monoterpenos (Cio) (Figura 6), sendo os principais, junto aos sesquiterpenos (Cis).
Além desses, outros tipos podem ser citados, como os hemiterpenos (Cs), diterpenos
(C20), triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cao) terpendide, que contém oxigénio
(FEHLBERG, 2011).

Figura 6 — Exemplos de monoterpenos
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Fonte: Junior (2003)
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Os monoterpenos e 0s sesquiterpernos sdo mais comumente encontrados nos
Oleos, e podem apresentar estruturas ciclicas e alifaticas, sendo os segundos
compostos importantes caracteristicos de aroma. Os diterpenos sao apresentados em
minoria (BHAVANIRAMYA et al., 2019; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os terpenos como o B-caroteno, o a-caroteno e a B-criptoxantina (Figura 7)
podem apresentar propriedades funcionais fisiolégicas no organismo, uma vez que
sao pro-vitaminas A (PAZZOTI, 2019).

Também podem apresentar acdo redutora, reagindo com radicais livres e
substancias genotdxicas e/ou carcinogénicas, o que indica potencial para reducéo do
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares e degeneracdo macular
(PAZZOTI, 2019).
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Figura 7 — Estruturas moleculares de (3-caroteno, o a-caroteno e a B-criptoxantina
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Fonte: Adaptado de Nascimento et al. (2021)

Segundo Oliveira e colaboradores (2009), a composicdo do Oleo essencial e
dos extratos pode sofrer alteracdes dependendo do vegetal utilizado, assim como a
parte da planta utilizada, da regido onde foi cultivado, tipo de solo, método de extragao,
solventes utilizados, entre outros fatores.

Oliveira e colaboradores (2009) identificaram e quantificaram a composicao
guimica do 6leo essencial de cravo-da-india extraido dos botdes florais, talos e folhas.

A porcao de cada componente esta descrita ha Tabela 2.

Tabela 2 — Porcentagem dos componentes do 6leo essencial de cravo-da-india

%

Componentes

FF* FSS* FSE* Pen* BFS*
Eugenol 82,47 87,07 82,64 90,41 88,38
B-Cariofileno 10,78 8,29 10,45 3,61 0,64

a-Humuleno 1,44 1,08 1,63 0,60 -
Acetato de eugenila 1,89 - - 3,76 10,98

Oxido de cariofileno 0,47 - 0,51 - -
Fenilpropandides 84,36 87,07 82,64 94,17 99,36

Sesquiterpenos nao

12,22 9,37 12,08 4,21 0,64

oxigenados

Sesquiterpenos 0,47 - 0,51 - -
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Tabela 2 — Porcentagem dos componentes do Oleo essencial de cravo-da-india
(continuacao)

%

Componentes
FF* FSS* FSE* Pen* BFS*

Total identificado
(%)

*FF: Folhas frescas; FSS: Folhas secas ao sol; FSE: Folhas secas em estufa; Pen: Pedulnculos; e BFS:

97,-5 96,44 95,23 98,38 100,00

Botdes florais secos de S. aromaticum.
Fonte: Oliveira et al. (2009)

A composicao dos 6leos essenciais extraidos das folhas e dos botbes de cravo-
da-india sdo similares, em relacdo aos principais compostos, o que destaca o
potencial das folhas como matéria-prima para a extragdo, no entanto, h4 dificuldade
na obtencdo desse insumo em grandes volumes, 0 que representa um grande
obstaculo para a producdo em escala industrial. Dessa forma, se torna mais viavel
realizar a extracdo de 6leo essencial dos bot6es de cravo-da-india.

O dleo essencial dos botdes de cravo-da-india possui coloragdo amarelada, ou
transparente, e sabor e odor marcantes e caracteristicos. Em sua composicdo sao
encontrados eugenol, B-cariofileno, a-humuleno, acetato de eugenila e Oxido de
cariofileno. Destes, destaca-se o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) por ser o componente
majoritario € o principal elemento de aroma e pungéncia (AFFONSO et al., 2012;
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; OLIVEIRA et al., 2009).

O eugenol (Figura 8) € um fenilpropandide, volatil, solivel em alcool etilico, éter,
cloroférmio e 6leo, e de baixa solubilidade em agua. Quando em estado liquido, possui
coloracdo amarelada ou incolor, podendo escurecer quando ha exposicao a luz. Suas
principais aplicacbes sdo como aromatizante, flavorizante, anti-inflamatoério e
anestésico (PAVITHRA, 2014). Esse composto é considerado ndo-mutagénico e nao-
cancerigeno, e é reconhecido como seguro pelo Food and Drug Administration (FDA).

Na industria de alimentos, o eugenol é amplamente utilizado em produtos
assados, doces e bebidas, com fungdo aromatizante. Como bioaditivo, vem sendo
gradualmente introduzido no controle de determinadas bactérias patogénicas de
origem alimentar. Estudos evidenciam que o eugenol possui propriedades
antifingicas, anti-inflamatorias, moduladoras de respostas imunes, anticarcinogénicas

e antibacterianas, principalmente sobre E. coli, L. monocytogenes, S. typhimurium e
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S. aureus, sendo mais eficaz contra cepas Gram-positivas (SANTANA et al., 2021;
SEBAALY; HAYDAR; GREIGE-GERGES, 2021). O mecanismo antibacteriano do
eugenol ocorre atraveés da inducéo da lise celular das bactérias, que danifica a parede

celular e a membrana e causa vazamento proteico e lipidico (SANTANA et al., 2021).

Figura 8 — Estrutura molecular do eugenol
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Fonte: Meher e Chakraborty (2018)

Outra caracteristica importante € a atividade antioxidante, que evita a formacao
de radicais livres, promovendo sua remocdo, antes que possam danificar as
moléculas, resultando na prevengao de mutagdes (PAVITHRA, 2014).

O B-Cariofileno (Figura 9) é um sesquiterpeno natural, bi-ciclico, insolivel em
agua, presente no cravo-da-india, canela (Cinnamomum spp.), pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.) e orégano (Origanum vulgare L.), que apresenta atividades anti-
inflamatoria, antioxidante, quimiossensibilizante, anticarcinogénica e antibacteriana, o
gue confere a muitos 6leos essenciais eficacia contra as cepas Gram-positivas e
Gram-negativas (SANTOS et al., 2021).

Figura 9 — Estrutura molecular do 3-cariofileno
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Fonte: Adaptado de Santos, Braz-Filho e Castro (2015)
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Sua estrutura apresenta um anel de ciclobutano, que pode sofrer oxidagao
guando exposto ao ar, devido ao hidrocarbono insaturado presente, e formar 6xido de
cariofileno (BARBOSA et al., 2012).

Esse composto se destaca pelo potencial de inibicdo das vias de sinalizagao
gue promovem a expressao de citocinas pré-inflamatérias, além de promover efeitos
de protecdo organica contra os efeitos nocivos induzidos por drogas e substancias
toxicas para o figado, rim, pancreas, intestinos e cérebro, assim como efeitos
anestésicos, anti-inflamatoérios e ansioliticos. O potencial de prevencao de colite e
nefrotoxicidade, por meio da ativagdo de receptores canabindides CB2, também é
evidenciado (LIU; NIU; OU, 2021).

Devido ao seu aroma amadeirado, o B-Cariofileno tem sido muito utilizado na
producao de alimentos e bebidas, a fim de conferir sabor citrico. Em cervejas, seu uso
objetiva adicdo de notas herbais, ou spicy. Ja nas industrias quimica e farmacéutica,
seu uso é comum na fabricacdo de detergentes, sabdes, perfumes, locdes e cremes
(FERREIRA, 2014).

