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RESUMO

Os oleos essenciais (OE) sdo mistura de substancias volateis de origem vegetal
presentes em folhas, flores, cascas ou raizes de plantas. Estes OE sao produzidos
pela planta para sua autodefesa e para a atragdo de animais polinizadores. Para a
obtencdo do Oleo essencial do manjericao realizou-se a hidrodestilagdo em um
equipamento Clevenger com baldo de fundo redondo com capacidade de 2 L,
utilizando as folhas separadas do talo. Adicionou-se 1 L de agua destilada com 100 g
de folha e semente de manjericdo. Para a obtencao do OE in natura, apés a adigéao
da planta no baldo com agua, aqueceu-se a mistura até temperatura de fervura. Ja o
procedimento de extracdo do OE utilizando a enzima comercial Celulase foi realizado
adicionando enzima no baldo contendo agua e planta, essa mistura foi mantida em
banho maria a uma temperatura de 50° C por duas horas antes de realizar a
hidrodestilacdo. Variou-se a concentracdo de enzima entre 0,05% até 0,25%. A
hidrodestilagao também teve sua condi¢cdo de tempo variada de 30 minutos até 120
minutos. Observou-se durante os processos que o melhor tempo para a destilacao
dessa espécie de manjericéo era de 60 minutos e concentragao de enzima de 0,15%,
visto que para essa concentragao obteve-se o dobro de OE da obtida em in natura
nas mesmas condigdes.

Palavras-chave: clevenger; hidrodestilagéo; enzima.



ABSTRACT

Essential oils (EO) are a mixture of volatile substances of vegetable origin present in
leaves, flowers, bark or roots of plants. These EOs are produced by the plant for self-
defense and to attract pollinating animals. To obtain basil essential oil, hydrodistillation
was carried out in a Clevenger equipment with a round bottom flask with a capacity of
2 L, using the leaves separated from the stalk. 1 L of distilled water was added with
100 g of basil leaf and seed. To obtain the EO in natura, after adding the plant to the
flask with water, the mixture was heated to boiling temperature. The EO extraction
procedure using the commercial enzyme Cellulase was carried out by adding enzyme
to the flask containing water and plant, this mixture was kept in a water bath at a
temperature of 50° C for two hours before performing hydrodistillation. The enzyme
concentration was varied from 0.05% to 0.25%. Hydrodistillation also had its time
condition varied from 30 minutes to 120 minutes. It was observed during the processes
that the best time for the distillation of this basil species was 60 minutes and enzyme
concentration of 0.15%, since for this concentration twice as much EO was obtained
as that obtained in natura in the same conditions.

Keywords: clevenger; hydrodistillation; enzyme.
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1 INTRODUGAO

Os Oleos (OE) essenciais s&o definidos como substancias volateis presentes
em cascas, flores, cascas, folhas, raizes e frutas. Sua presenga no mercado esta
relacionada a perfumarias, alimentos, cosméticos e auxiliando em medicamentos
(BIZZO, 2009). Os OE sao, segundo a International Standard Organization (ISO,
2013), produtos obtidos das partes das plantas, por meio de destilacdo por arraste
com vapor d’agua. Ainda sao considerados 6leos por geralmente serem liquidos e de
aparéncia oleosa a temperatura ambiente, sdo considerados de esséncias, pelo seu
aroma agradavel e intenso da maioria de seus representantes.

Os métodos mais utilizados de extracdo de OE s&o a hidrodestilacdo que é
contato planta e agua (MATTANA et al. 2015) e o arraste a vapor onde o vapor de
agua passa é carrega o oleo (ECIRTEC, 2016).

O preco agregado nos Oleos essenciais € elevado, pois a quantidade de
mateéria prima necessaria € muito elevada e os equipamentos de extragdo tem um alto
custo, além de seu rendimento ser baixo visto que fica por volta de 1% (BIASI LA et
al., 2009).

