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Artigo

THE USE OF LOW-FIELD NMR FOR EVALUATING THE MOLECULAR DYNAMIC OF Origanum vulgare. In this work, proton
NMR relaxometry was used to measure the behavior of spin-lattice relaxation time with T H as the time constant, and also of spin-spin

relaxation time with the time constant T,H. These relaxometry parameters were determined to better understand the changes in the

main structures present in commercial and in nature forms of origanum. The T H relaxation data showed that the structures which

had higher molecular mass were more sensitive to degradation with increased temperature treatment. According to the values of the

T,H parameter, up to 150 degrees no significant change in the mobility and organization of water was observed. These data infer

that the ideal cooking temperature and tea preparation mode for this herb should be around 100 degrees for the sample not to lose
its characteristics. Also, it is not advisable to cook this herb at higher than 150 degrees but better to consume it at room temperature,

especially give commercial herb has already been dehydrated.
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INTRODUCAO

Nas dltimas décadas tém-se observado um grande interesse
pelo potencial terapéutico das plantas medicinais, ' de tal modo que
cerca de 30% das drogas prescritas no mundo sdo obtidas direta ou
indiretamente das plantas.? Estima-se que cerca de 60% da populagio
mundial faga uso de ervas e produtos naturais para diversos tratamen-
tos.* Muitas espécies de plantas, aromadticas ou ndo, tém sido testadas
principalmente devido a sua atividade antioxidante, propriedade
hipoglicémica, antimicrobiana, dentre outras.>*

As plantas da familia Lamiaceae tem despertado interesse devido
seus efeitos bioldgicos diversos como: antioxidante, antimicrobiano,
hipoglicémico, antidistirbios digestivos entre outros.’ Dentre as
plantas desta familia, destaca-se o Origanum vulgare L. (orégano),
que € uma das espécies mais importantes da familia Lamiaceae, e
¢é utilizada como erva aromatizante em muitas cozinhas de todo o
mundo, especialmente na culindria mediterranea.®’

A composicao quimica dos vegetais depende do clima, da altitude
e do periodo de colheita. Espécies como o orégano apresentam uma
composi¢do bastante diversificada como polimeros naturais, dentre
eles podemos citar: polissacarideos, tais como a celulose e outras
fibras, e proteinas.®* Compostos de menor massa molar, como os
compostos fendlicos, lipidios, dcidos graxos, flavonédides,'® limoneno,
beta-cariofileno, p-cimeno, linalol e alfa-pineno,'" dcido o-cumarico,
dcido fertlico, dcido cafeico, dcido p-hidroxibenzdico, 4cido vanilico
e dcido rosmarinico,’ além de uma classe com certa relevincia que
sdo os Gleos essenciais com cerca de 30 compostos ativos.'>!?

Os dleos essenciais constituem, de uma maneira geral, uma
mistura muito complexa de hidrocarbonetos, dlcoois e aromati-
cos, encontrados em todo tecido vivo de plantas. Em geral, esses
compostos estdo concentrados na casca, nas flores, nas folhas, nos
rizomas e nas sementes. Sua composi¢do pode variar segundo a
localizag@o, embora todos os 6rgdos de uma planta consigam acu-
mular 6leos voldteis.'*

Em contato com a dgua, os dleos essenciais apresentam solubi-
lidade limitada, mas suficiente para aromatizar as solugdes aquosas

*e-mail: vanessacsp @ima.uftj.br

denominadas hidrolatos. Por serem voldteis, necessitam ser estocados
em recipientes hermeticamente fechados e protegidos da luz direta,
calor, umidade e metais."

Na composi¢do quimica das folhas do orégano observa-se a
existéncia de até 1% de 6leo essencial, com média de 40 a 70% de
cavacrol, seguido de borneol, cineol, terpineol, terpineno e timol.'®

O dleo essencial € utilizado na composi¢@o de aromatizantes de
alimentos, de perfumes e na medicina. Toda a planta € utilizada na
medicina doméstica, costume esse originario da Itdlia.'” Cada um de
seus componentes pode também ter uma aplicagio 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 flavorizantes;
acetato de geranila — perfumaria.'®

Com relac@o a composicdo quimica dos 6leos essenciais, os auto-
res destacam a importancia de técnicas instrumentais e simples, mas
com precisdo para a identifica¢do destes compostos, como a técnica
de cromatografia gasosa (CG). E uma das técnicas mais difundidas
para andlises quimicas, por apresentar um processo de separacio
eficiente na elucidac@o de estruturas.'*?