O a-humuleno (Figura 10) é um sesquiterpeno monociclico, isémero do (-
cariofileno, cuja molécula € composta por trés unidades de isopreno (Cis) € moléculas
de hidrogénio (Hz4) (LEITE et al., 2021), e apresenta atividade anti-inflamatéria, com
atuacao sobre citocinas proé-inflamatérias (GOMES et al.,, 2019). O mecanismo de
acdo desse composto € o mesmo de anti-inflamatérios e analgésicos sintéticos,
porém, sem a ocorréncia de efeitos colaterais relacionados ao uso desses

medicamentos.

Figura 10 — Estrutura molecular do a-humuleno
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Fonte: Adapatado de Durello, Silva e Bogusz (2019)
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Esse composto é biogeneticamente muito proximo ao cariofileno, com o qual
ocorre simultaneamente, e € caracteristicamente apresentado como um liquido
amarelado ou incolor, insolivel em agua, de aroma amadeirado e levemente
apimentado, com ponto de fusédo abaixo de 25 °C e ponto de ebulicdo localizado entre
106 a 127 °C, a 5 mmHg (LEITE et al., 2021). Sua principal fungéo nas plantas, como
metabdlito secundario, € a acao inseticida.

O a-humuleno teve sua atividade antitumoral evidenciada e foi caracterizado
como composto de interesse nessa area. Também foram evidenciadas as atividades
antibacteriana, com maior eficacia sobre bactérias Gram-negativas, e antifingica,
ainda que de forma discreta. A estrutura quimica do a-humuleno atua como um
precursor de estruturas mais complexas, e sua eficacia como agente cicatrizante e
gastroprotetor também foi evidenciada, o que indica grande potencial farmacolégico
(HAMMOUD et al., 2018; LEITE et al., 2021). Além do cravo-da-india, sdo fontes de
a-humuleno o ldpulo, gengibre, erva-baleeira e salvia.

O acetato de eugenila (Figura 11) é fenilpropandide, um derivado acetilado
obtido através da reacdo de acetilacdo do eugenol com anidrido acético via catélise
enzimaica ou quimica, classificado como éster aromatico, esta presente nos 6leos
essenciais de cravo-da-india (1 a 10% da composigao), louro (Lourus nobilis) e canela,
e tem seu uso aprovado como um agente aromatizante (MUSTHAFA;
VORAVUTHIKUNCHAI, 2016).

Figura 11 — Estrutura molecular do acetato de eugenila
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Fonte: Adaptado de Cunha et al. (2012)

Diversas propriedades destacam o crescente interesse industrial nesse
composto, pois apresenta atividades antioxidante, antimicrobiana e anticancerigena,
além de inibir a descalcificacdo e promover a remineralizacao resultante de eroséo
dentaria. A agdo antifingica contra varias espécies de Candida sp também foi
verificada, destacando seu potencial fitoquimico (LAROQUE et al., 2014; MUSTHAFA;
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VORAVUTHIKUNCHAI, 2016). Além disso, estudos evidenciam a acéo larvicida
potencial do acetato de eugenila contra as larvas do mosquito Aedes aegypti
(PANDEY et al., 2013).

Segundo Tischer (2017), o acetato de eugenila apresenta atividade
antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo a maior inibicdo
encontrada para L. monocytogenes.

Na industria de alimentos, o principal uso desse composto € como agente
flavorizante, devido a sua insolubilidade em 4gua. Segundo o comité Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA) e o European Food Safety Authority
(EFSA) (2011), o acetato de eugenila foi avaliado e considerado seguro para o0 uso na
fabricacdo de alimentos, sendo listado no banco de dados da Unido Europeia de
Substancia Aromatizante, como composto autorizado para utilizagdo em alimentos
(SANTOS et al., 2016).

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A estrutura biologica dos alimentos pode ocasionar a perda de qualidade e
reducdo de seu tempo util. Em todas as fases de processamento, os alimentos estédo
suscetiveis a possiveis fatores deteriorantes e riscos de contaminacdo (NESPOLO et
al., 2015).

As alteracbes negativas em caracteristicas sensoriais e nutricionais dos
alimentos podem ser resultado da presenca de microrganismos indesejados. A
atividade microbiana causa deterioracdo do produto em casos de contaminacao
biolégica. De acordo com a FAO (2020), aproximadamente um quarto (25%) dos
alimentos produzidos anualmente para o0 consumo humano se perde, também em
razao da contaminagcao microbioldgica.

A presencga de microrganismos no alimento n&o necessariamente implica a
existéncia de metabdlitos téxicos e a auséncia de caracteristicas visiveis de
contaminagdo microbiana ndo garante que o produto esta livre destas substancias,
pois mesmo apods a eliminacdo da microbiota, algumas toxinas podem persistir, em
razao de sua termoresisténcia, 0 que permite que sobrevivam a tratamentos térmicos
(CODEX, 1998).



39

O controle de contaminagcdo microbiana com uso de aditivos pode néao
apresentar eficacia em casos de microrganismos resistentes a esses agentes. Sendo
assim, se faz necessario o estudo e o desenvolvimento de novos produtos com
atividade antimicrobiana (NAZZARO et al., 2017). O ideal é eliminar fontes de
contaminagdo antes que haja proliferacdo de microrganismos, a fim de evitar a
deterioracdo e a presenca de metabdlitos toxicos no alimento.

Segundo Siqueira-Batista e Gomes (2010), antimicrobianos sdo compostos
usados no tratamento de condi¢@es infecciosas, sendo classificados em antibidticos,
metabdlitos de microrganismos que inibem a proliferacdo de outros microrganismos,
e quimioterapicos, substancias sintéticas ou de origem vegetal com alta toxicidade
contra patégenos.

Os Oleos essenciais e extratos de plantas tém acao antimicrobiana comprovada
(OSORIO et al., 2010; PRADO, 2013) e segundo Affonso e colaboradores (2012) e
Menezes Filho e Castro (2020), estudos mostram que a velocidade de penetragao dos
Oleos em tecidos microbianos é aproximadamente 100 vezes maior que a da agua, o
gue em membranas confere aos seus compostos fendlicos alta atividade contra
microrganismos.

A atividade antimicrobiana dos 0Oleos essenciais ocorre em razdo de suas
caracteristicas lipofilicas, o que permite atravessar a parede celular e a membrana
citoplasmatica das células bacterianas. Essa alteracéo na permeabilidade celular gera
vazamento de componentes intracelulares e perda de elétrons e ions. As alteracdes
na bioquimica celular podem causar uma reacdo em cadeia, comprometendo a
viabilidade e multiplicacdo da célula (STEVANOVIC et al., 2018; TARIQ et al., 2019).

Os terpendides e fenilpropandides presentes nos Oleos essenciais se
acumulam na bicamada lipidica das bactérias e essa interacdo faz com que a
membrana bacteriana se desintegre, veiculando a morte do microrganismo (FERRO;
MOURA; GERON, 2016).

A utilizacdo de extratos vegetais como agentes conservantes, devido a sua
atividade antimicrobiana, também os torna bioaditivos de interesse para a fabricacao
de alimentos e tratamentos terapéuticos. O uso como inibidor de formagéao de biofilme
pode ser destacado, em processos da industria de alimentos. A eficacia desses
compostos se deve ao fato de que bactérias sdo incapazes de desenvolver facilmente
resisténcia aos diversos fitoquimicos presentes nos extratos vegetais (GUPTA; BIRDI,
2017).
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Estudos evidenciam que bactérias, fungos, protozoarios e virus sédo sensiveis
aos extratos vegetais da familia Mirtaceae, a qual pertence o cravo-da-india
(MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017).

O mecanismo de agcdo dos extratos vegetais sobre microrganismos ocorre
através da interferéncia em eventos-chave de seu processo patogénico, e nao
necessariamente implicando a morte celular direta (GUPTA; BIRDI, 2017).

Além disso, segundo Burt (2004) a efetividade antibacteriana pode ser atribuida

a mais de um mecanismo de acdo, como demonstrado na Figura 12.

