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SANTOS, Renata D.; MIGLIORANZA, Lucia H. S. Compostos fendlicos de ervas
Lamiaceae na estabilidade oxidativa da manteiga e avaliagcao da toxicidade de
extrato de alecrim (Rosemarinus officinalis L.). 2009. 91 f. Tese (Doutorado em

Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

Oleos e gorduras sdo substancias susceptiveis a processos oxidativos. As reacdes
de oxidagao e a decomposicao dos produtos da oxidacdo implicam na perda de
qualidade e valor nutricional dos alimentos. O processo oxidativo pode ser inibido ou
atrasado através do uso de antioxidantes, compostos naturais ou sintéticos, com
estruturas quimicas e mecanismos de acao diversos, capazes de retardar ou inibir,
de forma significativa, a oxidagdo de qualquer substancia oxidavel. Neste trabalho
determinou-se a concentragdo de compostos fendlicos e avaliou-se a atividade
antioxidante dos extratos brutos de alecrim, orégano, salvia, tomilho e manjerona
pelos métodos de sequestro do radical DPPH, dosagem das substéancias reativas ao
acido tiobarbiturico e teste de FRAP. O extrato alcodlico de alecrim foi avaliado
quanto a toxicidade pelo método de redugdo do MTT. Avaliou-se também a
estabilidade oxidativa de manteiga adicionada de compostos fendlicos de alecrim
pelo método Schaal Oven Test. Os extratos alcoodlicos de alecrim, orégano, tomilho,
salvia e manjerona apresentaram concentracdo em compostos fendlicos de 2,440,
5,350, 2,150, 2,280 e 2,390 mg/mL, respectivamente. As condi¢gbes Ootimas de
extragcdo foram 40% de etanol durante 4 horas para alecrim, orégano, salvia e
manjerona, e 40% de etanol durante 6 horas para tomilho. O extrato alcodlico de
alecrim apresentou maior atividade antioxidante na inibicdo do radical DPPH. N&ao
houve diferenga significativa quanto a atividade antioxidante entre os extratos de
alecrim, manjerona e tomilho, avaliada pela determinagao de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (p< 0,05). O extrato de orégano se destacou pelo maior poder
antioxidante no método de redugdo do ferro (valor de FRAP). Na avaliacédo da
toxicidade do extrato alcodlico de alecrim in vitro, pelo método de redugado do MTT,
observou-se uma atividade citoprotetora concentracao-dependente entre 50 e 250
pg/mL. Os resultados sugerem que o uso do alecrim como antioxidante natural é
seguro nas concentragcdes testadas. A manteiga obteve maior estabilidade a
oxidagao com a adigcao de extrato alcodlico de alecrim na concentragao de 400 ppm.
Nesta concentracgdo, retardou-se o inicio do periodo de propagac¢ao em 16 horas a

(o] (o]
110 C e 96 horas a 60 C em comparacgéo ao antioxidante sintético BHT a 200 ppm.

Palavras-chave: Orégano. Manjerona. Salvia. Tomilho. Alecrim. Antioxidantes.
Schaal Oven Test. DPPH.



SANTOS, Renata D.; MIGLIORANZA, Lucia H. S. Oxidative stability of butter with
added phenolic compounds from Lamiaceae herbs and in vitro evaluation of
toxicity of rosemary extract (Rosmarinus officinalis L.). 2009. 91 f. Thesis
(Doctorate in Food Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2009.

ABSTRACT

Oils and fats are susceptible to the oxidative processes. Lipid oxidation causes
nutritional losses and produces undesirable flavour, color and toxic compounds,
which can make the foods less acceptable or unacceptable to consumers. The use of
antioxidants, synthetic or natural substances that vary widely in chemical structure
and have diverse mechanisms of action, is able to delay or inhibit significantly the
oxidation of any reducible substance. This study established the best condition for
the extraction of phenolic compounds and evaluated the antioxidant activity of crude
rosemary, oregano, sage, thyme and marjoram extracts through methods of inhibition
of the DPPH radical, determination of thiobarbituric acid reactive substances and
FRAP test. The toxicity of alcoholic rosemary extract was evaluated through the
method of MTT reduction. The Schaal Oven Test was used to evaluate the oxidative
stability of butter added of alcoholic rosemary extract. The best condition for
extraction of phenolic compounds was 40% ethanol in 4 hours running time for
rosemary, oregano, sage and marjoram (2,440, 5,530, 2,280 and 2,390 mg/mL
respectively) and 40% ethanol in 6 hours running time for thyme (2,150 mg/mL). The
alcoholic rosemary extract showed the highest antioxidant activity in test of inhibition
of the DPPH radical. There was no significant difference regarding the antioxidant
activity between rosemary, marjoram and thyme extracts in the determination of
thiobarbituric acid reactive substances (p< 0,05). The oregano extract demonstrated
the highest antioxidant power in the FRAP test. In the in vitro evaluation of the
alcoholic rosemary extract toxicity through the method of MTT reduction, a dose-
dependent cytoprotective activity was observed between 50 and 250 pg/mL. The
results suggest that the use of rosemary as natural antioxidant is safe in the tested
concentrations. The highest oxidative stability of butter added of alcoholic rosemary

o
extract at temperatures of 60 and 110 C was obtained with the concentration of 400
ppm of phenolic compounds, where it was observed the lowest levels of peroxides
formation and degradation. At that concentration, the start propagation period was

delayed in 16 hours at 110 C and 96 hours at 60 C, if compared to 200 ppm BHT
sintetic antioxidant.

Keywords: Oregano. Marjoram. Sage. Thyme. Rosemary. Antioxidants. Schaal
Oven Test. DPPH.
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1 INTRODUCAO

Oleos, gorduras e alimentos que possuem estes ingredientes em
sua formulacdo sdo susceptiveis a processos oxidativos. As reacdes de oxidagao e
a decomposigcao dos produtos da oxidagao implicam na perda de qualidade e valor
nutricional dos alimentos. O processo oxidativo pode ser inibido ou atrasado de
varias formas, e a principal delas é através do uso de substéncias denominadas
antioxidantes. Os antioxidantes sdo compostos naturais ou sintéticos, com estruturas
quimicas e mecanismos de acao diversos, capazes de retardar ou inibir, de forma
significativa, a oxidag&do de qualquer substancia oxidavel.

Os componentes celulares, principalmente a membrana celular, sao
susceptiveis a processos oxidativos. A maior susceptibilidade da membrana celular
se deve ao elevado conteudo de acidos graxos insaturados, principais alvos das
reacdes oxidativas. A oxidacgao lipidica em nivel celular pode estar relacionada com
doencas coronarianas, aterosclerose, cancer e processos de envelhecimento. O
sistema de defesa antioxidante enddégeno é formado por compostos enzimaticos e
nao-enzimaticos, estando presentes tanto no organismo como nos alimentos
ingeridos. A situag&do de estresse oxidativo caracteriza-se pelo desequilibrio entre o
sistema de defesa antioxidante e a produgdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio. Havendo predominio dessas espécies no meio, elas reagem com
proteinas, acidos nucléicos, carboidratos e, principalmente, com os lipidios,
causando alteragbes nos mecanismos de homeostase celular, podendo levar a
perda de sua funcionalidade. As lesbes causadas pelas espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio podem ser prevenidas ou reduzidas por meio da atividade de
antioxidantes, que podem agir diretamente na neutralizacdo da acdo dessas
espécies ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcéo.

Assim, o emprego de antioxidantes em produtos industrializados e o
consumo frequente de alimentos que apresentem na sua composicdo substancias
naturais que inibem ou reduzem os processos oxidativos, estdo relacionados, tanto
com o aumento da vida de prateleira dos alimentos quanto com a melhoria da
qualidade de vida da populagao.

Antioxidantes sintéticos, como o BHT (butil-hidréxi tolueno), BHA

(butil-hidroxi  anisol), TBHQ (terc-butil hidroquinona), entre outros, séao
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frequentemente empregados na industria de alimentos. Porém, estudos com animais
demonstram que tais substancias podem causar efeitos negativos a saude
(RAMALHO; JORGE, 2006; SHAHIDI, 2000; YANISHLIEVA; MARINOVA, 2003).

Os antioxidantes naturais sdo compostos encontrados em
praticamente todas as plantas, micro-organismos e até mesmo em tecidos animais.
A maioria sdo compostos fendlicos e os grupos mais importantes sao os tocoferais,
flavonoides e acidos fendlicos.

Os antioxidantes fendlicos naturais apresentam-se como uma
alternativa para minimizar ou retardar a deterioracdo oxidativa em alimentos, além
de elevar o valor funcional do alimento. Sdo encontrados principalmente em frutas,
vegetais, chas, vinhos e em varias ervas. A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos nas plantas € devida principalmente as suas propriedades redox e a
estrutura quimica, que desempenha um papel importante na neutralizacido de
radicais livres, na acdo quelante de metais e na absorgdo de oxigénio singlete e
triplete (SHETTY et al., 2005).

A combinagédo de alimentos com moléculas biologicamente ativas,
como os compostos fendlicos, pode ser uma estratégia para reduzir o risco de
disturbios metabdlicos que podem conduzir a doengas crbnicas, elevar o valor

funcional do alimento e aumentar a vida de prateleira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROCESSOS OXIDATIVOS

Os lipidios sao ingredientes fundamentais para os aspectos
sensoriais e fisiologicos dos alimentos e estdo relacionados com a percepgéo do
aroma, sabor e textura, além de proporcionar sensag¢ao de saciedade. Além disso,
conferem valor nutritivo aos alimentos por serem a principal fonte de energia e
também a principal fonte dos acidos graxos essenciais e das vitaminas A, D, E e K.
Também desempenham papéis fisioldgicos importantes, interagindo com drogas
lipofilicas, favorecendo o aproveitamento de vitaminas lipossoluveis e participam na
formacao e fluidez de membranas celulares (SIVIERI; OLIVEIRA, 2002).

Embora proteinas, carboidratos e acidos nucléicos sejam
susceptiveis a oxidagdo, os acidos graxos insaturados, por apresentarem maior
instabilidade, sdo mais propensos ao processo oxidativo.

Grande parte dos processos oxidativos envolve a participacao de
radicais livres. Os primeiros estudos a respeito de radicais livres se deram por volta
de 1924. No entanto, s6 nos anos setenta, comegaram a surgir trabalhos relatando a
importancia dos radicais livres para os seres vivos, particularmente os aerdbios
(BAST; HAENEN; DOELMAN, 1991).

O interesse por radicais livres e antioxidantes tem se intensificado
ultimamente, pelo possivel papel dessas substancias na patogénese de diversas
doencas. Assim, estudos sobre os sistemas de oxirredugcdo envolvendo a
peroxidagao lipidica, espécies oxidantes, toxinas ambientais mediadas por radicais
livres, e a relacdo desses sistemas com a aterosclerose, inflamacao, diabetes,
cancer e outras doengas, bem como uma desejada protecdo efetuada pelos
antioxidantes, tem levado inumeros autores a se dedicarem ao assunto, procurando
estabelecer uma base fisiopatoldgica segura para os varios processos (VANNUCCHI
et al., 1998).

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer
atomo ou molécula com existéncia independente, contendo um ou mais elétrons nao

pareados nos orbitais externos. Essa configuracédo faz dos radicais livres moléculas
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altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas
(BIANCHI; ANTUNES, 1999). Na natureza existem duas importantes substancias
que podem gerar radicais livres, o oxigénio no estado fundamental (O2) e o éxido
nitrico (NO), que ocorre como poluente atmosférico, mas que também é sintetizado
em diversas células (HOEHR; ROVER JR; VELLASCO, 2001).

Outra via de formacédo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s)

consiste na redugao unieletrdbnica do oxigénio a agua, na qual a entrada de quatro
elétrons na molécula de oxigénio promove o aparecimento do radical superdxido (O2

), peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH_), intermediarios
parcialmente reduzidos do oxigénio molecular (HALLIWELL, 2006). O perdxido de
hidrogénio ndo é considerado um radical livre verdadeiro, mas é capaz de atravessar
facilmente as membranas celulares e induzir danos na molécula de DNA por meio
de reagbdes enzimaticas (BIANCHI; ANTUNES, 1999; FERREIRA; MATSUBARA,
1997; HOEHR; ROVER JR; VELLASCO, 2001).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocdndrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas, carboidratos, lipidios e
DNA) esta relacionado com o seu sitio de formacéo (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
Portanto, a toxicidade do oxigénio, em praticamente todas as células aerdbias,
decorre da formagao de ERO's que podem interagir com diversas biomoléculas, com
0 objetivo de se estabilizarem (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; HALLIWELL,
2006).

2.1.1 Oxidagéo Lipidica em Alimentos

A principal causa da deterioragcdo de 6leos e gorduras é conhecida
como rancidez, que se caracteriza pelo desenvolvimento de produtos
sensorialmente inaceitaveis, em funcdo da ocorréncia de odores e sabores
estranhos (off flavours). Além disso, pode causar perda de cor, inativacdo de
vitaminas, perda do valor nutritivo e consequentemente rejeicdo do produto (KNEZ
et al., 2000).
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A rancidez pode ser classificada como rancidez hidrolitica e rancidez
oxidativa. A rancidez hidrolitica resulta da hidrolise da molécula do trigliceridio, com
formagao de glicerol e acidos graxos livres, promovida por umidade e catalisada por
lipases (enzimas presentes nas oleaginosas, nos alimentos ou de origem
microbiana) (McCLEMENTS; DECKER, 2007). Estas enzimas, em condi¢des de alta
umidade e temperaturas relativamente altas, favorecem o rapido aumento no
conteudo de acidos graxos livres (ZAMBIAZI, 1999). Em tecidos vivos, a atividade
das lipases é estritamente controlada, ja que os acidos graxos livres podem ser
citotoxicos por perturbarem a integridade da membrana celular. Durante o
processamento e armazenamento de tecidos animais e vegetais usados como
matérias-primas em alimentos, as estruturas celulares e os mecanismos bioquimicos
de controle podem ser destruidos, e como consequéncia, as lipases podem se tornar
ativas (McCLEMENTS; DECKER, 2007). Os efeitos da degradacgao hidrolitica podem
ser minimizados por armazenamento a frio, transporte e embalagens adequadas.

Na rancidez oxidativa as alteracbes sao iniciadas por espécies
reativas de oxigénio, que levam a formagdo de varios produtos primarios e
secundarios, que resultam na alteracdo dos principais parametros de qualidade,
como cor, sabor, aroma e valor nutritivo (NOGALA-KALUCKA et al.,, 2005). A
rancidez oxidativa é mais dificil de ser evitada, ja que é uma reagdo com baixa
energia de ativacdo, tanto para seu inicio (4 — 5 kcal/mol) quanto para sua
propagacao (6 — 14 kcal/mol) (McCLEMENTS; DECKER, 2007).

