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RESUMO

RIBEIRO, Tatiany Ciriaco, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2024.
Efeito do pré-tratamento com ultrassom associado a secagem na qualidade do
6leo essencial de Cyperus rotundus e na eficacia antimicrobiana da
formulacao elaborada. Orientador: Evandro de Castro Melo. Coorientadores:
Antonio Jacinto Demuner, Antonio Policarpo Souza Carneiro, Luis Cesar da Silva,
Mariane Borges Rodrigues de Avila e Maira Christina Marques Fonseca.

Em diversas partes do mundo, os medicamentos fitoterapicos sao tradicionalmente
empregados para tratar doencas. Entre as espécies utilizadas na medicina
tradicional, Cyperus rotundus L. destaca-se pelas suas atividades terapéuticas. Uma
caracteristica comum das plantas medicinais € a alta perecibilidade devido ao
elevado teor de agua apds a colheita. Por meio da secagem possibilita a
conservacao do produto, através da reducdo da atividade da agua a valores
seguros, nos quais ocorre a interrupgao do crescimento de microrganismos e de
reacdes enzimaticas. Entretanto, dependendo do método de secagem, das
condicbes envolvidas e da espécie vegetal, transformagbes podem ocorrer,
potencializando ou ndo as propriedades medicinais. O pré-tratamento ultrassénico
facilita a migracdo de agua nas células e aumenta a taxa de secagem. O presente
trabalho encontra-se dividido em trés capitulos. O primeiro referiu-se a revisao de
literatura sobre as propriedades medicinais da planta e o0 uso do ultrassom na
secagem. O segundo capitulo avaliou-se a influéncia de diferentes temperaturas de
secagem associadas ao pré-tratamento ultrassénico, na cinética de secagem, no
rendimento e na composicao do éleo essencial extraido de tubérculos coletados. O
terceiro capitulo foi analisada a atividade antimicrobiana do 6leo essencial e do
sabonete liquido a base do 6leo extraido de tubérculos de C. rotundus cultivados. Os
ensaios foram realizados segundo um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) considerando dois fatores com os seguintes intervalos: duragdo do banho
de ultrassom de 0 a 40 min e temperatura do ar de secagem de 40 a 70 °C. Foram
propostos modelos matematicos para descrever as curvas de secagem. O Oleo
essencial foi extraido por hidrodestilacdo e seus constituintes foram identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Analises
histoquimicas de tubérculos frescos foram realizadas utilizando Lugol, azul de
Alcian, Safranina, cloreto



férrico, Sudam Ill, Sudan black B e luz ultravioleta. A atividade antimicrobiana de
6leo essencial C. rotundus e do sabonete liquido intimo foi estudada contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans usando o
método de microdiluicdo. A concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentracéo
bactericida minima (MBC) foram estimadas para cada microrganismo. O tempo de
secagem dos tubérculos de C. rotundus foi dependente somente da temperatura
(efeito linear decrescente). Nao foi possivel ajustar um modelo para tempo de banho
de ultrassom e temperatura de secagem que otimizassem tanto o rendimento do
6leo essencial quanto o tempo de secagem dos tubérculos de C. rotundus. Nos doze
tratamentos de secagem avaliados, em onze os compostos 3,4-dimetil-3-ciclohexen-
1-carboxaldeido, 6xido de cariofileno e a-ciperona foram encontrados em maiores
concentragdes (entre 17,85-25,38%; 17,27-25,26%; 4,95-11,34%, respectivamente).
Os melhores resultados foram obtidos nas temperaturas e tempos de banho de
ultrassom intermediarios, em que ocorreu melhora na qualidade do produto em
comparacdo com os tubérculos frescos (controle). As andlises histoquimicas nos
tubérculos de C. rotundus mostraram a presenca de amido, compostos fendlicos e
lipidios. O 6leo e o sabonete liquido intimo de C. rotundus apresentaram atividade
antimicrobiana contra bactérias (S. aureus e S. epidermidis) e contra a levedura C.
albicans. O estudo demonstrou que o 6leo essencial extraido de C. rotundus tem
aplicagdes potenciais para uso nas industrias cosmética e farmacéutica.

Palavras-chave: tiririca; atividade antibacteriana; atividade antifungica; planta
medicinal; qualidade



ABSTRACT

RIBEIRO, Tatiany Ciriaco, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2024.
Effect of ultrasound pretreatment combined with drying on the quality of
essential oil from Cyperus rotundus and on the antimicrobial efficacy of the
developed formulation. Adviser: Evandro de Castro Melo. Co-advisers: Antonio
Jacinto Demuner, Antonio Policarpo Souza Carneiro, Luis Cesar da Silva, Mariane
Borges Rodrigues de Avila and Maira Christina Marques Fonseca.

In various parts of the world, herbal medicines are traditionally used to treat diseases.
Among the species used in traditional medicine, Cyperus rotundus L. stands out for
its therapeutic activities. A common characteristic of medicinal plants is their high
perishability due to the high water content after harvest. Drying allows for the
preservation of the product by reducing water activity to safe levels, which halts
microbial growth and enzymatic reactions. However, depending on the drying
method, conditions involved, and the plant species, transformations may occur that
can enhance or diminish the medicinal properties. Ultrasonic pretreatment facilitates
water migration within cells and increases the drying rate. This work is divided into
three chapters. The first chapter covers a literature review on the medicinal
properties of the plant and the use of ultrasound in drying. The second chapter
evaluates the influence of different drying temperatures combined with ultrasonic
pretreatment on the drying kinetics, yield, and composition of essential oil extracted
from collected tubers. The third chapter analyzes the antimicrobial activity of the
essential oil and liquid soap containing essential oil from cultivated C. rofundus
tubers. The experiments were conducted following a Central Composite Rotational
Design (CCRD), considering two factors with the following ranges: ultrasound bath
duration from 0 to 40 minutes and drying air temperature from 40 to 70 °C.
Mathematical models were proposed to describe the drying curves. The essential oil
was extracted by hydrodistillation, and its constituents were identified using gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Histochemical analyses of fresh
tubers were conducted using Lugol, Alcian blue, Safranin, ferric chloride, Sudan llI,
Sudan black B, and ultraviolet light. The antimicrobial activity of C. rotundus essential
oil and intimate liquid soap was tested against Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, and Candida albicans using the microdilution method.
The minimum inhibitory



concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were estimated
for each microorganism. The drying time of C. rotundus tubers depended solely on
temperature (decreasing linear effect). It was not possible to fit a model for
ultrasound bath time and drying temperature that optimized both the essential oil
yield and drying time of C. rotundus tubers. Among the twelve drying treatments
evaluated, eleven showed the compounds 3,4-dimethyl-3-cyclohexene-1-
carboxaldehyde, caryophyllene oxide, and a-cyperone in higher concentrations
(ranging from 17.85-25.38%; 17.27-25.26%; 4.95-11.34%, respectively). The best
results were obtained at intermediate ultrasound bath durations and temperatures,
leading to an improvement in product quality compared to fresh tubers (control).
Histochemical analyses of C. rotundus tubers revealed the presence of starch,
phenolic compounds, and lipids. The essential oil and intimate liquid soap from C.
rotundus showed antimicrobial activity against bacteria (S. aureus and S.
epidermidis) and the yeast C. albicans. The study demonstrated that the essential oil
extracted from C. rotundus has potential applications in the cosmetic and
pharmaceutical industries.

Keywords: nutgrass; antibacterial activity; antifungal activity; medicinal plant ; quality
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INTRODUCAO GERAL

As infecgbes causadas por bactérias e fungos sao vistas como uma séria
ameaca a saude publica, especialmente devido a capacidade desses
microrganismos de desenvolver ou adaptar resisténcia aos antimicrobianos. O
uso excessivo e indiscriminado de antibidticos tem contribuido para a sele¢ao de
bactérias multirresistentes, representando um preocupante problema de saude
global (LANGFORD et al., 2020).

Infec¢des fungicas oportunistas podem afetar a pele, mucosas e causar
infeccdes sistémicas (Talapko, et al., 2021), sendo a Candida albicans a espécie
mais comum, responsavel por cerca de 70% das infec¢des fungicas no mundo
(Morad et al., 2018). Essas infeccbes podem ser tratadas com trés classes de
medicamentos: azois, polienos e equinocandinas (Guo et al., 2012; Wijnants,
Vreys e Van Dijck, 2021). Entretanto, o uso prolongado desses antifungicos pode
levar a resisténcia de C. albicans (Zhao et al., 2019), além de os azbis causarem
efeitos colaterais como toxicidade hepatica, intolerancia gastrointestinal e
supressao adrenal (Wu et al., 2004).

Uma opgdo promissora aos medicamentos tradicionais é o uso de
compostos bioativos de plantas em novas formulagdes antifungicas, ja que
oferecem maior acessibilidade e eficacia (Ng'uni et al., 2022).

Entre as espécies relatadas na literatura, Cyperus rotundus tem sido
estudada e considerada medicinal por suas propriedades antifungicas e
antibacterianas (Eltayeib e Ismaeel, 2014). C. rotunus é uma planta espontanea
presente em regides tropicais e subtropicais, encontrada na india, Africa,
Tunisia, Brasil e outros paises (Kandikattu et al., 2021).

As plantas medicinais sdo altamente pereciveis devido ao elevado teor
de agua apés a colheita, tornando a secagem uma etapa essencial no tratamento
pds-colheita, pois reduz o teor de agua, inibindo o crescimento microbiano e as
reagcbes enzimaticas (Mujumdar, 2015; Rocha, Melo e Radinz, 2011;
Pandiselvam et al., 2023).

Na secagem de plantas medicinais, altas temperaturas podem degradar
principios ativos sensiveis ao calor (Argyropoulos e Mdller, 2014; Jin et al., 2018;
Mujumdar e Law, 2010), como 6leos essenciais, enquanto temperaturas mais
baixas prolongam o processo, podendo comprometer a qualidade fitoquimica e
aumentar o consumo de energia (Mujumdar, 2015).
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Uma tecnologia promissora é a secagem com pré-
tratamento ultrass6nico, que provoca rapida compressao e a expansao “efeito
esponja” do tecido celular, resultando na formagédo de "microcanais" dentro do
material (Zhang et al., 2023; Carcel et al. 2012; Chemat e Zill-e-Huma Khan,
2011). Esse processo facilita a migragdo de agua nas células, aumentando a
taxa de secagem (Zhang et al., 2023).

Portanto, o desenvolvimento de novos produtos contendo compostos
bioativos de plantas em sua formulagdo compostos € promissor no tratamento
antimicrobiano. Para obter produtos de qualidade, pesquisas investigando o
efeito da utilizacdo do ultrassom como pré-tratamento na secagem de plantas
medicinais ainda sao incipientes, e ndao ha relatos na literatura atual sobre os
efeitos desse método na secagem da espécie C. rotundus.

Neste contexto, este trabalho esta organizado em trés capitulos. O
primeiro capitulo apresenta uma revisao da literatura sobre as propriedades da
planta e a aplicacao do ultrassom no processo de secagem. O segundo capitulo,
foi investigada a influéncia de diferentes temperaturas de secagem combinadas
com o pré-tratamento ultrassénico na cinética de secagem, no rendimento e na
composigao do 6leo essencial. O terceiro capitulo aborda a andlise da atividade
antimicrobiana do 6leo essencial e do sabonete liquido enriquecido com o 6leo

essencial extraido dos tubérculos de C. rotundus.
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Capitulo 1

USO DE ULTRASSOM COMO PRE-TRATAMENTO NA SECAGEM E
UTILIZACAO DE Cyperus rotundus L. COMO COMPOSTO BIOATIVO COM
POTENCIAL ANTIFUNGICO: REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

Apesar das reconhecidas propriedades terapéuticas dos compostos bioativos
presentes em Cyperus rotundus L., a secagem € uma operacao recomendada
para garantir a preservagado da qualidade dos materiais vegetais. No entanto,
devido as variagcées no teor de agua, composicdo quimica e caracteristicas
morfolégicas desses materiais, a otimizagdo dos métodos e parametros de
secagem se torna fundamental. A adaptacdo especifica dos processos de
secagem para cada espécie € uma estratégia essencial para a obtencao de
biomassa seca com alto valor comercial. Essa abordagem permite manter a
integridade dos compostos bioativos e maximizar o rendimento, atendendo as
exigéncias de industrias que utilizam esses materiais em produtos farmacéuticos
e cosméticos. As ondas ultrass6nicas podem aumentar a disponibilidade de
energia e acelerar os processos de transferéncia de massa no produto,
preservando os principais atributos qualitativos sem elevar significativamente a
temperatura do ar de secagem. Portanto, essa revisdo teve como objetivo
elucidar o potencial antifungico dos compostos bioativos de C. rotundus. Além
disso, abordou o uso do pré-tratamento com ultrassom na secagem dessa
planta, explorando mecanismos de acao e principais efeitos no processo de
dessorcao e na composicao quimica dos materiais.

Palavras-chave: Planta medicinal, Secagem, Ultrassom, Antifungico.
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USE OF ULTRASOUND AS PRE-TREATMENT IN THE DRYING AND
APPLICATION OF Cyperus rotundus L. AS A BIOACTIVE COMPOUND WITH
ANTIFUNGAL POTENTIAL: A REVIEW

ABSTRACT

Despite the recognized therapeutic properties of the bioactive compounds
present in Cyperus rotundus L., drying is a recommended process to ensure the
preservation of the quality of plant materials. However, due to variations in water
content, chemical composition, and morphological characteristics of these
materials, optimizing drying methods and parameters becomes essential.
Specific adaptation of drying processes for each species is a crucial strategy for
obtaining high-commercial-value dry biomass. This approach helps to maintain
the integrity of bioactive compounds and maximize yield, meeting the demands
of industries that use these materials in pharmaceutical and cosmetic products.
Ultrasonic waves can increase energy availability and accelerate mass transfer
processes in the product, preserving key qualitative attributes without significantly
raising the drying air temperature. Therefore, this review aimed to elucidate the
antifungal potential of the bioactive compounds of C. rotundus. Additionally, it
addressed the use of ultrasound pretreatment in drying this plant, exploring
mechanisms of action and main effects on the desorption process and chemical
composition of the materials.

Keywords: Medicinal plants, Drying, Ultrasound, Antifungal.

1. Tiririca (Cyperus rotundus L.)

1.1 Caracteristicas gerais

Cyperus rotundus (Figura 1), pertencente a familia Cyperaceae, € uma
espécie nativa da india e amplamente disseminada em diversas regides da
Africa, América, Asia e Europa (Bezerra e Pinheiro, 2022). Essa espécie é um
desafio significativo para a agricultura devido ao seu crescimento rapido,
competitividade por nutrientes do solo, resisténcia a herbicidas e alta
adaptabilidade, resultando em grandes perdas de produtividade (Dhar et al.,
2017). C. rotundus possui um ciclo de vida perene, com plantas que variam de 7

a 40 cm de altura e produzem rizomas e tubérculos com propriedades medicinais
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valiosas (Peerzada, 2017; Shakerin et al., 2020; Hussein et al., 2021). A planta
€ composta por folhas lineares e inflorescéncias que contém entre 2 a 10
espiguetas estreitas e planas (Ross, 2003). Seu sistema caulinar subterraneo
inclui tubérculos, bulbos e rizomas, permitindo sua propagagdo mesmo em
condi¢cbes ambientais adversas (Dhar et al., 2017).

Figura 1- Cyperus rotundus L.. (A) Planta area; B) Inflorescéncia.

Fonte: Bezerra e Pinheiro (2022).

Os tubérculos de Cyperus rotundus variam de forma, indo de redondos a
ovais, com uma coloragao externa marrom e o interior branco-avermelhado, além
de uma fragrancia caracteristica. Eles medem aproximadamente 1 a 3,5 cm de
comprimento (Dhar et al., 2017; Al-Snafi, 2016; Peerzada et al., 2015), podem
persistir no solo por 3 a 4 anos e permanecer viaveis por até 10 anos (Dhar et
al., 2017).

Os caules de C. rotundus séao triangulares em sec¢ao transversal, lisos e
eretos, enquanto suas folhas nascem na base da planta e estdo dispostas em
grupos de trés ao longo do caule (Al-Snafi, 2016).

As flores dessa espécie crescem em espigas (inflorescéncias) nas
extremidades dos caules, geralmente com duas a quatro bracteas e compostas
por pequenas flores de cor roxa a marrom-avermelhada, com trés carpelos
resistentes e trés estigmas fixados a um caule ndo ramificado, ereto, triangular

e verde-escuro (Peerzada et al., 2015).
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1.2 Composicao quimica

C. rotundus contém diversos compostos quimicos em suas partes, que
sdo os componentes ativos responsaveis por suas propriedades biologicas e
terapéuticas. Esses compostos podem ser divididos em grupos volateis e nao
volateis. Os 6leos essenciais sdo a principal fonte dos metabdlitos secundarios
volateis bioativos de C. rotundus, e a composicdo inclui aldeidos
monoterpénicos, ésteres monoterpénicos, hidrocarbonetos monoterpénicos,
cetonas monoterpénicas, derivados monoterpénicos oxigenados, derivados
sesquiterpénicos  oxigenados, aldeidos  sesquiterpénicos, epdxidos
sesquiterpénicos, hidrocarbonetos sesquiterpénicos e cetonas sesquiterpénicas
(Dhar et al., 2017; Peerzada et al., 2015). Entre os fitoquimicos nao volateis
presentes nesta planta, destacam-se os flavonoides, cromonas, alcaloides,
acidos fenolicos, taninos, glicosideos e furocromonas, entre outros (Dhar et al.,
2017; Bezerra e Pinheiro, 2022).

Grandes variagcdes na composicao fitoquimica de C. rotundus tém sido
relatadas em relacdo as partes selecionadas da planta, aos métodos de
extracdo, as localizagbes fitogeograficas e as diferengas sazonais (Hu et al.,
2017). Diante disso, a seguir sdo apresentados alguns estudos sobre a
composicao quimica de extratos e 6leos essenciais de C. rotundus.

De acordo com a literatura, os compostos dos 6leos essenciais de C.
rotundus em diferentes regides da Asia foram classificados em quatro
quimiotipos: H, K, M e O (Lawal e Oyedeji, 2009). O quimiotipo H, encontrado no
Japao, continha a-ciperona (36,6%), B-selineno (18,5%), ciperol (7,4%) e
cariofileno (6,2%). O quimiotipo M, presente na China, Hong Kong, Japao,
Taiwan e Vietna, incluia a-ciperona (30,7%), ciperotundona (19,4%), B-selineno
(17,8%), cipereno (7,2%) e ciperol (5,6%). O quimiotipo O, identificado no Japéao,
Taiwan, Tailandia, Havai e Filipinas, era caracterizado por cipereno (30,8%),
ciperotundona (13,1%) e B-elemeno (5,2%). Além disso, no Havai, o tipo O
continha principalmente ciperotundona (25,0%) e cipereno (20,7%). O quimiotipo
K, também do Havai, tinha como principais compostos cipereno (28,7%),
ciperotundona (8,8%), acetato de patchoulenila (8,0%) e acetato de sugeonila
(6,9%) (Komai e Tang, 1989; Komai et al., 1994).

Outro estudo realizado por Janaki et al. (2018) sobre o éleo essencial
extraido dos rizomas de C. rotundus, identificaram a presenca de 72 constituintes
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através da analise de cromatografia gasosa (GC-MS). Os sesquiterpenos foram
0s principais componentes, representando 74,53% da composicao total, com
destaque para elemenona (13,59%), a-ciperona (13,41%) e 6xido de cariofileno
(13,03%). Além disso, os monoterpenos constituiram 15,06% do 6leo essencial.

Hu et al. (2017) analisaram a composi¢ao quimica do 6leo essencial dos
rizomas de C. rotundus extraido por hidrodestilacdo. Esses pesquisadoes
identificaram 30 componentes, que correspondem a 94,7% do valor total. Entre
0s principais componentes estavam a-ciperona (38,46%), cipereno (12,84%) e
a-selineno (11,66%), seguidos por 6xido de B-cariofileno (4,33%), (d)-limoneno
(3,62%), a-calacoreno (3,14%) e y-muuroleno (3,13%).