Figura 12 — Mecanismo de acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais
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Fonte: Adaptado de Burt (2004)

As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana composta por
lipopolissacarideos, que confere uma superficie hidrofilica externa, a qual atua como
barreira para a penetragcdo de compostos hidrofobicos (FERRO; MOURA; GERON,
2016). A membrana, abundante em proteinas porina que fornecem canais
transmembranares hidréfilos, também atua como barreira para a penetracdo de
macromoléculas e por esta razdo, as bactérias Gram-negativas sado relativamente
resistentes aos antibidticos hidrofébicos e drogas téxicas. No entanto, pequenos
solutos hidrofilicos sdo capazes de passar através dessa membrana (NIKAIDO
&VAARA, 1985).
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2.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo atomos, ou moléculas, extremamente reativos que tém
elétrons desemparelhados na Udltima camada eletrénica. S&o resultados
principalmente de reacdes de 6xido reducdo, ou seja, perdem um elétron, oxidando-
se, ou recebem outro, reduzindo-se. Podem danificar células saudaveis e acarretar o
desenvolvimento de varias doencas como cancer, doencas cardiovasculares, de
Alzheimer, de Parkinson.

Os compostos utilizados para reduzir a atividade oxidativa dos alimentos,
aumentando sua estabilidade, possuem trés mecanismos basicos de controle, sendo
o de radicais livres, de intermediarios da oxidacdo e de pré-oxidantes (DAMODARAN,;
PARKIN; FENNEMA, 2010). Rohenkohl, Carniel e Colpo (2011) descrevem esses
mecanismos como: prevencao, na qual ocorre a inibicdo da producéo de substancias
nocivas; interceptacéo, na qual a atividade dos radicais livres é interrompida; e reparo,
que acontece quando os demais nao foram eficazes. Os antioxidantes que
interrompem a cadeia de reacao por doacédo de elétrons ou hidrogénio para os radicais
sdo chamados de primarios, e 0s que retardam a etapa de iniciacdo de autoxidacao,
de secundarios.

As substancias antioxidantes podem ser classificadas como sintéticas e
naturais, e sao caracterizadas por conterem diversos grupos quimicos e possuirem
estruturas e propriedades diversificadas. As sintéticas podem apresentar potencial
toxico e, apesar de sua eficacia na prevencao da oxidacao lipidica, sdo poucos séo
recomendadas para uso alimenticio, o que torna os antioxidantes naturais uma
alternativa de grande interesse para minimizar e retardar o0s processos de
deterioracéo oxidativa (SANTOS et al., 2018).

Entre os antioxidantes naturais, 0s mais ativos sdo os compostos fendlicos, tais
como os flavonoides. Compostos fendlicos com atividade antioxidante tem grande
importancia em processos de inibicdo do risco de doencas cardiovasculares e do
estresse oxidativo, que esta relacionado a patologias crénico-degenerativas, como
diabetes, cancer e processos inflamatérios (HELT; NAVAS; GONCALVES, 2018;
SANTOS et al., 2018).

Os compostos fendlicos fazem parte de uma ampla classe de compostos na

natureza, podendo ser encontrados em vegetais, frutas e produtos industrializados.
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Sua formacgado ocorre quando a planta é submetida a situagdes de estresse, como
infeccdes, exposicao a radiacdo UV, entre outros. Esses tém grande valor medicinal,
pois apresentam diversas atividades, como efeitos antioxidantes, devido as suas
propriedades redutoras, antienvelhecimento, hipoglicemiantes e hipolipemiantes.
Estudos recentes também sugerem que esses compostos sdo de interesse para a
industria de alimentos, farmacéutica ou cosmética devido a sua perspectiva de
aplicacao pela funcéo biolégica (ZHAO; SHI, 2021).

Esses compostos apresentam um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico,
e sao subdivididos em antocianinas, flavonas e flavonois. Entre esses, podem-se
destacar os flavonoides, que sédo responsaveis pela coloracdo da planta e protecao
UV. Outros fenois de interesse sdo os taninos e as ligninas (MESQUITA; PINTO;
MOREIRA, 2017). Por apresentarem ressonancia apos atuarem sobre os radicais
livres, os compostos fendlicos possuem certa estabilidade, que os permite reter o
elétron desemparelhado sem causar danos as estruturas celulares.

Os métodos para avaliacdo da atividade antioxidante total (AAT) sao diversos,
porém, dependendo da natureza dos compostos da amostra, deve-se analisar a
viabilidade de uso de cada método. Para a determinacéo de capacidade antioxidante
in vitro, 0os métodos mais utilizados sdo o FRAP, ABTS, DPPH e ORAC. Outro método
bastante difundido € o de branqueamento de (3-caroteno, que determina o nivel de
inibicdo dos radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoleico
(SUCUPIRA et al., 2012). Para analise de alimentos, os métodos mais comumente
utilizados séo Folin-Denis e Folin-Ciocalteau (SALUNKHE; CHAVAN; KADAM, 1989).

Na quantificacdo espectrométrica de Folin-Ciocalteu, método mais utilizado
para determinacdo de compostos fendlicos totais em extratos de plantas e sucos, 0
reagente utilizado € uma mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, em
gue molibdénio e tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6+. No entanto,
guando agentes redutores, como 0s compostos fendlicos, estao presentes, formam-
se molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média do estado de oxidacao esta
entre 5 e 6. Sua coloracéo permite a determinacédo da concentracéo das substancias
redutoras, que podem, ou nao, ter natureza fenodlica (SOUSA et al., 2007), e a reacéo
€ monitorada pelo decréscimo do valor da absorbancia. O método Folin-Denis utiliza
menos reagentes, ocasionando um menor custo de analise e menor geragdo de

residuo.
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Outro método muito utilizado para a determinacéo de atividade antioxidante de
compostos é o método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), que € considerado um dos
precisos e facilmente reprodutivos na avaliagdo da atividade antioxidante de sucos,
extratos vegetais e substancias puras. Nessa metodologia, a molécula de DPPH é
caracterizada como um radical livre estavel, em razdo da deslocaliza¢do do elétron
desemparelhado, que confere ao DPPH a coloracéo violeta, caracterizada por uma
banda de absorcdo em etanol em cerca de 520 nm. O ensaio se baseia na medida da
capacidade antioxidante da amostra analisada em sequestrar o radical DPPH,
reduzindo-o a hidrazina. Caso a amostra atue como agente doador de atomos de
hidrogénio, quando adicionada a solu¢do de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca
simultanea na coloracao de violeta a amarelo claro (COTINGUIBA et al., 2013).

A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde a quantidade
de DDPH consumida pela amostra. A quantidade de amostra necessaria
para reduzir a concentracdo inicial de DPPH em 50% €& denominada
concentracao eficiente (ECso) e essa é inversamente proporcional ao DPPH, ou seja,
guanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua ECso e maior
a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).



44
3 METODOLOGIA
3.1MATERIA-PRIMA

Para a realizac&o do estudo, foram utilizados botdes secos de cravo-da-india
de um Unico lote de botdes de cravo-da-india in natura, obtidos no comércio local de
Guarapuava/PR.

Uma anélise de umidade (a 105 °C) foi realizada e foi utilizada a Equacao 1
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) para determinacéo do percentual de umidade da

amostra.

Equacao 1 — Percentual de umidade

m, x 100
o=
C

Em que mc é a massa de cravo-da-india e mp € a massa perdida durante o
aguecimento.

Os rendimentos dos processos de extragdo assistida por ultrassom e por
maceracéo foram avaliados utilizando a Equacéao 2 (CHAVES; COSTA, 2012).

Equacéo 2 — Percentual de extrato obtido

ext

m
% Extrato = <7> X 100
t

Em que mext corresponde a massa do extrato e mt, a massa de cravo-da-india
total utilizada.

