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SIGLAS E ABREVIATURAS

CG - Cromatografia Gasosa

EM — Espectrometria de Massas

GC/MS — Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
CG/EM - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
MEKC - Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography
CCEM - Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar

SFE — Supercritical Fluid Extraction

EFS — Extragdo com Fluido Supercritico

CGAR - Cromatografia Gasosa de Alta Resolucao

US - Ultra-som

DES - Destilagdo a Vapor com Extracdo com Solvente

CD - Ciclodextrina

ppm — partes por milhdo

ssp. — subespécie

var. — variedade

sin. — sinbnimo

FEPAGRO - Fundacéao Estadual de Pesquisa Agropecuaria
IK — indice de Kovats

CLP - Cromatografia Liquida Preparativa

MT — Monoterpenos

NMT — Nao monoterpenos

DSS — Dodecilsulfato de sodio
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RESUMO

Este trabalho visou o estudo dos odleos essenciais de flores e folhas de
Majorona hortensis Moench e Origanum vulgare Linneus, obtidos por diferentes
técnicas de extracdo como destilacdo por arraste de vapor, maceracado, Soxhlet,
ultra-som e com CO, a altas pressbdes. A identificacdo de seus principais
componentes foi realizada utilizando CG/EM e CCEM.

Todos os métodos de extracdo utilizados mostraram-se adequados a
obtencao dos éleos, ressaltando-se suas caracteristicas peculiares. O 6leo essencial
pode ser analisado diretamente e os extratos com solventes organicos (maceracao,
Soxhlet e ultra-som) necessitaram de tratamento de limpeza (clean up), usando
também solventes organicos. Ap6s a limpeza, as fracdes obtidas com acetato de
etila apresentaram perfis cromatograficos semelhantes a extracdo por vapor de
agua.

A andlise cromatografica dos extratos obtidos com CO, a altas pressdes
permitiu identificar qualitativa e quantitativamente os principais compostos
(oxigenados terpénicos) responsaveis pelo aroma e sabor da manjerona e do
orégano. Além destes compostos, os extratos continham baixas concentracées de
hidrocarbonetos terpénicos, que sdao compostos insaturados, instaveis a luz e ao
calor e passiveis de oxidagdao, decompondo-se e formando compostos indesejaveis.

A CCEM foi utilizada pela primeira vez para analisar 6leos essenciais. O
método mostrou-se eficiente para identificar e quantificar alguns compostos
(hidrocarbonetos e alcoois terpénicos) presentes no 6leo essencial de manjerona
obtido por arraste de vapor.
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ABSTRACT

The aim of this work was to study of the essential oils of flowers and leaves of
Majorona hortensis Moench and Origanum vulgare Linneus, by using steam
distillation, maceration, Soxhlet, sonication and supercritical fluid extraction
techniques. The identification of the main compounds in each extract was made by
GC/MS and MEKC.

All the extraction methods showed good performance, according to their
peculiarities. The essential oil (from steam distillation and from supercritical CO5)
could be analyzed without any treatment, but the extracts obtained with organic
solvents (maceration, sonication and Soxhlet) must be submitted to a clean-up by
preparative liquid chromatography. After this step, the ethyl acetate fraction showed
the same chromatographic profile of the essential oils.

GC/MS allowed the separation and identification of the oxygenated terpenes,
which are responsible for the flavor of the supercritical CO, extracts. Other
compounds like unsaturated hydrocarbons, that were undesirable due to their high
oxidation sensibility, were found only in trace amounts. This is an important
applicability of the SFE.

MEKC was utilized for the first time in the analysis of essential oils and
demonstrated high efficiency in the separation and characterization of the
compounds from the essential oil of Majorona hortensis Moench.

Xvi
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1. OLEOS ESSENCIAIS

O Brasil € um grande produtor de condimentos e ervas aromaticas, os quais
sdo empregados tanto pela industria alimenticia quanto pelas industrias
farmacéutica e de cosméticos. Os principais produtos de exportacdo sdo a pimenta-
do-reino, o cravo-da-india e o gengibre. O 6leo essencial e/ou éleo-resina de vetiver,
camomila, erva-cidreira, canela, menta, eucalipto sdo ou podem ser exportados,
podendo vir a ser uma importante fonte de divisas para o Brasil'%.

O termo “bleo essencial” € empregado para designar liquidos oleosos volateis
dotados de aroma forte, quase sempre agradavel, extraidos, de plantas por alguns
processos especificos, sendo o mais frequiente a destilagéo por arraste de vapor de
agua®.

Segundo Ugaz®, sdo chamados de 6leos essenciais os constituintes
odoriferos ou esséncias de uma planta. O termo 6leo, provavelmente se origina do
fato que o aroma de uma planta ocorre nas glandulas ou entre as células em forma
liquida, o qual, como os 6leos graxos, sao imisciveis em agua. A palavra essencial é
derivada do latim “quinta esséncia” que significava o quinto elemento, notacao dada
a esses 0leos, ja que a terra, o fogo, o vento e a agua, foram considerados os quatro
primeiros elementos.

Os dleos essenciais sdo, de uma maneira geral, uma mistura muito complexa
de hidrocarbonetos, alcoois e aromaticos, encontrados em todo tecido vivo de
plantas, em geral concentrados na casca, nas flores, nas folhas, nos rizomas e nas
sementes®. Embora todos os 6rgédos de uma planta possam acumular éleos volateis,
sua composicao pode variar segundo a localizacdo, como por exemplo, o éleo das
cascas da canela é rico em aldeido cinamico, enquanto que o das folhas e das
raizes desse mesmo vegetal sdo ricos em eugenol e canfora, respectivamente.
Também a composi¢do quimica de um 6leo volatil, extraido de um mesmo 6érgéo de
uma mesma espécie vegetal, pode variar significativamente, de acordo com a época
de coleta, condices climaticas e de solo®. Também sdo muito conhecidos desde a
Antiglidade por possuir atividade biol6gica, por suas propriedades antibacteriana,

antifingica e antioxidante®.
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A utilizacdo de extratos de plantas aromaticas como condimentos vem
despertando um grande interesse pelas industrias, pois quando comparados aos
vendidos em forma de pd, garantem maior vida de prateleira, manutencédo do aroma
e dificilmente sofrem contaminagdo microbioldgica, garantindo assim a qualidade de
produtos processados®.

Atualmente, as aplicagcdes dos Oleos essenciais sdo muito variadas: sao
largamente empregados em perfumaria, como flavorizantes de alimentos e na
medicina. Cada um de seus componentes pode também ter uma aplicagao
especifica, como por exemplo 1,8-cineol - medicinal e cosmético; p-cimeno - aditivo
na industria de perfumaria, solvente e material de partida para sintese organica;
farnesol - bactericida; linalol - perfumaria e flavorizante; acetato de geranila —
perfumaria; entre outros®.

A extracao dos 6leos essenciais das plantas, sua separacao e a concentragao
de suas fragcdes ou compostos é de importancia industrial. Assim, a escolha do
método de extracdo € fundamental e varia conforme a localizacado do 6leo essencial
na planta e com a proposta de utilizagcdo do mesmo.

O método classico, usado industrialmente, é a destilacao por arraste de vapor
de agua. Embora esta técnica seja largamente empregada, sabe-se que tem
desvantagens, entre elas, a formacao de substancias indesejaveis, principalmente
devido & alta temperatura da operagao®>.

Outro método é a extracdo com solventes organicos, apolares ou polares,
dependendo da classe de compostos que se quer extrair, os quais extraem outros
compostos resinosos ndo-volateis, junto com o 6leo essencial*”.

Uma técnica alternativa as técnicas convencionais, € a extragdo com fluido
supercritico. Esta técnica funciona de maneira semelhante a extragdo com
solventes. O CO; supercritico € usado como solvente, em substituicdo aos solventes
organicos, geralmente utilizados, ndo causando danos aos produtos extraidos. Ele
dissolve e remove alguns componentes da amostra, comportando-se como hibrido
de géas-liquido, pois possui propriedades intermediarias entre as de um gas e de um
liquido. O CO; supercritico pode extrair uma grande variedade de substancias e, em
funcdo da presséo aplicada, fracionar a amostra, realizando a extragdo em duas ou

mais densidades diferentes*”.
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Apl6s serem extraidos, os Oleos essenciais devem ser analisados para
identificar e quantificar seus componentes. Para tal, sdo empregadas técnicas
cromatograficas, como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

Na CG, a amostra injetada no cromatografo volatiliza, permitindo a separacao
e a identificacdo dos compostos individuais através do tempo de retencéo relativo da
amostra quando comparados com padrées. Na CG/EM, além da separacdo dos
componentes, obtém-se espectros de massas de cada pico, que também podem ser
comparados com espectros de massas de padrées ou com espectros constantes na
literatura ou na biblioteca do equipamento®®.

2. MANJERONA

A manjerona doce (Majorana hortensis Moench) possui um odor forte,
aromatico, penetrante, quente, as vezes picante, mas muito agradavel. A planta
verde tem um perfume semelhante ao de uma flor. Os produtos derivados da
manjerona sao utilizados pela industria para aromatizar bebidas, condimentos,
carnes, sopas em po, sorvetes, balas, assados, entre outros’.

O produto mais importante € sua esséncia, que varia entre 0,30 e 0,40% da
planta fresca e entre 0,7 e 3,5% das folhas secas, apresenta uma cor amarelo-
verdosa e € muito aromatica. Esta planta é considerada um excelente ténico
estomacal, carminativa, antiespamddica, emenagoga e sudorifica e, em pequenas

doses, sedante®.

3. OREGANO

O orégano (Origanum vulgare Linneus) possui um perfume agradavel,
herbaceo, intenso, de sabor quente e queimado. O orégano deve ser consumido
logo apds sua colheita e cuidadosamente seco a sombra, para que essas
caracteristicas permanecam intensas. Para fins arométicos utilizam-se, de

preferéncia, somente as flores ou as folhas picadas em pedagos bem pequenos.
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Também, para a destilacdo do éleo essencial e para fins medicinais empregam-se,
as vezes, as sumidades floridas junto com as folhas®.

O componente principal do orégano é o seu 6leo essencial, de cor amarelo-
limdo, que existe em quantidades varidveis, variando em geral entre 0,15 e 0,40%
da planta fresca. E empregado na culinaria para dar sabor e aroma a todo tipo de
carnes, sendo também usado na medicina popular em fungdo de ser uma planta

ténica e digestiva'®.

4. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista 0 acima exposto, justifica-se o presente trabalho que visa o
estudo do dleo essencial obtido das flores e folhas de manjerona (M. hortensis
Moench) e de orégano (O. vulgare Linneus). As técnicas de extracdo utilizadas
foram destilacao por arraste de vapor, maceracao, Soxhlet, ultra-som e CO, a altas
pressoes. A identificacdo de seus principais componentes foi realizada utilizando
CG/EM e CCEM. Para tal sao propostos os seguintes obijetivos:

4.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e adaptar uma metodologia para isolamento, anadlise e
caracterizacao dos 6leos essenciais presentes nas folhas e flores de manjerona e

orégano.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e/ou adaptar metodologias extrativas de éleos essenciais das
folnas e flores de manjerona e orégano, usando técnicas de extracdo como
destilagdo por arraste de vapor, maceracao, Soxhlet, ultra-som e com CO; a altas
pressoes;

Caracterizar e identificar os constituintes das amostras de 6leo extraido,
usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e
cromatografia capilar eletrocinética micelar (CCEM).

Maria Regina Alves Rodrigues 5
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1. INTRODUCAO

Orégano e manjerona sédo temperos muito utilizados na culinéria e, além do
seu emprego na medicina popular, vem despertando interesse devido a seus 6leos
essenciais. Na industria de alimentos o éleo destilado tem larga aplicacao, em razao
de sua grande estabilidade, auséncia de contaminacdo microbiolégica e a grande
variedade de compostos.

Quimicamente a grande maioria dos Oleos volateis é formada por
monoterpenos e, em menor freqléncia, por sesquiterpenos. Podem ser ainda

subdivididos conforme a fungéo ou a isomeria, da seguinte maneira®®.

a. Aciclicos: mirceno (hidrocarboneto  monoterpénico), geraniol (alcool
monoterpénico), farneseno (hidrocarboneto sesquiterpénico) e nerolidol (alcool
sesquiterpénico);

b. Ciclicos: terpinoleno (hidrocarboneto monoterpénico), o-terpineol (alcool
monoterpénico), germacreno D (hidrocarboneto sesquiterpénico) e a-cadinol
(alcool sesquiterpénico);

Aromaticos: carvacrol e timol (fendis isdmeros);

d. Outros: mentona (cetona), acetato de linalila (éster) e 1,8-cineol (éter).

A Figura 1 apresenta a estrutura de alguns exemplos das substancias
presentes nos 6leos essenciais de manjerona e de orégano®”.

O termo 6leo essencial € definido pelo método de extracdo, isto é, a
separacdo das substancias volateis por destilacdo a vapor, a pressdo atmosférica.
Atualmente outras técnicas de extracao sao utilizadas como o ultra-som e o fluido
supercritico. A identificacdo dos componentes dos extratos € feita por varias
técnicas, tais como Cromatografia Gasosa, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
Espectroscopia no Infravermelho, Espectroscopia de Ressonadncia Magnética

Nuclear e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
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Figura 1 — Estruturas de alguns compostos presentes no 6leo essencial de

manjerona e de orégano.
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2. MANJERONA

A manjerona (Majorana hortensis Moench) € uma planta perene, cuja porgcéao
subterrdnea esta formada por um sistema de raizes fibrosas. O caule é muito
ramificado, de cor meio avermelhada, que alcanca entre 30 e 60 cm. Os ramos sao
lenhosos, frageis e quadrangulares, formando uma touceira''.

Suas folhas sado opostas, ovais, inteiras, pecioladas, de cor verde
acinzentada. As flores sdo pequenas, em espigas oblongas, de cor branca a rosada,
com 4 fileiras de bracteas finas, arredondadas e de cor verde claro®'".

O termo vernacular manjerona compreende varias plantas aromaticas da
familia das Labiadas de diferentes espécies'®'>. Existe alguma confusdo quanto ao
6leo essencial obtido da manjerona, quanto a classificacdo botanica das espécies
dessa planta'.

Os Estados Unidos importaram por muitos anos, da Espanha, o dleo
essencial de manjerona, destilado de Thymus mastichina Linneus, manjerona
espanhola que cresce ao sul da Espanha, também conhecida como tomilho branco
ou manjerona silvestre. A composicdo quimica desse 6leo difere muito daquele
extraido da Majorana hortensis Moench (sweet marjoram), tendo odor desagradavel
e semelhante ao do eucalipto (cineol)™.

Sarer e colaboradores' relatam que a manjerona mais conhecida é sem
duvida Origanum majorana Linneus (sin. Majorana hortensis Moench., M. vulgaris
Miller), sendo nativa da Ilha de Chipre e do sul da Turquia. Também é cultivada na
Europa, Africa, América e Asia'®. E a espécie mais usada para se extrair o 6leo.

Segundo Kokkini'?, o 6leo essencial da manjerona espanhola é rico em 1,8-
cineol e € empregado como agente flavorizante de alimentos, mas em menor escala
que o da manjerona doce (sweet marjoram). As folhas secas dessa manjerona doce
sao largamente usadas como agente flavorizante em sopas, queijos, pratos prontos
de legumes e ovos, temperos para saladas, cozidos, salsicha polonesa, entre outros.
Seus compostos majoritarios sao y-terpineno e terpineol-4.

O 6bleo essencial da manjerona tem sido estudado desde o século XIX. Biltz
(1899) publicou um artigo no qual descreve que esse 6leo continha cerca de 40% de
hidrocarbonetos monoterpénicos, principalmente terpineno. Mais tarde, em 1906,
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Wallach demonstrou que a manjerona doce continha terpineol-4 e o-terpineol.
Somente nos anos sessenta € que prosseguiram as investigacdes em torno desse
6leo, onde diversos autores estudaram plantas provenientes de varias regides’™.

O dbleo essencial é obtido por destilagdo a vapor, sendo assim utilizado pela
industria como flavorizante. Para ser usado na producgéo de bebidas alcodlicas (licor
com sabor de ervas), os componentes volateis sdo separados por percolacao e
posterior destilagdo com uma mistura de agua-alcool ™.

Segundo Nykanen'®, a manjerona é freqlientemente usada também como
agente flavorizante em vermutes e bitter, tornando-se necessario investigar a
composicao do aroma.

Varios trabalhos'#'®

mostram que a composi¢ao do aroma varia com a origem
da planta. Foram encontrados éleos essenciais de manjerona com alto conteudo de
alcoois monoterpénicos e outros, de fenois. Em alguns 6leos o terpineol-4 foi o
componente majoritario, sozinho ou junto com outros alcoois monoterpénicos como
cis e trans-sabineno hidratado e a-terpineol™’.

Em seu trabalho, publicado em 1986, Nykanen'® estudou o 6leo essencial de
Origanum majorana Linneus, cultivado em duas localidades diferentes da Finlandia,
em local coberto e ao ar livre. O 6leo foi obtido por destilagdo a vapor e extragdo em
n-pentano, sendo que a quantidade de volateis foi cerca de 50% maior, quando
cultivada em local coberto. O cis-sabineno hidratado (8 — 43%) e terpineol-4 (21-
52%), foram os compostos majoritarios, seguidos pelos trans-sabineno hidratado, o-
terpineol e linalol™®.

Sarer'®, que analisou por cromatografia gasosa o éleo essencial obtido por
destilagcdo a vapor de flores e folhas de Origanum majorana, cultivada ao sul da
Turquia, encontrou alto teor de carvacrol (65%), caracterizando esta manjerona
como do tipo fendlico. Jolivet e colaboradores'® encontraram também no 6leo
essencial de amostras de manjerona italiana alto teor de fendis (47%), sendo o timol
em maior quantidade do que o carvacrol.

O dbleo essencial proveniente de dez variedades de manjerona da Alemanha,
Hungria, Roménia, Portugal, Egito, Tunisia e Franca foi analisado por Oberdieck'’. O
autor constatou que as amostras tinham como componentes majoritarios cis e trans-

sabineno hidratado, terpineol-4 e a-terpineol, mas as duas amostras francesas

Maria Regina Alves Rodrigues 10



Tese: Capitulo 2

continham 11 e 14% de timol e 19 e 25% de carvacrol, respectivamente. Ao analisar
essas amostras por microscopia, verificou-se que continham cerca de 25 e 15%,
respectivamente, de Origanum Maru Linneus (sin Majorana maru Linneus), cujo éleo
é rico em timol (30,9%) e carvacrol (43,7%).

Baser e colaboradores'® estudaram o 6leo essencial de Origanum majorana
Linneus coletado em duas localidades diferentes da Turquia. As amostras
analisadas continham um alto teor de 6leo (6,5 — 7,7%) e um alto teor de carvacrol
(78,27 — 79,46%). Estes valores estdo de acordo com publicagdes anteriores e
comprovam que a manjerona plantada na Turquia é do tipo fendlica, enquanto que
as plantas cultivadas na Europa e em Marrocos, contém muito menos 6leo, pouco
ou nenhum composto fendlico e séo ricas em cis-sabineno hidratado e terpineol-4.

Além do fator geografico, pode-se estudar o aroma das plantas aromaticas
em funcdo do método de extracao.

Segundo Fischer e colaboradores'®, investigacdes comparativas de extratos
da manjerona, separados usando técnicas de isolamento diferentes, mostraram uma
grande influéncia do método de extragdo na composicao do extrato. Foram utilizadas
folhas frescas e folhas frescas congeladas e secas, trituradas sob nitrogénio liquido,
de manjerona (Majorana hortensis Moench), cultivadas na Alemanha, sob controle
agronémico. As amostras foram submetidas a uma destilacdo a vapor e extracao
com solvente simultanea (DES) com pentano, descrita anteriormente por Schultz e
colaboradores®®. Os resultados obtidos mostram que a composicdo do 6leo
essencial, ao menos da manjerona e, provavelmente de outras Labiadas também, é
determinada principalmente pelas condigdes de seu isolamento. O cromatograma do
extrato de pentano apresentou somente dois picos majoritarios, correspondentes ao
cis-sabineno hidratado e seu acetato. No entanto, o cromatograma do extrato da
destilagdo-extracdo apresentou muitos picos intensos, sendo inclusive o terpineol-4
o mais intenso. No aspecto qualitativo os cromatogramas s&o similares, com
excecao de dois estereoisdbmeros, mentenol e piperitol, ambos ausentes no éleo
obtido na primeira extracao.

Segundo Fischer e colaboradores'®?’

, parece ser questionavel classificar
manjerona de diferentes espécies conforme o composto majoritario usando a

composicao do bleo essencial. Efeitos secundarios tais como conteddo mineral
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(cinzas), paredes mais finas das células excretoras e idade da planta entre outros
fatores, podem levar a reacbes de rearranjos, como por exemplo a terpineol-4 ou
outro monoterpeno. O teor de cis-sabineno hidratado deveria ser aumentado, pois é
ele o responsavel pelo aroma agradavel da manjerona, consequientemente, diminuir
o do terpineol-4, que é citado como sendo responsavel por estragar o aroma.

Em outra publicacdo®, relataram experimentos com extratos obtidos com
solventes, usando folhas de manjerona do mesmo cultivo de publicagdes
anteriores'®, que foram pré-extraidas exaustivamente com n-pentano, seguido de
extracdo com etanol e acetona. Esses extratos tém muito pouco ou nenhum cheiro,
isto é, ndo contém os compostos responsaveis pelo aroma. Entretanto, quando
esses dois extratos sofrem hidrdlise, aparece um cheiro caracteristico de manjerona
confirmado pela presencga de cis-sabineno hidratado (37%) e terpineol-4 (28%). A
composigado dos monoterpenos dos extratos metandlico e acetdlico comparados com
a do 6leo essencial, relatado por Nykanen'®, sdo qualitativamente similares. Quando
as folhas secas e congeladas dessas amostras foram moidas sob nitrogénio liquido,
o cromatograma do extrato de pentano desses pos, apresentou 3 picos bem
intensos e caracteristicos do aroma da manjerona, o cis-sabineno hidratado (35%) e
seu acetato (32%) e cerca de 1% de terpineol-4.

Além da extracdo com arraste a vapor ou com solventes organicos, outra
técnica de extracdo dos compostos responsaveis pelo aroma e sabor é a extracao
com fluido supercritico. Varios trabalhos®* fazem referéncia ao estudo do processo
de extracdo com CO, supercritico de folhas e flores de manjerona, verificando a
influéncia dos parametros temperatura e pressdo. A extracdo supercritica com
fracionamento, que usa dois ou mais separadores, permite obter o 6leo essencial
livre dos residuos do tecido vegetal, tais como acidos graxos, pigmentos, cumarinas,
flavonas e esterdis, entre outros.

A qualidade do aroma do 6leo essencial, obtido em funcdo da técnica de
secagem de amostras de folhas de Origanum majorana, foi avaliada por Reverchon
e colaboradores®. O teor dos compostos responsaveis pelo aroma, cis-sabineno
hidratado e seu acetato, diminui em funcdo do aumento da temperatura de secagem.
O experimento foi realizado com folhas congeladas, dessecadas sob vacuo e

moidas sob nitrogénio liquido, secas a temperatura ambiente e ao ar quente.
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Jiménez-Carmona e colaboradores®® usaram a extracdo continua com agua
subcritica para obter o 6leo essencial de manjerona cultivada na Espanha. O método
foi otimizado, estudando-se varidveis como temperatura do extrator, pressao
aplicada e fluxo, visando obter o melhor rendimento para o Oleo essencial. Os
autores compararam este 6leo, com o éleo essencial obtido na destilacdo por arraste
a vapor, continha maior concentracdo dos compostos oxigenados (responsaveis
pelo aroma natural da manjerona) em relacdo aos indesejaveis hidrocarbonetos
monoterpénicos.

A atividade antioxidante de algumas plantas aromaticas da familia das
Labiadas € muito estudada, especialmente porque os extratos dessas plantas
exibem alta atividade em baixas concentracées®*’>°.

Sarer e colaboradores® estudaram as partes floridas de Origanum majorana
Linneus colhidas em trés locais geograficos da Turquia. O 6leo extraido foi analisado
por CG e CG/EM e sua atividade antimicrobiana foi testada frente a bactérias,
leveduras e fungos. O éleo de manjerona exerce um notavel efeito contra um tipo de
fungo (Trichophyton mentagrophytes e T. concentricum), o qual causa infeccées na
pele de humanos.

Daouk e colaboradores® citam que Deans e Svoboda, avaliaram a atividade
antifungica do 6leo de manjerona, com varias espécies de fungos Aspergillus e
demonstraram diferentes graus de inibicdo dos varios tipos de mofo (A. niger, A.
ochraceus e A. parasiticus). O 6leo apresentou um efeito inibidor maior frente ao A.
niger, impedindo seu crescimento.

Economou e colaboradores®® verificaram que o extrato metanélico de
manjerona (O. majorana) apresentou uma atividade antioxidante moderada quando
adicionado ao toucinho e armazenado a 75°C, avaliado pelo indice de peréxido,
sendo superado pelos extratos metandlicos de Origanum vulgare, Thymus vulgare e
Origanum dictamus.

A atividade antioxidante desses mesmos extratos metandlicos foi estudada
por Banias e colaboradores®, em combinacdo com antioxidantes primarios como o
BHA (butil hidroxi anisol), BHT (butil hidroxi tolueno), PG (galato de propila) e AP
(palmitato de ascorbil). O extrato metandlico da manjerona, quando combinado com

BHA, BHT ou AP, apresentou efeito antioxidante adicional e, quando combinado ao
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acido citrico, o qual age como agente quelante, apresentou maior eficiéncia
sinergistica em relagéo aos outros extratos.

O dbleo essencial e o extrato aquoso de Origanum majorana, cultivada no
Marrocos, foi testado por Charai e colaboradores®’ quanto & sua atividade
antimicrobiana em mofos, leveduras e bactérias. O 6leo essencial inibiu totalmente
as leveduras e bactérias do acido lactico. O extrato aquoso apresentou-se menos
inibidor que o dleo. A planta inteira também apresentou-se como inibidor, em relagao
a alguns tipos de mofos, leveduras e bactérias.

Dapkevicius e colaboradores® realizaram um estudo da atividade antioxidante
de extratos de Majorana hortensis Moench, plantada na Lituania e colhida na época
da floracdo. As amostras foram submetidas a extracdo com CO, supercritico, com
acetona ou metanol/agua e hidrodestilacdo. Algumas amostras, ap6s a obtencéo do
Oleo essencial, foram desodorisadas, re-extraindo com acetona, usando varios
métodos de extracdo. Os extratos obtidos via extracdo com acetona e com a mistura
de metanol/agua foram os que exibiram melhor atividade antioxidante.

As propriedades antimicrobianas, antifungicas e antioxidantes de alguns éleos
essencias comerciais de oito plantas, entre elas de Majorana hortensis Moench
foram avaliadas por Baratta e colaboradores®. Nos ensaios para verificar a atividade
antioxidante, os autores observaram que esse 6leo tem a mais alta atividade. Em
ensaios com gema de ovo, a atividade antioxidante da manjerona foi muito mais alta
do que a do o-tocoferol e comparavel com a do BHT em todas as concentracoes
testadas. Os autores também testaram cerca de 25 bactérias, tanto do tipo Gram-
positiva como Gram-negativa, sendo que o 6leo da manjerona foi um dos trés mais
ativos inibidores do crescimento dessas culturas. Também mostrou ser capaz de
inibir o crescimento do fungo Aspergillus niger”. A atividade antifingica do 6éleo
essencial de manjerona também foi testada usando outro tipo de fungo, o Penicillium
digitatum, que ataca as frutas citricas. Os resultados demonstraram completa
inibicdo, inclusive a baixas concentracdes do 6leo essencial (~250 ug mL™)%.

O estudo da influéncia da técnica de secagem das plantas também desperta o
interesse, visando se obter 6leos essenciais de qualidade'®?"?. Nos ultimos anos, o
forno de microondas tem sido empregado para avaliar o processo de secagem em

relacdo ao aroma do éleo essencial obtido®®’.
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3. OREGANO

O orégano (Origanum vulgare Linneus) € uma planta perene que se adapta
bem em solos secos e calcarios. Pode ser distinguido da manjerona por suas
bréacteas de cor plrpura e por suas folhas ovais e pontiagudas®.

Seu caule é ereto, geralmente com uma coloracdo vermelho pardo,
quadrangular, peludo, ramificando-se nas extremidades superiores, formando
touceiras. Suas folhas s&do pecioladas, inteiras, verde-escuro ou ligeiramente
acinzentadas, apresentam pelos finos e curtos na face inferior de cada folha. As
flores, dependendo da espécie, apresentam diversas cores como vermelhas,
parpuras, rosadas’.

Orégano é um dos condimentos mais populares do mundo. E utilizado
diariamente na culinaria, mas apresenta um sério problema para o estabelecimento
da identidade de sua fonte botanica, pois o género tem trinta e nove espécies®. A
grande maioria das espécies Origanum € nativa das regidbes do Mediterraneo
(Grécia, Ira, Turquia), mas também sao cultivadas por toda Europa, ao leste e centro
da Asia, até Taiwan**2. Também é encontrada na América do Norte, onde foi
introduzida pelo homem como planta para culinaria®.

Orégano tem um aroma caracteristico, proprio, produzido por espécies de
plantas que produzem 6éleo essencial com um conteudo relativamente alto de
carvacrol (fenol ndo cristalizavel). Essas espécies sao largamente empregadas e
tém diferentes nomes vernaculares, denominados de orégano grego (Origanum
vulgare L. ssp. hirtum), orégano turco (Origanum onites L.), orégano espanhol
(Coridothymus capitatus L.) e o orégano mexicano (Lippia graveolens HBK)*%#349,

O orégano mexicano é da familia das Verbenaceas, mas é considerado como
condimento “orégano”. Essas espécies diferem entre si na morfologia,
principalmente na cor das flores, tipo de calice, corola e tamanho dos ramos e do
arbusto. Folhas secas e inflorescéncia das diferentes plantas chamadas de orégano
sdo conhecidas como tempero de pizzas, sendo também largamente empregadas
como agente flavorizante de alimentos como em saladas, batatas fritas, molhos,

salsichas, legumes cozidos e enlatados, entre outros. O Origanum. dictamnus, uma
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espécie endémica da llha de Creta, Grécia, € empregado como flavorizante em
bebidas alcodlicas como o Martini**.

O Origanum vulgare é uma planta conhecida pelo seu valor medicinal, sendo
aceita oficialmente em inumeros paises. Suas flores e folhas sao usadas
extensivamente em homeopatia. Seu éleo essencial € usado na tradicional medicina
indiana como um aroma estimulador e fortificante. Entretanto, tem uso limitado em
perfumaria e cosméticos*.

Segundo Harvala e colaboradores*®, o Origanum dictamnus que é cultivado
na llha de Creta, Grécia, tem seu uso como cha citado ao longo dos anos, inclusive
na mitologia. A essa planta sdo atribuidas algumas propriedades, tais como a
cicatrizacdo de feridas e Ulceras gastricas, inducao de partos e abortos e também
para estancar hemorragias, além de estimular o sistema nervoso e possuir agao
ténica.