Em uma analise regional, Jirovetz et al. (2004) investigaram a composicao
do Oleo essencial de raizes e tubérculos de C. rotundus originarios do sul da
india. Os principais compostos encontrados foram a-copaeno (11,4%), valerenal
(9,8%), 6xido de cariofileno (9,7%), cipereno (8,4%), nootkatona (6,7%) e trans-
pinocarveol (5,2%).

Em outra investigacao, Zoghbi et al. (2008) estudaram os éleos essenciais
dos tubérculos de C. rotundus cultivados no estado do Para. O 6leo de C.
rotundus foi caracterizado por altos teores de a-ciperona (22,8%) e
ciperotundona (12,1%). Os autores observaram semelhancas e diferencas em
comparacao a dados de outros estudos sobre C. rotundus coletados em diversas
regides geograficas. O elevado teor de a-ciperona e ciperotundona, juntamente
com os baixos teores de cipereno e [B-selineno, indicaram um novo padréao
quimico diferente dos tipos anteriormente relatados.

Além dos estudos com 6dleos essenciais, extratos de acetato de etila e
metanol de C. rotundus, obtidos por extracdo soxhlet, revelou a presenca de
quantidades variadas de flavonoides, cumarinas e taninos (Kilani-Jaziri et al.,
2011). Outra a pesquisa realizadoa por Kandikattu et al. (2015), identificaram oito
compostos fendlicos nos extratos de C. rotundus, incluindo rotundine B, (-)-
eudesma-2,4(15)-11-trieno, cyperusol D, gama-calacoreno, 4,7-dimetil-1-
tetralona, (+)-beta-rotunol, isocorymbolone e 4,6,3',4'-tetrametoxyaurona.

1.3 Atividades bioldgicas

Na Tabela 1, a seguir, sdo relacionados estudos sobre o uso de C.
rotundus na medicina tradicional com a parte da planta utilizada e as suas

atribuicdes terapéuticas.



22

Tabela 1- Indicagbes de uso de Cyperus rotundus na medicina tradicional.

Modo de - , a .
Parte usada preparo Uso medicinal Pais Referéncias
Planta inteira, i Dispepsia, vomito, célera, febre, - Qureshi et
tubérculos inflamagao Paquistao al. (2008)
Caules Decocgéao Diurético, inflamagao Brasil Borgeé&%?utlsta
Planta inteira Decocgéao Febre da malaria india Smg(goeog)mgh
. i A . . oo Nanadagopalan
Tubérculos Febre, vdmito, tosse, dispepsia India et al. (2015)
. . Menst_ruag_ao |rre_gula_r, . . Ganesan e Xu
Rizomas - dismenorreia, dispepsia, diarreia, India
A (2017)
vomito
Rizomas, dggzaga Diurético, vermifugo, dermatite, Paquistio Umair et
raizes, folhas p(,g ’ dor de estbmago a al. (2017)
Tubérculos i Doencgas estomacais, anti- india Ramanathan et
helminticas al. (2014)
Carminativo, febrifugo,
. Decoccao hepatoprotetor, diurético, oo Sivasankari et
Rizomas em poé antipirético, analgésico, India al. (2014)
hanseniase
3 Contaminagao microbiana, anti- . .
Tubérculos - helmintico, diurético India Singh (2016)
. Febre, diarreia, doengas do - Hussain et
Rizomas i sangue, clera, diurético Paquistdo al. (2010)
. i Menstruacao irregular, diarreia, - Amijad et
Rizomas vémito, diurético, anti-helmintico, ' 2duistao al. (2015)
. . , Fenner et
Tubérculos - Ferimentos Brasil al. (2006)
. , . . Staniski et
Planta inteira Cha Menstruacéo irregular Brasil al. (2014)
Raizes Cha Doeng:as~ associadas ao sangue Brasil De Moraes Rego
e 6rgaos hematopoiéticos et al. (2016)
Raizes Extracéo Ferimentos India Datta et al. (2014)
Planta inteira Decoccao Disenteria India Sahu et al. (2011)
Rizomas Decocgéo Insolagéo india Roy e Janbandhu
(2020)
. - . - Samy et
Rizomas Decoccao Picada de cobra India al. (2008)
Ténico para o cérebro,
. . hemorroidas, queda de cabelo, _— Yaseen et
Raizes Po, extrato ténico digestivo, tdnico para o Paquistao al. (2015)
coracao, colera, dor muscular
— Extrato i
Planta inteira, = N Kayani et
raizes, folhas ~ 9°%00%% Tosse Paquistao al. (2014)
. ~ - . De Barros et
Raizes Maceragéo Problemas de memoria Brasil al. (2007)
. = . - . . . Duarte et
Raizes Decocgéao Anti-inflamatério, anti-infeccioso Brasil al. (2007)
Rizomas Extracio Febre, diarreia, doenca do Nepal Burlakoti e
¢ sangue P Kunwar (2008)
Raizes Decoccao Infertilidade feminina China Li e Xing (2016)
. - Uddin et
Raizes - Paralisia Bangladesh al. (2006)
Raizes - Problemas de meméria Ira Amiri e Joharchi
(2013)

Fonte: Adaptado de Bezerra e Pinheiro (2022).
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1.4 Atividade antimicrobiana

El-Gohary (2004), em um estudo com Oleos extraidos por hidrodestilacdo
dos tubérculos de C. rotundus, observaram que o 6leo essencial foi
significativamente ativo contra microrganismos Gram-positivos (como
Staphylococcus aureus e Streptococcus species), moderadamente ativo contra
Sarcina lutea, Bacillus subtilis e fungos (espécies de Candida). No entanto, o
6leo ndo mostrou efeito contra microrganismos Gram-negativos.

Kilani et al. (2005) identificaram no éleo essencial dos tubérculos de C.
rotundus obtido por destilagao a vapor, 33 compostos. A atividade antibacteriana
do Oleo foi mais eficaz contra bactérias Gram-positivas, especialmente
Staphylococcus aureus, do que contra bactérias Gram-negativas. Os autores
relataram que o 6leo nao apresentou atividade contra Escherichia coli e
Salmonella enteritidis. Eles concluiram que os terpenoides hidrocarbonetos
presentes no éleo de C. rotundus sdo mais ativos contra bactérias Gram-
positivas, enquanto as bactérias Gram-negativas, devido a presenca de
lipopolissacarideos na parede celular, dificultam a penetracdo do 6leo. Além
disso, o0 Oleo essencial apresentou atividade antibacteriana contra organismos
de interesse médico, como Staphylococcus, Enterococcus e Salmonella.

Eltayeib e Ismaeel (2014) relataram a atividade antimicrobiana dos éleos
essenciais de C. rotundus contra S. aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, C. albicans e Aspergillus niger. De forma semelhante, a
eficacia antimicrobiana do extrato etandlico de C. rotundus foi demonstrada
contra A. niger, E. colie S. aureus por Adeniyi et al. (2014).

De acordo com Dell e Mccomb (1987), alguns monoterpenos e
sesquiterpenos, como mirceno, canfeno, a-pineno e longifoleno, retardam o
crescimento de fungos decompositores. Diversos estudos atribuem a atividade
antimicrobiana dos 6leos essenciais aos compostos terpenoides e fendlicos
presentes (Zunino et al.,, 1997; Dorman e Deans, 2000; Burt, 2004). Outros
autores sugeriram que o0s principais componentes fendlicos dos 6leos
essenciais, como o carvacrol, possuem potente atividade antifungica (Chami et
al., 2004).

Harris (2002), em seu estudo, constatou que 6leos essenciais ricos em
componentes como citral (mistura isomérica de neral e geranial), citronelal,

cinamaldeido, cumaldeido e fendis (timol, carvacrol e eugenol) possuem
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propriedades antifungicas. Os autores destacaram que alcoois primarios como
geraniol e citronelol apresentam excelente atividade antifingica sem risco de
irritagao.

Em estudo sobre as atividades antifungicas dos terpenos 1,8-cineol,
limoneno, mentol, a-pineno e timol, todos inibiram C. albicans (Demo et al.,
2001). Além disso, alcoois terpénicos como o linalol exibem forte atividade
antimicrobiana, especialmente em células bacterianas ou fangicas, enquanto
derivados de hidrocarbonetos possuem propriedades antifungicas mais fracas,
devido a baixa solubilidade em agua que limita a difusdo através da bicamada
fosfolipidica das membranas celulares (De Las Mercedes Oliva et al., 2013).
Skaltsa et al. (2003) atribuiram maior potencial antifingico aos terpenos
oxigenados.

Algumas pesquisas relataram que a inser¢cdo de terpenos de dleos
essenciais interrompe o empacotamento de lipidios, induzindo alteracdées na
fluidez da bicamada que afetam a permeabilidade celular (Harris, 2002; Hammer,
Carson e Riley, 2004; De Las Mercedes Oliva et al., 2013).

2. Secagem

A secagem é uma etapa crucial no processamento de produtos agricolas
apos a colheita (Rocha, Melo e Radlinz, 2011). Esse processo visa preservar o
produto, reduzindo o teor de agua a niveis que inibem ou retardam o crescimento
de microrganismos e as rea¢des enzimaticas (Mujumdar e Law, 2010; Park et
al., 2014; Mujumdar, 2015).

Os compostos volateis oriundos de plantas medicinais e aromaticas sao
especialmente vulneraveis ao processo de secagem (Melo, Radiinz e Melo et
al., 2004). Estudos sobre o impacto na composicdo e rendimento dos éleos
essenciais revelam que as variacbes nas concentragdes dos componentes sao
influenciadas por diversos fatores, que incluem caracteristicas intrinsecas como
a espécie e variedade da planta, bem como os extrinsecos tipo e umidade do
solo, condi¢cbes climaticas, intensidade e qualidade da luz, estagio de
desenvolvimento da planta, e as condicbes e métodos de secagem, como
temperatura do ar, velocidade de secagem, taxa de secagem e tempo de
exposicao (lli¢ et al., 2022; Zeljkovi¢ et al., 2020).

A condicdo do ar durante a secagem tem um impacto significativo na
qualidade do produto. Secar a altas temperaturas pode acelerar o processo, mas
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pode comprometer a qualidade do produto, causando danos térmicos a
superficie e aumentando o consumo de energia. Em contraste, condi¢cdes de
secagem mais suaves com temperaturas mais baixas podem resultar em produto
de qualidade, mas também reduzir a taxa de secagem, prolongando o tempo
necessario (Kumar et al., 2014). A taxa de secagem, que € a rapidez com que a
agua é removida do produto, é crucial; um processo muito rapido pode degradar
0s principios ativos, enquanto um processo muito lento pode favorecer o
crescimento de microrganismos indesejaveis (Melo, Radiinz e Melo et al., 2004).

A variabilidade genética dentro de uma espécie, bem como fatores como
condicbes ambientais, épocas de colheita, praticas de cultivo, tipo de solo e
partes da planta analisadas, podem afetar o teor e a composi¢dao quimica dos
Oleos essenciais (Martins et al., 2006). Eltayeib e Ismaeel (2014) estudaram o
0leo essencial de rizomas de Cyperus rotundus coletados em diferentes
localidades no estado de Cordofao do Norte, no Sudéo (Elrahad (A), Elobeid (B)
e Bano (C)). Os resultados indicaram que a porcentagem de éleo, a composicao
quimica e o efeito antimicrobiano variam conforme a localizagéo da planta. As
diferencas na composi¢do do 6leo essencial observadas em C. rotundus no
Sudao comparadas com outras regides podem ser atribuidas a fatores como tipo
de solo, precipitacao, estado nutricional das plantas e condicées ambientais e
climaticas. Essas varia¢des evidenciam a diversidade quimica existente dentro
da espécie.

Portanto, para obter material vegetal seco e éleos essenciais de alta
qualidade, é necessario utilizar técnicas de cultivo, colheita e pds-colheita
adequados além de escolher um método de secagem apropriado, e desenvolver
um protocolo de secagem para cada tipo de planta, levando em conta as

caracteristicas fisicas e quimicas.

2.1 Pré-tratamento com ultrassom: secagem de espécies vegetais e
compostos bioativos

2.1.1 Mecanismo de acao do Ultrassom

A tecnologia de ultrassom tem sido aplicada com sucesso em diversos
processos, como extragdo, secagem, desidratacdo osmotica, hidratagdo e
dessalinizagdo (Miano, lbarz e Augusto, 2016). Esse método utiliza ondas
mecéanicas com frequéncias acima do limite da audicdo humana (> 20 kHz)
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(Dibagar e Amiri Chayjan, 2019). Essas ondas propagam-se através da
superficie do material a uma velocidade que depende da natureza do material e
da onda (Ashokkumar et al., 2008). A eficiéncia da transferéncia de massa por
meio do ultrassom pode ser atribuida a diferentes mecanismos, que séo
classificados em efeitos diretos e indiretos do ultrassom.

Os efeitos diretos envolvem o "efeito esponja” e o fluxo inercial. A medida
que as ondas ultrassbénicas atravessam o produto, causam alternancia rapida
entre compressdo e expansdo da matriz do tecido, semelhante ao
comportamento de uma esponja que é comprimida e liberada repetidamente (De
La Fuente-Blanco et al., 2006; Mulet et al., 2003; Yao, Zhang e Liu, 2009). Esse
processo cria microcanais e poros, facilitando a transferéncia de massa e
promovendo o fluxo de massa através do bombeamento de agua para a
superficie do produto, o que facilita a remocgao durante a secagem (Miano, Ibarz
e Augusto et al., 2016).

O efeito indireto esta associado a cavitacao acustica, que ocorre quando
as ondas de ultrassom interagem com a agua presente dentro ou fora das células
do produto. Esse fendbmeno causa a ruptura de células e tecidos, formando
cavidades e microcanais que reduzem a resisténcia interna ao fluxo de massa,
acelerando a evaporacdo da agua durante a secagem. A presenca desses
microcanais é considerada um dos principais efeitos da tecnologia de ultrassom
para aumentar a transferéncia de massa no processamento de produtos (Garcia-
Noguera et al., 2010; Patero e Augusto, 2015; Miano, Ibarz e Augusto et al.,
2016). A Figura 2 demonstra a formacao e o colapso das bolhas geradas pela
aplicagéo de ondas ultrassénicas.

Os mecanismos envolvidos no tratamento por ultrassom podem provocar
efeitos fisicos e quimicos com diversas aplicacdes industriais (Soria e Villamiel,
2010). Entre as forcas fisicas resultantes do ultrassom, estdo a agitacao
mecanica, microjatos, forcas de cisalhamento, microextragdo, pontos quentes e
ondas de choque, que tém sido empregadas efetivamente em processos como
emulsificacdo e extracdo (Ashokkumar, 2015). O ambiente de alta temperatura
gerado nas bolhas de cavitagao resulta em diversas reagdes quimicas, incluindo
a formacéao de radicais altamente reativos (Zhang et al., 2006; Drakopoulou et
al., 2009; Yusof e Ashokkumar, 2013; Ashokkumar, 2015).
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Figura 2. Formacéao e colapso das bolhas devido aplicacao de ondas Ultrassénicas.
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Fonte: Adaptada de Leonelli e Mason (2010).

Dependendo da aplicagdao, pode-se utilizar seletivamente os efeitos
fisicos, quimicos ou ambos os resultantes da cavitagdo acustica. Processos
como extracdo e emulsificacdo, por exemplo, aproveitam principalmente as
forcas fisicas geradas (Balachandran et al., 2006; Kentish et al., 2008). Por outro
lado, a producédo de nanomateriais e a degradagao de poluentes organicos em
solugdo aquosa utilizam radicais redutores ou oxidantes (Ashokkumar, 2015).
Em processos especificos como polimerizacdo por emulsdo e esfoliacdo de
folhas de grafeno, sdo necessarios tanto efeitos fisicos quanto quimicos (Zhang
et al., 2009; Vinodgopal et al., 2010). No caso da polimerizagao, as forcas fisicas
ajudam a gerar goticulas do monémero na fase aquosa, enquanto os radicais
sdo essenciais para a polimerizagdo do monémero (Zhang et al., 2009;
Ashokkumar, 2015). Da mesma forma, a esfoliacdo do éxido de grafeno requer
cisalhamento, e a reducao do 6xido de grafeno é facilitada pelos radicais
redutores gerados durante a cavitagao acustica (Vinodgopal et al., 2010).

As modificagbes fisicas nos materiais causadas pelo ultrassom resultam
das forgas de cisalhamento associadas ao colapso das bolhas, que estao ligadas
a ondas de choque de pressao, microjatos liquidos e transmissado acustica
(Leong et al., 2017). A transmissao acustica refere-se a propagacao de disturbios
no fluido devido a oscilagdo provocada pelo crescimento das bolhas, gerando
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forcas de cisalhamento ao redor das bolhas. O colapso assimétrico e rapido das
bolhas durante a cavitagdo resulta na emissao unidirecional de microjatos
liqguidos de alta velocidade no fluido adjacente. As ondas de choque geradas pelo
colapso das bolhas se propagam radialmente no fluido, 0 que pode aumentar as
taxas de transferéncia de massa e melhorar a eficiéncia das reac¢des (Leong et
al., 2017).
A cavitagdo acustica em meio aquoso pode gerar radicais livres como H+

e OH" através da quebra das moléculas de agua, que, por sua vez, podem se
recombinar para formar novos produtos moleculares (Kentish e Ashokkumar,
2010).

H20 - H+ OH

H+H-> H2
OH + OH > H20:2
H+ OH > H20

Esses radicais produzidos podem afetar a qualidade de algumas
substancias alimentares e ser usados para melhorar a funcionalidade de
ingredientes alimentares selecionados (Ashokkumar et al., 2008). A atividade
dos antioxidantes nos sistemas alimentares e bioldgicos € dependente do grau
de hidroxilagédo (Soria e Villamiel, 2010). Na técnica de ultrassom, a formagéao de
radicais € considerada uma desvantagem para a preservagao da bioatividade de
compostos das plantas como os fendis (Soria e Villamiel, 2010). Todavia, os
radicais podem aumentar a atividade antioxidante de outros componentes, como
os flavonoides (Ashokkumar et al., 2008). E importante ressaltar que para
aquelas aplicagées em que os radicais OH afetam adversamente a integridade
dos constituintes de interesse, € recomendado o ultrassom de baixa
frequéncia. Isso ocorre porque tanto a cavitacdo estavel quanto um aumento no
namero de bolhas ativas podem aumentar a quantidade de radicais gerados em
alta frequéncia de ultrassom (Ashokkumar et al., 2008).

2.1.2 Pré-tratamento com ultrassom: efeitos sobre a secagem e
composicao quimica do oleo
O uso de ultrassom no pré-tratamento ou na secagem assistida por essa
tecnologia tem se mostrado benéfico devido a capacidade de otimizar a

transferéncia de massa, resultando em menores tempos de secagem e consumo
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energético. Ashokkumar et al. (2008) observaram que a sonicagdao do fenol
promove a hidroxilacdo em varias posi¢des, sugerindo que os radicais hidroxila
gerados podem aumentar as propriedades antioxidantes de flavonoides e outras
moléculas antioxidantes presentes em alimentos. Além disso, a hidroxilagcao de
compostos fendlicos € util em sistemas bioldgicos, com os &cidos fendlicos
atuando como antioxidantes ao capturar radicais livres e interromper cadeias
reativas.

Chemat et al. (2004) investigaram o impacto do ultrassom na
emulsificacao e processamento de éleos vegetais, como girassol, oliva e soja, e
encontraram alterac6es negativas significativas na composicdo devido a
oxidagdo causada pelo tratamento ultrassénico. Zhang et al. (2017) relataram
que o pré-tratamento com ultrassom de alta intensidade reduziu o tempo de
secagem dos cogumelos em 9,5% e melhorou a qualidade nutricional em
comparagdo com produtos ndo tratados. No entanto, um pré-tratamento
excessivo pode levar a perdas de nutrientes (Kek, Chin e Yusof, 2013; Stojanovic
e Silva, 2007).

Sledz et al. (2016) estudaram o efeito do pré-tratamento ultrassénico em
frequéncias de 21 e 35 kHz nos tempos de 20 e 30 minutos sobre a secagem e
qualidade das folhas de salsa. Eles observaram uma redugao significativa no
tempo de secagem, com a frequéncia de 21 kHz sendo recomendada para
preservar o conteudo fendlico e a cor das folhas. Em um estudo adicional, Sledz
et al. (2015) demonstraram que o ultrassom reduziu o tempo de secagem em até
20% e o consumo de energia em até 26,2%, melhorando a retencao da cor e 0
teor de luteina.