O rendimento do processo de extragdo do O6leo essencial foi calculado,
utilizando a razéo entre volume (mL) de 6leo extraido e massa (g) de matéria-prima
utilizada. O rendimento foi calculado em funcéo do volume de 6leo, em mL, dividido

pela massa, em g de material utilizado.
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3.20BTENCAO DO OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS

O ¢leo essencial de cravo-da-india foi obtido por método de hidrodestilacao,

em aparelho Clevenger. O processo de extracdo (Figura 13) foi realizado utilizando
150 g de cravo-da-india in natura (previamente moido) e 500 mL de agua destilada,

em baldo de fundo redondo de 1 L.
A mistura foi aguecida a 100 °C por 6h (a contar do momento de ebulicdo), em

triplicata. A proporcdo amostra:solvente e o tempo de extracdo foi determinado por

estudos preliminares do grupo de pesquisa.

Figura 13 — Fluxograma de hidrodestilacdo de 6leo essencial de cravo-da-india

Cravo-da-india (150 g)

e —> N
Agua (500 mL) [\ !
[ \:':.:::‘] Intervalo de
R v extracdo (6h)
e Oleo
) essencial
j Coleta
- €

Fonte: O autor
Os extratos foram obtidos por trés métodos, sendo maceracdo, extracdo

assistida por ultrassom a 25 °C e extracao assistida por ultrassom a 40 °C.
Para o processo de maceracéo (Figura 14) foram utilizados 20 g de cravo-da-
india (previamente moido) e 80 mL de agua destilada, em baldo de Erlenmeyer de

500 mL, em ambiente com temperatura controlada de 25 °C.

Figura 14 — Fluxograma de extracao por maceragao
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Extrato filirado

Intervalo de
Cravo-da-india (20 g aLeracao (h)

Agua (80 mL)

Fonte: O autor

As amostras foram armazenadas ao abrigo de luz até o momento de sua
filtracdo. Os tempos de extracdo foram 0O, 6, 12, 24, 48 e 72h. Apos a filtracdo, os
extratos foram armazenados sob refrigeragéo a 4 °C.

Para o processo de extracao assistida por ultrassom (Kondortech CD-4820)
(Figura 15) em ambiente com temperatura controlada de 25 °C, foram utilizados 20 g
de cravo-da-india (previamente moido) e 80 mL de agua destilada, em baldo de
Erlenmeyer de 500 mL.

Figura 15 — Fluxograma de extracdo assistida por ultrassom

Cravo-da-india (20 g)

) —> s < —
Agua (80 mL)
Extrato filirado Intervalo em
ulirassom
-— (min) Banho de ultrassom
bt na respectiva
— temperatura

Fonte: O autor

As amostras foram dispostas em aparelho de ultrassom, a 25 °C, até o
momento de sua filtragem. Os tempos de exposi¢cao ao ultrassom foram 0, 5, 10, 15,
20 e 30min. Apds, os extratos foram armazenados sob refrigeracéo, a 4 °C.

O mesmo processo foi realizado para a extragdo assistida por ultrassom a

40 °C, seguindo-se 0s mesmos intervalos de tempo citados anteriormente.
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3.3DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Amostras do Oleo essencial e dos extratos obtidos por maceracao (nos tempos
de 0, 6, 24 e 72h), ultrassom em 25 e em 40 °C (nos tempos de 0, 5, 15 e 30 min)
foram utilizadas para a determinagéo de atividade antimicrobiana.

Cepas de E. coli (ATCC 35218), L. monocytogenes (ATCC 7644), S. enteritidis
(ATCC 13076) e S. aureus (ATCC 25923), microrganismos de importancia em
alimentos, disponiveis no Banco de Cepas do Laboratério de Microbiologia da
UNICENTRO foram cultivadas em tubos com 10 ml de Caldo Tripticase de Soja (TSB)
por 24h a 37 °C.

Suspensbes desses microrganismos foram preparadas e ajustadas
comparando-se com tubo padrdo de turbidimetria 0,5 da escala Mc Farland e
semeadas com o auxilio de swab estéril em placas de Petri contendo 15 mL de Agar
Tripticase de Soja (TSA). Depois da absor¢cdo completa do in6culo pelo meio de
cultura, foram feitos pocos (orificios) de 7 mm aos quais foram adicionados 20 pL do
extrato filtrado.

O controle negativo foi feito utilizando 20 pL agua destilada estéril e o controle
positivo com disco de gentamicina. As placas foram mantidas a 4 °C por 3h para
permitir a difusdo dos extratos de cravo-da-india no meio de cultura antes do
crescimento dos microrganismos inoculados, apés, as placas foram incubadas por
24h a 37 °C.

A atividade antimicrobiana foi verificada pela formagéo ou ndo de halos (mm)
de inibicdo ao redor dos orificios. Os ensaios foram realizados em triplicata e os
resultados representados pela média aritmética dos halos de inibicdo (OSTROSKY et
al., 2008).

3.4CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS

Os compostos do 6leo essencial de cravo-da-india foram identificados em
cromatografo a gas acoplado ao espectrémetro de massa (Shimadzu, modelo GCMS-

QP2010 Ultra), equipado com coluna capilar de silica fundida DB 5 ms (5% difenil,
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95% dimetipolisiloxano) de 30 m, com diametro interno de 0,25 mm e espessura de
filme de 0,25 um. Foi usado hélio como gas de arraste, numa velocidade linear de
43 cm/s, e o 6leo foi diluido em n-hexano.

As condi¢des de operagao foram: injetor no modo Split (1:5) com temperatura
de 210 °C; interface em 210 °C; temperatura programada da coluna: temperatura
inicial 50 °C mantida por 1 min, aquecimento numa taxa de 5 °C/min até 130 °C,
aguecimento numa taxa de 10 °C/min até 210 °C mantida por 5 min. O espectrémetro
de massa foi ajustado para varredura de 35 a 600 m/z. Foram injetados em triplicata
2 pL da solucdo do o6leo essencial diluida em n-hexano. Os compostos foram
identificados através da comparacdo do espectro de massa usando as bibliotecas
NIST11 e NIST11s.

Amostras dos extratos obtidos por maceracao (nos tempos de 0, 6, 24 e 72h),
ultrassom em 25 e em 40 °C (ambos nos tempos de 0, 5, 15 e 30 min) foram utilizadas
para a caracterizacdo do perfil fisico-quimico, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

Para as diluicdes foram utilizados 300 pL de extrato em 1 mL de agua destilada.
Essas foram filtradas em filtro seringa de PTFE com porosidade de 0,22 um. A andlise
foi conduzida em cromatografo de fase liquida acoplado a um detector por arranjo de
diodos UFLC (Shimadzu).

O volume de 20 pL foi injetado, mantendo a coluna NST C18 (250x4,6 mm, 5
um) em 40 °C, fase mével (fase A: 99,9% agua, 0,1% de acido metanoico; fase B:
99,9% metanol, 0,1% acido metanoico), com vazao de 1,2 mL/min, com tempo médio
de corrida de 30 min.

Para a identificacdo foi lida a curva de calibracdo com solugdes padrdo de
fendis ((+) catequina, (-) epicatequina, acido cafeico, acido vanilico, acido p-cumarico,
acido trans iso-ferrdlico, (-) resveratrol, miricetina, &cido gélico e quercitina). A
guantificacdo dos componentes foi feita pela normalizacéo simples de areas.

As andlises foram realizadas na Universidade Federal da Fronteira Sul

(UFFS) — Campus Laranjeiras do Sul, em triplicata.
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3.5DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

O conteudo fendlico total foi determinado segundo metodologia descrita por
Singleton e Rossi Jr (1956). Para os extratos obtidos por hidrodestilagcdo, maceracao
e extracdo assistida por ultrassom, foi preparada uma solucdo aquosa, com
concentracdo de 6 mg/mL, do extrato seco de cravo-da-india. Para o Oleo foi
preparada uma solucao etandlica, de mesma concentracao.