A importancia do estudo dessas plantas ndo esta so6 relacionada ao seu uso
como condimento, mas também na medicina, principalmente devido as suas
propriedades microbiolégicas (antibacteriana, antiflingica e antioxidante)>®®’.

O orégano tem sido muito estudado também em funcdo de possuir
propriedade antioxidante, tanto sob a forma de dleo ou de extratos (hexanico,
acetbnico ou metandlico), como o emprego direto de suas folhas. Economou e
colaboradores®' estudaram o extrato de algumas plantas das Labiadas, entre as
quais o Origanum vulgare e o Origanum dictamnus, sendo que o extrato metandlico
do primeiro foi mais efetivo do que os outros na estabilizacao de banha de porco.

A atividade antioxidante do extrato metandlico dessas plantas, combinando
com antioxidantes primarios, como o BHA, BHT e AP também foi investigada®™.
Esses extratos mostraram efeito antioxidante aditivo.

Outros estudos®**

sobre a atividade antioxidante das folhas de Origanum
vulgare, foram realizados através de sucessivas extracdes com varios solventes,
constatando que a fragdo em éter etilico foi a que apresentou o maior efeito
antioxidante, devido, segundo os autores, aos flavandides presentes neste extrato.
Dentre essas propriedades tdo destacadas do orégano, pode-se citar ainda
sua atividade antimutagénica, estudada por Kanazawa e colaboradores®, entre

outros. Os autores destacam em seus estudos a atividade de compostos presentes
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(flavandides — quercetina e galangina) em extratos obtidos em ultra-som, que agem
como anti-mutagénico, neutralizando a Trp-P-2 (3-amino-1-methyl-5H-pyrido[4,3-
blindole), um dos 10 pirolisatos identificados como carcinogénicos.

A atividade antiflngica foi investigada quando os autores™ extrairam o 6leo
essencial de folhas e flores de Origanum syriacum e testaram sua atividade
antifungica com trés tipos de fungos, sendo que esse 6leo apresentou forte acao
inibitéria frente aos trés.

Muitos artigos mostram que a composicao do 6leo essencial dessas plantas
varia com a origem da planta e outros fatores, principalmente o geografico e a época
de colheita. Putievsky e colaboradores® estudaram o rendimento (kg/m?) da folhas
frescas e do 6leo essencial (cm*m?) obtidos de amostras de Origanum vulgare,
plantado em lIsrael, considerando o fator época da colheita. Publicaram varios
estudos*’*®® levando em conta a colheita efetuada durante a primavera e inicio do
verao, verao e outono. O rendimento das folhas frescas foi maior aos 70 dias apos a
ultima colheita e o rendimento do 6leo essencial variou muito, tanto em relagéo a
época da colheita, como em relacéo aos trés grupos examinados.

Os condimentos da familia das Labiadas, que contém os compostos fendlicos,
carvacrol e/ou timol, como por exemplo orégano grego (Origanum vulgare Linneus
ssp. Viride), orégano turco (Origanum onites), orégano espanhol (Coridothymus
capitatus L.) e o orégano mexicano (Lippia graveolens HBK) tem grande importancia
comercial, especialmente na Europa e na América*’. Os autores estudaram uma
série dessas ervas, entre elas Coridothymus capitatus Linneus e Origanum vulgare,
e encontraram, em uma mesma espeécie, variedades com alto teor de carvacrol e
outras, de timol. Também constataram que o conteudo de fenéis é sempre mais alto
durante o estagio de florescéncia do que no periodo de crescimento.

Scheffer e colaboradores” investigaram as partes floridas de trés espécies de
Origanum (O. onites Linneus, O. syriacum Linneus var. bevanii e O. vulgare ssp
hirtum), que crescem ao sul da Turquia. O 6leo essencial extraido das trés espécies
continha alto teor de carvacrol (61 a 72%).

No estudo® sobre a influéncia do florescimento no contetido do 6leo essencial
de Origanum vulgare Linneus foi observado que a proporgcao de timol e y-terpineno

no 6leo essencial varia durante os meses de nao florescimento das plantas, bem
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como durante a época de florescimento, sendo que o aumento no conteido de um
dos compostos, foi acompanhado de diminuicdo do outro e vice-versa, embora
esses fatores ndo influenciassem nos outros dois principais compostos: carvacrol e
p-cimeno.

Kokkini e colaboradores”' estudaram a variacdo geografica dos caracteres
morfolégicos e quimicos (éleos essenciais) do Origanum vulgare Linneus a espécie
mais comum do género na Grécia. Este estudo levou a sugerir a presenca de trés
ssp.: wulgare, hirtum e viridulum que estdo relacionadas com os caracteres
morfolégicos diferenciados, como por exemplo, glandulas visiveis ou ndo nas folhas,
tamanho das bracteas e calice, cor das bracteas e corolas, etc. Por outro lado a
composicao quimica (qualitativa e quantitativa) do 6leo essencial varia muito de uma
espécie para outra.

Vinte e trés espécies de Origanum (O. onites, O. majorana. O. minutiflorum,
O. wulgare e O. syriacum), cultivados na Turquia, todas de grande importancia
comercial foram investigadas’®. Todas apresentaram sempre o carvacrol como
composto majoritario e seu isdmero timol, o segundo. Somente duas amostras do O.
onites tiveram o linalol como seu composto majoritario (90,0 — 91,9%).

Baser e colaboradores™ relataram estudos de vinte e quatro amostras, de
vinte e trés localidades da Turquia, do Origanum vulgare, ssp. hirtum, entre 0s
meses de maio e outubro, cujo rendimento em éleo variou de 1,3 a 6,5%, sendo o
carvacrol o composto de maior percentual em quase todas as amostras, variando de
23,43 a 78,73%, o timol em segundo, com um maximo de 39,81%, seguidos do p-
cimeno e y-terpineno.

A composicao do éleo essencial de quatro ssp. (hirtum, gracile, vulgare e
viride) de Origanum vulgare Linneus originarios da Turquia foram investigadas por
Sesik e colaboradores’™, que constataram haver variagdo dos componentes
majoritarios entre as quatro ssp.: hirtum (rica em carvacrol - 70,47%), gracile (rica
em B-cariofileno - 17,54% e germacreno D - 12,75%), vulgare (rica em terpineol-4 +
B-cariofileno - 20,94% e germacreno D - 17,80%) e viride (rica em terpineol-4 —
16,82% e germacreno D — 5,87%). Com esse trabalho foi comprovado que, além dos
fatores climaticos e geograficos, as ssp. também influenciam no rendimento do 6leo

essencial, tanto na quantidade como na qualidade do produto e dos compostos
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majoritarios. Somente o Origanum vulgare, ssp. hirtum é largamente empregado
como condimento na Turquia, enquanto as outras ssp. sdo usadas pela medicina
popular com fins terapéuticos.

Outra espécie de Origanum syriacum Linneus, ssp. bevanii, da Turquia
também mereceu destaque nos estudos. Timen e colaboradores’ encontraram nas
flores e nas partes aéreas dessa planta o carvacrol (64,1% e 42,46%) como seu
composto majoritario, comparando com amostras de lIsrael e do Egito, que
continham, timol (59,87%) ou carvacrol (80,17%) e carvacrol (76,7%),
respectivamente.

Estudos®® relatam que na Grécia foram identificadas trés ssp. do Origanum
vulgare (hirtum, vulgare e viridulum), sendo que além de diferencas morfolégicas,
também apresentam rendimento em 6leo essencial diferenciado. O hirtum cresce na
zona climética do Mediteraneo é rico em éleo essencial, enquanto que o viridulum e
0 vulgare crescem na zona tipicamente continental e sdo pobres em 6leo essencial.
A altitude parece ser um dos fatores ambientais que mais influenciam na quantidade
de 6leo essencial.

Um outro estudo*® sobre a diferenca de aroma entre sementes de Origanum
heracleoticum Linndus uma espécie quimicamente nao uniforme, originarias da
Grécia e plantadas em lIsrael, resultou em trés variedades que, apesar de terem
aparéncia similar, diferenciaram no aroma. Uma tinha o aroma semelhante a
manjerona (sweet marjoram), porém mais acre, enquanto as outras duas tinham um
carater pronunciado de orégano. Dessas duas variedades uma era rica em carvacrol
e a outra em timol. Segundo os autores os fendis sdo componentes necessarios
para identificar um condimento como orégano.

Vokou e colaboradores® estudaram a ssp. hirtum, cultivada na Grécia e
verificaram que altos valores de éleo essencial (rico em carvacrol) sdo encontrados
em plantas que crescem em baixas altitudes e regides mais ensolaradas na costa do
Mediterrdneo, apesar de ser encontrado na regido montanhosa.

O 6leo essencial, obtido por hidrodestilacao das folhas de Origanum dubium,
foi analisado pela primeira vez por CG e CG/EM por Chr. Souleles”. Os compostos
majoritarios identificados foram o linalol (35,5%) e 1,8-cineol (32,2%). Os autores

destacaram que o 6leo essencial de Origanum dubium difere da maioria das
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espécies Origanum, que crescem na regiao do Mediterraneo, tanto em relacédo ao
quimiotipo, quanto na qualidade e quantidade obtidas, pois a maioria dos oréganos
cultivados na Grécia contém o carvacrol e ou timol como compostos majoritarios.

Origanum hirtum Linneus cultivada na Grécia foi analisada via CG/EM por
Kokkini e colaboradores’’, sendo encontrado uma grande variacdo quantitativa. As
plantas cultivadas ao norte da Grécia tinham alto conteddo de timol (30,3 — 42,8%)
enquanto as do sul continham carvacrol (57,4 — 69,6%) e algumas com alto
conteudo de p-cimeno (38 — 51%). As amostras foram coletadas no outono em seis
localidades diferentes.

Russo e colaboradores’ avaliaram a composicéo quimica do 6leo essencial
de vinte e quatro amostras de Origanum vulgare, variedade hirtum, que cresce ao
sul da Itdlia por CG/EM. Num total de 56 compostos identificados, os compostos
majoritarios foram carvacrol (0,12 — 56,63%) e timol (7,91 — 53,62%).

Esta mesma planta, mas cultivada no norte da Itdlia, Origanum vulgare,
variedade hirtum, foi analisada por Bochini e colaboradores’. Os autores concluiram
que, do ponto de vista taxonédmico, é dificil estabelecer uma correspondéncia entre
as subespécies de Origanum vulgare e a composi¢ao do seu 6leo essencial. Neste
estudo encontraram um grupo de orégano com alto conteudo de timol-carvacrol,
outro com linalol e grande variedade entre os sesquiterpenos e, um terceiro grupo
com grande quantidade de sesquiterpenos’®.

Garcia e Sanz®® analisaram os componentes volateis de Origanum vulgare,
subespécie virens, cultivado na Espanha, por dessorcao térmica direta via CG/EM.
O método é rapido e requer pouca quantidade de amostra. Essas amostras tinham
um alto conteudo de linalol, mirceno, cariofleno e germacreno-D. Nao foram
encontrados carvacrol e timol.

Outra técnica de extracdo, além da com arraste a vapor e com solventes
organicos, que tem despertado o interesse dos pesquisadores, € a extracdo com

8187 utilizando folhas ou o 6leo essencial de

fluido supercritico. Varios trabalhos
orégano, destacam o estudo do processo de extracdo com CO. supercritico,
verificando a influéncia dos parametros temperatura e pressao. A extracdo por

fracionamento, que usa dois ou mais separadores permite obter o 6leo essencial
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livre dos residuos do tecido vegetal, tais como acidos graxos, pigmentos, cumarinas,
flavonas e esterois, entre outros®*®°.

Ondarza e Sanchez avaliaram a qualidade do éleo essencial e a fragdo de
6leo-resina das folhas de O. vulgare mexicano, obtidos por EFS e destilacdo a
vapor. O extrato da EFS, continha maior quantidade dos compostos responsaveis
pelo aroma do éleo (hidrocarbonetos oxigenados) comparado com o de destilagéo a
vapor®'.

Alguns autores®®° tém se dedicado a estudar os parametros que afetam os
coeficientes de distribuicdo dos principais componentes presentes no éleo essencial
de Origanum vulgare. A fragdo dos hidrocarbonetos monoterpénicos mostrou-se
dependente do tempo de equilibrio, temperatura e densidade do solvente.

Simandi e colaboradores®® estudaram a separacéo do 6leo volatil de outros
compostos lipofilicos de folhas de Origanum vulgare, cultivadas na Hungria e
Turquia. Usaram EFS através do fracionamento ou de vérias etapas de precipitacao,
e compararam com os resultados de extracoes classicas (arraste a vapor e Soxhlet).

O pré-tratamento da amostra (tamanho das particulas da amostra, conteudo
de agua, densidade aparente, exposicao a atmosfera e sob N», entre outras) foi
avaliado por Gaspar e colaboradores®”. A amostra pré-tratada criogenicamente foi a

que apresentou maior conteudo de éleo essencial nas amostras de orégano.

4. TECNICAS DE EXTRACAO

4.1. EXTRACAO POR ARRASTE DE VAPOR

Este € um processo dos mais usados no Brasil em nivel industrial. A
destilagdo por arraste de vapor de agua se caracteriza pela sua extrema
simplicidade: o material a ser extraido, geralmente moido ou triturado, é colocado
em um recipiente através do qual se faz passar uma corrente de vapor de agua, com
ou sem pressao. Como os 6leos essenciais tém tensdo de vapor mais elevada que a
agua, acabam sendo arrastados pelo vapor de agua e a mistura de vapores €
conduzida a um condensador, onde os vapores voltam ao estado liquido e sao

recolhidos em um separador.

Maria Regina Alves Rodrigues o1



Tese: Capitulo 2

O 6leo essencial, que € uma mistura de substancias organicas imisciveis em
agua, separa-se, formando um sistema de duas fases. A operacao seguinte consiste
na retirada do 6leo pelo processo de decantacéo, depois deve ser seco com Na,SO4
anidro e concentrado sob nitrogénio, apds o que ele esta pronto para uso®.

Em escala laboratorial, emprega-se o aparelho Clevenger, que oferece
algumas vantagens em relagcédo a destilacao convencional, como ser mais compacto
e permitir determinagdes mais acuradas do teor de éleo, uma vez que se utilizam
quantidades muito pequenas da planta®*°.

A extracao de éleos essenciais de plantas aromaticas, como a manjerona e o
orégano, utilizando a destilagdo com arraste de vapor do tipo Clevenger ainda é a
técnica mais utilizada. Na revisdo bibliografica, inUmeras publicacbes fazem
referéncia ao uso dessa técnica, apesar de muitos reportarem que o calor, a
vaporizacao e o pH provocam reagdes de rearranjo, ciclizagdo e oxidagao em alguns
compostos presentes no 6leo.

4.2. EXTRACAO COM SOXHLET?'

A extracdo com solventes organicos apolares (hexano, éter etilico, éter de
petréleo ou diclorometano) ou polares (acetato de etila, metanol ou etanol) é outra
técnica de extracdo utilizada para se obter o extrato bruto de plantas. E um método
de extracdo continua de sélidos com solventes de baixo ponto de ebulicao, que
utiliza o extrator de Soxhlet em escala laboratorial. Tem a desvantagem de consumir
grandes volumes de solventes e levar um tempo de extracédo longo, de até 72 horas.
Assim, os componentes extraidos podem ser afetados pela decomposicédo térmica

ou pela reacéo com os solventes*”.
4.3. EXTRAGAO COM MACERACAO®

A maceracao € uma técnica na qual a extragdo da planta é realizada em um
recipiente fechado, em temperatura ambiente, durante um longo periodo (horas ou
dias), sob agitagdo ocasional e sem renovagdo do solvente extrator. Esta técnica

também utiliza os solventes organicos em funcédo da polaridade. Pela sua natureza,
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ndao conduz ao esgotamento da matéria-prima vegetal, seja devido a saturagdo do
liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio
extrator e o interior da célula. Apresenta menor risco de reagdes quimicas na
formacdo de artefatos, decorrentes da agdo combinada entre solventes e
temperaturas elevadas utilizadas pelo sistema Soxhlet*.

4.4. EXTRACAO COM ULTRA-SOM*

A extracao ultra-s6nica é uma técnica alternativa ao Soxhlet e que tem sido
aplicada para extracdo de compostos organicos de material particulado®.

A eficiéncia de recuperacao encontrada, usando esta técnica, tem sido igual
ou melhor do que a obtida na extracdo por Soxhlet®®. A extracdo por ultra-som

apresenta uma série de vantagens®®’

, tais como a alta reprodutibilidade da técnica,
sua utilizacdo para uma ampla faixa de tamanho de amostra, rapidez no
processamento da amostra, uso de pouca quantidade de solvente, baixo custo e
pequeno numero de interferentes.

O ultra-som é um processo criado pelas ondas sonoras que sao transmitidas
em frequéncia superior a capacidade do ouvido humano. Essas ondas sonoras
criam uma vibracdo Unica que causa uma variacao na pressao do liquido, que € a
cavitacao®.

A cavitacdo consiste na criagdo e implosdao de micro-bolhas de gas no centro
do liquido. A variacdo de pressado cria, em um ponto do liquido, momentos de
compressdo e descompressdo (rarefacdo) alternados®. A cavitacdo pode ser
afetada por diversos parametros, tais como: freqiiéncia, intensidade de irradiagao,
tipo de solventes empregados e temperaturas aplicadas'®.

Nesta técnica a amostra moida € misturada ao solvente e colocada em um
recipiente, que é imerso em um banho de ultra-som. A amostra & submetida,
geralmente, a varios solventes em ordem crescente de polaridade, dependendo da
classe de compostos a serem extraidos, a um tempo determinado (muito menor do
que na extracdo com Soxhlet) e a uma freqiéncia prépria do banho. Apés, o extrato
é submetido 2 filtracdo e concentracéo®”.
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4.5. EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

A extracdo com fluido supercritico (EFS) é uma técnica de extracao cujo
solvente extrator encontra-se em um estado denominado supercritico. Neste estado,
as substancias sao mantidas acima da sua temperatura e pressao criticas (Figura
2). A temperatura critica é a temperatura mais alta, na qual um gas pode ser
convertido em liquido pelo aumento da pressao. Por sua vez, a pressao critica € a
pressao mais elevada, na qual o liquido pode ser convertido em gas pelo aumento
da temperatura'®'1%2,

Na regido supercritica, a substancia possui propriedades fisicas e de
transporte intermediarias entre os estados liquido e gasoso, tornando vantajoso o
emprego de fluidos supercriticos em processos de extracdo, purificacdo e
fracionamento, dentre outros'®.

PRESSAO

REGIAO
SUPERCRITICA

TEMPERATURA

Figura 2 — Diagrama Pressao x Temperatura para uma substancia pura.
PT = Ponto Triplo e PC = Ponto Critico

A Tabela | apresenta um quadro resumo dos solventes mais utilizados em

extracdo com fluidos supercriticos, junto com seus parametros criticos Pc, Tc e pc

(densidade critica)'®'%%,

Maria Regina Alves Rodrigues o4



Tese: Capitulo 2

Tabela | — Condicdes criticas para as substancias supercriticas mais utilizadas na EFS

Solvente Temperatura critica Pressao critica Densidade critica
(C) (atm) (g cm’)

Diéxido de carbono 31,1 72,85 0,469
Oxido nitroso 36,5 71,5 0,452
Amoénia 133 111,54 0,236
Agua 374 217,17 0,323
Etano 32 48,17 0,203
Propano 97 41,85 0,217
Etileno 9 49,65 0,218
Benzeno 289 48,27 0,302
Tolueno 319 40,57 0,292
Metanol 240 79,86 0,272
Etanol 241 60,61 0,276
Acetona 235 46,39 0,279
Eter etilico 194 35,93 0,265
Piridina 347 55,57 0,312

A Tabela Il apresenta os valores caracteristicos de algumas propriedades de
gases, liquidos e fluidos supercriticos.

Nesta Tabela observa-se que a densidade é comparavel a de um liquido, a
difusibilidade é intermediaria e sua viscosidade fica proxima a dos gases. Como
resultado, a combinacdo dessas propriedades proporciona um maior poder de
penetragcdo em matrizes porosas vegetais e a consequente solubilizacdo de solutos
com maior facilidade'%%10%105106

A alta difusibilidade e a baixa viscosidade, caracteristicas dos fluidos
supercriticos, facilitam uma rapida transferéncia de massa durante a extracao. Os
solutos em fluidos supercriticos, quando comparados aos solventes liquidos
apresentam alta difusdo e baixa viscosidade, o que na pratica significa propriedade
de transferéncia de massa semelhante a dos gases, e densidade altas, ou seja, um

poder de solvatacdo semelhante ao dos liquidos'%'%,
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Tabela Il — Propriedades fisico-quimicas dos liquidos, fluidos supercriticos e gases.

Estado Densidade Viscosidade Difusibilidade
Fisico (g cm?®) (gem’.s™ (cm?s™)
Liquido 0,6-1,6 (0,2—-3,0)x 10 (0,2—-2,0)x 10°
Superecritico 0,2-0,5 (1,0-3,0)x 10* 0,7x107°
Gas (0,6 —2,0) x 10 (1,0-3,0)x 10* 0,1-0,4

A associagao destas caracteristicas no fluido supercritico fez com que esta
metodologia se tornasse muito atrativa como técnica de extragéo, principalmente
quando acoplada a técnicas eficientes de separacao de misturas complexas como a
cromatografia gasosa'®"'%.

A EFS baseia-se na observacao de que pequenas variagdes na temperatura
e/ou na pressao nas proximidades do ponto critico causam grandes variacées na
densidade e, portanto, no poder solvente do fluido. Esta € uma caracteristica que
torna o processo de EFS extremamente seletivo, permitindo sua utilizagéao inclusive

em processos de dificil separacdo ¢

4.5.1. Técnica

A EFS é uma técnica de interesse analitico, sendo utilizada pela industria de
alimentos, na manufatura de produtos descafeinados (cha, café), desengordurados e
desodorizados (6leos vegetais, batatas fritas e salgadinhos, etc.), na refinacédo de
6leos vegetais, etc.. No entanto, poucos trabalhos sobre EFS de produtos naturais
envolvem estudos em escala preparativa ou semi-preparativa, sendo que a maioria
dos trabalhos publicados envolvem sistemas complexos e de alto custo''2.

Reverchon e Senatore'™® demonstraram que o uso dos fluidos supercriticos
na extracdo de compostos organicos de matrizes complexas traz vantagens sobre
métodos tradicionais, evitando a degradacao térmica que ocorre na destilacdo a
vapor e a poluigdo causada pelo uso de solventes organicos utilizados na extragdo

com solventes. as quais, apesar de serem largamente empregadas, apresentam
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varias desvantagens que podem influenciar de forma negativa a eficiéncia da
extracao e a composicao final do extrato, levando a perda ou degradacao do analito.

A extracdo com CO; supercritico € uma técnica que utiliza o poder solvente
do diéxido de carbono (CO,) em temperatura e pressao proximas e acima do ponto
critico. O CO, é o solvente mais largamente empregado em processos de EFS
devido ao seu baixo custo, a sua temperatura critica amena, ligeiramente superior a
temperatura ambiente (31,1°C), a sua pressdo critica (72,85 atm), facilmente
alcangavel, ndo é inflamavel, & inodoro, quimicamente inerte e ndo causa risco
ambiental%%193106

Esta técnica, também tem sido aplicada na analise de alimentos, conforme
cita Blanch e colaboradores'', principalmente para determinar a composicéo
quimica de diferentes produtos, como a analise de aditivos e contaminantes dos
alimentos. A EFS tem sido usada mais recentemente como técnica de extracdo em
escala analitica, trazendo um incremento para a Quimica Analitica, como um método
de preparacdo de amostra para cromatografia, tanto para preparacao da amostra
(off-line), como para substituir o processo normal de injecdo de amostra no
cromatografo (on-line ou acoplado).

105-120

Em varias publicagdes consta que, quando comparada com os métodos

convencionais de extracao, a EFS apresenta caracteristicas relevantes como:

- reducao de tempos de extracao;

- elevado potencial de solubilidade de compostos organicos, de médio e alto
peso molecular, quando comparados com os fluidos na fase vapor;

- facilidade de eliminagédo do solvente ap6s a extracao;

- possibilidade de controle rigoroso das variaveis do processo;

- uso de solvente n&o toxico e de baixo custo como 0 COy;

- possibilidade de extracdo de compostos termolabeis devido as baixas
temperaturas criticas de alguns solventes;

- maior seletividade e eficiéncia do processo devido a influéncia das
interagbes intermoleculares;

- maior eficiéncia energética do processo, pois opera, em muitos casos, a

baixas temperaturas;
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- possibilidade de analise direta de matrizes complexas, reduzindo o risco
de perda e de contaminacéo;

- possibilidade de extracdo seletiva por classe de compostos, ajustando
valores da pressao e da temperatura;

- possibilidade de acoplamento com outros equipamentos analiticos,

permitindo a determinagao on-line.

Assim muitas substancias, que sao termicamente instaveis, contidas nos
6leos essenciais, podem ser extraidas pelo CO, supercritico. Contudo, substancias
indesejaveis de alto peso molecular, como compostos nao-volateis (acidos graxos,
ceras, pigmentos, resinoides, etc.) sdo co-extraidos. Para minimizar a ocorréncia de
tal fato, deve-se estabelecer as melhores condi¢cbes de operacéo, realizando as
analises a diferentes pressdes e/ou temperaturas, extraindo desta forma diferentes
fracoes.

4.5.2. Equipamento

A Figura 3 mostra um sistema de extracdo com CO; supercritico, formado
basicamente de cinco componentes: (A) fonte de CO,, (B) bomba de alta pressao,
(C) cela de extracao, (D) restritor de pressao e (E) coletor, além dos sistemas
controladores de temperatura e pressao.

Neste sistema de extracdo, o CO, do cilindro é transportado a bomba, onde é
comprimido a pressao desejada. Na cela extratora o fluido € aquecido a temperatura
pré-estabelecida e um sistema de valvulas permite a extragdo no modo estatico e/ou
dinamico.

No modo estatico, uma quantidade fixa do fluido é usada para interagir com o
soluto/matriz, mantendo a amostra sob pressdo constante, a uma temperatura e
tempo determinados. No modo dindmico, o fluido supercritico passa continuamente
através da matriz, que € mantida a temperatura e pressao constantes, a uma

velocidade (fluxo) previamente selecionada.
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Dessa maneira, a passagem do fluido pela amostra, dissolve e arrasta alguns

de seus componentes, que sdo entdo direcionados para o restritor onde ocorre a

expansao'%%1%,
=
o bomba
o ol compressora restritor
o
cela de extragio
Ccoz
) . frasco
fluido de extragéo coletor

Figura 3 — Esquema de um sistema de extracdo com fluido supercritico.

5. ANALISE INSTRUMENTAL

5.1. CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

A cromatografia € um método fisico de separacao, no qual os componentes a
serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma fase fixa, denominada fase
estacionaria e outra, que percola através da fase estacionaria, denominada fase
mével. E uma técnica usada para separacdo e quantificacdo de espécies
quimicas'@".

Nesta técnica, as amostras devem ser gases ou substancias que possam ser
volatilizadas. Assim, a amostra € introduzida em uma coluna que contém a fase
estacionaria, através de um injetor. A determinadas temperaturas as substancias
vaporizam e, de acordo com suas propriedades e as da fase estacionaria, sao
retidas em determinados tempos, chegando a saida da coluna em tempos
diferentes. Um detector adequado, colocado na saida da coluna, permite a deteccao

e quantificacdo dessas substancias'#.
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A cromatografia gasosa € o método de escolha para separar e quantificar os
componentes dos Oleos essenciais. A identificacdo desses compostos é feita
geralmente comparando o tempo de retengdo relativo da amostra com o de
padrdes™'?.

Outra maneira, seria através do indice de Kovats (IK), que relaciona o tempo

de retencdo de uma série homdloga de hidrocarbonetos com o tempo de retencao
dos compostos da amostra. Varias publicacbes apresentam listas de IK dos
compostos volateis, caracteristicos dos éleos essenciais, 0 que permite comparar
com a amostra. Deve-se usar pelo menos duas colunas de diferentes polaridades,
pois algumas substancias apresentam o mesmo, ou préximo, IK, para uma mesma
Coluna5,123.124_
A fracdo volatii de condimentos € formada por um grande numero de
compostos, com estruturas quimicas diversas e uma faixa ampla de concentragao.
Os componentes nao volateis devem ser isolados da matriz para que o0s
componentes volateis possam ser analisados por CGAR.

Varios métodos tentam extrair todos os volateis da amostra com um maximo
de recuperacao e um minimo de decomposi¢ao. Headspace e purge and trap sao 0s
métodos mais populares. Recentemente um método de injecéo direta, a dessorgcao
térmica automatica tem sido introduzida para amostras farmacéuticas, ambientais,
polimeros, tintas e outras'®.

Esteban e colaboradores'®® aplicaram a dessorcéo térmica automatica para
analisar componentes volateis em alimentos por CG e CG/EM. A grande vantagem
desse método € a boa reprodutibilidade, baixa formacédo de artefatos, auséncia de

solventes e a necessidade de pequenas quantidades de amostra.

5.2. CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS (CG/EM)

CG/EM é outra técnica muito utilizada pelos pesquisadores para analise dos
6leos essenciais, pois, além de permitir a separagdo dos componentes, fornece um
espectro de massas para cada pico. Esse espectro indica a massa molecular e o

padrao de fragmentacao. Pela massa molecular obtém-se dados sobre a classe de
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substancias (por exemplo, m/z = 136 corresponde a monoterpenos de férmula
molecular C1oH16). Enquanto que o padrao de fragmentacdo serve para comparar
com os dados constantes na biblioteca de espectros de massas do computador.
Uma vez feita a comparagdo, o computador mostra as probabilidades quanto a
identidade da substancia analisada.>'*®

Na realidade, CG/EM é um sistema de introducdo da amostra, na qual o EM &
o detector. De fato, em CG/EM o vapor que vem do CG passa através de uma
interface até a camara de ionizacdo do EM. Dessa maneira € possivel obter um
espectro de massas de cada componente da mistura que foi injetada no CG'#’.