A oxidacao lipidica, que ocorre durante o armazenamento da
matéria-prima, processamento e armazenamento do produto final, € considerada a
principal causa da deterioragdo de alimentos (SAIJA et al., 2005). Ela resulta no
desenvolvimento de off flavour pungente e ofensivo e destruicdo de vitaminas (A, D,
E, K e C), acidos graxos essenciais, clorofilas, carotenos, aminoacidos, proteinas ou
enzimas pela produgdo de compostos toxicos ou fisiologicamente ativos (KNEZ et
al., 2000). Os dleos e gorduras que tenham sofrido degradacdo oxidativa tendem a
escurecer, aumentar a viscosidade e incrementar a formagao de espumas.

O fenbmeno de oxidacdo dos lipidios depende de mecanismos
reacionais diversos e extremamente complexos, os quais estdo relacionados com o
tipo de estrutura lipidica e o meio onde esta se encontra. O numero e a natureza das
insaturagdes presentes, o tipo de interface entre os lipidios e o oxigénio (fase lipidica

continua, dispersa ou emulsao), a exposi¢cao a luz e ao calor, a presenga de pro-
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oxidantes ou de antioxidantes, sao fatores determinantes para a estabilidade
oxidativa dos lipidios. A degradacédo oxidativa dos acidos graxos insaturados pode
ocorrer através de varias vias, em fungdo do meio e dos agentes catalisadores
(BORGES; SILVA; FERREIRA, 1999).

2.1.1.1 Fotoxidacéao

O mecanismo de fotoxidacdo de lipidios insaturados é promovido

essencialmente pela radiacdo ultravioleta em presenca de sensibilizadores, e

envolve a participagdo de oxigénio singlete (102) como intermediario reativo
(BORGES; SILVA; FERREIRA, 1999; POKORNY, 2001). Os sensibilizadores sao
conhecidos como fotossintetizantes ou cromoéforos, devido a sua capacidade de
capturar e concentrar energia luminosa. A captura e concentragdo da luz s&o
dependentes do arranjo dos elétrons ao redor do nucleo atémico da sua estrutura
(ZAMBIAZI, 1999).

A fotoxidacdo nao envolve a participacdo de radicais livres, sendo
um mecanismo com adigdo direta do oxigénio em seu estado singlete que é
altamente reativo. Assim, o produto primario da fotoxidagao é o hidroperéxido, e sua
velocidade de formacao é de 10 a 30 vezes maior que na autoxidacao, pois nao ha
periodo de inducdo (CHOE, 2008). Na autoxidagdo, um grupamento metilico
associado a uma dupla ligagdo € mais reativo que uma simples insaturagdo. Na
fotoxidacao, a reatividade esta relacionada ao numero de duplas ligagdes na cadeia
(McCLEMENTS; DECKER, 2007). A oxidacao fotossintética ocorre na presenga de
componentes naturalmente presentes no sistema lipidico e da luz.

A formacéao do oxigénio singlete ocorre pela transferéncia de energia
luminosa pelos fotossensibilizadores (como por exemplo, clorofila, grupos heme),

que absorvem luz na regiao do visivel ou proximo do UV, transferindo energia para o

3
oxigénio triplete ( O2) e convertendo-o a oxigénio singlete. Por ser o oxigénio
singlete altamente instavel, ele reage rapidamente (cerca de 1.500 vezes mais

rapido que o oxigénio triplete) com regides de alta densidade eletrdnica,
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adicionando-se diretamente aos lipidios para formar os hidroperéxidos (ZAMBIAZI,
1999).

2.1.1.2 Autoxidagao

A autoxidagdo € um processo dinamico que evolui ao longo do
tempo, sendo o principal mecanismo de oxidagao de 6leos e gorduras. Trata-se de
um fendbmeno puramente quimico e bastante complexo, envolvendo reacdes
radicalares capazes de auto-propagacao, e que dependem do tipo de agéo catalitica
(temperatura, ions metalicos, radicais livres, pH) (BORGES; SILVA; FERREIRA,
1999).

A cinética da oxidagcdo lipidica em alimentos normalmente &
determinada por uma fase lag seguida de um aumento exponencial na taxa de
oxidagdo. A extensdo da fase lag é de extrema importancia, ja que nesta fase a
rancidez ndo € sensorialmente detectada e o alimento apresenta-se com alta
qualidade. Quando a fase exponencial é atingida, os processos de oxidagéo lipidica
e desenvolvimento de off flavours aumentam rapidamente. A fase lag ira aumentar
com a reducdo da temperatura, da concentragdo de oxigénio, com o grau de
insaturagdo dos acidos graxos, atividade de pré-oxidantes e aumento da
concentracao de antioxidantes (McCLEMENTS; DECKER, 2007).

No decurso da sequéncia reacional, classicamente dividida em
iniciacdo, propagacgao e terminagéo, é possivel distinguir trés etapas de evolugao
oxidativa (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; JADHAV et al., 1996; SHAHIDI; NACZK,
2004a):

1. Desaparecimento dos substratos de oxidagao (oxigénio, lipidio

insaturado);

2. Aparecimento dos produtos primarios de oxidagcado (peroxidos e
hidroperoxidos), cuja estrutura depende dos acidos graxos
presentes;

3. Aparecimento dos produtos secundarios de oxidacao, obtidos por

cisdo e rearranjo dos peréxidos (epoxidos, compostos volateis e
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nao-volateis), cuja natureza e proporcdao dependem de diversos
parametros.

A oxidacgao lipidica inicia com a formacgao de radicais livres e com o
sequestro do hidrogénio de um atomo de carbono adjacente a dupla ligacéo, onde a
quantidade de energia para a abstracédo do hidrogénio € bastante baixa (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

A formacao do radical lipidico € usualmente mediada por tragos de
metais, irradiacéo, luz ou calor. Da mesma forma, os hidroperéxidos lipidicos, que
existem em quantidades traco mesmo antes da reacdo de oxidagao, sao quebrados
para formar novos radicais. Os hidroperéxidos lipidicos sdo formados através de
varios caminhos, incluindo a reagédo do oxigénio singlete com lipidios insaturados ou
a oxidacao de acidos graxos insaturados catalisada por lipoxigenases (JADHAV et
al., 1996).

A propagacgao do processo oxidativo ocorre por meio de reagdes em
cadeia que consomem oxigénio e formam novos radicais livres. Os radicais peroxido
iniciam uma cadeia de reacbes com outras moléculas resultando na formacgao de
hidroperéxidos lipidicos e radicais livres lipidicos. Essa reagdo, quando repetida
varias vezes, produz um acumulo de hidroperoxidos. A reacdo de propagacao se
torna um processo continuo enquanto ha disponibilidade de lipidios insaturados ou
moléculas de &cidos graxos, sendo considerado um processo autocatalitico
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; JADHAV et al., 1996; SHAHIDI; NACZK, 2004a).
Os hidroperéxidos nao causam alteragdes no sabor e odor dos alimentos, mas seus
produtos de degradagdo possuem grande capacidade de alteragdo de aroma e
sabor (GORDON, 2001b).

A terminacdo da oxidagdo se da quando ocorre uma reducido na
quantidade de lipidios ou acidos graxos insaturados presentes. Os radicais livres
presentes ligam-se uns aos outros, formando compostos estaveis (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).

Quando o conteudo de hidroperdxidos de um sistema, contendo
acidos graxos insaturados, alcanga certo valor critico, sua composi¢ao torna-se
importante e a taxa de oxidacéo lipidica aumenta. Durante a fase de propagacéao, a
taxa de formacao de hidroperéxidos € maior que a taxa de decomposi¢gao dos

mesmos, e esta situacao é reversa na etapa de terminacéo.
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Os produtos resultantes da decomposigcdo dos hidroperéxidos
dependem do tipo de acido graxo e da localizagao do hidroperdxido no acido graxo.
Podem ser compostos de cadeia curta, volateis e nao-volateis, que contribuem
acentuadamente para as alteragdes sensoriais do alimento. Por exemplo, a oxidagao
de Oleos vegetais que possuem predominantemente acidos graxos w-6 ira produzir
odores caracterizados como grassy (odor de grama recém cortada) e beany (odor de
feijdo cru), enquanto a oxidagcdo de acidos graxos w-3 em oOleos marinhos ira
produzir odor de peixe. Esses produtos de decomposi¢cdo, principalmente os de
cadeia curta, possuem limiares de percep¢ao muito baixos, podendo ser detectados
em baixissimas concentragdes (McCLEMENTS; DECKER, 2007).

Pro-oxidantes

Pro-oxidantes sdo compostos ou fatores que causam ou aceleram o
processo de oxidacao lipidica. A aceleragao do processo causada pela presenca de
agentes pro-oxidantes pode se dar pela interagdo direta com os acidos graxos
insaturados para formar hidroperoxidos lipidicos ou pela formagao de radicais livres.
Ha& ainda agentes pro-oxidantes que favorecem a decomposi¢ao dos hidroperdxidos.

A formagao de hidroperoéxidos lipidicos é acelerada em presencga do

oxigénio singlete e de lipoxigenases. A incidéncia de radiagdo ionizante favorece a

producdo de radicais livres, principalmente o radical hidroxila (OH.) a partir da
molécula de agua. Este radical € um dos mais reativos devido a sua capacidade de
abstrair hidrogénio de moléculas de acidos graxos, proteinas e DNA
(McCLEMENTS; DECKER, 2007).

Os metais de transicao, particularmente aqueles que possuem dois
ou mais estados de valéncia, sdo um dos maiores agentes pro-oxidantes
encontrados em alimentos. Eles reduzem a estabilidade oxidativa dos alimentos e
tecidos biologicos devido a sua habilidade de decompor hidroperéxidos em radicais
livres. (McCLEMENTS; DECKER, 2007). A reacdo catalisada por cobre e ferro é
provavelmente a mais importante do ponto de vista pratico (YANISHLIEVA-
MASLAROVA, 2001a).
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Temperatura e oxigénio sdo também agentes pro-oxidantes. O
aumento da temperatura normalmente aumenta a taxa de oxidagao lipidica, e a
estabilidade lipidica geralmente € melhor a baixas temperaturas. No entanto, o
resfriamento ndo necessariamente evitara a autoxidacdo, pois a mesma pode
ocorrer em temperaturas baixas. A temperatura influencia na relacido entre a
velocidade e a pressao parcial do oxigénio, ja que o aumento da temperatura diminui
a solubilidade do oxigénio em oleo, e em alguns casos, altas temperaturas podem
reduzir a velocidade das reagdes oxidativas (KIM; MIN, 2008; McCLEMENTS;
DECKER, 2007; YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001a).

O efeito da umidade na oxidagao lipidica em alimentos é fortemente
dependente da atividade de agua e do estado da agua no alimento. Valores muito
baixos de atividade de agua (<0,1), tipicos de produtos alimenticios secos, acentuam
extremamente a oxidagao. Atividade de agua de 0,3 geralmente resulta em uma taxa
minima de oxidacéo, presumivelmente porque a agua diminui o acesso do oxigénio
ao lipidio ou reduz a atividade catalitica de metais por extingcdo dos radicais livres.
Quando o valor da atividade de agua no sistema é consideravelmente maior (0,55-
0,85), a taxa de oxidagdao aumenta novamente, talvez por causa do aumento da
mobilizacdo de catalisadores e do oxigénio (McCLEMENTS; DECKER, 2007;
YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001a).

2.1.2 Métodos para Avaliar a Oxidacao Lipidica em Alimentos

Atualmente existem varios métodos para avaliar a oxidacao lipidica
em alimentos. Mudancas nas propriedades quimicas, fisicas ou sensoriais de 6leos
e gorduras durante a oxidagdo podem ser monitoradas para definir a extensao da
oxidagao lipidica. Entretanto, ndo existe um método padrdo para detectar todas as
alteracbes oxidativas que ocorrem simultaneamente num alimento. Os métodos
disponiveis para monitorar a oxidacgao lipidica em alimentos e sistemas bioldgicos
podem ser divididos em dois grupos: o primeiro grupo avalia os produtos primarios
da oxidacgao lipidica, geralmente formados nas etapas de iniciagdo e propagagao e o
segundo determina os produtos secundarios que se formam a partir da degradagéao
dos hidroperéxidos (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).
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2.1.2.1 Testes de oxidacéo acelerada

Devido a necessidade de predizer o comportamento de um déleo ou
gordura quanto a estabilidade oxidativa, foram desenvolvidos métodos que aceleram
o processo de deterioragao e fornecem uma idéia de resisténcia ou suscetibilidade a
oxidagao. Neste caso, a amostra € submetida a um teste de oxidagao acelerada, sob
condicbes padronizadas e um ponto final é escolhido, no qual se encontram sinais
de deterioragcdo oxidativa. Alguns parametros como, temperatura, adicdo de metais,
pressao parcial de oxigénio, luz e agitagao, séo utilizados para acelerar a oxidagao e
o desenvolvimento de rancidez nos 6leos e emulsdes, mas o aquecimento é o meio
mais utilizado. A partir da analise de estabilidade oxidativa obtém-se como
parametro, o periodo de indugéo, definido como o tempo para se atingir um nivel de
rancidez detectavel ou uma significativa mudanca na taxa de oxidagdo. A
estabilidade oxidativa € um parametro que depende das caracteristicas intrinsecas
do 6leo ou gordura (como presencga de oxigénio, presenga de metais, estado de
oxidagdo) e das condigdes de armazenamento (temperatura, oxigénio, luz,
embalagem) (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).

A escolha do método ¢é influenciada pela sensibilidade do teste em
relacdo as mudangas oxidativas que se deseja avaliar e sua correlagdo com
avaliacao sensorial.

Os métodos nao automatizados Active Oxygen Method (AOM),
também conhecido como Swift Test,eo Schaal Oven Test (teste de estufa), sé&o
métodos comuns de oxidacio acelerada usados para avaliar a estabilidade oxidativa
de d6leos e gorduras. O método AOM é baseado no principio de que a rancificagao

de um 6leo ou gordura é significativamente acelerada pela aeragao e temperatura

elevada. Neste método, o ar € borbulhado no dleo aquecido entre 980—1000C e o
indice de peroxido € determinado em diferentes intervalos de tempo. Os valores do
indice de peréxido sdo entdo plotados em um grafico em funcdo do tempo e o
periodo de indugao € determinado graficamente (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).
O teste de estufa é bastante semelhante ao AOM, porém a amostra € submetida a
temperaturas elevadas e em determinados intervalos de tempo avalia-se a formagao

de perdxidos através da medida do indice de peroxido. Estes métodos fornecem
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bons resultados, apesar de serem técnicas que consomem grandes quantidades de
reagentes e de tempo.