Uma forma de elevar o rendimento de 6leo essencial € com a utilizagcao de
catalisadores biolégicos (enzimas), que irdo ajudar a romper as paredes celulares da
planta contribuindo com o aumento do rendimento, no entanto um pré-tratamento se

faz necessario para que o catalisador haja nas paredes da planta (REIS, 2013).

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o rendimento de O6leo essencial de manjericdo utilizando enzima

comercial como pré-tratamento.

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar o melhor tempo de extragdo do 6leo essencial de manjericao
sem o pré-tratamento com enzima, em fungao de rendimento;

e Determinar a melhor concentragdao enzimatica para obter o melhor
rendimento da extracédo do 6leo essencial;

e Avaliar a analise de composicao quimica dos 6leos essenciais obtidos.
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1.2 Justificativa

A utilizacdo de 6leo essencial (OE) vem crescendo no mundo e,
principalmente, por seu potencial terapéutico. Além de possuirem propriedades
terapéuticas e diversos beneficios para a saude, apresentam atividade antibacteriana
e antioxidante (SILVESTRI et al., 2010).

O grande problema do OE é seu custo devido ao seu rendimento, pois
necessita-se de uma grande quantidade de insumo e se obter um baixo rendimento
final. Isto esta ligado ao fato de conter parte do produto no interior da planta, por esses
motivos o preco final do produto € elevado no mercado (BIASI LA et al., 2009).

Quando se utilizam enzimas da familia Celulase na extragdo, o contato do
vapor d’agua com a planta & favorecido, pois as enzimas rompem as paredes
celulares, facilitando a retirada de OE que estejam mais dificeis de serem retirados
(CASSINI, 2010). No entanto, a enzima também tem um prego elevado, entdo precisa-
se saber qual a melhor concentragdo enzimatica para se conseguir um melhor
rendimento de OE sem agregar um custo nesse processo € sem perder as

caracteristicas fundamentais do manjericéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste tépico sera tratado sobre o manjericido (Ocimum basilicum) pertence a
familia da Lamiacea, sobre 6leo essencial de manjericao e seus métodos de extragao,

além de tratar sobre a enzima comercial celulase.

2.1 Oleo essencial de manjericdo

Oleos essenciais (OE) sdo substancias volateis presentes principalmente nas
cascas de citricos, porem podem ser encontrados em flores, cascas, folhas, raizes e
frutas. Sua presenca no mercado esta relacionada a perfumarias, alimentos,
cosméticos e medicamentos (BI1ZZO, 2009). Os OE sao constituidos principalmente
por mistura de compostos das classes fenilpropanoides, monoterpenos, ésteres,
sesquiterpenos e outras substancias com baixo peso molecular (CRAVEIRO et al.,
1993).

O aspecto do OE tem por caracteristica ser liquido em temperatura ambiente,
com uma coloragao clara e com densidade menor que a agua. Os OE sao soluveis
em solventes organicos e, em geral, sdo extraidos utilizando vapor de agua mesmo
tendo solubilidade baixa com a agua (BI1ZZO, 2009).

Algumas plantas tem sido estudadas com relagao a sua atividade de repelente
de insetos, atividade antioxidante e acado antifungica como por exemplo o 6leo
essencial do cravo-da-india e a citronela (SCHERER et al., 2009). Em um estudo de
Mendoncga et al. (2005), alegam que OE de citronela contém uma elevada atividade
no combate a larva do Aedes Aegypti.

O manjericao € uma planta do género Ocimum basilicum, da familia
Lamiaceas, e € comumente cultivada para utilizacdo de suas folhas verdes frescas ou
secas como aromatizante e tempero (BLANK, 2004).

O Oleo essencial de manjericdo é rico em diversos compostos, porem

apresenta trés substancias principais o linalol, eugenol e o 1,8-cineol (FIGURA 1).
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Figura 1: Estruturas quimicas dos principais compostos do éleo essencial de manjericao.
Linalol Eugenol 1,8 - Cineol

OH

|
A

OH
Fonte: Linalol -SILVA (2003); Eugenol - CRAVEIRO (1993); 1,8-Cineol - SANTOS (1999).

