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RESUMO

ALBUQUERQUE, Caroline Fernanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2021. Secagem intermitente de Lippia origanoides: influéncia do
processo ha qualidade do extrato. Orientador: Evandro de Castro Melo.
Coorientadores: Maira Christina Marques Fonseca, Luis Cesar da Silva e Antdnio
Policarpo de Souza Carneiro.

Lippia origanoides € uma espécie listada na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (RENISUS) muito utilizada no tratamento de resfriados, gripes,
asma, bronquite, tosse, entre outros. Plantas medicinais utilizadas como matéria-
prima para a industria farmacéutica ou comercializacdo devem ser armazenadas até
o0 processamento e uso. Nesse contexto, a secagem é a operacdo mais adequada
para garantir a preservacao da qualidade po6s-colheita desses produtos. No entanto,
este processo tem o inconveniente da possibilidade de destruicdo ou volatilizagdo de
componentes termos sensiveis, como os compostos fendlicos, influenciando na
qualidade final do produto. Uma alternativa para minimizar esse risco € o uso de
secagem intermitente, em que periodos de secagem constante e periodos de repouso
séo intercalados. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de
diferentes relagbes de intermiténcias no rendimento de extrato bruto, no teor de
compostos fendlicos totais, teor de flavonoides totais e na atividade antioxidante dos
compostos fendlicos presentes no extrato bruto de folhas de L.origanoides. Para isso,
0s ensaios de secagem foram conduzidos em esquema fatorial 3 x 4 com trés
temperaturas do ar de secagem (50, 60 e 70 °C) e com dois métodos de secagem:
secagem continua e secagem intermitente (com trés relagdes de intermiténcia entre
secagem e repouso em minutos: 10/20, 15/15 e 20/10), no delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticbes cada, totalizando 36 unidades experimentais. O
extrato bruto foi obtido pelo método da extragdo com solventes etandlicos. A
quantificacdo dos teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais foi
realizada por espectrofotometria. A atividade antioxidante foi determinada pelo
método de captura radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os maiores rendimentos
de extrato bruto de folhas de L. origanoides foram obtidos mediante a aplicacdo da
secagem com relacao de intermiténcia 10/20 a 60 e 70 °C. Os maiores teores de
compostos fendlicos totais e flavonoides totais foram obtidos por meio da aplicacao



da secagem com relagdo de intermiténcia 10/20 a 50, 60 e 70 °C. A atividade
antioxidante dos compostos fenélicos presentes no extrato bruto de folhas de L. vii
origanoides nao foi afetada por nenhum dos procedimentos de secagem em nenhuma

das temperaturas do ar de secagem avaliadas.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Alecrim-pimenta. Compostos fenélicos. Atividade
antioxidante. Temperatura.



ABSTRACT

ALBUQUERQUE, Caroline Fernanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2021. Intermittent drying of lippia origanoides: influence of the process
on the quality of the extract. Adviser: Caroline Fernanda Albuquerque. Co-advisers:
Maira Christina Marques Fonseca, Luis Cesar da Silva and Anténio Policarpo de
Souza Carneiro.

Lippia origanoides is a species listed, listed in the (RENISUS), a list of medicinal plants
of SUS’s interest widely used in the treatment of colds, flu, asthma, bronchitis, cough,
among others. Medicinal plants used as raw material for the pharmaceutical industry,
or marketing in the form of teas, should be stored until processing and use. In this
context, drying is the most appropriate operation to guarantee the preservation of the
postharvest quality of these products. However, this process has the inconvenient of
the possibility of destruction or volatilization of thermosensitive components, such as
essential oil, influencing the product quality. An alternative to minimize this risk is the
use of intermittent drying, in which periods of constant drying and rest periods are
intercalated. In this way, this study had as objective evaluate the effect of different
intermitente ratios on the yield of crude extract, the content of total phenolic
compounds, the content of total flavonoids and the antioxidant activity of the phenolic
compounds present in the crude extract of L. origanoides of leaves. For this, drying
tests were conducted in a 3 x 4 factorial scheme with three drying temperatures (50,
60 and 70 ° C) and with two drying methods: continuous drying and intermittent drying
(with three intermittent relations between drying and rest in minutes: 10/20, 15/15 and
10/20), in the a completely randomized design, with three replicates, totaling 36
experimental units. The crude extract established by the method of extraction with
ethanol solvents. The quantification of the contents of total phenolic compounds and
total flavonoids was performed by spectrophotometry. An antioxidant activity provided
by the radical capture method 2,2-diphenyl-1-picrilhhydrazyl (DPPH). The highest
magnifications of crude extract of leaves of L. origanoides were sought by applying
drying with intermittent ratio 20/10 at 60 and 70 ° C. The highest levels of total phenolic
compounds and total flavonoids were obtained by applying the drying in relation to
intermittence 10/20 at 50, 60 and 70 ° C. The antioxidant activity of the phenolic



compounds does not present crude extract of the leaves of L. origanoides was not

affected by any of the drying procedures in any of the evaluated drying functions.

Keywords: Medicinal plants. Alecrim-pimenta. Phenolic compounds. Antioxidant
activity. Temperature.
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1. INTRODUCAO

Utilizada desde os primordios da civilizagdo humana, as plantas medicinais,
atualmente, ainda sdo uma das principais op¢des para o tratamento de diversas
enfermidades. Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), aproximadamente
25% dos medicamentos prescritos em todo o mundo sdo derivados de plantas. Além
de apresentarem menos efeitos colaterais que os medicamentos sintéticos, sua
grande utilizagao é devido a facilidade de acesso pela populagdo (WACHTEL-GALOR
e BENZIE, 2011).

Uma das espécies vegetais com acgao terapéutica é a Lippia origanoides
Kunth. Pertencente a familia Verbenaceae, a Lippia origanoides constitui umas das
71 espécies listadas na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS) (BRASIL, 2009). De acordo com o Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira, o farmacdgeno da espécie € a folha (BRASIL, 2011). Seus
efeitos terapéuticos se devem a presenca de compostos quimicos (principios ativos).
Dentre eles, ha o 6leo essencial e os compostos fendlicos (BENELLI et al., 2013). Os
compostos fendlicos apresentam elevado potencial antioxidante e podem ajudar na
prevencao do cancer (CAO, 2001), desordens cardiovasculares, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, catarata e diabetes (CODY et al.,1986).

A Lippia origanoides também tém sido muito utilizada como antisséptico
topico para o tratamento de problemas de pele e feridas; tratamento de disturbios
gastrointestinais, como dor de estdmago, nauseas, indigestdo e reducdo de gases
intestinais; como anti-séptico bucal e relaxante muscular e no tratamento de
resfriados, gripes, bronquites, asma e tosse (GOMES et al., 2011; PASCUAL et al.,
2001; MENEZES et al., 2009; MESA et al., 2011; VERAS et al., 2012; CALPOUZOS,
1954; ARCILA-LOZANO et al., 2004; LORENZINI e MATOS, 2008).

O modo de uso de plantas medicinais mais prevalente pela populacao é a
planta fresca ou in natura (RODRIGUES et al., 2011). Contudo, o fato das plantas
frescas apresentarem alto teor de agua e este conteudo de agua, favorecer a
proliferagdo de microrganismos e reag¢des enzimaticas, que deteriora a biomassa
vegetal e a degrada os principios ativos de interesse, os procedimentos de estocagem
e a comercializagdo tornam-se inviaveis. Deste modo, com o objetivo de solucionar

este problema, a secagem artificial com altas temperaturas tém sido a técnica mais



17

empregada para a manutengao da qualidade (MARTINAZZO et al., 2007; PRATES et
al., 2012; MARTINS et al., 2015).

De acordo com Villela (1991), a secagem consiste em um processo
simultaneo de transferéncia de calor e massa entre o ar de secagem e o produto
umido. O objetivo deste processo nas espécies medicinais é promover, através da
reducdo do teor de agua das plantas, a preservacao dos principios ativos e a
preparacdo destas plantas para um armazenamento seguro e prolongado, com o
intuito de atender as necessidades da industria farmacéutica de fitoterapicos e dos
programas de Farmacias Vivas (PIMENTEL et al., 2012).

Sendo a secagem artificial com altas temperaturas uma operacao que
demanda alto consumo energético e favorece a volatilizagdo e/ou degradagdo dos
principios ativos, faz-se necessario estudar técnicas que aprimorem a transferéncia
de calor e massa, afim de otimizar a eficiéncia energética e a manutencdo da
qualidade do produto (KOWALSKI e PAWLOWSKI, 2011; MARTINS et al., 2015).
Uma alternativa para a otimizagdo desse processo € utilizar a secagem intermitente
(KOWALSKI E PAWLOWSKI, 2011).