Apesar dos beneficios da tecnologia ultrassénica, podem ocorrer perdas
de nutrientes devido a oxidacdo e degradacao celular. A otimizagcdo das
condicdes de ultrassom, como frequéncia, poténcia e tempo de exposicao, deve
ser ajustada para cada tipo de produto para minimizar essas perdas. A tecnologia
ainda enfrenta desafios para a implementagcdo em escala industrial, devido a
dificuldade de escalar o processo de sonicagéo.
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3. Microrganismos
3.1 Candida albicans

Candida albicans é a principal causadora de candidiase invasiva e
representa a quarta principal causa de infec¢ées hospitalares (Wijnants, Vreys e
Van Dijck, 2021). Normalmente, C. albicans habitam o corpo humano na forma
de levedura e nao causam problemas (Guo et al., 2012). No entanto, quando o
sistema imunolégico do hospedeiro estd comprometido devido a condicoes
patologicas, como imunossupressao ou tratamento prolongado com antibidticos,
C. albicans pode se transformar em uma forma filamentosa multicelular invasiva
e afetar os tecidos humanos, resultando em infec¢des locais e sistémicas (Duarte
et al., 2005; Guo et al., 2012).

Atualmente, existem trés principais classes de antifungicos para tratar
essas infecgbes: azdis (fluconazol e itraconazol), polienos (anfotericina B e
nistatina) e equinocandinas (caspofungina e micafungina) (Guo et al., 2012;
Wijnants, Vreys e Van Dijck, 2021). Historicamente, os az6is tém sido a escolha
preferida para o tratamento inicial, com o fluconazol sendo frequentemente
utilizado para a maioria das infecgdes por C. albicans (Whaley et al., 2017; De
Las Mercedes Oliva et al., 2013). No entanto, o uso extensivo desses
antifangicos pode resultar no desenvolvimento de resisténcia severa,
comprometendo significativamente a eficacia terapéutica, além dos efeitos

adversos associados ao uso de azadis, principalmente hepatotoxicidade.
3.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria comum e altamente virulenta,
frequentemente responsavel por infecgdes hospitalares devido a sua presenca
na pele e nasofaringe de cerca de 15% das pessoas saudaveis (Lima et al,
2015). Individuos com dispositivos médicos invasivos, como cateteres venosos
periféricos e centrais, ou com sistemas imunoldgicos enfraquecidos, séo
especialmente suscetiveis a infec¢des por essa bactéria (Lee et al., 2018).

O tratamento de infecgdes por S. aureus geralmente envolve antibiéticos
e terapia combinada, dependendo da gravidade da infec¢do, sendo a penicilina
o primeiro antibidtico utilizado no tratamento dessas infeccbes (Abrantes e
Nogueira, 2021). Outros antibidticos utilizados no tratamento incluem
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cefalosporinas, eritromicinas, aminoglicosideos, tetraciclinas e cloranfenicol
(Cussolim et al. 2021).

As infeccoes causadas por S. aureus apresentam grande desafio,
especialmente devido a frequéncia de resisténcia aos antibiéticos, sendo a
meticilina o de maior relevancia clinica (Cheung, Bae e Otto, 2021).

3.3 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis pode ser isolado de todos os microambientes da pele,
incluindo regides secas, umidas, sebaceas e dos pés (Byrd, Belkaid e Segre,
2018). E uma bactéria Gram-positiva, ndo esporulante, imével, anaerdbia
facultativa, associada a diversos tipos de infecgcbes hospitalares (Chabi e
Momtaz, 2019). Dispositivos médicos internos sdo considerados importantes
vetores de S. epidermidis em pacientes hospitalizados, sendo responsavel por
cerca de 13% das infeccoes de endocardite em valvulas protéticas,
apresentando uma alta taxa de formacao de abscessos intracardiacos (38%) e
mortalidade (24%) (Chu et al., 2009).

Classes de antibidticos como tetraciclinas, aminoglicosideos,
cefalosporinas, fluoroquinolonas e penicilinas sdo comumente utilizadas no
tratamento de infecgdes por S. epidermidis (Chabi e Momtaz, 2019). No entanto,
0 uso desses antibidticos pode levar ao desenvolvimento de resisténcia,
dificultando o tratamento e reduzindo a eficacia das terapias convencionais para
infecgdes por S. epidermidis (Duran et al., 2012).

4. Resisténcia microbioldgica

A resisténcia microbiolégica ocorre quando o crescimento de um
patdégeno é inibido por um antimicrobiano em uma concentragdo superior a
necessaria para cepas do tipo selvagem (De Las Mercedes Oliva et al., 2013;
Kanafani e Perfect, 2008). Esse fenbmeno pode ser primario (intrinseco) ou
secundario (adquirido). A resisténcia primaria é encontrada naturalmente entre
certos microrganismos sem exposicao prévia a droga e enfatiza a importancia
da identificacdo de espécies de fungos e bactérias a partir de estudos clinicos
(De Las Mercedes Oliva et al., 2013). Ja a resisténcia secundaria surge em
cepas que eram inicialmente suscetiveis apds exposicdo ao medicamento e
geralmente estd associada a alteragbes na expressdo génica. O
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desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol em cepas de Candida albicans e
C. neoformans ilustra esse tipo de resisténcia (Kanafani e Perfect, 2008).

A resisténcia clinica é definida pela falha em erradicar uma infeccao por
fungos e bactérias apesar da administracdo de um medicamento que mostra
atividade in vitro contra o organismo. Essas falhas podem resultar de uma
combinacao de fatores relacionados ao hospedeiro, ao agente antimicrobiano ou
ao patdégeno (De Las Mercedes Oliva et al., 2013).

De acordo com Zhao et al. (2019), o fluconazol, um antifungico azolico
amplamente utilizado, tem sido empregado em praticas clinicas por quase trinta
anos. Os autores mencionam que, devido ao seu elevado indice terapéutico e
perfil de seguranga relativamente favoravel, o fluconazol tornou-se um
antifangico de primeira linha. Derivados como itraconazol, voriconazol e
albaconazol também foram desenvolvidos. No entanto, os autores observaram
que o uso extensivo de azbis tem levado ao desenvolvimento de resisténcia
significativa aos medicamentos.

Marchaim et al. (2012) relataram que 25 pacientes com candidiase
vulvovaginal resistente ao fluconazol foram diagnosticadas na Wayne State
University entre 2000 e 2010. Dessas, 64% estavam em tratamento de
manutengdo com fluconazol nos 12 meses anteriores ao isolamento da cepa
resistente. Apés a confirmacao da resisténcia, trés pacientes desenvolvem
infeccdo por C. albicans suscetivel ao fluconazol. Os autores destacam o
aumento da resisténcia ao fluconazol, causando sofrimento significativo, e
recomendam evitar prescricdo inadequada, além de monitorar as tendéncias de
suscetibilidade e desenvolver novos antifungicos com urgéncia.

As bactérias resistentes podem adotar diversas estratégias para evitar os
efeitos dos antimicrobianos, como mudancgas na permeabilidade, alteracdes nos
locais de acdo, ativacdo de bombas de efluxo, inativacdo enzimatica do
antibiético e formacao de biofilmes (Lima, Benjamim e Santos, 2017).

Um estudo conduzido em 2011 relatou que mais de 70% das cepas de S.
epidermidis apresentavam resisténcia a meticilina (oxacilina) (Farrell et al.,
2011). Em outro trabalho, realizado por Eladli et al. (2019), foi investigada a
resisténcia a antibidticos em cepas de S. epidermidis isoladas da pele de
pacientes e de estudantes saudaveis na cidade de Riad, Arabia Saudita. Durante

o periodo da pesquisa, amostras também foram coletadas de pacientes com
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sintomas. Os resultados indicaram que 100% das cepas de S. epidermidis
isoladas de pacientes apresentavam resisténcia a daptomicina, enquanto 100%
das cepas isoladas de estudantes eram suscetiveis a vancomicina e
teicoplanina. Resisténcia a fosfomicina, amoxicilina/acido clavulanico, imipenem,
linezolida e oxacilina foi observada em mais de 80% dos isolados. Além disso,
todas as cepas isoladas de estudantes saudaveis mostraram resisténcia a
benzilpenicilina e fosfomicina, e mais de 50% eram resistentes a eritromicina,
clindamicina, tetraciclina e acido fusidico.

S. aureus mostrou uma notavel adaptacdo na interagdo com humanos,
desenvolvendo resisténcia ao antibioético meticilina e tornando-se hoje uma das
principais causas de infec¢des bacterianas a nivel global (De Jong, Van Kessel
e Van Strijp, 2019). Estudos demonstram que S. aureus apresentaram
resisténcia aos antibiéticos ampicilina e penicilina (Silva et al., 2012; Pinto et al.,
2021; Da Silva et al., 2022).

4.1 Efeitos adversos dos medicamentos antimicrobianos

Os antifungicos azdlicos sao conhecidos por apresentarem efeitos
adversos, como toxicidade hepatica, desconfortos gastrointestinais, tontura,
erupgdes cutaneas, psicose, e problemas na funcao adrenal e testicular (como
observado com o cetoconazol), além de distarbios visuais (como no caso do
voriconazol) (Wu et al., 2004). Entre os azdlicos, o cetoconazol e o miconazol
séo particularmente téxicos quando administrados sistemicamente, enquanto o
fluconazol, itraconazol, posaconazol, voriconazol e isavuconazol tém um perfil
de seguranca mais favoravel (Tragiannidis et al., 2021; Como e Dismukes, 1994).
O miconazol e o clotrimazol sdo geralmente usados para tratar infeccoes
superficiais e nao sistémicas (Como e Dismukes, 1994). O bifonazol, com
eficacia contra leveduras, bolores e fungos dimaérficos, é aplicado topicamente e
pode causar vermelhidao, queimacao, irritacdo e coceira (Te e Clissold, 1989;
Watanabe et al., 2006).

O fluconazol é um dos azoélicos mais prescritos devido a sua boa absorcao
oral (Charlier et al., 2006), sendo eficaz contra varias espécies de Candida spp.
e € amplamente utilizado para tratar candidiase orofaringea e esofagica (Nett e
Andes, 2016; Galgiani et al., 1993). Contudo, como outros azdlicos, o fluconazol
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pode causar hepatotoxicidade, além de febre, calafrios, erupcdes cutaneas,
diarreia, dor de cabega, azia e tontura (Uchida, Yokota e Yamaguchi et al., 2001).

O cetoconazol é muito utilizado como antifungico, devido ao amplo
espectro e custo acessivel (Choi; Juhasz e Mesinkovska, 2019). No entanto, nao
€ a primeira escolha para infecgbes fungicas sistémicas, em parte devido a
eficacia superior de outros azdlicos. O cetoconazol compartilha alguns efeitos
adversos comuns aos azélicos, como coceira, erup¢des cutaneas e pele seca
(Wu et al., 2004).

O voriconazol, um derivado do fluconazol com uma estrutura modificada
que inclui um grupo fluoropirimidina e um grupo metil, estd disponivel em
formulacdes orais e intravenosas e é utilizado para tratar candidiase esofagica.
Embora seja mais potente que o fluconazol, o voriconazol também pode causar
hepatotoxicidade, encefalopatia, evento adverso visual e nefrotoxicidade (Pfaller
et al., 2013; Nett e Andes, 2016; Li et al., 2020).

O itraconazol é eficaz contra a maioria das espécies de Candida spp.,
mas, como outros azdlicos, pode provocar hepatotoxicidade, diarreia,
constipacgéao, azia e dores musculares, entre outros efeitos indesejados (Sharkey
et al., 1990; Pfaller et al., 2013; Nett e Andes, 2016).

O uso de antibidticos, embora necessario em muitas infecgées, pode
provocar disbiose microbiana, e a alteragdo da microbiota intestinal em criancas
e adultos esté associada a varias doengas, como diabetes, obesidade, doencas
inflamatérias intestinais, asma, artrite reumatoide, depressao, autismo e
superinfec¢cdes em pacientes gravemente enfermos (Becattini, Taur e Pamer,
2016; Willing, Zhang e Chen, 2019). Além disso, Chen et al. (2019) em um
estudo, observaram efeitos colaterais adversos dos antibidticos em 78,7% dos
pacientes, sendo 0s mais graves aqueles que levaram a modificacdo do
tratamento: desconforto gastrointestinal, incluindo nausea, vomito, diarreia e dor
abdominal (48,3%), principalmente causados pela tigeciclina; ototoxicidade
(23,3%) associada a amicacina; e mielossupressdo (10%), em grande parte
relacionada ao uso de linezolida.

Os antibidticos azitromicina, claritromicina, eritromicina e roxitromicina,
amplamente utilizados no tratamento de infeccoes bacterianas, segundo Hansen
et al., (2019) podem estar associados a efeitos adversos como disturbios do
paladar, perda auditiva, problemas cardiacos e disturbios hepatobiliares.
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4.2 Utilizacao de produtos naturais como antimicrobianos

Levando em consideragédo ao abordado anteriormente, pode-se observar
que altos niveis de resisténcia aos antifungicos e antibiéticos foram relatados em
fungos e bactérias. Aléem disso, estudos indicam que esses medicamentos
exibem alguns efeitos adversos. Portanto, ha necessidade de desenvolver novos
agentes a serem utilizados como estratégia complementar a quimioterapia
antimicrobiana. Com isso, as terapias naturais baseadas em produtos extraidos
de plantas podem ser alternativas importantes as drogas sintéticas e seus efeitos
adversos (Bzerra e Pinheiro, 2022). A seguir sera abordado as vantagens da
utilizacao de medicamentos naturais como antimirobianos.

Uma planta medicinal é definida como aquela com propriedades
terapéuticas devido a presenca de substancias ativas. Esses compostos sao
geralmente metabdlitos secundarios, como compostos nitrogenados, compostos
fendlicos e terpendides apresentam func¢des de defesa contra predadores, como
microrganismos, insetos e herbivoros (De Las Mercedes Oliva et al., 2013).
Desde o ano 2000, mais de 200 espécies de plantas foram investigadas em
busca de produtos naturais eficazes contra Candida spp. (Duarte et al., 2005).

Warnke et al. (2009) observaram que os 6leos essenciais extraidos das
plantas podem ter valor terapéutico para infeccbes dermatofiticas e orais, tanto
em pacientes com sistema imunolégico saudavel quanto comprometido. Os
autores destacam que esses compostos sdo amplamente disponiveis, tornando-
os alternativas promissoras para o tratamento de infecgdes localizadas, incluindo
cepas resistentes adquiridas em ambientes hospitalares. Além disso, Harris
(2002) aponta que a facilidade de uso e a baixa toxicidade relativa dos
fitoterapicos indicam varias possibilidades de formulacées para aplicacoes
topicas em dermatomicoses e candidiase superficial.

Os 6leos essenciais tém sido avaliados quanto a atividade antimicética
tanto in vitro quanto in vivo, mostrando potencial como agentes antimicrobianos
que podem ser usados sozinhos ou em combinacado com terapias tradicionais
(Cox et al., 2000). A combinagcdo de dleos essenciais com antimicrobianos
convencionais tem sido estudada para permitir a administracdo de doses
menores dos medicamentos, resultando em maior taxa de eliminacdo dos
microrganismos, tratamento mais breve, prevencdo da resisténcia a
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medicamentos, ampliacdo do espectro antimicrobiano e reducéo da toxicidade
dos farmacos (De Las Mercedes Oliva et al., 2013).

Nos ultimos anos, o aumento global das infeccbes por espécies de
Candida spp e pelas bactérias S. epidermidis e S. aureus foi significativo, assim
como o crescimento da resisténcia as terapias antifingicas convencionais. As
opcodes de tratamento disponiveis frequentemente apresentam alta toxicidade e
riscos de interacdes medicamentosas. Nesse contexto, os produtos naturais
derivados de plantas medicinais tém se tornado uma alternativa valiosa para a
descoberta de novos agentes antimicrobianos, oferecendo toxicidade reduzida.
Ademais, os dados e estudos descritos confirmam que as plantas medicinais

podem ser uma fonte rica de compostos antifUngicos promissores.
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Capitulo 2

OTIMIZACAO DOS PARAMETROS OPERACIONAIS DA SECAGEM POR
CONVECCAO COM PRE-TRATAMENTO POR ULTRASSOM DOS
TUBERCULOS DE Cyperus rotundus L. USANDO RSM

RESUMO

A secagem é uma etapa importante no processamento pds-colheita de produtos
agricolas, pois permite a preservagéo do produto ao reduzir a atividade da agua
a valores seguros, 0 que impede o desenvolvimento de micro-organismos e as
reagbes enzimaticas. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
interacdo da temperatura do ar de secagem e a duracao do pré-tratamento
ultrassénico, sobre as taxas de secagem e o rendimento de 6leo essencial. Os
ensaios foram conduzidos de acordo com um Planejamento Composto Central
Rotacional, considerando dois fatores com os seguintes intervalos: duragéo do
banho ultrassénico de 0 a 40 min e temperatura do ar de secagem de 40 a 70
C. O odleo essencial foi extraido por hidrodestilagdo e seus constituintes foram
identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS). Foram realizadas analises histoquimicas dos tubérculos frescos. O
modelo de Midilli foi o que melhor descreveu a cinética de secagem de C.
rotundus em todos os tratamentos. O tempo de secagem dos tubérculos de C.
rotundus foi dependente apenas da temperatura (efeito linear decrescente),
sendo possivel descrever a variagdo no tempo de secagem em funcao da
temperatura. Nao foi possivel ajustar um modelo para o tempo de banho
ultrassénico ou a temperatura de secagem que otimizasse tanto o rendimento do
6leo essencial quanto o tempo de secagem dos tubérculos de C. rotundus. No
entanto, neste estudo, observaram-se tempos de secagem menores em
comparacdo com estudos anteriores sobre a secagem dos tubérculos de C.
rotundus a sombra e em temperatura ambiente. Vinte e nove constituintes
quimicos foram identificados no Oleo essencial extraido, dos quais o0s
majoritarios sao: 3,4-dimetil-3-cicloexen-1-carboxaldeido (19,23%); Oxido de
cariofileno (17,63%) e a-ciperona (9,54%). As andlises histoquimicas dos
tubérculos de C. rotundus mostraram a presenca de amido, compostos fendlicos
e lipidios.

Palavras-chave: Tiririca, Oleo essencial, Planta medicinal, Extracéao.
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OPERATIONAL PARAMETERS OPTIMIZATION OF CONVECTION AIR-
DRYING WITH ULTRASOUND PRETREATMENT OF Cyperus rotundus L.
TUBERS BY RSM

ABSTRACT

Drying is an important step in the post-harvest processing of agricultural products,
as it enables product preservation by reducing water activity to safe levels,
preventing the development of microorganisms and enzymatic reactions. In this
context, the objective of this study was to evaluate the interaction between drying
air temperature and ultrasonic pre-treatment duration on drying rates and
essential oil yield. The experiments were conducted following a Central
Composite Rotational Design, considering two factors with the following ranges:
ultrasonic bath duration from 0 to 40 minutes and drying air temperature from 40
to 70 °C. Essential oil was extracted by hydrodistillation, and its constituents were
identified by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS).
Histochemical analyses were performed on the fresh tubers. The Midilli model
best described the drying kinetics of C. rotundus under all treatments. The drying
time of C. rotundus tubers depended solely on temperature (a decreasing linear
effect), allowing the variation in drying time to be described as a function of
temperature. It was not possible to establish a model for ultrasonic bath time or
drying air temperature that optimized both essential oil yield and tuber drying
time. However, in this study, shorter drying times were observed compared to
previous studies on the drying of C. rotundus tubers in the shade and at room
temperature. Twenty-nine chemical constituents were identified in the extracted
essential oil, with the major components being: 3,4-dimethyl-3-cyclohexene-1-
carboxaldehyde (19.23%), caryophyllene oxide (17.63%), and a-cyperone
(9.54%). Histochemical analyses of C. rotundus tubers revealed the presence of
starch, phenolic compounds, and lipids.