O linalol € um monoterpeno, que possui em sua estrutura um alcool terciario
de cadeia aberta. Geralmente é encontrado como uma mistura de isdmeros na
posicdo da primeira ligacdo dupla. O composto apresenta estudos sendo utilizado
para sinteses de acetato de linalila e testes como bactericida, fungicida e acaricida
(SILVA, 2003).

O eugenol é o componente maijoritario do cravo-da-india e esta presente em
diversas espécies de plantas, inclusive o manjericdo. O composto apresenta
propriedade antioxidante e antimicrobiano (CRAVEIRO, 1993).

O 1,8-cineol ou eucaliptol € uma substancia produzida pelo metabolismo
secundario das plantas, com atividade relaxante da musculatura lisa do intestino e das
vias respiratorias. Esse composto possui diversas aplicagdes terapéuticas como no

tratamento de reumatismo, tosse e asma brénquica (SANTOS, 1999).

2.1.1Técnicas para a obtengao de 6leos essenciais

Atualmente existem diversas formas de extragao dos 6leos essenciais sendo
0 mais comum a destilacdo a vapor em escala industrial e hidrodestilacdo em escala
laboratorial.

O processo a arraste a vapor consiste em o vapor de agua destilada passar
pela planta, que ndo esta em contato direto com a agua, e carregar consigo o 6leo
essencial presente na amostra. Esse vapor de agua e 6leo posteriormente €&

condensado e obtido a mistura dleo e agua.
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Figura 2: Destilac&do por arraste a vapor em escala industrial

P

i

Fonte: SERENO (2015)

Outro processo de extragdo é a hidrodestilacdo, esse processo consiste em
mergulhar completamente a matéria prima vegetal em agua e aquecé-la até obter uma
temperatura de fervura, o vapor obtido nesse processo e condensado em uma mistura

de duas fazes sendo elas 6leo e um hidrolato de agua e 6leo essencial.

Figura 3: Aparelho do tipo Clevenger de hidrodestilagao laboratorial

Fonte: BOONE (2011)

2.2 Enzima

Quase todas as reagdes metabdlicas em humanos, animais e plantas sao
mediadas por enzimas. As enzimas sdo moléculas que conseguem otimizar reacdes
quimicas e podem apresentar poder catalitico melhor que catalisadores sintéticos ou
inorganicos, contudo, para seu funcionamento ser ideal ela depende de um pH e uma
temperatura especifica para cada enzima (COELHO et al., 2008).

Algumas reagdes quimicas sao muito lentas entdo para otimizar essas

reacoes a utilizacdo de enzimas se faz necessaria, pois, elas proporcionam um
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ambiente adequado onde a reacado € favorecida e, assim, a reagdo ocorre mais
facilmente (NELSON, 2018).

2.2.1 Extracao de 6leos essenciais utilizando enzima

Para essa técnica, a utilizacdo da extragdo por hidrodestilagdo € a
recomendada, pois necessita de um pré-tratamento utilizando a mistura agua, planta
e enzima antes de sua destilagdo, visto que a enzima precisa de um determinado
tempo para agir e romper as paredes celulares da planta. E, assim, facilita a extragéao
do dleo presente na matéria prima e pode-se obter o rendimento final maior de 6leo
essencial (SANTOS, 2008)

As paredes celulares das plantas sdo compostas por celulose, deste modo a
escolha de enzimas da familia Celulase sao as principais para a extracao de 6leos
essenciais, facilitando a degradacdo das paredes celulares da planta (CASSINI,
2010).

Em sua pesquisa, Reis (2015) mostra que, ao utilizar um pré-tratamento com
extratos multienzimaticos para se obter OE de Mentha arvensiso, o rendimento é
diretamente afetado. Em sua pesquisa, um aumento de 194% de dleo foi obtido e,
apo6s as analises, pode-se constatar que o tratamento com enzima n&o danificou o
componente majoritario do dleo.