Versdes automatizadas do AOM e teste de estufa, conhecidas como
Oil Stability Instrument (OSI) e Rancimat, estdo disponiveis. Estes métodos utilizam
equipamentos especificos que medem as mudangas na condutividade causadas
pela presenca de acidos organicos volateis e i6nicos automaticamente e
continuamente. Os acidos organicos s&o produtos estaveis gerados pela
decomposicéo de hidroperéxidos quando o 6leo ou a gordura sdo oxidados por uma
corrente de ar borbulhada através deles. O ponto final € determinado quando ocorre
um rapido aumento na condutividade. Estes métodos tém a vantagem de analisar
varias amostras simultaneamente em um curto intervalo de tempo (SHAHIDI,
WANASUNDARA, 2008).

2.1.2.2 Perda de acidos graxos insaturados e ganho de peso

As alteragcdes que ocorrem na composicdo dos acidos graxos
insaturados de um Oleo ou gordura s&o uma forma de monitorar a deterioragao
oxidativa. Estes métodos requerem a extragao total dos lipidios da amostra e a
subsequente conversao destes compostos em derivados que possam ser analisados
por cromatografia gasosa. Com estes resultados, é possivel identificar a classe de
lipidios que esta fortemente envolvida no processo oxidativo. Por outro lado, as
mudangas na composi¢cao dos acidos graxos ndo devem ser avaliadas em amostras
onde predominam acidos graxos saturados, ja que estas mudangas ocorrem em
acidos graxos insaturados durante a oxidacdo (GORDON, 2001a; SHAHIDI;
WANASUNDARA, 2008).

Durante os primeiros estagios do processo oxidativo, os 6leos e
gorduras apresentam elevagdo no peso, devido a combinagdo dos acidos graxos
com oxigénio durante a formacgado dos hidroperdxidos. Este aumento no peso pode
ser usado para determinar o periodo de indugdo do 6leo ou gordura, ja que um
rapido ganho de peso ocorre logo apos o periodo de indugdo (GORDON, 2001a).
Esta determinagcdo nao necessita de equipamentos especificos, embora todas as

condicbes da analise, como tamanho da amostra, dimensdes dos recipientes e
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temperatura, devem ser rigorosamente controladas para que os resultados sejam
significativos e confiaveis (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).

2.1.2.3 Determinacgao de hidroperdxidos

O indice de peroxido € um método classico para determinagao de
hidroperdxidos (produtos primarios da oxidagdo) em dleos e gorduras. O método
iodomeétrico é o mais utilizado, e consiste na redugao do grupo hidroperéxido pelo
ion iodeto. A quantidade de iodo (l;) liberada é proporcional a concentragado de
peroxidos presentes e determinada através de titulacdo com solugdo padrao de
tiossulfato de sédio usando amido como indicador. Os resultados sao expressos em
miliequivalentes de oxigénio ativo (mEq)/kg de amostra (McCLEMENTS; DECKER,
2007).

Existem ainda outros métodos disponiveis para a determinacdo dos

2+ 3+
hidroperéxidos. Métodos colorimétricos baseados na oxidacdo do Fe a Fe na

3+
presenca de hidroperéxidos e a determinacdo do Fe como tiocianato de ferro lll.

Os hidroperoxidos podem ainda ser determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa
(CG-MS) (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).

2.1.2.4 Dienos conjugados

Os dienos conjugados sao rapidamente formados em acidos graxos
polinsaturados pela abstragdo de hidrogénio na etapa de iniciacdo. Estes compostos

apresentam intensa absorcdo em 234 nm com coeficiente de extincdo molar de

2,5.104 Mcm Os lipidios que contém metileno intercalado por dienos ou polienos
mostram mudanga na posi¢cao de suas duplas ligagdes durante a oxidacao, devido a
isomerizagdo e formagdo de conjugados (GORDON, 2001a; SHAHIDI,
WANASUNDARA, 2008).
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O aumento na absor¢ao devido a formacdo de dienos e trienos
conjugados € proporcional a absorcdo de oxigénio e a formacao de perdxidos
durante os estagios iniciais da oxidagdo. Porém, compostos que absorvem na
mesma regido, como carotendides, por exemplo, podem interferir nesta
determinagao devido a presenga de ligagdes duplas conjugadas em sua estrutura
(McCLEMENTS; DECKER, 2007).

O método para determinar dienos conjugados pode ser usado como
medida do indice de estabilidade oxidativa, associado ou ndo a determinagao do

indice de peroxido.

2.1.2.5 Teste do acido tiobarbiturico

O teste do acido tiobarbiturico (TBA) € um dos testes mais antigos e
mais frequentemente usados para avaliar a oxidacao lipidica em alimentos e
sistemas bioldgicos. A intensidade da oxidacgéao lipidica é representada por um valor
de TBA. O teste consiste na reagdo de uma molécula de malondialdeido (MDA) com
duas moléculas de TBA, produzindo um complexo de coloracdo rosa que absorve
em 530-532 nm. O MDA ¢é um dialdeido produzido pela degradagdo oxidativa de
acidos graxos com trés ou mais duplas ligacdes. Isto significa que a formacgao de
MDA durante a oxidagao lipidica é dependente da composicéo inicial em acidos
graxos (McCLEMENTS; DECKER, 2007). Outros produtos resultantes da oxidag&o
lipidica, como 2-alcenais e 2,4-alcadienais, também reagem com TBA, entretanto o
exato mecanismo desta reacdo ainda ndo esta completamente esclarecido
(SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).

2.1.2.6 Valor de p-anisidina

A p-anisidina é um composto que reage com aldeidos para formar
produtos que absorvem em 350 nm. O valor de p-anisidina é definido como a

absorbancia de uma solugao resultante da reagcéo de 1g de 6leo ou gordura com p-



27

anisidina, em condi¢des acidas. Os produtos formados pela reagcdo com aldeidos
insaturados, principalmente 2-alcenais e 2,4-alcadienais, absorvem fortemente em
350 nm, e consequentemente, este teste é particularmente sensivel a estes produtos
de oxidagcdo. Este teste ndo diferencia entre compostos volateis e nao-volateis,
embora seja mais sensivel a aldeidos insaturados volateis do que aldeidos
saturados volateis (produtos secundarios da oxidacdo). A medida do valor de p-
anisidina € normalmente usada em conjunto com a determinagdo do indice de
peroxido (GORDON, 2001a; SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).

2.1.2.7 Compostos carbonilicos

Outra forma de monitorar o desenvolvimento da oxidacao lipidica em
Oleos e gorduras é através da medida de compostos carbonilicos formados devido a
degradagao dos hidroperoxidos. Estes compostos podem ser determinados pela
reacao com 2,4-dinitrofenilhidrazina para formar as correspondentes hidrazonas que
absorvem em 430-460 nm. O método é limitado pela presenca de outros compostos
carbonilicos n&o originados da decomposi¢cao de hidroperoxidos, que podem causar
interferéncia (McCLEMENTS; DECKER, 2007).

A andlise de compostos carbonilicos individualmente é uma
alternativa para evitar o problema de interferéncia. Hexanal, um dos maiores
produtos secundarios formados durante a oxidacdo do acido linoléico ou outros
acidos graxos w-6, tem sido usado como padrdo para acompanhar o
desenvolvimento da oxidacdo lipidica através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). De acordo com Shahidi e Wanasundara (2008) existe uma
relagao linear entre a concentracido de hexanal, alteragcado sensorial e valor de TBA
para lipidios oriundos de produtos carneos. Entretanto, estudos recentes tém
mostrado que durante a oxidacédo de produtos ricos em acidos graxos w-3, formam-
se quantidades significativas de propanal, e existe uma boa correlagdo entre o

conteudo de propanal e o valor de TBA.



28

2.1.2.8 Analise sensorial

Uma das melhores formas para avaliar a oxidagao lipidica é através
da analise sensorial, ja4 que € a unica técnica que monitora diretamente o off flavour
gerado pelas reagdes oxidativas. Além disso, a analise sensorial pode ter alta
sensibilidade, desde que provadores humanos possam detectar certos compostos
aromaticos em concentracdes abaixo ou proximos aos niveis de deteccdo de
técnicas quimicas ou instrumentais (McCLEMENTS; DECKER, 2007).

A avaliacdo sensorial de lipidios oxidados deve ser feita com
julgadores treinados na identificagdo de produtos de oxidagdo. Esse treinamento &
realizado para produtos especificos, uma vez que os produtos de oxidacdo de
diferentes 4acidos graxos produzem diferentes perfis sensoriais. Devido a
necessidade de intenso treinamento, a analise sensorial muitas vezes demanda
muito tempo e atinge custos proibitivos, tornando-se inconveniente quando se
pretende aplicar em operacgdes requeridas para controle de qualidade. Desta forma,
varias técnicas quimicas e instrumentais foram desenvolvidas, e correlacionam-se
muito bem com a analise sensorial. A sensibilidade de julgadores treinados para
identificar produtos de oxidacdo permite a deteccdo da deterioragdo oxidativa nos
estagios iniciais, onde os métodos quimicos comumente usados s&o incapazes de
detectar essas pequenas alteragbes (GORDON, 2001a; McCLEMENTS; DECKER,
2007).

2.1.3 Oxidacéo Lipidica em Sistemas Bioldgicos

Todos os componentes celulares sao susceptiveis a processos
oxidativos, porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da oxidagao
lipidica (CERVATO, et al., 2000; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A maior
susceptibilidade da membrana celular se deve ao elevado conteudo de acidos
graxos insaturados. Com isso, ha perda da seletividade na troca idnica, liberagao do

conteudo de organelas e formagao de produtos citotdéxicos (como o malondialdeido),



29

culminando com a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; JADHAV et al.,
1996).

Segundo Jadhav et al. (1996), a oxidag&do lipidica pode estar
relacionada com doencas coronarianas, aterosclerose, cancer e processos de
envelhecimento. Porém, nem sempre os processos de oxidagao lipidica sao
prejudiciais, ja que seus produtos sao importantes na reagdo em cadeia a partir do
acido araquidonico (formagdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta
inflamatoria (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

2.1.3.1 Efeitos bioldgicos dos radicais livres

A formacao de radicais livres in vivo ocorre via agao catalitica de
enzimas, durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposi¢ao a fatores exdgenos, como ozénio, radiagcdes
gama e ultravioleta, medicamentos, dieta e cigarro (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Devido a sua alta reatividade, os radicais livres apresentam meia-
vida razoavelmente curta em sistemas bioldgicos. Estudos utilizando sistemas-
modelo e materiais biolégicos in vitro, demonstram claramente que a reatividade dos
radicais livres é capaz de causar disturbios metabdlicos e danificar a estrutura das
membranas de varias formas (DESHPANDE; DESHPANDE; SALUNKHE, 1996).

As espécies radicalares estdo envolvidas nos mecanismos de
reac¢des inflamatdrias ou atuam como segundos mensageiros para manter diversas
funcdes celulares. Assim, o equilibrio entre a formacdo e a remocgao de espécies
radicalares no organismo deve ser regulado de forma que as reagdes e processos
metabdlicos dependentes das mesmas possam ocorrer em um nivel adequado para
a manutencao da fisiologia das células (HALLIWELL, 2006).

Os lipidios sdo provavelmente os mais susceptiveis da classe de
biomoléculas atacadas pelos radicais livres. A destruicdo oxidativa (peroxidagao
lipidica) dos acidos graxos poliinsaturados contidos nas membranas celulares é
lesiva porque se processa como uma reagao em cadeia perpetuadora (OLSZEWER,
1995).
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A peroxidacao lipidica € a maior fonte de produtos citotéxicos, como
os aldeidos, produzidos pela decomposi¢cao de hidroperdxidos. Os principais acidos
graxos que sofrem peroxidagao lipidica na célula s&o o linoléico, o araquidénico e o
docosahexandico, além de outros acidos graxos poliinsaturados (ANDRADE JR. et
al., 2005; DESHPANDE; DESHPANDE; SALUNKHE, 1996).

2.1.3.2 Estresse oxidativo

O processo de oxidagao lipidica esta diretamente relacionado com a

presencga de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. As espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio incluem radicais livres, como o radical superoxido (O2 ), o

radical hidroxila (OH.), o radical peroxila (RO, '), alcooxila (RO'), oxido nitrico (NO.),

e espécies nao-radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H2O.) e o oxigénio

singlete (102) (GULCIN, 2006; MANCINI-FILHO, 2006).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas em
condigbes fisioldgicas normais do metabolismo aerdbico resultantes de diversos
processos bioquimicos, como atividade de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases,
presenca de metais de transicdo no interior da célula e do sistema de transporte de
elétrons, e também por macrofagos ativados (AMARAL, 2007).

Em condi¢cbes normais, a concentracao dessas espécies dentro das
células é extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas antioxidantes que as
removem ou impedem a sua formacgao. Estes radicais tendem a serem eliminados
do organismo pelo conjunto das enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase,
superoxido dismutase e pela catalase (HOEHR; ROVER JR; VELLASCO, 2001).

A produgao excessiva de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
no organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes endogenos ou do
aumento da geragdo de espécies através de fontes exdgenas (0zbnio, radiagdes
gama e ultravioleta, medicamentos, tabaco, solventes orgéanicos, poluentes) gera um
estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de lesbes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares, podendo resultar em morte celular. Este tipo

de lesdo oxidativa é definida como estresse oxidativo, e designa uma condi¢do na
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qual ocorre um desequilibrio entre as concentragdes de espécies pro e antioxidantes
(ARAUJO et al., 2007; GULCIN, 2006; HOEHR; ROVER JR; VELLASCO, 2001).

A situagdo de estresse oxidativo aumenta a producédo de radical
superéxido e peroxido de hidrogénio, que podem promover diretamente o dano
celular. Estes produtos derivados do oxigénio podem também interagir na presenca
de metais de transicdo para formar radicais hidroxila altamente toxicos e outras
especies oxidadas (YEN; DUH; TSAI, 2002).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, tanto de origem
endégena quanto exogena, na condicdo de estresse oxidativo, tém sido
correlacionadas com um grande numero de doengas, indicando que estas espécies
nao tém um papel etiolégico na grande maioria dos estados patolégicos, mas que
participam diretamente dos mecanismos fisiopatoléogicos que determinam a
continuidade e as complicagbes presentes nestes processos (AQIL; AHMAD;
MEHMOOD, 2006; HOEHR; ROVER JR; VELLASCO, 2001).

As principais patologias e danos celulares causados pelas espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio sdo mostrados na Figura 1.