A secagem intermitente trata-se de um método em que o processo de
secagem € realizado em intervalos regulares de tempo (CHUA et al., 2003;
KOWALSKI e PAWLOWSKI, 2011; KUMAR et al., 2014). O tipo mais comum de
intermiténcia é a estratégia de ligar/desligar a fonte de calor, alternando periodos de
secagem com periodos de descanso (KUMAR et al., 2014). Esta estratégia permite
no periodo de descanso, a redistribuicio da agua nas camadas superficiais do
produto, o0 que reduz os gradientes de pressao de vapor e temperatura, facilitando a
secagem quando o processo é retomado. A reducdo nesses gradientes além de
promover a reducao do tempo efetivo de secagem, evita o superaquecimento dos
tecidos celulares, o que afeta a minimamente a qualidade dos produtos apds a
secagem (BARBOSA DE LIMA et al., 2015; KOWALSKI e PAWLOWSKI, 2011).

No entanto, como as plantas medicinais sdo diferentes quanto ao teor de
agua, composicao fitoquimica e morfologia, a otimizacdo dos métodos e parametros
de secagem para cada espécie, tornam-se ferramentas essenciais para a obtencao
de uma biomassa vegetal seca de alto valor medicinal (BARITAUX et al., 1992;
ORPHNIDES et al., 2015b). Pesquisas avaliando a influéncia da secagem intermitente
na qualidade das espécies medicinais sao incipientes. Portanto, o objetivo do presente

estudo é avaliar o efeito da secagem intermitente sobre o rendimento de extrato bruto,
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teor de compostos fendlicos totais, teor de flavonoides totais e atividade antioxidante
dos compostos fendlicos totais presentes no extrato bruto de folhas de L. origanoides
Kunth.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Considerada como um importante recurso terapéutico, as plantas medicinais
tém sido utilizadas pela civilizacdo humana, desde os primérdios de sua historia. O
consumo dessas plantas tem como base a tradigao familiar (BADKE et al., 2011). As
primeiras civilizagbes ao perceberem, empiricamente, que as plantas continham em
sua esséncia principios ativos com poder curativo, passaram a utilizar diversas
espécies no tratamento de enfermidades. Assim, disseminou-se o conhecimento das
ervas locais e de seus usos, de geracdao em geragao (BADKE et al., 2011; CARVALHO
e SILVEIRA, 2010).

De acordo com Conceigao et al. (2011), planta medicinal é toda planta ou parte
dela aplicada ao tratamento de um problema de saude do homem, sendo este efeito
terapéutico e sua eficacia, comprovada cientificamente. Embora a medicina moderna
esteja bem estabelecida mundialmente, a busca por habitos saudaveis e o
conhecimento relacionado ao uso de plantas medicinais, encontram-se em
desenvolvimento (ROSA et al., 2011). O fato destas plantas apresentarem menos
contraindicacbes e efeitos colaterais, e de serem tdo eficazes quanto os
medicamentos sintéticos, tém incentivado pesquisadores e a industria farmacéutica a
investirem nas pesquisas de novos medicamentos fitoterapicos (LORENZI e MATOS,
2008).

No Brasil, tanto a flora nativa quanto a exética, sdo amplamente usadas. O
estado que concentra a maior produgdo de plantas medicinais e aromaticas € o
Parana, com destaque para camomila, gengibre, espinheira santa e menta
(MONTEIRO, 2009). Apesar do pais possuir a maior biodiversidade do mundo
contando com mais de 20% do numero total de espécies de plantas, com cerca de
55.000 espécies catalogadas, 16,5 bilhdes de genes e um rico conhecimento cultural
associado ao uso dessas plantas, estudos relacionados ao potencial de espécies
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vegetais na sintese de novos medicamentos ainda € pouco explorado (CALIXTO,
2000; VEIGA-JUNIOR, 2008).

Entretanto, com a eficacia comprovada cientificamente de diversas espécies
medicinais, 0 governo brasileiro passou a incentivar o uso destas plantas através da
criacdo de algumas regulamentagdes (MARTINAZZO, 2006). Em 03 de maio de 2006,
por meio da Portaria n® 971 (BRASIL, 2006a), o governo federal aprovou a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Saude (SUS). Este decreto ampliou as opgdes terapéuticas aos usuarios do SUS para
tratamentos com fitoterapia, homeopatia, acupuntura e outros que fazem parte da
medicina alternativa, com garantia de acesso a plantas medicinais, a fitoterapicos e a
servicos relacionados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade, na
perspectiva da integralidade da atencao a saude.

Outro incentivo foi o Decreto n° 5813, de 22 de junho de 2006 (BRASIL, 2006b),
que aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Este decreto
visou promover e reconhecer as praticas populares e tradicionais de uso de plantas
medicinais, fitoterdpicos e remédios caseiros, garantindo a populacdo brasileira
acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional.

Houve também, a aprovacao do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos e a criagdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
no ano de 2008. Oriundo da Portaria Interministerial n® 2960, ambos os programas
abriram caminhos para a pratica de pesquisas nessa area e possibilitaram a insercao
de plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia no SUS
(BRASIL, 2008). Aliado a isso, o Ministério da Saude criou a Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que reune atualmente 71
espécies com potencial medicinal (RENISUS, 2014).

2.2 Metabdlitos secundarios

As espécies medicinais produzem compostos quimicos que dividem-se em
metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios (CARVALHO e SILVEIRA, 2010).

Metabdlitos primarios sdo os compostos quimicos que nao conferem nenhuma
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atividade biolégica as plantas, como por exemplo o amido, celulose, fibras e etc
(KABERA et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos que asseguram a sobrevivéncia da
planta, sintetizados pela mesma mediante acdo de controle genético e, ou interacéo
da planta com o meio que a envolve, que conferem acao terapéutica das plantas sobre
outros organismos vivos (SAVITHRAMMA et al., 2011). Estes compostos, em virtude
da sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiagdo ultravioleta,
disponibilidade de nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, estimulos mecanicos ou
ataque de patégenos, podem estar concentrados nas raizes, rizomas, ramos, caules
ou folhas (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Diferem dos metabdlitos priméarios por nao
desempenharem um papel crucial no crescimento, desenvolvimento e reproducao da
planta (CARVALHO e SILVEIRA, 2010).

Estima-se que sejam sintetizados pelo reino vegetal, milhares de centenas de
metabdlitos secundarios diferentes (SAVITHRAMMA et al., 2011). Mediante a
natureza quimica, esses metabdlitos podem pertencer a diferentes classes:
terpenoides, compostos nitrogenados, compostos acetilénicos e compostos fendlicos,
dos quais, podem ser utilizados para a descoberta de novos medicamentos,
aromatizantes, corantes, estimulantes e inseticidas (PAL et al., 2014,
BALASUNDRAM et al., 2006; SAVITHRAMMA et al., 2011).

2.2.1 Compostos fendlicos

Formados naturalmente quando a planta se encontra em situacao de estresse
fotossintético, sofre danos mecanicos ou é atacada por herbivoros, os compostos
fendlicos representam um dos maiores grupos de metabolitos secundarios produzidos
pelas plantas (CHUNG et al.,, 2001). De acordo Balange e Benjakul (2009), os
compostos fendlicos, quimicamente, sdo compostos caracterizados pela presenca de
pelo menos um anel aromatico ligado a um ou mais grupos hidroxila.

Apesar dos compostos fendlicos estarem presentes em todas as partes dos
vegetais, a natureza e a distribuicdo em quantidade destes compostos em cada uma
das partes, pode ser diferente em populacdes de uma mesma espécie em virtude dos
fatores bidticos e abidticos (TAIZ e ZEIGER, 2009). Os fatores bidticos incluem a
espécie botanica, o gendtipo, as diferentes partes morfoldgicas da planta, estadio de

desenvolvimento, dentre outros. Os fatores abidticos incluem o teor de nutrientes no
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solo, incidéncia solar, temperatura, pH do solo, disponibilidade da agua, entre outros
(CHUNGLONG et al. 2008; SHETTY, 2004).

Segundo Vaquero et al. (2007), os compostos fendlicos, de acordo com
substituicdes especificas em sua estrutura basica, podem variar entre uma simples
molécula fendlica a polimeros complexos de elevada massa molecular. De um modo
geral, estes compostos podem ser classificados em cinco grupos principais: fenélicos
simples, acidos fendlicos, cumarinas, taninos e flavonoides (MANACH et al., 2004).

A estrutura quimica dos compostos fenolicos define também, suas atribuicées
medicinais. No corpo humano, os compostos fendlicos em virtude da riqueza de
grupos hidroxilas em seu esqueleto basico e de suas propriedades de 6xido-reducéo,
apresentam elevado potencial antioxidante (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).
De acordo com MATSUBARA e FERREIRA (1997), antioxidantes sdo compostos que
podem retardar ou inibir a oxidacao de lipidios ou outras moléculas, evitando o inicio

ou propagacao de reacdes de oxidagdo em cadeia.