Diante dos inimeros beneficios que as plantas em geral apresen-
tam, tem-se verificado grande avanco cientifico envolvendo estudos
quimicos, alimenticios e farmacoldgicos das plantas medicinais,
visando obter novos compostos com propriedades farmacéuticas.?!

As principais técnicas e andlises utilizadas na avaliacio de ali-
mentos sdo as técnicas espectroscopicas, tais como: ultravioleta (UV),
infravermelho, além das andlises cromatograficas. No entanto, poucos
trabalhos dedicados ao estudo da planta Origanum vulgare foram
publicados. Alguns destes estudos avaliam a atividade antioxidante da
planta, enquanto outros investigam a importancia dos 6leos essenciais
no efeito inibitério sobre determinadas bactérias.?

Uma técnica que pode ser promissora para este tipo de estudo é
a Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) que € capaz de analisar
amostras empregando equipamentos de alta e baixa resoluco, permite
avaliar as amostras em seus estados fisicos e a andlise de diferentes
nicleos, possibilita ainda a utilizagdo de um conjunto de técnicas nio
destrutivas que informam tanto sobre a estrutura quimica quanto a
dindmica molecular.”?
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De acordo com essas caracteristicas da RMN, as analises do nicleo
de hidrogénio sio fundamentais para o estudo de diferentes sistemas por
meio da andlise da dindmica molecular.>>?” Os processos de relaxagio
relacionam o tempo necessdrio para que os spins nucleares retornem ao
seu estado fundamental apds a liberagio da energia absorvida quando
do fenomeno da RMN. Os processos de relaxacgéo sdo de dois tipos:
relaxagio spin-rede e o processo de relaxacio spin-spin.>>*

A relaxacdo spin-rede também € chamada de longitudinal e estd
relacionada ao retorno da populac@o de spins ao seu equilibrio tér-
mico, a este processo de relaxagdo estd associada uma constante de
tempo, T,, este € um processo entdlpico e a transferéncia de energia
dos spins € doada indiscriminada para a rede, sendo transformada em
movimentos rotacionais e translacionais na molécula.>? A medida do
tempo necessdrio para que ocorra essa relaxagdo fornece informagdes
sobre a presen¢a de dominios de mobilidades diferentes, homogenei-
dade, miscibilidade, interagdo entre componentes, entre outros.>!

A relaxacdo transversal, também denominada spin-spin, possui
constante de tempo T, e estd relacionada ao decaimento do sinal de
ressonancia. Neste processo de relaxacgio ocorre a transferéncia de
energia de um spin para outro spin muito préximo. A relaxagio T,
estd relacionada tanto ao FID (Free Induction Decay) quanto a largura
dos sinais no espectro. Se o FID for curto, ou seja, com decaimento
rdpido, o T, correspondente serd curto e os sinais obtidos serdo largos,
o que € o caso de materiais solidos. E, de forma andloga, obtendo-se
um FID largo, que terd decaimento lento, o T, serd longo e seus sinais
correspondentes serdo finos. Assim, amostras que possuem reticu-
lacdo sdo rigidas, e irdo apresentar sinais muito largos. As amostras
cristalinas, devido a isotropia obtida pela orientacdo, irdo apresentar
sinais mais finos, em comparag@o a amostras amorfas (anisotrdpicas).
As amostras que possuem ligagdes hidrogénio terdo um aumento na
largura do sinal, devido & menor mobilidade molecular, restricdo
de movimentos, que essas interagdes proporcionam a molécula.***