Artrite

Envelhecimento Aterosclerose

Isquemia Cancer

Espeécies reativas de

/ oxigénio e nitrogénio

Parkinson

Diabetes

Alzheimer Infeccdo

Figura 1- Patologias e danos celulares causados por espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio
Fonte: adaptado de Shahidi e Naczk (2004a)
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2.2 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia
que, presente em baixas concentracdes, quando comparada a um substrato
oxidavel, atrasa ou inibe a oxidagdo desse substrato de maneira eficaz (SHAMI;
MOREIRA, 2004).

O uso de antioxidantes na industria de alimentos e seus
mecanismos de acao tém sido amplamente estudados. O retardamento das reacdes
oxidativas por certos compostos foi primeiramente registrado por Berthollet, em
1797, e depois esclarecido por Davy, em 1817 (HUY, 1996).

Das centenas de compostos que tém sido propostos para inibir a
deterioragdo oxidativa das substancias oxidaveis, somente alguns podem ser
usados em produtos para consumo humano. Na selecdo de antioxidantes, sao
desejaveis as seguintes propriedades: eficacia em baixas concentragdes (0,001 a
0,01%), auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras
caracteristicas do alimento, compatibilidade com o alimento e facil aplicacéo e
estabilidade nas condigcbes de processo e armazenamento. Deve-se também
considerar os aspectos legais para o uso de antioxidantes em cada pais, bem como
a segurancga alimentar (RAJALAKSHMI; NARASIMHAN, 1996; RAMALHO; JORGE,
2006).

De acordo com seu mecanismo de acao, os antioxidantes podem ser
classificados como redutores da taxa de propagacéo de radicais livres (antioxidantes
primarios), quelantes de ions metalicos, sequestradores de oxigénio, que reagem
com oxigénio em sistemas fechados (antioxidantes secundarios) e como
antioxidantes sinérgicos (Figura 2) (GORDON, 2001b; SHAHIDI, NACZK, 1995).
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Figura2 -  Classificagdo dos antioxidantes usados em
alimentos
Fonte: Adaptado de Rajalakshmi e Narasimhan (1996)

Os antioxidantes primarios interrompem a formagao de radicais
livres através da doacdo de hidrogénio ou de elétrons aos radicais livres,
transformando-os em produtos estaveis (equacdes 1 e 2). Os antioxidantes
primarios incluem os compostos fendlicos sintéticos BHA (butil-hidréxi anisol), BHT
(butil-hidréxi  tolueno), TBHQ (terc-butil hidroquinona) e PG (propil galato),
compostos fendlicos naturais, como flavondides, acidos fendlicos, eugenol, e os
tocoferdis (vitamina E). Estes compostos sdo efetivos em baixas concentragoes, e
em concentracbes elevadas podem se tornar pro-oxidantes (RAJALAKSHMI;
NARASIMHAN, 1996; RAMALHO; JORGE, 2006).
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ROO®" + AH - ROOH + A’ (Equacao 1)
R*+AH > RH + A® (Equacéo 2)
Onde:

ROO.e R.: radicais livres

AH: antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo

A': radical inerte

Antioxidantes secundarios podem atuar por meio de varios
mecanismos. Os removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o
oxigénio presente no meio, através de reacbes quimicas estaveis, tornando-os,
consequentemente, indisponiveis para atuarem como propagadores da autoxidagao.
Os agentes quelantes/sequestrantes complexam ions metalicos, principalmente
cobre e ferro, que catalisam a oxidacéao lipidica, devido a existéncia de um par de
elétrons ndao compartilhado em sua estrutura. Os antioxidantes secundarios ainda
atuam na decomposic¢ao de hidroperoxidos em compostos estaveis, na absorg¢ao da
radiacdo ultravioleta e na desativacdo do oxigénio singlete (GORDON, 2001b;
RAJALAKSHMI; NARASIMHAN, 1996; RAMALHO; JORGE, 2006).

Os sinergistas sao substadncias com pouca ou nenhuma atividade
antioxidante, que podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando
usados em combinacdo adequada com estes. Eles atuam por diversos mecanismos,
como por exemplo, doando hidrogénio ao radical fenoxi, regenerando o antioxidante
primario. Portanto, antioxidantes fendlicos podem ser usados em baixas
concentragcbes se um sinérgico é adicionado simultaneamente no alimento
(RAJALAKSHMI; NARASIMHAN, 1996). Os absorvedores de oxigénio, como o acido
ascorbico, ascorbil palmitato, sulfitos e eritorbatos reagem com o oxigénio livre,
removendo-o de sistemas fechados. O acido ascorbico também atua como sinérgico
com antioxidantes primarios, especialmente os tocoferdis, regenerando sua
atividade (GORDON, 2001b; RAMALHO; JORGE, 2006).
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2.2.1 Antioxidantes Sintéticos

Os antioxidantes sintéticos BHA, BHT, TBHQ e PG sédo os
antioxidantes mais empregados na industria alimenticia por apresentarem alta
estabilidade e baixo custo.

A estrutura fendlica destes compostos (Figura 3) permite a doagéo
de um préton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula e interrompendo o
mecanismo de oxidagao por radicais livres. Dessa maneira, os derivados fendlicos
transformam-se em radicais livres e se estabilizam sem promover ou propagar
reacdes de oxidacdo (RAMALHO; JORGE, 2006).

OH OH
LH C(CH,), (CH)LC A\ _~C(CH),
® I T

i

OCH, CH

(1) (2)

OH OH
HO._ _\_ _OH L _C(CH)),
1 e o ., a.i_:-;(
COOC H. OH
(3) (4)

Figura 3 — Estrutura quimica dos compostos BHA (1), BHT
(2), PG (3) e TBHQ (4)
Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

O wuso de antioxidantes sintéticos em alimentos tem sido
gradativamente reduzido em razdo de suspeitas sobre sua participacdo na

promogao de efeitos deletérios ao organismo, relacionados ao seu metabolismo e
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possivel absor¢cdo e acumulagao no organismo e em tecidos (ABDALLA; ROOZEN,
1999).

Estudos toxicologicos tém demonstrado a possibilidade destes
antioxidantes apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com animais
(YANISHLIEVA; MARINOVA, 2003). Segundo Shahidi (2000), o BHT apresentou
efeitos toxicos para o figado, pulméao, rins e afetou o ganho de peso em ratos. O
BHA pode induzir hipertrofia hepatica, redu¢cdo do crescimento e desenvolvimento
de cancer. A redugao do nivel de hemoglobina e a hiperplasia de células basais
foram atribuidas ao uso de TBHQ (RAMALHO; JORGE, 2006).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados
pelo consumo de antioxidantes sintéticos, pesquisas tém sido dirigidas no sentido de
encontrar produtos naturais com propriedades antioxidantes, os quais permitirdao
substituir os sintéticos ou fazer associagdes entre eles, com o intuito de reduzir sua

concentragcao nos alimentos.

2.2.2 Antioxidantes Naturais

A preferéncia do consumidor por aditivos naturais tem estimulado a
realizagcdo de estudos, visando a identificagcdo de antioxidantes de fontes naturais
para aplicagdo em produtos alimenticios. Assim, diversos trabalhos tém sido
realizados para identificar a atividade antioxidante de extratos obtidos de
especiarias, leguminosas, cereais e frutas.

E dificil definir o termo “antioxidantes naturais”’, mas geralmente o
termo refere-se a substancias que ocorrem naturalmente e podem ser extraidas de
tecidos animais ou vegetais. Os antioxidantes naturais sdo encontrados em
praticamente todas as plantas, micro-organismos e até mesmo em tecidos animais.
A maioria sdo compostos fendlicos e os grupos mais importantes sao os tocoferdis,
flavondides e acidos fendlicos (YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001b).

O grupo tocoferol € um dos melhores antioxidantes naturais
amplamente utilizados em alimentos. Sdo formados de oito diferentes compostos
pertencentes a duas familias, tocois e tocotriendis, referidos como a, B, y ou 9d,

dependendo do numero e posi¢ao de grupos metil ligados ao anel (Figura 4). Nos
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tocois, a cadeia lateral é saturada, enquanto que nos tocotriendis ela é insaturada
(AZZl; STOCKER, 2000; SHAHIDI; NACZK, 2004a). Os tocoferois e tocotriendis
apresentam atividade antioxidante primeiramente devido ao hidrogénio fendlico na
posicdo C-6. A vitamina E, ou a-tocoferol, apresenta atividade antioxidante superior
aos outros compostos pertencentes a este grupo, atuando na prevencdo da
oxidacdo lipidica de acidos graxos poliinsaturados e de compostos lipidicos de
células e de membranas (JOHNSON, 2001; SHAHIDI; NACZK, 1995).
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Figura 4 — Estruturas quimicas dos tocoferdis e tocotriendis
Fonte: Azzi e Stocker (2000)

Os flavondides ocorrem na natureza como metabdlitos secundarios
dos vegetais e sdao encontrados em praticamente todas as partes da planta. Sao
caracterizados pela configuragdo C6-C3-C6 (Figura 5) e varios subgrupos sé&o
classificados com base nos grupos substituintes dos anéis presentes na estrutura.
Essencialmente, a estrutura destes compostos consiste em dois anéis aromaticos
ligados por uma cadeia alifatica de trés carbonos (JOHNSON, 2001;
RAJALAKSHIMI; NARASIMHAN, 1996).
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Figura 5 — Estrutura basica de uma molécula flavondéide
Fonte: Samman, Balasundram e Sundram (2006)

Os maiores subgrupos dos flavonoides sao flavonois, antocianinas,
flavonas, isoflavonas, catequinas e proantocianidinas (MADHAVI; SINGHAL;
KULKARNI, 1996). Os flavondides participam dos mecanismos de doacdo de
hidrogénio, captura de radicais e como agentes quelantes (MADHAVI; SALUNKE,
1996).

2.3 CoMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sao antioxidantes primarios que reagem
como sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reagdes em cadeia
(MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004). Sdo produtos do metabolismo secundario dos
vegetais e constituem boas fontes de antioxidantes na dieta humana. Devido ao
potencial carcinogénico das formas sintéticas, os antioxidantes fendlicos naturais
apresentam-se como uma alternativa para minimizar ou retardar a deterioragao
oxidativa em alimentos, além de elevar o valor funcional do alimento (BOTSOGLOU
et al., 2002).

Quimicamente, os compostos fendlicos compreendem um anel
aromatico, com um ou mais grupos hidroxila, formando desde moléculas simples a
compostos altamente polimerizados (SHAHIDI; NACZK, 1995). Devido a esta grande
diversidade estrutural, este grupo de compostos é comumente denominado
“polifendis”. Muitos dos compostos fendlicos de ocorréncia natural estdo presentes

na forma conjugada com mono e polissacarideos, ligados a um ou mais grupos
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fendlicos, e também podem ocorrer como derivados funcionais na forma de ésteres
ou metil-ésteres (SAMMAN; BALASUNDRAM; SUNDRAM, 2006). A maioria dos
compostos fenolicos & soluvel em agua ou em solventes organicos (SHAHIDI,
NACZK, 1995).

A efetividade dos antioxidantes naturais depende do envolvimento
do hidrogénio fendlico nas reacbes de oxidagdo, da estabilidade do radical
antioxidante formado durante as reacdes e das substituicdes quimicas presentes na
estrutura. Os grupos substituintes na estrutura sdo provavelmente a contribuigéo
mais importante na habilidade dos antioxidantes naturais em participarem do
controle das reacbdes de oxidacdo e da formacado de radicais estaveis (HALL llI,
2001; SHETTY et al., 2004).

A substituicdo de atomos de hidrogénio nas posi¢cdes orto e para por
grupos alquila aumenta a densidade eletrénica do grupo OH por efeito indutivo, e
deste modo, aumenta a reatividade para os radicais lipidicos (SHAHIDI; NACZK,
2004a, 1995). Os substituintes nucleofilicos, como os radicais metil, terc-butil e
metoxi, aumentam a atividade antioxidante dos fendis, enquanto os substituintes
eletrofilicos, como os halogénios e grupos nitro, reduzem a atividade antioxidante
(OHKATSU; KAJIYAMA, 2001).

O primeiro estudo cinético detalhado para atividade antioxidante dos
compostos fendlicos foi conduzido por Boland e ten-Have (1947). Os antioxidantes
fendlicos interferem na oxidacéao lipidica através da rapida doagao de um atomo de
hidrogénio aos radicais lipidicos (SHAHIDI; NACZK, 2004a). Os radicais fenoxi
intermediarios formados no processo oxidativo sédo relativamente estaveis, e por
isso, os antioxidantes fendlicos sdo excelentes doadores de hidrogénio ou de elétron
(SHAHIDI; NACZK, 2004a; SHAHIDI; LIYANA-PATHIRANA, 2005).

As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos tém sido
amplamente investigadas. Evidéncias cientificas indicam que a ingestdo diaria de
compostos fendlicos tem desempenhado um papel importante na reducédo do risco
do desenvolvimento de varias doencas associadas ao estresse oxidativo, como
cancer, doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas, infeccbes e mal de
Alzheimer (AKYON, 2002; MANACH et al., 2004).

Os efeitos benéficos dos compostos fendlicos para a saude
dependem de sua absorcdo e metabolismo, que por sua vez sdo determinados pela
estrutura quimica, tamanho molecular e solubilidade (SAMMAN; BALASUNDRAM,;
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SUNDRAM, 2006). A absorcado e biodisponibilidade dos polifendis no organismo
dependem do seu metabolismo no intestino delgado, o qual é influenciado por
fatores como tamanho molecular, lipofilicidade, solubilidade e pKa, assim como o
tempo de transito gastrintestinal, permeabilidade da membrana e pH do lumen
(SHAHIDI; NACZK, 2004b). Somente os polifendis ndo absorvidos no estdmago e no
intestino delgado e os metabdlitos excretados de volta para o intestino delgado sao
degradados pela microflora do intestino (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997,
SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

Os compostos fendlicos sao encontrados principalmente em frutas,
vegetais, chas, vinhos e em varias ervas. O conteudo total de compostos fendlicos
presentes nas plantas é influenciado por diversos fatores intrinsecos (género,
espécie, cultivar) e extrinsecos (condi¢des de cultivo, colheita, armazenamento)
(SAMMAN; BALASUNDRAM; SUNDRAM, 2006). Na Tabela 1 encontra-se o
conteudo de compostos fendlicos totais em extratos aquosos de varias ervas.

Os antioxidantes fenolicos oriundos das plantas possuem grande
relevancia para aplicagbes nutricionais e terapéuticas. As plantas aromaticas tém
sido amplamente utilizadas para aumentar a vida de prateleira dos alimentos e na
medicina tradicional como tratamento para varias doengcas (ABDALLA; ROOZEN,
2001; SHETTY; McCUE, 2003).