Keywords: Nutgrass, Essential oil, Medicinal plant, Extraction.

1. INTRODUGCAO

Cyperus rotundus L, comumente conhecido como "tiririca”, é originario da
india e também é encontrado em varias regides geograficas, incluindo partes da
Africa, Américas, Asia e Europa (Kumar et al., 2021). E caracterizado por um
ciclo de vida perene, exibindo um caule ereto com inflorescéncia e raizes
fibrosas, além de uma rede subterrdnea composta por tubérculos, bulbos basais
e rizomas que garantem a propagacdo, mesmo em condicoes desfavoraveis
(Dhar et al., 2017). Além disso, o conteudo de agua do C. rotundus L. é alto,
cerca de 50-85% em base umida (Magalhaes, 1965; Stoller e Sweet, 1987).

Essa espécie € um desafio para a agricultura devido ao rapido
crescimento, caracteristicas competitivas, tolerdncia a herbicidas e forte
adaptabilidade (Holm et al., 1977).
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Diversos compostos bioativos estdo presentes em diferentes partes da
planta sdo responsaveis pelas propriedades terapéuticas do C. rotundus. De
acordo com a literatura, C. rotundus é utilizado na medicina tradicional e
apresenta potencial promissor no tratamento de inflamag¢des (Rocha et al.,
2020), dores (Teng et al., 2011), febres (Singh e Singh, 2009), feridas (Datta et
al., 2014), disturbios estomacais e intestinais (Thomas et al., 2015), além de ser
eficaz no controle de pragas de graos armazenados (Janaki et al., 2018). Além
disso, essa espécie vegetal tem ganhado importancia na produgéo de perfumes,
especiarias, aromatizantes alimentares e diversos produtos de panificagdo em
todo o mundo (Samra et al. 2021).

Uma caracteristica comum das plantas € a alta perecibilidade em funcéo
do elevado teor de 4gua apoés a colheita. A secagem, método de preservacao de
alimentos, trata-se do uso de calor para remover parte significativa do teor de
agua de um produto, o que inibi o crescimento microbiano e as reacdes
enzimaticas (Rocha, Melo e Radiinz et al., 2011). Portanto, a secagem € uma
etapa crucial no tratamento p6s-colheita de produtos agricolas (Dev e Raghavan,
2012).

No contexto da secagem de plantas medicinais, altas temperaturas
durante o processo podem levar a perda de ativos, como constituintes dos 6leos
essenciais, devido a sensibilidade ao calor (Rocha, Melo e Radliinz et al., 2011).
No entanto, temperaturas mais baixas prolongam o processo de secagem,
potencialmente afetando a qualidade fitoquimica do material vegetal e
aumentando o consumo de energia.

Portanto, é vital integrar tecnologias do cultivo a secagem que otimizem
eficientemente o processo. Uma abordagem promissora € o pré-tratamento
ultrass6nico, que melhora a transferéncia de calor e massa, aumenta a eficiéncia
da secagem e reduz a perda de qualidade do produto final (Pei et al., 2021). Essa
técnica envolve ondas mecanicas com uma frequéncia acima do limite de
audicdo humana (> 20 kHz) (Dibagar e Amiri Chayjan, 2019).

No processo de secagem, a otimizacao da transferéncia de massa pela
tecnologia ultrass6nica é atribuida a diferentes mecanismos, considerados como
efeitos diretos e indiretos do ultrassom. Os efeitos diretos estao relacionados ao
"efeito esponja" e ao fluxo inercial. A medida que as ondas ultrassonicas

atravessam o produto, causam uma rapida alternancia de compressado e
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expansao na matriz tecidual, semelhante a uma esponja sendo repetidamente
comprimida e liberada (Mulet et al., 2003; De La Fuente-Blanco et al., 2006; Yao,
2016). Além disso, esse processo pode aumentar o fluxo de massa bombeando
agua para a superficie do produto, facilitando a remog¢ao quando submetido a
exposicao do fluxo de ar de secagem (Galvao, Rodrigues e Fernandes, 2020).

O efeito indireto relaciona-se a formacdo de microcanais resultantes da
cavitacdo acustica (Chemat et al., 2011). Quando as ondas ultrassbnicas
percorrem o produto, cavitagdes ocorrem na agua dentro ou fora das células do
produto, resultando na ruptura das paredes celulares e tecidos e na consequente
formacao de cavidades e microcanais, reduzindo a resisténcia interna ao fluxo
de massa e acelerando a evaporagao da agua durante a secagem (Szadzinska
et al., 2018).

Estudos demonstraram a eficacia do pré-tratamento ultrassénico na
reducao do tempo de secagem de produtos como cogumelos (Zhang et al.,
2017), arroz (Dibagar e Amiri Chayjan, 2019), maca (Galvao, Rodrigues e
Fernandes, 2020), acafrdao (Pei et al., 2021) e morango (Jiang et al., 2024).

Estudos sobre o efeito do ultrassom como pré-tratamento para a secagem
de plantas medicinais ainda sao incipientes, e nao ha relatos na literatura atual
sobre os efeitos desse método de secagem em C. rotundus. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar a influéncia da secagem com pré-tratamento ultrassénico
sobre a cinética de secagem, o rendimento e a composi¢do quimica de éleo
essencial dos tubérculos de C. rotundus; modelar matematicamente o processo
de secagem, e analisar a histolocalizacdo dos O6leos essenciais e outros

compostos em tubérculos de C. rotundus.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Delineamento experimental e analises estatisticas dos dados

Os ensaios foram realizados segundo um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) (Monroy et al., 2016), considerando dois fatores:
duracao do banho de ultrassom entre 0 e 40 min, temperatura do ar de secagem
entre 40 e 70°C. Dada a auséncia de registros sobre 0 uso de ultrassom
combinado com altas temperaturas na secagem de tubérculos de C. rotundus, foi
utilizada uma faixa extrema de tempo e temperatura para investigar seu

comportamento nessas condi¢des e contribuir para a literatura, adotando uma faixa
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de temperatura semelhante a aplicada em um estudo sobre a secagem de batata-
doce (Souza et al., 2020). Desse modo, foram avaliados nove tratamentos, sendo
quatro pontos fatoriais, quatro axiais e um ponto central. No DCCR para 2 fatores
o valor adotado para a é de 1,41. Para o tratamento 9, ponto central, foram
realizadas quatro repeticbes e para os demais tratamentos uma repeticao,
totalizando 12 ensaios (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores codificadas (C1 e C2) e nao codificadas (na escala original) para variaveis
fixas duracdo do banho de ultrassom e temperatura do ar de secagem, segundo um
Delineamento Composto Central Rotacional.

Duracao do banho Temperatura do ar

Tratamento de ultrassom de secagem Repeticoes
C1 (min) C2 (°C)
1 -1 6 -1 44 1
C -1 6 1 66 1
3* 1 34 -1 44 1
4" 1 34 1 66 1
5™ 1,41 0 0 55 1
6** 1,41 40 -1 55 1
[ 0 20 -1,41 40 1
8™ 0 20 1,41 70 1
9 (Ponto central) 0 20 0 55 4

* pontos fatorais; ** pontos axiais.

Para avaliar o efeito da duragao do banho de ultrassom e da temperatura
de secagem sobre cada variavel resposta (tempo de secagem e o rendimento
de O6leo), foi utilizada a andlise de regressdao multipla. A significancia dos
coeficientes de regressao foi avaliada pelo teste t, ao nivel de 5% de
probabilidade. Sendo a qualidade de ajuste do modelo avaliada pelo coeficiente
de determinagdo (R?) (Mokhtarian, et al. 2014). Os dados foram analisados
através do software Statistica® verséo 8.0 (Statsoft, Palo Alto, CA, USA). Além
disso, um polindbmio de segundo grau (Equagéao 1), que relaciona os fatores, os
niveis e as interagdes, foi ajustado aos dados.
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k

y() = fo + Z pix; + Z ux? kz Z Buey; + ¢ Equagéo 1

i1 ]=
i<

Em que, y(x) = variavel independente (rendimento e tempo de ultrassom), x; e yi
= valores codificados dos fatores, fo, 5, Si, Bj= coeficientes constantes, lineares,

quadratico e de interacdes, respectivamente e ¢ = erro aleatorio.

2.2 Material Vegetal
2.2.1 Coleta

Uma exsicata de Cyperus rotundus L. (VIC 57427) foi identificada e
incorporada ao Herbério VIC, da Universidade Federal de Vigosa (UFV). No més
de maio foram coletados do Vale da Agronomia da UFV tubérculos de Cyperus
rotundus para realizar um experimento de secagem a fim de analisar o
comportamento diante do ultrassom e da secagem e encontrar temperatura de
secagem e o tempo de ultrassom que resultaria em maior rendimento e
qualidade de 6leo essencial. Os tubérculos foram higienizados com agua
corrente e colocados na bancada do laboratério de Plantas Medicinais do
departamento de Engenharia Agricola da UFV em papel toalha para a remocao

do excesso de agua a temperatura ambiente (Figura 1).

Figura 1- Tubérculos de Cyperus rotundus coletados do vale da agronomia para os experimentos
de secagem e extracdo de 6leo essencial.

2.2.2 Determinacao do teor de agua dos tubérculos de Cyperus rotundus

O teor inicial de agua dos tubérculos foi determinado pelo método

gravimétrico, utilizando 10 gramas do material vegetal, em estufa com circulagéo
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forcada de ar (CIENLAB, Campinas, SP, Brazil), com temperatura de 104 £ 2 °C,
até atingir massa constante (ANVISA, 2010) (Figura 2).

Figura 2- Amostras para determinacao do teor de agua dos tubérculos de Cyperus rotundus.

2.3 Tratamento banho de ultrassom

Utilizou-se o banho ultrassom marca Elma R, modelo P180H (Singen,
Germany), com aquecedor termostaticamente ajustavel, frequéncia de 37 kHz,
1320 W de poténcia e 12,9 L de volume util e temperatura ambiente (25°C).

Para cada tratamento listado na Tabela 1, foram utilizados 100 g de
tubérculos frescos, que foram imersos em um béquer contendo agua destilada.
O béquer foi colocado em um banho de ultrassom. A conducdo de cada
tratamento ocorreu em temperatura ambiente, com o objetivo de preservar a
qualidade do material vegetal. No caso do pré-tratamento com duracao de 0
minutos (sem exposicdo a ondas ultrassénicas), a amostra permaneceu imersa
em agua destilada por cinco minutos. Apds o pré-tratamento, os tubérculos foram
colocados sobre papel toalha para absorver o excesso de agua e, em seguida,

foram submetidas a secagem.

2.4 Secagem dos tubérculos de Cyperus rotundus

Nos ensaios de secagem foram utilizados quatro secadores experimentais
de leito fixo, equipados com resistores elétricos com poténcia total de 7.500 W e
ventiladores axiais de 48 W (Figura 3). O controle da temperatura nos secadores
foi automatico e a velocidade ajustada manualmente, fixada em 1,5 m.s™'. A
medicdo da velocidade do ar de secagem foi realizada por meio de um
anemdmetro digital (Prova Instruments Inc, AVM-07, New Taipei City, Taiwan),
com sensor de pas rotativas, tendo faixa de leitura de 0,05 a 25 m s e
sensibilidade de 0,01 m s™.
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Figura 3- Secadores utilizados no experimento para secagem dos
tubérculos de Cyperus rotundus.

A temperatura e a umidade relativa do ar ambiente foram registradas
empregando um termo-higrémetro digital (HOBO datalogger, Onset, Bourne,
EUA) instalado préximo aos secadores. As amostras de tubérculos foram
dispostas em cestos cilindricos confeccionados em tela metalica e colocadas nas
camaras cilindricas

Para conducéo do estudo da cinética de secagem, na obtencao dos dados
experimentais foram estabelecidos os seguintes intervalos de pesagem: a cada
5 minutos nos primeiros 30 min, depois a cada 15 minutos até atingir 120 min e
a cada 60 min ap06s esse periodo até atingir uma massa equivalente ao teor de
agua de 0,14 em base seca (b.s.) (Souza et al., 2020; Farias, 2003).

Para os casos em que o tempo ultrapassava o limite das 18h da tarde,
adotou-se um a interrupcao da secagem até que retornasse o dia seguinte para
prosseguir com os experimentos. No periodo de descanso, o cesto contendo os
tubérculos de C. rotundus eram removidos da cémara de secagem e
acondicionado em uma caixa de EPS (Isopor).

Finalizada a secagem, os tubérculos foram acondicionados em
embalagens de Nylon Poli a vAcuo como embalagem primaria para preservacao
dos compostos e envoltos em embalagens de papel Kraft (Figura 4), identificados

e armazenados em temperatura ambiente.
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Figura 4- Tubérculos de C. rotundus secos e acondicionados a vacuo em embalagens de Nylon
Poli.

2.5 Ajuste de modelos matematicos para secagem dos tubérculos de
Cyperus rotundus

A razao de teor de agua (RM) do produto foi calculada para o tempo t,
conforme apresentado na Equacgao 2:

Ux—Ue
Up—-Ue

RM = Equacéo 2

em que,

RM: razao de teor de agua (adimensional)

Ux: teor de agua do produto no tempo x (base seca);

Ue teor de agua quando o produto atingiu 0,14 base seca; e
Uo: teor de agua inicial do produto (base seca).

Os valores de RM observados, para cada temperatura do ar de
secagem, foram ajustados a 4 diferentes modelos matematicos de regressao nao
linear, conforme apresentado na Tabela 2. Para a discussao e comparacéo dos
ajustes, foram empregados o Coeficiente de Determinacédo Ajustado (R2ajst) e
Desvio Padrao da Estimativa (SE) (Erbay e Icier, 2010).



54

Tabela 2 — Modelos matematicos para descrever o processo de secagem dos tubérculos de
Cyperus rotundus.

Designhacao Modelo
Lewis (LEWIS, 1921) RM = e
Page (PAGE, 1949) RM = e(-kth)
Henderson e Pabis (HENDERSON E PABIS, 1961) RM = a e~
Midilli (MIDILLI et al., 2002) RM =ae™ '+ bt

em que:

RM: Razao de umidade (adimensional);
t: Tempo de secagem (min);
k: Constante de secagem (min');

a, n, b: Constante dos modelos (adimensional).

2.6 Extracao do 6leo essencial

Antes de proceder a extragdo do 6leo, tubérculos secos de C. rotundus
(Figura 5) foram triturados em Moinho de Tipo Willye, equipado com uma peneira
de malha de 10 mm da marca TECNAL® (Piracicaba, SP, Brasil), e,
posteriormente, adicionados ao baldo de fundo redondo. Para cada extracao,
utilizou-se 40 g de tubérculos secos e 1 L de dgua destilada.

Figura 5- Tubérculos de C. rofundus triturados.

O dbleo essencial foi extraido por hidrodestilacdo, em aparelho tipo
Clevenger (MA 553/2000, Marconi Equipamentos para Laboratérios Ltda.,
Piracicaba, SP, Brasil), adaptado a baldao de fundo redondo de 2 L (Figura 6).
Para os tubérculos secos a extragdo foi conduzida durante 2h e para os
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tubérculos frescos (controle) o processo durou 4h, definidos a partir de testes
preliminares (a partir desse tempo o volume de 6leo extraido manteve-se

invariavel).

Figura 6- Extragao do 6leo essencial dos tubérculos de C. rotundus.

Ao término da extracao, o 6leo essencial obtido foi coletado do Clevenger
e transferido para um frasco ambar (Figura 7). O 6leo essencial, presente no
hidrolato, foi recuperado com pentano (Neon, Suzano, Sdo Paulo) e armazenado
a -20 °C até ser analisado. Os rendimentos de 6leo essencial foram expressos
em porcentagem de 6leo em relagdo a matéria seca do produto (% ms) usando

a seguinte equagéo:
massa de 6leo essencial (g) 100
massa seca de tubérculos no extrator (g)

Equacao 3

R (% dm) =

Figura 7- Oleo essencial de C. rotundus obtido por hidrodestilagao.
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2.7 Anadlise qualitativa e quantitativa dos constituintes do o6leo
essencial

A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massa (CG-EM) em
equipamento com detector seletivo de massa, modelo QP5050A (SHIMADZU,
Tokyo, Japan), equipado com coluna cromatografica SPB-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 um), utilizando hélio como gas de arraste, a um fluxo de 1,8 mL min-', razao
de splitde 1:10 e tempo de corte do solvente de 5 min. As temperaturas do injetor
e do detector foram mantidas em 220 °C e 240 °C, respectivamente. A
temperatura inicial da coluna foi mantida a 40 °C por 2 min, sendo aquecida a
uma taxa de 3 °C min"' até 240 °C. No espectrometro de massa, apenas ions
com razao massa/carga (m/z) entre 35 e 400 foram detectados. O volume da
amostra injetada foi de 1 pL, a uma concentracdo de 10.000 mg/L, usando
diclorometano (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) como solvente. Para a
identificacdo dos compostos, os espectros de massas obtidos para cada
composto foram comparados com os registrados no banco de dados do
equipamento com os indices de Retencéo Linear ou de Kovatz (IK) calculados
(Equagéao 4), comparados com os descritos na literatura (Adams, 2007; Kerebba
et al. 2020; Zan et al., 2022; Janaki et al., 2018). Uma mistura de hidrocarbonetos
(C7 a C30) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) foi analisada nas mesmas
condicoes cromatograficas e os respectivos tempos de retencado serviram de

base para o calculo do IK dos componentes dos déleos essenciais.

logtrx—logtrz

KI = 100NC + 100(

log tr(z+1)—log ) Equagéo 4
em que,
Kl: indice de Kovatz;
NC: nudmero de carbonos do hidrocarboneto imediatamente antes do
componente avaliado;
trx: tempo de retengdo do componente avaliado;
trz: tempo de retengdo do hidrocarboneto imediatamente antes do

componente avaliado; e
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t r(z+1): tempo de retencdo do hidrocarboneto imediatamente apds o
componente avaliado.

2.8 Analise histoquimica

As amostras dos tubérculos frescos foram fixadas em solucao de
FAA 5o (formaldeido 37%, acido acético glacial e alcool etilico 50%) durante 48
horas e armazenadas em alcool 70% (Kerebba et al., 2020). Na realizacao das
analises histoquimicas, as amostras foram seccionadas transversalmente em
micrétomo de mesa (LPC Rolemberg e Bherring) (Figura 13) com laminas de aco
inoxidavel e submetido a diferentes corantes e reagentes.

Utilizou-se solugao de Lugol para identificar o amido (Johansen, 1940); o azul
de Alcian para detecgéo de paredes primarias (Johansen, 1940) e a Safranina e
cloreto férrico para detec¢cdo de compostos fendlicos (Johansen, 1940). Além
disso, para a identificagdo de lipidios foram utilizados solugao de Sudam IlI,
Sudan black B e Vermelho Neutro sob luz ultravioleta (Pearse, 1960).

As observagdes e obtenc¢ao das imagens foram realizadas em fotomicroscépio
optico (Olympus Optical AX70RF, Téquio, Japao), equipado com sistema U-

Photo com camera digital acoplada (AxiaCan, Zeizz, Gena, Alemanha).

Figura 8- Cortes transversais dos tubérculos de C. rotundus.




3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teor inicial de agua
O teor de agua das amostras de tubérculos de C. rotundus

coletadas em campo foi de 64,6 %.

3.2 Cinética de Secagem
Para cada tratamento foram elaboradas curvas de secagem
empregando dados experimentais e dados calculados segundo
equacles ajustadas conforme os modelos de Lewis, Page, Henderson

& Pabis e Midilli, Figura 9.