Na literatura, encontram-se vdrios estudos de caracterizagdao
por RMN de produtos naturais. Os resultados encontrados demons-
tram a potencialidade desta técnica como, por exemplo, seu uso na
diferenciacdo de agua e gordura em alimentos, ja que estes sdo os
componentes mais abundantes nos alimentos. A dgua presente nos
alimentos pode se comportar de maneira distinta devido as interacdes
que estabelece nesses sistemas. Assim, quando analisadas por RMN
via relaxac@o nuclear mostram a interferéncia deste comportamento
nos valores de relaxacdo. Com isso, as moléculas de dgua estdo
diferentemente associadas a macromoléculas, possuem distintas
mobilidades moleculares e, consequentemente, apresentam tem-
pos de relaxag@o diferentes. Essas interacdes sdo responsaveis por
propriedades quimicas variadas, para diferentes itens alimentares
como produtos animais e vegetais. Os diferentes comportamentos de
populacdes de 4gua em distintos compartimentos podem ser obtidos
pelas curvas de relaxacdo de RMN, por exemplo, o desvio exponencial
do decaimento da relaxagio, como mostrado nas Equagdes 1 e 2.3

S, =Ae ™, (1)

nas quais S, € o total do sinal de relaxagdo, A € a amplitude propor-
cional de dgua (igual aos nucleos de hidrogénio na dgua) e t, € o
tempo de relaxagdo do nicleo de hidrogénio da dgua para um tipo de
hidrogénio encontrado no sistema. Se ha dois ou mais compartimentos
de dgua, isso pode ser expresso como:

S,=Ae 't +Ae 't )
Em outros estudos, feitos em alimentos por RMN, pretendeu-se

determinar os tempos de relaxagdo dos sistemas de spins nucleares
destacando-se as técnicas de relaxometria cldssicas. 3¢
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Baranowska e colaboradores estudaram relaxac¢do nuclear de
'H em suspensdo aquosa de amido de batata com gomas arébicas,
xantanas e outras. Neste trabalho foram investigadas as relaxacdes
longitudinal e transversal com referéncia as moléculas de 4gua
presentes na amostra, e constatou-se a influéncia da temperatura
(55 °C) nos valores de tempos de relaxacdo detectados para as
amostras. Neste estudo, a temperatura de 55 °C € apontada como
uma temperatura de mudanga nas interagdes dgua/polimero, isto &,
em 5% de suspensio aquosa de amido de batata em temperatura em
elevacdo até 55 °C hd aumento de T,H e T,H. Segundo o autor, esse
aumento € devido a consequente producdo de desordem causada pela
elevacdo da temperatura. No entanto, T, tem seu decréscimo quando
a andlise tem seu inicio na temperatura de 55 °C, devido ao processo
de gelatinizacdo, no qual hd imobilizacdo de moléculas de d4gua dentro
da estrutura gel formada.’’

Em outro estudo de Tang e colaboradores foram realizadas and-
lises com o uso da técnica CPMAS em combinacdo com relaxacio
do nicleo de 'H (T,, T,p, T,) para a andlise da dindmica molecular
da parede celular de batatas e sistema de modelos para detalhes
estruturais dos dominios presentes. Neste estudo, T, demonstra ter
maior valor para a celulose e os menores valores foram atribuidos a
lignina e hemicelulose. Ja os valores de T, para a celulose sdo me-
nores que 20 us, sendo que a pectina estd contribuindo para ambos
os tempos de relaxagéo.®

Além das técnicas de relaxaciio T, e T,, outra técnica de relaxa-
¢do ¢ muito utilizada na identificac@o e caracterizacdo da dindmica
molecular de sistemas complexos, sendo esta chamada de técnica
de relaxac@o de campo ciclico rdpido (Fast Field Cycling NMR ou
FFC).3940

Assim, de acordo com o exposto, o objetivo principal deste
trabalho foi utilizar a técnica de RMN de baixa resolugdo, por meio
da mudanca na relaxag@o nuclear do hidrogénio, empregando as
constantes de tempo T,H e T,H, para avaliar mudancas na estrutura
ou degradac@o das amostras de orégano quando submetidas ao tra-
tamento térmico e durante a coccao.

PARTE EXPERIMENTAL
Coleta do material

O orégano comercial (desidratado) e a planta in natura foram
adquiridos em mercado varejista no municipio do Rio de Janeiro
durante os anos de 2013 e 2014.