Este e outros trabalhos comprovam a eficacia do pré-tratamento enzimatico
para obter um rendimento mais favoravel de OE sem que ocorra a perda dos

componentes majoritarios e caracteristicos dos oOleos.
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3 MATERIAL E METODOS

A amostra de manjericao foi obtida em um sitio localizado em Luz Marina —
Parana (24°48'21.0"S 54°01'11.7"W), colhida por volta das 7 horas da manha. Apés a
colheita primeiramente desfolhou-se o0 manjericao, utilizando para os testes apenas
as folhas e as sementes presentes na planta. Os experimentos foram conduzidos

conforme Figura 4.

Figura 4: Fluxograma de extragcéo

Colheita 7h
|

Desfolhamento

30,60,90e 120 min | Extracdo | Pré-tratamento | 120 min

y

v
|Quantificag§o | |Extrag§o |
v

|Anal‘i;es | |Quantificag§o |

Fonte: Autoria prépria

3.1 Extracdo de 6leo essencial de manjericao

Antes de cada extragdo, averiguou-se a umidade da planta por meio de uma
amostra de 1g de manjericao a ser analisada em balan¢a determinadora de umidade
infravermelho (modelo I-thermo 621 marca BEL Engineering). Essa analise foi
realizada em triplicata. Este procedimento serve para se ter um controle de umidade
de uma extracao para outra, visto que a umidade da planta interfere no seu rendimento
de OE (DE MORAIS, 2009).

A extracao foi feita através de um aparelho Clevenger de vidro pelo método
de hidrodestilacdo, em baldo de fundo redondo com capacidade de 2 L contendo 1 L
de agua destilada e onde foram adicionados os 100 g de folha de manjericéo.
Submeteu-se o sistema ao aquecimento até a fervura em uma manta de aquecimento

(Heating Mantle).
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O tempo de extragdo do OE é contado a partir do momento que se obtém a
condensacgao da 12 gota de OE. Para determinagao do tempo ideal de extragcdo foram
realizados experimentos variando em 30, 60, 90 e 120 minutos.

Ja na extragdo com a aplicagdo da enzima Celulase (Sigma-Aldrich Brasil
Ltda), utilizou-se o melhor tempo definido no experimento anterior (extragcdo do OE).
A enzima foi adicionada ao baldo, contendo a mistura de 100 g planta e 1 L agua,
variando sua concentracdo de enzima entre 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,2% e 0,25% em
relagdo a quantidade de planta no meio.

O baldo ficou em um banho-maria (Oxylab) em uma temperatura de
aproximadamente 50° C por um tempo de 120 minutos, apds esse processo foi
realizada o processo de hidrodestilagao.

O rendimento de d6leo essencial extraido foi determinado através da relagao
massa de oleo dividido pela quantidade de massa da planta na extragdo, conforme
equacéo 1 (MARQUES, 2016).

R (%) = MO/MS x 100 (1)

Onde:

R = Rendimento de éleo essencial

MO = Massa do dleo essencial (g)

MS = Massa seca do material vegetal (g)

3.2 Analises de caracterizagao do 6leo essencial

ApoOs as extracoes, realizou-se a verificagcdo das caracteristicas fisico-
quimicas do OE: densidade pelo método de massa de 6leo essencial dividido pelo
volume de d6leo essencial; o indice de refracdo através de aparelho refratbmetro
Instrutherm.

Para a caracterizacdo quimica, foram realizadas analises de cromatografia
gasosa para caracterizagdo da composi¢cao dos oOleos essenciais. Estas analises
foram realizadas na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) sendo
submetida as amostras de 6leo essencial in natura e com celulase a analise de
cromatografia gasosa.

Para a analise de CG/FID, utilizou-se aliquotas de 1,0 uL de uma solugéo a
0,1 % do dleo essencial em hexano, acrescida do padrao interno de octanoato de
metila foram injetadas em cromatografo Agilent 78902. O injetor operava em modo

com divisao de fluxo (split 1:20 ou 1:50) a 250 °C. Para a separagao dos componentes
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foi utilizada coluna capilar com fase 5%-fenil-95%-metilsilicone (30 m x 0,25 mm x 0,25
um), com programacao de temperatura de 60 a 240 °C com variagdo de 3 °C min' e
hidrogénio como gas carreador (1,5 mL min™). A quantificagdo foi calculada a partir
da area normalizada e corrigida (area %) de um detector de ionizagdo por chama
operando a 280 °C.