Tabela 1 — Compostos fendlicos totais em extratos aquosos de ervas
Nome comum Nome cientifico Fenolicos totais

(mg GAE/g peso fresco)*

Salvia Salvia officinalis 1,34 £ 0,09
Horteld Pimenta Mentha piperita 2,26 +0,16
Orégano da Grécia Qriganum vulgare ssp. 11,80 £ 0,60
hirtum
Manjerona Qriganum majoricum 11,65 10,29
Capim-liméo Melissa officinalis 1,26 £ 0,04
Tomilho liméo Thymus citriodorus 1,78 £ 0,03
Orégano mexicano Poliomintha longifiora 17,51 £ 0,22
Alecrim Rosemarinus officinalis 219+0,15

Dados expressos em miligrama de acido galico (GAE) por grama de peso fresco
Fonte: adaptado de Wang e Zheng (2001).
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O efeito antioxidante de especiarias foi inicialmente evidenciado por
Chipault et al. (1952) em 32 especiarias, das quais o alecrim e a salvia foram
consideradas as mais eficazes. Posteriormente, esta acdo foi comprovada no
orégano, no tomilho, no gengibre, na pimenta, na mostarda, na canela, no coentro,
entre outros (MELO et al., 2003).

2.4 ESPECIARIAS

As especiarias da familia Lamiaceae sao muito bem reconhecidas
pelas suas propriedades antioxidantes, especialmente alecrim, salvia, orégano e
tomilho (ABDALLA; ROOZEN, 2001). Pesquisas tém demonstrado que a atividade
antioxidante destas especiarias se deve em grande parte a elevada concentragao de
compostos fendlicos, dentre os quais o acido rosmarinico (Figura 6), um éster do
acido cafeico, parece ser o mais importante (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2004).

IHJ()J('\‘ @\
g % OH

HO
OH

Figura 6 — Estrutura do acido rosmarinico
Fonte: Yanishlieva-Maslarova (2001b)

O acido rosmarinico aparece como um componente importante nos
extratos das especiarias da familia Lamiaceae por possuir atividade antioxidante
superior ao a-tocoferol e ao BHT (WANG; ZHENG, 2001). Segundo Shetty e McCue
(2003), o acido rosmarinico apresenta, além de propriedades antioxidantes,

propriedades antiinflamatérias e propriedades potenciais antidiabéticas.
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2.4.1 Salvia (Salvia officinalis L.)

A salvia € uma especiaria bastante utilizada como conservante de
alimentos, especialmente carnes e queijos, como agente aromatizante em alimentos
e perfumaria e na medicina tradicional no tratamento de varias doencas (TOPCU,
2006). Pesquisas recentes tém demonstrado que o 6Oleo essencial de salvia pode
trazer beneficios para a memdria, o que pode ser promissor para o tratamento do
mal de Alzheimer (DURLING et al., 2007).

Os extratos de salvia sdo muito bem reconhecidos devido as suas
propriedades antioxidantes. A atividade antioxidante dos extratos de salvia é
atribuida principalmente a presenga dos compostos carnosol, acido carndsico e
acido rosmarinico (DURLING et al., 2007; HO et al.,, 1998). Os extratos de salvia
também contém flavondides, diterpenos e triterpenos, glicosideos fendlicos e
derivados de acidos fendlicos que podem contribuir para a atividade antioxidante
total (DURLING et al., 2007; HO et al., 1999b; NAKATANI; MIURA; KIKUZAKI, 2001,
2002). A concentragao destes compostos nas folhas de salvia depende de fatores
genéticos, das condi¢bes ambientais e do estagio de desenvolvimento e crescimento
da planta (ERIM; OZTEKIN; BASKAN, 2007; MIRJALILI et al., 2006).

Wang e Zheng (2001) verificaram que extratos de salvia, analisados
por HPLC, revelaram um grande numero de flavondides e acidos fendlicos em
concentragbes significativas. Acido rosmarinico (117,8 mg/100g peso fresco) e
luteolina (33,4 mg/100g peso fresco) foram os constituintes fendlicos mais
abundantes.

Cuvelier, Richard e Berset (1996) estabeleceram a correlagao entre
a atividade antioxidante e a composi¢cao dos extratos de salvia e reconheceram que
0s compostos carnosol, acido rosmarinico e acido carnésico possuiam a melhor

atividade antioxidante, seguidos pelo acido cafeico.
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2.4.2 Tomilho (Thymus vulgaris L.)

O tomilho é uma planta aromatica com propriedades medicinais (HO
et al., 1999a). Segundo Ho et al. (1999a), os extratos de tomilho possuem elevada
atividade antioxidante e antimutagénica. Timol e carvacrol sdo o0s maiores
componentes do Oleo essencial de tomilho, e ambos mostram elevada atividade
antioxidante e antimicrobiana (KAHKONEN et al., 1999). De acordo com Ho et al.
(1999a), o dleo essencial de tomilho também apresenta atividade antifungica capaz
de inibir o crescimento e a producao de aflatoxina de Aspergillus parasiticus.

Flavondides e compostos bifenilicos (produtos resultantes da
dimerizagao de timol e carvacrol) foram também reconhecidos como antioxidantes
eficientes, inibindo a producdo do anion superdéxido no sistema xantina/xantina
oxidase e a peroxidacdo lipidica mitocondrial e microssomal (KAHKONEN et al.,
1999; WANG; ZHENG, 2001).

Segundo Wang e Zheng (2001) os compostos bifenilicos e os
flavondides isolados do tomilho apresentaram atividade antioxidante tdo intensa

quanto o BHT.

2.4.3 Alecrim (Rosemarinus officinalis L.)

O alecrim é uma das ervas mais utilizadas no processamento de
alimentos. A primeira utilizacdo de extratos de alecrim como antioxidante foi relatada
por Rac e Ostric em 1955. Berner e Jacobson obtiveram uma patente em 1973 para
producdo de extratos de alecrim para uso como antioxidante, utilizando 6leo como
solvente (RAJALAKSHMI; NARASIMHAN, 1996; YANISHLIEVA-MASLAROVA,
2001b).

As propriedades antioxidantes do alecrim sdo muito bem
reconhecidas. Ele é considerado um antioxidante lipidico e um quelante de metais,
além de atuar na absor¢do de radicais superdxido (MADHAVI; SINGHAL;
KULKARNI, 1996; SCHWARZ, 2002).



44

A atividade antioxidante dos extratos das folhas de alecrim se deve
principalmente a presenga dos diterpenos fendlicos carnosol e acido carnésico.
Outros diterpenos fendlicos como rosmanol, epirosmanol e metoxiepirosmanol estao
presentes em quantidades menores e contribuem também para a atividade
antioxidante dos extratos de alecrim (THORSEN; HILDEBRANDT, 2003).

Cavero et al. (2005) realizaram um estudo para avaliar a atividade
antioxidante de extratos de alecrim obtidos via extragdo com fluido supercritico.
Segundo os autores, o composto mais abundante encontrado nos extratos de
alecrim foi o acido carndsico, perfazendo 34 a 78% do total dos compostos
quantificados por HPLC. De acordo com este estudo, pbde-se estabelecer uma
relacdo linear positiva entre a atividade antioxidante e a concentragdo de acido
carndsico. Os resultados obtidos indicam ainda que a atividade antioxidante dos
extratos de alecrim pode ser afetada, positiva ou negativamente, pela presenga de

outros compostos, derivados ou ndao do acido carnasico.

2.4.4 Orégano (Origanum vulgare)

O orégano é muito utilizado como condimento e seu sabor e odor
sao muito apreciados em todo o mundo, além de possuir propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001b). Orégano
desidratado, assim como os extratos obtidos por meio de solventes com polaridades
diferentes (hexano, diclorometano, metanol), tém sido avaliados quanto a agéo
antioxidante em lipidios em sistemas modelo e em alimentos (MADHAVI; SALUNKE,
1996; YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001b).

Segundo Kulisic et al. (2004), os compostos presentes em maior
quantidade no 6leo essencial de orégano sdo os monoterpenos fendlicos carvacrol
(32%) e timol (35%) e a atividade antioxidante desta especiaria é devida,
principalmente, a presenga desses compostos.

De acordo com Arcila-Lozano et al. (2004), os extratos de orégano
tém se mostrado efetivos, e em alguns casos a niveis superiores aos exibidos pelo
propil galato, BHT e BHA. Entretanto, sua aplicagao industrial € limitada devido ao

aroma e sabor que pode conferir aos alimentos.
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O efeito positivo do orégano na saude humana tem sido atribuido a
sua atividade antioxidante tanto no 6leo essencial quanto na fragao fendlica soluvel
(SHETTY et al.,, 2005). Kikuzaki e Nakatani (1988) isolaram cinco compostos
fendlicos diferentes no extrato metandlico de folhas de orégano, sendo que o acido
rosmarinico estava presente em maior concentracdo. O acido rosmarinico tem sido
considerado um importante antioxidante, além de possuir propriedades
antiinflamatorias.

Sahin et al. (2004) avaliaram a atividade bioldgica do déleo essencial
e do extrato metandlico de Origanum vulgare ssp. vulgare. O estudo sugeriu que a
espécie analisada possui compostos com atividade antimicrobiana e propriedades
antioxidantes e pode ser usada para preservacido e/ou aumento da vida-de-
prateleira de produtos crus ou processados, assim como em produtos farmacéuticos
e em terapias naturais.

A avaliagdo da atividade antioxidante de extrato etandlico de
Origanum vulgare por Tsimidou et al. (2002) indicou que este possui alta capacidade
de absorcao de radicais livres. Esta capacidade coincide com um alto conteudo de
compostos fendlicos, mas nédo € proporcional. Com o uso de cromatografia em
camada delgada, foi verificado que o principal componente do extrato era o acido
rosmarinico, enquanto trés diferentes bandas de flavondides foram também
identificadas. O estudo mostrou ainda que o extrato etandlico de Origanum vulgare

inibiu 99,1% da atividade sequestrante do radical DPPH.

2.4.5 Manjerona (Origanum majoricum)

A manjerona é uma especiaria amplamente utilizada na medicina
tradicional, assim como nas industrias de alimentos e cosméticos. Esta especiaria
apresenta propriedades carminativas, antiespasmodicas e diuréticas. A manjerona
contém cerca de 3% de compostos volateis, flavondides, glicosideos, taninos,
esterdis e triterpendides. Seus extratos mostraram possuir efeitos antioxidantes,

antimicrobianos e antiinflamatérios (VAGI et al., 2005).
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Segundo Wang e Zheng (2001), os extratos de manjerona
apresentaram elevada concentracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante

superior ao a-tocoferol e ao BHA.

2.5 MANTEIGA

De acordo com a Portaria n’. 146, de 07 de marco de 1996, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1996), entende-se
com o nome de manteiga o produto gorduroso obtido exclusivamente pelo batimento
e malaxagem, com ou sem modificagao biolégica de creme pasteurizado derivado
exclusivamente do leite de vaca, por processos tecnologicamente adequados. A
matéria gorda da manteiga devera ser composta exclusivamente de gordura lactea.
Como ingredientes opcionais, podem ser adicionados cloreto de sdédio na
concentragdo maxima de 2 g/100 g de manteiga e fermentos lacticos, no caso de
manteiga maturada.

A manteiga caracteriza-se por ser uma emulsdo de agua em oleo,
consisténcia solida, pastosa a temperatura de 20°C, de textura lisa uniforme, untosa,
com distribuicdo uniforme de agua (umidade). A cor deve ser branco amarelada,
sem manchas ou pontos de outra coloracdo; sabor suave, caracteristico, aroma
delicado, sem odor e sabor estranhos (BRASIL, 1996).

A gordura lactea apresenta 98,3% de trigliceridios, 0,3% de
digliceridios, 0,03% de monogliceridios, 0,1% de acidos graxos livres, 0,8% de
fosfolipidios, 0,3% de esterdis e tracos de carotendides e vitaminas lipossoluveis. Os
acidos graxos saturados de 4 a 18 carbonos constituem 70 — 75% do total de acidos
graxos. O acido graxo saturado mais importante, do ponto de vista quantitativo, é o
16:0, perfazendo 25 — 30% do total, enquanto os acidos 14:0 e 18:0 representam 10
— 13%. Os acidos graxos insaturados correspondem a 25 — 30% do total de acidos
graxos. O &acido oléico (9c-18:1) € o principal acido graxo cis-monoinsaturado,
representando 15 — 21% do total. Existem aproximadamente 0,5% de acido 11c-
18:1, enquanto as proporgdes de outros isdbmeros cis-18:1 sdo pequenas. Outros

acidos cis-monoinsaturados aparecem em quantidades menores, mas significativas,
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a saber, 14:1 (1,0%) e 16:1 (1,5%). Os acidos graxos poli-insaturados 18:2, 18:2
conjugado e 18:3 apresentam composicdo meédia de 1,5%, 1,2% e 1,0%,
respectivamente (MACGIBBON; TAYLOR, 2006).

Embora a manteiga possua vida de prateleira relativamente longa
(90 - 120 dias, 4°C), € um produto susceptivel a oxidagdo lipidica. O
desenvolvimento da rancidez oxidativa deve-se principalmente a oxidacdo dos
acidos graxos insaturados, com a formacéo de perdxidos (OZKANLI; KAYA, 2007).
Os principais produtos resultantes da decomposicdo dos hidroperoxidos sao
aldeidos saturados e insaturados, e em menor concentragdo, cetonas insaturadas,
hidrocarbonetos saturados e insaturados e alcoois saturados e insaturados
(O’'CONNOR; O’BRIEN, 2006).

Varios fatores fisicos, condicdbes de processamento e
armazenamento, constituintes quimicos enddgenos e exdgenos e enzimas tém
mostrado grande influéncia na taxa e extensdo da oxidagéo lipidica na gordura
lactea. Estes fatores incluem oxigénio, luz, ions metalicos, tocoferdis, carotendides,
tidis, proteinas e enzimas, produtos de reacdes de escurecimento, constituintes da
membrana do glébulo de gordura, temperatura de armazenamento e atividade de
agua. O balango entre os fatores pro-oxidantes e antioxidantes €& critico para a
estabilidade oxidativa da gordura lactea (O’'CONNOR; O'BRIEN, 2006).

Wade, Al-Tahiri e Crawford (1986) relataram que o BHA e o BHT
foram efetivos em retardar a oxidagao da gordura lactea anidra, mas DL-a-tocoferol
atuou como pro-oxidante.