Os recentes avangos das técnicas analiticas instrumentais, aliados a
simplicidade, rapidez e precisdo da CG, tornaram-na uma das técnicas mais
difundidas para analises quimicas, quer seja na industria ou nos laboratérios de

pesquisa cientifica.
5.3. CROMATOGRAFIA CAPILAR ELETROCINETICA MICELAR (CCEM)

Eletroforese capilar € uma técnica analitica de separagdo baseada na
migracdo de espécies carregadas eletricamente, que se separam em funcédo da
diferenca da mobilidade de cada soluto, quando submetidos a um campo elétrico de
alta voltagem (0 — 50 kV). O movimento dessas espécies, dentro de um capilar
semelhante ao que se usa como coluna em cromatografia gasosa, é dependente da
carga e do tamanho dessas espécies. O sistema de deteccdo usado, na maioria dos
equipamentos comerciais € o detector ultravioleta/visivel com arranjo de diodo ou
de fluorescéncia. Atualmente tem-se utilizado também o detector de massas
(EC/EM), que permite uma melhor identificacdo dos compostos separados 2",

A cromatografia capilar eletroforética surgiu nos finais dos anos 60 como
Eletroforese Capilar de Zona (ECZ), inicialmente conhecida como Eletroforese

Capilar de Solugées Livres (ECSL), quando em 1967 Hjertén'*

utilizou capilares
com diametro interno de 3 mm empregando campos elétricos altos. Em 1974
Virtenen'® descreveu as vantagens de se usar capilares de diametros menores.
Mikkers'*, em 1979, introduziu o uso de capilares de teflon com diametros internos

de 200 um. Embora o uso desses capilares de didametros cada vez mais reduzidos
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trouxesse algumas vantagens, como por exemplo a redugéo dos fendémenos devidos
a conveccao, foi somente em 1981, com os trabalhos de Jorgenson e Luckacs'® "%,
nos quais foram empregados capilares de vidros de 75 um, que se pode considerar
como o comeco da eletroforese capilar. Com essas publicacées ficou demonstrado a
alta resolucao da técnica ECZ, a separacao rapida de misturas complexas e um
melhor entendimento dos aspectos tedricos. Como os capilares de vidro impediam a
deteccao UV/visivel em comprimentos de onda menores que 280 nm, foi necessario
o uso de capilares de silica fundida por serem transparentes em comprimento de
ondas na regiao do UV.

Nas ultimas décadas esta técnica tem se desenvolvido muito rapidamente
devido as vantagens que oferece , descritas anteriomente, principalmente pelas
publicacbes de mais de 90 revisdes entre os anos 90 e 92 e pelo aumento das
publicacées nos ultimos 10 anos, como também a introdugdo de novos modos de

cromatografia capilar que utilizam o mesmo equipamento'®.

5.3.1 Equipamento

A Figura 4 apresenta um esquema basico de um sistema de eletroforese
capilar. Um capilar, cheio da solucédo tampao é conectado a dois recipientes cheios
com a mesma solucao. Este capilar, geralmente de silica fundida € similar ao que se
usa em cromatografia gasosa, possui comprimento variando entre 50 a 100 cm e
diametro interno entre 25 a 100 um. Nos dois recipientes que contém o eletrdlito
existem eletrodos de platina conectados a um gerador de alta voltagem. Apés
encher o capilar com o eletrdlito, a amostra é introduzida no extremo positivo
(anodo) do capilar (~1 a 20 nL de solucéo). Ao se aplicar um campo elétrico, os ions
migram através do capilar a diferentes velocidades e direcbes, até chegar no

eletrodo negativo (catodo), passando pelo detector de ultravioleta'" 13814,
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Gerador de valtagem

Figura 4 - Esquema basico de um sistema de eletroforese capilar.
5.3.2. Técnica

A eletroforese foi empregada por muito tempo como técnica de separacéo de
substancias ibnicas ou que podem ser ionizadas nas condicdes de andlises.
Atualmente, devido ao surgimento dos mais distintos modos de separacdao em
eletroforese capilar, esta técnica pode ser aplicada tanto a substancias carregadas
eletricamente, como neutras. Em 1984, Terabe et al'*', desenvolveu um novo tipo de
método de separagdo, a Cromatografia Eletrocinética (CEC), que combina
eletroforese e cromatografia. A CEC usa a técnica de CEZ, mas seu principio de
separacdo € o mesmo da cromatografia. Entre os varios modos de CEC, a
Cromatografia Capilar Eletrocinética Micelar (CCEM), que usa uma solugcdo micelar
de um surfactante iénico no lugar do tampado como em CCEZ, tornou-se a mais
utilizada.

Assim, para separacao de pequenas moléculas neutras, a CCEM ¢é
atualmente a técnica mais empregada, existindo inimeros trabalhos publicados com

suas caracteristicas fundamentais e aplicagdes’**'*.
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Em CCEM utilizam-se solugcbes surfactantes ibnicas, que, quando
adicionadas a um eletrélito, numa concentragcdo maior que sua concentracao micelar
critica, formam micelas. A Figura 5 apresenta um esquema da CCEM, usando como
exemplo um surfactante aniénico, o dodecil sulfato de sédio (DSS). As micelas
formadas possuem uma superficie muito polar (parte hidrofilica) que esta carregada

negativamente e, outra hidrofébica'' 138147,

Fluxo Eletroosmético

— Soluto s Fletroforese

Figura 5 - Esquema da CCEM, usando como exemplo um surfactante aniénico, o
dodecil sulfato de sédio (DSS).

Quando um analito neutro é injetado numa solugcéo micelar, uma fracao dele
fica dentro da micela (parte hidrofébica) e desloca-se junto com a micela, na mesma
velocidade. Parte do analito que nédo se agrega na micela, migra mais lentamente, a
uma velocidade eletrosmética. A velocidade de migracdo do analito depende do
coeficiente de distribuicdo entre a fase micelar e a fase aquosa. A diferenga relativa
dos coeficientes de distribuicao entre dois analitos pode ser manipulado, trocando o
tipo de surfactante e usando modificadores e/ou aditivos. Por isso, ha vérios fatores
que podem influenciar o deslocamento das moléculas e separacdo dos analitos,
como por exemplo a voltagem aplicada, a concentracdo do eletrélito, temperatura,
pH, corrente, capilar (tipo, didmetro, limpeza, acondicionamento), tipo (estrutura) do

surfactante, concentracdo do modificador da micela. A adigdo de solventes
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organicos e/ou a adicao de ciclodextrinas (CDs) a solugao micelar sado os fatores que
tém despertado maior interesse e estudo'>'138:146:147,

As CDs séo oligosacaridios ciclicos formados por seis, sete e oito unidades
de glicose, chamadas a-, - e y-CD, respectivamente. A Tabela Ill apresenta as
principais propriedades fisico-quimicas dessas CDs. Pela tabela pode ser observado

dois fatores importantes para a escolha da ciclodextrina a ser usada para se ter uma

separacéo efetiva: o diametro da cavidade interna e a solubilidade em agua'®*'%’.
Tabela Ill — Propriedades fisico-quimicas das CDs.
Ciclodextrina o-CD B-CD v-CD
N? de unidades de glicose 6 7 8
Peso molecular 972,99 1135,0 9 1297,2 g
Diametro interno da cavidade 0,47-0,52 nm 0,62-0,64 nm 0,75-0,83 nm
Diametro total 1,46 nm 1,54 nm 1,75 nm
Altura da cavidade 0,79-0,80 nm 0,79-0,80 nm 0,79-0,80 nm
Solubilidade em agua, 25 °C 1450¢g L™ 18,5¢gL" 23,20g L

A Figura 6 apresenta o desenho esquematico da estrutura basica das CDs.
Essas moléculas tém um formato de cone com uma cavidade apolar. A cavidade
tem carater hidrofobico, assim ela pode incluir compostos em seu interior e formar
complexos. A estabilidade dos complexos de inclusdo formados com CDs depende
de fatores como ligacdes de hidrogénio, interacées hidrofobicas, efeitos do solvente
e tamanho e forma das moléculas. A efetividade no uso das CDs para aumentar a
seletividade depende do tamanho e da geometria da molécula hospedada, em
relacdo as dimensdes da cavidade da CD. As CDs tém sido utilizadas em
separacbes eletroforéticas, nos diversos modos de eletroforese capilar,
principalmente em CCEM, dando origem a outro modo de eletroforese capilar, CD-
CCEM138,139,148_

Em CD-CCEM, as CDs s&o eletricamente neutras e ndo tém mobilidade
eletroforética. Como sua parte externa € hidrofilica, pode-se assegurar com certeza
que elas ndo se incorporam nas micelas, formando com a solugdo micelar outra

fase, migrando na mesma velocidade da solucdo, sendo capaz de solubilizar
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seletivamente certos tipos de analitos, dependendo do seu tamanho, forma e
hidrofobicidade'3®148: 150151,

Hidroxila primaria

Figura 6 - Desenho esquematico da estrutura bésica das CDs.

O principio da separacao da CD-CCEM, quando CDs sdo adicionadas a
solucéo micelar é apresentado na Figura 7.

Neste sistema, o analito é distribuido nas trés fases, a micela, a CD e a fase
aquosa do eletrdlito, apesar da CD nao ser uma fase verdadeira, sendo as vezes
considerada como pseudo-fase. A molécula do analito, incluida na cavidade da CD,
desloca-se na mesma velocidade do fluxo eletroosmoético (FEQO). Portanto, a adicao
de CD reduz o coeficiente de distribuicAo aparente entre a fase total e a micela,
permitindo assim, a separacdo de compostos altamente hidrofébicos, que seriam
totalmente incorporados na micela, na auséncia da CD. Quanto maior a
concentragdo da CD, menor € o coeficiente de distribuicdo. Portanto, em CD-CCEM,
o fator de capacidade pode ser selecionado, variando tanto a concentracao da CD,

quanto do surfactante138144.147-149
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A Surfactante

= Anidhico Fluxo Eletroocsmitico

Analito 4mm = \Migracdo

. i Eletroforética
Ciclodextring

Figura 7 - Esquema do principio da separacédo da CD-CCEM, mostrando a interagao

do analito com CDs e com um surfactante aniénico.

A seletividade pode ser ajustada e a resolucdo melhorada em CD-CCEM pelo
uso de outros aditivos, como por exemplo, modificadores orgéanicos (solventes
organicos) como: metanol, acetonitrila, THF, DMSO, propanol-2, glicol, glicerol, entre
outros. A adicdo do solvente organico a solugdo tampao altera sua polaridade e
viscosidade, modificando tanto o FEO, quanto a mobilidade eletroforética dos
analitos. A medida que se aumenta a concentracdo do solvente organico na solugao
tampao, o FEO diminui e o tempo de migracdo aumenta. Os solventes organicos
ndao podem ser usados em concentracées muito elevadas, superiores a 20%, pois

podem provocar a quebra da estrutura da micela'®'*’.
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6. PROPOSTA ANALITICA PARA O TRABALHO DE EXTRACAO
DOS OLEOS DE MANJERONA E DE OREGANO

Tendo em vista as varias técnicas empregadas tanto para extracdo, quanto
para a andlise qualitativa e quantitativa dos éleos, bem como as amostras de
diferentes origens, o desenvolvimento deste trabalho sera apresentado em capitulos,
envolvendo experimental e resultados e discussdo, de acordo com a divisdo a

seguir:

6.1. ANALISE QUALITATIVA PRELIMINAR DO OLEO ESSENCIAL DE
MANJERONA E OREGANO.

Amostras de manjerona e de orégano, comercial e cultivadas na FEPAGRO,
mas sem controle agronémico quanto a identificacdo da espécie, foram submetidas
a extracao por arraste de vapor. Os 6leos obtidos foram analisados em CG/EM, para
sua caracterizacgdo inicial, visando estabelecer as melhores condigdes analiticas e

identificar os compostos presentes nessas amostras.

6.2. INFLUENCIA DA EPOCA DA COLHEITA SOBRE A QUANTIDADE E
QUALIDADE DOS OLEOS ESSENCIAIS DE MANJERONA E OREGANO.

Nesta etapa foi aplicado o estudo feito anteriormente, para extracdo com
arraste a vapor dos 6leos essenciais obtidos de amostras de manjerona e orégano,
cultivados sob controle agronémico no Horto de Plantas Medicinais, aroméaticas,
ornamentais e condimentares, da Estacdo Experimental de Viamao (Rio Grande do
Sul) da FEPAGRO, cujas sementes foram importadas de varios paises europeus. O
objetivo desta etapa foi verificar a influéncia da época da colheita (outono, inverno e
primavera) sobre o rendimento em massa de Oleo obtido e sobre a qualidade do
mesmo, usando CG/EM para identificar os principais componentes.
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6.3. DESENVOLVIMENTO DE UMA METODOLOGIA DE ANALISE USANDO
CCEM PARA O ESTUDO DO OLEO ESSENCIAL DE MANJERONA.

Foi desenvolvido um método, usando a cromatografia capilar eletrocinética
micelar, para identificacdo e quantificacdo dos principais compostos presentes nos
6leos essenciais, obtidos da extracdo com arraste a vapor, de amostras de

manjerona (comercial e cultivada),

6.4. COMPARACAO DE METODOLOGIAS DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS
ORGANICOS DE MANJERONA E OREGANO COM SOLVENTES ORGANICOS.

As metodologias de extragcdo com solventes organicos, usando um extrator do
tipo Soxhlet, ultra-som e maceracao foram aplicadas tanto a amostras de manjerona
quanto de orégano, cultivados e comercial. O objetivo foi verificar o efeito do
solvente e do método de extracdo nos componentes do extrato, e identificar os

principais componentes em cada extrato por CG/EM.

6.5. DESENVOLVIMENTO DE UMA METODOLOGIA DE EXTRACAO USANDO
CO, A ALTAS PRESSOES.

O CO, a altas pressdes foi usado como solvente extrator para se obter
extratos de manjerona e orégano (comercial e cultivados). As condi¢coes
experimentais foram estabelecidas através de experimentos variando-se
temperatura e pressao. Depois da otimizacdo do método, os extratos obtidos foram
analisados via CG/EM, visando a determinagdo dos compostos majoritarios e a

relacao entre rendimento e a concentracao desses compostos.
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_ CAPITULO 3:

CARACTERIZACAO INICIAL DOS
OLEOS ESSENCIAIS DE MANJERONA
E OREGANO
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EXPERIMENTAL

1. AMOSTRAGEM

Algumas amostras de manjerona e de orégano foram fornecidas pela
FEPAGRO e outras foram adquiridas da Litte — Industria e Comércio de Alimentos
Ltda — Porto Alegre/RS. Folhas frescas de manjerona cultivada foram secas a T

ambiente.
2. EXTRAQAO COM CLEVENGER

100 g de folhas foram submetidas a extracdo por arraste de vapor em

aparelho de Clevenger®®®

modificado, cujo desenho esquematico esta apresentado
na Figura 8, para obtencéo do éleo. O éleo foi seco em Na>SO,4 (anidro, grau p.a.,
Merck) e concentrado sob Ny (ultra puro, 99,99%, White Martins).

Foram usadas folhas frescas, secas e comercial de manjerona. Para o
orégano, foram empregadas folhas frescas e comercial, sendo comparadas duas

amostras comerciais, uma com um ano de prateleira e outra recente.

3. ANALISE DO OLEO ESSENCIAL POR CG/EM

Os Oleos essenciais obtidos via extracdo em Clevenger, das amostras de
manjerona e de orégano, foram analisados por CG/EM, conforme condi¢des
analiticas descritas na Tabela IV. As amostras foram cromatografadas em triplicata,

sempre usando injecao de 1 pL do headspace das mesmas.

Maria Regina Alves Rodrigues 41



Tese: Capitulo 3

4—— Condensador
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Figura 8 - Aparelho de Clevenger utilizado na extragdo por arraste de vapor.

Tabela IV — Condi¢des analiticas utilizadas na andlise dos 6leos essenciais

equipamento CG/EM - Shimadzu QP5050A
coluna LM-5 (20 m x 0,25 mm x 0,4 pm)
impacto eletrénico 70 eV
modo de injegéo split 1:50
gas de arraste; vazao He; 1,5 mL min™
programagcao 40 °C (0min) =3 °C min"' =250 °C —5 °C min™" -
de temperatura 280 °C (10min)
temperatura do injetor 280 °C
temperatura da coluna 280 °C
volume injetado 1 uL do headspace
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RESULTADOS E DISCUSSAO
1. RENDIMENTO EM OLEO ESSENCIAL

Os resultados obtidos na extracdo por Clevenger do éleo das folhas de
manjerona e orégano estao apresentados na Tabela V e estdo de acordo com os
dados da literatura®'®. Pode-se observar que a quantidade de 6leo extraido das
folhas secas foi cerca de trés vezes superior a das folhas frescas, no caso da
manjerona. Quanto ao orégano, observa-se que a quantidade de 6leo extraido das

amostras comerciais foi cerca de quatro vezes superior a das folhas frescas.

Tabela V — Rendimento do 6leo essencial obtido da extracdo com Clevenger para as

amostras de manjerona e de orégano.

Rendimento em mL g™ (%)

folhas frescas folhas secas comercial® comercial**
manjerona 0,5 1,4 --- 1,1
orégano 0,3 --- 1,1 1,4

* amostra adquirida ha um ano  ** amostra adquirida recentemente

2. ANALISE DO OLEO ESSENCIAL POR CG/EM

2.1. MANJERONA

Foi analisado por CG/EM o 6leo obtido da extracdo por Clevenger das folhas
secas e das folhas frescas e da amostra comercial de manjerona. A Figura 9
apresenta os cromatogramas obtidos para essas amostras. Com base na biblioteca
Wiley NBS do equipamento cerca de 42 compostos foram tentativamente
identificados (Tabela VI). Foram monitorados os ions 43, 59, 68, 69, 71, 82, 93, 119,
121, 149 e 161, que sdo caracteristicos dos compostos encontrados nesses tipos de

6leos.
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Figura 9 — Cromatogramas do ion total do éleo essencial obtido: A) das folhas secas
do Origanum majorana; B) das folhas frescas do Origanum majorana; C) da
manjerona comercial. lIdentificacdo dos picos apresentada na Tabela VI. Condicbes

cromatograficas descritas na Tabela IV.
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Pode-se observar pelos cromatogramas (Figura 9) que o terpineol-4 € o
componente majoritario presente em todas as amostras. Quanto aos outros
componentes a ordem varia, isto é, no 6leo obtido das folhas frescas sdo o carvacrol
e o cis-sabineno hidratado, no obtido das folhas secas sdo o carvacrol e o linalol,
enquanto que na amostra comercial, o y-terpineno e o a-terpineol.

A presenca de carvacrol nas duas amostras de folhas de manjerona cultivada,

frescas e secas, esta de acordo com alguns autores'®

0S quais encontraram alto
conteudo de carvacrol em 6leo essencial de Origanum majorana.

A amostra comercial ndo acusou a presenca de carvacrol, mas a presenca de
um dos principais componentes do flavour da manjerona, que é o acetato de cis-
sabineno hidratado, que nao foi detectado nas outras duas amostras.

Reverchon e colaboradores® destacaram a influéncia do método de secagem
no flavour do 6leo essencial. Para os autores, secando as amostras, tanto em
temperatura controlada como em ar quente, provoca-se a decomposi¢cdo dos
compostos responsaveis pelo flavour, isto é, o cis-sabineno hidratado e o seu
acetato se transformariam em terpineol-4 e a-terpineol.

Outros autores' %1921

também tém destacado estudos em relacdo aos
rearranjos que ocorrem nos esqueletos das cadeias carbbénicas que representam os
monoterpenos.

Segundo Sarer e colaboradores', a amostra comercial pode conter uma
mistura de varias espécies de manjerona e ndo somente de Origanum majorana, o

que explicaria algumas diferencas em relacao as outras amostras.
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Tabela VI - Compostos tentativamente identificados por CG/EM no 6leo essencial

das trés amostras de manjerona

Pico Composto Probabilidade PM FM
1 a-Tujeno 97 136 CioH1s
2 o-Pineno 98 136 CioH1s
3 Sabineno 95 136 CioH1s
4 B-Mirceno 97 136 CioH1e
5 o-Felandreno 96 136 CioH1s
6 a-Terpineno 94 136 CioH1e
7 p-Cimeno 96 134 CioHia
8 Limoneno 94 136 CioH1s
9 1 ,8'Cin90| 97 154 C10H1go
10 cis-B-Ocimeno 96 136 CioHis
i trans-B-Ocmeno 96 136 CioH1s
12 v-Terpineno 96 136 CioH16
13 trans-sabineno hidratado 93 154 C1oHis0
14 Terpinoleno 97 136 CioHie
15 Cis-sabineno hidratado 94 154 CioHis0
16 Linalol 98 154 C10H130
17 Trans-p-Mentenol 92 154 CioH450
18 Cis-p-Mentenol 90 154 CioH1gO
19 Mentona 98 152 C1oH160
20 Terpineol-4 95 154 CioH1s0
21 a-Terpineol 96 154 CioH1s0O
22 Piperitol 95 154 C10H130
23 Eter metil timol 95 164 C11H:60O
24 Eter metil carvacrol 94 164 C11H:60O
25 Acetato de linalila 96 196 C12H2005
26 Geraniol 97 154 CioH450
27 *Acetato de cis -sabineno hidratado 90 196 C12H2005
28 Carvacrol / Timol 93 150 C1oH140
29 Acetato de nerila 90 196 C12H2005
30 B-Bourboneno 96 204 CisHazs
31 Acetato de geranila 97 196 C12H2002
32 B'CariOfilenO 98 204 C15H24
33 o-Humuleno 96 204 CisHas
34 Germacreno-D 95 204 CisHo4
35 Biciclogermacreno 95 204 CisHos
36 Farneseno 95 204 CisHo4
37 8-Cadineno 96 204 CisHas
38 Espatulenol 96 220 Ci5H240
39 Veriflorol 92 222 Ci5H260
40 Oxido de Cariofileno 95 220 C1sH.0
41 a-Cadinol 90 222 C15H260
42 Patchulano 93 206 C15H26
46
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2.2. OREGANO

Foi analisado por CG/EM o 6leo essencial obtido da extragdao por Clevenger
das trés amostras de orégano. A Figura 10 apresenta os cromatogramas obtidos
para essas amostras. Com base na biblioteca Wiley NBS do equipamento cerca de
42 compostos foram tentativamente identificados (Tabela VII), sendo 13
hidrocarbonetos monoterpénicos, 10 alcoois monoterpénicos, 8 hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, 2 alcoois sesquiterpénicos, 2 fendis e 7 compostos oxigenados.

Comparando-se os cromatogramas (Figura 10), pode-se observar que o 6leo
essencial obtido das folhas frescas apresenta um alto teor de timol, seguido de
carvacrol, éter metil carvacrol, y-terpineno e germacreno-D, enquanto que as
amostras comerciais apresentaram perfis cromatograficos semelhantes. O
terpinenol-4 é o componente majoritario nestas amostras comerciais, sendo 7y-
terpineno, o-terpineno, timol e o-terpineol, os outros compostos presentes em
maiores quantidades. Este fato esta de acordo com o estudo apresentado na revisao
bibliografica (capitulo 2, item 3).

Sivropoulou e colaboradores'**compararam o orégano cultivado na llha de
Creta, Grécia, com 6leo essencial de orégano adquirido no comércio. Encontraram
nas amostras cultivadas, alto conteudo de carvacrol (~80%), enquanto que na
amostra comercial o teor de carvacrol foi baixissimo (0,43%), sendo detectado
aproximadamente 32% de timol. Nesta amostra comercial, o composto majoritario foi

154 também estudaram e

um terpeno, o p-cimeno. Biondi e colaboradores
compararam orégano cultivado com orégano comercial. A amostra cultivada
apresentava alto conteudo de carvacrol (cerca de 62%), € a comercial tinha como
componente majoritario o terpineol-4 (25%), seguido de y-terpineno (16%), timol
(12%) e a-terpineno (9%). Segundo os autores, a amostra comercial seria uma
mistura de Origanum vulgare Linneus e Origanum majorana Moench o que
justificaria a composi¢céao quimica encontrada.

Contudo vérios autores*'*2467%71.73 tam reportado baixos contetidos de timol
e/ou carvacrol em varias espécies de orégano, as quais apresentavam as

caracteristicas botanicas do género Origanum.
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Tabela VIl - Compostos tentativamente identificados por CG/EM no 6leo essencial
das trés amostras de orégano.

Pico Composto Probabilidade PM FM
1 a-Tujeno 95 136 CioH16
2 o-Pineno 96 136 CioH1s
3 Sabineno 96 136 CioHis
4 1-octen-5-ol 95 128 CgHis0O
5 B-Mirceno 94 136 CioH1e
6 o-Felandreno 97 136 CioH1e
7 a-Terpineno 95 136 CioH1s
8 p-Cimeno 93 134 CioHia
9 B-Felandreno 95 136 CioH1s
10 CiS'B'OCimenO 96 136 C10H16
i trans-B-Ocimeno 96 136 CioH1s
12 v-Terpineno 97 136 CioH1e
13 Trans-sabineno hidratado 90 154 C1oH1s0
14 Terpinoleno 96 136 CioHie
15 Cis- sabineno hidratado 90 154 C1oH1s0
16 Trans-p-Mentenol 97 154 CioH1gO
17 Cis-p-Mentenol 91 154 CioH1s0
18 Cis/Trans-pineno hidratado 90 154 CioH1gO
19 1-borneol 94 154 C1oHis0
20 Terpineol-4 97 154 CioH1s0
21 a-Terpineol 97 154 Ci1oH150
22 Cis/trans-piperitol 93 154 CioH1s0
23 Eter metil timol 94 164 C11H160
24 Eter metil carvacrol 92 164 C11H160
25 Acetato de linalila 96 196 C12H2005
26 Geraniol 95 154 C1oH1s0
27 Timol 91 150 C10H14O
28 Carvacrol 93 150 CioH140
29 Biciclogermacreno 92 204 CisHos
30 Acetato de nerila 95 196 C12H2005
31 Acetato de timila 90 196 C12H2005
32 o/B-Bourboneno 91 204 CisHazs
33 Acetato de geranila 97 196 C12H2002
34 B'CariOfilenO 96 204 C15H24
35 o-Humuleno 95 204 CisHa4
36 Germacreno-D 90 204 CisHo4
37 Biciclogermacreno 96 204 CisHos
38 Farneseno 92 204 CisHo4
39 You o-Cadineno a0 204 C15H24
40 Espatulenol 92 220 Ci5H240
41 Oxido de cariofileno 91 220 Ci5H240
42 o-Cadinol 90 220 C15H240
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A , CAPITULO 4:
INFLUENCIA DA EPOCA DA COLHEITA
SOBRE A QUALIDADE E A
QUANTIDADE DE OLEO ESSENCIAL
DE MANJERONA E OREGANO
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EXPERIMENTAL

1. AMOSTRAS

As sementes de manjerona (T1, T2 e T3) e de orégano (T4, T5 e T6) foram
adquiridas de importadoras, de diversas procedéncias (Tabela VIIl) e cultivadas sob
rigoroso controle agronémico no Horto de Plantas Medicinais, aromaticas,
ornamentais e condimentares, da Estacdo Experimental de Viamao (Rio Grande do
Sul) da FEPAGRO - Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria, sob a
orientagdo do técnico Sr. Luis Osorio de Castro. As amostras foram coletadas nos
meses de abril, julho e outubro de 2000, observando as esta¢des do ano de outono,
inverno e primavera. Em fungdo de variagdes climaticas, ndo foi possivel fazer
colheita no veréo.

Folhas e flores de manjerona e orégano foram secas a temperatura ambiente
por trés semanas. Apds este periodo, foram trituradas manualmente, armazenadas
em sacos de papel pardo e guardadas em ambiente protegido da luz e calor
excessivo. As plantas foram identificadas e classificadas pelo Dr. Sérgio Bordignon
(Tabela VIIl). Exsicatas estdo depositadas e registradas no Herbario BLA (Brazilian
Laboratory of Agrostology) da FEPAGRO.

O teor de umidade foi calculado usando cerca de 3 g de cada amostra, que
foram levados a estufa, por 105 °C, em média por 6 h e depois pesados até peso
constante.

Tabela VIl — Classificagdo das amostras de manjerona e orégano, pais de origem e

importadora.

Amostra N¢ Herbario Tipo de amostra Pais de origem Importadora
T1 BLA 17248 Origanum majorona Moench Holanda Feltrin
T2 BLA 17249 Origanum majorona Moench  Dinamarca Feltrin
T3 BLA 17250 Origanum majorona Moench Alemanha Isla
T4 BLA 17251  Origanum vulgare Linneus Dinamarca Topseed
T5 BLA 17252  Origanum vulgare Linneus Franca Feltrin
T6 BLA 17253  Origanum vulgare Linneus Alemanha Isla
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2. EXTRACAO COM CLEVENGER

40 g das folhas e flores secas de cada espécie descrita na Tabela VIII, foram
submetidas & extracdo por arraste de vapor em aparelho de Clevenger®®°
modificado, conforme desenho esquematico e procedimentos descritos no Capitulo

3.
3. ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS POR CG/EM

Os 0leos essenciais, obtidos de cada amostra extraida por arraste de vapor,
foram analisados por CG/EM, conforme condi¢des analiticas descritas na Tabela IX.

As amostras foram cromatografadas em triplicata, sempre usando injecao de
1 uL do headspace das mesmas.

Tabela IX — Condigbes analiticas utilizadas na andlise dos éleos essenciais.

equipamento CG/EM - Shimadzu QP5050A
coluna SPB -1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
impacto eletronico 70 eV
modo de inje¢cédo split 1:50
gas de arraste; vazao He: 1,0 mL min™
programacao 40 °C (0min) — 2 °C min"' =100 °C — 3 °C min""
de temperatura — 145 °C — 5 °C min™' — 280 °C (10min)
temperatura do injetor 280 °C
temperatura da coluna 280 °C
volume injetado 1 uL do headspace
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE MANJERONA E
OREGANO

Os resultados obtidos na extracao por Clevenger do éleo das folhas e das flores
secas das amostras T1 a T6 (Tabela X) estdo de acordo com os dados da
literatura®'°. Pode-se observar que as quantidades relativas apresentaram pequena
variacao em relacao a procedéncia das amostras de manjerona. Quanto ao orégano,
as amostras T5 e T6 apresentaram um rendimento muito baixo. O teor de umidade
de cada amostra foi encontrado, para todas as amostras, um valor médio de 10%.

Tabela X — Rendimento da extracdo com Clevenger, obtido para as amostras de

manjerona e orégano, expresso em mL de éleo por 100 g de amostra (% em b.s.).

Periodo de colheita

Amostra* Outono Inverno Primavera
T1 1,2 1,0 1,0
T2 1,2 1,0 0,9
T3 1,4 1,1 1,1
T4 1,3 1,1 1,0
T5 0,5 0,4 0,4
T6 0,4 0,3 0,3

* codificacdo conforme Tabela VIll

2. ANALISE DO OLEO ESSENCIAL VIA CG/EM

2.1. OLEO ESSENCIAL DE MANJERONA

As Figuras 11, 12 e 13 apresentam os cromatogramas dos éleos essenciais
obtidos na extracdo. A Tabela Xl apresenta os principais compostos identificados,
no 6leo essencial obtido via extracdo por arraste de vapor das amostras de

manjerona.

Maria Regina Alves Rodrigues 53



Tese: Capitulo 4

A
26 30 3
I:l o ; Il r
e =11
Tempo de retencio (min)
B
26
29
a0
7 - 3
25 25
2 8 ’\ 2o |7 32
0 . . A ] A A
125 ia a0

Tempo de retengio (min)

125 25 s =
Tempo de retencio (min)

Figura 11 — Cromatogramas do ion total do 6leo essencial obtido via extragdo por
arraste de vapor das amostras de manjerona colhidas no outono: A) T1; B) T2 e C)
T3. Identificagdo dos picos apresentada na Tabela XI. Condi¢cées cromatograficas

descritas na Tabela IX.