Preparo das amostras

As amostras comercial e in natura do Origanum vulgare foram
postas em estufa com circulagdo de ar por uma hora, a diferentes
temperaturas: 25 °C, 37 °C, 50 °C, 100 °C e 150 °C. As dez amostras
foram analisadas pelas técnicas de espectroscopia de absor¢do na
regido do infravermelho, determinagdo do tempo de relaxacio spin-
-rede para determinagdo do valor de T, e spin-spin para determinagdo
do valor com constante de tempo T,.

Determinac¢ao dos tempos de relaxacio spin-rede

Para a determinacdo das medidas de relaxag¢@o nuclear foi uti-
lizado um espectrometro de RMN de baixo campo Maran Ultra 23,
operando a frequéncia de 23 MHz (para o nicleo de hidrogénio)
e equipado com sonda de 18 mm, com variacdo de temperatura.
O tempo de relaxagdo spin-rede do hidrogénio foi determinado
diretamente pela sequéncia de pulso inversdo-recuperagdo (180°-
-90°), o pulso de 90° foi calibrado automaticamente pelo software
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do equipamento. A amplitude do FID foi de 40 pontos variando de
0,1 a 5000 ms, com 4 medidas para cada ponto com um intervalo de
reciclo de 1 segundos. O tempo de relaxacdo spin-spin do hidrogénio
foi medido pela sequéncia de pulso CPMG, com tempo de intervalo
entre os pulsos de 90° e 180° de 100 microsegundos. Os valores
e as intensidades relativas de relaxagdo foram obtidos pelo fitting
dos dados exponenciais com a ajuda do programa do equipamento
denominado winfit (versdo 2.4.0.0).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise por relaxometria

Com o objetivo de obter informacdes sobre a dinamica molecular
das amostras de orégano comercial e in natura, foram determinados
os tempos de relaxacdo T H e T,H, em um espectrometro de RMN
de baixa resolugdo, no estado sélido, utilizando a técnica-inversao
recuperagdo e CPMG, respectivamente.

Analise dos tempos de relaxacio spin-rede

O tempo de relaxacio spin-rede € uma maneira rapida e eficiente
de avaliar o comportamento dindmico molecular de um material (fase
solida e fase liquida), pois gera dados sobre mobilidade molecular
deste, assim como as interagdes presentes entre os componentes de
um sistema, principalmente em sistemas heterogéneos, como os
alimentos. 342

A determinacdo dos tempos de T H foi realizada visando obter
informacgdes sobre a fase sélida destas. As Tabelas 1 e 2 exibem os
valores de T,H para as amostras do orégano comercial e in natura,
respectivamente. Foram determinados dois valores de relaxacdo
spin-rede para ambos os sistemas denominados de T, ;€ T ,; 0 menor
valor do pardmetro de relaxacdo (T ) € referente a fragdo de maior
mobilidade molecular e o maior valor (T | ,) € referente as estruturas
de maior massa molar, e consequentemente mais rigidas.

Tabela 1. Valores de tempos de relaxagdo spin-rede do orégano comer-

cial

Temperatura de T, H (ms)

tratamento (°C) T, T,
25 58 34,4
37 23,8 118,0
50 41,7 172,0
100 34,0 129,0
150 29,0 123,0

Tabela 2. Valores de tempos de relaxacio spin-rede do orégano in natura

Temperaturas de T,H (ms)

desidratagio (°C) T, T,
25 26,2 4273
37 16,0 85,0
50 42,0 172,0
100 34,0 129,0
150 29,0 123,0

As medidas de relaxagdo spin-rede mostraram comportamento
semelhante para as amostras. No entanto, o efeito da temperatura
foi mais acentuado para a fracido de maior massa molar. Isso se deve

Uso da RMN de baixa resolugd@o na avaliacio da dindmica molecular do Origanum vulgare 353

a maior susceptibilidade das estruturas mais complexas em formar
novas e mais fracas interacdes ap6s a saida da dgua, pela diminuicio
das ligagdes de hidrogénio.

Foi observado que para as temperaturas de 25 °C e 37 °C os
valores de relaxagdo T, , sofrem uma diferenga significativa em face
do efeito da temperatura (similar a temperatura corpérea) devido as
quebras das interagdes das particulas de menor massa molar, perda
de dgua e volateis. Além disso, a similaridade entre os valores de T |
e T, , para temperaturas acima de 50 °C reside no fato da perda das
moléculas de maior mobilidade molecular e menor massa molar ter
sido significativa até a temperatura de 37 °C.