Zegarska et al. (1996) avaliaram a atividade antioxidante de extrato
etandlico de alecrim adicionado a manteiga. Os extratos foram adicionados nas

concentracdes de 1,0, 0,5 e 0,1%. As amostras com 1,0 e 0,5% de extrato sofreram

alteracbes muito pequenas durante o armazenamento a 60°C, e o periodo de
indugdo para as amostras adicionadas de 0,1% de extrato foi aproximadamente 3

vezes maior que o controle. O extrato etandlico de alecrim, nas concentragdes

testadas, aumentou a estabilidade oxidativa da manteiga na temperatura de 60 C.
Papadopoulou e Roussis (2008) mostraram que a N-acetil-cisteina e
a glutationa apresentaram efeito antioxidante na manteiga durante os processos de

armazenamento e cozimento.
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Por outro lado, ainda existem poucas informacdes na literatura
relacionadas ao aumento da vida de prateleira da manteiga com o0 uso de

antioxidantes naturais ou sintéticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Selecionar condimentos com alta atividade antioxidante para

aplicagao como agentes antioxidantes em manteiga.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as condi¢gbes oOtimas de extracdo de compostos
fendlicos das especiarias Rosemarinus officinalis L. (alecrim),
Origanum vulgare (orégano), Salvia officinalis L. (salvia), Thymus
vulgaris L. (tomilho) e Origanum majoricum (manjerona);

e Quantificar compostos fendlicos totais nos extratos alcodlicos e
aquosos obtidos a partir das especiarias alecrim, orégano, salvia,
tomilho e manjerona;

e Determinar a atividade antioxidante nos extratos brutos das
especiarias pelos métodos de inibicdo do radical DPPH,
peroxidacgao lipidica do acido linoleico e teste de FRAP;

¢ Avaliar a citotoxicidade e o efeito antioxidante do extrato alcodlico
de Rosemarinus officinalis L. (alecrim) pelo método de redugao do
MTT;

e Avaliar a estabilidade oxidativa da manteiga adicionada de

compostos fendlicos provenientes do extrato alcodlico de alecrim.
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4 MATERIAL E METODOS

4 1 MATERIAS-PRIMAS

As especiarias Origanum vulgare (orégano), Rosemarinus officinalis
L.(alecrim), Salvia officinalis L. (salvia), Thymus vulgaris L. (tomilho) e Origanum
majoricum (manjerona) foram adquiridas no mercado local, em Londrina-PR, Brasil,
e utilizadas parcialmente desidratadas (umidade 9,1%, 12,0%, 13,1%, 11,1% e
14,0% respectivamente).

A manteiga utilizada nos ensaios foi obtida através do batimento do
creme de leite pasteurizado com 40% de gordura, a temperatura de 15C. O
batimento teve duragdo de 20 minutos, tempo necessario para ocorrer a inversao de
fase (6leo em agua para agua em Oleo), seguido de duas lavagens com agua a
temperatura de 4°C para remog¢ao do leitelho residual. Apds as lavagens, a manteiga
foi submetida a malaxagem para facilitar a soldagem dos gréos, formando uma
massa compacta e homogénea e pulverizar finamente a fase aquosa. A manteiga foi
caracterizada quanto a: umidade, lipidios e extrato seco desengordurado, de acordo
com as metodologias da AOAC (1995).

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Producéo dos Extratos das Especiarias

Os extratos foram obtidos através da extragdo com a combinagao
dos solventes etanol e agua. Amostras de 10 g do material seco (folhas trituradas

em moinho de martelos) foram extraidas com 100 mL de solvente, durante 2, 4 e 6

horas, a temperatura de 30°C, sob agitacdo constante, em incubadora refrigerada

MARCONI. Apds a extracdo, as amostras foram filtradas a vacuo e armazenadas
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sob refrigeracao (-18°C) e ao abrigo de luz. As extragbes foram realizadas em

duplicata (Figura 7).

Amostra (10g) das
especiarias

F 3

A

A

Adicdo de solvente
(etanol + agua)

Agitacao
(2,4e6h)

A

A

Filtracdo

a vacuo

A

A

Armazenamento
(-18°C)

Figura7—-  Fluxograma do processo de extracdao de

compostos fendlicos das especiarias

O delineamento experimental foi planejado para avaliar o impacto de

dois fatores (variaveis independentes), tempo de extracdo (2, 4 e 6 horas) e

proporgao entre os solventes etanol e agua (0, 40 e 80% de etanol), na extragao de

compostos fendlicos (variavel dependente) das especiarias. Os niveis das variaveis

dependentes a serem testados foram estabelecidos com base em valores tedricos

obtidos da literatura (Tabela 2) (CAPECKA; MARECZEK; LEJA, 2005; SHETTY et

al., 2005; TSIMIDOU et al., 2002). As condi¢des otimas de extragdo dos compostos

fendlicos das especiarias foram estabelecidas com base em um planejamento

2
fatorial 3 .
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Tabela2 - Valores experimentais e niveis codificados das
v?riéveis independentes, para o planejamento fatorial
3
Codificagao
Variaveis independentes -1 0 +1
Concentracdo de etanol (%) X1 0 40 80
Tempo de extracao (h) X2 2 4 6

Apos obtencdo da resposta para cada ponto do planejamento, foi
realizada analise estatistica dos dados, utilizando-se o software Statistic 5.0.0
comportamento do sistema foi descrito pelo polinbmio de segunda ordem (Equacéao
3).

Y =By +B,X; +B, X, +B X X + B X, X, (Equacao 3)

4.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos
(1999). Um mililitro de extrato foi adicionado a 1 mL de etanol 95%, 5 mL de agua
destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu 1N. Apds 5 minutos, foi adicionado 1
mL de Na2COs3 5%, e a mistura reagente permaneceu em repouso durante 60
minutos, a temperatura ambiente. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi
realizada através de leitura de absorbancia em espectrofotémetro UV-VIS Shimadzu
1240, a 725 nm, utilizando curva padrao de acido galico (10 — 100 pg/mL) em etanol
95%.
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4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.4 .1 Sistema de Inibicdo do Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

Para avaliar a capacidade dos extratos das ervas sequestrarem o
radical do DPPH, foi utilizada a metodologia modificada de Cervato et al. (2000), de
acordo com Shetty et al. (2005).

DPPH é um radical livre que quando dissolvido em etanol produz
coloracgao azul-violeta. A perda de cor indica atividade sequestrante dos compostos
antioxidantes presentes nos extratos. Trés mililitros de DPPH 60 uM em etanol foram
adicionados a 1 mL de extrato alcodlico e incubados a temperatura ambiente por 15
minutos. Foi realizada leitura de absorbancia em espectrofotdmetro UV-VIS
Shimadzu 1240, a 517 nm e a atividade antioxidante foi calculada como a
porcentagem de inibicdo do radical DPPH, de acordo com a equag¢do 4. Como
controle, foi utilizado 1 mL de etanol 95% em substituicdo aos extratos.

/ controle Aextrato

% inibicdo =| — 217 E.1DD (Equacio 4)

Acontrole
517

4.4.2 Peroxidacao Lipidica do Acido Linoléico

A peroxidacao lipidica do acido linoléico foi determinada através da
medida das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) utilizando a
metodologia modificada de McDonald e Hultin (1997), de acordo com Shetty et al.
(2005).

Foi preparada uma emulsao através da homogeneizagao de 1% de
acido linoléico e 1% de Tween 40 em 100 mL de agua destilada. 0,8 mL da emulsao
foi adicionada em tubos contendo 0,2 mL de cada extrato, e os tubos foram
incubados a 50°C por 10 horas. Um mililitro das misturas foi adicionado a 2,0 mL do

reagente TBA (100 mL de solugdo estoque constituida de 15% de acido
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tricloroacético, 0,375% de acido tiobarbiturico e HCI 0,25M + 3 mL de solugao 2% de
BHT em etanol), agitadas energicamente e deixadas em banho de agua em ebuligao
por 15 minutos. Apos resfriamento em agua por 10 minutos, as solugdes foram
centrifugadas em centrifuga TECNAL CELM COMBATE por 15 minutos a 2000xg.
Apds 10 minutos, mediu-se a absorbancia em espectrofotometro UV-VIS Shimadzu
1240, a 532 nm. TBARS foi calculada através de curva padrdo preparada com
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) e os resultados expressos em mol de

malondialdeido/mL de amostra.

4.4.3 FRAP (Poder Antioxidante pela Redugao do Ferro)

O poder antioxidante pela reducao do ferro (FRAP) foi determinado
de acordo com a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996) e Pulido, Bravo e
Saura-Calixto (2000). O reagente de FRAP foi preparado na concentragédo de 10:1:1
com as solugdes: tampao acetato de sddio 300 mM em pH 3,63; solugao de 2,4,6-
tripiridil-s-triazine (TPTZ) 10 mM em acido cloridrico 40 mM e solugado de cloreto
férrico 20 mM. Este reagente foi preparado no momento da analise. Como padrao foi
utiizado o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico (TROLOX) na
concentracdo de 1 mM. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro
UV-VIS Shimadzu 1240 a 593 nm, utilizando o reagente FRAP para zerar o
equipamento. As leituras foram monitoradas durante 6 minutos a cada 15 segundos.
A variacdo da absorbancia entre o tempo 0 e 6 minutos foi calculada para cada
amostra, sendo traduzida em um valor de FRAP por proporcionalidade com a da
solugdo padrdao testada em paralelo. O resultado foi expresso em pmol de
equivalentes de TROLOX (valor de FRAP)/g de amostra.
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4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E DO EFEITO ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ALCOOLICO
DE ALECRIM PELO METODO DE REDUGAO DO MTT

Para avaliacdo da citotoxicidade do extrato alcodlico de alecrim
foram utilizadas células pancreaticas derivadas de insulinoma de rato, denominada
linhagem RINmMSF. Essas células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640
(GIBCO Invitrogen Life Technologies), contendo 11,1 mM de glicose, 10% de soro
fetal bovino (SFB) (GIBCO Invitrogen Life Technologies), 50 U/mL de antibiético
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Cutilab) e foram mantidas a 37°C e 5% de
CO, em estufa umidificada FISHER SCIENTIFIC — Isotemp. As células foram
semeadas em microplacas de 96 cavidades em uma concentracdo inicial de 5x10*
células/cavidade e cultivadas por 24 horas, periodo necessario para a adesao
celular. Apos esse periodo, o meio de cultura de cada cavidade foi retirado e
substituido por 200 pL de meio na auséncia (controle/veiculo) ou presenca de
diferentes concentragdes do extrato alcéolico de alecrim (0; 5; 12,5; 25; 50; 250;500
e 1000 pug/mL). As células foram cultivadas por 48 horas em estufa umidificada e a
37°C e 5% de CO,. A citotoxicidade de diferentes concentragbes do extrato foi
avaliada pela redugdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio]), de acordo com o método descrito por Mosmann (1983). Neste
teste, o parametro avaliado foi a porcentagem de viabilidade celular através da
equacao 5:

amostra

% viabilidade :[ ﬁ“‘"’ ‘.100 (Equacao 5)

controle
W7 th46

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
de 8 amostras por grupo. Foram realizados dois experimentos independentes.

Para avaliar o efeito antioxidante do extrato alcodlico de alecrim
foram utilizadas as concentragdes de 50, 250 e 500 pg/mL de compostos fendlicos.
As células foram submetidas ao estresse oxidativo na presenca de 100 uM de

peréxido de hidrogénio (agente oxidante) por um periodo de 60 minutos em estufa a

37°C.
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Apos o estresse, o0 meio foi retirado, as células foram lavadas uma
vez com tampao PBS gelado e foi realizado o ensaio de redugdao do MTT para
avaliagdo da viabilidade celular e possivel capacidade protetora do extrato de

alecrim.

4.6 ESTABILIDADE OXIDATIVA DA MANTEIGA

A avaliacdo da estabilidade oxidativa consistiu em adicionar a
manteiga diferentes concentragdes de compostos fendlicos provenientes do extrato
alcodlico de alecrim (200, 300, 400, 500 e 1250 ppm) e submeté-la as temperaturas
de 60 e 110°C, pelo método Schaal Oven Test descrito por Papadopoulou e Roussis
(2008). As temperaturas de 60 e 110°'C s&o comumente utilizadas nos ensaios de
oxidacdo acelerada. A temperatura de 60°C simula o armazenamento em condicoes
ambiente e pode ser correlacionada com o armazenamento refrigerado (4°C). O
aquecimento a 110 C correlaciona-se com as condicbes de cocgcdo. Os extratos
foram adicionados na forma liquida a manteiga previamente fundida a 40°C.
Amostras de manteiga (30 g) foram armazenadas em frascos de vidro abertos, de 80
mL de capacidade, em estufa com circulagdo e renovacédo de ar TECNAL TE-394/2,
na auséncia de luz. As amostras mantidas a 60 C foram armazenadas por 40 dias e
as amostras mantidas a 110C por 72 horas. Foram determinados o indice de
peroxido (IP) e as substéncias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) nos
seguintes intervalos de tempo: a cada dois dias para as amostras armazenadas a
60C e para as amostras armazenadas a 110°C, de duas em duas horas nas
primeiras 12 horas, e de 12 em 12 horas no restante do periodo, totalizando 72
horas. As determinagdes foram realizadas em ftriplicata. Os controles consistiram de
manteiga sem adicdo de antioxidantes e manteiga adicionada do antioxidante
sintético BHT na concentracao de 200 ppm (Tabela 3).

A concentracdo de BHT foi determinada de acordo com os padrdes
estabelecidos pelo Codex Alimentarius (CODEX STAN 191-1995).



57

Tabela 3 - Delineamento experimental para avaliagdo da
) estabilidade oxidativa da manteiga
Tratamento Compostos fendlicos (ppm) Temperatura (°C)

1 200 60
2 300 60
3 400 60
4 500 60
5 1250 60
6 200 110
7 300 110
8 400 110
9 500 110
10 1250 110

Controle 1 BHT 200 ppm

Controle 2 Manteiga sem adicao de antioxidantes

4.6.1 indice de Perdxido

Os produtos primarios da oxidacao foram determinados pela medida
do indice de peroxido (IP) de acordo com AOCS, método Cd 8-53, 1996. A manteiga
foi aquecida até a fus&do (aproximadamente 60°C), com agitacéo lenta, em chapa de
baixo aquecimento. Apds a fusao, decantou-se a fase oleosa em um béquer e filtrou-
se em papel de filtro Whatman n.4 para remog¢ao da umidade. Aproximadamente 5g
de manteiga foram pesados em erlenmeyer de boca esmerilhada e adicionados de
30 mL da mistura solvente acido acético — cloroférmio (3:2 v/iv) e 0,5 mL de solugao
de iodeto de potassio saturada. A mistura foi agitada por exatamente 1 minuto, com
movimento rotatério. Apdés 1 minuto adicionou-se 30 mL de agua destilada para
parar a reacdo. A amostra foi titulada com solugcdo padrao de tiossulfato de sédio
0,01N, usando como indicador 1 mL de solugdo de amido 1%. Os resultados foram

expressos em miliequivalentes de oxigénio ativo/kg de amostra.
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4.6.2 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (produtos
secundarios da oxidagao) foram determinadas de acordo com a metodologia
modificada de Papadopoulou e Roussis (2008) e Shetty et al. (2005). 1,5g de
manteiga foram dissolvidos em 1,5 mL de cloroformio em tubo de vidro com tampa.
Adicionou-se 5 mL do reagente TBA (100 mL de solugédo estoque constituida de
15% de TCA, 0,375% de TBA e HCI 0,25M + 3 mL de solugado 2% de BHT em
etanol) e a amostra permaneceu em banho de agua em ebulicdo por 15 minutos.
Apoés resfriamento em agua por 10 minutos, a amostra foi centrifugada por 15
minutos a 2000xg em centrifuga TECNAL COMBATE. Ap6s 10 minutos, mediu-se a
absorbancia em espectrofotbmetro UV-VIS Shimadzu 1240 a 532 nm. TBARS foi
calculada através de curva padrao preparada com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) e

os resultados expressos em mol de malondialdeido/g de amostra.