Maria Regina Alves Rodrigues 54



Tese: Capitulo 4

125 25 s a0
Tempo de retengio (min)
16
B
17 29
26
111f A 30
1415 18 22 25 3
: I N | S -l i N
125 25 375 50
Tempo de retengio (min)
C
29
30
3}1
i 32 ‘

=
Tempo de retencio (imin)

Figura 12 — Cromatogramas do ion total do 6leo essencial obtido via extragdo por
arraste de vapor das amostras de manjerona colhidas no inverno: A) T1; B) T2 e C)
T3. Identificagdo dos picos apresentada na Tabela XI. Condi¢cées cromatograficas

descritas na Tabela IX.
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Figura 13 — Cromatogramas do ion total do 6leo essencial obtido via extragdo por
arraste de vapor das amostras de manjerona colhidas na primavera: A) T1; B) T2 e
C) T3. Identificacdo dos picos apresentada na Tabela XI. Condigdes cromatograficas

descritas na Tabela IX.
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Tabela XI — Compostos Identificados nos 6leos extraidos das trés amostras de

manjerona (T1, T2 e T3)*.

Pico Composto Probabilidade @ PM FM
1 o-tujeno 95 136 CioHie
2 o-pineno 95 136 CioH16
3 sabineno 95 136 CioHie
4 mirceno 93 136 CioHie
5 o-felandreno 95 136 CioHie
6 o-terpineno 94 136 CioHie
7 p-cimeno 94 134 CioH14
8 limoneno 95 136 CioHie
9 v-terpineno 97 136 CioHie
10 trans sabineno hidratado 90 154  CyoH4g0
11 terpinoleno 95 136 CioHie
12 cis sabineno hidratado 90 154  CyoH4g0
13 linalol 95 154  CyoHgO
14 p-menten-2-ol-1 87 154  CyoH1s0
15 trans-pineno hidratado 87 154  CyoH4g0
16 terpineol-4 98 154  CyoH4g0
17 o-terpineol 98 154  CyoH4g0
18 cis/trans-piperitol 94 154  CyoH4g0
19 nerol 90 154 CioH450
20 geraniol 94 154  CyoH450
21 acetato de linalila 97 196  Cy2H200:
22 acetato de cis sabineno hidratado 87 196  Cy2H200:
23 y-elemeno 92 204 CisHos
24 acetato de nerila 96 196  Cy2H200:
25 acetato de geranila 97 196  Cy2H200:
26 B-cariofileno 94 204 CisHzs
27 aromadendreno 90 204 CisHog
28 o-humuleno 95 204 CisHos
29 biciclogermacreno 94 204 CisHog
30 (+) espatulenol 93 220  Cy5H24O
31 oxido de cariofileno 93 220  Cy5H24O
32 isoespatulenol 90 220  Cy5H24O

* cédigos apresentados na Tabela VIl

Pode-se destacar em relagcdo as amostras de manjerona, que a composicao

quimica do 6leo essencial ndo variou muito entre T1, T2 e T3 e um alto conteudo de

terpineol-4 foi encontrado em todas as amostras. Foram identificados cerca de 32
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compostos, destes 0s quais 15 hidrocarbonetos terpénicos e 17 terpenos
oxigenados, principalmente alcoois e ésteres.

Nykanen'® destacou em sua publicacdo que o cis-sabineno hidratado e o
terpineol-4 sao os compostos majoritarios, seguidos de trans-sabineno hidratado, o-
terpineol e linalol.

Outros autores' 182022

, conforme comentado no ltem 2.1 do capitulo 3 tém se
dedicado aos estudos da relacdo entre os processos de extracdo e os rearranjos
que ocorrem nos esqueletos das cadeias carblnicas que representam o0s
monoterpenos.

Vera e Chane-Ming'®®, em recente publicagdo, realizaram estudos do éleo
essencial obtido de O. majorana L., cultivada na Ilha Reunido (Oceano Pacifico). A
extracao foi realizada por arraste de vapor, via Clevenger. A andlise cromatografica
revelou que este 6leo é rico em terpineol-4 (38,4%), cis-sabineno hidratado (15,0%),

p-cimeno (7,0%) e y-terpineno (6,9%).
2.2. OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

As Figuras 14, 15 e 16 apresentam os cromatogramas dos éleos essenciais
obtidos na extracdo. A Tabela XIl apresenta os principais compostos identificados,
no 6leo essencial obtido via extracdo com arraste a vapor das amostras de orégano
cultivado. Foram identificados cerca de 26 compostos, dentre os quais 13
hidrocarbonetos terpénicos e 13 terpenos oxigenados, principalmente fendis e
alcoois.

Também se verifica, em relacdo as amostras de orégano, que a composi¢ao
guimica do Oleo variou em cada estacdo e entre as amostras T4, T5 e T6. O
composto majoritario do orégano T4 € o carvacrol e nos demais, o espatunelol/éxido
de cariofileno. Em T5, o carvacrol esta ausente no 6leo extraido das folhas durante o
inverno e em T6 ele esta totalmente ausente. Em T5 e T6 o limoneno apresenta uma
area de pico no cromatograma bem maior durante o inverno e a primavera do que
durante o outono.

Esse estudo estd de acordo com muitos artigos®®086971.73.74

que
demonstraram que a composicdo do 6leo essencial dessas plantas varia com a

origem da planta e outros fatores, principalmente o geografico e a época de colheita.
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Figura 14 — Cromatogramas do ion total do 6leo essencial obtido via extragdo por
arraste de vapor das amostras de orégano colhidas no outono: A) T4; B) T5 e C) T6.
Identificacdo dos picos apresentada na Tabela Xll. Condicbes cromatograficas

descritas na Tabela IX.
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Figura 15 — Cromatogramas do ion total do 6leo essencial obtido via extragdo por
arraste de vapor das amostras de orégano colhidas no inverno: A) T4; B) T5 e C)
T6. Identificacdo dos picos apresentada na Tabela Xll. Condi¢des cromatograficas

descritas na Tabela IX.
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Figura 16 — Cromatogramas do ion total do 6leo essencial obtido via extragdo por
arraste de vapor das amostras de orégano colhidas na primavera: A) T4; B) T5 e C)
T6. ldentificacdo dos picos apresentada na Tabela Xll. Condicbes cromatograficas

descritas na Tabela IX.
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Tabela XIl — Compostos ldentificados nos 6leos extraidos das trés amostras de

orégano (T4, T5 e T6)*.

Pico Composto Probabilidade @ PM FM
1 o-pineno 96 136 CioH16
2 B-pineno 92 136 CioH16
3 1-octen-3-ol 96 128 CsH160
4 3-octanol 95 130 CgH1s0
5 p-cimeno 94 134 CioHia
6 limoneno 95 136 CioH1e
7 y-terpineno 94 136 CioH16
8 linalol 95 154 CioH1s0
9 borneol 95 154 CioH1s0
10 terpineol-4 94 154 CioH450
11 o-terpineol 97 154 CioH1s0
12 éter metil carvacrol 90 164 C11H160
13 dihidroedulan Il 93 194 Ci3H20
14 timol 92 150 CioH1.0
15 carvacrol 92 150 CioH140
16 acetato de carvacrila 92 192 Ci2H1602
17 B-bourboneno 94 204 CisHa4
18 B-cariofileno 94 204 CisHos
19 o-humuleno 95 204 CisHos
20 germacreno-D 92 204 CisHos
21 biciclogermacreno 93 204 CisHo4
22 o-farneseno 94 204 CisHay
23 B - bisaboleno 95 204 CisHos
24 3 - cadineno 94 204 CisHas
25 espatulenol 90 220 Ci5H240
26 oxido de cariofileno 94 220 Ci5H240

* cédigos apresentados na Tabela VIiI
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CAPITULO 5:

APLICACAO DA ELETROFORESE
CAPILAR NA ANALISE DO OLEO
ESSENCIAL DE MANJERONA
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EXPERIMENTAL
1. AMOSTRAS, REAGENTES E SOLVENTES

As amostras cultivadas de Majorana hortensis Moench (T1, T2 e T3, aqui
designadas por M1, M2 e M3) usadas neste estudo, sdo as mesmas ja descritas no
Capitulo 4. Também foram usadas amostras comerciais adquiridas no mercado, na
Espanha, uma cultivada em Sevilha (M4) e outra, em Sdéria (M5).

Todos os solventes utilizados foram grau p.a. Merck bi-destilados e, usados
no prazo maximo de uma semana. O sulfato de so6dio anidro (p.a. Merck) foi
previamente mantido em estufa, a 105 °C, por 4h.

Os padrbes de alcoois e hidrocarbonetos monoterpénicos (Figura 17), usados
nesta parte experimental, tais como (+)-B-pineno, y-terpineno, o-terpineno,
terpinoleno, p-cimeno, terpinenol-4, o-terpineol, linalol e (+)-canfeno, foram
adquiridos da Fluka e (+)-o-pineno da Sigma. As ciclodextrinas a, B e v, foram
adquiridos da Fluka e o dodecilsulfato de sddio (DSS), da Sigma. Os fosfato e borato
de sédio (NaH2PO4e NazB4O7) foram adquiridos da Aldrich.

As solucbes estoque dos padrdes foram preparadas, dissolvendo cada

padrdo em metanol (1000 ug mL™).
2. EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

Para obtencao do éleo essencial foi utilizada a extracdo por arraste de vapor,
conforme descrito no Capitulo 4. O dleo essencial obtido foi seco em sulfato de
sodio anidro e sob N.. As solugbes estoque das amostras (1000 ug mL™), foram
preparadas dissolvendo cada amostra de déleo em metanol, enquanto que as
solucbes de trabalho foram preparadas antes de cada analise, dissolvendo cada
solucéo do 6leo essencial de manjerona em agua (Milli-Q).
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Figura 17 — Estrutura dos principais hidrocarbonetos e alcoois monoterpénicos

usados neste estudo.
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3. PROCEDIMENTO DA DETERMINACAO POR CCEM

O equipamento usado foi um aparelho de Eletroforese Capilar (EC) Beckman
P/ACE 5500 (Figura 18) equipado com um detector de arranjo de diodo. O sistema
de controle e processamento de dados foi realizado pelo software Gold do

equipamento.

Figura 18 — Equipamento de eletroforese capilar Beckman P/ACE 5500

As condicdes de operacao foram otimizadas através do desenvolvimento de
um método que fosse capaz de separar inicialmente os hidrocarbonetos
monoterpénicos (canfeno, terpinoleno, B-pineno, p-cimeno, a-pineno, a-terpineno e
y-terpineno), que sdo apolares'*®. Em seguida, adaptou-se este método também
para a separacao de alcoois monoterpénicos (terpinenol-4, o-terpineol e linalol) e
para a identificagdo tanto destes compostos como dos hidrocarbonetos
monoterpénicos, em amostras reais'>%.

A separacéao dos padrdes através da CCEM foi feita aplicando uma voltagem
de 20 kV, utilizando um capilar de silica fundida (75 um d.i. x 57 cm), com

comprimento de 50 cm até o detector, aplicando uma corrente em torno de 64 A, a
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uma temperatura de 25 °C. As amostras foram injetadas no modo hidrodindmico por
5 s. Os eletroferogramas foram medidos a 200 nm.

A solucao tampao era composta por NaH.PO4 10 mM, Na.BsO; 6 mM, DSS
50 mM, v-CD 7 mM e de acetonitrila 10%, ajustando-se a um pH 8,0, através da
adicao de H3PO4 0,1 M. O capilar era lavado diariamente, injetando agua deionisada
por 10 min, seguida de passagem de solucdo NaOH 0,1 M por 10 min, com agua
deionisada por 5 min e finalmente com solu¢cdo tampao por 15 min. Entre cada
separacédo, o capilar era lavado, sequencialmente, com NaOH 0,1 M (2 min), agua
deionisada (3 min) e solucdo tampao (5 min). Essas etapas eram muito importantes
para prevenir a adsorcdo dos monoterpenos nas paredes do capilar. Isto foi
necessario, porque se observou que apds varias horas de uso, o capilar comecava a
reduzir a capacidade de resolugcdo para alguns picos. Quando esse método de
limpeza ndo promovia uma melhora na resolu¢do, um novo capilar era usado. Os
novos capilares eram condicionados por 5 min com agua deionisada, 10 min com
HClI 1 M, 5 min com 4gua deionisada, 10 min com NaOH 0,1 M, 5 min com &gua

deionisada e 20 min com a solugéo tampéao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. DESENVOLVIMENTO DO METODO

1.1. VARIAVEIS INSTRUMENTAIS
1.1.1. Temperatura

A influéncia da temperatura na resolucao dos terpenos foi testada numa faixa
entre 15 e 30 °C. Nas temperaturas entre 15 e 20 °C, o tempo de migracao foi maior
e o0s picos foram mais largos do que aqueles obtidos a 25 °C, reduzindo a
capacidade de integracdo. Um aumento de temperatura de 20 para 30 °C produziu
uma diminuicdo do tempo de analise devido ao fato que os analitos migram mais
rapido a altas temperaturas. Contudo, temperaturas mais altas resultam em perda de
sensibilidade. Com base nos resultados obtidos, observou-se que na temperatura de
25 °C foi obtida a melhor resolucéo.

1.1.2. Absorbancia

Para determinar o maximo de absorbancia dos monoterpenos, o detector UV
de arranjo de diodo foi testado a 214, 210 e 200 nm. Todos os monoterpenos

apresentaram o maximo de absorbancia a 200 nm.
1.1.3. Voltagem

Como o fluxo eletroosmético e a velocidade de migracao dos analitos séao
proporcionais a voltagem aplicada, esta variavel foi testada a diferentes voltagens
(10, 15 e 20 kV). Aumentando-se a voltagem aplicada, o tempo de andlise era
diminuido. A voltagem de 20 kV apresentou os melhores resultados, pois apresentou
uma boa resolucéo aliada a alta velocidade de analise. A 15 kV obteve-se uma boa

resolucao de seis monoterpenos, entretanto, com um aumento no tempo de analise.
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1.1.4. Modo de injecao

O modo de injecao hidrodinamica foi usado para introducao da amostra. Para
testar a melhor sensibilidade para a separagdo dos hidrocarbonetos
monoterpénicos, variou-se o tempo de injecao hidrodindmica de 3 a 10 s. Observou-
se que 5 s foram o tempo suficiente para se obter uma boa resolucdo, numa

concentracgdo dos analitos de 1 a2 20 pg mL™.

1.2. VARIAVEIS QUIMICAS

1.2.1. Ciclodextrinas

O tipo de ciclodextrina (o, P ou vy) foi testado na separagcdo dos
hidrocarbonetos monoterpénicos: p-pineno, vy-terpineno, p-cimeno e «-pineno,
usando um eletrdlito formado por DSS 50 mM, NaH>PO4 10 mM e Na:B4sO;6 mM. O
efeito da concentracdo das ciclodextrinas na resolucdo da mistura dos
monoterpenos foi investigado usando a, f e y-CD de 5 a 15 mM. Quando a-CD foi
adicionada a solugdo tampao, somente um pico foi observado, conforme pode ser
observado na Figura 19A. Com B-CD, 4 picos foram encontrados, mas com uma
resolucdo menor que 1. Portanto ndo se obteve uma boa eficiéncia, usando as o e
B-ciclodextrinas.

Segundo a literatura consultada, usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), Nishi e Terabe'®, relataram que a a-CD é um bom aditivo da fase
movel para separar alguns monoterpenos enantibmeros como (1)-B-pineno, (%)-
canfeno e (+)-a-pineno. Terabe e colaboradores'* usaram B-CD para separar
compostos hidrofébicos com boa resolugéo.

Neste trabalho, entretanto, somente com y-CD os quatro monoterpenos foram
bem resolvidos por CD-CCEM (Figura 19B). Os tempos de migracdao dos analitos

foram consideravelmente reduzidos com o aumento da concentracao da y-CD.
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Figura 19 — Eletroferogramas indicando o efeito do tipo de CD na separagdo de
quatro monoterpenos: (1) (+)-canfeno, (2) (+)-B-pineno, (3) (+)-a-pineno e (4) y-
terpineno. (A) 10 mM a-CD e (B) 10 mM y-CD.

Condigdes: solugao tampéao: 10 mM de fosfato, 6 mM de borato, 50 mM de DSS e 5% de acetonitrila;

pH 8.0, ajustado pela adicdo de H3;PO, 0,1 M; capilar de silica fundida (50 cm X 75 um d.i.), voltagem
aplicada: 20 kV; deteccao: 200 nm; temperatura: 25 °C.

1.2.2. Concentracao da solucao tampao

Para se obter a melhor composicdo do eletrdlito, as concentracbes do
surfactante (DSS) e dos sais eletrélitos (NaH.PO, e NayB,O;) também foram
estudadas. Estudou-se a influéncia da concentragdo do DSS no intervalo de 30 a 70
mM, usando y-CD 7 mM em todos os casos. Com DSS 70 mM, os tempos de
migracdo foram muito longos e dois picos ndao foram bem resolvidos. Com
concentragdo bem mais baixa, 30 mM, a resolugdo diminuiu muito, apesar dos
tempos de migracao terem sido bem menores. Os resultados demonstraram que o
melhor valor para a separacao dos analitos de interesse foi com DSS 50 mM. A
composicao do fosfato e do borato de sédio foram examinadas entre 6 e 20 mM. O
melhor resultado foi quando se usou NaH>,PO4 10 mM e Na,B4O; 6 mM.
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1.2.3. Modificador organico

Quando se adiciona CD a solugcdo tampdo, em eletroforese micelar, a
separacdo ou seletividade pode ser melhorada por adicdo de modificadores
organicos. A adicdo de metanol ou acetonitrila ao eletrdlito foi usada para avaliar o
tempo de migracado de 7 hidrocarbonetos monoterpénicos (a-pineno, B-pineno, o-
terpineno, terpinoleno, vy-terpineno, canfeno e p-cimeno). Para uma mesma
concentragao (5%), a acetonitrila apresentou melhor resolucdo do que o metanol.
Além disso, um aumento na concentracdo de acetonitrila melhorou muito a
resolucdo, apesar de ter aumentado o tempo de migragdo dos analitos. Na Figura
20A pode-se observar que a adicao de 5% de acetonitrila a solucao do eletrélito
resultou na sobreposicao de 2 picos (o-terpineno e y-terpineno), enquanto que a
adicao de 10% melhorou muito a separagdo dos 7 analitos (Figura 20B), sendo

necessario um maior tempo de analise.
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Figura 20 — Eletroferogramas indicando o efeito da adigdo de acetonitrila na
separagao dos monoterpenos: (1) (+)-canfeno, (2) terpinoleno (3) (+)-B-pineno, (4) p-
cimeno (5) (+)-o-pineno, (6) o-terpineno e (7) y-terpineno (10 ug mL™" de cada). (A)
5% de acetonitrila e (B) 10% de acetonitrila.

Condigbes: solugao do eletrolito: 10 mM de fosfato, 6 mM de borato, 50 mM de DSS, 7 mM de y-CD;
capilar de silica fundida (50 cm x 75 um d.i.); voltagem aplicada: 20 kV; pH 8.0 ajustado pela adicao
de H3PO,4 0,1 M;; deteccao: 200 nm; temperatura: 25 °C.
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2. DESEMPENHO DO METODO (FIGURAS DE MERITO)
2.1. HIDROCARBONETOS MONOTERPENICOS

Para se obter as curvas analiticas, injetaram-se solu¢cées dos padrdes a-
pineno, B-pineno, a-terpineno, terpinoleno, y-terpineno, canfeno e p-cimeno, em
concentracbes que variavam de 1 a 15 pg mL'. Cada ponto destas retas
corresponde a média de no minimo trés medidas da area de cada pico.

A Tabela XIll apresenta as figuras de mérito (equacao da regressao e outros
parametros calculados para os analitos) para estas determinacbes. Os valores
obtidos de cada area de cada pico foram utilizados para aplicar na equacdo de
regressao linear dentro do método dos minimos quadrados.

O limite de deteccéo (LD) foi calculado, usando-se 3 vezes o desvio padrao
do ponto de interceptacao dividido pela inclinacdo da reta. O limite de quantificacdo
(LQ) foi calculado usando 10 vezes o desvio padrdo do ponto de interceptagcéao
dividido pela inclinacdo da reta.

O desvio padrdo (S) e o nivel de ajuste da curva (R® foram obtidos pelo
método estatistico de analise de varianga (ANOVA) para validacdo do método de
calibracéo. Obteve-se um valor médio de 0,03 para S enquanto que o R? foi sempre
maior que 98 %.

O método proposto permitiu que os monoterpenos fossem determinados com
baixos niveis de deteccdo (LD entre 0,08 e 0,16 pg mL"). Para avaliar o método,
foram injetados 11 vezes, em duplicata, solucdes dos padrdes (5 ug mL" de cada
monoterpeno). Em todos os casos, o desvio padrao relativo do tempo de migragao
foi menor do que 2,1 % e menor do que 8,2 % para a area do pico.
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Tabela XIlll — Figuras de mérito para o método de CCEM, usando hidrocarbonetos

monoterpénicos.

Analito y = a + bx S r R* RSD RSD LD LQ
Area tempo
(%) (%)

Canfeno a=0,061+1,43.10° 0,023 0,998 99,56 8,2 1,8 0,11 0,36

b =-0,039+0,12-10°

Terpinoleno a=0,011£1,8810° 0,030 0,999 99,77 7,1 2,1 0,08 0,26
b =-0,071+0,10-10

B-Pineno a=0,066+1,33.10° 0,021 0,998 99,67 6,4 1,9 0,11 0,40
b =-0,03640,11-10°

p-Cimeno a=07321+6,97-10° 0,112 0,998 99,62 7.8 2,0 0,16 0,53
b =-0,13140,59-10°

a-Pineno a=0,029+0,78-10° 0,013 0,997 99,43 7,6 2,0 0,12 0,41
b =-0,019+0,07-10°

o-Terpineno a=0,087+0,9410° 0,015 0,998 99,50 7.1 2,1 0,11 0,36
b =-0,02640,08-10"

y-Terpineno a=0,066+1,51.10° 0,024 0,998 99,58 7.4 2,1 0,12 0,40
b =-0,038+0,13-10°

a = coeficiente angular; b = coeficiente linear; r = coeficiente de correlacdo; S = desvio padrao
residual; R® = nivel de ajuste da curva (%) obtido por ANOVA para a validacdo do método; RSD =
valores do desvio padrao relativo da area e do tempo de migracao eletroforético; LD = limite de
deteccdo; LQ = limite de quantificagdo. Concentragcdes de LD e LQ sdo expressos em pg mL™".
Eletrélito: 10 mM de NaH,PO,, 6 mM de Na,B,O;, 50 mM de DSS, 7 mM de y-CD e 10% de
acetonitrila; pH 8.0; 20 kV; 25°C; 5 s de inje¢ao hidrodinamica; detector a 200 nm.

2.2. HIDROCARBONETOS E ALCOOIS MONOTERPENICOS

Solucdes dos padrdes o-pineno, a-terpineno, terpinoleno, y-terpineno, p-
cimeno terpinenol-4, o-terpineol e linalol, em concentracdes de 1 a 15 ug mL™' foram
injetadas, obtendo-se retas de calibracdo, com base no método estabelecido
anteriormente. A Unica diferenga foi 0 tamanho do capilar que foi diminuido para 47
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cm de comprimento, com 40 cm de distancia até o detector, o que permitiu anéalises
mais rapidas. A Figura 21 mostra um eletroferograma dos oito monoterpenos a 10

ug mL™.

al
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Figura 21 — Eletroferograma dos oito alcoois e hidrocarbonetos monoterpénicos: (1)
terpineol-4, (2) a-terpineol, (3) linalol, (4) terpinoleno, (5) p-cimeno, (6) (+)-a-pineno,
(7) a-terpineno e (8) y-terpineno.

Condigdes: solugao do eletrolito: 10 mM de fosfato, 6 mM de borato, 50 mM de DSS, 7 mM de y-CD e

10% de acetonitrila; pH = 8.0 ajustado pela adicao de H;PO, 0,1 M;; capilar de silica fundida (40 cm X
75 um d.i.); voltagem aplicada: 20 kV; deteccao: 200 nm; temperatura: 25°C.

A Tabela XIV apresenta as figuras de mérito para a aplicagdo do método na
separacdo de 3 alcoois monoterpénicos e 5 hidrocarbonetos terpénicos. O
tratamento estatistico dos dados foi 0 mesmo descrito anteriormente. Obteve-se
valores entre 0,24 e 0,01 para S enquanto que o R? foi sempre maior que 98,54 %.
O método proposto permitiu que os terpenos fossem determinados com baixos
niveis de deteccdo (LD entre 0,09 e 1,30 ug mL™). O limite de quantificagdo obtido
ficou entre 0,30 e 4,33 ug mL" para todos os terpenos. Para validar o método, foram
injetados 11 vezes, em duplicata, solugdes dos padrées (5 pg mL™" de cada terpeno).
Em todos os casos, o desvio padrao relativo do tempo de migracéo foi menor do que
2,9 % e menor do que 8,1 % para a area do pico.
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Tabela XIV - Figuras de mérito para o método de CCEM, usando alcoois e
hidrocarbonetos monoterpénicos.

Analito y = a + bx S r R® RSD RSD LD LQ
area tempo
(%) (%)

Terpineol-4  a=05210%+0,73-102 0,015 0,996 9923 55 2,3 0,94 3,14
b=232.10%+0,06-10?

o-Terpineol  a=0,26-10°+1,06.10% 0,022 0,995 99,04 54 22 1,06 3,54
b=3,01.10%+0,09-10°

Linalol a=-0,37.102+0,17-102 0,035 0,997 99,34 8,1 2,9 0,09 0,30
b=57610%+0,15-107

Terpinoleno  a=-14,96-10°+5,36.10° 0,112 0,995 98,97 8,0 2,8 1,09 3,62
b=14,79-10%+ 0,48.10°

p-Cimeno  a=-16,92.10°+11,68-10° 0,243 0,995 99,04 7,6 2,7 1,05 3,51
b = 33,27.10%+ 1,04.10°

a-Pineno a=-6,90-10%+1,46.10% 0,030 0,994 99,25 8,0 2,8 0,93 3,10
b=471.10%+0,13-10%

a-Terpineno  a=-4,30-10%+1,40-10% 0,029 0,996 99,19 6,3 2,5 0,96 3,20
b =4,38-10°+0,12.10°

v-Terpineno  a=-8,72.10°+3,54.10° 0,074 0,993 98,54 7,5 2,7 1,30 4,33
b=8,1810%+0,31-10%

a = coeficiente angular; b = coeficiente linear; r = coeficiente de correlacdo; S = desvio padréo; R =
nivel de ajuste de curva (%) obtido por ANOVA para a validacao do método; RSD = valores do desvio
padrao relativo da area e do tempo de migracao eletroforético; LD = limite de deteccdo; LQ = limite de
quantificacdo. Concentracdes de LD e LQ sdo expressos em pg mL . Eletrlito: 10 mM de NaH,PO,,
6 mM de Na-B,0O;, 50 mM de DSS, 7 mM de y-CD e 10% de acetonitrila; pH 8.0; 20 kV; 25°C; 5 s de
injecao hidrodinamica; detector: 200 nm.
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3. APLICACAO DO METODO

3.1. AMOSTRAS SINTETICAS

Com a finalidade de validar o método, o mesmo foi aplicado na determinacao
de 7 monoterpenos em amostras sintéticas. Prepararam-se 5 amostras sintéticas,
com diferentes concentracdo dos analitos. A concentracdo de cada analito, nas
diferentes amostras sintéticas, foram similares aquelas presentes em amostras

61% Os resultados sdo

reais, de acordo com dados da literatura consultada
apresentados na Tabela XV e apresentam recuperacéo entre 93 e 110%. Assim,
esse método pode ser aplicado para separagdo e quantificacdo de monoterpenos
presentes em 6leo essencial obtido de folhas e flores de orégano e manjerona, bem

como de outras amostras reais.
3.2. AMOSTRAS REAIS

O método determinado e otimizado anteriormente, foi usado para a
determinagéo direta de oito alcoois e hidrocarbonetos monoterpénicos, em 6leo
essencial, obtido da extracdo por arraste de vapor das 5 amostras de manjerona
(amostras e extragdo descritas na pag 64). Foram injetadas solu¢des aquosas (agua
Milli-Q) dos bleos essenciais das cinco amostras de manjerona (M1, M2, M3, M4 e
M5) em varios niveis de concentracdo (10 a 500 pg mL"). Selecionou-se a
concentracdo de 100 pg mL™" para as andlises das amostras reais porque foi a que
apresentou a melhor resolucdo. Para validar o método analitico proposto, as
amostras de manjerona foram fortificadas com uma mistura dos padrées. Em 10 mL
de cada solugdo de manjerona de 100 ug mL™" foi adicionado solugdo de cada
monoterpeno, nas seguintes concentracdes: 1, 3, 5, 10 e 15 ug mL™". A Tabela XVI
apresenta os resultados obtidos nessas analises, onde se pode observar que houve
recuperagao entre 80 e 113 %. De acordo com resultados apresentados na Tabela
XVI, o terpineol-4, o-terpineol e linalol estdo presentes em todas as amostras.
Terpinenol-4 é o maior componente nas amostras M1, M2, M3 e M5 e, a-terpineol €

0 majoritario em M4.
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Tabela XV — Valores de recuperacdo para a andlise das amostras sintéticas

baseada no método proposto.