Em bal6es volumétricos de 10 mL, foram adicionados 100 pyL de cada uma das
solucdes aquosas dos extratos, 2 mL de agua destilada, 0,5 mL do reativo de Folin-
Ciocalteau e 1,5 mL de solu¢éo aquosa de carbonato de sddio a 20 % (m/v). Os baldes
foram completados com &gua destilada até a marca de 10 mL, agitados e
armazenados ao abrigo da luz, a 25 °C, por 2 horas. A absorbancia de cada uma das
amostras foi medida a 765 nm em espectrofotdmetro (Bel Photonics, 2000 UV) e para
o branco, utilizou-se agua destilada.

Para a andlise dos resultados foi desenvolvida uma curva padrdao com &cido
galico em solucéo, para a qual foram utilizados 100 pL de cada solugao das diluicdes
cujas concentracdes foram de 0, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 100, 200, 400, 600, 800 e
1000 pg/mL. A concentracao de fendlicos totais foi calculada e expressa em mg
equivalente de &cido galico (GAE) por g de cravo-da-india, como média * desvio

padréo.

3.6 METODO DPPH

Amostras do 6leo essencial e dos extratos obtidos por maceracao (nos tempos
de 0, 6, 24 e 72h), ultrassom em 25 e em 40 °C (nos tempos de 0, 5, 15 e 30 min)
foram utilizadas para a determinacdo da atividade antioxidante, pelo método DPPH,
em triplicata de acordo com o descrito por Mensor e colaboradores (2001).

Uma solucdo de DPPH 0,1 mM em metanol P.A. foi preparada diariamente,
homogeneizada por 5 min em ambiente com temperatura controlada de 25 °C e
armazenada ao abrigo de luz. Solucdes estoque do 6Oleo e dos extratos foram

preparadas em etanol e em agua, respectivamente, na concentracdo de
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100 yL/mL e, ap6s, foram homogeneizadas por 5 min, também em ambiente com
temperatura controlada de 25 °C.

Em ambiente livre de incidéncia de luz, foi transferida uma aliquota de 400 pL
das diluicdes do 6leo e dos extratos para tubos de ensaio com 2,6 mL do radical DPPH
0,3 mM. Os tubos foram mantidos em repouso durante 30 min para que a reacao
ocorresse, também ao abrigo de luz.

A absorbancia de cada uma das solugbes foi medida a 517 nm em
espectrofotometro (Bel Photonics SP 2000 UV). Foi preparado branco para a diluicéo
do 6leo, composto por 400 pL de metanol e 2,6 mL do radical DPPH 0,3 mM. Para as
diluicdes dos extratos foi preparado um branco composto por 400 pL de 4gua destilada
e 2,6 mL do radical DPPH 0,3 mM. O percentual de inibicdo das amostras avaliadas
sobre o radical DPPH foi calculado convertendo em porcentagem de atividade
antioxidante (AA%) conforme a Equagéao 3.

Equacéo 3 - Percentual de inibicdo das amostras testadas sobre o radical DPPH

abs
AA(%) = [1 — (M)] X 100
absbranco

Em que absamostta € a absorbancia da amostra para uma dada diluicdo e
abspranco € a absorbancia do branco da respectiva amostra.

Para a construcdo da curva analitica foi preparada uma solu¢do de acido
ascorbico com concentracdo de 200 mg/L e, a partir dessa, foram obtidas as
concentracdes apresentadas na Tabela 3. Os resultados foram expressos em mg de

acido ascorbico equivalente/L.

Tabela 3 — Dados de inibicdo do radical DPPH para construcao da curva padrao de
acido ascorbico para determinacéo da atividade de extratos

Concentragao AAE (mg/L) Solugdo-mae (mL) Metanol (mL)

5 0,10 1,90
20 0,40 1,60
35 0,70 1,30
50 1,00 1,00
65 1,30 0,70

80 1,60 0,40
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Tabela 3 — Dados de inibicdo do radical DPPH para construcdo da curva padréo de

acido ascorbico para determinacéo da atividade de extratos (continuacao)

Concentragcao AAE (mg/L) Solugcao-mae (mL) Metanol (mL)
90 1,80 0,20
100 2,00 0,00

Fonte: O autor

3.7ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados estatisticamente usando o software BioEstat
5.3® (AYRES et al., 2007), com nivel de confianga de 95%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PERFIL QUIMICO

Os compostos identificados na analise cromatografica do 6leo essencial sédo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Compostos quimicos presentes em 6leo essencial de cravo-da-india obtido

por hidrodestilacéo

Tempo de Area percentual
Composto
retencdo (min) relativa
1 Acetato de 2-Heptanol 9,80 0,27 (x 0,01)
2 beta-cis-Ocimeno 10,01 0,09 (= 0,00)
3 2-Nonanona 11,23 0,12 (x 0,00)
4 Metil salicilato 14,20 0,28 (+ 0,03)
5 Eugenol 18,74 86,16 (+ 0,18)
6 Cariofileno 19,97 7,14 (= 0,05)
7 alpha-Humuleno 20,57 0,92 (£ 0,01)
8 Acetato de Eugenila 21,59 4,84 (£ 0,10)
9 Oxido de Cariofileno 22,60 0,18 (+ 0,01)

Os compostos identificados na analise cromatografica sdo comumente
encontrados em 0Oleos essenciais e estao dentro dos parametros da literatura. Amelia
e colaboradores (2017) identificaram 44 compostos, entre 0s quais estavam presentes
todos os compostos identificados neste estudo. A quantidade e a composicdo dos
Oleos essenciais podem sofrer interferéncia de inumeros fatores, como solo, época e
método de colheita, estresse hidrico, entre outros. Isso pode explicar a diferenca de
compostos encontrados no 6leo extraido para este estudo.

O eugenol, com area percentual relativa de 86,16%, foi 0 composto presente
mais abundante, seguido de cariofileno (7,14%) e acetato de eugenila (4,84%), todos
compostos caracteristicos do 6Oleo essencial de cravo-da-india (OLIVEIRA et al.,
2009). O eugenol antibacterianas, principalmente sobre E. coli, L. monocytogenes e
S. aureus (SANTANA et al., 2021; SEBAALY; HAYDAR; GREIGE-GERGES, 2021), o
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gue foi verificado nas andlises de atividade antibacteriana. A atividade antioxidante
desse composto também € comprovada, o que endossa o potencial da atividade
biolégica do 6leo de cravo-da-india (PAVITHRA, 2014).

Os compostos identificados nas andlises cromatograficas dos extratos obtidos

por maceracao e ultrassom séo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Compostos quimicos presentes em extratos de cravo-da-india obtidos por
maceracao e extracao assistida por ultrassom
Tempo de [M-H]+  [M-H]-

Composto _ . Classe
retencdo (min) m/z m/z
. _ Acido
1 Acido galico 4.11 - 169 .
fendlico
2 Isobiflorina 8.9 - 353 Isoflavona
3 Biflorin 10.02 - 353 Flavona
Calicosina-
4 o 22.0 447 - Flavona
glicosideo
Pratensei/ Irilina B/
5 Metilorobol- 23.63 463 - Isoflavona
glicosideo
Biocanina A-7-O-
6 o 25.27 445 - Isoflavona
glicosideo

Os resultados mostram a presenca das classes acido galico, flavonas e seus
iIsbmeros, dentro dos parametros citados pela literatura (FATHONI et al., 2017;
SAVIRANTA et al., 2010).