A oxidacdo € uma importante via para a produc¢ao de radicais livres. De acordo
com MATSUBARA e FERREIRA (1997), os radicais livres sdo moléculas que possui
um ou mais elétrons desemparelhados, altamente reativos que, no corpo humano, séo
capazes de atacar biomoléculas. Os radicais livres sdo formados durante os
processos oxidativos biolégicos a partir de compostos enddgenos ou em
circunstancias patolégicas incluindo envelhecimento, reacées inflamatérias, cancer,
desordens cardiovasculares, doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson, catarata e
diabetes (MACHADO et al., 2008).

Um das acdes dos radicais livres é a peroxidagao lipidica (processo pelo qual
os radicais livres capturam elétrons dos lipidios nas membranas celulares). Este
processo de captura de elétrons promove alteracdo na carga liquida da membrana
celular, provocando mudancgas de pressao osmotica que resultam na destruicdo da
célula (DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004). Os radicais livres também podem
provocar mudancas na expressao de genes, producao de proteinas anormais (como
por exemplo, a sintese de células cancerosas) e ainda, podem agir sobre varios
mediadores inflamatorios contribuindo para uma inflamagéo geral responsavel por
danos aos tecidos (DEL RIO et al., 2010; POURMORAD et al., 2006; DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004; NIJVELDT, 2001). Neste sentido, quando uma molécula de
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composto fenédlico se depara com uma molécula de radical livre, ela doa grupos
hidroxila e metila presentes em seu esqueleto basico para a molécula de radical livre
(HEIM, et al., 2002). Essa doacao faz com que os compostos fendlicos entrem em
reagao por meio de hidrogenagao ou complexagdo com os radicais livres, inativando
0s anions superoxido e o oxigénio singleto, o que neutraliza as moléculas de radicais
livres (HEIM, et al., 2002; BIRT, et al., 2001).

A acao antioxidante dos compostos fendlicos também podem ajudar na
prevencao do cancer. Isso ocorre porque as células fagocitarias (células essenciais
no combate de infeccdes, que protegem o corpo através da ingestao) produzem
radicais livres como parte da defesa do corpo contra a infec¢cdo (CAO, 2001). Além
disso, os compostos fendlicos ainda podem atuar na protecdo dos neurdnios contra o
estresse oxidativo, no impedimento da aglomeracao de plaquetas, na estimulacao da
vasodilatacao e secrecao de insulina (DEL RIO et al., 2010; POURMORAD et al, 2006;
HARBORNE et al., 2009).

2.2.2 Flavonoides

Os flavonoides pertencem a uma classe de compostos fendlicos que nao
podem ser sintetizados por humanos, ocorrendo somente através da ingestao
dietética (BIRT, et al., 2001). De acordo com Lopes et al. (2010), os flavonoides sao
basicamente compostos naturais que, nas plantas, desempenham um papel
fundamental na protecéo do vegetal contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecao
contra microrganismos patogénicos, acdo antioxidante, acao alelopatica e inibicao
enzimatica (SIMOES et al., 2000; HARBORNE e WILLIAMS, 2000; HEIM et al., 2002).

A distribuicdo dos flavondides nos vegetais depende de diversos fatores como
a ordem e familia do vegetal, bem como também, a variacao das espécies. De acordo
com Simdes et al. (2000), os flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes
dos presentes nas flores, nos galhos, raizes e frutos.

Quimicamente, de acordo com Georgiev et al. (2014) os flavonoides sao
constituidos por quinze atomos de carbono e dois anéis aromaticos, A e B. O anel
aromatico A, deriva da via acetato, enquanto o anel B é sintetizado pela via
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chiquimato. Ambos os anéis estao interligados via carbono heterociclico do pirano,
denominado anel C, que pode conter um grupo carbonila (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica do flavonoide (Fonte: InfoEscola).

Os flavonoides, em virtude da presenca de atomos de carbono em sua estrutura
basica podem sofrer substituicdes quimicas como hidrogenacdo, hidroxilagoes,
metilagdes, malonilagdes, sulfonagdes e glicosilagdes (GEORGIEV et al., 2014). Estas
substituicdes proporcionam um grau de oxidagcdo presente no anel C e,
consequentemente uma enorme diversidade estrutural destes compostos, agrupando-
os em classes. Atualmente, mais de 6.000 flavonoides foram descritos (MARCHAND,
2002; YANG et al., 2001). Entretanto, de acordo com Georgiev et al. (2014), os
flavonoides podem ser classificados como flavonéis, flavanas, flavanonas,

antocianinas e isoflavonodides.

As acles terapéuticas atribuidas aos flavonoides dependem de sua estrutura
quimica. Os flavondis, com énfase nas quercetinas e no caempeferol, por exemplo,
apresentam grande atividade medicinal. Estes dois compostos, em acao conjunta, em
virtude de seu grande potencial anti-inflamatério, modulam a a¢cdo de componentes
celulares envolvidos no mecanismo da inflamagdo, impedindo a oxidacdo do
colesterol-LDL e a formagéo de placa aterosclerética além, da redugédo a trombose
(QUEIROZ et al. 2014; TODOROVA e TRENDAFOLOVA, 2014). Os flavonois, detém
também, efeito anti-hipertensivo, anti-isquémico e hepatoprotetor ao figado,
protegendo-o contra a faléncia induzida por isquemia-reperfusdo (PIRIE et al. 2014;
SHREUDER et al. 2014; DONG et al. 2013; WANG et al. 2013).

Os isoflavondides também detém um importante potencial medicinal. Essa
classe de flavonoides, além de serem grandes doadores de elétrons e apresentarem
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grande acao antioxidante, estabilizam radicais livres envolvidos no processo oxidativo.
Esta estabilizacdo, diminui os danos ocasionados ao DNA e inibi a formag&o de varias
enzimas envolvidas na formacao de tumores, promovendo efeitos anti-iniciais e
antipromocionais na carcinogénese de pele, mama, préstata e varios outros tipos de
cancer iniciados a partir da acao de radicais livres (PAN et al. 2014; PERICLEOUS et
al. 2014; YANG et al. 2013). Os isoflavonoides agem também sobre a espessura do
endométrio uterino, acumulo de gordura tecidual e colesterol HDL sendo eficiente na
diminuigdo dos estoques de gorduras uterina e retroperitoneal, no aumento de HDL e
reducdo da glicemia. Outros estudos relatam a atuacdo de isoflavonoides nos
distarbios da pés-menopausa, reduzindo o ressecamento vaginal, libido, ansiedade,
dores musculares e das articulagbes, temperatura e doencas cardiovasculares
(PERICLEQUS et al. 2014).

Exames laboratoriais e clinicos em organismos-testes, relatam também, a
eficacia dos flavonoides na prevencdo de doencas cancerigenas, imunolégicas e
cardiovasculares e acao terapéutica nos sistemas imunoldgico, circulatorio,
cardiovascular e nervoso (GEORGIEV et al. 2014). Além disso, ensaios biologicos
usando combinacdes isoladas revelam que os flavonéides exibem uma grande acéao
sobre o0s sistemas bioldgicos demonstrando efeitos antimicrobiano, antiviral,
antiulcerogénico, citotéxico, antineoplasico, antioxidante, antihepatotéxico,
antihipertensivo,  hipolipidémico, antiinflamatério, antiplaguetario. =~ Também
demonstrou aumento na permeabilidade capilar, inibicdo da exudacédo protéica e
migracao de leucécitos (MACHADO et al., 2008).

2.3 Lippia origanoides

Pertencente a familia Verbenaceae, a Lippia origanoides Kunth,
morfologicamente, é caracterizada como um arbusto de folhas ovaladas aromaticas e
inflorescéncias em racemos, axilares e brancas que pode atingir até trés metros de
altura (Figura 2) (GARCIA-BARRIGA, 1992; VICUNA et al., 2010).
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Figura 2 - Detalhes das folhas e flores de Lippia origanoides (Fonte: Autora).

Segundo De Campos et al. (2011), a familia Verbenacea compreende 36
géneros que abrange plantas herbaceas, sub-herbaceas e arvores distribuidas em
diversos paises das Américas do Sul e Central e Africa tropical, caracterizados pela
abundancia de tricomas glandulares nos 6rgaos vegetativos e reprodutivos.

Lippia € um dos géneros pertencentes a familia Verbenaceae. Este género,
possui cerca de 200 espécies de plantas aromaticas, arbustos e pequenas arvores
que se destacam por sua floracdo atrativa, aroma forte e agradavel. A maior
diversidade de espécies desse género, encontra-se no México e no Brasil (GOMES et
al., 2011). No Brasil, ha aproximadamente 120 espécies que estao distribuidas,
majoritariamente, na Cadeia do Espinhago localizada nos biomas do Cerrado e
Caatinga, principalmente nos estados de Minas Gerais, Goias, Bahia, Rio Grande do
Norte e Ceara (OLIVEIRA et al., 2007).

No Nordeste do Brasil, a espécie também é chamada de alecrim-do-campo,
alecrim bravo, alecrim-do-nordeste, alecrim-do-tabuleiro, alecrim-grande e estrepa-
cavalo. Em paises como o México, Guatemala, Cuba, Guiana, Venezuela e Coldmbia
e regidao norte do Brasil, essa é conhecida como alecrim d'Angola, orégano, orégano-
de-monte e salva-de-Maraj6 (OLIVEIRA et al., 2004; PASCUAL et al., 2001). Acredita-
se que, o nome Lippia origanoides Kunth pode ser em virtude do aroma da planta ser
semelhante ao de orégano (MORAIS et al., 1972).