Amostras Analitos Concentragcdo  Concentracdo  Recuperacdo
Sintéticas adicionada encontrada (%)
Amostra 1 Canfeno 10,0 10,2 £ 0,02 102,2 £ 0,03

Terpinoleno 3,0 2,9+0,02 96,3 £ 0,02

B-Pineno 5,0 4,9+0,02 99,0 £ 0,03

p-Cimeno 3,0 3,2+ 0,01 107,2 £ 0,02

a-Pineno 10,0 10,4 £ 0,01 104,1 £ 0,03

a_Terpineno 5,0 5,0 * 0,01 100,0 * 0,01

y-Terpineno 5.0 5,4 £ 0,01 108,0 £ 0,02

Canfeno 5,0 5,2+ 0,01 103,8 £ 0,03

A t 2 I 3 3 3 3

mostra Terpinoleno 5,0 4.9+ 0,01 98,3 + 0,02
B-Pineno 5,0 5,0+ 0,01 100,0 = 0,01

p-Cimeno 10,0 10,9+ 0,01 109,0 £ 0,02

o-Pineno 5,0 4,9+ 0,01 98,3 + 0,03

a_Terpineno 3,0 2,8 T 0,03 94,2 * 0,03

y-Terpineno 3,0 3,3+0,02 111,0 £ 0,03

Amostra 3 Canfeno 3,0 3,2+ 0,01 106,9 + 0,01
Terpinoleno 1,0 0,9+0,03 96,6 £ 0,03

B-Pineno 3,0 2,9+ 0,01 96,9 £ 0,02

p-Cimeno 5,0 5,3+0,01 106,1 = 0,01

o-Pineno 3,0 2,910,04 98,2 + 0,03
y-Terpineno 10,0 10,8 £ 0,02 108,0 £ 0,04

Amostra 4 Canfeno 15,0 15,2 £ 0,04 101,1 £ 0,01
Terpinoleno 10,0 10,0 £ 0,01 100,0 £ 0,01
B-Pineno 10,0 10,2+ 0,03 101,7 £ 0,03

p-Cimeno 1,0 1,1 +£0,04 105,5+ 0,01

o-Pineno 15,0 15,1 £ 0,03 100,9 = 0,01

a_TerpinenO 1,0 0,9 T 0,03 96,3 * 0,03

y-Terpineno 1,0 0,9+0,03 96,9 + 0,03

Canfeno 1,0 1,0 £ 0,01 100,0 = 0,01

A t 5 I 3 3 3 3

mostra Terpinoleno 3,0 2.9+ 0,01 97,0 + 0,01
B-Pineno 1,0 0,9+0,03 93,3+ 0,03

p-Cimeno 3,0 3,2%0,02 106,1 £ 0,01

a-Pineno 1,0 0,9+0,04 94,4 + 0,04

a_Terpineno 5,0 5,0 * 0,01 100,0 * 0,01
y-Terpineno 15,0 15,1 £ 0,04 101,0 £ 0,02

Concentragdo em pg mL"
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Tabela XVI - Quantificagdo dos analitos nas amostras de manjerona, usando o

método proposto, em ug mL" (ND = ndo detectada)

Analitos Amostra Concentracdo Concentragcdo Recuperagcdo Concentracdo
adicionada encontrada (%) na amostra
Terpineol-4 , 31,4+ 0,01
Manjerona 1 1,0 0,8+ 001 80,4+ 0,01
3,0 3,2+ 0,03 107,2+ 0,02
5,0 55+ 0,02 109,1+ 0,01
10,0 11,0+0,03 110,1+ 0,03
15,0 15,7 + 0,01 104,7 + 0,01
Manjerona 2 24,7 + 0,03
1,0 1,1+ 0,02 105,4 £ 0,01
3,0 2,6+ 0,01 87,0+ 0,02
5,0 48+0,01  957+0,01
10,0 10,5+0,02  104,5+ 0,02
, 15,0 155+0,02  103,0+0,03
Manjerona 3 34,5+ 0,02
1,0 0,9+0,02 97,8 + 0,01
3,0 3,2+0,03 108,2 + 0,02
5,0 5,1+£0,02 101,3 + 0,01
10,0 10,4 + 0,01 104,1 + 0,01
15,0 15,0 + 0,01 100,0 + 0,01 4.2 0,01
Manjerona
Sevilha 1.0 1,1£0,01 103,5+ 0,01
3:0 2,9+0,02 96,8 £ 0,03
5.0 5,1+ 0,01 100,8 + 0,01
10,0 10,3 + 0,01 103,4 + 0,01
15,0 15,6 +0,02 103,8+ 0,02
Manjerona 20,0 £0,02
Soria 1,0 1,1+0,02 111,1 £ 0,01
3,0 3,1+0,02 103,8 + 0,02
5,0 5,1+ 0,01 101,6 + 0,03
10,0 10,5+ 0,01 105,1 + 0,01
15,0 15,5+0,02 103,3+0,02
v-Terpineno 6,4+ 0,02
Manjerona 2 1,0 0,9+ 0,01 94,4 +0,02
3,0 3,2+ 0,01 105,5 + 0,01
5,0 52+0,02  104,1+0,02
10,0 10,1+£0,03  101,1+0,03
15,0 14,8+0,01 985 0,01
, 19,8 + 0,01
Manjerona 3 10 110,03 108,52 0,01
3,0 3,0+ 0,01 100,0 + 0,01
5,0 5,2+ 0,02 104,6 + 0,02
10,0 10,6 + 0,01 106,2 + 0,02
15,0 15,0 £ 0,01 100,0 + 0,01 104 + 0,02
Manjerona 1,0 1,0+ 0,01 100,0 = 0,01
Séria 3.0 3,1+0,03 103,1+0,02
5,0 5,4+0,02 108,7 + 0,03
10,0 9,9+0,02 99,1 + 0,03
15,0 15,7 £ 0,02 104,4 + 0,03
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Tabela XVI (Continuacéo 1)

Analitos Amostra Concentracdo Concentragcdo Recuperagcdo Concentracdo
adicionada encontrada (%) na amostra
Linalol Manjerona 1 3,4 +0,02
1,0 1,0 +£0,01 100,0 £ 0,01
3,0 2,9+0,03 97,5+ 0,03
5,0 52+0,02  104,4+0,02
10,0 10,1+0,01  100,6 + 0,02
, 15,0 150+0,01  100,0 + 0,01
Manjerona 2 4.5+ 0,02
1,0 1,0 +£0,01 100,0 + 0,01
3,0 3,3+0,02 108,5+0,03
5,0 54+0,03 107,4+0,02
10,0 10,6+0,01  105,7 0,03
Manjerona 3 15,0 14,9+0,01 99,5+ 0,02 3.5+ 0,01
1,0 0,8 £ 0,01 81,4 + 0,02
3,0 3,1+0,02 103,7+0,03
5,0 5,6+0,03  112,3+0,02
10,0 9,3+ 0,01 93,1 + 0,01
Manjerona 15,0 155+0,01 1086001  5140,02
Sevilha
1,0 0,9 + 0,01 96,3 + 0,02
3,0 2,8+0,02 95,0 + 0,02
5,0 5,1 +0,01 100,7 + 0,02
10,0 10,2+ 0,03  102,0 + 0,01
, 15,0 15,8+0,02  105,2+0,03
Manj?(ona 3,6 + 0,01
Soria 10 0,9+001  989+0,02
3.0 3,1+0,02 101,4+0,02
5.0 5,1+0,02  101,6 0,01
10,0 10,1+0,01  100,8 + 0,03
15,0 14,9+0,01  99,1+0,02
o-Pineno Manjerona 2 ND
1,0 1,0+£0,01 100,0 £ 0,01
3,0 3,1+0,02 101,4+0,03
5,0 5,1+ 0,01 101,2 £ 0,02
10,0 9,9+0,03  99,5+0,03
, 15,0 15,1+0,02  100,7 £ 0,03
Manjerona 1,0+ 0,03
Soria 1.0 0,8+ 0,01  82,4%0,03
3,0 3,1+0,02  103,1+0,01
5,0 54+0,03  108,7+0,03
10,0 10,1+0,01  101,0 £ 0,02
15,0 154+0,02 102,94 0,03
a-Terpineno  Manjerona 10,9+ 0,02
Séria 1,0 1,0+£0,01 100,0 £ 0,01
3,0 3,2+0,02 107,9+0,03
5,0 5,0 0,01 100,0 £ 0,01
10,0 10,1+0,03 101,3+0,03
15,0 15,0+0,01  100,0 + 0,01
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Tabela XVI (Continuacéo 1)

Analitos Amostra Concentracdo Concentragcdo Recuperagcdo Concentracdo
adicionada encontrada (%) na amostra
a-Terpineol ~ Manjerona 1 7,9+ 0,01
1,0 0,8+0,02 85,5+ 0,02
3,0 3,2+0,02 105,7 £ 0,03
5,0 54+0,01  108,3+0,02
10,0 10,1+0,03  100,5+ 0,01
. 15,0 15,3+0,01  101,8+0,02
Manjerona 2 8,5+ 0,02
1,0 0,9+0,03 94,7 £ 0,03
3,0 3,2+ 0,01 105,3 = 0,01
5,0 5,3+ 0,01 105,6 + 0,03
10,0 10,6 £ 0,02 106,2 £ 0,02
15,0 + +
Manjerona 3 14,4 + 0,01 96,0 + 0,01 5.4 +0,02
1,0 0,9+ 0,01 93,5+ 0,01
3,0 3,1£0,02 104,8 £ 0,02
5,0 4,9+0,03 99,3+ 0,03
10,0 9,8 +0,02 97,8 £ 0,02
15,0 16,0 + 0,01 106,3 = 0,01
Manjerona 14,0+ 0,02
Sevilha 10 1,0 £ 0,01 100,0 + 0,01
3:0 2,8 £0,02 92,7 £ 0,03
5.0 5,1+ 0,01 101,9 = 0,01
10,0 10,6 £+ 0,02  106,2 + 0,01
+ +
Manjerona 15,0 14,9 + 0,01 99,4 + 0,01 724002
Séria 1.0 1,0£0,01  100,0 0,01
3,0 3,1£0,02 104,3 £ 0,02
5,0 5,3+ 0,02 106,7 £ 0,03
10,0 10,3+0,02 102,5+0,02
15,0 15,0 + 0,01 100,0 = 0,01
Terpinoleno  Manjerona 1 ND
1,0 0,9+ 0,01 94,7 £ 0,03
3,0 2,7 £0,01 88,7+ 0,02
5,0 53+0,02 1053 +0,02
10,0 10,4+0,02  104,1+0,01
. 15,0 155+0,01  103,3 0,01
Manjerona 2 1,6 £ 0,02
1,0 0,8+0,02 80,7 £ 0,02
3,0 3,1£0,01 101,1 £ 0,02
5,0 5,5+ 0,02 109,0 = 0,01
10,0 10,5+ 0,01 105,2 £ 0,02
15,0 + +
Manjerona 3 14,3 £ 0,02 95,5+ 0,02 200,03
1,0 0,9+ 0,01 98,0 £ 0,02
3,0 3,0+ 0,01 100,0 = 0,01
5,0 4,9+0,02 99,3+ 0,02
10,0 10,5+0,02 105,5+0,02
15,0 15,0 + 0,01 100,0 = 0,01
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Tabela XVI (Continuacéo Il1)

Analitos Amostra Concentracdo Concentragcdo Recuperagcdo Concentracdo
adicionada encontrada (%) na amostra
Terpinoleno Manjerona 0,3+0,02
Sevilha 1,0 1,2+0,03  113,3+0,01
3,0 2,9+ 0,01 96,9 + 0,02
5,0 5,1+ 0,01 101,0 £ 0,02
10,0 10,04 0,01  100,0 £ 0,01
Manjerona 15,0 16,0£0,02  106,5+ 0,02
S6ria 4,0+ 0,01
1,0 1,0 £ 0,01 100,0 + 0,01
3,0 32+0,02 1052 +0,01
5,0 5,5+ 0,01 109,3 + 0,02
10,0 10,6 £0,02  105,6 + 0,02
15,0 14,6+0,01 97,6 +0,03
p-Cimeno Manjerona 1 ND
1,0 0,8+ 0,01 81,8+ 0,03
3,0 2,6 +0,02 87,3+ 0,02
5,0 51+0,02  101,9+0,02
10,0 10,8 +£0,01  107,6 £ 0,01
, 15,0 15,2+0,01  101,0 £ 0,01
Manjerona 2 0,3+0,01
1,0 0,9+ 0,01 89,5+ 0,01
3,0 3,1+ 0,01 101,1+ 0,02
5,0 4,9+0,03 97,6 £ 0,03
10,0 10,5+0,01  105,0 + 0,02
Manjerona 3 15,0 1472002 979£002 454001
1,0 0,8+ 0,01 83,5+ 0,01
3.0 3,1+0,01 104,3 + 0,01
5,0 55+0,02  109,9 +0,02
10,0 10,0 £0,01  100,0 + 0,01
Manjerona 15,0 15,1 £0,02  100,4 + 0,02 ND
Sevilha 1,0 0,9+0,02  982+0,02
3,0 2,7+ 0,01 90,6 + 0,02
5,0 4,7 +0,01 94,9 + 0,01
10,0 10,04 0,01  100,0 £ 0,01
Manjerona 150 15,340,038 1021£0,02 55, 00p
Soria
1,0 0,8+ 0,02 81,8+ 0,02
3,0 3,1+0,01 101,5+ 0,03
5,0 5,5+ 0,01 109,4 + 0,1
10,0 9,9 0,01 99,3 + 0,01
15,0 141+ 0,02  94,3+0,02
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A Figura 22 apresenta os eletroferogramas da amostra do 6leo essencial de
manjerona (M2). O a-terpineno nédo foi detectado quando a amostra M2 foi fortificada
com diferentes concentracbes dos alcoois e hidrocarbonetos monoterpénicos,
devido a provavel sobreposicao deste com outros componentes,

Com base nos resultados apresentados na Tabela XVI e na Figura 22, pode-
se afirmar que o método foi aplicado com sucesso nas amostras de manjerona (éleo
essencial), que é uma matriz muito complexa. Dessa maneira acredita-se que possa
ser aplicado para a separacéao e identificacao desses e de outros tipos de compostos

presentes em 6leo essencial de outras plantas aromaticas.

0015

0,007
0,01

o

=IC
0,003 , , : 0 : :
0,015

- 0,01

=L

0,005

9 14 19 24 2 14 _ 19
tempo (min} tempo (min)

Figura 22 — Eletroferogramas dos alcoois e hidrocarbonetos monoterpénicos: (1)
terpineol-4, (2) a-terpineol, (3) linalol, (4) terpinoleno, (5) p-cimeno, (6) (+)-a-pineno,
(7) a-terpineno e (8) y-terpineno, (A) leo essencial da manjerona (100 pg mL™") (B)
fortificado com 1 pg mL™' de cada monoterpeno; (C) fortificado com 3 pg mL™" de

cada monoterpeno; (D) fortificado com 5 ug mL™ de cada monoterpeno,

Condigdes: ver Figura 21
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CAPITULO 6:

COMPARAGCAO DE METODOLOGIAS
DE EXTRACAO DE COMPOSTOS
ORGANICOS DE MANJERONA E DE
OREGANO COM SOLVENTES
ORGANICOS
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EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo comparados os métodos de extracdo por maceracao,

Soxhlet e ultra-som, para amostras de flores e folhas de manjerona e de orégano.
1. AMOSTRAS

As amostras comerciais de manjerona e de orégano utilizadas nas extracoes
foram adquiridas no comércio e sdo distribuidas por Litte S/A Importadora e
Comércio. Em algumas extragdes, também foram utilizadas amostras cultivadas,

conforme descrito no Capitulo 4.
2. REAGENTES E SOLVENTES

Todos os solventes utilizados foram grau p.a. Merck bi-destilados e usados no
prazo maximo de uma semana. O sulfato de so6dio anidro (p.a. Merck) foi
previamente mantido em estufa, a 105 °C, por 4h. O N, era de grau UP (99,99%,
White Martins).

A silica gel usada (Merck 70-230 mesh) foi tratada de acordo com o seguinte
procedimento: 30,0 g sdo submetidas a lavagens sucessivas de 3 x 25 mL de
acetona; 3 x 25 mL de hexano e 3 x 25 mL de diclorometano, em sistema de vacuo.
A evaporacao do solvente é realizada em capsula de porcelana, por uma noite, a
temperatura ambiente em capela, usando-se uma cobertura de papel de aluminio
perfurado. A silica seca foi ativada a 180 °C por 20 horas em cépsula de porcelana
revestida com papel de aluminio perfurado e, posteriormente, guardada em
dessecador.

Os padrées, a-pineno, canfeno, B-pineno, o-terpineno, p-cimeno, limoneno,
1,8-cineol, y-terpineno, terpinoleno, linalol, terpineol-4, a-terpineol, carvacrol, timol e
bifenila sdo da Aldrich, Palo Alto, CA, EUA. Foram preparadas solucdes estoques de
cada padrdo (1000 pg mL") em diclorometano (grau p.a. Merck) e guardadas sob

refrigeragéo.
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3. METODOS UTILIZADOS

3.1. MACERACAO®

Cerca de 10 g de cada amostra foram colocadas em um erlenmeyer de 200 mL
(Figura 23). A extracdo foi realizada usando os solventes organicos, hexano,
acetato de etila e metanol. Adicionou-se cerca de 150 mL de hexano, deixando em
contato por um periodo de 10 dias, com agitacdo ocasional. Apoés, filtrou-se e 150
mL do acetato de etila foram adicionados na mesma amostra, repetindo-se este
procedimento para o metanol. Os filtrados foram concentrados em rotavapor, secos

sob N2 e guardados ao abrigo da luz e calor.

#— Condensador de ar

Suporte
do Edenmeyer

Amostra + solvente

Figura 23 — Desenho esquematico do equipamento usado para maceracao

3.2. SOXHLET®

Cerca de 10 g de cada amostra foram colocadas no cartucho de extragdo. No
baldo foram colocados cerca de 250 mL (Figura 24) de cada um dos seguintes
solventes organicos: hexano, acetato de etila e metanol. Inicialmente,
adiciononaram-se cerca de 250 mL de hexano, deixando em refluxo por um periodo
de 8 horas. Apoés, trocou-se o baldo e 250 mL de acetato de etila foram adicionados

na mesma amostra, repetindo-se este procedimento para o metanol. Os filtrados
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foram concentrados em rotavapor, secos sob N, e guardados ao abrigo da luz e

calor.

_~~CONDENSADOR

_— EXTRATOR

_~ CARTUCHO

SOLVENTE
" EXTRATOR

Figura 24 - Desenho do equipamento usado para extracado com Soxhlet.

3.3. ULTRA-SOM*>"’

Cerca de 10 g de cada amostra foram colocadas em um erlenmeyer com
condensador para a extracao (equipamento tipo banho, Thorton, T-14, poténcia de
100 W) conforme esquema apresentado na Figura 25. Para a extracao dos
compostos ativos, amostras de orégano e manjerona secas foram sonicadas em 100
mL de cada solvente, por 1 h. O extrato foi recuperado por filtragdo em papel filtro
Whatman 1PS. Os solventes foram usados pela ordem de polaridade: hexano,
acetato de etila e metanol. Apds a extragcdo com um solvente, o residuo foi extraido
com outro solvente. Estes extratos foram recuperados quantitativamente, secos sob

N2, pesados e guardados ao abrigo da luz e calor.
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#— Condensador de ar

Suporte

do Edenmeyer
P

“#— Parede do aparelho

Agua

Amostra + solvente

"6’:}- T iy _,f_,.

| | #— Transductor piezoelétrico

Figura 25 - Equipamento utilizado para extracdo com ultra-som.

4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA PREPARATIVA EM SILICA GEL*®

Os extratos brutos de maceracdo, de Soxhlet e de ultra-som foram submetidos
a cromatografia liquida preparativa em silica gel, conforme metodologia descrita a
seguir. Em uma coluna de vidro (30 cm x 11 mm) contendo 3,0 g de silica
previamente ativada, empacotada a seco, adicionou-se uma camada de 0,5 cm de
sulfato de sédio anidro (aproximadamente 1,0 g). A coluna foi condicionada com 20
mL de hexano e, este eluente foi descartado. Em um béquer, colocaram-se cerca de
100 mg de cada extrato, obtido em cada extracéo, que foram adicionados com 0,500
g de silica e 3 mL de diclorometano, misturando-se bem. Formou-se uma mistura
finamente dividida pela evaporagdo do solvente. Apbés a evaporagdo do solvente,
esta mistura foi colocada no topo da coluna. A seguir fez-se eluir com cerca de 20
mL de cada um dos mesmos solventes usados na extracao (hexano, acetato de etila
e metanol). Foram obtidas trés fracdes que posteriormente foram concentradas em
atmosfera de nitrogénio e mantidas em dessecador, até peso constante. Cada
fracao foi dissolvida em diclorometano para, posteriormente, ser cromatografada.
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5. ANALISE DAS FRACOES POR CG/EM

As fracbes dos extratos de hexano e de acetato de etila da maceracéo,
Soxhlet e ultra-som foram analisadas por CG/EM, conforme condi¢cées analiticas
descritas na Tabela XVII. A identificacdo de alguns compostos foi feitas com base
na injecdo de padroes (a-pineno, canfeno, B-pineno, a-terpineno, p-cimeno,
limoneno, 1,8-cineol, +y-terpineno, terpinoleno, linalol, terpineol-4, a-terpineol,
carvacrol e timol) e da bifenila como padréao interno, através da comparacao dos
espectros de massas e do tempo de retencdo de cada padrao. Os demais
compostos foram identificados tentativamente por comparacao com os espectros de
massas da biblioteca Wiley do equipamento. Foram preparadas solugdes estoque de
cada padrdo a 1000 ug mL" em diclorometano e misturas de todos padrdes em
varias concentracbes. Foram injetados 1 uL de cada solucao, tanto dos padrées,
quanto das fracbes dos extratos. Os extratos metandlicos nao foram
cromatografados devido a grande polaridade de seus constituintes.

Tabela XVII — Condi¢des analiticas utilizadas na analise dos extratos de manjerona

e orégano.
equipamento CG/EM - Shimadzu QP5050A
coluna HP —1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
impacto eletronico 70 eV
modo de inje¢céo split 1:30
gas de arraste; vazao He; 1,5 mL min™
programacao 50 °C (0 min) — 2 °C min™' = 100 °C — 3 °C min
de temperatura —145°C —5 °C min" — 280 °C (25 min)
temperatura do injetor 280 °C
temperatura da coluna 280 °C
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. RENDIMENTO DOS EXTRATOS DE MANJERONA E OREGANO

Os resultados obtidos nas extracdes por maceragao, Soxhlet e ultra-som dos
extratos das folhas e das flores secas das amostras de manjerona e orégano sao
apresentados na Tabela XVIIl. O teor médio de umidade das amostras foi de 10%.
Para a extragcdo com ultra-som, a amostra de manjerona foi usada somente para

avaliar o tempo de extracdo, ndo se levando em conta o rendimento.

Tabela XVIII — Rendimento das extracbes por maceracao, Soxhlet e ultra-som,
obtidos para as amostras de manjerona e orégano, expresso em mg (extrato) por
100 g de amostra.

) Solventes

Metodo Amostra Hexano Acetato de etila Metanol
B Manjerona* 1,3 2,7 8,9

Maceracgao X
Orégano* 1,1 2,8 10,7
Manjerona T2 3,9 3,6 28,2
Soxhlet Orégano T4 4,6 3,7 27,4
Orégano* 59 5,6 25,3
Ultra-som Orégano* 0,5 3,7 27,4

* comercial

Em linhas gerais, o método de extracdao por Soxhlet apresentou maior
rendimento, especialmente quando se utiliza o solvente mais polar, no caso, 0

metanol.
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2. ANALISE DOS EXTRATOS DE MANJERONA E OREGANO VIA
CG/EM

Foram analisados por CG/EM os extratos de hexano e acetato de etila,
fracionados com hexano, acetato de etila e metanol (fracbes 1, 2 e 3 da CLP,
respectivamente). A identificacdo de alguns compostos foi feita com base na injecao
de padrdes e da bifenila como padrao interno, através da comparacao dos espectros
de massas e do tempo de retencéo de cada padrao.

A Figura 26 apresenta o cromatograma destes padroes. A Tabela XIX
apresenta os padrdes, o tempo de retencdo e os ions monitorados (59, 68, 69, 71,
81, 84,91, 93, 111, 112, 119, 121, 135, 136, 149, 150 e 154), que sdo fragmentos
caracteristicos dos compostos encontrados nesses tipos de 6leos. Os demais
compostos foram tentativamente identificados com base na biblioteca Wiley NBS do

equipamento.
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Figura 26 — Cromatograma pelo monitoramento de ions (modo SIM) dos padrdes.

Identificacdo dos picos apresentada na Tabela XIX. Condigcdes cromatograficas
descritas na Tabela XVI I.
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Tabela XIX — Tempo de retencdo e principais fragmentos ibnicos dos
hidrocarbonetos e alcoois monoterpénicos usados neste estudo.
Picos  Tempo de Identificacdo via Fragmentos PM FM
retencdo (min) fragmentos de massa ibnicos*

1 17,508 o-pineno 93 136 CioHe
2 18,500 canfeno 93 121 136 C1oHs
3 20,367 B-pineno 69 93 136 CioHe
4 23,067 o-terpineno 93 121 136 CioHe
5 23,642 p-cimeno 91 119 134 CioH14
6 23,950 limoneno 68 93 136 C1oHs
7 24,158 1,8-cineol 81 84 154 C1oH180
8 26,100 y-terpineno 91 93 136 CioHs
9 28,200 terpinoleno 93 121 136 CioHe
10 28,875 linalol 43 71 154 C1oH180
11 34,158 terpineol-4 71 93 154 C1oH180
12 34,967 a-terpineol 59 93 154 CioH150
13 40,633 timol 91 135 150 C1oH140
14 41,167 carvacrol 91 135 150 C1oH140
15 44,895 bifenila 154 Ci2H1o

* fragmentos monitorados em negrito

2.1. MACERAGCAO

2.1.1. Extratos de Manjerona

As Figuras 27, 28 e 29 apresentam os cromatogramas das fracdes de

hexano, acetato de etila e metanol (fragdes 1, 2 e 3 da CLP, respectivamente), dos

extratos obtidos por maceragdo, usando como solventes extratores o hexano e o

acetato de etila.

A Tabela XX apresenta os principais compostos identificados, na fracao

acetato de etila, dos extratos de hexano e de acetato de etila, nas amostras de

manjerona comercial. O tempo de retencéo e a probabilidade foram obtidos para o

extrato de acetato de etila.

Pelos cromatogramas da Figura 27, pode ser observado que a cromatografia

liquida preparativa serviu como um clean-up da amostra. Somente um pico foi
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possivel detectar, tanto no extrato de hexano, quanto no extrato de acetato de etila
para a fracdo 1 da Cromatografia Liquida Preparativa (CLP), eluida com hexano.
Com base nos espectros de massa da biblioteca Willey do equipamento, com ~95%
de probabilidade, foi identificado o p-cariofileno, com tempo de retencdo de
aproximadamente de 46 min. Este composto nao foi identificado nas outras fracoes
dos outros extratos.

A

25 S0 Tempo de retengio (min)

Figura 27 — Cromatogramas do ion total das fracdes de hexano (fracdo 1 da CLP)
dos extratos obtidos por maceracdo com hexano (A) e acetato de etila (B), da
amostra de manjerona comercial. O pico assinalado corresponde ao B-cariofileno.

As condi¢des cromatograficas estdo descritas na Tabela XVII.

Entretanto, como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 28, as
fracGes de acetato de etila, das extragdes por maceracao com hexano e com acetato
de etila, foram eficientes na separacado dos principais componentes extraidos das
amostras de manjerona comercial.

A Figura 29 apresenta os cromatogramas das fracbes de metanol da CLP,
dos extratos de hexano e acetato de etila. Verifica-se a auséncia de, praticamente
todos hidrocarbonetos e éalcoois terpénicos. Com isso, também comprova o efeito
eficiente do acetato de etila na separagédo dos compostos.
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Figura 28 — Cromatogramas do ion total das frac6es de acetato de etila (fragdo 2 da
CLP) dos extratos obtidos por maceracao com hexano (A) e acetato de etila (B), da
amostra de manjerona comercial. Os picos identificados estdo na Tabela XX. As
condicoes cromatograficas estao descritas na Tabela XVILI.

A

5 B0

manoacetin
16

4 7

25 50 Tempo de retencio (mind

Figura 29 — Cromatogramas do ion total das frac6es de metanol (fracdo 3 da CLP)
dos extratos obtidos por maceracdo com hexano (A) e acetato de etila (B), da
amostra de manjerona comercial. Os picos identificados estdo na Tabela XX. As

condicoes cromatograficas estao descritas na Tabela XVILI.
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Tabela XX — Principais compostos identificados tentativamente nos extratos da

maceracao com hexano e acetato de etila, nas fragbes com acetato de etila, das

amostras de manjerona comercial.

Tempo de
Pico retengéo Composto Probabilidade = PM FM
(min) Y%
1 16,908 a-pineno 93 136 CioH1s
2 19,950 B-pineno 94 136 CioHis
3 22,050 o-felandreno 93 136 CioH1e
4 22,917 a-terpineno 94 136 CioHis
5 23,475 p-cimeno 87 134 CioH14
6 23,850 sabineno 94 136 CioHie
7 25,933 Yy-terpineno 97 136 CioHie
8 26,600 trans sabineno hidratado 90 154  CyoH480
9 28,042 terpinoleno 95 136 CioHie
10 28,967 cis sabineno hidratado 90 154  CyoH480
11 30,383 p-menten-2-ol-1 87 154  CyoH480
12 31,542 trans-pineno hidratado 85 154  CyoH480
13 34,108 terpineol-4 97 154  CyoH480
14 34,892 a-terpineol 97 154 CyoHyg0
15 35,150 cis/trans-piperitol 92 154  CyoH480
15 35,833 cis/trans-piperitol 92 154  CyoH480
16 37,925 diacetin 95 176 C7H:20s5
17 38,417 acetato de linalila 96 196  Ci2H200:2
18 39,600 hidroquinona 95 110 CsHeO2
19 40,983 carvacrol 85 150  CyoH140
20 41,075 acetato de cis sabineno hidratado 87 196  Ci2H200:2
21 52,383 espatulenol 92 220  Cy5H24O
22 52,608 oxido de cariofileno 95 220  Cy5Hx4O
23 58,642 fitol 91 296  CyoH4O

Os compostos, que foram tentativamente identificados, com os espectros de

massa do equipamento, sdo 0s que estdo presentes no O6leo essencial de

manjerona, obtido tanto por extracdo com solvente quanto por arraste a vapor.

Pode-se destacar os compostos cis-sabineno hidratado e seu acetato, que segundo

varios autores

19,21,101

, S840 0s responsaveis pelo aroma da manjerona, bem como de

seus alcoois monoterpénicos terpineol-4 e o-terpineol. Esses compostos estao
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presentes, em maior intensidade, no extrato de acetato de etila, estando associado,
provavelmente a capacidade extratora desse solvente.

2.1.2. Extratos de Orégano

As Figuras 30, 31 e 32 apresentam os cromatogramas das fracdes de hexano,
acetato de etila e metanol (fracoes 1, 2 e 3 da CLP, respectivamente), dos extratos
obtidos por maceragédo, usando como solventes extratores o hexano e o acetato de
etila.

A Tabela XXI apresenta os principais compostos identificados, na fracao
acetato de etila, dos extratos de hexano e de acetato de etila, nas amostras de
orégano comercial. As fragbes obtidas com hexano e metanol, como eluentes, ndo
permitiram a identificagdo de um numero maior de compostos, como pode ser
visualizado nas Figuras 30 e 32.

Pelos cromatogramas da Figura 30, observa-se o mesmo fato ocorrido com a
amostra de manjerona, ou seja, somente um pico foi identificado, tanto no extrato de
hexano, quanto no extrato de acetato de etila, sendo este também o B-cariofileno.

