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Resumo

O orégano (Origanum vulgare L.) € uma especiaria mundialmente conhecida e amplamente utilizada como tempero
em alimentos, além de ser usado em bebidas e perfumarias. O extrato do orégano desidratado ¢ uma substancia rica
em compostos bioativos, e destaca-se por suas caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas. A procura por
processos otimizados, livre de desperdicios e ndo prejudiciais a0 meio ambiente tem gerado diversas pesquisas, € a
técnica de ultrassom € uma técnica promissora que se enquadra nestes requisitos. Neste estudo desenvolveu-se um
planejamento experimental de forma a otimizar condigdes de extracdo de compostos fendlicos e antioxidantes do
orégano desidratado, subtendo o mesmo a extracdo assistida por ultrassom, verificando a influéncia da técnica na
extracdo de compostos. As varidveis independentes foram tempo (X1 = 2,5, 6,25 e 10 min), amplitude (X2= 20, 30 e
60%) e temperatura (X3= 40, 50 e 60 °C). As condicOes ideais obtidas foram tempo 10min, temperatura 60°C,
amplitude 20%. Os valores obtidos para compostos fendlicos variaram de 17,17 a 345,14 mg de equivalente de &cido
galico (EAG) L-1 e para os antioxidantes entre 509,37 a 1146,875 mmol de Trolox equivalente/g de extrato.
Palavras-chave: DPPH; Compostos fendlicos; Quimica verde.

Abstract

Oregano (Origanum vulgare L.) is a spice worldwide known and widely used as a seasoning in foods, in addition to
being used in beverages and perfumeries. The dehydrated oregano extract is a substance rich in bioactive compounds,
and stands out for its antioxidant and antimicrobial characteristics. The search for optimized processes, free of waste
and not harmful to the environment has generated several researches, and the ultrasound technique is a promising
technique that fits these requirements. In this study, an experimental design was developed to have optimal conditions
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for the extraction of phenolic compounds and antioxidants from dehydrated oregano, subtracting the ultrasound-
assisted extraction, verifying the influence of the technique in the extraction of compounds. The independent variables
were time (X1 = 2,5, 6,25 and 10 min), amplitude (X2= 20, 30 and 60%) and temperature (X3= 40, 50 and 60 °C).
The ideal conditions obtained were time 10min, temperature 60°C, amplitude 20%. The values obtained for phenolic
compounds ranged from 17.17 to 345.14 mg of gallic acid equivalent (GAE) L-1 and for antioxidants from 509.37 to
1146.875 mmol of Trolox equivalent/g of extract.

Keywords: DPPH; Phenolic compounds; Green chemistry.

Resumen

El orégano (Origanum vulgare L.) es una especia mundialmente conocida y muy utilizada como condimento en
alimentos, ademas de ser utilizada en bebidas y perfumeria. El extracto de orégano deshidratado es una sustancia rica
en compuestos bioactivos, y destaca por sus caracteristicas antioxidantes y antimicrobianas. La bisqueda de procesos
optimizados, libres de residuos y no dafiinos para el medio ambiente ha generado varias investigaciones, y la técnica
de ultrasonido es una técnica prometedora que se ajusta a estos requisitos. En este estudio se desarrollo un disefio
experimental para tener condiciones dptimas para la extraccion de compuestos fenélicos y antioxidantes del orégano
deshidratado, sustrayendo la extraccion asistida por ultrasonido, verificando la influencia de la técnica en la extraccion
de compuestos. Las variables independientes fueron tiempo (X1 = 2,5, 6,25 y 10 min), amplitud (X2= 20, 30 y 60%) y
temperatura (X3= 40, 50 y 60 °C). Las condiciones ideales obtenidas fueron tiempo 10min, temperatura 60°C,
amplitud 20%. Los valores obtenidos para compuestos fenélicos oscilaron entre 17,17 y 345,14 mg de éacido galico
equivalente (GAE) L-1y para antioxidantes entre 509,37 y 1146,875 mmol de Trolox equivalente/g de extracto.
Palabras clave: DPPH; Compuestos fendlicos; Quimica verde.

1. Introducéo

O orégano (Origanum vulgare L.), € uma planta perene pertencente a familia Lamiaceae é considerada uma especiaria,
utilizando de suas folhas, comumente secas, como tempero, além de ser adicionada como flavorizante de alimentos, em
bebidas alcodlicas e em perfumaria na obtencdo de fragrancias picantes. Conhecido por seu aroma caracteristico, proveniente
de seu conteldo relativamente alto de carvacrol (Cui et al., 2019).