Para a identificagdo dos constituintes foi utilizado sistema acoplado de
cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas, CG/MS, (Agilent 5973N),
operando nas mesmas condi¢bes acima, mas empregando He (hélio) como gas
carreador. A ionizagao eletrénica sera utilizada para gerar ions. Os espectros obtidos
foram comparados com os da Biblioteca Wiley 6th ed. Também foram calculados os

indices de retengdo linear utilizando-se mistura de n-alcanos.



22

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente verificou-se qual a umidade das folhas de manjericido que seriam
utilizadas para a extracao de OE, e constatou-se que néo teve uma grande variagao
para os resultados, visto que, a menor umidade registrada foi de 80% e a mais elevada
foi de 87%. Mesmo nao tendo uma grande variagao da umidade, o rendimento obtido
do manijericéo in natura nao era o esperado (TABELA 1) (BLANK, 2007).

Tabela 1 — Rendimento de dleo essencial in Natura variando tempo

elfgg;od:o Amostra1 Amostra 2 Amostra 3 Média Variancia Desvjo
. (%) (%) (%) (%) Padrao

30 0,11 0,11 0,10 0,11 3,33x10-% 0,0058

60 0,13 0,13 0,14 0,13 3,33x10-% 0,0058

90 0,14 0,14 0,13 0,14 3,33x10-% 0,0058

120 0,14 0,15 0,14 0,15 5,00x10-%5 0,0071

Fonte: Autoria prépria

Pode-se observar que, para a extracado de 120 min, teve-se um maior
rendimento de OE extraido, contudo, comparado ao obtido em 60 minutos, 0 aumento
nao foi significativo.

O resultado da extragao in natura nao presenta um bom rendimento visto que
JANNUZZI (2013) apresenta em seu estudo rendimentos proximos de 0,5 a 1%, para
a espécie de manjericéo.

Com isso, entende-se que para a variavel tempo de extragcao, 60 minutos € o
mais recomendado e vantajoso para essa especie de manjericido, prosseguindo o
experimento com a variavel de concentragdo de enzima x rendimento.

A densidade do OE de manijericédo obtida foi de 0,9125 com indice de refragcédo
de 1,476. MARTINS (2010) relatou um indice de refracdo 1,4987 e densidade de
0,9396 para o manjericdo corroborando com o encontrado.

A Tabela 2 traz os resultados obtidos para o rendimento ao se utilizar a enzima

celulase na extragao de OE de manijericéo.
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Tabela 2 — Rendimento de dleo essencial de manjericao com utilizacdo de enzima

Concentracido Amostra1 Amostra 2 Amostra 3 Média (%) Variancia Desvio

Padréo
0 0,13 0,13 0,14 0,133 3,33x10°  0,0058
0,05 0,16 0,17 0,16 0,163 3,33x10°  0,0058
0,1 0,21 0,21 0,23 0,217 1,33x10*+  0,0115
0,15 0,28 0,27 0,27 0,273 3,33x10°  0,0058
0,2 0,33 0,32 0,32 0,323 3,33x10°  0,0058
0,25 0,36 0,37 0,37 0,367 3,33x10°  0,0058

Fonte: Autoria propria

Observa-se por meio dos resultados que, com a adigéo de 0,15% de enzima
no meio de extracido, obtém-se um aumento de rendimento de 107,69% com relacao
da planta in natura, quando utilizadas as mesmas condicdes de 60 minutos de
extracao de OE de manjericao in natura, apresentando uma vantagem para a extragao
visto que com a mesma quantidade de amostra obteve-se mais que o dobro de dleo
essencial.