Alguns usos de preparagdes obtidas a partir de L. origanoides s&o relatados na
literatura. Entre eles, esta seu uso na forma de cha ou tintura das folhas, raizes ou
talos por via oral ou tépica como antisséptico e antimicrobiano (ALMEIDA et al., 2010;
GOMES et al., 2011). A infusdo das folhas € utilizada como antisséptico por via oral e
topica no tratamento da acne, de lesdes superficiais, rinite, infecgdes da pele, dores
de estbmago, célica de bebés, indigestdo, diarreia, azia, nauseas, flatuléncia,
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corrimentos vaginais, dores de origem menstrual, febre, couro cabeludo, boca,
garganta, infecgdes respiratorias e intestinais (LIMA et al., 2011; ZAPATA et al., 2009;
FARIAS et al., 2012; MORAIS et al., 2012; MOTA et al., 2012; LEAL et al., 2003;
NUNES et al., 2000).

Diversos compostos medicinais sdo encontrados no extrato vegetal de L.
origanoides. De acordo com Benelli et al. (2013), foi encontrado um contetudo de
compostos fendlicos totais, expressos em equivalentes de acido galico, de
6,4310,16% (extrato fluido) e de 6,18+0,20% (m/m) (extrato seco). Sivira et al. (2011),
também identificaram através de um ensaio com extrato obtido a partir de folhas
secas, alcaloides basicos, sais de amoénio quaternario e alcaloides fracamente
béasicos, flavonoides, fendis e taninos. Farias et al. (2012), a partir de screening
fitoquimico, identificaram a presenca de subclasses de flavonoides: flavandis,
flavanondis, flavonas e flavanonas.

Bara e Vanetti (1988), relataram que o extrato vegetal etandlico de L.
origanoides apresentou inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus, uma
bactéria presente normalmente na pele e na mucosa das pessoas, principalmente
boca e nariz que, quando o sistema imunolégico estda comprometido, pode se proliferar
e atingir a corrente sanguinea, provocando a sepse, que corresponde a infeccao
generalizada, podendo levar a morte. Os autores também relataram efeito inibidor do
extrato vegetal ao crescimento Listeria monocytogenes (bactéria patogénica
causadora de meningite) e a Yersinia enterocolitica (bactéria causadora de infeccdes
intestinais).

Fabri et al. (2011), relataram atividade antimicrobiana de extrato vegetal
metandlico de L. origanoides contra Bacillus cereus (bactéria que pode causar
intoxicacdo alimentar) sob uma concentragao inibitéria minima de 78 ug/mL. Farias et
al. (2012), também relataram atividade antibacteriana do extrato de alecrim-pimenta
contra Klebsiella pneumoniae, uma das bactérias que mais causam infec¢des
hospitalares e que mais tém desenvolvido resisténcia a diversos antibioticos.

Além disso, relatos na literatura também demonstram atividade antifungica do
extrato vegetal de L. origanoides contra Candida albicans, Candida glabrata, Candida
krusei e Candida parapsilosis, espécie causadora de infec¢des vaginais (BETANCUR
etal., 2011; FARIAS et al., 2012); agdo antigenotdxica contra danos no DNA (VICUNA
et al., 2010); acdo antimicrobiana contra Escherichia colie Pseudomonas aeruginosa

que causam infeccdes no intestino, pele e garganta (RAMIREZ et al., 2009; VERAS
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et al.,, 2012); acao contra Corynebacterium xerosis, Trichophytum rubrum e T.
interdigitale que causam mau cheiro nas axilas e nos pés a micoses na pele
(LACOSTE et al., 1996; BORGES et al., 2012).

Testes in vitro relatam atividade gastroprotetora do uso do extrato etandlico de
folhas de L. origanoides, administrados em camundongos por via oral (MONTEIRO,
2003). Leite (2003), relatou atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria sobre um
modelo de edema de orelha em camundongos para os extratos hexanico, etandlico e
aquoso das folhas de L. origanoides. O extrato etandlico das folhas de L. origanoides
também apresentou atividade cicatrizante sobre um modelo de feridas por excisao
cutanea quando testado em coelhos albinos (VIANA, 2011).

Para o extrato etandlico das folhas de L. origanoides, também foi encontrada
atividade antioxidante significativa frente ao DPPH (método de captura radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), na qual, uma mistura de flavonoides deste extrato proporcionou
neutralizacdo de 99,9% de radicais (ALMEIDA et al., 2010; VIANA, 2011). Fracobes
contendo flavonoides obtidos do extrato etandlico de folhas e raizes de L. origanoides
também apresentou inibicdo de 50% da oxidagdo do radical, quando testadas pelo
método do sequestro do radical DPPH em comparagao com a vitamina E (ALMEIDA,
2011).

O alecrim-pimenta também possui efeito acaricida contra Tetranychus
cinnabarinus e Tetranychus urticae Koch (SIVIRA et al., 2011; CAVALCANTI et al.,
2010); efeito inibitério no crescimento e sobrevivéncia do parasita causador da doenca
de Chagas (BORGES et al., 2012); agdo moluscida contra o caramujo hospedeiro da
esquistossomose Biomphalaria glabra (MATOS e OLIVEIRA, 1998); acao antiviral
contra o virus da febre amarela (MENESES et al., 2009); acdo biolégica contra
amastigotas de Leishmania chagasi (ESCOBAR et al., 2010); acao inseticida contra
Tribolium castaneum (CABALLERO-GALLARDO et al., 2012) e acao larvicida contra
0 mosquito transmissor da dengue Aedes aegypti (CARVALHO et al., 2003).

24 Secagem intermitente

De acordo com Goneli (2014), a secagem de plantas medicinais pode ser
descrita como um processo simultdneo de transferéncia de calor do ar de secagem
para a planta imida e massa de agua da planta para o ar de secagem. A secagem de
plantas medicinais tem a funcédo de promover, através da redugéo do teor de agua, a
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estabilizagdo do metabolismo da planta, reducao da atividade microbiana e a
inativacdo da atividade enzimatica que podem degradar os principios ativos
existentes, contribuindo para o armazenamento e a disponibilizacdo do material
vegetal durante o ano (MATTANA et al., 2015; HARBOURNE et al., 2009).

Ha diversos métodos de secagem, tais como secagem com ar natural, com
baixas temperaturas (aquecimento do ar em no méaximo até 10 °C acima da
temperatura ambiente) e altas temperaturas (aquecimento do ar superior a 10 °C
acima da temperatura ambiente). No entanto, de acordo com Garcia et al. (2004), os
métodos de secagem podem ser classificados quanto ao uso de equipamentos
(natural ou artificial), a periodicidade no fornecimento de calor (continuo ou
intermitente) e a movimentacdo da massa de produto Umido (estacionario ou
continuo).

Segundo Villela e Peske (1997), a secagem intermitente é caracterizada pela
permanéncia do produto a ser seco em contato com o ar aquecido por periodos curtos,
intercalados com periodos de repouso (periodo sem exposicdo ao fluxo de ar
aquecido). O periodo de repouso possibilita a redistribuicdo do teor de dgua no interior
do produto a ser seco, o que reduz os gradientes de pressao de vapor e temperatura
presentes no produto (VILLELA e PESKE, 1997). A reducao nesses gradientes, além
de promover a reducao do consumo energético (pois a quantidade de agua extraida,
por unidade de tempo, € maior quando o processo de secagem € retomado em virtude
do deslocamento do conteudo de dgua do centro para a periferia do produto, durante
o periodo de repouso), evita o superaquecimento dos tecidos celulares, o que afeta a
minimamente a qualidade dos produtos apds a secagem (BAUDET et al., 1999,
BARBOSA DE LIMA et al., 2015; KOWALSKI e PAWLOWSKI, 2011; VILLELA, 1991).

O nao superaquecimento dos tecidos celulares do produto se deve a menor
exposicao do produto Umido as altas temperaturas do ar de secagem. Apesar da
sensibilidade ao dano térmico ser funcdo da espécie vegetal, gendtipo, teor de agua,
temperatura, tempo de exposicao e velocidade de secagem, a causa primaria do dano
produzido por altas temperaturas em tecidos vegetais é a desintegracdo das
membranas celulares. A exposi¢cao continua do produto Umido a temperaturas do ar
de secagem excessivamente altas, também podem alterar os sistemas subcelulares,
incluindo cromossomas e mitocdndrias, reducao de permeabilidade de membranas
celulares e taxa respiratéria, modificacdes fisicas e quimicas, como alteracao na

aparéncia (coloracao e aroma) e possiveis perdas por volatilizacao de principios ativos
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termos sensiveis (AGUIRRE e PESKE, 1992; VILLELA e SILVA, 1992; BARITAUX et
al., 1992; MARTINS et al., 2015).