4.6.3 Analise Estatistica

As analises foram realizadas em triplicada e os resultados expressos
como média * erro padrao da média das repeticdes. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de diferenca de médias de

Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONDICOES OTIMAS DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 4, Figura 8), as
condicbes experimentais 6timas para extracdo de compostos fendlicos foram 40%
de etanol durante 4 horas para alecrim, orégano, manjerona e salvia e 40% de
etanol durante 6 horas de extracdo para o tomilho. Como nao houve diferenca
significativa entre a concentracdo de compostos fendlicos nos tempos 4 e 6 horas
para alecrim, orégano, manjerona e salvia, foi determinado 4 horas como o tempo
6timo.

A eficiéncia na extracdo de compostos fendlicos € influenciada por
multiplos parametros, como temperatura, tempo de extragao, polaridade do solvente,
entre outros. Segundo Shahidi e Liyana-Pathirana (2005), a sele¢cdo de condi¢des
apropriadas € crucial para a extragdo de compostos fendlicos, ja que essas
condigdes variam de acordo com a natureza dos compostos fendlicos presentes nas

diversas plantas.

Tabela 4 — Compostos fendlicos totais nos extratos das especiarias, para o
2
planejamento fatorial 3

Concentragdo | Tempo de Compostos fendlicos totais* (EAG/mL)**

de etanol (%) | extragéo (h) Alecrim Orégano Manjerona Tomilho Salvia
1 0 2 0,4763 1,1832 1,0122 0,337° 0,3213
2 0 4 0,5563 1,674" 1,251° 0,609° 0,569"
3 0 6 0,5042 1,832° 1,303° 0,597° 0,598”
4 40 2 1,992° 4,909° 2,219° 1,726° 2,126°
5 40 4 2.440° 5,350° 2.390° 2.040° 2,280"
6 40 6 2,450° 5,400° 2.400° 2,150° 2,300°
7 80 2 0,294" 0.475° 0,736° 0,108 0,560°
8 80 4 0,327° 0,604° 0.803° 0,154 0,664°¢
9 80 6 0,346" 0.610° 0,808° 0,169 0,710°

*

Dados expressos em equivalentes de acido galico (EAG) por mililitro de extrato
** Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5%
(Tukey)
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d) Salvia officinalis L.
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Figura8 — Resposta para os efeitos de concentracdo de etanol e tempo de
extracdo sobre a concentracdo de compostos fendlicos totais das
especiarias de acordo com metodologia de superficie de resposta: a)
Rosemarinus officinalis L. (alecrim); b) Origanum vulgare (orégano); c)
Thymus vulgaris L. (tomilho); d) Salvia officinalis L. (salvia); e)
Origanum majoricum (manjerona)

Através da analise dos efeitos (Tabela 5) para as especiarias
orégano, manjerona e tomilho verificou-se que a concentragdo de compostos
fendlicos foi favorecida pela redugdo da concentragao de etanol (efeitos lineares
negativos) e pelo aumento no tempo de extragao (efeitos lineares positivos). Para o

alecrim, a maior extracdo de compostos fendlicos foi favorecida pela redugao da
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concentragcao de etanol e pela redugcado no tempo de extracédo. Os extratos de salvia
apresentaram comportamento distinto dos extratos das demais especiarias no que
diz respeito a concentragdo de etanol, ja que um aumento na concentragdo de
etanol favoreceria a extragado dos compostos fendlicos. Os resultados sugerem ainda
que a resposta obtida (concentragao de compostos fendlicos) com relagao a variavel
concentracao de etanol esta proxima ao maximo, ja que os termos quadraticos para

esta variavel foram significativos.

2
Tabela 5 — Efeitos para os extratos das especiarias no planejamento fatorial 3

Alecrim Orégano Manjerona Tomilho Salvia
Fator Efeito p Efeito p Efeito p Efeito p Efeito o]
X1(L)* -0,1896 0,163 1,000 0,001 -0,406 0,001 -0,365 0,010 0,149 0,012
X1(Q) 1,8768 0,001 4,220 0,001 1,351 0,001 1,646 0,001 1,665 0,001
X2(L)*~ -0,1793 0,182 0,362 0,030 0,181 0,018 0,243 0,039 0,200 0,004
X2(Q) 0,0973 0,369 0,109 0,314 0,068 0,171 0,089 0,226 0,068 0,077

* X1 = Concentracdo de etanol (%)
**X2 - Tempo de extracdo (h)
Os valores em negrito correspondem aos efeitos significativos a 5% de significancia.

A concentragdo de compostos fendlicos obtida para os extratos
alcodlicos de alecrim, manjerona e salvia, nas condi¢gdes 6timas de extragao, nao foi
significativamente diferente (p< 0,05) (Tabela 6). O extrato alcodlico de orégano
apresentou a maior concentragdo em compostos fendlicos, embora se saiba que a
concentracdo ndo é o unico fator a ser considerado quando se pretende avaliar o
potencial antioxidante de uma matéria-prima. Muitas vezes, a composi¢cao em
compostos fendlicos € mais significativa do que a concentragdo, no que diz respeito
a atividade antioxidante. O extrato das folhas de alecrim apresenta elevada
concentragédo de acido rosmarinico, com propriedades biolégicas bem reconhecidas
(SHAHIDI; NACZK, 1995).
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Tabela 6 — Concentragdo de compostos fendlicos totais nos
extratos alcodlicos de alecrim, orégano,
manjerona, tomilho e salvia, nas condigbes 6timas
de extragao.

Extrato alcodlico (EAG*/mL)**

Alecrim 2,440°
Orégano 5,350°
Manjerona 2 390°
Tomilho 2,150°
Salvia 2,280%¢

Dados expressos em equivalentes de
acido galico (EAG) por mililitro de extrato
Médias seguidas de mesmas letras nao
diferem entre si (Tukey, 5%)

*%

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.2.1 Sistema de Inibicdo do Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

O decaimento da absorbancia dos extratos alcodlicos de alecrim,
orégano, manjerona, tomilho e salvia quando comparado a absorbancia do controle
(etanol 95%) pode ser interpretado como a porcentagem de sequestro de radicais

livres (Figura 9).
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Figura9 — Inibigdo do radical DPPH em extratos alcodlicos

de alecrim, orégano, manjerona, tomilho e salvia.
* Tukey, 5%

O extrato alcodlico de alecrim apresentou a maior atividade
antioxidante, inibindo 74,63% do radical DPPH, seguido do extrato de salvia (59,75%
de inibicdo). Entre os extratos alcodlicos de orégano e tomilho ndo houve diferenca
ao nivel de 5% (Tukey) na inibicdo do radical DPPH (52,10 e 49,48%
respectivamente). O extrato alcodlico de manjerona apresentou a menor atividade
antioxidante, inibindo apenas 39,20% do radical DPPH.

Os resultados obtidos no ensaio utilizando o reagente Folin-
Ciocalteu sugerem que a estrutura quimica dos compostos fendlicos individuais
presentes nos extratos estdo mais relacionados a maior atividade antioxidante do
que a concentracdo de fendlicos. Segundo Shetty et al. (2005) este fato pode indicar
que uma concentragao critica de compostos fendlicos é suficiente para obter uma
atividade antioxidante desejada e depois disso ocorre um efeito de saturagao e a
presenca de fendlicos adicionais ndo aumenta a atividade antioxidante.

A alta atividade antioxidante do extrato alcodlico de alecrim é
relacionada principalmente a presencga dos diterpenos fendlicos acido carnésico e
carnosol, e do acido rosmarinico. Nas folhas frescas de alecrim o acido carndsico é
o diterpeno fendlico encontrado em maior concentragdo. Durante a extracdo dos
compostos fendlicos do alecrim, o acido carndsico € parcialmente convertido em
carnosol ou outros diterpenos, que posteriormente podem ser degradados

produzindo outros diterpenos fendlicos com estrutura lactona ou compostos com
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estrutura desconhecida. Estes compostos sdo mais lipofilicos que o acido carndsico,
mas atuam também como antioxidantes. A atividade antioxidante desses produtos
de degradacao é relativamente alta em temperaturas similares as temperaturas de
fritura. Quando comparados com outros antioxidantes, os diterpenos do alecrim
exibem maior atividade antioxidante que muitos antioxidantes fendlicos comumente
usados (NOGALA-KALUCKA et al., 2005). Segundo Cavero et al. (2005) existe uma
correlacao linear positiva entre a atividade antioxidante e a concentragdo de acido
carnésico, ou seja, quanto maior a concentragdo de acido carndésico, maior a
atividade antioxidante, avaliada pelo método de inibigcdo do radical DPPH. Segundo
0s mesmos autores, a atividade antioxidante dos extratos de alecrim pode ser
afetada, positiva ou negativamente, pela presenca de outros compostos, derivados

ou nao do acido carndsico.

5.2.2 Peroxidagéo Lipidica do Acido Linoleico

A peroxidacao lipidica do acido linoléico avaliada pela formagao de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico baseia-se na reacdo do acido
tiobarbiturico com os produtos de decomposi¢cdao de hidroperoxidos, e um dos
principais produtos formados no processo oxidativo € o malondialdeido, um aldeido
de cadeia curta (BORGES; SILVA; FERREIRA, 1999). O controle, no qual a
producdo de malondialdeido € maxima, foi utilizado para avaliar a reducao
percentual na producdo deste composto, na presenca dos extratos alcodlicos. A
producdo de malondialdeido n&o foi significativamente diferente (p< 0,05) na
presenca dos extratos alcodlicos de alecrim, manjerona e tomilho (Tabela 7, Figura
10). A maior redugdo percentual na produgdo de malondialdeido ocorreu na
presenga dos extratos alcodlicos de alecrim, manjerona e tomilho, os quais
reduziram a produgdo de malondialdeido em 60,86; 60,80; e 56,64%,
respectivamente (Tabela 7). Estes resultados indicam maior atividade antioxidante
desses extratos quando comparados aos extratos de orégano e salvia (reducdo de
44,98 e 51,60%, respectivamente, na produgdo de malondialdeido). Esses dados

corroboram com os resultados obtidos no ensaio utilizando o reagente Folin-
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Ciocalteu, reforcando a importancia da natureza dos compostos fendlicos na maior

atividade antioxidante.
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Figura 10 — Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
produzidas na presenga dos extratos alcodlicos de
alecrim, orégano, manjerona, tomilho e salvia.

*Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si (Tukey, 5%)

Segundo Wang e Zheng (2001) o tomilho apresenta flavondides e
compostos bifenilicos resultantes da dimerizagao do timol e carvacrol (componentes
do dleo essencial) e que apresentam comportamento antioxidante mais eficiente,
quando comparado com o BHT. Wang e Zheng (2001) concluiram que os compostos
fendlicos dos extratos de manjerona possuem efeito antioxidante comparavel com a-
tocoferol e BHA.
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Tabela7 - Reducédo percentual na producdo de TBARS na
presenca dos extratos alcoolicos das especiarias
TBARS (mol/mL)* Reducao na producao de TBARS (%)

Controle 1,10.10%2

Alecrim 431.107¢ 60,86
Orégano 6,06. 107P 44,98
Manjerona 432 107¢ 60,80
Tomilho 4,77.107¢ 56,64
Salvia 5,33.107° 51,60

*Meédias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si (Tukey, 5%)

5.2.3 FRAP (Poder Antioxidante pela Redugéo do Ferro)

O teste de FRAP baseia-se no fato de que a habilidade de um

2+ 3+
composto em produzir Fe a partir de Fe define sua forga antioxidante (GOULART

et al., 2007; PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

De acordo com os resultados do teste de FRAP, nesse experimento,
o extrato alcodlico de orégano apresentou o maior poder redutor, seguido dos
extratos de alecrim, manjerona, tomilho e salvia (Tabela 8).

A diferenga encontrada no valor da atividade antioxidante para as
amostras analisadas pode ser explicada nao somente pela concentracdo de fendis
totais, mas também pela variagdo que ocorre nos compostos fendlicos individuais.
As propriedades antioxidantes de compostos fendlicos unicos, dentro de uma
mesma classe fendlica, podem variar de forma notavel, de maneira que os mesmos
niveis destes compostos ndo correspondam as mesmas atividades antioxidantes
(TSAO et al., 2005). Segundo Prior, Wu e Schaich (2005) o poder de reducao parece
estar relacionado com o grau de hidroxilagdo e com a extensao da conjugagao nos
polifendis. A oxidagao ou redugao de radicais a ions bloqueia as reag¢des radicalares
em cadeia, e o poder redutor se reflete na habilidade dos compostos em modular
redox tone no plasma e em tecidos, uma vez que ions metalicos atuam como

propagadores das reagdes oxidativas.
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Tabela 8 — Valores de FRAP para os extratos alcodlicos de alecrim,
‘orégano, manjerona, tomilho e salvia

Extr:ato alcoodlico FRAP (umol de TROLOX/g amostra)
Alecrim 89,620"
Orégano 154,367°
Manjerona 87,911°
Tomilho 61,234°
Salvia 70,063°

*Medias seguidas de mesmas letras nao diferem entre si (Tukey, 5%).

5.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E DO EFEITO ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ALCOOLICO
DE ALECRIM PELO METODO DE REDUGCAO DO MTT

Compostos antioxidantes presentes em frutas, vegetais e
especiarias podem oferecer muitos beneficios a saude, como a protecao celular
contra danos oxidativos. Porém, quando consumidos em doses elevadas, estes
compostos podem nao ser efetivos ou seguros, podendo apresentar efeito toxico e
possivelmente prejudicial a saude humana. Frente a esta situagédo, torna-se
fundamental o estudo da toxicidade e da atividade biolégica destes compostos
antioxidantes, a fim de garantir que a inclusdo dos mesmos em um determinado
alimento n&o apresente risco a saude do consumidor.