O orégano, especiaria com sabor altamente favoravel aos consumidores de todo 0 mundo, também recebe destaque
pelas propriedades antimicrobianas e antioxidantes (de Oliveira Prete et al., 2020) devido os compostos carvacrdis, flavondides
e terpenos, tais como apigenina, dihidrocampferol e dihidroquercetina (Mendes et al., 2015). A planta vem ganhando o
interesse de muitos grupos de pesquisa como um potente antioxidante para sistemas lipidicos. A presenca dos compostos
fendlicos em plantas € estudada pelo fato de serem capazes de inibir a oxidacdo lipidica e proteica, dentre outros fatores como
atribuicdo de atividades farmacoldgicas e inibigdo de fungos (Deus et al., 2019).

Os vegetais sdo principios de muitos estudos ha milhares de anos, principalmente aquelas com alto potencial de
atividades biologicas, na maioria dos casos, realizam processos de extragdo de compostos, para se acrescentar valor ou/e
substituir ingredientes de produtos alimenticios, farmacéuticos, estéticos e entre outros (Lutomski et al., 2020). A metodologia
selecionada para extracdo de compostos ativos influencia diretamente nas propriedades final do extrato (Bavaresco et al.,
2020).

Pode-se obter o extrato do orégano desidratado via infusdo a quente ou a frio, decoc¢do, extracdo acida e entre outras,
porém ha limitagdes nas técnicas citada para extrair compostos, sdo sensiveis a extremas temperaturas, a luz, e pode ocorrer a
degradacdo quimica dos mesmos (Wolff et al., 2019).

A busca por processos nas pesquisas otimizados e que cooperem com o crescimento sustentavel e a preservagao do
meio ambiente tem aumentado cada vez mais. A quimica verde dispde de novas condutas durante o processamento e utilizagdo
de equipamentos e substancias quimicas com o proposito de diminuir a polui¢do e os danos provocados por essas praticas
(Bezerra, 2020).

Entre as tecnologias atuais de extracdo, o ultrassom tem sido amplamente reconhecido como ecologicamente correto,
barato, rapido e eficiente para extragdo de fendlicos devido a cavitagdo acUstica causada pela passagem da onda de ultrassom

(Souza, 2019). A cavitacdo acustica consiste na formagao, crescimento e colapso de microbolhas na superficie sélida, levando
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a corrosdo e erosdo, resultando na ruptura das paredes celulares, permitindo a penetracdo do solvente e melhorando a
transferéncia de massa, levando a um aumento do rendimento de extra¢do e encurtando o tempo de extragdo (Tao, et al., 2014).

A demanda gradativa por aprimoramento de processos, buscando sempre minimizar tempo e custo, maximizar o
rendimento, qualidade e produgdo dos alimentos, tem instigado pesquisadores a explorarem técnicas de planejamento de
experimento. O planejamento é usado para obter 6timas condi¢des de experimento, por meio de superficie de resposta, que tem
0 intuito de analisar os efeitos de multiplos fatores e encontrar interacdo entre as respostas obtidas, para encontrar o ponto
6timo de processo (Oliveira et al., 2022).

Com base nessas consideracdes, desenvolve-se um planejamento de experimento com o objetivo de investigar o efeito

do ultrassom na extragdo de antioxidantes e influéncia na cor.

2. Metodologia

As amostras de orégano desidratados foram adquiridas em um comércio na cidade de Maringa - PR.

2.1 Planejamento de experimentos

A Tabela 1 apresenta a matriz experimental construida para avaliar a extragdo de compostos antioxidantes e
compostos fendlicos das folhas secas de orégano através de extragdo ultrassonica.

De acordo com Novaes et al. (2017) um planejamento experimental foi desenhado, onde as variaveis independentes
estudadas foram tempo (X1 = 2.5, 6.25 e 10 min), amplitude (X2= 20, 30 e 60%) e temperatura (X3= 40, 50 e 60 °C). Foram

realizados 8 experimentos e mais 3 pontos centrais.

Tabela 1 - Matriz do desenho experimental com pardmetros reais e codificados.

Variaveis do experimento Resposta
Amplitude (%)  Tempo (min)  Temperatura (°C) Compostos fendlicos totais mmo?gfﬁm.ox
mg (EAG) L™ equivalente/g
1 20(-1) 2,5(-1) 40(-1) 210,90 1095,63
2 20(-1) 10(+1) 40(-1) 114,63 1100,63
3 40(+1) 2,5(-1) 40(-1) 54,29 509,38
4 40(+1) 10(+1) 40(-1) 84,80 993,13
5 20(-1) 2,5(-1) 60(+1) 234,12 1140,63
6 20(-1) 10(+1) 60(+1) 99,20 1131,88
7 40(+1) 2,5(-1) 60(+1) 345,14 1135,63
8 40(+1) 10(+1) 60(+1) 132,42 1145,63
9 30(0) 6,25(0) 50(0) 26,15 1080,63
10 30(0) 6,25(0) 50(0) 17,51 1144,38
11 30(0) 6,25(0) 50(0) 17,17 1146,88

Fonte: Autores.