A aplicagdo adequada da técnica de secagem e o conhecimento dos fatores
que podem comprometer 0 processo de secagem, € essencial para que a biomassa
produzida pela planta e suas propriedades terapéuticas possam ser preservadas e
aproveitadas de forma integral e efetiva (MARTINS et al., 2015). Dentre os principais
parametros de secagem que podem estar associados a perda de principios ativos,
encontram-se a temperatura do ar de secagem, a umidade relativa do ar externo e
interno, a velocidade do ar de secagem, a taxa de secagem da biomassa, temperatura
do material, o teor de agua inicial e final, o sistema de secagem empregado, o tempo
de residéncia e o fornecimento de ar aquecido.

Devido a sensibilidade de algumas espécies medicinais ao dano térmico e a
importancia da preservacao das propriedades terapéuticas, estudos relacionados a
influéncia do processo de secagem intermitente em diferentes espécies vegetais tem
sido realizado por diversos pesquisadores: Ocimum gratissimum L (SOUZA et al.
2020), L. origanoides Kunth (SPEROTTO, 2020), Mangifera indica L. (VAQUIRO et
al., 2009) e llex paraguariensis (RAMALLO et al., 2010).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

As plantas de Lippia origanoides foram cultivadas em sistema organico na Area
Experimental do Departamento de Engenharia Agricola da Universidade Federal de
Vicosa (Vicosa-MG/Brasil; 20° 46’ 13” S; 42° 52’ 23" W). A exsicata da espécie foi
depositada no Herbario da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(EPAMIG) (PAMG 57975) registrada no SISGEN (AB395E2). As folhas foram colhidas
entre 8 e 9 h, no més de junho de 2019. Posteriormente estas foram homogeneizadas
e armazenadas em B.0O.D. a 3,5 °C, por um periodo maximo de 3 dias, antes do inicio
dos ensaios de secagem.

O teor inicial de dgua da espécie foi determinado pelo método gravimétrico,
usando 10 g do material vegetal, em estufa com circulacdo forcada de ar, com

temperatura de 103 £ 2 °C, até atingir massa constante.
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3.2 Secagem

As folhas de L. origanoides foram submetidos a 4 procedimentos de secagem:
continua e intermitente (com trés relacdes de intermiténcia entre secagem e repouso
em minutos: 10/20, 15/15 e 20/10) conforme Tabela 1. Considerou-se como periodo
de repouso, o tempo em que as amostras ficaram fora do secador, interrompendo,
portanto, sua exposi¢ao ao ar aquecido.

Tabela 1. Procedimentos de secagem utilizados para a secagem de folhas de L.

origanoides.
Procedimentos de secagem Tempo secando (min) Tempo em repouso (min)
Secagem Continua Continuo 0
Secagem Intermitente 10/20 10 20
Secagem Intermitente 15/15 15 15
Secagem Intermitente 20/10 20 10

Para cada tratamento, 350 g das folhas frescas foram secas em secadores
constituidos de bandejas removiveis, de fundo telado. (Figura 3). As temperaturas do
ar de secagem foram 50, 60 e 70 °C e a velocidade do ar foi de 1,0 m.s™'. A velocidade
do ar de secagem foi definida a partir de testes preliminares. Os secadores possuiam
sistema de aquecimento do ar por resisténcias elétricas (irés resisténcias de 7,5 kW
cada uma) e movimentacao do ar feita por ventilador axial (48 W).
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Figura 3 - Secadores utilizados na secagem de folhas de L.origanoides (Fonte:
Autora).

O controle da temperatura nos secadores foi automatico e a velocidade
ajustada manualmente, permanecendo fixa durante todo o ensaio. A medicao da
velocidade do ar de secagem foi realizada com o auxilio de um anemdmetro digital
(Prova Instruments Inc, AVM-07, New Taipei City, Taiwan), de pas rotativas. A
temperatura e a umidade relativa do ar ambiente foram registradas com um
termohigrémetro digital (HOBO datalogger, Onset, Bourne, USA) e a umidade relativa
do ar de secagem foi obtida por meio do programa GRAPSI 7.0® (MELO et al., 2004),
considerando-se razao de mistura constante durante o aquecimento para calcular as
propriedades termodinamicas desse ponto de estado.

Para acompanhar a redugdo do teor de &agua, foram realizadas pesagens
regulares a cada cinco minutos em balanca semi-analitica e a secagem foi finalizada
ao atingir a massa equivalente ao teor de 4gua de 0,11 b.s.

A Figura 4 ilustra as folhas da espécie estudada durante os periodos de

repouso dos tratamentos de secagem intermitente.
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origanoides, com as repeti¢cdes 1, 2 e 3 (Fonte: Autora).

Finalizada a secagem, as folhas foram acondicionados em embalagens de
polietilieno e envoltos em embalagens de papel Kraft (Figura 5), identificados e
armazenados em temperatura ambiente, com o intuito de impedir a reabsorcdo de
umidade, proteger da incidéncia de luz e, consequentemente, evitar a degradacao dos
metabdlitos secundarios presentes nas folhas secas da espécie medicinal.

Figura 5 - Folhas de L. origanoides secas e acondicionadas em embalagens de
polietileno e envoltos em embalagens de papel Kraft, prontas para serem
armazenadas (Fonte: Autora).

3.3 Extrato bruto

O extrato bruto foi obtido pelo método da extracdo com solventes etandlicos,
descrito por KHODDAM I et al. (2013). Apos secas, trituram-se 5g de folhas da espécie
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vegetal. As folhas trituradas foram colocadas em tubo falcon e foram acrescidos 40 ml
de etanol etilico absoluto PA 99,5% (marca Dinamica). Em seguida, submeteu-se a
solugéo a 8 ciclos de banho ultrass6nico (10 minutos, a 37 Hz e temperatura de 40
°C), seguida de centrifugacao (5 minutos a 3.500 rpm). Os sobrenadantes (extrato e
alcool), foram coletados, filtrados e armazenados em um béquer de 500 mL. O
solvente (etanol) foi evaporado em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C,
resultando no extrato etanlico bruto, posteriormente armazenado em frasco ambar
(Figura 6). O rendimento foi determinado por pesagem direta do extrato etandlico bruto

€ expresso em porcentagem.

secas e trituradas As folhas trituradas foram

Tubo falcon submetido a
transferidas para tubo falcon, onde

centrifugacdo por 10 min a

foram acrescidos 45 mL de etanol Tubo falcon submetido a banho 3500 rpm
etilico absoluto PA 99,5% ultras6nico a 37 Hz e
temperatura de 40 °C por um ‘
periodo de 10 minutos

Apobs 8 ciclos de banho ultrassénico e
centrifugacéo

s ’.l &
y \§
£~ -
e 1
: Retirada do sobrenadante
Extrato etanoico Todos os filtrados (banho + i
bruto armazenado centrifugac&o) foram reunidos e Filtragem
em frasco dmbar levados ao rota evaporador para
de 50mL obtencdo do extrato etandlico bruto

Figura 6 - Esquema da metodologia de obteng&o do extrato etandlico bruto das folhas
de Lippia origanoides secas a 50, 60 e 70 °C (Fonte: Autora).

3.4 Quantificacao do teor de compostos fendlicos totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi realizada por
espectrofotometria, conforme descrita pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2016), adaptado por Dores et al. (2014). Pesou-se 30 mg do extrato vegetal
e adicionou-se 10 mL de etanol etilico absoluto PA 99,5%. Esta solucéo foi colocada
em um agitador. Dessa solucéo, retirou-se uma aliquota de 1 mL e nessa aliquota,

foram adicionados 10 mL de etanol. Posteriormente, retirou-se da solucao diluida,
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uma aliquota 500 pL e nesta aliquota, adicionou-se 2 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau (1:10) e 1,6 mL de carbonato de s6dio a 7,5%. Em seguida, a mistura foi
mantida ao abrigo da luz a uma temperatura média de 23 °C, por 30 minutos. Passado
o tempo, realizou-se as leituras da absorbancia usando espectrofotometro, Biospectro
SP-220, a uma faixa de 765 nm em que, utilizou-se o etanol como branco (Figura 7).
Na curva padrao utilizou-se o acido gélico (0,5 mg / mL) como substancia de
referéncia, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente para o tratamento. O teor
de compostos fendlicos totais presentes no extrato etandlico bruto das folhas de L.
origanoides foi expresso em mg de acido galico / g de massa seca.

A Figura 8 ilustra as solugdes de extratos vegetais de folhas de L. origanoides

utilizadas para a quantificacdo de compostos fendlicos totais em espectrofotometria.

Retirou-se uma aliquota de 1mL
‘ e adicionou-se 10mL de etanol
etilico absoluto PA 99,5%

2

Manteve-se a mistura ao abrigo da Retirou-se uma aliguota de 500pL
luz a temperatura de 23 °C por um - e adicionou-se 2mlL de reagente
periodo de 30 minutos. de Folin- Ciocalteau (1:10) e 1,6mL
de carbonato de sodio a 7 5%.