Figura 9 — Curvas de secagem de Cyperus rotundus em secador convectivo em
diferentes condi¢cdes para cada tratamento (DCCR). RU=Razdo de Umidade.
(Continua 1/7)
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Figura 9 — Curvas de secagem de Cyperus rotundus em secador convectivo em
diferentes condi¢cdes para cada tratamento (DCCR). RU=Razdo de Umidade.
(Continua 2/7)
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Figura 9 — Curvas de secagem de Cyperus rotundus em secador convectivo em
diferentes condi¢cdes para cada tratamento (DCCR). RU=Razdo de Umidade.
(Continua 3/7)
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Figura 9 — Curvas de secagem de Cyperus rotundus em secador convectivo em
diferentes condi¢cdes para cada tratamento (DCCR). RU=Razdo de Umidade.
(Continua 4/7)
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Figura 9 — Curvas de secagem de Cyperus rotundus em secador convectivo em
diferentes condi¢cdes para cada tratamento (DCCR). RU=Razdo de Umidade.
(Continua 5/7)
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Figura 9 — Curvas de secagem de Cyperus rotundus em secador convectivo em
diferentes condi¢cdes para cada tratamento (DCCR). RU=Razdo de Umidade.
(Continua 6/7)
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Figura 9 — Curvas de secagem de Cyperus rotundus em secador convectivo em
diferentes condi¢cdes para cada tratamento (DCCR). RU=Razdo de Umidade.
(Continua 7/7)
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Os parametros estimados para os modelos ajustados sao mostrados na
Tabela 3. Observou-se que os modelos de Lewis e H&P apresentaram os
menores valores de coeficientes de determinagdo ajustado (R2ajust.) e os

maiores valores para o erro padrdo da estimativa.
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Tabela 3 — Modelos ajustados, coeficientes de determinagao ajustados (R2ajust) e erro padrao

da regressao (S) na secagem de Cyperus rotundus (Tiririca). (Continua 1/2)

Tratamento Modelo Equacao ajustada R2ajust SE
1 Lewis Ry " 0,8049 0,1241
AU - (_0’066“0!5257) 0,9791 0,0406
Page -
H&P RU = 0,7601g0.0031t 0,9576 0,0579
iAilli 0,3903
Midilli RU = 0,99966-0107 10,0002t 0,9965 0,0167
2 Lewis RU = ¢ 2" 0,8270 0,1148
05182 0,9943 0,0207
__(-0,0906t ) ’ ’
Page RU=e
H&P RU = 0,7623g70.0057t 0,9343 0,0707
Ailli 0,4458
Midilli RU = 1,00696-0177 0,000t 0,9986 0,0104
3 Lewis gy g% 07642  0,1325
Page AU e(_0’0931t°!4915) 0,9793 0,0393
H&P RU = 0,7287¢-0.003¢ 0,9362 0,0690
Midilli 03693 0,9957 0,0179
RU = 1,0043e70.1450t —0,0002t
4 Lewis RU = ¢ 2% 0,6680 0,1415
Page AU - e(_0’1866t°’44°7) 0,9816 0,0333
H&P RU = 0,7157g-00114 0,8671 0,0895
Midilli 0.3251 0,9986 0,0091
N RU=- 0999260258 _0,0005t
5 Lewis RU =g oM 0,7588 0,1310
Page AU e(-o,11o1t0’4860) 0,9835 0,0343
H&P RU = 0,7339¢-0.0057 0,9213 0,0748
Midilli 0.3602 0,9979 0,0122
RU = 1,0047g0.1681t —0,0003t
6 Lewis RU = e %% 0,6963 0,01442
Page AU e(_0’0962t°!4619) 0,9727 0,0432
H&P RU = 0,7109g~0.0028t 0,9451 0,0613
Midilli 03153 0,9977 0,0127

RU = 0,9958e70.1641t —0,0002t
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Tabela 3 — Modelos ajustados, coeficientes de determinagéo ajustados (R2ajust) e erro padrao
da regressio (S) na secagem de Cyperus rotundus (Tiririca). (Continua2/2)

Tratamento Modelo Equacao ajustada R2ajust SE

7 Lewis Ry = ¢ %% 0,8847 0,0994

Page AU o0 45t°’5937) 0,9782 0,0432

H&P  RU = 0,8085¢0.0022t 0,9804 0,0410

Midill o e78ae-0059”" " _g 0001t 09963  0,0177

8 Lewis Ry =g " 0,7770 0,1199

Page AU - e(_0’1019t0’5245) 0,9819 0,0341

H&P  RU = 0,7836¢0.0086t 0,9251 0,0695

Midilli RU - 1,00096_01153&0’3863 10,0005t 0,9979 0,0117

9 Lewis Ry = ¢ % 0,8973 0,0968

Page AU e(_010414t0v6167) 0,9871 0,0343

H&P  RU =0,8218g70.003% 0,9743 0,0484

Midilli RU - 0,99576_01066&0’4890 ~0,0002t 0,9986 0,0112

10 (repeticdo)  Lewis Ry "™ 0,7600 0,1316
Page . e(_011099t°v4814) 0,9823 0,0357

H&P  RU = 0,7203g0.0050t 0,9239 0,0741

Midilli RU - 1,00466_0'166&0’3615—0,0002t 0,9975 0,0133

11 (repeticdo)  Lewis Ry %% 0,8056 0,1225
Page AU - e(_0’0783t0v5276) 0,9818 0,0375

H&P  RU = 0,7615¢70.0045t 0,9421 0,0669

Midilli RU < 1,00716_0'129-“0’3856—0,00031: 0,9958 0,0181

12 (repeticdo)  Lewis Ry %™ 0,7631 0,1280
Page AU e(_010890t0’4930) 0,9801 0,0371

H&P  RU = 0,7379g0.0040t 0,9474 0,0603

Midilli RU < 0,99316_0'138“0’3679 0,002t 0,9968 0,0149

O modelo de Midilli apresentou valores elevados para o coeficiente de
determinacao ajustado em todos os tratamentos, ultrapassando 99%. Entre
todos os modelos testados, o de Midilli apresentou as menores magnitudes de
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desvio padrao para todas as temperaturas e tempos ultrassénicos utilizados.
Quanto menor o valor de SE e quanto maiores os valores de R?, melhor a
qualidade de ajuste do modelo em relacdo aos dados observados (Cui et al.,
2020). Isso indica uma representacao satisfatéria desse modelo para o processo
de secagem estudado.

Portanto, para o presente estudo, dentre os modelos testados, 0 modelo
de Midilli foi o que melhor descreveu a cinética de secagem de Cyperus rotundus
em todos os tratamentos.

Em estudos com outras espécies, como frutos de Schinus terebinthifolius
(Albuquerque et al., 2024), folhas de Piper umbellatum L. (Dorneles et al., 2019)
cogumelo shiitake (Shishir et al. 2020), algas (Jia et al., 2018), partes inteiras de
pimenta caiena (Hempattarasuwan et al., 2020), framboesas (Mierzwa et., 2019)
e fatias de cebola (Maftoonazad et al., 2022), o modelo Midilli também foi 0 que
melhor se ajustou aos dados experimentais de secagem.

Segundo Goneli et al. (2014), o melhor ajuste do modelo de Midilli aos
dados experimentais de secagem de plantas medicinais e alimenticias,
provavelmente, esta relacionado a rapida perda de agua, nos estadios iniciais do
processo, obtendo uma curva de secagem mais acintosa e mais bem

caracterizada, matematicamente, por este modelo.

3.3 Otimizacao do processo de secagem dos tubérculos de Cyperus
rotundus

3.3.1 Tempo de secagem

Para estimar o tempo efetivo de secagem dos tubérculos de C. rotundus,
empregando o modelo ajustado conforme o modelo de Midilli, considerou-se o
tempo de secagem correspondente ao periodo em que a razdo de umidade
decresce de um para zero, conforme descrito na Equacao 5.

ae*" 41bt=0 Equacédo 5

No contexto da modelagem matematica, definir MR = 0 como o ponto
final de secagem fornece um critério padrdo e consistente para comparar
diferentes processos de secagem e prever o comportamento do material durante
a secagem. Além disso, embora a secagem completa na pratica seja
desafiadora, essa condicdo tedrica fornece uma base para calcular o tempo
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necessario para reduzir a umidade a niveis desejaveis ou seguros para
armazenamento e consumo.

Para a solucdo da equacao, foi utilizado o método de Newton, usando
como critério de convergéncia uma tolerancia igual a 108. Os resultados

encontrados para os tempos de secagem sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Tempos de secagem dos tubérculos de C. rotundus nas diferentes
condicdes de cada tratamento.

Duragaodcéo banho Temperatura do ar ng‘s : czfe;ir\rl‘o
Tratamento ultrassom (min) de secagem (°C) (min?
1 6 44 1050
2 66 805
3 34 44 911
4 34 66 367
5 0 55 655
6 40 44 1119
7 20 40 1422
8 20 70 389
9 20 55 860
10* 20 55 751
11* 20 55 735
12* 20 55 893

*Ponto central e suas repeticdes

Pode-se observar (Tabela 4), que na menor temperatura (40 °C) obteve-
se 0 maior tempo de secagem (1422 min) e o menor tempo de secagem foi na
temperatura de 66 °C. Em relacdo ao pré-tratamento de ultrassom, para uma
mesma temperatura (55 °C), observou-se o menor tempo de secagem quando
ndao se aplicou o pré-tratamento de ultrasssom. Estudos de secagem de
tubérculos de C. rotundus, a sombra, em temperatura ambiente, relatam a
duracao do processo de 7 dias (Zoghbi et al., 2008) e 5 dias, respectivamente
(Kempraj e Bhat, 2008).

Pelo delineamento composto central rotacional (DCCR), observou-se, que
somente o fator temperatura (L) foi diretamente responsavel pela modificacdo no
tempo de secagem (Figura 9). Assim, pode-se afirmar que a temperatura de

secagem linear tem o maior efeito negativo no tempo de secagem. Isso significa
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que o aumento da temperatura de secagem tende a reduzir significativamente o

tempo necessario para secar os tubérculos de C. rotundus.

Figura 9- Diagrama de Pareto para os efeitos dos parametros de processo no tempo de secagem
dos tubérculos de C. rotundus.

(2)Tem peratura (°C L) / // / -10,0688
)
1Lby2L // _1'90:415

//
Tem peratura (°C ¥Q) 0,5486082

(1)Duracdo do banho (min)L) 0,3875183

Duracdo do banho (minXQ) 0,331247

AN

p=,05
Standardized E flect Estimate (Absolute Value)

A Figura 10 ilustra as superficies de contorno e de resposta. Observa-se
que os menores valores de tempo de secagem foram obtidos nas maiores
temperaturas do ar de secagem e nos maiores tempos de exposicao ao pré-
tratamento de ultrassom.
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Figura 10- Gréfico de contorno (A) e superficie de resposta (B) para os efeitos dos parametros
de processo no tempo de secagem dos tubérculos de C. rotundus.
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Em termos praticos, um bom modelo precisa ter uma regressao
significativa e uma falta de ajustamento nao significativa (Bezerra et al., 2008),
elevado coeficiente de determinacéo (R?), além de baixo coeficiente de variagcio
(inferiores a 20%) (Zakaria et al., 2021). Os coeficientes (analisados pelo teste t
de Student (p < 0,05) que compdem o modelo de tempo de secagem de 6leo
essencial de C. rotundus sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Coefientes de regressao estimados para efeito linear (L), quadratico (Q) e efeito da

interacdo (UxT) para Duracdo de banho de ultrasson (U) e Temperatura de secagem (T) sobre
tempo de secagem de 6leo essencial de C. rotundus.

Tempo de

Fatores Coeficientes sacagem P
Bo 2155,216 0,089
Pré-tratamento de
ultrassom (min)(L) B1 25,409 0,199
Pré-tratamento de 9
ultrassom (min)(Q) B 0,051 0,762
Temperatura (°C)(L) B2 -32,510 0,362
Temperatura (°C)(Q) B22 0,149 0,621
UxT B1B2 -0,486 0.153
R2 0,687 -
cv 26,84 % -

CV: Coeficiente de Variagao experimental. R2: Coeficiente de determinagéo. p: p-valor
do teste t para significancia dos coeficientes de regressao (néo significativo: p>0,05).

Para o tempo de secagem, o coeficiente de determinacéo (R?) foi de 0,687
o que refletiu um ajuste ruim. O coeficiente de variacdo experimental (CV) para
o tempo de secagem foi superior a 20%, indicando a variabilidade aleatéria dos
dados. Além disso, os coeficientes de regressdo nao foram significativos a 5%
de probabilidade.

Com esses resultados, os efeitos nao significativos foram retirados do
modelo a fim de melhorar o ajuste. Somente o coeficiente de efeito linear de
temperatura foi significativo, assim, foi possivel descrever a variacdo no tempo
de secagem em funcdo da temperatura através do modelo ajustado (Equacgéao
6).

t =2252,843 — (25,874 X T) Equacéo 6

em que,

t: tempo de duracgdo da secagem (min);
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T: temperatura do ar de secagem (°C).

3.3.2 Rendimento do o6leo essencial

Os resultados encontrados para os rendimentos do 6leo essencial sao

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Rendimento do 6leo essencial dos tubérculos de C. rotundus nas
diferentes condi¢cdes de tratamento.

Pré-trata-

Temperatura do Rendimento
Tratamento mﬁgg‘;gg ar de secagem de oleo es-
(min) (°C) sencial (%
m/m)
1 6 44 0,063
2 6 66 0,133
3 34 44 0,066
4 34 66 0,002
3 0 55 0,139
6 40 55 0,013
7 20 40 0,158
8 20 70 0,087
9* 20 55 0,097
10* 20 55 0,158
11* 20 55 0,013
12* 20 55 0,183
Controle (tu- - -
bérculos 0,157
frescos)

*Ponto central e suas repeticoes

Na Tabela 6, observa-se também, que a menor porcentagem de
rendimento ocorreu na temperatura de 66 °C e tempo pré-tratamento de
ultrassom de 34 min. Obteve-se o0 maior rendimento de éleo essencial (0,183%),
na temperatura de 55 °C e tempo pré-tratamento de ultrassom de 20 min. Esse
valor de rendimento foi préximo ao obtido por Ghannadi et al. (2012), 0,2% e
maior que o rendimento encontrado por Duarte et al. (2005), de 0,15%. Além
disso, o maior percentual de rendimento de Oleo essencial foi superior ao
rendimento obtido com os tubérculos frescos (0,157%).

Através no delineamento composto central rotacional (DCCR), observou-
se gue nenhum fator apresentou efeito significativo diante do rendimento do 6leo

essencial (Figura 11).
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Figura 11- Diagrama de Pareto para os efeitos dos parédmetros de processo no
rendimento do 6leo essencial de C. rotundus.

(10uragio do banho (minkL) %////////////// 1,84078

//
Duragéo do banho (min)(Q) / -0,89422

(2)Temperatura (°C)(L) /// -0,425092

//
Temperatura (°C)(Q) -0,141154

Standardizd E flect E stim ate (Absolute Value)

A Figura 12 ilustra as superficies de contorno. Os maiores rendimentos de
Oleo essencial foram obtidos nas faixas de maiores temperaturas de secagem e
menores tempos de exposi¢do ao pré-tratamento de ultrassom.
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Figura 12- Gréfico de contorno (A) e superficie de resposta (B) para os efeitos dos parametros
de processo de rendimento do éleo essencial de C. rotundus.
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Os coeficientes (analisados pelo teste t de Student (p < 0,05) que
compéem o modelo de rendimento de 6leo essencial de C. rotundus sao
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Coefientes de regressao estimados para efeito linear (L), quadratico (Q) e efeito da
interacao (UxT) para Duracao de banho de ultrasson (U) e Temperatura de secagem (T) sobre

rendiemento de 6leo essencial.

Coeficiente Rendimento de

Fatores s 6leo essencial P
Bo -0,180 0,843
Pré-tratamento de
ultrassom (min)(L) B1 0,015 0,397
Pré-tratamento de 2 i 4
ultrassom (min)(Q) B 1,33x10 0,437
Temperatura (2C)(L) B2 0,007 0,817
Temperatura (°C)(Q) B22 -3,7 x10°° 0,897
UxT B1B2 2,18 x 10 0,438
R2 0,509 -
Ccv 63,71% -

CV: Coeficiente de Variagdo experimental. R2: Coeficiente de determinacéo. p: p-valor
do teste t para significancia dos coeficientes de regressao (néo significativo: p>0,05).

O coeficiente de variacao experimental (CV) para o rendimento de
extracao foi superior a 20%, indicando a variabilidade aleatéria dos dados. Além
disso, o0s coeficientes de regressdo ndo foram significativos a 5% de
probabilidade.

Com esses resultados, os efeitos nao significativos foram retirados do
modelo a fim de melhorar o ajuste, porém nao apresentou alteracdo nos
resultados.

A eficacia do pré-tratamento de ultrassom esta relacionada a capacidade
de melhorar os fendmenos de transporte de massa, reduzindo assim o tempo e
o custo do processo. Com isso, essa técnica pode ser utilizada para a secagem
de plantas medicinais, melhorando a qualidade do produto desejado. Na
literatura ndo foi encontrado trabalhos relacionados ao uso do pré-tratamento de
ultrassom nos tubérculos de C. rotundus. Entretanto, Garcia-Perez et al. (2006)
abordaram o uso do ultrassom durante a fluidizagdo da cenoura, concluindo que
o ultrassom nao teve impacto significativo no processo de secagem, uma vez

que o campo ultrassénico foi interrompido pela turbuléncia do fluxo de ar em
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altas velocidades do ar (>2 m/ s). Galvao, Rodrigues e Fernandes (2020) relatam
que a eficacia do pré-tratamento ultrassdnico no processamento radicular, como
cenoura, mandioca e outros, pode ser desafiadora devido ao impacto reduzido
do ultrassom em estruturas teciduais mais duras e menos porosas.

Zotti-Sperotto et al. (2020) constataram que o pré-tratamento ultrassdnico
reduziu o tempo de secagem, maximizou o rendimento do 6leo essencial
de folhas Varronia curassavica. Todavia, o rendimento de Oleo essencial
de folhas de Ocimum gratissimum apresentou redugao significativa. Assim, os
efeitos induzidos pelo pré-tratamento ultrassénico sao diferentes para cada
espécie medicinal.

Portanto, os resultados do presente estudo nos levam a concluir que néao
foi possivel ajustar um modelo afim de obter um tempo de pré-tratamento de
ultrassom e temperatura de secagem que otimize tanto o rendimento do 6leo
essencial quanto o tempo de secagem dos tubérculos de C. rotundus. Porém,
neste trabalho obteve-se resultados importantes que contribuirdo para estudos
futuros.

3.4 Analise quantitativa e qualitativa do 6leo essencial dos tubérculos
de C. roundus

Na Tabela 8 constam os constituintes quimicos do éleo essencial extraido
dos tubérculos de C. rotundus nos diferentes tratamentos.

No éleo essencial de C. rotundus, 24 compostos foram identificados,
correspondendo a mais de 70% das areas totais dos picos resultantes da leitura
cromatografica. A maior parte da fracdo do Oleo obtido é formado por
sesquiterpenos. Nos doze tratamentos de secagem avaliados, em onze 0s
compostos 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido, 6xido de cariofileno e a-
ciperona foram encontrados em maiores concentragdes (entre 17,85-25,38%;
17,27-25,26%; 4,95-11,34%, respectivamente); no tratamento 11 os
componentes majoritarios foram o éxido de cariofileno (23,40%), 3,4-dimetil-3-
ciclohexen-1-carboxaldeido (21,5%) e humuleno (8,41%). Em contraste, o éleo
proveniente dos tubérculos frescos continha os seguintes compostos principais:
3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido (19,43%), 6éxido de cariofileno
(18,38%) e a -selineno (9,46%).