Da mesma forma, como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 31,
as fracGes de acetato de etila, das extracbes por maceragdao com hexano e com
acetato de etila permitiram a identificacdo dos principais componentes extraidos das
amostras de orégano comercial. Os compostos identificados sdo os que estao
presentes no 6leo essencial de orégano. Pode-se destacar os compostos fendlicos,
timol e carvacrol, caracteristicos desse tipo de amostra, sendo o timol o composto
majoritario. Também estdo presentes o cis-sabineno hidratado, terpineol-4 e «-
terpineol em grandes quantidades. Comparando-se esses cromatogramas, constata-
se que 0s compostos sdo 0s mesmos nos dois extratos, ndo se podendo diferenciar

os solventes extratores, segundo a eficiéncia da extragéo.
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25 50 Tempo de retencio (min)
Figura 30 — Cromatogramas do ion total das fracdes de hexano (fracdo 1 da CLP)
dos extratos obtidos por maceracdo com hexano (A) e acetato de etila (B), da
amostra de orégano comercial. O pico assinalado corresponde ao B-cariofileno. As

condicoes cromatograficas estao descritas na Tabela XVILI.
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Figura 31 — Cromatogramas do ion total das frac6es de acetato de etila (fragdo 2 da
CLP) dos extratos obtidos por maceracdo com hexano (A) e acetato de etila (B), da
amostra de orégano comercial. Os picos identificados estdo na Tabela XXI. As

condicoes cromatograficas estao descritas na Tabela XVILI.
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Figura 32 — Cromatogramas do ion total das frac6es de metanol (fracdo 3 da CLP)
dos extratos obtidos por maceracdo com hexano (A) e acetato de etila (B), da
amostra de orégano comercial. Os picos identificados estdo na Tabela XXI. As

condicoes cromatograficas estao descritas na Tabela XVILI.
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Tabela XXI — Principais compostos identificados tentativamente nos extratos da

maceracao com hexano e acetato de etila, nas fragbes com acetato de etila, das

amostras de orégano comercial.

Tempo de
Pico retencao Composto Probabilidade  PM FM
(min) Y%
1 16,908 a-pineno 93 136 CioH1e
2 19,950 B-pineno 94 136 CioHis
3 22,050 o-felandreno 93 136 CioHie
4 22,917 a-terpineno 94 136 CioHis
5 23,475 p-cimeno 87 134 CioH14
6 23,850 sabineno 94 136 CioHie
7 25,933 y-terpineno 97 136 CioHie
8 26,600 trans sabineno hidratado 90 154  GCyoHs0
9 28,042 terpinoleno 95 136 CioHie
10 28,967 cis sabineno hidratado 90 154  GCyoHs0
11 30,383 p-menten-2-ol-1 87 154  CyoH480
12 31,542 trans-pineno hidratado 85 154  CyoH480
13 33,583 borneol 87 154  CyoH480
14 34,108 terpineol-4 97 154 CioH450
15 34,892 a-terpineol 97 154 CyoHyg0
16 35,833 cis/trans-piperitol 92 154  CyoH480
17 37,567 éter metil timol 88 164  C41HcO
18 38,117 éter metil carvacrol 88 164  C41H;cO
19 39,683 acetato de linalila 97 196  Ci2Hx002
20 39,925 hidroquinona 95 110 CsHeO2
21 40,725 timol 93 150  CyoH1,O
22 40,983 carvacrol 93 150  GCyoH14O
23 52,383 espatulenol 93 220  Cy5Hx4O
24 52,775 6xido de cariofileno 91 220 Ci5H»40
25 58,858 fitol 90 296  CpoH4O
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2.2. SOXHLET

2.2.1. Extratos de Manjerona

As Figuras 33 e 34 apresentam os cromatogramas das fracdes de hexano e
acetato de etila (fracées 1e 2 da CLP, respectivamente), dos extratos obtidos da
amostra de manjerona cultivada T2, com Soxhlet, usando como solventes extratores
o hexano e o acetato de etila.

A Tabela XXIlI apresenta os principais compostos identificados, na fracao
acetato de etila, dos extratos de hexano e de acetato de etila, nas amostras de
manjerona cultivada T2.

Pelos cromatogramas da Figura 33 pode-se observar que a cromatografia
liquida preparativa funcionou como um clean-up da amostra. Alguns picos foram
possiveis detectar, tanto no extrato de hexano, quanto no extrato de acetato de etila.
Com base nos espectros de massa da biblioteca Willey do equipamento, com ~95%
de probabilidade, foram identificados o biciclogermacreno, o B-cariofileno e o y-
elemeno/a-humuleno. Estes compostos ndao foram identificados nas outras fracoes
dos outros extratos.

Entretanto, como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 34, as
fraces de acetato de etila, das extracbes com Soxhlet com hexano e com acetato
de etila, foram eficientes na separacado dos principais componentes extraidos das
amostras de manjerona cultivada.

Os compostos que foram tentativamente identificados com os espectros de
massa do equipamento, sS40 0s mesmos que estao presentes no 6leo essencial de
manjerona, com destaque para o cis-sabineno hidratado e seu acetato, bem como

de seus alcoois monoterpénicos terpineol-4 e a-terpineol.
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Figura 33 — Cromatogramas do ion total para as fracoes de hexano (fracdo 1 da
CLP) dos extratos obtidos com Soxhlet, usando hexano (A) e acetato de etila (B),
como solventes extratores da amostra de manjerona cultivada T2. Os picos
assinalados foram tentativamente identificados como: 1) biciclogermacreno; 2) B-
cariofileno e 3) y-elemeno/a-humuleno. Condigdes cromatograficas descritas na
Tabela XVILI.
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Figura 34 — Cromatogramas do ion total para as fracées de acetato de etila (fracao
2 da CLP) dos extratos obtidos com Soxhlet, usando hexano (A) e acetato de etila
(B), como solventes extratores da amostra de manjerona cultivada T2. Os picos
assinalados estao identificados Tabela XXIl. Condicdes cromatograficas descritas
na Tabela XVII.
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Tabela XXIl — Principais compostos identificados tentativamente nos extratos com
Soxhlet, de hexano e acetato de etila, nas fracbes com acetato de etila, das

amostras de manjerona cultivada T2.

Tempo de
Pico retencao Composto Probabilidade PM FM
(min) Y%

1 16,908 a-pineno 93 136 CioH16
2 19,950 B-pineno 94 136 CioHie
3 22,050 o-felandreno 93 136 CioH1e
4 22,917 a-terpineno 94 136 CioHie
5 23,475 p-cimeno 87 134 CioH14
6 23,850 sabineno 94 136 CioHie
7 25,933 y-terpineno 97 136 CioHie
8 26,600 trans sabineno hidratado 90 154  CioH1s0
9 28,042 terpinoleno 95 136 CioHie
10 28,967 cis sabineno hidratado 90 154  CioH1s0
11 30,383 p-menten-2-ol-1 87 154  GCioHis0
12 31,542 trans-pineno hidratado 85 154  GCyoHis0
13 34,108 terpineol-4 97 154  GCioHis0
14 34,892 a-terpineol 97 154 CioH1s0
15 35,150 cis/trans-piperitol 92 154  GCioHis0
15 35,833 cis/trans-piperitol 92 154  GCioHis0
16 37,925 diacetin 95 176 C7H20s5
17 38,417 acetato de linalila 96 196  Ci2H20:
18 39,600 hidroquinona 95 110 CsHeO2
19 41,108 acetato de cis sabineno hidratado 85 196  CioH14O
20 41,125 carvacrol 87 150 CysH5005
21 52,383 espatulenol 92 220  Cy5H240
22 52,608 oxido de cariofileno 95 220  GCy5H240
23 58,642 fitol 91 296  CyoH4O
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2.2.2. Extratos de Orégano

A Tabela XXIll apresenta os principais compostos identificados, na fracao
acetato de etila, dos extratos de hexano e de acetato de etila, nas amostras de

orégano cultivado T4 e orégano comercial.

2.2.2.1. Extratos de Orégano Cultivado

As Figuras 35 e 36 apresentam os cromatogramas das fracdes de hexano e
acetato de etila (fracdes 1 e 2 da CLP, respectivamente), dos extratos obtidos da
amostra de orégano cultivado T4, com Soxhlet, usando como solventes extratores o
hexano e o acetato de etila.

Cabem as mesmas observacdes feitas para andlise anteriores, ou seja,
nenhum composto foi identificado na fracdo de metanol (fracao 3 da CLP), razao
pela qual a mesma nédo é apresentada.

Por outro lado, apenas o B-cariofileno e o B-bisaboleno foram identificados na
fracao de hexano (Figura 35).

A Figura 36, também apresenta os mesmos compostos identificados no éleo
essencial de orégano. Pode-se destacar os compostos fendlicos, timol e carvacrol,
caracteristicos desse tipo de amostra, sendo o carvacrol o composto majoritario.

Comparando-se esses cromatogramas e a identificacdo dos picos na Tabela
XXIIl, constata-se que o0s compostos sdo os mesmos nos dois extratos, ndo se
podendo definir qual o solvente mais potente na extracao.
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Figura 35 — Cromatogramas do ion total para as fracoes de hexano (fracdo 1 da
CLP) dos extratos obtidos com Soxhlet, usando hexano (A) e acetato de etila (B),
como solventes extratores da amostra de orégano cultivado T4. Os picos
assinalados foram tentativamente identificados como:1) [-cariofileno e 2) B-

bisaboleno. Condi¢cdes cromatograficas descritas na Tabela XVII.
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Figura 36 — Cromatogramas do ion total para as fracées de acetato de etila (fracéo
2 da CLP) dos extratos obtidos com Soxhlet, usando hexano (A) e acetato de etila
(B), como solventes extratores da amostra de orégano cultivado T4. Os picos
assinalados estédo identificados Tabela XXIIl. Condicbes cromatograficas descritas
na Tabela XVII.
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Tabela XXIIl — Principais compostos identificados tentativamente nos extratos com

Soxhlet, de hexano e acetato de etila, nas fracbes com acetato de etila, das

amostras de orégano cultivado T4 e comercial.

Tempo de
Pico retencao Composto Probabilidade  PM FM
(min) Y%
1 17,050 a-pineno 93 136 CioHis
2 20,108 B-pineno 94 136 CioHis
3 22,225 o-felandreno 95 136 CioHie
4 23,083 a-terpineno 94 136 CioHis
5 23,667 p-cimeno 92 134 CioHia
6 24,033 sabineno 94 136 CioH16
7 26,108 y-terpineno 94 136 CioHie
8 26,775 trans sabineno hidratado 90 154  GCyoHs0
9 28,217 terpinoleno 90 136 CioHie
10 28,892 linalol 93 154  CyoHs0
11 29,117 cis sabineno hidratado 92 154  GCyoHs0
12 30,542 p-menten-2-ol-1 88 154  CyoH480
13 31,708 trans-pineno hidratado 87 154  CyoH480
14 34,242 terpineol-4 97 154  CyoH480
15 34,608 p-cimen-8-ol 87 150  CyoH4g0
16 35,025 a-terpineol 97 154  CyoH1O
17 35,392 cis/trans-piperitol 87 154  CyoH480
17 36,142 cis/trans-piperitol 89 154  CyoH480
18 37,917 éter metil timol 93 164  C41H;cO
19 38,017 éter metil carvacrol 93 164  GC41H;cO
20 38,575 acetato de linalila 97 196  Ci2Hx002
21 39,775 cumarina 93 146 CoHsO2
22 40,725 timol 91 150  CyoH1,O
23 41,250 carvacrol 94 150  GCyoH14O
24 41,783 ascaridol 87 168  CioH1602
25 52,475 espatulenol 94 220  Cy5H24O
26 52,675 oxido de cariofileno 90 220  CysH24O
27 58,725 fitol 90 220  CyoH4O
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2.2.1.2. Extratos de Orégano Comercial

As Figuras 37 e 38 apresentam os cromatogramas das fracdes de hexano e
acetato de etila (fracdes 1 e 2 da CLP, respectivamente), dos extratos obtidos da
amostra de orégano comercial, com Soxhlet, usando como solventes extratores o
hexano e o acetato de etila.

De forma similar ao encontrado anteriormente, poucos compostos foram
identificados nas fragdes de hexano e, nenhum composto foi identificado na fragao
de metanol.

Os compostos identificados na fracdo de acetato de etila sdo os mesmos
presentes no Oleo essencial de orégano, com 0os mesmos destaques, entretanto,
sendo o timol o composto majoritario. Nada se podendo afirmar quanto a diferenca

de eficiéncia do poder extrator dos solventes.

A
2
1 3 4
0o oo
B
0 MW
2I5 5'|:| Tempo de retencio (min)

Figura 37 — Cromatogramas do ion total para as fracoes de hexano (fragcdo 1 da
CLP) dos extratos obtidos com Soxhlet, usando hexano (A) e acetato de etila (B),
como solventes extratores da amostra de orégano comercial. Os picos assinalados
estdo identificados Tabela XXIIl. Condicées cromatograficas descritas na Tabela
XVIL
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Figura 38 — Cromatogramas do ion total para as fracées de acetato de etila (fracéo
2 da CLP) dos extratos obtidos com Soxhlet, usando hexano (A) e acetato de etila
(B), como solventes extratores da amostra de orégano comercial. Os picos
assinalados estédo identificados Tabela XXIIl. Condicbes cromatograficas descritas
na Tabela XVII.

2.3. ULTRA-SOM
2.3.1. Extrato de Orégano Comercial

As Figuras 39 e 40 apresentam os cromatogramas das fracées de hexano e
acetato de etila (fracdes 1 e 2 da CLP, respectivamente), dos extratos obtidos da
amostra de orégano comercial, com ultra-som, usando como solventes extratores o
hexano e o acetato de etila.

A Tabela XXIV apresenta os principais compostos identificados, na fracao
acetato de etila. A Figura 39, de forma semelhante as analises anteriores, apresenta
apenas o P-cariofileno, como unico pico identificado. Na Figura 40 tem-se a
identificacdo dos mesmos compostos encontrados no 6leo essencial de orégano.
Pode-se destacar os compostos fendlicos, timol e carvacrol, caracteristicos desse
tipo de amostra, sendo o timol o composto majoritario®. Também nada se pode
afirmar quanto a seletividade dos solventes extratores utilizados.

Maria Regina Alves Rodrigues 106



Tese: Capitulo 6

e
1] . b :

D , .

28 Tempo de retencio (min)

Figura 39 — Cromatogramas do ion total para as fragées de hexano (fracdo 1 da
CLP) dos extratos obtidos com ultra-som, usando hexano (A) e acetato de etila (B),
como solventes extratores da amostra de orégano comercial. O pico tentativamente

identificado é: 1) B-cariofileno. Condi¢coes cromatograficas descritas na Tabela XVII.
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Figura 40 — Cromatogramas do ion total para as fracées de acetato de etila (fracéo
2 da CLP) dos extratos obtidos com ultra-som, usando hexano (A) e acetato de etila
(B), como solventes extratores da amostra de orégano comercial. Os picos
assinalados estao identificados Tabela XXIV. Condi¢cdes cromatogréaficas descritas
na Tabela XVII.
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Tabela XXIV — Principais compostos identificados tentativamente nos extratos do

ultra-som, com hexano e acetato de etila, nas fragdes com acetato de etila, das

amostras de orégano comercial

Tempo de
Pico retencéo Composto Probabilidade  PM FM
(min) Y%
1 17,150 a-pineno 85 136 CioH1e
2 20,242 B-pineno 88 136 CioHis
3 22,223 o-felandreno 83 136 CioH1e
4 23,092 o-terpineno 90 136 CioH1e
5 24,042 sabineno 90 136 CioHie
6 26,242 y-terpineno 91 136 CioHie
7 26,858 trans sabineno hidratado 90 154  CyoH4g0
8 26,775 linalol 87 154  CyoH4gO
9 28,958 cis sabineno hidratado 90 154  CyoH4g0
10 30,533 p-menten-2-ol-1 87 154  CyoH4g0
11 31,708 trans-pineno hidratado 85 154  CyoH4g0
12 34,225 terpineol-4 97 154  CyoH450
13 34,608 p-cimen-8-ol 89 150 CyoH140
14 35,017 a-terpineol 97 154 CyoHyg0
15 35,408 cis/trans-piperitol 85 154  CyoH4g0
15 36,125 cis/trans-piperitol 87 154  CyoH4g0
16 37,467 éter metil timol 80 164  Cy1H460
17 38,017 éter metil carvacrol 80 164  Cy1H460
18 38,692 acetato de linalila 96 196  Cy2H200:
19 39,450 hidroquinona 95 110 CsHeO2
20 40,472 timol 94 150  CyoH14O
21 41,233 carvacrol 90 150 CyoH140
22 52,567 espatulenol 91 220  Cy5H24O
23 52,800 oxido de cariofileno 90 220  Cy5H24O
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CAPITULO 7:

APLICACAO DO CO, A ALTAS
PRESSOES NA EXTRACAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS DE
MANJERONA E OREGANO
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EXPERIMENTAL

1. AMOSTRAS

Sementes de Origanum vulgare Linneus e de Majorana hortensis Moench.
adquiridas da Dinamarca, foram cultivadas sob controle agrond6mico em Viaméo, RS,
na Estacdo Experimental da FEPAGRO (Fundagdo Estadual de Pesquisa
Agronémica), sob a orientagdo do Sr Luis Osério de Castro, técnico da FEPAGRO.
As amostras foram identificadas e as exsicatas estdo depositadas no Herbario da
FEPAGRO (ver Capitulo 4). As folhas e flores de orégano e de manjerona foram
secas a temperatura ambiente por trés semanas. As amostras de orégano comercial
foram adquiridas da CBS Alimentos Ltda, Canoas/RS e as de manjerona, da Litte —
Industria e Comércio de Alimentos Ltda — Porto Alegre/RS.

2. REAGENTES E SOLVENTES

O CO2 (White Martins) usado foi de grau UP com 99,99% pureza. Os padrées,
o-pineno, canfeno, B-pineno, a-terpineno, p-cimeno, limoneno, 1,8-cineol, v-
terpineno, terpinoleno, linalol, terpineol-4, a-terpineol, carvacrol, timol e bifenila
foram adquiridos da Aldrich, Palo Alto, CA, EUA. Foram preparadas solugdes
estoques de cada padrdo (1000 ug mL") em diclorometano e guardadas sob

refrigeragcdo. Os solventes utilizados foram grau p.a. Merck bidestilados.

3. EQUIPAMENTO

As extragdes foram realizadas em uma unidade de escala de laboratério
(Figura 41 e Anexo 2), que consistia basicamente de um cilindro de CO,, dois
banhos termostaticos (Quimis), uma bomba de alta pressao (ISCO 260D), um reator
em aco inoxidavel (200 mL), um transdutor (SMAR, LD301), equipado com um
sistema para aquisicado de dados (SMAR, HT 201) com uma precisdo de + 0,012

MPa e um tubo coletor de vidro.
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Figura 41 — - Esquema representativo de um sistema de extracao a altas pressoes.
(A) — cilindro de COy; (B) e (C) — banhos termostaticos; (D) - extrator ; (E) — tubo
coletor de vidro; (F) — bomba de alta pressao; (G) — transdutor de presséao; (H) —

sistema de aquecimento.

4. EXTRACAO COM CO, SUPERCRITICO

As amostras eram colocadas no extrator e em seguida faz-se passar o CO»,
deixando em contato com a amostra por 1 h para que houvesse estabilizacdo do
sistema. Apds, a valvula micrométrica era aberta, o 6leo produzido comecava a ser
coletado e o fluxo de CO, era acompanhado através do registrador da bomba de alta
pressdo. O dleo coletado era pesado em intervalos de tempo definidos (~15 a 20
min), um outro tubo conectado ao equipamento e a extracdo continuava até que nao
mais se obtivesse quantidade significativa de extrato ou, em alguns casos, quando
ndo excedia um tempo pré-determinado. O tempo de extragdo em cada experimento
foi de aproximadamente 400 min, isotermicamente, a pressao constante. Cada
experimento consome em média 10 h, incluindo pesagem da amostra, carga do
extrator, estabilizacdo da temperatura do extrator e dos banhos, extracéo,
despressurizacao e descarga do extrator.

Um planejamento experimental fatorial 2° foi estabelecido para avaliar a
influéncia das varidveis do processo no rendimento € na composicao quimica do

extrato. As extracdes foram realizadas nas temperaturas de 20 — 40 °C e pressdes

Maria Regina Alves Rodrigues 111



Tese: Capitulo 7

de 100 a 200 atm. As corridas foram realizadas em triplicata para todas as
condicoes.

5. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Os extratos obtidos na extragcdo com CO; a altas pressdes, das amostras de
manjerona e de orégano, foram analisadas por CG/EM, conforme condigcdes
analiticas descritas na Tabela XXV. A identificacdo e quantificacdo de alguns
compostos foram feitas com base na injecao de padrdes e da bifenila como padrao
interno, através da comparacao dos espectros de massas e do tempo de retencao
de cada padrdao. Os demais compostos foram identificados tentativamente por
comparacao com o0s espectros de massas da biblioteca Wiley do equipamento.
Foram preparadas soluces de cada extrato a 500 ug mL™" em diclorometano, sendo

injetado 1uL de cada solugéao.

Tabela XXV — Condi¢cbes cromatograficas utilizadas na andlise dos 6leos extraidos
com CO;, a altas pressdes por CG/EM

equipamento CG/EM - Shimadzu QP5050A
coluna DB -5 (30 mx 0,25 mm x 0,25 um)
impacto eletronico 70 eV
modo de inje¢céo split 1:30
gas de arraste; vazao He; 1,5 mL min™
programacao 50 °C (0 min) — 2 °C min™' = 100 °C — 3 °C min"
de temperatura — 145 °C —5°C min"' — 280 °C (25 min)
temperatura do injetor 280 °C
temperatura da coluna 280 °C
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. EXTRACAO DOS OLEOS

A etapa inicial da extracdo dos 6leos de manjerona e de orégano consistiu em
avaliar o efeito da pressao e da temperatura sobre a extragcdo dos compostos
terpénicos, que sao responsaveis pelo aroma, e avaliar a co-extracdo dos
compostos indesejaveis (acidos graxos e seus ésteres metilicos e alguns

pigmentos).
1.1. EXTRACAO DO OREGANO

A Tabela XXVI sumariza as condi¢cdes de extracao e os resultados alcancados
no tocante ao rendimento das extragdes. As variaveis vazao do solvente e massa de
orégano foram mantidas constantes em torno de 1 g min”' e 26 g, respectivamente.
Os rendimentos foram calculados com base na porcentagem do éleo extraido em
relagdo a massa da amostra colocada no extrator. Observou-se uma grande
variacdo na densidade do solvente (0,6164 a 0,9378 g cm™®), calculada com base em
dados fornecidos por Angus e colaboradores'®.

Tabela XXVI - Condi¢des experimentais e rendimentos obtidos nas extragdes de

orégano comercial com CO. a altas pressoes.

T P Densidade Rendimento
Corrida (°C) (atm) CO: (g cm™) (%)
1 20 100 0,8553 0,38
2 20 200 0,9378 0,46
3 40 100 0,6164 0,67
4 40 200 0,8408 1,32
5 30 150 0,8475 0,82
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Outro fator observado € que o rendimento do extrato de orégano foi sensivel a
variacao da temperatura e pressdo. O aumento da temperatura a pressao constante
leva a um aumento no rendimento do éleo, apesar da grande variagcdo na densidade.
Embora, em menor extensdo, um aumento na pressao a temperatura constante leva
a um aumento no rendimento do 6leo'’®. A amostra de orégano comercial analisada
a 200 atm e 40 °C foi a que apresentou maior rendimento, cerca de 1,32%.

A Figura 42 apresenta curvas experimentais de extragdo calculadas através da

variacao da massa total do extrato de orégano versus as massas de CO, utilizada.
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Figura 42 — Curvas de extracédo obtidas para orégano comercial usando CO; a altas

pressoes (condi¢coes descritas na Tabela XXVI).

Como pode ser observado nesta Figura, as curvas de extracdo sao formadas
por uma etapa linear inicial (taxa constante de extracdo) onde a solubilidade do éleo
no solvente (funcdo somente da temperatura e da pressdo) governa a extracao.
Nesta etapa, o déleo esta completamente exposto e as particulas sélidas estdo

cobertas por uma camada deste.
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Nesta etapa, o solvente deixa o extrator saturado de 6leo e a concentracao do
6leo no solvente, na saida do extrator, é igual a sua solubilidade no solvente. Numa
segunda etapa, a taxa de extracao decresce em funcao da resisténcia a difusdo no
interior das folhas. Neste periodo a superficie do sélido comeca a apresentar falhas
na camada superficial de 6leo e a area efetiva de troca diminui consideravelmente.
Assim, a transferéncia de massa € controlada pela difusdo do solvente para o
interior das particulas do sélido e a difusdo do solvente-soluto para fora da matriz

porosa' ™.

1.1.1. Analise Cromatografica dos Extratos de Orégano

A Figura 43 apresenta um cromatograma do extrato de orégano comercial
obtido nas condi¢des de extracdo de 100 atm e 40 °C cujos picos identificados, sao
apresentados na Tabela XXVII. Através da analise do cromatograma, com base nas
areas relativas (sem considerar o fator de resposta), observa-se que o cis-trans-
sabineno hidratado € o composto majoritario e, dentro dos compostos fendlicos, o

timol é o majoritario.
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Figura 43 - Cromatograma do ion total do extrato de orégano comercial obtido via
extragdo supercritica com CO,, a 100 atm e 40 °C. ldentificacdo dos picos
apresentada na Tabela XXVII. Condi¢coes cromatograficas descritas na Tabela XXV.
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Tabela XXVII — Compostos tentativamente identificados via CG/EM nos extratos de

orégano comercial obtidos com CO- a altas pressdes

Pico n° Composto PM FM
1 B-pineno 136 CioH1s
2 p-cimeno 134 CioH14
3 limoneno 136 CioH16
4 canfeno 136 CioH1e
5 y-terpineno 136 CioH16
6 trans-sabineno hidratado 154 C1oH150
7 cis-sabineno hidratado 154 C1oH150
8 linalol 154 CioH1gO
9 p-menten-2-ol-1 154 CioH1g0
10 trans-pineno hidratado 154 CioH1g0
11 borneol 154 C1oH180
12 terpineol-4 154 C1oH150
13 a-terpineol 154 CioH1s0
14 cis/trans-piperitol 154 CioH1g0
15 éter metil timol 164 C41HsO
16 éter metil carvacrol 164 C41HsO
17 acetato de linalila 196 C12H200,
18 timol 150 CioH140
19 carvacrol 150 CoH140
20 B-cariofileno 204 CisHas
21 a-cariofileno 204 CisHag
22 germacreno-B/y-humuleno 204 CisHaq
23 espatulenol 220 Ci5H240
24 Oxido de cariofileno 220 Ci5H240
Alguns trabalhos recentes®®, tem se preocupado em identificar os

constituintes do O6leo essencial de orégano, obtido via extragdo com fluido
supercritico. Os resultados desses trabalhos indicam que este éleo essencial € uma
mistura muito complexa de hidrocarbonetos terpénicos, terpenos oxigenados e
compostos aromaticos. Em geral, todos esses estudos esclarecem que nas
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condicoes de extracdo estudadas, os terpenos oxigenados sao a fracdo maior e,
sendo o carvacrol (considerado terpeno fenélico) o composto majoritario.

No presente estudo, os extratos obtidos da extragcdo com CO, do orégano
comercial, analisados via CG/EM, apresentaram, em geral, em sua composi¢cao 5
monoterpenos, 10 alcoois terpénicos, 2 fendis, 3 sesquiterpenos e 4 outros
compostos oxigenados, representando 20,83% de MT (monoterpeno) e 79,17% de
NMT (n&o monoterpeno), de acordo com a Tabela XXVII.

Observando o cromatograma da Figura 43, a contribuicdo em massa dos MT é
muito pequena, quase desprezivel (tracos). Este resultado esta de acordo com a
idéia de obter extratos com pouco ou nenhuma concentracdo desta fracdo de
hidrocarbonetos terpénicos, pois eles trazem pouca contribuicdo ao aroma dos 6leos
essenciais. Como essa fracdo é formada por compostos insaturados, que séo
instaveis ao calor e a luz, sdo rapidamente oxidados pelo oxigénio atmosférico,
conseqiientemente, decompdem-se em compostos indesejaveis'°.

A analise quantitativa desses extratos, usando como padrdes o timol e o
carvacrol e a bifenila como padrao interno, permitiu calcular a concentracéo desses
compostos. A Tabela XXVIII apresenta as concentragcbes dos compostos
majoritarios, do orégano, carvacrol e timol, calculadas usando como padrao interno a

bifenila.

Tabela XXVIII - Concentracéo de timol e carvacrol (mg L) nos extratos de orégano

comercial, obtidos via extracdo com CO; a altas pressoes

Condicdes de extragcao

100 atm, 200 atm, 100 atm, 200 atm, 150 atm,
Compostos
20°C 20°C 40°C 40°C 30°C
Timol 25,32 25,75 46,13 25,82 36,82
Carvacrol 2,88 2,73 4,61 2,45 3,31

Observou-se que na condicdo de 100 atm e 40 °C, foi obtido a maior
concentracdo de timol (~46 mg L"), para as amostras comerciais. Também se
observa, que apesar do extrato obtido a 200 atm e 40 °C ter apresentado o maior
rendimento em massa, foi o que apresentou a menor concentracado de timol, embora

este composto esteja sempre em maiores concentragdes que seu isbmero carvacrol.
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Tal fato esta de acordo com dados da literatura, que pressdes entre 80 e 100 atm e
temperaturas proximas a 40°C sdo as requeridas para extrair os compostos
responsaveis pelo aroma de 6leos essenciais®.

A amostra de orégano cultivada sob controle agronémico e uma amostra
comercial foram submetidas a extragcdo com CO, nas condi¢gdes de 150 atm e 30 °C
e os extratos foram coletados de 50 em 50 min, num total de 6 h, aproximadamente.

As Figuras 44 e 45 apresentam os cromatogramas obtidos. Os resultados
obtidos em termos de rendimento foram de 0,53% e 0,86% respectivamente. Cada
extrato foi analisado via CG/EM, nas mesmas condi¢cdes anteriormente descritas.
Através da andlise cromatografica desses extratos, observou-se que o extrato
obtido da amostra cultivada apresentou maior concentragdo de carvacrol (~33 mg
L") do que timol (~3,5 mg L), enquanto que na amostra comercial, a concentracdo
do carvacrol foi de ~3,3 mg L e a de timol, ~37mg L.

A Figura 46 apresenta um grafico das d&reas normalizadas dos picos
cromatograficos de alguns componentes. Na amostra comercial, pode-se observar
que o timol é o composto fendlico majoritario, enquanto que o cis-sabineno hidratado
€ 0 componente majoritario na analise total. Observa-se um aumento crescente em
area de todos os compostos até 200 min, apds este tempo, ha um decréscimo,
porém este efeito é praticamente desprezivel.

Ao contrario, na amostra cultivada (Figura 47), o carvacrol é o composto
fendlico majoritario, o que comprova a origem dessa planta como Origanum vulgare.
Somente nos 50 min iniciais a area do cis-sabineno hidratado € maior que a do
carvacrol, mas passado esse tempo, tanto cis-sabineno hidratado quanto timol sao
pouco perceptiveis.