Os compostos acido gélico, teobromina e miricetina foram identificados na
analise cromatografica realizada. A quantificacdo de compostos, descrita na Tabela 6,
evidencia a diminuicdo da concentracao de &cido galico com o aumento do tempo de
extracdo, em todos os métodos de extracdo. As maiores concentracdes desse
composto foram encontradas nas amostras Uo °c)s, U0 °cy15' € Uo oc)3o, sSendo que a

maior concentracdo encontrada foi de 798,58 pg/mL, em Uuo oc)30'.
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Tabela 6 — Concentracfes de compostos quimicos presentes em extratos de cravo-

da-india obtidos por maceracao e extracdo assistida por ultrassom

Concentracdo média (ug/mL)

Amostra .
Acido galico Teobromina Miricetina
Meh 651,809 (+ 6,31) 0,0032 (+ 0,000) 0,031 (+ 0,001)
M24n 593,13¢%(+ 5,91) 0,0042 (+ 0,001) 0,0373%¢ (+ 0,001)
M72n 413,53 (+ 8,83) 0,0042 (+ 0,000) 0,0319(+ 0,001)
U2s °c)s 754,65 (+ 9,55) 0,006 (+ 0,001) 0,033%¢d (+ 0,002)
U2s °c)15 752,64 (+ 3,37) 0,0042 (+ 0,001) 0,0392" (+ 0,001)
U(25 °c)30 654,269 (+ 3,48) 0,0052 (+ 0,000) 0,032¢ (+ 0,003)
Uo°c)s 798,582 (+ 4,48) 0,0042 (+ 0,000) 0,0402 (+ 0,001)
U0 °c)15 755,55 (+ 1,10) 0,005?2 (+ 0,000)  0,0362 (+ 0,002)
U0 °c)30 712,71° (£ 2,42) 0,0042 (+ 0,000) 0,033P¢d (+ 0,001)

M: maceracao; xh: tempo de extracdo em horas; Ex.: Mon: macera¢éo em Oh

U: Ultrassom; (x °C): temperatura de extragdo; x: tempo de extragdo em minutos;
EX.: Upsecy: ultrassom a 25 °C em Oh

Valores com a mesma letra, ao longo da mesma coluna, ndo sao significativamente diferentes
(p<0,05).

Dentre os compostos que apresentam atividade antioxidante, os polifendis
atuam sequestrando radicais livres ou como agentes quelantes de metais, sendo o
acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzdico) um exemplo desses compostos.
Relatorios cientificos das industrias farmacéutica e de alimentos evidenciam que o
acido galico apresenta capacidade antioxidante, antiviral, antibacteriana e antifingica
(NOBRE et al., 2019).

Para o composto teobromina néo foi verificada diferenca significativa entre as
amostras analisadas, em nenhum dos métodos analisados, e os valores encontrados
foram relativamente baixos, se comparados aos demais compostos.

A teobromina € um composto da classe dos alcaloides, que sao basicamente
soélidos brancos em seu estado livre, como O0xidos ou como sais, e sdo de carater
terapéutico, usado em tratamentos naturais para analgésicos, anestésicos, entre
outros (PERES; BRANDAO; REZENDE, 2018).

A miricetina, encontrada em pequenas quantidades em todas as amostras,

(3,5,7,3',4',5'-hexa-hidroxiflavona) é um composto fendlico que apresenta atividade
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antioxidante, ou pré-oxidante, efeito fitoestrogénico, anticarcinogénico, entre outros
(FU et al., 2021).

4.2 OLEO ESSENCIAL E EXTRATOS

O teor de umidade encontrado para a amostra foi de 14,81% (x 0,47) (bu).
Caixeta e colaboradores (2010) encontraram teor de umidade igual a 4%, valor
significativamente mais baixo. Apesar do alto teor de umidade, a matéria-prima
utilizada atende ao Padrédo de ldentidade de Qualidade estabelecido pelo DIPOV
(2019), que estabelece o valor de 16% com umidade maxima permitida para qualquer
tipo de cravo.

A extracao do Oleo essencial permitiu observar que esse apresentou densidade
maior que a agua, 0 que causou a precipitacao da fracdo oleosa na porcao inferior do
coletor. Isso ocorre em razéo da alta concentracao de eugenol, que possui densidade
de 1,064 g/cm?, a 25 °C, maior que a da agua, na mesma temperatura, (0,997 g/cm3)
(SILVA; OLIVEIRA; SOUZA, 2011).

O rendimento em percentual encontrado para as extracdes assistidas por

ultrassom em 25 e em 40 °C, e por maceracéo sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Percentual de rendimento de extratos de cravo-da-india obtidos por

maceracao e extracao assistida por ultrassom a 25 e a 40 °C

Amostra Rendimento (%)

Oleo essencial 1,05
Mon 1,45

Men 6,64

Mazn 6,88

M24n 7.26

Magh 7,30

M72n 7,32

U5 °cyor 1,45
U5 °c)5 3,28

U@secy1o 419
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Tabela 7 — Percentual de rendimento de extratos de cravo-da-india obtidos por
maceracao e extracdo assistida por ultrassom a 25 e a 40 °C (continuagao)

Amostra Rendimento (%)
U@scyt1s 5,97
U@s °cy20’ 7.33
U@s °c)3o’ 7.50
Uuocy 1,45
Uwo cc)s 3,35
U0 °cy10 4,10
Uo°c)15 6,01
U0 °c)20 7,26
Uwo °c)30 7.74

M: maceracgédo; xh: tempo de extracdo em horas; Ex.: Mon: maceragdo em Oh
U: Ultrassom; (x °C): temperatura de extracdo; x’: tempo de extragdo em

minutos; Ex.: Ugsecyo: ultrassom a 25 °C em Oh

O rendimento médio encontrado para esse processo foi de 1,05%. Esse valor
pode oscilar em razdo de inUmeros fatores que podem exercer influéncia sobre a
eficiéncia da extracdo, como o metodo utilizado, tempo de extracéo, tipo de matéria-
prima e erros experimentais. Caixeta e colaboradores (2010) verificaram rendimento
de 3,11%, valor acima do encontrado neste estudo. Ja Silvestri e colaboradores (2010)
verificaram um rendimento de 1,87%, valor proximo ao encontrado neste estudo.

Segundo Petropoulos e colaboradores (2008), o estresse hidrico em plantas
pode impactar seu metabolismo e causar alteracdo em seus processos fisiolégicos,
como reducéo de fotossintese e transpiracdo, o que interfere diretamente na produgéo
e composicao dos Oleos essenciais, 0 que pode relacionar o alto teor de umidade e o
baixo rendimento observado neste estudo.

Os extratos obtidos com uso de ultrassom e por maceracdo apresentaram
aumento do rendimento com o aumento do tempo de extracdo. Para a maceragao, 0s
valores variaram entre 1,45 e 7,32%, nos tempos de O e 72h de extracéo,
respectivamente. Para a extracdo assistida por ultrassom a 25 °C a variacdo foi de
1,45 a 7,50%, nos tempos de 0 e 30 minutos, respectivamente. No mesmo intervalo
de tempo, para ultrassom a 40°C a variacao encontrada foi de 1,45 a 7,74%.

Pode-se observar que os valores obtidos sdo muito superiores ao do 6éleo

essencial, o0 que demonstra uma vantagem da escolha desse método, pois além de
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Nao expor a amostra a altas temperaturas, evitando degradacdo de compostos de
interesse, requer menor tempo de processamento e tem maior rendimento de produto

final.

4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O potencial antimicrobiano dos extratos foi avaliado pela formacdo, ou
auséncia, de halos (mm) de inibicdo ao redor dos orificios, nas placas de Petri. Os
resultados das analises antimicrobianas realizadas com concentracdo de extratos

igual a 100 pL/mL estéo expressos na Tabela 8.