Os estudos sobre a composicao quimica do 6leo essencial de C. rotundus
revelam uma grande variagdo nos principais componentes conforme a parte da

planta utilizada e seu estado (fresco ou seco). Samra et al. (2020) identificaram
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o0 epoxido de humuleno (38,43%) e o 6xido de cariofileno (21,03%) como
principais constituintes nos rizomas frescos da planta no Egito. Ja Liu et al.
(2016), ao analisarem rizomas secos, destacaram a presencga de a-ciperona
(29,38%), cipereno (13,97%), 6xido de cariofileno (6,71%) e B-selineno (6,47%)
entre os 35 compostos encontrados. Essa predominancia da a-ciperona também
foi observada por Al-Massarani et al. (2016), que estudaram os 6leos essenciais
extraidos de tubérculos frescos e identificaram como principais constituintes a a-
ciperona (21,1%) e o oOxido de cariofileno (38,5%). Nos tubérculos secos,
Ghannadi et al. (2012) apontaram o cipereno (16,9%), o éxido de cariofileno
(8,9%) e o a-longipinano (8,4%) como compostos predominantes. Em relacao
aos rizomas secos, Janaki et al. (2018) destacaram a elemenona (13,59%), a a-
ciperona (13,41%) e o éxido de cariofileno (13,03%), enquanto Zhang et al.
(2017) observaram uma maior concentragao de a-ciperona (38,46%), cipereno
(12,84%) e a-selineno (11,66%). Em uma analise realizada por El-Gohary (2004)
revelaram a presenga de 52 componentes nos éleos essenciais dos tubérculos
de C. rotundus, extraidos por hidrodestilacdo, representando 99,21% da
composicéao total dos 6leos. Como resultado, (+) oxo-a-ilangeno (9,35%), (+) a-
ciperona (9,07%) transpinocarveol (7,92%) e cipereno (7,83%) foram os
principais constituintes do éleo da planta. O autor observou também a presenca
de cariofileno, cariofileno, éxido de cariofileno, B-pineno, 1,8-cineol, a-copaeno,
aciperona, a-humuleno, cipereno e B-sileneno nos 6leos essenciais de C.
rotundus. Nesse experimento, os sesquiterpenos constituiram a maior parte dos
6leos, resultado semelhante ao deste estudo.

Complementando essas investigagdes, Jirovetz et al. (2004) estudaram
os 6leos essenciais extraidos de raizes e tubérculos frescos no sul da india,
obtendo os compostos principais a-copaeno (11,4%), valerenal (9,8%), 6xido de
cariofileno (9,7%), cipereno (8,4%), nootkatone (6,7%) e trans-pinocarveol
(5,2%), reforcando a diversidade quimica de C. rotundus conforme o local e as
condicdes de coleta.
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Tabela 8- Composi¢do quimica do 6leo essencial dos tubérculos de C. rotundus coletados, submetidas a diferentes temperaturas de ar de secagem e tempos de
pré-tratamento com banho ultrassénico. (Continua 1/2)

Compostos KIc  KIt ?;2:3:; Tr1at. Tr2at. Tr3at. Tr:t. Tr;lt. TrGat. Tr;lt. Tr8at. T;a*t. 'I;rg:. T{:}_ 'I;r;}.
Area Relativa (%)

Cipereno 1394 1398 1,99 0,23 - - - 0,76 082 087 104 065 079 077 0,73
B-Cariofileno 1415 1408 3,93 298 053 0,34 - 164 289 231 219 237 265 342 1,87
Humuleno 1453 1454 8,86 620 23 133 066 380 621 489 457 529 556 841 4,18
Rotundeno 1457 1459 0,53 0,07 - - - 029 029 034 038 028 027 027 0,28
B-Selineno 1485 1490 6,56 3,14 2,00 0,55 - 291 296 343 099 518 4,15 3,94 3,13
a-Selineno 1495 1498 9,46 545 3,11 - 0,93 - - 424 464 506 501 634 4,15
a-Bulneseno 1509 1509 1,67 1,32 - - - - 127 1,08 1,09 1,16 1,16 1,57 -
Isoaromadendreno epoxido 1549 15902 - 1,33 1,56 1,07 2,14 1,04 1,75 1,4 1,32 166 1,30 166 1,26
Oxido de cariofileno 1582 1583 18,38 20,17 2526 22,95 23,27 17,27 24,18 19,21 18,02 21,96 17,79 234 17,36
a-Santalol 1602 1675 1,21 - - 1,58 - 1,62 - - - - 1,62 1,77 -
a-Bisaboleno 1594 1507 - 1,81 1,86 - - - 2,24 - - - - - -
Linalol, formato 1596 1216 - - - - - - - 1,00 1,78 1,73 - - 1,21
3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido 1605 1492b 19,3 212 258 2519 2431 19,69 23,14 1828 17,85 1921 1883 215 1923
6-metanol-2-hidroxi-1,4,4-trimeti- 1628 - : 197 212 - : - 241 192 214 197 18 19 218
biciclo[3.1.0]hexano
trans-Longipinocarveol 1637 1634¢ - 4,45 - - - - - 1,05 1,28 097 0,86 - -
Cicloheptang, 4-m_et_i|eno-1 -metil- 2-(2-metil- 1654 i i 15 i i i 193 147 i i i 1.26 i 2.00
1- propen-1-il)-1-vinil-
7-Tetraciclo[6.2.1.0(3.8)0(3.9)Jundecanol, 1674 _ _ 5.56 43 414 3.54 3.29 004 i i 2.07 2,69 1,33 5,75

4,4,11,11-tetrametil-

Kl ¢ = indice de Kovats calculado; Kl t = indice de Kovats citado na literatura por Adams, 2007; a (Zan et al., 2022); b (Kerebba et al. 2020); ¢ (Elshamy et
al., 2019); d (Janaki et al., 2018); * Ponto central e suas repeticoes.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669020301278?ref=pdf_download&fr=RR-2&rr=7f10f501aa8c1a8b#bib0005
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Tabela 8- Composi¢do quimica do 6leo essencial dos tubérculos de C. rotundus coletados, submetidas a diferentes temperaturas de ar de secagem e tempos de

pré-tratamento com banho ultrassénico. (Continua 2/2)

Compostos Kl ¢ KIt ?th‘::&l:)e Tr1at. Trzat. TI‘;t. TTL Tr5at. TrGat. Tr;lt. Tr8at. T;a*t. 'I;rg:. T{:}_ 'I;r;}.
Area Relativa (%)

g;:(t‘;i’ig'rg_'nmaig'léf_ﬁ’iﬁ’_‘;?5%_62’_7(;”_1 o 1684 1732 321 281 341 521 521 520 38 4690 523 442 515 292 528
a-Eudesmol 1675 1653 - - - - - - - 201 229 327 425 - 3,14
Viridifiorol 1631 1592 - - 1,11 1,27 1,1 - - - - - - - -

Isolongifoleno, 4,5-dehidro- 1673 - 1,59 - - - - 553 3,91 - - - - 2,66 -

oSzt g oo e e o
Ciperotundona 1694 1695 0,25 1,82 1,18 0,79 - 1,17 073 082 1,08 061 069 040 1,28
a -ciperona 1792 1741¢ 7,44 9,76 9,07 961 964 1134 495 969 88 754 892 532 954
Hidrocarbonetos sesquiterpenos 34,59 2270 986 222 159 16,86 22,06 17,16 14,9 1999 20,85 27,38 16,34
Sesquiterpenos oxigenados 30,49 37,86 43,71 4248 4136 37,64 37,87 41,75 40,89 4291 4335 37,37 4236
Monoterpenos oxigenados - 10,01 430 414 354 329 224 206 306 477 355 1,33 6,96
Outros 19,43 212 2538 2519 2431 1969 23,14 1828 17,85 1921 1883 21,5 19,23
Total de compostos identificados 84,51 91,77 8325 74,03 70,8 77,48 8531 7925 76,7 86,88 8658 87,58 84,89

Kl ¢ = indice de Kovats calculado; Kl t = indice de Kovats citado na literatura por Adams, 2007; a( Zan et al., 2022); b (Kerebba et al. 2020); ¢ (Elshamy et al.,
2019); d (Janaki et al., 2018); * Ponto central e suas repeticdes.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669020301278?ref=pdf_download&fr=RR-2&rr=7f10f501aa8c1a8b#bib0005
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Oleo essencial dos tubérculos de C. rotundus coletado na Tunisia e
avaliados por Kilani et al. (2005), obteve como compostos principais o cipereno
(30,9%), ciperotundeno (8,8%), rotundeno (7,6%), a-ciperona (4,5%) e ciperol
(4%). Além disso, os autores relataram que a composi¢ao do 6leo de C. rotundus
tunisiano foi considerada diferente do 6leo de outros paises e isso sugere que
podem existir diferentes quimiotipos de C. rotundus.

Destaca-se que o composto 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido que
foi relatado pela primeira vez na composi¢ao quimica da C. rofundus. Assim, 0s
resultados deste estudo diferiram dos tipos relatados anteriormente e
representam um novo padrao quimico.

Nos tratamentos 3 (34 min/ 44 °C) e 4 (34 min/ 66 °C) a quantidade de
compostos observados foram menores do que no tratamento controle. A menor
quantidade dos compostos majoritarios 6xido de cariofileno e 3,4-dimetil-3-
ciclohexen-1-carboxaldeido foi observada, respectivamente, no tratamento 4 (34
min/ 66 °C) e 8 (20 min/ 60 °C). Comparando com os tubérculos frescos, o
tratamento 11 (20 min/ 55 °C) apresentou uma maior quantidade dos compostos
majoritarios Oxido de cariofileno e 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido,
maior numero de componentes e apresentou todos 0os compostos proveniente
do mesmo. O tratamento 2 (6 min/66 °C) resultou na maior concentracao dos
compostos majoritarios 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido e o6xido de
cariofileno, embora tenha havido perda de alguns componentes em comparagao
aos tubérculos frescos. Ainda assim, esse tratamento foi considerado o mais
adequado neste estudo.

Portanto, nesse estudo, o tempo do banho de ultrassom e temperaturas
de secagem causaram alteracbes qualitativa e quantitativa na composicao
quimica do éleo essencial de C. rotundus. Ademais, altas temperaturas e longos
tempos de ultrassom resultaram em uma menor qualidade do 6leo essencial de
C. rotundus em relagédo aos tubérculos frescos.

Pei et al. (2021) investigaram os efeitos do pré-tratamento com ultrassom
seguido de secagem por infravermelho nas taxas de secagem, diferenca de cor
e microestrutura do acafrdo. Além disso, examinaram como a duracao do pré-
tratamento (30 e 60 segundos) e a temperatura de secagem (50, 60, 70 e 80 °C)
influenciaram a composicao quimica principal, o conteudo total de flavonoides, a
atividade antioxidante e os compostos volateis do acafrdo. Os resultados
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destacaram a influéncia das temperaturas de secagem e dos periodos de pré-
tratamento com ultrassom na taxa de secagem, coloragdao, microestrutura e
propriedades quimicas e volateis do acafrdo. A combinacao mais eficaz foi o pré-
tratamento ultrassénico de 30 segundos seguido de secagem a 50 °C, que
reduziu substancialmente o tempo de secagem, resultando em valores maximos
para propriedades quimicas, cor, aroma, atividade antioxidante e teor de
flavonoides. Assim, concluiram que o pré-tratamento ultrass6nico antes da
secagem por infravermelho tem potencial para reduzir o tempo do processo sem
comprometer a qualidade do acgafréao.

Conforme um estudo realizado por Rahimmalek e Goli (2013), ao
aumentar a temperatura de secagem de 50 °C para 70 °C em um forno, verificou-
se a diminuicdo da maioria dos hidrocarbonetos monoterpénicos. Pirbalouti,
Mahdad, and Craker (2013) também observaram que, ao aumentar a
temperatura de secagem tanto em forno quanto em micro-ondas, ocorreu a
perda de muitos hidrocarbonetos monoterpénicos em comparacdo com a
secagem em temperaturas mais baixas. Os compostos sensiveis a temperatura,
como a-tujeno, a-pineno, sabineno, B-mirceno e B-felandreno, demonstraram
uma afinidade maior com a fracao de agua presente nas folhas, resultando em
sua perda concomitante com a agua durante o processo de secagem.
Adicionalmente, 0 aumento da temperatura de secagem levou a formacgéao de
sesquiterpenos oxigenados (epi-a-cadinol), hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(B-bisaboleno e B-elemeno) e monoterpenos oxigenados (acetato de geranil,
acetato de a-terpinenil, timol e a-terpineol) no 6leo essencial do manjericao.

Moyler (1994) indica que as variagdes na composi¢cdo quimica entre o
material vegetal fresco e 0 seco podem ser explicadas pela evaporacao durante
0 processo de secagem, uma vez que varios compostos sao perdidos a medida
que sao transportados para a superficie.

Em altas temperaturas, existe a possibilidade de impacto na estrutura das
células secretoras de lipideos das plantas, que podem sofrer colapso e alterar a
sua composicao quimica (Rahimmalek e Goli, 2013). Por outro lado, na secagem
em temperaturas mais baixas os constituintes do 6leo essencial sdo expostos
por um periodo prolongado, podendo ocorrer transformagdes quimicas e
processos de oxidagao, resultando no desaparecimento e na formacao de novas
moléculas (Sellami et al., 2011). Contudo, nesse estudo ndo se pode concluir
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que ocorreu oxidacdo dos compostos, uma vez que, devido a sua estrutura
molecular, ndo foi possivel identificar a formacao de novos compostos.

Nesse contexto, a composicdo de metabdlitos secundarios em plantas
medicinais € complexa e requer investigagdo aprofundada para elucidar as
potenciais interacdes e efeitos fisico-quimicos que podem ocorrer entre esses
compostos e as ondas ultrassdnicas (Zotti-Sperotto et al., 2020).

Ao empregar o método de secagem, € de suma importancia preservar a
eficacia dos compostos ativos das plantas visando manter inalteradas suas
propriedades terapéuticas. Portanto, é essencial realizar uma investigacao
adequada para entender o comportamento de cada espécie em relacao aos
efeitos induzidos pelo ultrassom e pela temperatura de secagem.

3.5 Histoquimica

Nas Figuras 13 e 24 sao referentes as analises histoquimicas realizadas
nos tubérculos frescos e secos submetidos ao banho ultrassénico por 15

minutos.
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Figura 13- Cortes transversais do tubérculo de Cyperus rotundus fresco (A-B), seco (C-D) e
submetido ao ultrassom (E-F). A, C, E, sem coloracao; B, D, F, corado com lugol. Coloragao
negra indica amido; setas brancas indicam idioblastos secretores.
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Figura 14- Cortes transversais do tubérculo de Cyperus rotundus fresco (A-B), seco (C-D) e
submetido ao ultrassom (E-F). A, C, E, corado com azul de Alcian para deteccao de paredes
primarias (coloracao azul) e sudan Il para lipidios (coloragao alaranjada); B, D, F, corado com
azul de Alcian para detecgéao de paredes primarias (coloragédo azul) e safranina para deteccao
de compostos fendlicos (coloragdo vermelha). Setas brancas indicam idioblastos secretores.

Pelos resultados apresentados acima, ndo foi possivel verificar
diferengas entre os tratamentos. Assim, foram realizados novos experimentos
com os tubérculos frescos.

Nas Figuras 15 e 16 estdo apresentados os resultados das analises his-
toquimicas e a histolocalizacao dos compostos de interesse dos tubérculos fres-
cos de C. rotundus. Os resultados da prospeccao histoquimica mostraram a
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presenca de amido, compostos fendlicos e lipidios em diferentes tipos celulares.
Os idioblastos secretores sao células secretoras que se destacam das demais
pela coloracdo amarelada e auséncia de amido (Fig. 15A-B). Esses idioblastos
contém apenas compostos fendlicos, como revela a coloragéo rosada/ averme-
lhada com azul de alcian e safranina (Fig. 15C-D) e a coloragdo negra com o
cloreto férrico (Fig. 15E-F).

Figura 15- Tubérculo de Cyperus rotundus — cortes transversais. A-B, material com a coloracao
natural (branco). C-D, azul de alcian para coloragdo de paredes primarias (coloragdo azul) e
safranina para compostos fendlicos (coloragao rosa-avermelhada). E-F, cloreto férrico para
deteccao de compostos fendlicos (coloragado negra). am, amido; id, idioblasto.
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Figura 16- Tubérculo de Cyperus rotundus — cortes transversais. A-B, lugol para detec¢éao de
amido (colorag@o negra-arroxeada). C-D, sudan black B para detecgao de lipidios (coloragéao
negra). E, luz UV; autofluorescéncia azul clara das gotas lipidicas. F, vermelho neutro sob luz
UV para detecgédo de lipidios (fluorescéncia secundéaria amarela intensa). am, amido; id,
idioblasto; li, lipidio.

As demais células parenquimaticas do tubérculo estéo repletas de amilo-
plastos com gréos de amido, como revela a coloragdo negra dos graos com o
reagente de Lugol (Fig. 16A-B). Essas mesmas células com amido apresentam
pequenas gotas lipidicas, reveladas pela coloragcao negra do sudan black B (Fig.
16C-D) e pela fluorescéncia secundaria amarela do vermelho neutro (Fig. 16E-
F). Essas goticulas lipidicas representam o éleo essencial dos tubérculos. Essa
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fracdo lipidica dos rizomas ja foi negligenciada em trabalho de histoquimica com
0 género Cyperus (Rodrigues e Estelita, 2009), provavelmente por serem peque-
nas.

Portanto, goticulas lipidicas (6leo essencial) e compostos fendlicos sao
metabdlitos secundarios presentes no tubérculo de Cyperus rotundus.

4 Perspectivas Futuras

Neste trabalho optou-se por utilizar os tubérculos inteiros na secagem
visando preservar os compostos ativos, entretanto, longos tempos foram
necessarios para finalizar o processo. Assim, recomendamos estudos futuros de
secagem utilizando os tubérculos de C. rotundus em fatias, a fim de avaliar se o
tempo de secagem serd menor e se a qualidade do 6leo essencial permanecera

preservada.

5 CONCLUSAO

O composto 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido foi relatado pela
primeira vez na composicao quimica da Cyperus rotundus, diferindo dos tipos
relatados anteriormente e representando um novo padrdo quimico. O tratamento
2 (6 min/66 °C) foi 0 mais recomendado neste estudo, pois apresentou a maior
concentracdo dos compostos majoritarios  3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-
carboxaldeido e 6xido de cariofileno. Observou-se que o tempo de exposicao ao
ultrassom e as temperaturas de secagem influenciaram significativamente tanto
a composicao qualitativa quanto quantitativa do éleo essencial de C. rotundus.

Para o presente estudo as ondas ultrassénicas nao influenciaram
significativamente o tempo de secagem e o rendimento do éleo essencial de C.
rotundus, estudos comprovam que a aplicagao ultrassénica como pré-tratamento
ou como assisténcia durante a secagem, pode ser uma O6tima tecnologia
adicional aos processos de secagem convencionais. Ademais, nesse estudo,
foram observados tempos de secagem menores em comparacao com estudos
anteriores sobre a secagem de tubérculos de C. rotundus a sombra e a
temperatura ambiente. Apenas o coeficiente de efeito da temperatura linear foi
significativo, assim, foi possivel descrever a variacao no tempo de secagem em

funcdo da temperatura. Portanto, o uso do ultrassom deve ser estudado para
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cada produto individualmente, uma vez que caracteristicas intrinsecas podem

influenciar no resultado final.
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ANEXOS

Tabela A1 — ANOVA para os efeitos linear (L), quadratico (Q) e de interacdo (UxT) da duracao do banho ultrassénico (U) e da temperatura de secagem (T) sobre o
tempo de secagem e o rendimento do 6leo essencial.