Pesou-se 30 mg de extrato bruto e
adicionou-se 10mL de etanol etilico
absoluto PA 99.5%

Solugdo submetida a agitacdo

Realizou-se as leituras da
absorvancia usando
espectrofotémetro, Biospectro SP-
220, a uma faixa de 765 nm em que,
utilizou-se o etanol como branco.

Figura 7 - Esquema da metodologia de quantificagdo de compostos fendlicos de
extrato de folhas de Lippia origanoides secas a 50, 60 e 70 °C (Fonte: Autora).

Figura 8 - Solucbes de extrato vegetal de folhas de Lippia origanoides utilizadas para

a quantificacao de compostos fendlicos totais em espectrofotometria (Fonte: Autora).
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3.5 Quantificacao do teor de flavonoides totais

A quantificacdo dos flavonoides totais foi realizada por espectrofotometria,
conforme descrita pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2016),
adaptado por Dores et al. (2014). Pesou-se 30 mg do extrato vegetal e adicionou-se
10 mL de etanol etilico absoluto PA 99,5%. Esta solug¢ao foi colocada em um agitador.
Dessa solucdo diluida, retirou-se uma aliquota de 70 pL e nesta aliquota foram
adicionados 1,5 mL de reagente acido cloridrico a 4,8% e 1,5 mL de vanilina a 1%.
Posteriormente, a mistura foi mantida ao abrigo da luz a uma temperatura média de
23 °C, por 30 minutos. Passado o tempo, realizou-se as leituras da absorvéancia
usando espectrofotbmetro, Biospectro SP-220, a uma faixa de 420 nm em que,
utilizou-se o etanol como branco (Figura 9). Na curva padréao utilizou-se quercetina (1
mg / mL) como substédncia de referéncia, nas mesmas condigcbes descritas
anteriormente para o tratamento. O teor de flavonoides totais presentes no extrato
etandlico bruto das folhas de L. origanoides foi expresso em mg de quercetina / g de

1 -

Pesou-se 30 mg de extrato bruto
e adicionou-se 10mL de etanol
etilico absoluto PA 99 5%

matéria seca.

3 Retirou-se uma aliguota de 70mL e
b s adicionou-se 1,5mL de acido
Solucdo submetida a agitac4o cloridrico & 4,8% & 1,5mL de

vanilina a 1%
) ¥
E _ Manteve-se a mistura ao abrigo da
m - luz & temperatura de 23 *C por um
. periodo de 30 minutos.

Realizou-se as leituras da absorvancia
usando espectrofotometro, Biospectro
SP-220, a uma faixa de 420 nm em que,
utilizou-se o efanol como branco.

Figura 9 - Esquema da metodologia de quantificagéo de flavonoides de extrato de folhas
de Lippia origanoides secas a 50, 60 e 70 °C (Fonte: Autora).

A Figura 10 ilustra as soluc¢des de extratos vegetais de folhas de L. origanoides
utilizadas para quantificacdo de flavonoides totais por espectrofotometria.
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Figura 10 - Solucdes de extrato vegetal de folhas de Lippia origanoides utilizadas para

a quantificacao de flavonoides totais em espectrofotometria (Fonte: Autora).

3.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por meio do método de captura radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), conforme metodologia utilizada por Oliveira et al.
(2011). Pesou-se 30 mg de extrato bruto e, nesta massa, adicionaram-se 2 mL de
etanol etilico absoluto PA 99,5%. Esta solugéo foi colocada em um agitador. Desta
solucéo diluida, ao abrigo da luz, retirou-se uma aliquota de 0,5 mL e, nesta aliquota,
foram adicionados 0,5 mL de solucéo etanoica DPPH (0,2 mM). Posteriormente, a
mistura foi mantida ao abrigo da luz a uma temperatura média de 23 °C, por 30
minutos. Passado o tempo, realizaram-se as leituras da absorvancia usando
espectrofotometro, Biospectro SP-220, a uma faixa de 520 nm em que se utilizou o
etanol como branco (Figura 11).



37

i -

Pesou-s5e 30 mg de extrato bruto e
adicionou-se 2 mL de etanol etilico
absoluto PA 99,5%

Ap abrigo da luz, retirou-se uma
aliquota de 0.5 mL e adicionou-se
0,5 mL de solucéo etanoica DPPH
Solucdo submetida a agitacdo (0.2 mhd)

=4
| == __ Manteve-se a mistura ao abrigo da
soe oos . - luz & temperatura de 23 *C por um

periodo de 30 minutos.

Realizou-se as leituras da
absorvancia usando
esd)ectrofotémetro, Biospectro SP-
220, a 520 nm em que, utilizou-se o
etanol como branco.

Figura 11 - Esquema da metodologia de determinagao da atividade antioxidante dos
compostos fendlicos presentes em extratos etanlicos de folhas de Lippia origanoides
secas a 50, 60 e 70 °C (Fonte: Autora).

Para o controle positivo, utilizou-se butilhidroxianisol (BHA 0,5 mg / mL). O
percentual de inibicdo foi obtido pela comparacao da absor¢cdo da solugcao contendo
amostra, em relagcdo a uma solugao controle de DPPH sem amostra, de acordo com

a Equacéo 1.

AT% = [(Abs Controle — Abs Amostra) / Abs Controle] x 100 (Equacéo 1)
em que,

AT% = Consumo de radicais DPPH, %.

Abs Controle = Absorvancia da solu¢ao de DPPH, nm.

Abs Amostra = Absorvancia da solucao de DPPH que contém a amostra, nm.

3.7 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 3 x 4 com temperaturas do
ar de secagem de 50, 60 e 70 °C, incluindo secagem continua e secagem intermitente
(com trés relagdes intermiténcia entre secagem e repouso em minutos: 10/20, 15/15
e 20/10) em um delineamento inteiramente casualizado e com trés repeticdes cada
uma, totalizando 36 unidades experimentais.

A interacao entre os fatores foi testada pela Analise de Variancia (ANOVA). O



38

efeito do fator qualitativo, forma de secagem, foi avaliado através de comparagéo de
meédias, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O efeito do fator quantitativo,
temperatura do ar de secagem, foi analisado por regressdao. Todas as analises
estatisticas foram realizadas usando o programa SAS, versao 9.4 (SAS Institute, Inc.,
Cary, North Carolina, USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimento de extrato bruto

Na Tabela 2 constam os valores médios referentes ao percentual do
rendimento de extrato bruto das folhas de L. origanoides em funcao dos
procedimentos de secagem em cada temperatura. Os valores médios foram
submetidos ao teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para a comparacao das formas
de secagem em cada temperatura, uma vez que, a interacdo entre os fatores
estudados foi significativa a 5% de probabilidade pelo teste F. A andlise de variancia
(ANOVA) consta no Apéndice como Tabela S1 e S2.

Tabela 2. Rendimento de extrato bruto em funcéo dos procedimentos de secagem em

cada temperatura.

. Rendi 9
Procedimentos de Secagem endimento de extrato bruto (%)

50 °C 60 °C 70 °C

Secagem Continua 221a 2.70c 546 ¢

Secagem Intermitente 10/20 221a 5.34 a 7.28 a

Secagem Intermitente 15/15 2.83a 5.21a 6.42 b

Secagem Intermitente 20/10 294 a 3.84b 596 b
DMS 0.85

Nota: DMS - Diferenga minima significativa. Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Conforme demonstrado na Tabela 2, nas temperaturas do ar de secagem de
60 e 70 °C, a secagem com relagédo de intermiténcia 10/20 foi a que possibilitou a
obtencdo de maior rendimento do extrato bruto. Esse aumento significativo foi,

respectivamente, de 97 e 33%, em relacao a secagem continua. Na secagem a 50 °C,
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nao se verificaram diferencas significativas do rendimento de extrato entre a secagem
continua e a secagem intermitente.

Esses dados demonstram que, no geral, maiores tempos de repouso
resultaram em maior rendimento de extrato bruto. Isto pode ser explicado pelo fato da
secagem intermitente promover a manutencao da qualidade final das folhas, através
da reducao do gradiente de pressao de vapor e temperatura do produto.

A Figura 12 ilustra o rendimento de extrato bruto em funcéo dos procedimentos
de secagem a 50, 60 e 70 °C para a secagem de folhas de L.origanoides.
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o Secagem intermitente 10/20 y=0.0144"x - 586
R2=0.9725 CV=8.02%
4  Secagem intermitente 15/15; 20/10 e Secagem continua y=0.009"x-0.32

R*=0.7572 CV=19.01%

Figura 12 - Rendimento de extrato bruto de folhas de Lippia origanoides em funcao
da temperatura do ar para cada procedimento de secagem. x: temperatura do ar de
secagem (°C), y: rendimento de extrato bruto, R2: coeficiente de determinacao
ajustado, CV: coeficiente de variagao (%).