Dados da literatura demonstram que ha 39 espécies® que sdo usadas no
mundo inteiro como condimento ou medicinal, chamadas orégano. Entao, para se
classificar um orégano tem-se que fazer a avaliacdo em funcédo de seus compostos
fendlicos (carvacrol e timol). Poucos autores encontraram orégano com quantidades

significativas de timol”>®.
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Figura 44 — Cromatogramas do ion total para os extratos de orégano comercial,
obtidos a 150 atm e 30 °C. (A) 50 min; (B) 100 min; (C) 150 min; (D) 200 min; (E)
250 min; (F) 300 mim. ldentificacdo dos picos apresentada na Tabela XXVII.

Condicbes cromatograficas conforme a Tabela XXV.
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Figura 45 — Cromatogramas do fon total para os extratos de Origanum vulgare
obtidos a 150 atm e 30 °C. (A) 50 min; (B) 100 min; (C) 150 min; (D) 200 min; (E)
250 min; (F) 300 mim. ldentificacdo dos picos apresentada na Tabela XXVII.

Condicbes cromatograficas conforme a Tabela XXV.
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Figura 46 — Grafico da variacdo das areas relativas com o tempo de extracao, para
0s compostos cis-sabineno hidratado, timol e carvacrol, presentes nos extratos de
orégano comercial, obtidos na extragdo com CO, a 150 atm e 30 °C.

B cis-sabineno hidratado @ acetato de linalila O timol W carvacrol

Area relativa (%)

50 100 150 200 250 300

Tempo de extragao (min)

Figura 47 — Grafico da variacdo das areas relativas com o tempo de extracao, para
0s compostos cis-sabineno hidratado, acetato de linalila, timol e carvacrol, presentes

nos extratos de Origanum vulgare, obtidos na extragdo com CO, a 150 atm e 30 °C.
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1.2. EXTRAGAO DA MANJERONA

A Tabela XXIX apresenta as condi¢cdes de extracdo e os resultados obtidos
quanto ao rendimento das extragbes. As variaveis vazao do solvente e massa de
manjerona, foram mantidas constantes em torno de 1 g min' e 25 g,
respectivamente. O procedimento para o calculo do rendimento foi o0 mesmo do
citado e comentado no item 1.1 (extracdo de orégano). Entretanto, comparando-se
as corridas 1, 4 e 7 (~densidade) ou as corridas 3 e 7 (mesma pressao, aumento de
temperatura — diminuicdo da densidade do solvente) é bem claro que a temperatura

tem maior efeito no rendimento quando comparada com a densidade.

Tabela XXIX — Condicbes experimentais e rendimentos obtidos nas extracoes de

manjerona comercial com CO a altas pressoes.

T P Densidade Rendimento
Corrida (°C) (atm) COz(g cm?) (%)
1 20 100 0,8553 0,64
2 20 150 0,9044 0,64
3 20 200 0,9378 0,66
4 30 150 0,8475 1,074
5 40 100 0,6164 0,730
6 40 150 0,7807 1,380
7 40 200 0,8408 1,450

Em termos de rendimento, a amostra de manjerona comercial analisada a 200
atm e 40 °C foi a que apresentou maior rendimento, cerca de 1,45%. De fato, o
extrato obtido tinha visualmente um aspecto pastoso, provavelmente pela presenca
dos compostos lipofilicos e pigmentos, entre outros.

A Figura 48 apresenta as curvas experimentais de extracdo obtidas da variacao

da massa total do extrato de manjerona versus a massa de CO..
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Figura 48 — Curvas de extracao obtidas da amostra de manjerona comercial com

CO; a altas pressoes. Condi¢cdes descritas na Tabela XXIX.

Da mesma maneira que o comentado para a amostra de orégano comercial
(tem 1.2 e Figura 42), observando-se a Figura 48, as curvas de extragdo sao
formadas por uma etapa linear inicial (taxa constante de extracdo), onde a
solubilidade do 6leo no solvente (funcdo somente de temperatura e da pressao)
governa a extragdo e, numa segunda etapa a transferéncia de massa é controlada
pela difusdo do solvente para o interior das particulas do sélido e a difusdo do

solvente-soluto para fora da matriz porosa'’ .
1.2.1. Analise Cromatografica dos Extratos de Manjerona

Na Figura 49 observa-se um cromatograma do ion total do extrato de
manjerona comercial, obtido nas condicdes de 150 atm e 30 °C cujos picos
identificados s&o apresentados na Tabela XXX. Através da andlise do

cromatograma, com base nas areas relativas (sem considerar o fator de resposta),
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observa-se que o cis-sabineno hidratado e o acetato de cis-sabineno hidratado sao

0s compostos majoritarios, seguidos do terpineol-4 e do a-terpineol.

14

11

12

2099

Tempo de retencéo (min)

Figura 49 - Cromatograma do ion total do extrato de manjerona comercial obtido via
extracdo com CO, a 150 atm e 30 °C. Identificacdo dos picos apresentada na Tabela
XXX. Condicoes cromatograficas conforme a Tabela XXV.

Alguns estudos®*2*

tém se preocupado em identificar os constituintes do 6leo
essencial de manjerona, obtido via extracdao com fluido supercritico. Os resultados
desses trabalhos indicam que este éleo essencial € uma mistura muito complexa de
hidrocarbonetos terpénicos, terpenos oxigenados e compostos aromaticos.

Neste estudo, os extratos obtidos da extracdo com CO, da manjerona
comercial, analisados via CG/EM, apresentaram, em geral (Tabela XXX), em sua
composicao 5 monoterpenos, 8 alcoois terpénicos, 1 fenol, 3 sesquiterpenos e 4
outros compostos oxigenados, representando 23,81% de MT e 76,19% de NMT.

Observando o cromatograma da Figura 49, a contribuicdo em massa desses
MT é muito pequena, quase desprezivel (tracos). Este resultado esta de acordo com
a idéia de obter extratos com pouco ou nenhuma concentracdo desta fracdo de
hidrocarbonetos terpénicos, pois eles trazem pouca contribuicdo ao aroma dos 6leos

essenciais'®.
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Tabela XXX — Compostos tentativamente identificados via CG/EM nos extratos de

manjerona obtidos com CO, a altas pressdes

Pico Composto PM FM
1 a-pineno 136 CioH1e
2 B-pineno 136 CioHie
3 a-terpineno 136 CioH1e
4 Canfeno 136 CioH1s
5 y-terpineno 136 CioH1e
6 trans-sabineno hidratado 154 CioH1s0
7 cis-sabineno hidratado 154 CioH150
8 linalol 154 CioH450
9 p-menten-2-ol-1 154 CioH450
10 terpineol-1 154 CioH450
11 terpineol-4 154 CioH1gO
12 a-terpineol 154 Ci10H180
13 cis/trans-piperitol 154 CioH1gO
14 acetato de cis-sabineno hidratado 196 C12H200-
15 acetato de linalila 196 C12H200-
16 acetato de o-terpineol 196 C12H200z
17 carvacrol 150 CioH140
18 B-cariofileno 204 CisHzs
19 germacreno-B 204 CisHos
20 espatulenol 220 Ci5H240
21 oxido de cariofileno 220 Ci5H240

Segundo Temelli e colaboradores'™® essa fracdo é formada por compostos
insaturados, que sao instaveis ao calor e a luz, sdo rapidamente oxidados pelo
oxigénio atmosférico, consequentemente, decompdéem-se em compostos
indesejaveis. Outra importancia dos 6leos essenciais desterpenados € sua aplicagao
em alimentos, que podem ser aquecidos e, em bebidas nas quais os terpenos e
seus produtos de oxidacdo podem ser questionaveis.
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A Tabela XXXI apresenta as concentracoes dos compostos majoritarios
presentes na manjerona comercial, do terpineol-4 e do o-terpineol, calculadas
usando como padrdo interno a bifenila. Observou-se que na condicdo de extracao
de 150 atm e 30 °C , foi obtido a maior concentracao do terpineol-4 e do a-terpineol,
~16,06 € 9,53 mg L, respectivamente, para as amostras comercias. Observando-se
os resultados apresentados na Tabela XXIX, constata-se que ndo é nessas
condicoes de extracdo que se obteve o maior rendimento. Da mesma maneira, como
comentado para a amostra de orégano comercial, de acordo com dados da
literatura, as pressées entre 80 e 120 atm e temperaturas proximas a 40°C séo as

requeridas para extrair os compostos responsaveis pelo aroma de 6leos esséncias®.

Tabela XXXI - Concentragdo de terpineol-4 e a-terpineol (mg L) nos extratos de

manjerona comercial, obtidos via extracdo com CO, a altas pressoes.

Condicdes de extragcao

100 atm 150 atm 200 atm 150 atm 100 atm 150 atm 200 atm
20°C 20°C 20°C 30°C 40 °C 40 °C 40 °C

Terpineol-4 5,21 6,57 7,22 16,06 14,14 13,37 13,21
o-terpineol 3,94 4,76 5,39 9,53 9,84 7,75 7,64

Compostos

Com a finalidade de se avaliar o tempo necessario para se extrair os
principais compostos do 6leo essencial de manjerona, uma amostra comercial foi
submetida a extragdo com CO, nas condicbes de 150 atm e 30 °C. Os extratos
foram coletados de 50 em 50 min, num total, aproximadamente de 6h. Cada extrato
foi analisado via CG/EM, nas mesmas condi¢cées anteriores descritas. A Figura 50
apresenta os cromatogramas desses extratos.

A Figura 51 apresenta um grafico das areas normalizadas dos picos
cromatograficos de alguns componentes. Pode-se observar que 0 cis-sabineno
hidratado e o acetato de cis-sabineno hidratado sdo os componentes majoritarios na
analise total. Observa-se um aumento em area de todos os compostos, em geral,

até 200 min, aproximadamente.
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Figura 50 — Cromatogramas do ion total dos extratos de manjerona comercial,
obtidos a 150 atm e 30 °C. (A) 50 min; (B) 100 min; (C) 150 min; (D) 200 min; (E)
250 min; (F) 300 mim. Identificacdo dos picos apresentada na Tabela XXX.
Condicbes cromatograficas conforme a Tabela XXV.
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Figura 51 — Grafico da variacdo das areas relativas com o tempo de extracao, para
0s compostos cis-sabineno hidratado, terpineol-4, o-terpineol e acetato de cis-

sabineno hidratado, presentes nos extratos de manjerona comercial, obtidos na
extracdo com CO; a 150 atm e 30 °C.

Com a finalidade de se avaliar a composicdo quimica de uma amostra
cultivada sob controle agronémico, 25 g de folhas e flores de Majorana hortensis
Moench. foram submetidas a extracdo com CO, a 40 °C e 150 atm, obtendo-se um
rendimento de 1,28% (w/w), portanto menor que a amostra comercial, nas mesmas
condicoes de extracdao. A analise cromatografica permitiu identificar os mesmos
compostos presentes na amostra comercial (Tabela XXX). A Figura 52 apresenta
um cromatograma do ion total, da amostra cultivada comparado com o
cromatograma da amostra comercial nas mesmas condicbes de extracao.

Comparando-se os cromatogramas nenhuma diferenca significativa € observada.
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Figura 52 — Cromatogramas do ion total dos extratos obtidos das amostras de (A)
Majorana hortensis Moench e de (B) manjerona comercial, submetidas a extragao
com CO; a 40 °C e 150 atm. Identificacdo dos picos apresentada na Tabela XXX.

Condicbes cromatograficas conforme a Tabela XXV.
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CAPITULO 8:
CONCLUSOES
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A partir dos resultados apresentados e discutidos nos capitulos anteriores,

pode-se elaborar as seguintes conclusées sobre o trabalho desenvolvido:

Quanto a caracterizacao inicial das amostras:

a)

b)

terpineol-4 é o componente majoritario em todas as amostras de manjerona e o
timol € o maior componente do orégano;
teor de umidade de cada amostra foi calculado sendo encontrado, para todas as

amostras, um valor médio de 10%.

Quanto a época da colheita:

a)

a composicao quimica do 6leo essencial de manjerona ndo variou muito com a
mudanca da estacdo e nem com a origem da semente. Um alto conteudo de
terpineol-4 foi encontrado em todas as amostras. Foram identificados cerca de
32 compostos (15 hidrocarbonetos terpénicos e 17 terpenos oxigenados);

a composicao quimica do 6leo essencial de orégano variou em cada estacao e
com a origem. O composto majoritario, cuja semente é proveniente da
Dinamarca, foi o carvacrol, e nos demais o 6xido de cariofileno/espatulenol. Na
amostra de origem francesa, o carvacrol ndo foi encontrado durante o inverno
estando, também, ausente na amostra proveniente da Alemanha, independente
da estacdo do ano. Nas duas ultimas amostras, o limoneno apresentou uma
area de pico no cromatograma bem maior durante o inverno e a primavera do

que durante o outono.

Quanto a técnica analitica utilizada:

a)

Cromatografia Gasosa/Espectometria de Massas: esta técnica mostrou-se
adequada para analise dos extratos de manjerona e orégano, independente do
método de extracdo, permitindo o isolamento e a identificacdo de
aproximadamente 30 compostos em cada planta;
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b)

Cromatografia Capilar Eletroforética Micelar: aplicando-se esta técnica com as
variaveis otimizadas (25°C, comprimento de onda em 200 nm, 20 kV de
voltagem, modo de injecdo hidrodinamica de 5 s, solucdo tampéao: NaH,PO4 10
mM, NaxBsO-, 6 mM, DSS 50 mM, y-ciclodextrina 7 mM e acetonitrila 10%), 0
meétodo proposto permitiu que os hidrocarbonetos e alcoois monoterpénicos
fossem determinados com baixos niveis de deteccéo (LD entre 0,09 e 1,30 ug
mL™). O limite de quantificacéo obtido ficou entre 0,30 e 4,33 ug mL™' para todos
os terpenos. A aplicacdo desta metodologia a amostras reais apresentou uma
recuperacao entre 80 e 113 %.

Quanto a comparacdo entre os métodos de extracdo com solventes organicos:

a)

em linhas gerais, o método de extracdo por Soxhlet apresentou maior
rendimento, especialmente quando se utiliza o solvente mais polar, no caso, o
metanol;

a aplicagdo da Cromatografia Liquida Preparativa as amostras serviu como um
clean-up das mesmas pois tanto a fracdo eluida com hexano como a porgao
retida irreversivelmente na coluna permitiram um melhor isolamento dos
compostos de interesse;

os compostos, que foram tentativamente identificados, com os espectros de
massa, sdo os que estdo normalmente presentes tanto no éleo essencial de
manjerona como no de orégano;

nada se pode afirmar quanto a seletividade dos solventes extratores, hexano e
acetato de etila, utilizados, uma vez que esses extratos, quando fracionados por
CLP com acetato de etila, apresentaram aproximadamente o mesmo perfil.

Quanto a extracdao com CO-:

a)

em termos de rendimento, o éleo extraido de manjerona apresentou, em média,
valores mais altos que o 6leo extraido de orégano, quando obtidos nas mesmas
condicoes de extracao;
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b) o composto majoritario dos extratos de manjerona e de orégano (comercial) foi o
cis-sabineno hidratado e, ambos extratos apresentaram pouco ou nenhuma
concentragao da fracdo de hidrocarbonetos terpénicos;

c) a desterpenizacdo do bleo essencial representa uma grande aplicagcdo da
extracdo com CO, supercritico em funcédo da retirada destes compostos que se
oxidam facilmente com a luz e calor, tornando-se compostos indesejaveis no
produto final;

d) em termos de rendimento, as amostras comerciais de manjerona e orégano
analisadas a 200 atm e 40 °C apresentaram os maiores rendimentos, cerca de
1,45% e 1,32%, respectivamente;

e) observou-se que extrato obtido da amostra cultivada de orégano apresentou
maior concentracdo de carvacrol (~33 mg L') do que timol (~3,5 mg L™
enquanto que na amostra comercial, a concentracdo do carvacrol foi ~3,3 mg L™
e a de timol, ~37mg L™"; entretanto nenhuma diferenca significativa é observada
na comparagao entre os extratos da amostra comercial e a cultivada de

manjerona.

Em resumo, esses resultados sdo de grande importancia para classificar as
amostras de manjerona e orégano, baseado em seus Qquimiotipos. Varias
investigagbes apresentam que ha dois quimiotipos nos OJleos essenciais de
manjerona: cis-sabineno hidratado/ terpineol-4 e carvacrol/timol e que a composicao
do aroma varia de acordo com a origem geografica da planta. A importancia da
identificacdo desse tipo de compostos esta relacionada com a informagdo obtida
para confirmar se o Oleo essencial obtido de amostras de manjerona, como por
exemplo, na extracdo com CQO, a altas pressées, é de Majorana hortensis Moench
ou de outra espécie. As amostras de manjerona (Majorana hortensis Moench)
cultivada no sul do Brasil podem ser consideradas como do quimiotipo cis-sabineno
hidratado. Da mesma forma, para o dleo essencial de orégano, cuja classificacao é
baseada na presenca dos compostos fendlicos timol/carvacrol. Nas amostras de
orégano (Origanum vulgare Linneus) cultivados no sul do Brasil o carvacrol é o

componente majoritario, classificando-se essa planta como de quimiotipo carvacrol.
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O método eletroforético, desenvolvido com sucesso pela primeira vez para 0s
compostos (hidrocarbonetos e oxigenados terpénicos) presentes em oleo essencial
de plantas aromaticas, pode ser considerado uma metodologia alternativa a

Cromatografia Gasosa que é a técnica classica mais usada até o momento.
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Abstract: The micellar electrokinetic capillary chromatographic method for the
determination of monoterpenes such as camphene, a-pinene, B-pinene. -
terpinene, a-terpinene, terpinolene and p-cymene was established. Addition of
cyclodextrins (CDs) to the buffer solution permits the separation of these monoter-
penes. The separation is dependent on the type of CD. and gamma-CD was the
most effective cyclodextrin, in the method here developed. The method permits low
concentrations of monoterpenes to be scparated and detected. The addition of an
organic solvent (acetonitrile) as modifier in the butfer (10 m¥ NaH,PO,, 6 mM
Na,B,0,, 50 mM SDS. 7 mM de y-CD) allowed this separation. The analysis was
performed with a positive power supply of 20 kV at a temperature of 25°C. The
samples were hydrostatically (5 s) introduced into the anodic end of the capillary
and electropherograms were recorded at 200 nm. This method could be highly
suitable for the separation and determination of monoterpenes in essential oils of

leaves, and the flowers of marjoram and oregano among other real samples.
J Micro Sep 13: 293-299, 2001

John Wilcy & Sons, Inc.

€ 2001

Key words: monoterpenes; cyclodextrins; MEKC

INTRODUCTION

In the last decade capillary electrophoresis (CE)
has emerged as one of the most efficient methods
for separation of charged components in mixtures
[1-3]. Despite the high efficiency of this technique,
only ionic or charged compounds can be separated.
Later, the introduction of micellar electrokinetic
chromatography (MEKC), as a special mode of basic
capillary electrophoresis, has provided the separa-
tion of a wide variety of neutral molecules [4-9]. In
terms of separation principles, MEKC is based on
both different electrophoretic mobilities and differ-
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ent partition coefficients between two liquid phases,
and has to be regarded therefore, as a combination
of chromatography and electrophoresis. The advan-
tage of the MEKC technique is the manner in which
retention can be manipulated through simple adjust-
ment of the composition of the electrolyte-buffer
acting as the mobile phase. Both the primary (mo-
bile) and secondary (micellar) phases can be changed
to allow changes in retention and to provide a better
separation [10-12]. Generally in MEKC, anionic
surfactants (micelles), especially sodium dodecyl sul-
fate (SDS) are the most widely used. These micelles
migrate electrophoretically in the direction opposite
that of electro-osmotic flow (EOF) and do not ad-
sorb onto the negatively charged wall of a fused-silica
capillary [13]. Other separation media of interest are
cyclodextrins (CD) that had been used extensively as
chiral selectors for liquid chromatography (LC) and
CE. Cyclodextrins are commonly available in three
different sizes and a variety of racemic analytes may
be separable with the choice of the appropriate
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cyclodextrin [14-16]. Cyclodextrins are cyclic oligo-
saccharides containing six to eight glucopyranose
units arranged in such a way as to create a cavity.
They can separate molecules on the basis of their
size relative to the CD cavity and on the stereo
selectivity due to the optically active nature of the
carbohydrate units [17]. The first use of CDs in CE
was reported by Terabe et al. [18,19] for the separa-
tion of positional isomers by CD-modified MEKC.

The enantioresolution of neutral analytes such
as terpenes (a-pinene, B-pinene, camphene) are not
easy tasks. Most enantioresolutions have been car-
ried out by gas chromatography (GC) and liquid
chromatography (HPLC), where the direct enan-
tioresolution of a-pinene, B-pinene, camphene via
reversed-phase HPLC with an «-CD bonded sta-
tionary phase was reported [15]. As an alternative to
the classical techniques used for the separation of
these compounds, CE was employed showing the
following advantages compared with GC and HPLC:
better resolution, higher sensitivity with simple sam-
ple preparation, short time of analysis, the use of
organic solvent and a minimum production of
residue, among others.

Reviewing the literature, only one article re-
ported a substantial enantioresolution of neutral
analytes such as a-pinene, B-pinene, camphene and
limonene, by CE techniques, using mixtures of a-CD
and sulphated B-CD as chiral additives in CE [14].

The aim of this investigation was to develop a
method for separation of monoterpenes such as
a-pinene, (-pinene, y-terpinene, a-terpinene, ter-
pinolene, camphene and p-cymene. This type of
compound is of special interest in the analysis of
essential oils. Generally, the terpene fraction makes
little contribution to the flavor or fragrance of the
oil. This fraction is mostly unsaturated compounds;
it exhibits instability to heat and light, and it is
rapidly oxidized by atmospheric oxygen, conse-
quently decomposing to undesirable compounds.
Several processes are used to obtain essential oils
without terpenes, such as vacuum distillation, steam
distillation, extraction with solvents and adsorption
processes, and more recently, supercritical fluid ex-
traction processes. The advantages of obtaining de-
terpened essential oils is in flavoring food products
that will be heated and in beverages where terpenes
and oxidation products might be objectionable, and
moreover reduction in storage and transportation
costs due to reduced volume [20]. This article de-
scribes separation of these terpene isomers (all have
same molecular formula C H 4, except p-cymene,
C,H,,) by employing CDs with SDS solutions. The
effects of CDs concentrations, types of CDs, voltage,
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temperature, organic solvent addition and pH are
discussed.

EXPERIMENTAL

Materials. Terpenes (see Figure 1) such as (+)-
B-pinene, y-terpinene, a-terpinene, terpinolene, p-
cymene and (+)-camphene were obtained from
Fluka and (+)-a-pinene from Sigma. The stock so-
lutions were prepared at 1000 ug mL~" by dissolv-
ing each solute in methanol and all were stored in
the refrigerator. Working standard solutions were
prepared daily by diluting with purified water. These
solutions were prepared before each run because of
the low solubility in water of these stock solutions.
CDs (a, B and y) were obtained from Fluka and
sodium dodecyl sulphate (SDs) were obtained from
Sigma. NaH, PO, and Na,B,0; were obtained from
Aldrich. The water used to prepare all standard and
buffer solution was deionized.

Instrumentation. The experiments were carried
out using a Beckman P/ACE 5500 capillary elec-
trophoresis system with a diode array detector. Sys-
tem control and data processing was carried out with
Gold software. A fused-silica capillary column,
75 pm id. with an effective length (between inlet
and detector) of 50 cm (total length 57 cm), used for
the separation of the analytes, was also from Beck-
man.

Operating conditions. The MEKC separation was
performed in the fused-silica capillary with a positive
power supply of 20 kV (average current 64 pA) at a

© o

a-pinene B-pinene camphene
CioH1s CioHis CioHie
p-cymene a-terpinene y-terpinene
CioH14 CioH1s CioH1e
terpinolene
CioH1e

Figure 1. Chemical structures of the monoterpenes
used in this study.
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temperature of 25°C. The samples were hydrostati-
cally (5 s) introduced into the anodic end of the
capillary. Electropherograms were recorded at
200 nm. The running electrolyte consisted of 10 mM
NaH,PO,, 6 mM Na,B,0,, 50 mM SDS, 7mM
de y-CD and 10% acetonitrile adjusted to pH 8.0 by
addition of 0.1 M H,PO,. The capillary was cleaned
daily by flushing with deionized water for 10 min,
10 min with 0.1 M NaOH, 5 min with deionized
water and 15 min with buffer. Between separations
the capillary was rinsed with 0.1 M NaOH (2 min),
deionized water (3 min) and buffer (§ min). These
steps were very important to prevent adsorption of
monoterpenes on the wall capillary. It was observed
that after several hours of use, the capillary started
to lose its capacity of resolution of some peaks and
any cleaning method was enough to reactive the
capillary. A new capillary was used when this prob-
lem occurred.

RESULTS AND DISCUSSION

As mentioned in the introduction, MEKC has
been successfully applied to the separation of a
number of enantiomers and positional isomers. This
is possible because of its ability to separate complex
mixtures of isomers due to the solutes generated
hydrophobic interaction with the micelle. CDs are
widely used in analytical applications, especially as a
mobile phase additive of the stationary phase in
HPLC [17,18].

In this study, a mixture of phosphate/borate
was used with a surfactant anionic SDS and a CD to
obtain a buffer capable of separating mixtures of
neutral compounds.

(A)
0.02 -
2
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0 .
16 18,5

time (min)

With y-CD
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Instrumental variables. The influence of temper-
ature on the resolution of terpenes was tested. On
the basis of the results obtained, it was concluded
that at 25°C a good resolution was achieved. Be-
tween 15 and 20°C, the migration times were longer
and peak areas larger than those obtained at 25°C;
as g consequence of that, broad and poor integration
peaks were obtained. The increase in temperature
from 20 to 30°C produced a decrease in the time of
analysis because the analytes migrate faster at higher
temperatures. However, higher temperature resulted
in poorer sensitivity.

A diode array detector was used to determine
the maximum absorbance of these monoterpenes.
The UV detection was tested at 214, 210 and
200 nm. All monoterpenes presented a maximum
absorbance at 200 nm.

The electro-osmotic flow-rate and the velocity of
migration of the analytes are proportional to the
applied voltage used for the separation. To optimize
this variable, different voltages were tested (10, 15
and 20 kV). When the applied voltage was increased,
the analysis time was shorter. A voltage of 20 kV
seems to be a good compromise of sufficient resolu-
tion with acceptable speed of analysis. At 15 kV a
good resolution of six monoterpenes was achieved
but a longer time was required.

Hydrodynamic injection mode was used for in-
troducing the samples into the capillary. The dura-
tion of hydrodynamic injection (3-10 s) was tested to
achieve the sensitivity necessary for the separation
of the monoterpenes. It was observed that 5 s was
enough time and allowed a good resolution for the
range of concentrations studied (1-20 ug mL™").

(B)
0.02 A 4
2
0.01 -
0 -
14 16.5
time (min)

Figure 2. Study of the influence of the type of CD on the separation of the standard mixture. Compounds: (1)
(+)-camphene, (2) (+)-B-pinene, (3) (+)-a-pinene, and (4) y-terpinene. (a) 10 mM o-CD and (b) mM y-CD.
Conditions: Buffer: 10 mM phosphate, 6 mM borate of pH 8.0 containing 50 mM SDS and 5% of acetonitrile;
fused-silica capillary 50 cm X 75 um i.d.; applied voltage: 20 kV; detection: 200 nm; temperature: 25°C. [Color
figure can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]



296

Chemical variables. In using phosphate /
borate / SDS buffer monoterpenes cannot be sepa-
rated by MECK since all substances migrate with
the same velocity and only one peak was observed.
CDs have been used as chiral additives to the elec-
trophoretic buffer system due to the possibility of
creating diastereomeric associates, which should be
resolvable due to their different conformation and
thus electrophoretic mobilities [21]. In a micellar
solution, a monomeric surfactant, which is in equi-
librium with the micelle, exists in an aqueous phase
and it can be included by the CD because of the
presence of the lipophilic hydrocarbon chain [14].
The type of CD in the separation of four monoter-
penes, ((+)-B-pinene, y-terpinene, p-cymene and
(+)-a-pinene), was first investigated by using a
butfer solution of 50 mM SDS, 10 mM NaH,PO,,
and 6 mM Na,B,0,, to which one of each CD was
added individually. The separation was not effective
using « and B-CD. Nevertheless, in HPLC, o-CD is
reported as a good mobile phase additive to separate
some enantiomers monoterpenes such as (+)-B-
pinene, (+)-camphene and (4 )-a-pinene [17]. Ter-
able et al. [16] also reported that B-CD was used to
separate hydrophobic compounds with a good reso-
lution. The effects of CD concentration on the reso-
lution of the mixture of monoterpenes were investi-
gated using «, B and y-CD over the concentration
range 5-15 mM. When o-CD was added to the
running buffer, only one peak was observed [Figure
2(a)]. With B-CD, four peaks were achieved but the
resolution was less than 1. However, with y-CD, four
monoterpenes were successfully resolved by CD-
MEKC ([Figure 2(b)]. The migration times of the
solutes were considerably reduced with an increase
of y-CD concentration.

In order to test the buffer composition, concen-
trations of SDS and electrolytes (NaH,PO, and
Na,B,0,) were also studied. The concentration of
SDS was investigated on the range of 30-70 mM
using »-CD 7 mM in all cases. At 70 mM, the
migration times were longer and two peaks unre-
solved. A further decrease in SDS concentration
(30 mM) decreased the resolution, in spite of con-
siderable decreases in migration times. The results
obtained demonstrated that the optimum value to
achieve the separation of the analytes of interest
was at a SDS concentration of 50 m M. The compo-
sition of phosphate /borate was examined at concen-
tration from 6 to 20 mM. The best results were
obtained by using 10 mM NaH,PO, and 6 mM
Na,B,0,, respectively.

In addition to CDs, the separation or selectivity
of MEKC can be manipulated by other additives as
an organic modifier. Addition of acetonitrile or

Rodrigues et al.
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Figure 3.  Effect of the addition of acetonitrile in the

separation of monoterpenes. Compounds: (1) (+)-
camphene, (2) terpinolene. (3) (+)-B-pinene, (4) p-
cymene, (5) (+)-a-pinene, (6) a-terpinene, and (7)
y-terpinene (10 wg mL™"' each). Conditions: Buffer:
10 mM phosphate, 6 mM borate of pH 8.0 containing
50 mM SDS, 7 mM yCD and 5% of acetonitrile (a)
and 10% of acetonitrile (b); fused-silica capillary
50 cm X 75 um i.d.; applied voltage: 20 kV; detection:
200 nm; temperature: 25°C. [Color figure can be viewed
in the online issue, which is acvailable at www.
interscience.wiley.com. |

methanol on the buffer was used to evaluate the
migration times of seven [(+)-a-pinene, (+)-B-
pinene, a-terpinene, terpinolene, y-terpinene, (+)-
camphene and p-cymene] compounds. At the same
concentration (5%) acetonitrile exhibits better reso-
lution than methanol. A further increase in acetoni-
trile content improved the resolution, in spite of
considerable increases in migration times. Addition
of 5% of acetonitrile in the buffer solution [Figure
3(a)] resulted in the overlapping of two peaks (a-
terpinene and +-terpinene), while an addition of
10% provided the separation of the seven monoter-
penes [Figure 3(b)] but a longer time was required.