Tempo de secagem Rendimento de dleo essencial
Fatores
SS Df MS F P SS Df MS F P
Pré-tratamento de 926,2 1 926,2 0,150 0,724 0,0118 1 00117 2,076 0,245
ultrassom (min)(L) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Pré-tratamento de
ultrassom (min)(Q) 67,8 1 676,8 0,101 0,762 0,0045 1 0,0045 0,799 0,437
Temperatura (2C)(L) 625302,7 1 625302,7 101,381 0,002 0,0010 1 0,0010 0,181 0,699
Temperatura (2C)(Q) 1856,3 1 1856,3 0,301 0,621 0,0001 1 0,0001 0,019 0,897
UxT 22363,3 1 22363,3 3,626 0,153 0,0045 1 0,0045 0,797 0,438
Falta de Ajuste 279066,3 3 93022,1 15,082 0,026 0,0040 3 0,0013 0,237 0,866
Erro Puro 18503,5 3 6167,8 0,0170 3 0,0057
Total SS 948352,2 11 0,0429 11

SS: Soma dos quadrados. Df: graus de liberdade. MS: quadrado médio. p: valor do teste t para significAncia dos coeficientes de regressao (nao significativo: p >
0,05).
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Figura A1- Cromatograma CG-MS do 6leo essencial de tubérculos coletados de C. rotundus do Tratamento 1.
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Figura A2- Cromatograma CG-MS do 6éleo essencial de tubérculos coletados de C. rotundus do Tratamento 2.
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Figura A3- Cromatograma CG-MS do 6éleo essencial de tubérculos coletados de C. rotundus do Tratamento 3.
{x10,000,000)
I (1.00)
2.5+
O_O-Hg L B B S B By —t T R ] |"J\|M|hw'\‘ A‘r L e R A B B L R ‘frl T [ —
50 10.0 15.0 20.0 250 300 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0



96

Figura A4- Cromatograma CG-MS do 6leo essencial de tubérculos coletados de C. rotundus do Tratamento 4.
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Figura A5- Cromatograma CG-MS do 6leo essencial de tubérculos coletados de C. rofundus do Tratamento 5.
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Figura A7- Cromatograma CG-MS do 6leo essencial de tubérculos coletados de C. rotundus do Tratamento 7.
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Figura A10- Cromatograma CG-MS do éleo essencial de tubérculos coletados de C. rotundus do Tratamento 10.
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Capitulo 3

AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO OLEO ESSENCIAL DOS
TUBERCULOS DE Cyperus rotundus L. E DO SABONETE LIQUIDO
FORMULADO COM O OLEO ESSENCIAL

RESUMO

Em diversas partes do mundo, os produtos fitoterapicos sdo empregados no
tratamento de uma variedade de doengas. Entre as espécies utilizadas na medicina
tradicional, Cyperus rotundus L. destaca-se por suas diversas atividades terapéuticas.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a composi¢cédo quimica e a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial extraido dos tubérculos de C. rotundus cultivado.
Além disso, objetivou-se desenvolver um sabonete liquido acrescido do 6leo essencial
e avaliar a atividade antimicrobiana do sabonete. O processo de extracao do éleo
essencial foi realizado por hidrodestilagcao e seus constituintes foram identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A atividade
antimicrobiana do éleo essencial de C. rotundus e do sabonete liquido foi avaliada
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans
utilizando o método de microdiluicdo, com o qual foram estimadas a concentracao
inibitéria minima (MIC) e a concentracao bactericida minima (MBC) para cada
microrganismo. Na analise cromatografica do dleo essencial de tubérculos de C.
rotundus cultivado, 28 compostos foram identificados, correspondendo a mais de 90%
das areas totais do cromatograma. O éxido de cariofileno (24,83%), 3,4-dimetil-3-
ciclohexeno-1-carboxaldeido (21,36%), a-selineno (9,59%), B-selineno (6.90%);
humuleno (5,22%), B-Pineno (3,74%) e a-cyperona (3,66%) foram encontrados em
maiores concentracdes. O 6leo essencial e 0 sabonete liquido intimo de C. rotundus
apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e contra a
levedura C. albicans. O 6leo essencial apresentou potencial bacteriostatico e
bactericida para S. aureus (MIC = 0,015 e MBC = 0,250 mg/mL) e S. epidermidis (MIC
= 0,125 e MBC = 0,250 mg/mL). Entretanto, apresentou apenas potencial fungistatico
(MIC = 2,000 mg/mL) para Candida albicans. O sabonete liquido exibiu potencial
fungistatico (MIC = 4,000 mg/mL), fungicida (MFC = 4,000 mg/mL), bacteriostatico e
bactericida para S. aureus (MIC = 0,002 e MBC = 0,250 mg/mL) e S. epidermidis (MIC
= 4,000 e MBC = 4,000 mg/mL). O estudo demonstrou que o 6leo essencial extraido
de tubérculos C. rotundus tem aplicagbes potenciais para uso nas industrias
cosmeética e farmacéutica.

Palavras-chaves: Tiririca, Fitoquimicos, Atividade antibacteriana, Atividade
antifangica.
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EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL FROM
TUBERS OF Cyperus rotundus L. AND LIQUID SOAP FORMULATED WITH THE
ESSENTIAL OIL

ABSTRACT

Treatment for a variety of diseases. Among the species used in traditional medicine,
Cyperus rotundus L. stands out for its diverse therapeutic activities. Therefore, this
study aimed to evaluate the chemical composition and antimicrobial activity of the
essential oil extracted from the tubers of cultivated C. rotundus. Additionally, the goal
was to develop a liquid soap enriched with the essential oil and assess its antimicrobial
activity. The essential oil extraction process was carried out by hydrodistillation, and
its constituents were identified by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
The antimicrobial activity of C. rotundus essential oil and liquid soap was evaluated
against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, and Candida albicans
using the microdilution method, which estimated the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) for each microorganism. In the
chromatographic analysis of the essential oil from cultivated C. rotundus tubers, 28
compounds were identified, corresponding to over 90% of the total chromatogram
area. Caryophyllene oxide (24.83%), 3,4-dimethyl-3-cyclohexene-1-carboxaldehyde
(21.36%), a-selinene (9.59%), B-selinene (6.90%), humulene (5.22%), B-pinene
(3.74%), and a-cyperone (3.66%) were found in higher concentrations. The essential
oil and the C. rotundus liquid soap showed antimicrobial activity against Gram-positive
bacteria and the yeast C. albicans. The essential oil demonstrated both bacteriostatic
and bactericidal potential against S. aureus (MIC = 0.015 and MBC = 0.250 mg/mL)
and S. epidermidis (MIC = 0.125 and MBC = 0.250 mg/mL). However, it showed only
fungistatic potential (MIC = 2.000 mg/mL) for Candida albicans. The liquid soap
exhibited fungistatic (MIC = 4.000 mg/mL), fungicidal (MFC = 4.000 mg/mL),
bacteriostatic, and bactericidal potential against S. aureus (MIC = 0.002 and MBC =
0.250 mg/mL) and S. epidermidis (MIC = 4.000 and MBC = 4.000 mg/mL). The study
demonstrated that the essential oil extracted from C. rotundus tubers has potential
applications in the cosmetic and pharmaceutical industries.

Keywords: Nutsedge, Phytochemicals, Antibacterial activity, Antifungal activity.

1. INTRODUGCAO

Doencas infecciosas provocadas por fungos e bactérias impactam
significativamente a saude humana. Entre as bactérias, Staphylococcus aureus é um
patégeno amplamente conhecido, responsavel por sintomas como nauseas, vémitos
intensos, diarreia, pneumonia, osteomielite e até sindrome do choque téxico (Tian et
al., 2022). A contaminag&o pode ocorrer tanto por meio de cruzamento durante o
processamento de alimentos quanto por infecgcdes adquiridas em ambientes
hospitalares (Chung et al., 2021). Em Staphylococcus epidermidis, a formagao de
biofilmes é um fator critico de viruléncia, pois permite que a bactéria colonize
superficies, especialmente biomateriais como cateteres e préteses, conferindo-lhe
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uma resisténcia natural a antibidticos e aos mecanismos de defesa do organismo
(Schilcher e Horswill, 2020; Jardak et al, 2021).

Os antibiéticos sdo fundamentais no tratamento e prevencédo de infeccdes
bacterianas, mas seu uso pode causar efeitos adversos e exercer pressao seletiva
qgue favorece a resisténcia bacteriana (Curran et al., 2022). Alguns desses efeitos
adversos, incluem erupgao cutanea, desconforto estomacal, urticaria, nausea, vomito
e diarreia (Hussein et al., 2023).

Infeccdes fungicas causadas por microrganismos oportunistas podem afetar a
pele e a mucosa, além de causar infecgdes sistémicas (Talapko, et al., 2021). A
espécie Candida albicans é a mais comum em infecgcdes da mucosa e infecgbes
sistémicas, sendo responsavel por cerca de 70% das infec¢des fungicas em todo o
mundo (Morad et al.,, 2018). Esse microrganismo é comumente encontrado na
cavidade oral, na flora conjuntiva e nos tratos gastrointestinal e geniturinario (Pereira
et al., 2021).

A vista das infeccdes fungicas, trés classes de medicamentos sao utilizadas
para trata-las: azo6is (como fluconazol e itraconazol), polienos (como anfotericina B e
nistatina) e equinocandinas (como caspofungina e micafungina) (Guo et al., 2012;
Wijnants, Vreys e Van Dijck, 2021). Tradicionalmente, os azdis tém sido os
tratamentos de primeira escolha sendo frequentemente usado para tratar a maioria
das infeccbes causadas por C. albicans (Whaley et al., 2017; De Las Mercedes Oliva
et al., 2013). Contudo, os medicamentos azélicos causam efeitos adversos, incluindo
toxicidade hepatica, intolerancia gastrointestinal, tonturas, erupg¢des cutaneas,
psicose e supressao adrenal (Wu et al., 2004). Ademais, o uso prolongado desses
antifangicos pode resultar na resisténcia de cepas de C. albicans, reduzindo sua
eficacia terapéutica (Zhao et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana € um dos maiores desafios para a medicina
contemporanea, sendo vista pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma
séria ameaca a saude global e a segurancga alimentar (Aslam et al., 2018). Portanto,
existe uma demanda para o desenvolvimento de novos produtos fitoterapicos que nao
apresentem resisténcias e efeitos adversos.

A selecédo de compostos bioativos extraidos de plantas para comporem novas
formulagdes de antimicrobianos é uma alternativa promissora. As plantas medicinais
tém sido usadas tradicionalmente em diversas partes do mundo para tratar varias
doencas (Sneader, 2005; Ng'uni et al., 2022). No Brasil, de acordo com Fenner et al.
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(2006), foram identificadas 409 espécies vegetais utilizadas na medicina tradicional
para tratar sinais e sintomas de infec¢des fungicas. Dentre elas, Cyperus rotundus,
devido as suas propriedades antifungicas e antibacterianas (Eltayeib e Ismaeel, 2014).

No que se refere a ocorréncia da espécie Cyperus rotundus L., é espontanea e
encontrada na india, Africa, Tunisia, Brasil e outros paises das regides tropicais e
subtropicais (Kandikattu et al., 2021). C. rotundus é popularmente conhecida como
“tiririca” no Brasil, “nutgrass” nos Estados Unidos e “nagarmotha” na india (Rocha et
al., 2020).

Quanto ao uso medicinal da espécie, é conhecida por vérias atividades
terapéuticas no mundo (Dhar et al., 2017; Ullah, e Hassan, 2022; Bezerra e Pinheiro,
2022). Entre essas atividades destacam-se as atividades anti-inflamatéria (Dang et
al., 2011; Tsoyi et al., 2011), antidiabética (Raut e Gaikwad, 2006; Tran et al., 2014),
antioxidante (Nagulendran et al., 2007; Hu et al., 2017), anticancerigena (Ryu et al.,
2015; Nidugala et al., 2016; Lin et al., 2019; Bezerra e Pinheiro, 2022), antimicrobiana
(Zhang et al., 2017; Karzan, Shnawa e Gorony et al., 2017; Sasidharan e Pottail,
2020), antiviral (Parvez et al., 2019; Kumar et al., 2021), inseticida (Liu et al., 2016;
Janaki et al., 2018), anticonvulsivante (Sonwa e Kdénig, 2001; Shivakumar et al., 2009)
e antidepressiva (Zhou e Yin, 2012). Além disso, segundo Bhattarai (1993), seus
tubérculos s&o utilizados para tratar dismenorreia, diarreia, irregularidades menstruais
e espasmos. As atividades terapéuticas de C. rotundus sao atribuidas aos éleos
essenciais presentes nas suas raizes, seus tubérculos e partes do seu rizoma. Quanto
a composicao desses 0Oleos, estudos mostram que sdo compostos, principalmente,
por sesquiterpenos oxigenados, hidrocarbonetos sesquiterpénicos, hidrocarbonetos
monoterpénicos, monoterpenos oxigenados, aldeidos monoterpénicos, cetonas
monoterpénicas, éster monoterpénico, epoxidos sesquiterpénicos, cetonas
sesquiterpénicas e aldeido sesquiterpénico (Peerzada et al., 2015). Ressalta-se que
o bleo essencial dessa espécie € rico em constituintes quimicos responsaveis por
atividades biolégicas de interesse medicinal.

Neste contexto, o desenvolvimento de novos produtos contendo em sua
formulagdo compostos bioativos extraidos de C. rotundus, sdo promissores no
tratamento antifungico. Portanto, o presente estudo teve como obijetivo identificar a
composicao quimica e, a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de tubérculos de
Cyperus rotundus e do sabonete liquido contendo o 6leo essencial contra C. albicans,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.



103

2. MATERIAL E METODO

2.1. Material vegetal

Uma amostra de Cyperus rotundus L. (VIC 57427) foi identificada e icorporada
ao Herbério VIC, da Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Foram coletados 109
tubérculos de C. rotundus no Vale da Agronomia da UFV (Figura 1), os quais foram
cultivados em vasos de 5 litros contendo solo do tipo argiloso na Area Experimental
do Departamento de Engenharia Agricola da UFV (Vicosa-MG/Brasil; 20° 46’ 13” S;
42° 52’ 23" W), no dia 06 de fevereiro de 2022. Os vasos foram dispostos no
espacamento de 30 cm entre si de modo que ndo houvesse sombreamento. Uma
amostra do solo utilizado foi levada para analise fisica e quimica no Laboratorio de

Analise de solo Vigosa.

Figura 1- Tubérculos coletados no vale da agronomia para transplantes em vasos.

Os tubérculos do cultivo (Figura 2) foram colhidos no dia 02 junho de 2022.
Posteriormente os mesmos foram higienizados com &gua corrente (Figura 3) e
armazenados em camara climatica, tipo B.O.D. a 3,5 °C antes do inicio dos ensaios

de secagem.
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Figura 2- Cyperus rotundus ap6s 4 meses de cultivo.

2.2 Processo de secagem

No processo de secagem, foram utilizados quatro secadores experimentais de
leito fixo, equipados com resisténcias elétricas de 7.500 W e ventiladores axiais de 48
W. A temperatura foi controlada automaticamente, enquanto a velocidade do ar foi
ajustada manualmente, mantida em 1,5 m/s. A medicdo da velocidade do ar de
secagem foi realizada com um anemémetro digital (Prova Instruments Inc, AVM-07,
New Taipei City, Taiwan), equipado com sensor de pas rotativas, com uma faixa de
leitura de 0,05 a 25 m/s e precisao de 0,01 m/s.

A temperatura e a umidade relativa do ar ambiente foram monitoradas por um
termo-higrometro digital (HOBO datalogger, Onset, Bourne, EUA), instalado préximo

aos secadores. As amostras de tubérculos foram colocadas em cestos cilindricos de



105

tela metélica e inseridas nas camaras cilindricas. Para selecionar a temperatura ideal
de secagem dos tubérculos de Cyperus rotundus para a extragdo de 6leo essencial,
considerou-se que, conforme apresentado no Capitulo 2, o tratamento a 66°C por 6
minutos de ultrassom resultou nas maiores concentragées dos compostos principais,
3,4-dimetil-3-cicloexen-1-carboxaldeido e 6xido de cariofileno. Assim, os tubérculos
cultivados de C. rotundus foram secos a 66°C até alcancarem uma massa
correspondente ao teor de agua de 0,14 (b.s.). Decidiu-se nao utilizar o ultrassom,
uma vez que mesmo nao influenciou significantemente o tempo de secagem e o

rendimento do 6leo essencial.
2.3 Extracao do 6leo essencial

Inicialmente, os tubérculos secos de C. rotundus foram triturados em Moinho
de Tipo Willye, equipado com uma peneira de malha de 10 mm da marca TECNAL®.
Posteriormente, 150 g do material triturado foi transferido para baldes de fundo
redondo e 1 L de 4gua destilada foi adicionado em cada bal&o.

O d6leo essencial foi extraido por hidrodestilagdo, em aparelho tipo Clevenger
(MA 553/2000, Marconi Equipamentos para Laboratérios Ltda., Piracicaba, SP,
Brasil), adaptado a um baldo de fundo redondo de 2 L. O tempo de extragéo foi de 2h
apds o inicio da ebulagdo da agua. Apds o término do periodo de extragcédo, o 6leo
essencial obtido foi coletado e transferido para um frasco ambar com tampa
rosqueada. O Oleo essencial presente no hidrolato, foi recuperado com pentano
(Neon, Suzano, Sao Paulo) e armazenado a -20°C até ser analisado. Os rendimentos
foram expressos em porcentagem de dleo essencial em relagdo a matéria seca do
produto (% ms) [rendimento da extracdo = (massa de 6leo essencial / massa seca de
tubérculos no extrator) *100].

2.4 Formulacao do sabonete liquido utilizando o 6leo essencial de C. rotundus

As matérias-primas utilizadas na formulagdo do sabonete liquido foram: lauril
éter sulfato de sodio (34%), cocoamido propilbetaina (anfétero) (5%), dietanolamida
de acido graxo de coco (1,5%), hidroxietilcelulose (espessante hidrofilico) (0,5%),
propilenoglicol (2%), acido latico (qg.s.), 6leo essencial de C. rotundus a (1%) e agua
destilada (g.s.p 100%). Cabe destacar que nenhum conservante foi adicionado a

formulacéo.
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Para o preparo do sabonete, em um béquer, aqueceu-se até 55°C,
hidroxietilcelulose e parte da dgua destilada. Apds atingir essa temperatura, a mistura
foi resfriada sob agitacdo até 40°C (A). Paralelamente, em um calice foram
adicionados o lauril éter sulfato de sodio, a dietanolamina de acido graxo de coco,
propilenoglicol e o cocoamido propil betaina (B). O conteudo do béquer (A) foi vertido
no célice (B) e homogeneizado. Em seguida, o éleo de C. rotundus foi adicionado e o
volume completado com agua destilada para obtencédo de um volume final de 100 mL.

O pH do sabonete liquido foi ajustado com acido latico para o valor de 4,5 (valor
do pH da regido intima feminina). Esse pH atua como uma barreira protetora, inibindo
o0 crescimento de microrganismos patogénicos que preferem ambientes menos
acidos. Esse nivel de acidez, portanto, é essencial para a protecao contra infecgdes e

para preservar o equilibrio saudavel da microbiota vaginal.
2.5 Analise quantitativa dos constituintes do 6leo essencial

A identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), utilizando um
equipamento modelo QP5050A (SHIMADZU) com detector seletivo de massa. O
sistema contava com uma coluna cromatografica SPB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym)
e usava hélio como gas de arraste, com fluxo de 1,8 mL/min, razdo de splitde 1:10 e
corte de solvente ap6s 5 minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram
mantidas em 220°C e 240°C, respectivamente. A coluna iniciou a 40°C por 2 minutos,
sendo aquecida a uma taxa de 3°C/min até atingir 240°C. No espectrémetro, apenas
ions com razdo massa/carga (m/z) entre 35 e 400 foram detectados. Um volume de 1
ML da amostra, com concentragdo de 10.000 mg/L, foi injetado, utilizando
diclorometano (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) como solvente. A identificacao
dos compostos foi realizada comparando os espectros de massa obtidos com os do
banco de dados do equipamento e com os indices de Retencao Linear (IK) calculados
(Equacgéao 1), que foram comparados com valores da literatura (Adams, 2007; Janaki
et al., 2018; Kerebba et al., 2020; Zan et al., 2022). Uma mistura de hidrocarbonetos
(C7 a C30) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foi analisada sob as mesmas
condi¢cdes cromatograficas, e os tempos de retencao correspondentes serviram para

o célculo dos IK dos componentes do 6leo essencial.

logtrx—logtrz

KI = 100NC + 100( ) Equacgéo 1

logtr(z+1)-logtrz
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em que,

Kl: indice de Kovatz;

NC: numero de carbonos do hidrocarboneto imediatamente antes do
componente avaliado;

trx: tempo de retengdo do componente avaliado;

trz: tempo de retencao do hidrocarboneto imediatamente antes do componente
avaliado; e

t r(z+1): tempo de retencdo do hidrocarboneto imediatamente apds o

componente avaliado.

2.6 Atividade antimicrobiana do d6leo essencial e do sabonete liquido de Cype-

rus rotundus

As atividades antimicrobianas do éleo essencial de C. rotundus e do sabonete
liqguido foram testadas contra Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 e Candida albicans ATCC 10231, na Divisdo de
Microbiologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas - CPQBA/ UNICAMP, Paulinia, SP, Brasil.