As Figuras 1 e 2 mostram as curvas de distribui¢do de dominios
de relaxacdo spin-rede das amostras de orégano comercial e in natura,
respectivamente. As curvas de dominio de relaxagdo spin-rede das
amostras de orégano comercial e in natura mostraram apenas um pico
com uma base muito larga, este alargamento aumenta de acordo com
0 aumento de temperatura.
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Figura 1. Curvas de dominio de T \H do orégano comercial desidratado nas
diferentes temperaturas

As curvas de dominios de relaxacdo nuclear, quer seja o tempo
de relaxacdo longitudinal, quer seja o tempo de relaxacéo transversal,
mostram o perfil exponencial da distribuicdo dos tempos de relaxagao,
que nos permite inferir sobre a organizacao do sistema. Quanto mais
alargada for a curva de distribuicdo dos dominios, mais heterogéneo
¢ o sinal. Essas curvas ndo apresentam deslocamento quimico, mas
sim o perfil de relaxacdo dos ntcleos totais de hidrogénio presentes
no sistema. De acordo com as curvas de dominios da Figura 1, nota-se
que para a amostra comercial houve, além do alargamento das curvas
de dominio, um deslocamento desta. Entretanto, para a temperatura
de 50 °C isto n@o ocorreu. Esse deslocamento pode ser devido a uma
reorganizagdo das estruturas constituintes da planta com a saida dos
diferentes tipos de dgua existentes da amostra, causando um enrijeci-
mento das estruturas presentes na mesma. Ja para a temperatura de 50
°C, o comportamento se assemelha aquele observado para a amostra
a temperatura de 25 °C, pois pode ter havido formagao de diferentes
tipos de interacdes, visto que o material inicial ndo apresentava um teor
de dgua similar ao do material comercial. A temperatura de 100 °C o
deslocamento das curvas de dominio foi menor do que o observado para
as outras temperaturas. Tal comportamento pode ser explicado pelo fato
da saida de diferentes tipos de dgua ter causado arranjos moleculares
e interacOes inter e intramoleculares diferentes e distintas das outras
temperaturas de desidratacdo. O processo continua a temperatura de
150 °C. Além disso, observa-se também um aumento do alargamento
das curvas de dominio mostrando a heterogeneidade do material.

Na Figura 2, que apresenta as curvas de dominio de relaxagdo
longitudinal do nicleo de hidrogénio do orégano in natura, observa-se
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Figura 2. Curvas de dominio de T,H do orégano in natura desidratado nas
diferentes temperaturas

que esta amostra apresenta um alargamento nas curvas de dominio
maior do que aquele ocorrido para a amostra comercial, tendo em vista
que a amostra comercial jd havia sofrido tratamento de desidratagao.
Esse maior alargamento, assim como o deslocamento para tempos de
relaxag¢@o menores, indica que a perda dos tipos de dgua de desidrata-
¢do também influenciou na organizacio estrutural da planta, conforme
jd observado em trabalhos anteriores,* tornando-a mais heterogénea.
Avaliando as diferentes temperaturas de desidratacdo observa-se a
liberac@o de dgua de diferentes ambientes: a 25 °C o sistema mostra
que o dominio € regido pela dgua adsorvida pela mesma estar em
grande quantidade; a 37 °C inicia-se a perda da dgua adsorvida (ex-
terna), a 50 °C ocorre a continuidade do processo de perda de dgua,
iniciando-se a visualizacdo da heterogeneidade da amostra, sem a
influéncia predominante da dgua adsorvida. Na temperatura de 100
°C observa-se o inicio de uma degradagao/reorganizacio estrutural
por perda de componentes mais voldteis e dleos, implicando num
aumento do valor de T, em face do aumento da rigidez devido a
perda da fragdo mais oleosa. Para 150 °C a diminuicdo do valor de
T, advém do inicio de uma possivel degradagdo, por acdo térmica
das cadeias de constituintes de baixa massa molar, alguns tipos os
terpenos e polissacarideos.