Considerando a secagem continua e a secagem com relagdes de intermiténcia
15/15 e 20/10, o modelo de regressao que apresentou melhor ajuste foi o linear, com
R2 = 75.72%. Como os coeficientes de regressao, para essas formas de secagem,
nao diferiram estatisticamente entre si (p> 0.05), o efeito da temperatura no
rendimento de extrato bruto para essas trés formas de secagem é descrito pela
mesma equacao de regressao. Para a intermiténcia 10:20, houve melhor ajuste com
0 modelo de regressao linear (R? = 97.25%).

Os resultados para rendimento de extrato bruto mostraram que o aumento da

temperatura do ar de secagem incrementou o rendimento de extrato bruto. Este
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comportamento é explicado pelo fato do aporte de calor, presente no ar de secagem,
favorecer a ruptura das estruturas internas das folhas, devido a rapida retracdo das
células quando expostas ao ar quente. A maior incidéncia de membranas rompidas,
aumenta a permeabilidade das folhas, favorecendo a entrada do liquido solvente
(etanol) e, consequentemente, o transporte passivo das substancias presentes no
interior das folhas para o solvente, o que facilita o processo de extracao. Além disso,
a secagem com relagcao de intermiténcia 10/20 resultou em maior rendimento de
extrato bruto nas temperaturas de 60 e 70 °C do ar de secagem.

Os resultados encontrados para L. origanoides corroboram os encontrados por
Albuquergque (2000). Em seu estudo sobre influéncia do processo de secagem nas
membranas de Pinus taeda L., os autores relataram que o fornecimento de energia
proveniente do ar de secagem aumentou a incidéncia de membranas rompidas,

quando comparado com a secagem a temperatura ambiente.

4.2 Teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais

A Figura 13 ilustra a curva padréo de calibracdo utilizada para a determinacao
do teor de compostos fendlicos totais (A.) e flavonoides totais (B.). Ressalta-se que,
para o teor de compostos fendlicos totais utilizou-se o acido gélico como substancia
de referéncia ao passo que, para o teor de flavonoides totais, utilizou-se a quercetina.
Observa-se também que as curvas padrao de calibracao apresentaram coeficiente de
determinacao (R?) igual a 0.9875 e 0.9958 para o acido galico e quercetina,

respectivamente.
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Figura 13 — Curva padrao de calibracao utilizada para a quantificacado dos compostos

fendlicos totais (A.) e flavonoides totais (B.). R2: coeficiente de determinacgao.

Na Tabela 3 constam os valores médios referentes ao teor de compostos

fendlicos totais e teor de flavonoides totais presentes no extrato etandlico bruto de

folhas de L. origanoides em fungdo dos procedimentos de secagem, em cada

temperatura. Os valores médios foram submetidos ao teste de Tukey, a 5% de

probabilidade, para a comparacgao das formas de secagem em cada temperatura, uma

vez que, a interagao entre os fatores estudados foi significativa (p< 0,05). As analises

de variancia (ANOVA) para o teor de compostos fendlicos totais constam no Apéndice

como Tabela S3 e S4 e para o teor de flavonoides totais, Tabela S5 e S6.



42

Tabela 3. Teor de compostos fenélicos totais e flavonoides totais presentes no extrato
etandlico bruto de folhas de L.origanoides em funcao dos procedimentos de secagem

em cada temperatura.

Teor de compostos fendlicos totais

Procedimentos de Teor de flavonoides totais (mg.g-')

(mg.g™)
secagem 50 °C 60 °C 70 °C 50 °C 60 °C 70 °C
Secagem Continua 298.83c 394.28a 437.98b 66.87 c 95.35b 118.91 ¢

Secagem Intermitente 10/20 349.82a 412.68a 484.75a 96.45 a 109.05a 139.72 a
Secagem Intermitente 15/15 327.2b 357.10b 47517 a 82.75b 89.87b 129.86 ab
Secagem Intermitente 20/10  313.40bc  362.08b  468.65a 74.54 bc 75.08 ¢ 126.03 bc

DMS 19.88 10.61

Nota: DMS - Diferenga minima significativa. Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Conforme demonstrado na Tabela 3, na temperatura de 50 °C, a relacao de
intermiténcia 10:20 foi a que resultou em maior teor de compostos fendlicos totais,
aumentando-o significativamente, em 17% em relagdo a secagem continua. A 60 °C,
apesar da relacao de intermiténcia 10:20 ter sido estatisticamente igual ao teor de
compostos fendlicos resultante da secagem continua, esta foi a que resultou o maior
teor de compostos fendlicos totais. A 70 °C, todas as relagdes de intermiténcia
aplicadas promoveram aumento no teor de compostos fendlicos totais. Em relacédo a
secagem continua, esse aumento foi de 10, 8 e 7%, para as intermiténcias 10/20,
15/15 e 20/10, respectivamente.

Para o teor de flavonoides totais, nas temperaturas 50, 60 e 70 °C, a relacao
de intermiténcia 10/20 foi a que promoveu maior teor de flavonoides totais. Em relacéo
a secagem continua, esta possibilitou um aumento de 44, 14, e 17% para as
temperaturas de 50, 60 e 70 °C, respectivamente.

Os resultados demonstram que, no geral, maiores tempos de repouso
resultaram em maiores teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais. Isto
pode ser explicado pelo fato de a secagem, a intervalos regulares de tempo, diminuir
o efeito deletério sobre a qualidade das folhas. A aplicacdo do periodo de repouso
promove, simultaneamente, a redistribuicao da d4gua para as camadas superficiais das
folhas (mais precisamente do microclima) e a reducéo gradativa das tensdes internas,
geradas pelo gradiente de pressdo de vapor, o que resulta em menor danos por
ruptura e trincamento nas estruturas internas das folhas, maior preservacao e
estabilidade quimica dos metabdlitos secundarios. Desta forma, no maior tempo de

repouso avaliado, pode ter ocorrido maior translocacdo da agua para a superficie e
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maior liberacado das tensdes internas, o que reduziu significativamente os danos nos
tecidos celulares das folhas. Provavelmente, as estruturas das células se romperam
mas, a maioria das moléculas de compostos fendlicos e flavonoides, mantiveram-se
integras. Ou seja, as moléculas ndo se degradaram e nao atingiram a temperatura de
volatizacdo mesmo quando as folhas voltavam a serem expostas ao ar aquecido.

Na Figura 14 tem-se o efeito da temperatura do ar de secagem no teor de
compostos fendlicos totais (A) e flavonoides totais (B) para cada relacdo de

intermiténcia aplicada as folhas de L. origanoides.
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Figura 14 - Teor de compostos fendlicos totais (A.) e teor de flavonoides totais (B.) de

folhas de Lippia origanoides, em funcao da temperatura do ar para cada procedimento
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de secagem. x: temperatura do ar de secagem (°C), R2: coeficiente de determinacao
ajustado, CV: coeficiente de variagao (%).

Se tratando dos resultados para o teor de compostos fendlicos totais, a
secagem com intermiténcia 10/20 apresentou melhor ajuste em um modelo de
regressao linear (R? = 99.33%). Para a secagem continua e com intermiténcia 15/15,
o modelo que apresentou melhor ajuste foi o polinomial de segundo grau. Como os
coeficientes de regressdo para a secagem continua e intermiténcia 15/15 nao
diferiram estatisticamente entre eles (p> 0,05), eles podem ser representados pela
mesma equacado (R? = 90.19%). Para a forma de secagem com relagédo de
intermiténcia 20/10, houve melhor ajuste com o modelo de regressédo polinomial de
segundo grau (R? = 99.14%).

Quanto ao teor de flavonoides totais, para a secagem continua, o modelo de
regressao que apresentou o melhor ajuste foi o linear de primeiro grau (R? = 93.31%).
Em relacdo aos tratamentos intermitentes, todos apresentaram ajuste em um modelo
de regressao polinomial de segundo grau. Para a secagem, cuja relacdo de
intermiténcia aplicada foi 10/20, o coeficiente de determinagédo ajustado foi igual a
98.27% ao passo que, para as relacées 15/15 e 20/10, o coeficiente de determinacéo
ajustado foi de 97.06 e 98.41%, respectivamente.

Os resultados para os teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais
mostraram que o aumento da temperatura do ar de secagem elevou a quantidade
destes compostos no extrato bruto de folhas de L. organoides. Este fato pode ser
explicado pela reducéo significativa do tempo efetivo de secagem (devido aumento da
temperatura do ar de secagem) e pelo fato destes compostos estarem sujeitos a uma
maior volatizacao e, ou degradacdo quando submetidos a altas temperaturas por
tempo prolongado. Desta forma, apesar destes compostos serem termo sensiveis e 0
tratamento térmico com altas temperaturas poder causar alteragbes quimicas
irreversiveis nas estruturas internas das folhas, a constante presenca de agua na
superficie da biomassa vegetal, devido a aplicacdo do repouso, fez com que existia
sempre, a transformacao do calor sensivel das folhas em calor latente, fazendo com
que a energia térmica presente nas folhas fosse utilizada para a evaporagéao da agua
presente na sua superficie e ndo para o aquecimento dos tecidos internos vegetais
(mesmo quando elas voltavam a serem expostas ao ar aquecido). Além disso, a

maioria das moléculas de compostos fendlicos e flavonoides nao atingiu a temperatura
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de volatilizacdo, uma vez que, a temperatura real nas folhas era sempre inferior a
temperatura do ar de secagem empregada.