2.2 Extracdo assistida por ultrassom
As extracGes foram realizadas em um equipamento ultrassénico com sonda (Eco-sonics/Indaiatuba/SP/Brasil) que
permite controlar temperatura e amplitude. O painel digital possibilita controlar a amplitude, onde acontece as vibrac6es

ultrassbnicas através da sonda (titdnio 13 mm didmetro). Para cada extracdo utilizou-se 150mL de agua/etanol 50% como
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solvente e 5 gramas de folhas secas de orégano. Para prevenir erros sistematicos os tratamentos foram processados

aleatoriamente e ap0s a extragdo, as amostras foram filtradas e analisadas.

2.3 Analise de teor de compostos fendlicos

Determinou-se o teor de fenolicos conforme o método Folin-Ciocalteau (Rodrigues et al., 2020). Preparou-se 200 pL
do extrato obtido junto a 1000 uL do reagente Folin-Ciocalteau e misturou-o manualmente por aproximadamente 10 segundos
e em seguida armazenadas por 6 minutos no escuro. Acrescentou-se a mistura 800 pL de carbonato de sodio a 7,5% (v/ v) e
acondicionou mais uma vez ao abrigo de luz por 30 minutos, e em seguida leu-se a absorbancia em um espectrofotémetro
(Agilent UV-8553) a 765 nm. Utilizou-se acido galico para estabelecer padrdo para a curva de calibragdo (R2 = 0,99).
Expressou-se os resultados em mg de equivalente de acido galico (EAG) L™

2.4 Anélise da atividade antioxidante

Empregou-se 0 método DPPH para determinar a atividade antioxidante de acordo com (de Oliveira et al., 2021). A
priori preparou-se a solucdo estoque: 0,024 g de DPPH soluto em 100 mL de metanol. Da solucdo estoque tirou-se 10 mL para
fazer a solugéo trabalho, acrescentando mais 45mL de metanol. Em seguida, em um tubo de ensaio foi adicionado 200 pL de
extrato e 800 UL de solugdo trabalho, reservado ao abrigo da luz por 20 minutos. Ap6s o tempo determinado a absorbéancia foi
medida a 517 nm em espectrofotdmetro (Agilent UV-8553). Os dados foram expressos em mmol de Trolox equivalente/g de

extrato.

2.5 Anélise estatistica
As analises foram realizadas em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e

comparados pelo teste de Tukey a 5% de significancia utilizando o software Statistica ® 13.0.

3. Resultados e Discusséo

Através das superficies de resposta demonstradas na Figura 1 foi possivel verificar que para extracdo dos compostos
fendlicos foram significativas as varidveis tempo (X1), amplitude (X2) temperatura (X3) e as melhores condi¢es: R= 0,94
(Y=21,10 + 69,35X1 - 82,05X2 + 85,89X3), tempo 10 min, temperatura 60 °C e amplitude 20 %. Os valores variaram de 17,17
a 345,14 mg de equivalente de 4cido galico (EAG) L™ (Tabela 1).
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Figura 1 - Superficie de resposta para extragdo de compostos fenolicos.
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Fonte: Autores.

Nota-se a importancia significativa da temperatura nos resultados obtidos, e um curto tempo de extragdo que é muito
importante para a pesquisa, otimizando o processo. No trabalho de Nascimento et al., (2020), o aumento da temperatura
também influenciou uma melhor extracdo de compostos fendlicos da casca de barbatimdo, o nivel maximo de temperatura
empregada no estudo foi de (50°C) e resultou no maior contetido de compostos fenélicos encontrados.

A temperatura ideal é um contribuinte nos resultados, considerando que aumenta a penetragdo nas paredes celulares
dos vegetais, auxiliando no movimento de difusdo e transferéncia de compostos fendlicos (da Silva; Garcia e Franciscato,
2016). Com a elevagdo da temperatura, aumenta a solubilidade dos fenolicos e diminui a aderéncia dos extratos, aumentando a
extracdo (Corbin et al., 2015; Dranca & Oroian, 2016; Goula et al., 2017).