2.6.1 Preparo do inoculo de Candida albicans

O indculo de C. albicans foi cultivado em tubo de ensaio contendo o meio 4gar
Saboraud a 35°C por 48h. Apés o crescimento das células, aliquotas da cultura foram
retiradas com alga de platina e transferidas para tubo de ensaio contendo 4 mL de
solucado salina 0,85% estéril. A solucao de levedura foi homogeneizada em vortex e
uma aliquota (2 mL) lida em espectrofotdmetro (Shimadzu UV mini 1240) a 530 nm e
ajustada com solucao salina 0,85% para uma densidade ética (DO) de 0,09 a 0,11,
correspondente & 5,0 x 108 UFC/mL. A suspenséo remanescente (2mL) foi adicionada
a mesma quantidade de solucdo salina utilizada na leitura em espectrofotometro. A
partir da solucdo padronizada foi realizada a diluicdo seriada obtendo-se ao final da
mesma 5,0 x 10* UFC/mL. Por fim, 1 mL da solucéo diluida foi transferida para um
tubo de ensaio contendo 9 mL de caldo RPMI-1640 (caldo padrao para C. albicans),
correspondendo a concentragio de 2,5 x 108 UFC/mL que equivale 2,5 x 102 UFC em
100uL (CLSI, 2002).



108

2.6.2 Preparo do inéculo de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis

O preparo dos inéculos de bactérias para os testes de susceptibilidade seguiu
as recomendacgdes do protocolo M7-A6 (CLSI, 2012). Culturas de bactérias de 24h
cultivadas em meios especificos foram transferidas para tubos de ensaio contendo 4
mL de solucdo salina estéril. As solugcbes de bactérias foram homogeneizadas em
vortex e aliquotas de 2 mL foram tomadas para leitura em espectrofotdmetro
(Shimadzu UV mini 1240) a 625nm e ajustadas com solucao salina para DO de 0,08
a 0,10 correspondente a concentracéo de 1,5 x 108 UFC/mL. Aos 2 mL remanescentes
das suspensodes de bactérias foram adicionadas as mesmas quantidades de solucao
salina utilizada no ajuste em espectrofotébmetro. A partir das solucbes padronizadas
foi feita diluicdo seriada de forma a se obter, ao final da mesma, a concentragcédo de
1,5 x 108 UFC/mL e, destas ultimas soluges, 6 mL foram transferidos para tubos
contendo 3 mL de meio de cultura (Caldo Mueller Hinton ou BHI), estabelecendo-se

uma concentracédo de 1 x 108 UFC/mL que equivale a 1,0 x 105 em 100 pL.

2.6.3 Teste de concentracao inibitoria minima (MIC)

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicao, de acordo
com o Clinical & Laboratory Standards Institute (Wayne, MI, EUA) (CLSI, 2002, 2005),
e a concentragéo inibitéria minima (MIC) foi determinada para cada microrganismo.
Inicialmente, em uma microplaca estéril de 96 pocos foram depositados 100 pL de
caldo Mueller Hinton (bactérias) ou caldo RPMI-1640 (levedura). Em seguida, 100 pL
da solucdo de 6leo essencial (16 mg mL' em Tween a 1%) ou 100 pL da solucéo de
sabonete (16 mg mL' em Tween a 1%) foram adicionados nos pogos da primeira
coluna. Posteriormente, o contetudo desses poc¢os foi homogeneizado e 100 pL foram
transferidos para os pocos da coluna seguinte. Repetiu-se o procedimento até a Gltima
coluna, sendo os 100 pL finais desprezados. Dessa forma, obtiveram-se as
concentragdes 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,15; 0,06; 0,03; 0,015; 0,008; 0,004; 0,002 mg mL""
do Oleo essencial e do sabonete. Por fim, adicionaram-se 100 pL do indculo
padronizado (de bactérias (5 x 10° UFC/mL) ou de levedura (2,5 x 108 UFC/mL), em
cada poco contendo as concentracdes das solucdes do 6leo essencial ou do sabonete
liguido. Para cada concentracao realizou-se o teste em triplicata. Para o controle de
esterilidade das amostras, em uma coluna separada, 50 L, exclusivamente do éleo
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essencial ou do sabonete, foram adicionados. Para o controle de viabilidade do
microrganismo, em outra coluna contendo apenas os caldos de crescimento
adicionou-se 100 uL dos microrganismos. Apds esse procedimento, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 h (bactérias) e a 36°C por 48 h (C. albicans).

Apés a incubacao, 50 L de solugao de cloreto de trifeniltetrazélio (TTC; Vetec,
Duque de Caxias, RJ, Brasil) (p/v) a 0,5% foram adicionados em cada po¢o contendo
as bactérias e as placas foram reincubadas por 3 h.

As MICs para bactérias foram definidas como a menor concentracao do 6leo
essencial, capaz de impedir 0 aparecimento de colora¢ao vermelha, conferida ao meio
quando as células apresentam atividade respiratoria.

As MICs para C. albicans foram determinados na menor concentragdo da
amostra que inibiu o crescimento visivel por meio da mudanca de cor do meio RPMI
de rosa (cor original) para amarelo, o que indica mudanca de pH ocasionada pelo

crescimento microbiano.

2.6.4 Concentracao fungicida minima (MFC) e Concentracao bactericida mi-
nima (MBC)

Para determinagcdo da Concentracdo Bactericida Minima (MBC) e da
Concentracao Fungicida Minima (MFC — para C. albicans), retirou-se uma aliquota de
10 pL do material contido no pog¢o de MIC e dos trés pogos subsequentes de maior
concentragcdo do 6leo essencial e adicionou-se em placa de petri (Figura 4).

Em seguida, as placas foram incubadas durante cinco dias e avaliadas quanto
ao crescimento de colénias dos micro-organismos. A menor concentracéo na qual nao
houve crescimento de colbnias foi considerada como a concentragdo capaz de matar
99,9 % das células microbianas, ou seja, a MBC ou MFC.

Figura 4- Placas de petri utilizadas para determinagéo da Concentragéo fungicida minima (MFC) e da
Concentracao bactericida minima (MBC).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor inicial de agua
O teor médio de agua das amostras de tubérculos de C. rotundus
cultivadas foi de 64,20%.

3.2 Composicao quimica do 6leo essencial

O ¢6leo essencial extraido dos tubérculos cultivados e secos a 66°C, apresentou
rendimento de 0,09% (m/m). No total, foram identificados 28 compostos (Tabela 1),

representando 96,77% do valor total.

Tabela 1- Composigao quimica do 6leo essencial dos tubérculos de C. rotundus.

0 . . c t % por
N°. Composto identificado Kl Kl Area
1 a-Pineno 933 939 1,36
2 [-Pineno 975 979 3,74
3 trans-Pinocarveol 1138 1139 1,38
4 Mirtenal 1193 1195 0,77
5 Mirtenol 1195 1195 0,76
6 a-Copaeno 1373 1376 0,41
7 B-Elemeno 1389 1390 0,10
8 Cipereno 1394 1398 1,09
9 Cariofileno 1415 1408 2,59
10 a-Guaieno 1436 1439 0,41
11  Humuleno 1450 1454 5,22
12 Rotundeno 1455 1459 0,33
13 4,5-di-epi-aristoloqueno 1466 1473 0,23
14 Isolongifoleno, 4,5-dehidro- 1471 - 1,35
15 y-Muuroleno 1474 1479 0,43
16 a-Selineno 1483 1498 9,59
17 B-Selineno 1492 1490 6,90
18 2(1H)-Naftalenona, 7-€tinil-4a,5,6,7,8,8a- 1496
hexahidro-1,4a-dimetil-, (1a,4aB,73,8aa)- - 1,22
19 a-Bulneseno 1512 1509 0,90
20 0o6-Cadineno 1511 1522 0,26
21 Isoaromadendreno epdxido 1543 15902 1,85
22 Spathulenol 1570 1578 0,99
23 Oxido de cariofileno 1579 1583 24,83
24 a-Bisaboleno 1594 1507 1,27
25 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido 1608 14920 21,36
26 a-Linalol 1626 - 1,99
27 Oxido de aromadendreno- (1) 1634 1641 1,78
28 «a-ciperona 1792 1741¢ 3,66
Total de compostos identificados 96,77
KI ¢ = Indice de Kovats calculado; Kl t = Indice de Kovats citado na literatura (Adams, 2007; a

(Zan et al., 2022); b (Kerebba et al. 2020); c (Janaki et al., 2018).
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O oOxido de cariofileno (24,83%), 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-carboxaldeido
(21,36%) e a-selineno (9,59%) foram considerados os constituintes majoritarios do
6leo essencial. Resultado semelhante ao obtido nos tubérculos frescos coletados em
campo relatados no capitulo 2, o qual continha os mesmos compostos majoritarios,
porém, em quantidades menores.

Portanto, a diferenga na composicdo quimica dos 6leos essenciais extraidos
de C. rotundus cultivado dos coletados indica que a diversidade quimica do éleo é
influenciada por condicbes edafoclimaticas. Este fato, ressalta a importancia de
padronizacéo do dleo utilizando tecnologias de cultivo adequadas para cada espécie
visando a qualidade do ativo de interesse.

3.3 Atividade antimicrobiana

Observa-se, na Tabela 2, que o 6leo essencial apresentou efeito fungistatico,
na concentracao inibitéria minima (MIC) de 2 mg/mL. Entretanto, a atividade fungicida
(MFC) néao foi observada (Tabela 2, Figura 5A). Foram observados efeito
bacteriostatico e bactericida sobre S. aureus (MIC = 0,015 e MBC = 0,250 mg/mL)
(Tabela 2, Figura 5B) e S. epidermidis (MIC = 0,125 e MBC = 0,250 mg/mL) (Tabela
2, Figura 5C). Observou-se ainda, que S. aureus foi a bactéria mais sensivel ao efeito
bacteriostatico (Tabela 2).

Figura 5 - Concentragao fungicida minima (MFC) do éleo essencial extraido de tubérculos de Cyperus

rotundus (A). Concentragao bactericida minima (MBC) para Staphylococcus aureus (B) e para Sta-
phylococcus epidermidis (C).

O resultado microbiol6gico observado foi semelhante ao encontrado por Al-
Massarani et al. (2016) que constataram atividade antimicrobiana do éleo essencial
extraido de tubérculos de C. rotundus, coletados na Ardbia Saudita, sobre Candida
albicans, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis. Os principais
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compostos identificados por esses autores, foram a-ciperona (21,1%), 4-oxo-a-
ilangeno (12,8%), trans-pinocarveol (3,6%) e 6xido de cariofileno (3,5%).

Essaidi et al. (2014) também relatou que S. aureus foi a bactéria mais sensivel
ao efeito bacteriostatico do 6leo essencial de tubérculos de C. rotundus coletados em
setembro de 2009 da regiao de Kebili, no sudoeste da Tunisia. Os compostos
majoritarios do Oleo essencial tubérculos secos e moidos de C. rofundus por
hidrodestilacdo encontrados pelos autores foram: ciperotundona (19,7%), cipereno
(15,2%), mustakona (5,8%), rotundeno (3,6%), 6xido de cariofileno (2,6%) e eudesma
5-en-11-a-0l (2,6%).

Tabela 2- Atividade antimicrobiana do éleo essencial e do sabonete liquido de Cyperus rotundus. Os
resultados foram exibidos como MIC, MBC e MFC em mg/mL.

C. albicans S. aureus S. epidermidis
MIC MFC MIC MBC MIC MBC
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Oleo essencial 2,000 Na 0,015 0,250 0,125 0,250
Sabonete 4,000 4,000 0,002 4,000 4,000 4,000

Na =Nenhuma atividade nas concentracdes testadas.

Na avaliagédo da atividade antimicrobiana do sabonete liquido intimo a base do
0leo essencial foi observado o efeito fungistatico (MIC = 4,000 mg/mL) e fungicida
(MFC = 4,000 mg/mL) (Tabela 2, Figura 6A). Observou-se também, efeito
bacteriostéatico e bactericida sobre S. epidermidis (MIC = 4,000 e MBC = 4,000 mg/mL)
(Tabela 2, Figura 6B) e S. aureus (MIC = 0,002 e MBC = 0,250 mg/mL) (Tabela 2,
Figura 6C).
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Figura 6 - Concentragdo fungicida minima (MFC) do sabonete liquido contendo 1% de 6leo essencial
de Cyperus rotundus (A). Concentracéo bactericida minima (MBC) para Staphylococcus epidermidis
(B) e para Staphylococcus aureus (C).

Em estudo realizado por Duarte et al. (2005) na cidade de Campinas, Sao
Paulo, Brasil, o 6leo essencial de C. rotundus apresentou concentragcéo inibitéria
minima (MIC) de 0,6 mg/mL contra C. albicans, valor inferior ao encontrado neste
estudo. Para S. aureus, Kilani et al. (2005) observaram valor de 0,009 mg/mL para a
MIC do 6leo de C. rotundus proveniente da regidao de Monastir na Tunisia, o qual foi
inferior aos resultados obtidos no presente trabalho.

Os extratos de C. rotundus estudados por Kabbashi et al. (2015) também
demonstraram atividade contra S. aureus e contra C. albicans. Contudo, a atividade
antimicrobiana foi mais pronunciada contra a bactéria do que contra o fungo.

Aeganathan et al. (2015) verificaram que o extrato de cloroférmio de rizomas
de C. rotundus apresentaram atividade antifungica prolongada contra C. albicans e
revelaram melhor controle do patégeno do que os medicamentos comercialmente
disponiveis. Esses resultados foram diferentes dos encontrados por Adeniyi,
Adeonipekun e Omotayo (2014), que avaliaram os extratos aquosos e etandlicos das
plantas inteiras de C. esculentus e C. rotundus, constatando que ndo houve atividade
contra C. albicans. Essa constatacao evidencia que a composicao quimica do extrato
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vegetal influencia na sua efetividade sobre C. albicans. Segundo Martins et al. (2006),
a variabilidade genética intraespecifica, as condigées ambientais, a época de colheita,
o tipo de solo, as praticas de cultivo e a parte da planta analisada podem influenciar
tanto o teor quanto a composicao quimica dos 6leos essenciais. Sellem et al. (2020),
relatam que fatores ecoldgicos e bioldgicos exercem um impacto significativo na
qualidade e quantidade dos compostos naturais das plantas, bem como em suas
atividades bioldgicas, com destaque especial para a época de colheita.

Ainda sobre a atividade microbiana, Zhang et al. (2017) relataram atividade
bactericida do 6leo essencial extraido de rizomas de C. rotundus sobre S. aureus.
Entretanto, os autores encontraram valores elevados de MIC (10 mg/mL) e MBC (20
mg/mL) em comparac¢ao com o presente estudo. Os mesmos autores notaram que as
células de S. aureus tratadas com O6leo essencial de C. rotundus apresentaram
irregularidades e anormalidades, tais como o desaparecimento das paredes celulares
e o rompimento das membranas celulares. Isso sugeriu que o mecanismo de acao
antibacteriano do 6leo essencial de C. rotundus contra S. aureus provavelmente
resulta de alteragdes na estrutura da parede celular e da membrana celular, levando
a perda de viabilidade celular.

Em relacdo ao mecanismo de acao dos principios ativos, estudos demonstraram
que os Oleos essenciais atuam principalmente na membrana celular do fungo,
interrompendo sua estrutura e causando vazamento e morte celular, bloqueando a
sintese da membrana e inibindo a esporulagao, proliferacdo de fungos e respiracao
celular (De Las Mercedes Oliva et al., 2013). Esse efeito pode ser explicado pela alta
volatilidade e lipofilicidade dos O6leos essenciais, que facilitam a penetracdo na
membrana celular e exercem seus efeitos biol6gicos (Silva et al., 2008; Cox et al.,
2000). Em relacéao ao efeito fungicida superior do sabonete liquido intimo, quando
comparado ao do éleo essencial, sugere um efeito aditivo ou sinérgico entre os
componentes do sabonete e os do éleo essencial (Wagner e Ulrich-merzenich, 2009;
Wagner, 2011).

Os compostos lauril éter sulfato de sédio e cocoamidopropilbetaina, utilizados na
formulacéo do sabonete liquido neste estudo, pertencem a uma classe de surfactantes
amplamente empregada em produtos para a saude (Anggraeni et al., 2020; Zumpano
et al., 2024). Os surfactantes sdo reconhecidos por sua significativa atividade
antimicrobiana (Cowles, 1938).
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Em um estudo realizado por Loyawattananan e Rachtanapun (2020), a
cocoamidopropilbetaina demonstrou eficiéncia na inibicdo das bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Anggraeni et al. (2020) formularam
sabonetes liquidos em quatro versoes, utilizando o surfactante lauril éter sulfato de
soédio combinado com diferentes concentragbes de 6leo de patchouli: FO (0,00% p/p),
F1 (0,05% p/p), F2 (0,50% p/p) e F3 (1,00% p/p). Esses sabonetes demonstraram
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, apresentando zonas de
inibicdo de 11,26 £ 2,60 mm, 14,60 = 2,45 mm, 15,51 + 0,44 mm, 17,97 £ 0,71 mm e
19,00 £ 3,92 mm para FO, F1, F2, F3 e o controle positivo, respectivamente. A adicao
de 1% de dleo de patchouli (F3) teve um efeito significativo, ampliando o diametro da
zona de inibicdo em comparacao com a férmula FO, que nao continha o éleo.

Alguns autores associam a atividade antimicrobiana aos sesquiterpenos (Savoia et
al., 2004; Bubamrung et al., 2017; Ogundajo et al., 2021; Qin et al., 2024) e aos
aldeidos (Firmino et al., 2018; Chuesiang et al., 2019; Mahizan et al., 2019; Netopilova
et al., 2020; Aljaafari et al., 2022) presentes nas plantas. O que pode justificar os
resultados deste estudo, uma vez que os compostos majoritarios, a-selineno e 6xido
de cariofileno, pertencem a classe dos sesquiterpenos e o 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-
carboxaldeido se enquadra na classe dos aldeidos.

Em relacdo aos componentes majoritarios do 6leo essencial deste estudo, os
autores Schmidt et al. (2010) constataram que composto éxido de cariofileno
demonstrou eficacia contra as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Salmonella, com uma concentragdo inibitéria minima (MIC)
de 0,06 mg/mL, além de mostrar atividade contra a levedura Candida albicans com
MIC inferior a 0,06 mg/mL. Soares et al. (2015) sugerem que a atividade do 6leo
essencial das cascas de B. pleiosperma contra a bactéria S. epidermidis pode estar
relacionada a presenca dos compostos d-cadineno (7,55%), B-selineno (6,46%) e a-
selineno (5,18%). Assim, os compostos principais podem ser responsaveis pela
atividade antimicrobiana observadas no 6leo essencial de tubérculos de C. rotundus
cultivados.

Diante do exposto, observou-se a eficacia na inibicdo do crescimento in vitro
dos microrganismos estudados tanto do éleo essencial nas concentragdes testadas,
quanto do sabonete liquido contendo o 6leo em sua formulagdo. Esses resultados
evidenciam o potencial desse 6leo essencial para compor formulacées visando o

tratamento de infeccbes causadas por C. albicans, S. aureus e S. epidermidis. Além
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disso, os resultados obtidos contribuem para a valorizagdo de Oleos essenciais
extraidos de plantas medicinais da flora brasileira. Portanto, o 6leo essencial extraido
dos tubérculos de C. rotundus apresenta grande potencial para compor a formulacao
de produtos e medicamentos visando o controle dos microrganismos testados. Nesse
sentido, é fundamental realizar testes in vivo com o éleo essencial de C. rotundus para

desenvolver protocolos de tratamento seguros e eficazes contra esses patdogenos.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o 6leo essencial extraido dos tubérculos de C. rotundus possui
0s compostos majoritarios Oxido de cariofileno, 3,4-dimetil-3-ciclohexen-1-
carboxaldeido e a-selineno entre os vinte e oito compostos identificados.

O 6leo essencial e o sabonete liquido formulado com o dleo extraido de
tubérculos de C. rotundus cultivado foi efetivo no controle do crescimento das
bactérias S. aureus e S. epidermidis e da levedura C. albicans.
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ANEXO

Figura A1- Cromatograma CG-MS do 6leo essencial extraido de tubérculos de Cyperus rotundus cultivado.
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