Parametros que influenciam diretamente no rendimento sao, o solo, o clima e
a espécie de manjericao analisada (FURTADO, 2022). Para essa espécie de
manjericado a extracdo de 6leo essencial nao € vantajoso, visto que Souza (2012)
obteve um rendimento superior a 1% na espécie de manjericdo que utilizou em sua
pesquisa. O maior rendimento obtido utilizando 0,25% de concentracdo de enzima
ainda apresentava rendimento de apenas 0,37%, uma porcentagem
consideravelmente baixa comparando a outras espécies.

A determinacao por cromatografia gasosa (CG) para verificar o impacto nas
caracteristicas do OE ao aplicar enzima celulase foi realizada na Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). A Figura 5 e as Tabelas 3 e 4 mostram os
resultados da cromatografia gasosa com OE in natura e utilizando enzima,

respectivamente.
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Figura 5 — Resultados das analises da composigao quimica do OE de manjericéo in natura (A) e com
enzima celulase (B) via cromatografia a gas.
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Tabela 3 — Principais substancias identificadas pelo resultado do cromatograma do 6leo essencial de

manjericao in natura.
Pico . Concentracao (%
. Substancias : géo (%)
in Natura in Natura

16 1,8-cineol 1,1
18 (E)-beta-ocimeno 1,2
25 Linalol 73,4
33 Terpinen-4-ol 1,4
38 Geraniol 2,3
41 Eugenol 9,3
68 Epi-alfa-cadinol 1,9

Fonte: Autoria prépria

Tabela 4 — Principais substancias identificadas pelo resultado do cromatograma do 6leo essencial de
manjericao com enzima.

ComPie(:\ozima e cogg?:t;:ﬁ:é o
1 1,8-cineol 1,5
3 Linalol 78,5
4 Terpinen-4-ol 1,5
7 Eugenol 12,0
13 Epi-alfa-cadinol 2,3

Fonte: Autoria prépria
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Com os resultados do cromatograma pode-se observar a presenga das
substancias linalol, eugenol e 1,8 — cineol, sendo esses os principais compostos do
manjericao. Além disso, observou-se que mesmo com a perda de muitas substancias
ao comparar o cromatograma do oOleo essencial in natura com o cromatograma
utilizando enzima, o produto majoritario Linalol houve um aumento de rendimento.

Segundo a analise ao aplicar enzima para o aumento do rendimento do 6leo
essencial, muitas substancias sado perdidas no processo, visto que, é notério a
presenca de mais picos de produtos na amostra in natura. Além disso, para as
substancia identificadas em ambas as analises com mais de 1% de area, observa-se
para todas elas um aumento na porcentagem de area. Veja, na Figura 5, os
cromatogramas da cromatografia gasosa com OE in natura e utilizando enzima,
respectivamente.

Observa-se que as substancias (E)-beta-ocimeno e geraniol, que estao
presentes no 6leo essencial in natura do manjericao, quando aplicada enzima celulase
no processo verifica-se que sua presencga nao € notada, ou apresenta area menor que
1%, ndo sendo apresentado na Tabela 4.

Por a enzima celulase, utilizada no experimento, ser responsavel em quebrar a
parede celular do manjericao e apresentar consideravel poder de atividade (700 U/g),
a interacdo enzima x planta pode ter acarretado uma degradacéao ou quebra e perda
das substancia (LOPES, 2014).
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que a extracado in natura apresentou um rendimento de o6leo
essencial muito abaixo do esperado para o manjericdo, além disse determinou-se que
uma extragdo com o tempo de 60 minutos se obtém o resultado mais vantajoso para
uma extracao do 6leo essencial. Para o pré-tratamento a concentragcdo de 0,15% de
enzima celulase mostrou ser o melhor método de extracdo de 6leo essencial. A
utilizacao de enzima celulase acarretou em um aumento de 107% com relagao a
extracdo in natura.

Com isso, para o processo onde o desejo seja a obteng¢ao de Linalol a partir
do manjericao, a utilizacdo de enzima celulase em uma concentracdo de 0,15%

comparado a massa em um tempo de 60 minutos de extragéo é o melhor método.
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