Analise por relaxacgio spin-spin

Os tempos de relaxagdo T,H foram determinados visando obter
informagdes sobre a fase liquida das amostras analisadas. As Tabelas 3
e 4 mostram os valores de T,H para as amostras do orégano comercial
e in natura, respectivamente. Foram determinados trés valores de
tempos de relaxacdo transversais para as amostras. Os dois primei-
ros tempos de relaxag¢do remetem aos prétons das dguas estruturais
enquanto que o terceiro dominio refere-se a 4gua adsorvida.

De acordo com os dados de relaxacéo nuclear spin-spin listados
nas Tabelas 3 e 4, a amostra de orégano in natura é mais susceptivel

Tabela 3. Valores de tempos de relaxacéo spin-spin do orégano comercial

Temperaturas de T, H (ms)
tratamento (°C) 1° dominio 2° dominio 3 © dominio
25 0,19 0,70 9,7
37 0,16 0,70 9,8
50 0,24 0,46 4,6
100 0,19 - 6,5
150 0,08 1,03 9,0

Quim. Nova

Tabela 4. Valores de tempos de relaxacdo spin-spin do orégano in natura

Temperaturas de T, H (ms)

desidratagdo (°C) 1° dominio 2° dominio 3° dominio
25 22,1 323 128.4
37 10,2 15,7 92,5
50 0.4 1,2 11,2
100 0,4 68
150 04 54 e

a degradacdo quando relacionada ao aumento da temperatura de de-
sidratagdo do que a amostra de orégano comercial, que por ter sofrido
um pré-tratamento térmico e, por isso, ter perdido a dgua adsorvida
e uma 4gua mais interna (extracelular), o que pode ter gerado novas
organizacdes estruturais, com menor nimero de ligacdo de hidrogé-
nio, que promovem prote¢do maior quando esta amostra € submetida
a tratamento térmico. Esse comportamento corrobora com o que ja
foi observado com relacéo a avaliaciio da dinamica molecular dessas
amostras pelo tempo de relaxagdo spin-rede.

As Figuras 3 e 4 mostram o comportamento das curvas de distri-
bui¢do de dominios de relaxacdo spin-spin do ntcleo de hidrogénio
das amostras de orégano comercial e in natura, respectivamente. As
curvas de dominio de relaxag@o spin-spin das amostras de orégano
comercial e in natura mostraram um pico com base alargada, con-
forme o aumento de temperatura, sendo caracteristico da perda de
dgua. Também foi observado o aparecimento de novos dominios,
possivelmente pela reorganizacdo estrutural ou o aparecimento de
novas estruturas organizacionais pela formacdo de novas interacdes
inter e intramoleculares pela perda de dgua das amostras.
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Figura 3. Curvas de dominio de T,H do orégano comercial desidratado nas
diferentes temperaturas

A Figura 4 apresenta 0 mesmo comportamento observado na
Figura 2, no qual a temperatura de 50 °C sofreu efeito diferenciado
das demais temperaturas de tratamento — desidratagdo. J4 para a
Figura 3 o comportamento foi diferente do observado para a Figura
2, mostrando que entre as temperaturas mais baixas (25 e 37 °C) ndo
houve nenhuma mudanca significativa, e as demais temperaturas
tiveram o mesmo comportamento da amostra comercial.

CONCLUSOES

A avaliagio da dindmica molecular do Origanum vulgare apre-
sentada mostrou que o comportamento das amostras comercial e in
natura apresentam similaridades e particularidades quanto a formagao
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Figura 4. Curvas de dominio de T,H do orégano in natura desidratado nas
diferentes temperaturas

e reorganizacao estrutural. Ambas se devem a perda de dgua pelo
processo de desidratagdo por temperatura que gera reorganizacdes
estruturais devido a quebra de ligacdes de hidrogénio inter e intra-
moleculares durante o processo de desidratagdo, propiciando assim
a geracdo de novas e mais fracas ligacdes nos sistemas. A avaliacdo
por T,H mostra que as estruturas de maior massa molar sao mais sen-
siveis a0 aumento da temperatura. De acordo com os valores de T,H,
até a temperatura de 150 °C n@o se observa um efeito significativo
na mobilidade e organizagdo da dgua estrutural. Esses dados podem
inferir na temperatura ideal de cozimento e preparagdo de chds a
partir desta erva, que deve ser em torno de 100 °C.
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