O aumento do teor de compostos fendlicos totais e flavonoides totais com a
elevacao da temperatura do ar de secagem também podem estar relacionados a
inibicdo da atividade das enzimas polifenol oxidase, que tendem a se desnaturar
quando expostas a altas temperaturas (QUEIROZ et al., 2008). Essas enzimas sao
responsaveis pela hidroxilagdo de monofenois em o-difenois e pela oxidagdo das
quinonas presentes na estrutura basica dos compostos fendlicos, promovendo a
degradacao destes compostos (CHISARI et al., 2007; KARMAN et al., 2015).

Os resultados corroboram os encontrados por Erenturk, Gulaboglu e Gultekin
(2005), em seu estudo sobre a influéncia da temperatura na secagem convectiva de
frutos de Rosa canina. Os autores observaram que o contelddo maximo de compostos
fendlicos e flavonoides foi obtido a altas temperaturas de secagem devido ao curto
tempo de exposicdo do material ao ar de secagem, enquanto que para baixas
temperaturas do ar de secagem e maiores tempos de residéncia, foi observado uma
maior perda de compostos fendlicos ao término do processo de secagem.

Terefe et al. (2015) avaliando a ativacdo e a inativagcdo da enzima polifenol
oxidase presente no mirtilo em temperaturas de 40 ° C a 100 ° C, observaram que a
exposicado da enzima em temperaturas acima de 70 °C foi suficiente para sua

inativacao.

4.3 Atividade antioxidante

De acordo com o teste F, os resultados obtidos demonstraram interacdo nao
significativa (p < 0,05) em relagdo aos efeitos dos diferentes procedimentos de
secagem e temperaturas na variavel atividade antioxidante, conforme demonstra a
analise de variancia (Tabela S7), presente no Apéndice deste trabalho. A néo
interacdo entre os fatores avaliados (procedimentos de secagem e temperatura do ar
de secagem) pode ser explicada pela variagdo do tempo de secagem para 0s
diferentes tratamentos aplicados. Isso significa que, mesmo tendo ocorrido variacao
na quantidade de compostos fendlicos e flavonoides nos tratamentos de secagem
avaliados, a qualidade destes compostos manteve-se integra, pois a atividade

antioxidante foi preservada. A preservacao da atividade antioxidante dos compostos
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fendlicos em extratos vegetais das folhas de L.origanoides € importante em virtude de
seus beneficios a saude.

Cagliari (2017) ao estudar a influéncia da secagem convectiva sobre a atividade
antioxidante de folhas de Olea europaea, constatou um efeito ndo significativo da
variacao dos niveis de temperatura e velocidade do ar de secagem sobre a atividade
antioxidante.

Na Tabela 4 constam os valores médios referentes a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos presentes no extrato bruto de folhas de L. origanoides em funcao

dos procedimentos de secagem em cada temperatura.

Tabela 4. Atividade antioxidante dos compostos fendlicos presentes no extrato
etandlico bruto de folhas de L. origanoides em fung¢ao dos procedimentos de secagem

em cada temperatura.

Ativi joXi [ (%
Procedimentos de Secagem tividade antioxidante total (%)

50 °C 60 °C 70 °C

Secagem Continua 82.65 81.55 84.32
Secagem Intermitente 10/20 83.14 79.75 83.66
Secagem Intermitente 15/15 83.55 83.31 81.27
Secagem Intermitente 20/10 83.25 82.04 80.65

Considerando classificacao de Hassimotto, Genovese e Lajolo (2005) para a
atividade antioxidante de produtos vegetais, onde valores acima de 70 % indicam uma
boa atividade antioxidante, verifica-se que os compostos fendlicos presentes no
extrato bruto de folhas de L.origanoides apresentaram boa atividade antioxidante.

5. CONCLUSOES

Os maiores rendimentos de extrato bruto foram obtidos mediante a aplicacédo
da secagem com relacao de intermiténcia 10/20 a 60 e 70 °C.

Os maiores teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais foram
obtidos por meio da aplicacdo da secagem com relacéo de intermiténcia 10/20 a 50,
60 e 70 °C.

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos presentes no extrato bruto de
folhas de L. origanoides nao foi afetada por nenhum dos procedimentos de secagem

empregados em nenhuma das temperaturas do ar de secagem avaliadas.
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APENDICE

Tabela S1 — Resumo da ANOVA do rendimento de extrato vegetal das folhas
de L. origanoides, submetidas as diferentes rela¢des de intermiténcia e secas a 50,
60 e 70 °C.

FV GL QM F
T 2 0,1351 283,69
FS 3 0,0134 28,12
TxFS 6 0,0044 9,22*
Residuo 24 0,0005
Total 35
CV(%) 8,85

Nota: GL- grau de liberdade; FV- fonte de variacdo; QM — Quadrado médio; F- Valor de F; T-
temperatura do ar de secagem; FS — forma de secagem; CV- coeficiente de variacao.
* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Tabela S2 - Resumo da ANOVA para o comportamento das diferentes relagbes
de intermiténcia de secagem dentro de cada temperatura, para o rendimento de
extrato vegetal de folhas de L. origanoides.

FV GL QM F
FS/50°C 3 0,0015 3,08"
FS/60°C 3 0,0145 30,55*
FS/70°C 3 0,0061 12,92*
Residuo 24 0,0005

Nota: GL- grau de liberdade; FV- fonte de variacdo; QM — Quadrado médio; F- Valor de F; T-
temperatura do ar de secagem; FS — forma de secagem:;
* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Tabela S3 — Resumo da ANOVA referente ao teor de compostos fendlicos
totais presentes nas folhas de L. origanoides, submetidas as diferentes relacoes de
intermiténcia e secas a 50, 60 e 70 °C.

FV GL QM F
T 2 63.158,62 810,20
FS 3 2.753,29 35,32
TxFS 6 995,94 12,78*
Residuo 24 77,95
Total 35
CV(%) 8,85

Nota: GL- grau de liberdade; FV- fonte de variacdo; QM — Quadrado médio; F- Valor de F; T-
temperatura do ar de secagem; FS — forma de secagem; CV- coeficiente de variagéo.
* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela S4 - Resumo da ANOVA para o comportamento das diferentes relacoes
de intermiténcia de secagem dentro de cada temperatura, para o teor de compostos
fendlicos totais de folhas de L. origanoides.

FV GL QM F
FS/50°C 3 1.411,07 18,10*
FS/60°C 3 2.108,17 27,04*
FS/70°C 3 1.225,92 15,73*
Residuo 24 77,95

Nota: GL- grau de liberdade; FV- fonte de variagcdo; QM — Quadrado médio; F- Valor de F; T-
temperatura do ar de secagem; FS — forma de secagem:;
* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Tabela S5 — Resumo da ANOVA referente ao teor de flavonoides totais
presentes nas folhas de L. origanoides, submetidas as diferentes relagcées de
intermiténcia e secas a 50, 60 e 70 °C.

FV GL QM F
T 2 7.631,33 343,67
FS 3 998,30 44,96
TxFS 6 149,95 6,75"
Residuo 24 22,20
Total 35

CV(%) 8,85
Nota: GL- grau de liberdade; FV- fonte de variagdo; QM — Quadrado médio; F- Valor de F; T-
temperatura do ar de secagem; FS — forma de secagem; CV- coeficiente de variagao.
* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.

Tabela S6 - Resumo da ANOVA para o comportamento das diferentes relacoes
de intermiténcia de secagem dentro de cada temperatura, para o teor de flavonoides
totais de folhas de L. origanoides.

FV GL QM F
FS/50°C 3 480,32 21,63*
FS/60°C 3 592,02 26,66*
FS/70°C 3 225,86 10,17*
Residuo 24 22,20

Nota: GL- grau de liberdade; FV- fonte de variagcdo; QM — Quadrado médio; F- Valor de F; T-
temperatura do ar de secagem; FS — forma de secagem;
* significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Tabela S7 - Resumo da ANOVA da atividade antioxidante de folhas de L.

origanoides, submetidas as diferentes relacdes de intermiténcia e secas a 50, 60 e 70

°C.
FV GL QM F

T 2 6,63 0,50"s
FS 3 1,54 0,12"s
T x RI 6 7,51 0,57

Residuo 24 13,18

Total 35
CV(%) 8,85

Nota: GL- grau de liberdade; FV- fonte de variagdo; QM — Quadrado médio; F- Valor de F; T-
temperatura do ar de secagem; FS — forma de secagem; CV- coeficiente de variagao.
" nao significativo pelo teste F a 5% de probabilidade.