Performance of the method. Calibration graphs
were obtained by injecting standard solutions of the
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monoterpenes in a concentration range between
1-20 pg mL~'. Each point of the calibration graph
corresponded to three independent measurements
of peak area. The corresponding regression equa-
tions and other parameters for the determination of
the analytes studied are shown in the Table I. The
individual area-concentration sets of value have been
used to apply linear regression by the minimum least
squares method. The limit of detection (LOD) was
calculated by using three times the standard devia-
tion of the intercept divided by the slope. The limit
of quantification (LOQ) was calculated by using ten
times the standard deviation of the intercept divided
by the slope. Standard deviation of residuals (S, ,,)
and the curve-fitting level (R?) were obtained by

Table IL.  Analysis of synthetic samples by the
proposed method in wg mL™ .

Synthetic Amount Amount Recovery
samples Analytes added found (%)
Sample I  Camphene 10 10.22 102
Terpinolene 3 2.89 96
B-Pinene 5 4.89 98
p-Cymene 3 3.21 107
a-Pinene 10 491 104
a-Terpinene 5 5.00 100
v-Terpinene 5 5.40 108
Sample 2 Camphene 5 5.19 104
Terpinolene 5 4.91 98
B-Pinene 5 5.00 100
p-Cymene 10 10.89 109
a-Pinene 5 491 98
a-Terpinene 3 2.87 94
y-Terpinene 3 3.32 111
Sample 3 Camphene 3 3.21 107
Terpinolene 1 0.97 97
B-Pinene 3 291 97
p-Cymene 5 5.31 106
a-Pinene 3 2.95 98
a-Terpinene 10 10.76 108
y-Terpinene 10 10.82 108
Sample 4  Camphene 15 15.16 101
Terpinolene 10 10.00 100
B-Pinene 10 10.17 102
p-Cymene 1 1.06 105
a-Pinene 15 15.13 101
a-Terpinene 1 0.93 93
y-Terpinene 1 0.97 97
Sample 5 Camphene 1 1.00 100
Terpinolene 3 291 97
B-Pinene 1 0.93 93
p-Cymene 3 3.18 106
a-Pinene l 0.94 94
a-Terpinene 5 5.00 100
y-Terpinene 15 15.14 101

Rodrigues ct al.

analysis of variance (ANOVA) in validation of the
calibration model. A mean value of 0.03 was ob-
tained for S, whereas R* was always higher than
98%. The proposed method allows monoterpenes to
be determined at low levels (with LODs between
0.08-0.16 wg mL™").

In order to evaluate the precision of the method,
eleven replicates were performed on the standard
solution (5 ug mL™" for each monoterpene). In all
cases the relative standard deviation for the reten-
tion time were less than 2.1% and less than 8.2% for
the peak area.

Analytical applications. In order to demonstrate
the applicability of the proposed method, it was
applied to the determination of seven monoterpenes
in synthetic samples. Five synthetic samples were
prepared for different concentrations of these ana-
lytes. The concentrations of each analyte in the
different synthetic samples were different and simi-
lar to those present in real samples according with
the data found in the literature [22,23]. The results
are summarized in Table II, showing recoveries be-
tween 93 and 110%. This method could be used for
the separation and quantification of monoterpenes
in essential oils of leaves, and the flowers of marjo-
ram and oregano among other real samples.

REFERENCES

1. Kitagishi. K. In Handbook of Capillary Electrophore-
sis Applications: Shintani. H.; Polonsky, J., Eds.:
Chapman & Hall: London, 1997; pp 1-14.
Jorgenson, J. W.: Lukacs, K. D. Anal Chem 1981, 53,

1298-1302.

3. Atria, K. D. In Capillary Electrophoresis Guidebook;
Atria, K. D., Ed.; Humana Press: Hertfordhire, UK,
1996; pp 1-15.

4. Terabe, S.; Otsuka, K.; Ichikawa, K.; Tsuchiya, A,
Ando, T. Anal Chem 1984, 56, 111-113.

5. Otsuka, K,; Terabe, S. In Capillary Electrophoresis
Guidebook; Atria, K. D., Ed.; Humana Press: Hert-
fordhire, UK, 1996; pp 125-155.

6. Swartz, M. E.; Mazzeo, J. R;; Grover, E. R. In
Handbook of Capillary Electrophoresis Applications;
Shintani, H.; Polonsky, J., Eds.; Chapman & Hall:
London, 1997; pp 366-385.

7. Terabe, S.; Otsuka, K.; Ando, T. Anal Chem 1985,
57, 834-841.

8. Janini, G. M.; Muschik, G. M.; Issaq, H. J. Elec-
trophoresis 1996, 17, 1575-1583.

9. Nishi, H.; Fukuyama, T.; Terabe, S. J Chromatogr
1991, 553, 503-516.

10. Nishi, H.; Terabe, S. Electrophoresis 1990, 11,
691-701.

11.  Kuhn, R.; Kuhn, S. H. Chromatogr 1992, 34, 505-512.

12. Holland, R. D.; Sepaniak, M. J Anal Chem 1993, 65,
1140-1146.

[N}

e Quilit AIUFRGS



Use of Cyclodextrins for Separation of Monoterpene Isomers

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

Li, G.; Locke, D. C. J Chromatogr A 1996, 734,
357-365.

Gahm, K.-H.; Chang, L. W.; Armstrong, D. W. J
Chromatogr A 1997, 759, 149-155.

Armstrong, D. W.; Zukowski, J. J Chromatogr A
1994, 666, 445-448.

Terabe, S.; Miyashita, Y.; Ishihama, Y.; Shibata, O.J
Chromatogr 1993, 636, 47-55.

Nishi, H.; Terabe, S. J Chromatogr A 1995, 694,
245-276.

Terabe, S. Trends Anal Chem 1989, 8, 129-134.
Terabe, S.; Miyashita, Y.; Shibata, O. E.; Barnhart,

299

R.; Alexander, L. R.; Patterson. D. J.; Karger, B. L.
Hosoya, K.; Tanaka, N. J Chromatogr 1990, 516,
23-31.

Temelli, F.; Braddock, R. J.; Chen, C. S.; Nagy, S.
ACS Symp Ser 1988, 366, 109.

Guttman, A.; Paulus, A.; Cohen, A. S.; Grinberg, N.;
Karger, B. L. J] Chromatogr 1988, 448, 41-53.
Biondi, D.; Cianci, P.; Geraci, C.; Ruberto, G. Flavor
‘Fragr J 1993, 8, 331-337.

Baratta, M. T.; Dorman, H. J. D.; Deans, S. G.;
Figueiredo. A. C.; Barroso, J. G.; Ruberto, G. Flavor
Fragr J 1998, 13, 235-244.



Downloaded by UNIV FED DO RIO GRANDE DO SUL UFRGS on October 13, 2009 | http://pubs.acs.org

Publication Date (Web): June 19, 2002 | doi: 10.1021/jf011667n

JJOURNAL O

AGRICULTURAL AND
FOOD CHEMISTRY

J. Agric. Food Chem. 2002, 50, 4215-4220 4215

Determination of Monoterpene Hydrocarbons and Alcohols in
Majorana hortensis Moench by Micellar Electrokinetic Capillary
Chromatographic

M. R. A. RoprIGUEST E. B. CARAMA O, L. ARCES A. Ri0s,8 AND
M. VALCARCEL*-8

Institute of Chemistry and Geology, University Federal of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil,
Institute of Chemistry, University of Rio Grande do Sul, 91501970 Porto Alegre, RS, Brazil, and
Analytical Chemistry Division, Campus de Rabanales, Edificio Anexo C-3, University cddba,
E-14071 Codoba, Spain

Micellar electrokinetic capillary chromatography was used to determine the essential oils obtained
by steam distillation of different samples of marjoram (Majorana hortensis Moench) dried leaves and
flowers. The electrophoretic method consisted of a running buffer of 10 mM NaH,PO,, 6 mM Na,B40y,
50 mM SDS, 7 mM y-cyclodextrin, and 10% acetonitrile, adjusted to pH 8.0 by the addition of 0.1 M
H3PO,. The following monoterpene hydrocarbons and alcohol compounds were extracted from real
samples and determined by the method proposed: a-pinene, y-terpinene, o-terpinene, terpinolene,
p-cymene, linalool, a-terpineol, and terpinen-4-ol. The most prominent component of dried leaves,
flowers, and commercial samples was terpinen-4-ol in four of the samples analyzed; only in one
sample was a-terpineol present as the major compound.

KEYWORDS: Majorana hortensis Moench; essential oil; micellar electrokinetic capillary chromatography;
monoterpene hydrocabons and alcohols

INTRODUCTION (7). In some oils, terpinen-4-ol was the major component, alone
or together with other monoterpene alcohols sucleissand
trans-sabinene hydrate ang-terpineol. High contents of car-
vacrol (65%) were found in marjoram oil by Sarer et &), (

Miller) is the type of marjoram most well-known. This type of whereas Nykaen 6) reported a type of marjoram oil with high

sample is a native of Cyprus and southern Turkey. It is cultivated levels of thymol (up t°_47%)_' .
extensively as sweet marjoram, an annual herb, in several areas Other methods of distillation, such as simultaneous steam
of Europe, Africa, America, and Asia. The dried leaves of sweet distillation—extraction (SDE) and supercritical fluid extraction
marjoram are widely used by the food industry as flavoring (SFE), can also produce high-quality essential oils from
agents for dressings and soups and in the formulation of herbaceous materialg,(©). Capillary gas chromatography with
vermouth and bitters, among otheré—@). The essential mass spectrometry was widely used to analyze the composition
(volatile) oil of sweet marjoram has been known since antiquity Of essential oils3—12). High-performance liquid chromatog-
due to its biological activities, such as antibacterial, antifungal, raphy (HPLC) is widely employed for the determination of
and antioxidant properties. For all of these reasons, the flavor antioxidants present in extracts from plarit8, (14). Nowadays,
composition of cultivated marjoram has been investigated in Micellar electrokinetic capillary chromatographic (MEKC) is
recent years4| 5). Nykanen 6) has demonstrated that the aroma also used for the separation and quantification of these
composition varies with the origin of plants and many other hydrophobic antioxidants, which can be present as different
factors. These authors found essential oils of marjoram with enantiomeric compound&§ 16). MEKC is a mode of capillary
high contents of monoterpene alcohols and other phenols. Theelectrophoresis based on different partitioning of the analytes
term essential oil implicates by definition the method of between the micelle and aqueous phase. The addition of
preparation, namely, the separation of volatile substances bymodifiers was necessary to separate compounds that migrated
distillation at atmospheric pressure and elevated temperatureat the same velocity as the micelle. For the separation of this
type of analyte, cyclodextring( 3, andy) and organic solvents

* Author to whom correspondence should be addressed (e-mail: qalricaa@SUCh as methanol and acetonitrile are generally employed.

The vernacular term marjoram comprises several aromatic
Labiatae herbs belonging to different speci@siganum ma-
jorana L. (syn. Majorana hortensisMoench., M. wulgaris

“C?-Siz)-ers,t Federal of Pelotas Determination of the chemotype in marjoram samples is very

iversity . - - . . .

* University of Rio Grande do Sul. important for the industry and in some _blomed|cal research
8 University of Cadoba. works. Monoterpene alcohols are the main aroma components

10.1021/jf011667n CCC: $22.00 © 2002 American Chemical Society
Published on Web 06/19/2002



Downloaded by UNIV FED DO RIO GRANDE DO SUL UFRGS on October 13, 2009 | http://pubs.acs.org

Publication Date (Web): June 19, 2002 | doi: 10.1021/jf011667n

4216  J. Agric. Food Chem., Vol. 50, No. 15, 2002 Rodrigues et al.

H (A)
| 0.007
OH OH
< 0.002

2
(1) terpinen-4-ol (2) a-terpineol (3) linalool
CoH1g0
10118 C1[)H1go C10H1so -0.003
time (min)
AN
(4) terpinclene (5) p-cymene (6) a-pinene .
CioHie CigH1s CioH1e
time (min)
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Figure 1. Chemical structures of the monoterpene alcohols and
hydrocarbons used in this study.
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Figure 2. Electropherogram of eight monoterpene alcohols and hydro-

carbons. Peaks: (1) terpinen-4-ol, (2) o-terpineol, (3) linalool, (4) 0.002 : . . : : :
terpinolene, (5) p-cymene, (6) (+)-o-pinene, (7) o-terpinene, and (8) 7 9 " 315 17 19
y-terpinene. Conditions: buffer, 10 mM phosphate, 6 mM borate, 50 mM time (min)

SDS, 7 mM y-CD, and 10% acetonitrile; pH 8.0; fused-silica capillary, 40 Figure 3. Electropherograms of eight monoterpene alcohols and
cm x 75 um i.d.; applied voltage, 20 kV; detection, 200 nm; temperature, hydrocarbons in (A) essential oil of marjoram M2, (B) essential oil of
25 °C. marjoram M2 spiked with 5 g mL~* of each monoterpene alcohol and

hydrocarbon, (C) essential oil of marjoram M4, and (D) essential oil of
of fresh marjoram. The identification of the compounds studied marjoram M4 spiked with 5 ug mL~* of each monoterpene alcohol and
in this work could be used to classify these samples accordinghydrocarbon. Peaks: (1) terpinen-4-ol, (2) o-terpineol, (3) linalool, (4)
to their geographical origin and to detect fraud in commercial terpinolene, (5) p-cymene, (6) (+)-a-pinene, (7) o-terpinene, and (8)

samples. y-terpinene. Conditions: see Figure 2.
In this work, steam distillation was used for the extraction
of essential oil from dried leaves and flowers Mfjorana (FEPAGRO) in southern Brazil. Voucher specimens were identified

hortensisMoench. Different samples cultivated in the south of and deposited at the herbarium of FEPAGRO. Fresh leaves and flowers
Brazil and in Spain were used. MEKC was used for the from these plants dried at room temperature for 3 weeks were used in
this study. Commercially available marjoram samples were purchased

separation and quantification of eight monoterpene hydrocarbonsm markets, one from Sevilla in southern Spain (M4) and another from

and alcohols present in these types of sampl_es._ These COMyria. in northern Spain (M5).

pounds were chosen because they are a majority in these types giangards. Monoterpene alcohols and hydrocarbons (Bagure

of samples. ) . 1) such as terpinen-4-of-terpineol, linalool, terpinoleneg-cymene,
A review of the literature found no references dealing with q-terpinene, and-terpinene were obtained from Fluka, and){o-

the determination of these compounds in marjoram samples bypinene was from Sigma:-Cyclodextrin was obtained from Fluka, and

MEKC. The method previously developed by the authd ( sodium dodecyl sulfate (SDS) was obtained from Sigma. Rékland

for the separation and quantification of seven monoterpene NaB4O; were obtained from Aldrich. Stock solutions (1009 mL™)

hydrocarbons was adapted to include monoterpene alcohols. ©f €ach monoterpene were made up in methanol, and all were stored
in the refrigerator.

Isolation of Essential Oil. Fresh and dried leaves and commercially
EXPERIMENTAL PROCEDURES available plant material (40 g) were subjected to hydrodistillation until
Samples.Seeds oM. hortensisMoench were acquired from The  there was no significant increase in the volume of the collected oil
Netherlands (M1), Denmark (M2), and Germany (M3), and they were (4.5 h) in a Clevenger-type apparatd8{20). The isolated oils were
cultivated under the control of the Agricultural Experimental Station dried over anhydrous sodium sulfate and stored unden M sealed
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Table 1. Figures of Merit of the Monoterpene Hydrocarbons and Alcohols?

RSD RSD
analyte y=a+bx Syix r R? area (%) time (%) LOD LOQ
terpinen-4-ol a=052x10"2+0.73 %1072 0.015 0.996 99.23 55 23 0.94 314
b=232x10"2+0.06 x 1072
o-terpineol a=0.26 x 1072+ 1.06 x 1072 0.022 0.995 99.04 5.4 22 1.06 354
b=3.01x1072+0.09 x 1072
linalool a=-037x10"2+£0.17x107? 0.035 0.997 99.34 8.1 29 0.09 0.30
b=0576x10"2+0.15x 102
terpinolene a=-14.96x1072+5.36 x 1072 0.112 0.995 98.97 8.0 28 1.09 3.62
b=14.79 x 1072+ 0.48 x 1072
p-cymene a=-16.92x 1072+ 11.68 x 102 0.243 0.995 99.04 7.6 27 1.05 351
b=13327x1072+1.04 %1072
o-pinene a=-6.9010"2+1.46 1072 0.030 0.994 99.25 8.0 28 0.93 3.10
b=471x10"2+0.13 x 1072
o-terpinene a=-430x10"2+1.40x107? 0.029 0.996 99.19 6.3 25 0.96 3.20
b=438%x10"2+0.12x 102
y-terpinene a=-872x10"2+£354x107? 0.074 0.993 98.54 75 2.7 1.30 4.33

b=28.18x10"2+0.31x 1072

2a = intercept; b = slope; r = correlation coefficient; Sy = standard deviation of residuals; R? = curve-fitting level (%) obtained by ANOVA for the validation of the
method; RSD = relative standard deviation of the peak area and electrophoretic migration time values; LOD = limit of detection; LOQ = limit of quantification. Concentration,
LOD, and LOQ are expressed in ug mL~%. Buffer: 10 mM NaH,PO4, 6 mM NayB4O7, 50 mM SDS, 7 mM y-CD, and 10% acetonitrile; pH 8.0; 20 kV; 25 °C; 5 s
hydrodynamic injection; 200 nm.

vial until required. Stock solutions (10Q8y mL™1) of each essential the authors 17). The method was evaluated by means of
oil were dissolved in methanol, and all were stored in the refrigerator. calibration curves and reproducibility experiments and by using
Apparatus and Electrophoretic Separation Conditions.A Beck-  the buffer and conditions mentioned under Experimental
man P/ACE 5500 capillary electrophoresis system equipped with a proceduresTable 1 shows the corresponding regression equa-
diode array detector and a System Gold data station were used in thistions and other parameters obtained for all monoterpenes
study. A fused-silica capillary column, 7&m i.d. with an effective electrophoretically separated in a concentration range between
length (between inlet and detector) of 40 cm (total lengtd7 cm), 1 and 15 L-1 Standard deviati f idual d
was used for the separation of the analytes. an - f‘g mL™". Standar EYIatIOH orresi gasﬁ”(‘) a,n
curve-fitting level R%) were obtained by analysis of variance

All of the separations were performed at a temperature of@5 ) e / -
and the applied voltage was 20 KV (average curreris uA). The (ANOVA) during the validation of the calibration model. Values

samples were hydrostatically (5 s) introduced into the anodic end of between 0.24 and 0.01 were obtained & in all cases,
the capillary. Detection was recorded at 200 nm. The electrolyte WhereasR? was always>98.54% for the analytes determined.
consisted of 10 mM NapPQy, 6 mM NaB.O7, 50 mM SDS, 7 mM The limit of detection (LOD) was calculated by using 3 times
y-cyclodextrin, and 10% acetonitrile, adjusted to pH 8.0 by the addition the standard deviation of the intercept divided by the slope,
of 0.1 M HPQ,. Daily, the capillary was rinsed for 10 min with  \yhereas the limit of quantification (LOQ) was calculated from
deionized water, for 10 min with 0.1 M NaOH, for 5 min with deionized 1 imeg the standard deviation of the intercept divided by the
water, and for 15 min with running buffer. The flush between runs o pe hronosed method allows the determination of
was of 1 min with deionized water, 0.1 M NaOH (2 min), deionized .

{monoterpenes at low concentration levels (LODs between 0.09

water (2 min), and buffer (3 min). These steps were necessary to preven 5 .
the adsorption of monoterpenes on the wall of the capillary. New and 1.3Qug mL™). The LOQs obtained were between 0.3 and

capillaries were conditioned for 5 min with deionized water, for 10 4.33 #g mL™* for all monoterpenes. Eleven replicates were
min with 1 M HCI, for 5 min with deionized water, for 10 min with  performed on the standard solution (&g mL™! for each
0.1 M NaOH, for 5 min with deionized water, and for 20 min with  monoterpene). In all cases the relative standard deviations

running buffer. Working standard solutions of mixtures were obtained (RSDs) for the retention times were2.9% and<8.1% for the
by appropriate dilution in water of the stock standard solutions, and peak areas.

they were prepared fresh daily. Analytical Applications to Real Samples.The proposed

method was applied to the direct determination of eight analytes
RESULTS AND DISCUSSION in five marjoram samples. Using the experimental conditions

Extraction of Essential Oils. Leaves and flowers of five ~ optimized in a previous work1(7), optimum separation and
samples of marjoram (M1, The Netherlands; M2, Denmark; M3, quantification were obtained for monoterpene alcohols and
Germany; M4, Sevilla, Spain; and M5, Soria, Spain) were air- hydrocarbonsFigure 2 shows an electropherogram of eight
dried and subjected to hydrodistillation using a Clevenger monoterpenes at 10g mL™*. The UV—visible spectra of all
apparatus to produce oils with a yield between 1.1 and 1.4% monoterpenes were very similar;pinene presents a spectrum
wiv (M1 = 1.2%, M2= 1.2%, M3= 1.4%, M4= 1.2%, and slightly different because its structure is bicyclic, despite its
M5 = 1.1%). These values were comparable with those reportedbeing an isomer of the other monoterpene hydrocarbons in this
in the literature 2, 21). study.

Separation and Determination of Analytes.The first step Solutions of each marjoram sample (MW5) were injected
was to test the separation of the eight monoterpenes by usingat various levels of concentration (3600 g mL™1). A 100
standards. A good separation of the analytes was achievedug mL~? concentration was selected for the analysis of real
following the electrophoretic conditions previously reported by samples due to good resolution achieved between the peaks
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Table 2. Determination of the Analytes in Marjoram Samples Using the Proposed Method

Rodrigues et al.

concn in concn in
conen (ug mL™?) recovery  real sample conen (ug mL™) recovery  real sample
analyte real sample added found (%) (g mL™Y) real sample added found (%) (ugmL~h
terpinen-4-ol marjoram 1 1 0.8 80.4 314 marjoram Sevilla 1 11 103.5 42
3 32 107.2 3 29 96.8
5 55 109.1 5 51 100.8
10 11.0 110.1 10 103 103.4
15 15.7 104.7 15 15.6 103.8
marjoram 2 1 11 105.4 24.8 marjoram Soria 1 11 1111 20.0
3 2.6 87.0 3 31 103.8
5 48 95.9 5 5.1 101.6
10 105 104.5 10 105 105.1
15 155 103.0 15 155 103.3
marjoram 3 1 0.9 97.8 345
3 32 108.2
5 5.1 101.3
10 10.4 104.1
15 15.0 100.0
y-terpinene marjoram 2 1 0.9 94.4 6.4 marjoram Soria 1 1.0 100.0 10.4
3 32 105.5 3 31 103.1
5 5.2 104.1 5 54 108.7
10 10.1 101.1 10 9.9 99.1
15 14.8 98.5 15 15.7 104.4
marjoram 3 1 11 108.5 19.8
3 3.0 100.0
5 5.2 104.6
10 10.6 106.2
15 15.0 100.0
linalool marjoram 1 1 1.0 100.0 34 marjoram Sevilla 1 0.9 96.3 5.1
3 29 97.5 3 2.8 95.0
5 5.2 104.4 5 5.1 100.7
10 10.1 100.6 10 10.2 102.0
15 15.0 100.0 15 15.8 105.2
marjoram 2 1 1.0 100.0 45 marjoram Soria 1 0.9 98.9 3.6
3 33 108.5 3 31 101.4
5 5.4 107.4 5 5.1 101.6
10 10.6 105.7 10 10.1 100.8
15 14.9 99.5 15 149 99.1
marjoram 3 1 0.8 81.4 35
3 31 103.7
5 5.6 112.3
10 9.3 93.1
15 155 103.6
o-pinene marjoram 2 1 1.0 100.0 ND?2 marjoram Soria 1 0.8 82.4 1.0
3 31 1014 3 31 103.1
5 5.1 101.2 5 5.4 108.7
10 9.9 99.5 10 101 101.0
15 15.1 100.7 15 15.4 102.9
o-terpinene marjoram Soria 1 1.0 100.0 10.9
3 32 107.9
5 5.0 100.0
10 10.1 101.3
15 15.0 100.0
o-terpineol marjoram 1 1 0.8 85.5 7.9 marjoram Sevilla 1 1.0 100.0 14.0
3 32 105.7 3 2.8 92.7
5 5.4 108.3 5 5.1 101.9
10 10.1 100.5 10 10.6 106.2
15 15.3 101.8 15 14.9 99.4
marjoram 2 1 0.9 94.7 8.5 marjoram Soria 1 1.0 100.0 7.2
3 32 105.3 3 31 104.3
5 5.3 105.6 5 5.3 106.7
10 10.6 106.2 10 10.3 102.5
15 14.4 96.0 15 15.0 100.0
marjoram 3 1 0.9 93.5 54
3 31 104.8
5 49 99.3
10 9.8 97.8
15 16.0 106.3
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Table 2. (Continued)

conen in conen in
conen (ug mL™) recovery real sample conen (ug mL™) recovery real sample
analyte real sample added found (%) (ugmL™Y real sample added found (%) (ug mL™Y
terpinolene marjoram 1 1 0.9 94.7 ND? marjoram Sevilla 1 1.2 1133 0.3
3 2.7 88.7 3 2.9 96.9
5 5.3 105.3 5 5.1 101.0
10 10.4 104.1 10 10.0 100.0
15 155 103.3 15 16.0 106.5
marjoram 2 1 0.8 80.7 1.6 marjoram Soria 1 1.0 100.0 4.0
3 31 101.1 3 32 105.2
5 55 109.0 5 55 109.3
10 105 105.2 10 10.6 105.6
15 14.3 95.5 15 14.6 97.6
marjoram 3 1 0.9 98.0 2.0
3 30 100.0
5 49 99.3
10 10.5 105.5
15 15.0 100.0
p-cymene marjoram 1 1 0.8 81.8 ND marjoram Sevilla 1 0.9 98.2 ND
3 26 87.3 3 2.7 90.6
5 51 101.9 5 47 94.9
10 10.8 107.6 10 10.0 100.0
15 15.2 101.0 15 15.3 102.1
marjoram 2 1 0.9 89.5 0.3 marjoram Soria 1 0.8 81.8 25
3 31 101.1 3 31 101.5
5 49 97.6 5 55 109.4
10 10.5 105.0 10 9.9 99.3
15 147 97.9 15 14.1 94.3
marjoram 3 1 0.8 83.5 0.8
3 31 104.3
5 55 109.9
10 10.0 100.0
15 15.1 100.4

2ND, not detected.

found in real samples at this level of concentration. To validate found terpinen-4-ol as the most prominent component in
the proposed analytical method, the marjoram samples wereessential oils of marjoram samples cultivated in Finland. This
spiked with a standard mixture. A 10 mL volume of each author reported that the investigations of the essential oils of
solution of marjoram sample (10@ mL™Y) was spiked at five marjoram have shown that the aroma composition varies
different concentration levels, 1, 3, 5, 10, andipmL?, for according to the geographical origin of the plants. Oberdieck
each monoterpene. The results are summarize@aile 2, (12) analyzed essential oils from marjoram samples of various
showing recoveries between 80 and 113%, as was expectedprigins (Germany, France, Hungary, Portugal, Egypt, Turkey,
because at lower concentration it was difficult to separate someand Romania), and the main terpene found in these samples
monoterpenes that presented poor absorbance in thevidile was terpinen-4-ol. Other author3, (LO) found in essential oils
zone. As one of the objectives of this work was to classify from marjoram samples cultivated in Turkey that carvacrol was
marjoram samples on the basis of the main chemotypes, forthe major component. These investigations conclude that there
this purpose it is not necessary to identify all of the analytes in are two chemotypes of marjoram oilgis-sabinene hydrate/
the samples analyzed. According to the results showralrie terpinen-4-ol type and carvacrol/thymol type. However, Charai
2, terpinen-4-ol,o-terpineol, and linalool were present in all et al. ) reported that linalool was the major component found
samples. Terpinen-4-ol is the major component in samples M1, in marjoram oils, and they classified this plant as a linalool
M2, M3, and M5, andx-terpineol is the most prominentin M4.  chemotype. The importance of the identification of this type of
Figure 3 shows electropherograms of two real samples (M2 compounds is related with the information obtained to check if
and M4) of essential oils. In these electropherograms it was the marjoram oils were obtained by distillationMf hortensis
observed that terpinen-4-ol is the major component in sample Moench (syn.Origanum majorangal.) or from other species
M2 (seeFigure 3A), whereasi-terpineol was the major terpene  (3). Marjoram sampled\. hortensisMoench) cultivated in the
in sample M4 (seé&igure 3C). When sample M2 was spiked south of Brazil and the north of Spain presented similar
with different amounts of monoterpene alcohols and hydrocar- electropherograms and could be considered to be of the terpinen-
bons, a-terpinene was not found because its peak was over- 4-ol chemotype. Probably, both samples were cultivated under
lapped with other components (s&gure 3B). In the real the same conditions of temperate climate and geographical
sample M4 p-cymene a-pinene,o-terpinene, ang-terpinene region, whereas marjoram cultivated in the south of Spain was
were not found (seEigure 3C). When sample M4 was spiked  grown in a different geographical region with a very hot and
with the analytes of interest, components suchogsinene, arid climate.
o-terpinene, angt-terpinene were not found because their peaks ~ Conclusions.The aim of this paper was to demonstrate the
overlapped with other components present in the matrix of the uselfuness of the method previously developed by the authors
real sample (sekigure 3D). to separate monoterpenes in real samples. Despite sample
These results are of great importance to classify marjoram matrices that were very complex, separations and quantification
samples on the basis of their main chemotypes. Wgkag) of some monoterpene alcohols and hydrocarbons present in these
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real samples were carried out. The electrophoretic method (11) Biondi, D.; Cianci, P.; Geraci, C.; Ruberto, G. Antimicrobial

developed was applied for the identification and quantification
of at least eight monoterpenes in this type of matrix for the
first time. Moreover, it should be applied to other essential oils

that have other types of monoterpenes. The use of this capillary
electrophoresis technique for the analysis of marjoram samples
can be considered as a new alternative to gas chromatography,

the classical technique used at this time.
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Tese: Anexo 2: Fotografias

Fotografia 1 - Unidade em escala de laboratério que consiste basicamente de um
cilindro de CO2, dois banhos termostaticos (Quimis), uma bomba de alta presséo
(ISCO 260D), um reator em aco inoxidavel (200 mL), um transdutor (Smar, LD301),
equipado com um sistema para aquisicao de dados (Smar, HT 201) com uma

precisdo de + 0,012 MPa e um tubo coletor de vidro.
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Tese: Anexo 2: Fotografias

Fotografia 2 - Unidade em escala de laboratério: em detalhe o reator em aco
inoxidavel, o transdutor, o sistema de aquecimento do restritor e o tubo coletor de

vidro.
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