Para Silva et al. (2016) os extratos fendlicos de cascas de lichia obtidos através da técnica de ultrassom e
demonstrados mediante planejamento experimental, o tempo n&o influenciou em seus resultados (1232,2 + 42,28 mg 100 g1),
mas a temperatura (60 °C) e a concentracdo do solvente utilizado (etanol 70%) foram significativos. Alguns estudos, como,
Mourdo et al., (2011); Stefanello et al. (2014) e He et al. (2016) mostram que quanto maior o tempo de extracdo maior a
quantidade de compostos fendlicos, porém, quando ultrapassam mais que meia hora de extracdo, hd uma estagnada ou diminui
o0 conteudo de fendlicos.

As pesquisas citadas acima podem afirmar que o tempo (10 min) para extracdo de vegetais é um excelente tempo,
como também foi notado por Tabaraki e Rastgoo (2014); Mattana et al. (2015) e Ghitescu et al. (2015) ao extrair compostos da
casca de nogueira verde, folhas de pariparoba e casca de madeira de abeto, respectivamente. 1sso acontece porque 0S

compostos sdo degradados com muita facilidade, longo periodo de extracéo e alta temperatura influenciam nesta degradacéo.
5


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.37272

Research, Society and Development, v. 11, n. 16, e476111637272, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i16.37272

Na Figura 2 ¢ possivel verificar a cor dos extratos obtidos ap0s as extracdes do orégano assistido por ultrassom. Nota-
se que 0s experimentos 5 e 7 apresentam a cor amarela mais intensa corroborando com os resultados da Tabela 1, onde esses

dois tratamentos apresentaram os maiores valores de compostos fendlicos extraidos.

Figura 2 - Cor dos extratos de orégano.

Fonte: Autores.

Para a analise DPPH todas as variaveis foram significativas, tempo (X1), temperatura (X3), amplitude (X2), relacao
X1X2 e X1X3, e as melhores condi¢bes: R= 0,91 (Y=1117,85+ 120,08X1 - 176,31X2 + 211,78X3 + 123,04X1X2 +
170,91X2X3). Os resultados obtidos oscilaram entre 509,37 e 1146,875 mmol de Trolox equivalente/g de extrato (Tabela 1).

Nota-se na Figura 3 que quanto menor a amplitude melhor os resultados obtidos
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Figura 3 - Superficie de resposta para extragao de antioxidantes.
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Fonte: Autores.

Romanini et al., (2021) demonstraram que o extrato obtido do bagaco de uva por ultrassom apresentou maior
capacidade antioxidante quando comparado ao obtido por extracdo convencional. Portanto, nota-se eficiente a extracdo de
compostos assistida por ultrassom em vegetais. Tal rendimento esté relacionado ao sistema de cavitacdo que é produzido pelas
ondas ultrassdnicas, provocando cavidades, onde as superficies sélidas se chocam com as microbolhas causadas pela cavitacao,
ocasionando a ruptura das células vegetais, favorecendo a dispersdo do solvente para o ndcleo da matriz (Schons et al., 2017;
Shirsath, et al., 2012).

Assim, através das curvaturas das superficies de resposta, foi possivel verificar que, tanto em relagao aos compostos
como para os antioxidantes, as condi¢Bes 6timas de extracdo utilizando ultrassom foram 10 minutos, 20% de amplitude e
temperatura de 60 °C. Portanto, é possivel verificar que a alta temperatura permite uma melhor extracdo dos compostos de
interesse. No entanto, temperaturas muito altas prejudicam a cavitacdo, causando reducdo do rendimento da extracdo com
possivel degradacdo dos compostos extraidos.

Isso demonstra que as condi¢cBes do processo de extracdo desses compostos tém forte influéncia nos resultados
obtidos, destacando a importancia de estudos dessas varidveis no processo. Ha também uma dificuldade em comparar os dados
obtidos, devido a inimeras metodologias diferentes para extracdo e quantificagdo de compostos fendlicos e antioxidantes, que

interfere diretamente nos resultados (Silva et al., 2019; da Silva et al., 2021).
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4. Concluséao

Os resultados expressam que o total de antioxidante e compostos fenélicos obtidos séo, claramente influenciados pela
temperatura, tempo e técnica de extracdo empregada, uma vez que a temperatura de 60°C, por 10 minuto combinados a
ultrassom demonstrou ideal para extrair tais compostos de orégano desidratado. Em tese a extragdo assistida por ultrassom
mostrou viabilidade para o alcance dos resultados atingidos, atestando a potencialidade da técnica para extrair compostos
bioativos. Ressalta-se ainda que o planejamento de experimento foi fundamental para se chegar a esta conclusdo, e que por
meio das superficies de respostas pode-se obter as condi¢Bes étimas para se extrair compostos do orégano desidratado (tempo

10min, temperatura 60°C, amplitude 20%), sem desperdicio de tempo e material, otimizando o processo.
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