Tabela 8 — Atividade biol6gica de extratos de cravo-da-india (em concentracdo de
100 pL/mL)

Microrganismo

Amostra o ] L.
S. enteritidis S. aureus E. coli
(200 pL/mL) monocytogenes

Halo de inibi¢do (mm)

Oleo 2,40% (£ 0,14) 1,85%9(x0,07) 2,10®(+x0,14)  1,75°(x0,07)

Maan 0,25¢ ( 0,00) - 0,25 (+ 0,00) -

M72n 1,20°(x0,14)  1,00°(x0,14)  1,50°(+0,14)  1,10°(+ 0,00)
Ugzs ooyt 1,95 (+0,21)  1,52¢(+0,03)  1,78°(+0,18) -
Ugseope 2,40 (+0,14) 2,05 (+0,07)  1,80°(x0,14)  1,25°(+0,07)
Uuoocys 2,50 (+0,14) 2,28 (+0,04)  2,602(x0,07)  1,88% (+0,04)
Ugo scy0 2,928(+0,11) 2,55%(x0,21)  2,672(x0,03)  2,15%(x0,21)

M: maceracéo; xh: tempo de extragdo em horas; Ex.: Mon: macera¢do em Oh

U: Ultrassom; (x °C): temperatura de extragdo; x: tempo de extragdo em minutos;

Ex.: Upsecy: ultrassom a 25 °C em Oh
Valores com a mesma letra, ao longo da mesma coluna, ndo séo significativamente diferentes
(p<0,05)

Os extratos obtidos por maceracédo nos tempos 0 e 6h, assim como os obtidos
por extracdo assistida por ultrassom a 25 °C e a 40 °C, nos mesmos tempos, nao
apresentaram halos de inibicdo de crescimento bacteriano, indicando que ndo houve

atividade antimicrobiana detectavel.
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As amostras de 0leo, Ues ecyis, Us ocysor, Uwuo ecyts € Uo ocysor apresentaram os
maiores halos de inibicdo para S. enteritidis, entre 2,40 e 2,92 mm, porém, sem
diferenca significativa entre si. Os valores encontrados por Chesca e colaboradores
(2017) foram de 14 e 15 mm, porém a extracdo foi realizada com um solvente que
contém grau de toxicidade, ndo sendo indicado para a produc¢éo de alimentos, o que
inviabiliza seu uso em processos como 0 analisado neste estudo, apesar do alto
potencial de extracdo de biocompostos.

Para S. aureus, observa-se que apenas a amostra M2sh N0 apresentou halo
de inibicdo. O menor halo encontrado foi da amostra Mz, e as demais amostras
apresentam halos com variagdo entre 1,52 e 2,55 mm. Guimaraes e colaboradores (2017)
verificaram formacéo de halo de inibicdo de 19 mm, com aplicacdo de 6leo essencial,
no entanto, ndo houve atividade antimicrobiana com a aplicacao de extrato de cravo-
da-india. Xu e colaboradores (2016) também verificaram a ac¢do inibitéria do dleo
essencial de cravo-da-india sobre S. aureus, com halos de inibicdo de 16,5 e 20,4
mm, em concentracdes do composto iguais a 25% e 50%, respectivamente, muito
superiores a concentracdo usada neste estudo, que sugere que maiores
concentragbes desses extratos resultardo em maior inibicAo de crescimento
microbiano.

As amostras de 0leo, Uuo °cy15 € Uwo °cy30 apresentaram os maiores halos de
inibicdo para E. coli, entre 2,10 e 2,67 mm. Esses valores séo baixos se comparados
ao encontrado por Guimaraes e colaboradores (2017), que foi de 11 mm com a
aplicacdo de extrato de cravo-da-india, no entanto, com a aplicagédo de 6leo essencial,
nao foi verificada inibicdo de crescimento. Oliveira e colaboradores (2016) verificaram
atividade antimicrobiana ainda maior, com halos entre 17 e 22 mm, porém, com
aplicacédo de 6leo essencial obtido com CO2 em fase supercritica.

Para L. monocytogenes, observa-se que as amostras de 6leo, Uuo °cy1s5 € Uwo
°c)30’ apresentaram os maiores valores, entre 1,75 e 2,15 mm. Silveira (2018) verificou
em seu estudo que somente o Oleo essencial ndo apresentou formacao de halo de
inibicdo para L. monocytogenes, porém, quando aplicado a um filme polissacaridico,
apresentou halo de 11,8 mm, o que destaca o potencial do uso do 6leo essencial em
sistemas de conservacgao de alimentos.

Conforme evidenciado por Petropoulos e colaboradores (2008), os processos
fisiologicos das plantas podem ser impactados por estresse hidrico, o que interfere

diretamente na composicdo dos Oleos essenciais. Esse impacto pode afetar a
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capacidade antimicrobiana dos 6leos essenciais e extratos de plantas, uma vez que
as substancias responsaveis pelos fatores de inibicdo de crescimento microbiano
podem estar alteradas ou nao estarem presentes em sua composicao. Além disso, El-
Maati e colaboradores (2016) evidenciaram que extratos etandlicos sdo mais eficazes
como agentes antimicrobianos que 0os aquosos.

Os resultados das andlises antimicrobianas realizadas com concentracdo de

extratos igual a 50 uL/mL estédo expressos na Tabela 9.

Tabela 9 — Atividade biolégica de extratos de cravo-da-india (em concentragéo de
50 pL/mL)

Microrganismo

Amostra o ] L.
S. enteritidis S. aureus E. coli
(50 pL/mL) monocytogenes
Halo de inibicdo (cm)
Oleo 1,25%(x0,07) 1,10°(x0,09) 1,45%(x0,07) 1,023 (= 0,01)
M72n 0,28°(+ 0,01) - 0,30 (+ 0,00) -
U(25 °cy30 0,57°(+0,01) 0,52°(+x0,01) 0,42°(+0,01) 0,10°(+ 0,00)
U0 °cy30! 0,68° (x0,01) 0,42° (x0,01) 0,28 (x0,01) 0,22° (x0,01)

Valores com a mesma letra, ao longo da mesma coluna, ndo séo significativamente diferentes
(p<0,05).

A analise antimicrobiana com concentracédo igual a 50 pL/mL foi realizada com
0S extratos que apresentaram atividade antimicrobiana em concentracdo igual a
100 pL/mL. Para todos os microrganismos avaliados, a amostra com maior atividade
antimicrobiana foi o 6leo essencial.

O eugenol, composto mais abundante na amostra de 6leo essencial, tem alta
atividade antibacteriana, principalmente sobre E. coli, L. monocytogenes, S.
typhimurium e S. aureus (SANTANA et al.,, 2021; SEBAALY; HAYDAR; GREIGE-
GERGES, 2021), o que indica que mesmo em concentra¢cées mais baixas, o 6leo atua
como agente de inibicdo de crescimento bacteriano de forma eficaz. Este resultado
evidencia que para o uso de baixas concentra¢des de bioaditivos, o 6leo essencial é
a opcgao mais recomendada, devido ao alto teor de eugenol.
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4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O conteudo de fendlicos totais e a atividade antioxidante DPPH (% AA) do 6leo
essencial e dos extratos de cravo-da-india sdo mostrados na Tabela 10. Os resultados
indicaram que todos os extratos de cravo-da-india analisados exibiram atividade
antioxidante. Como j& verificado, o potencial antioxidante pode ser atribuido ao

conteudo de compostos fendlicos presente no extrato, como o acido galico.

Tabela 10 - Atividade antioxidante de extratos de cravo-da-india obtidos por

diferentes métodos

% AA

Amostra Fenolicos totais (mg GEA/gext) (MGtocoferol/MLext)
ocofero ex

Oleo 0,226¢ (= 0,000) 61,93 (+ 0,001)
Mon 0,126 (+ 0,001) 8,15 (+ 0,002)
Men 0,101° (¢ 0,000) 15,65" (+ 0,003)
Mazn 0,119° (+ 0,001) *
Maan 0,126' (+ 0,001) 19,959 (+ 0,002)
Magn 0,158 (+ 0,001) *
Mz72n 0,130%(+ 0,001) 30,87¢ (£ 0,004)
U 25 °c)or 0,119"° (+ 0,000) 9,47'(x 0,011)
U2s°c)s’ 0,203 (+ 0,001) 20,80 (+ 0,002)
U(2s °cy10 0,188" (+ 0,001) *
Us °c)15 0,196¢ (+ 0,001) 32,27¢ (£ 0,004)
U 25 °c)20 0,264 (+ 0,001) *
U(2s °c)30r 0,2902 (+ 0,001) 58,43¢(+ 0,006)
U@ocyr 0,122™" (+ 0,001) 9,43 (+ 0,005)
Uwo °c)ys’ 0,118° (+ 0,002) 21,177(x 0,012)
Uwo °cy1o 0,124 (+ 0,0011) *
Ugo ocyts 0,162 (+ 0,001) 40,96 (+ 0,005)
U0 °c)20 0,2344 (+ 0,000) *
Uo °c)30 0,248¢ (+ 0,001) 65,242 (£ 0,004)

* - volume de amostra insuficiente para andlise

Valores com a mesma letra, ao longo da mesma coluna, ndo séo significativamente

diferentes (p<0,05).



61

O conteudo de fendlicos totais encontrado, entre 0,101 e 0,290 mg GEA/Qext,
foi relativamente baixo, se comparado com outros 6leos essenciais e extratos
vegetais, como o extrato de bagaco de laranja (Citrus sinensis) avaliado por Benelli e
colaboradores (2010), o qual apresentou variagao entre 9 a 36 mg GEA/gext. Outros
exemplos que podem ser mencionados sdo do extrato de flores de Eupatorium
intermedium, avaliado por Czaikoski (2014), variou entre 4,26 e 10,03 mg GEA/gext.
Os maiores conteudos de fendlicos totais foram verificados nos extratos obtidos por
extracdo assistida por ultrassom. O menor valor encontrado foi para a amostra Meh, 0
gue sugere que a extracao assistida por ultrassom é o mais recomendado, entre 0s
métodos testados.

A atividade antioxidante do 6leo essencial e dos extratos de cravo-da-india
variaram entre 8,15 e 65,24%, valores corroborados, ainda que ligeiramente inferiores,
pelos resultados de El-Maati e colaboradores (2016), para extratos aquosos e
etandlicos, iguais a variaram de 25,3% a 91,4%, apés 120 min de incubacéo.

Os maiores valores observados foram das amostras de Oleo essencial e de
extratos obtidos por extracdo assistida por ultrassom, com diferenca significativa

evidenciada.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A realizacao deste trabalho demonstrou que o 6leo essencial e os extratos de
cravo-da-india, obtidos por diferentes métodos de extracdo, possuem atividades
antimicrobiana e antioxidante.

O rendimento observado do processo de extracdo do 6leo essencial foi de
1,05%. Para a maceracao, os valores variaram entre 1,45 e 7,32%, nos tempos de 0
e 72h de extracdo, respectivamente. Para a extracéo assistida por ultrassom a 25 °C
a variagao foi de 1,45 a 7,50%, nos tempos de 0 e 30 minutos, respectivamente. No
mesmo intervalo de tempo, para ultrassom a 40°C a variagdo encontrada foi de 1,45
a 7,74%, o que demonstra uma vantagem dos métodos de maceracao e ultrassom em
relacdo a hidrodestilacdo, pois além de ndo expor a amostra a altas temperaturas,
evitando degradacdo de compostos de interesse, requer menor tempo de
processamento e tem maior rendimento de produto final.

O alto teor de umidade encontrado para o cravo-da-india, de 14,81% (+ 0,47)
(bu), pode ter impactado a quantidade e a composi¢cdo do 6Oleo essencial e dos
extratos obtidos.

A analise de perfil quimico dos extratos de cravo-da-india demonstrou a
presenca de classes de compostos de &cido galico, flavonas e seus isdmeros. Acido
galico, teobromina e miricetina foram quantificados na andlise cromatografica
realizada, sendo que seus valores ficaram entre 413,53 e 798,58 pg/mL, 0,0030 e
0,0055 pg/mL e 0,031 e 0,040 pg/mL, respectivamente.

Os extratos obtidos por maceragéao nos tempos 0 e 6h, assim como os obtidos
por extracdo assistida por ultrassom a 25 °C e a 40 °C, nos mesmos tempos, nao
apresentaram atividade antimicrobiana detectavel. Para a concentracdo de
100 puL/mL, as amostras de 0leo, U@sec)3o, U@sec)so, Uuoecyis' € Uwuoeoc)so apresentaram
0s maiores halos de inibicdo para S. enteritidis, entre 2,40 e 2,92 mm, sendo. Para S.
aureus, as amostras Us °c)3o, Uuoecy1s € Uo °cy3o apresentaram os maiores valores,
entre 2,05 e 2,55 mm. As amostras Uwuocc)1s € Uwuocc)so apresentaram os maiores halos
de inibicdo para E. coli, entre 2,60 e 2,67 mm. Para L. monocytogenes, as amostras
Uwo ocy15* € Uo °c)3or apresentaram os maiores valores, entre 1,87 e 2,15 mm. Para a

concentragcdo de 50 uL/mL a amostra com maior atividade antimicrobiana foi o 6leo
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essencial. Estes resultados evidenciam a eficicia principalmente dos extratos obtidos
por extracao assistida por ultrassom.

O conteudo de fendlicos totais encontrado foi relativamente baixo, com valores
entre 0,101 e 0,290 mg GEA/gext. Ainda assim, os maiores contetdos de fendlicos
totais foram verificados nos extratos obtidos por extragao assistida por ultrassom. O
menor valor encontrado foi para a amostra Men.

Os resultados dos percentuais das atividades antioxidantes DPPH (% AA)
variaram entre 8,15 e 65,24%. Os maiores valores observados foram das amostras
de 6leo essencial e de extratos obtidos por extragéo assistida por ultrassom.

Os resultados deste estudo comprovam as atividades antimicrobiana e
antioxidante do o6leo essencial e dos extratos, obtidos por maceracdo e extracao
assistida por ultrassom. Pode-se destacar o método de extracdo assistida por
ultrassom como o mais recomendado para a industria, pois, além de apresentar
inmeras vantagens comerciais, como menor tempo de processamento e menor custo
de producédo, tem maior rendimento e alta eficacia na extracdo dos compostos
responsaveis pela atividade biologica dos extratos, sem expor o produto a altas
temperaturas, o que reduz o risco de degradacdo de composto e perda de qualidade

do extrato.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial e dos extratos de cravo-da-
india por diferentes metodologias (FRAP, ABTS etc.);

Avaliar a toxicidade do 6leo essencial e dos extratos de cravo-da-india;

Avaliar a atividade antifiungica do 6leo essencial e dos extratos de cravo-da-

india;

Avaliar a aplicacdo do Oleo essencial no tratamento de formacao de biofilmes

em industrias de alimentos;

Avaliar o impacto do uso do 6leo essencial e dos extratos, como bioaditivos, no

tempo util de alimentos;

Avaliar o impacto do uso do 0leo essencial e dos extratos, como bioaditivos,

nas caracteristicas sensoriais do alimento escolhido;

Realizar extracdo do o6leo essencial com uso de fluido supercritico para

comparacao de perfil quimico e atividade bioldgica;

Avaliar perfil quimico e atividade bioldgica das folhas de cravo-da-india.
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APENDICE A — Cromatograma de extratos obtidos em maceragao
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APENDICE B — Cromatograma de extratos obtidos em ultrassom a 25 °C
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APENDICE C — Cromatograma de extratos obtidos em ultrassom a 40 °C

Intensidade (mAU)

o)
HO
OH
400000 — HO
OH
Acido Galico | phs
350000 — ' HN” \|-/N\
& y 4
Il Z a7 N
g - oy
300000 — i CHa
\J )

a o Teobromina Miricetina
250000 = 0 N A N\ US 30 minutos, 40°C
200000 —
150000 —

-I‘ LANA J L\/\*\N_.,MM_MAA MS tominules;40°C
100000 —

50000 —
-I ‘ US 5 minutos, 40°C
G A A ~ UKN__
- 1 l L} I L) I L} I T I L) l T ' Ll I Ll |
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo de retengao (minutos)

Fonte: O autor