Para avaliar o efeito antioxidante do extrato alcodlico de alecrim em
células pancreaticas de ratos foi primeiramente definida a concentracdo de extrato
que fornecesse pelo menos 90% de viabilidade celular. A citotoxicidade do extrato
alcodlico de alecrim foi testada utilizando as concentragées de 1000, 500, 250, 50,
25, 12,5 e 5 yg/mL de compostos fendlicos. A partir deste ensaio foi verificado que
nao é indicado trabalhar com a concentragdo de 1000 ug/mL, uma vez que nesta
concentracao verificou-se uma viabilidade média de 79,14%, ou seja, abaixo de 90%
(Figura 11). O Brian, Aherne e Kerry (2007) avaliaram o efeito da toxidez de extrato
comercial de alecrim com 7% de acido rosmarinico (p/v) em células de
adenocarcinoma de colon de caucasianos e observaram que em concentracoes

superiores a 30 ug/mL houve redugao progressiva na viabilidade celular.



69

(= = = i = - i - =

Viabilidade celular (%)

o

100
90 -
80 *
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10
500 250 50 25

Etanol 1000 125 5

Concentragao de compostos fenélicos (pg/mL)

Figura 11 — Citotoxicidade do extrato alcodlico de alecrim
* p<0,001

O extrato alcodlico de alecrim apresentou uma atividade
citoprotetora concentragdo-dependente entre 50 e 250 ug/mL. Nestas
concentragcdes, a viabilidade celular foi de 84,75 e 93,13%, respectivamente.
Entretanto, em concentragdo de 500 pg/mL, apresentou efeito pro-oxidante,
potencializando o efeito do perdéxido de hidrogénio e diminuindo ainda mais a
viabilidade celular (65,19%) (Figura 12). Pesquisas tém mostrado que o efeito
antioxidante do alecrim in vitro é devido a sua habilidade de atuar como agente
redutor e sequestrador de radicais livres, impedindo a formacédo de O2 singlete e
complexando com ions metalicos pro-oxidantes. O efeito citoprotetor pode ser
devido, em parte, a sua eficiéncia de complexagao com radicais livres e poder de
reducdo, como resultado dos seus constituintes fendlicos e/ou nao-fendlicos
(O'BRIAN; AHERNE; KERRY, 2007).

Lee et al. (2008) observaram efeito concentragdo-dependente na
viabilidade de células de fibroblastos de pulmao de ratos chineses, linhagem V 79-4,
submetidas ao estresse oxidativo com 300 uyM de H202 na presenca de extrato
metanolico de alecrim. Neste estudo, observou-se efeito protetor progressivo entre

50 e 200 pg/mL de compostos fendlicos.
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Figura 12 — Efeito citoprotetor do extrato alcodlico de alecrim no

ensaio de redugédo de MTT.
** p<0,01
*** p<0,001 comparagédo com o grupo controle com H,0,
# p< 0,001 comparagéo com o grupo controle sem H,0,

Os resultados aqui obtidos sugerem que o uso do alecrim como
antioxidante natural € seguro nas concentragdes testadas neste trabalho e, segundo
O’Brian, Aherne e Kerry (2007), devido as suas propriedades antioxidantes pode

promover efeitos benéficos a saude.

5.4 ESTABILIDADE OXIDATIVA DA GORDURA LACTEA (MANTEIGA) ADICIONADA DE
EXTRATO ALCOOLICO DE ALECRIM

Os principais fatores que afetam a estabilidade oxidativa da gordura
lactea incluem a concentragdo de acidos graxos saturados, a disponibilidade de
oxigénio, a temperatura de armazenamento, luz, a presenga de ions metalicos,
especialmente cobre e ferro e a ocorréncia natural de a-tocoferol. A gordura lactea
tem se mostrado mais estdvel a oxidagdo do que alguns Oleos vegetais,
principalmente devido ao alto conteudo de acidos graxos saturados (KAYLEGIAN;
LINDSAY, 1994).

A manteiga produzida apresentou 82,16% * 0,28 de lipidios, 2,55%

1+ 0,26 de extrato seco desengordurado e 15,29% + 0,03 de umidade. De acordo
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com a Portaria n’. 146, de 07 de marco de 1996, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1996), a manteiga deve apresentar no minimo
82,0 % de matéria gorda, e no maximo 16,0% de umidade e 2,0% de extrato seco
desengordurado.

A estabilidade oxidativa da manteiga foi acompanhada pela medida
do indice de peroxido (produtos primarios da oxidagdo) e das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (produtos secundarios da oxidagcéo) em intervalos de tempo
regulares. O indice de perdxido (IP) é convencionalmente usado como medida dos
produtos primarios oriundos da deterioragdo oxidativa de O6leos, gorduras e
alimentos que possuam esses ingredientes em sua formulagdo. O teste das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) mede a formag¢ao de produtos
secundarios da oxidacdo, como aldeidos e compostos carbonilicos, que contribuem
para o off flavour caracteristico de produtos oxidados. A atividade de antioxidantes
pode ser estimada pela determinagdo quantitativa dos produtos primarios e
secundarios da oxidagao (IQBAL; BHANGER, 2007). De acordo com os padrdes da
International Dairy Federation (IDF), o valor maximo permitido para o indice de
peréxido na gordura lactea e derivados é de 0,2 mEq de oxigénio ativo/kg de
gordura (KAYLEGIAN; LINDSAY, 1994). Ja a Legislacéo Brasileira (BRASIL, 1996),
estabelece que o limite maximo permitido para o indice de peréxido € 1,0 mEq de
oxigénio ativo/kg de gordura.

As mudancas no indice de peroxido para as amostras submetidas as

temperaturas de 110C e 60C respectivamente (Figuras 13 e 14, Tabelas 9 e 10), e

os valores de TBARS para as amostras submetidas a 110C e 60°C,
respectivamente, (Figuras 15 e 16, Tabelas 11 e 12), apresentaram aumento em

funcido do tempo de armazenamento e da temperatura.
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Figura 13— Variacao do indice de peréxido da manteiga sem adicédo de
antioxidantes, adicionada de BHT e de diferentes
concentragcdes de compostos fendlicos do extrato alcodlico
de alecrim em funcdo do tempo de armazenamento, na

o
temperatura de 110 C.
Tabela 9 — Variacdo no indice de perdoxido em fungdao do tempo para as
(o]
amostras de manteiga submetidas a temperatura de 110 C
Indice de peréxido (mEqg/kg)
Tempo
(h) Controles Compostos fendlicos (ppm)
BHT
Manteiga 200 300 400 500 1250
200 ppm

0 0,6892 0,689° 0,689° 0,689° 0,689° 0,689° 0,689°
2 1,035° 0,695° 0,686° 0,687° 0,665° 0,685° 0,804°
4 1,283° 0,6872 0,6852 0,692° 0,6682 0,6872 1,003°
6 1,394° 0,692° 0,724° 0,691° 0,690° 0,6642 1,230°
8 1,470° 0,6912 0,770° 0,695° 0.678° 0,685 1,258°
10 1,637 0,732° 0,814° 0,687 0,6542 0,652 1,261°
12 1,8029 0,740° 0,817° 0,690° 0,6532 0,699° 1,260°
24 2,372 0,906° 0,915 0,963" 0,6612 0,810° 1,263°
36 3,771 0,964° 0,929' 1,040° 0,789° 1,008° 1,256°
48 4,689 1,261 1,418° 1,215° 0,827° 1,121° 1,890
60 5,881" 1,3919 1,422° 1,420° 0,914° 1,313 2,4559
72 6,539 1,542" 2,020 1,700' 1,010° 1,7899 3,905"

*Médias seguidas de mesmas letras na mesma coluna ndo diferem entre si (Tukey,

5%).
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Figura 14 — Variagao do indice de peréxido da manteiga sem adi¢ao de
antioxidantes, adicionada de BHT e de diferentes
concentracdes de compostos fendlicos do extrato alcodlico
de alecrim em fungdo do tempo de armazenamento, na

[e]

temperatura de 60 C.

Tabela 10 — Variagao no indice de peréxido em funcdo do tempo para
as amostras de manteiga submetidas a temperatura de

o
) 60 C
Indice de peréxido (mEq/kg)
Tempo .
(dias) Controles Compostos fendélicos (ppm)
BHT
Manteiga 200 ppm 200 300 400 500 1250
0 0,324° 0,324° 0,3247 0,324° 0,324° 0,324° 0,324°
2 0,360%° 0,393° 0,351° 0,325° 0,331° 0,330° 0.511°
4 0,435"¢ 0,387° 0,369° 0,346°" 0,340° 0.330° 0,749°
6 0,495°° 0,386° 0,468° 0,351°¢ 0,339° 0,389° 0,751°
8 0,535" 0,388° 0,433° 0,360° 0,359° 0,469° 0,899°
10 0,684° 0,463° 0,589° 0,464° 0,353° 0,612° 0,993°
12 0,727¢ 0,6097 0,591° 0,492° 0,359° 0,603 1,067
14 0,813 0,690° 0,620° 0,586° 0,355° 0,638° 1,2337
16 0,835' 0.691° 0,622° 0,600° 0,395° 0,689 1,230°
20 0,973° 0,694° 0,659" 0,679 0,427° 0,754° 1,335"
22 1,336" 0,692° 0,642 0,745° 0,490° 0,829" 1,459
25 1,632 0,741 0,658 0,798" 0,547 0,872 1,608
30 1,984 0,810° 0,775° 0,886’ 0,601° 0,964 1,975
35 2,297 0,878" 0,891" 0,961 0,681" 1,042 2,090
40 2,742 0,946 0,995 1,003 0,700 1,136 2,268

*Médias seguidas de mesmas letras na mesma coluna nao diferem entre si (Tukey,
5%).
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Figura 15— Produgido de TBARS na manteiga sem adi¢cao de antioxidantes,
adicionada de BHT e de diferentes concentragdes de
compostos fendlicos do extrato alcodlico de alecrim em funcgéo

o
do tempo de armazenamento, na temperatura de 110 C.

Tabela 11 — Producdo de TBARS em funcdo do tempo para as amostras de
o
manteiga submetidas a temperatura de 110 C
' TBARS (mol/kg)

Tempo
h) Controles Compostos fendlicos (ppm)
BHT
Manteiga 200 300 400 500 1250
200 ppm

0 2,996E-09° 2,996E-09" 2,996E-09° 2,996E-09° 2996E-09° 2,996E-09" 2,996E-09°
2 4,496E-09° 3,122E-09° 2,976E-09° 2,976E-09° 2913E-09° 2,955E-09° 3,517E-09°
4 5,579E-09° 2976E-09° 2,955E-09° 3,059E-09° 2,851E-09° 2,934E-09¢° 4,559E-09°
6
8

6,246E-09° 3,101E-09° 3,142E-09° 3,038E-09° 3,017E-09° 2,913E-097 5,542E-09°

6,558E-09° 3,080E-09% 3,351E-09° 3,101E-09° 3,059E-09° 2,955E-09% 5,808E-09°
10 7,536E-09" 3,184E-08° 3,601E-09" 3,017E-09° 2,934E-09° 2,913E-09° 6,037E-9°
12 7,540E-09° 3,190E-09° 3,631E-09° 3,117E-09° 2,964E-09° 2,931E-09° 6,077E-09°
24 1,083E-08" 3,996E-09° 4,163E-09' 3,892E-09"° 3,267E-09° 3,559E-09° 6,225E-09°
36 1,662E-08' 4,392E-09° 4,309E-09' 4,559E-09° 3,517E-09° 4,600E-09° 6,287E-09°
48 2,041E-08' 5517E-09" 6,496E-09° 5,767E-09° 3,601E-09° 5,371E-09° 8,578E-09'
80 2,559E-08" 6,391E-09° 6,558E-09° 6,371E-09° 4,121E-09° 5,975E-09° 1,106E-08°
72 2,940E-08' 7.453E-09" 1,037E-08" 8,661E-09" 4,517E-09° 8,287E-09° 1,670E-08"

*Medias seguidas de mesmas letras na mesma coluna nao diferem entre si (Tukey,
5%).
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Figura 16 — Producdo de TBARS na manteiga sem adicdo de antioxidantes,
adicionada de BHT e de diferentes concentracbes de
compostos fendlicos do extrato alcodlico de alecrim em funcgao

o
do tempo de armazenamento, na temperatura de 60 C.
Tabela 12 - Producdo de TBARS em funcdo do tempo para as amostras de
(o]
manteiga submetidas a temperatura de 60 C
' TBARS (mol/kg)
Tempo o
(dias) Controles Compostos fendlicos (ppm)
1as
BHT
Manteiga 200 300 400 500 1250
200 ppm

0 7,683E-10@ 7,683E-10° 7,683E-10° 7,683E-10° 7,683E-10° 7,683E-10° 7,683E-10°
2 1,393E-09° 7,683E-10° 9,5657E-10° 8,516E-10° 8,099E-108 9,349E-10° 2,164E-09°
4 2,080E-09° 7,683E-10° 2,288E-09° 9,349E-10° 8307E-10° 1,789E-09° 3,684E-09°
6 2,518E-09° 1,351E-09" 2,622E-09° 1,039E-09° 7.891E-10° 2,518E-09° 4,267E-09°
8 2,705E-09° 1,976E-09° 4,809E-09° 1,081E-09° 8515E-10° 2,601E-09° 6,831E-09°
10 5,704E-09° 2,997E-09° 5767E-09° 2,039E-09° 8307E-10° 2,768E-09° 7,745E-09'
12 6,079E-09° 3184E-09° 6,454E-09° 2080E-09° 8724E-10° 3,746E-09° 7,995E-09'
14 9,245E-097 4,329E-09" 6,891E-09° 2,747E-09° 8099E-10 4,038E-09" 1,358E-087
16 1,043E-087 4,829E-09° 7,786E-09' 2,872E-09° 9,349E-10° 4,913E-097 1,353E-087
20 1,289E-08" 5288E-09" 8,328E-09° 5,662E-09° 2,018E-09° 6,099E-09" 1,458E-08"
22 1,462E-08' 4,996E-09° 8,536E-09° 6,016E-09" 2,476E-09° 9,765E-09' 1,576E-08'
25 1,755E-08" 6,079E-09" 9,182E-09" 6,683E-09° 2,705E-09° 1,083E-08" 1,755E-08’
30 2,022E-08% 9,182E-09' 9,369E-09" 9,849E-09 3,163E-09° 1,285E-08' 2,019E-08
35 2,149E-08' 1,066E-08' 1,187E-08' 1,287E-08° 5642E-09° 1,501E-08° 2,145E-08'
40 2,389E-8™  1,254E-08% 1,311E-08 1,333E-08* 6,120E-09? 1,653E-08° 2,357E-08"

*Meédias seguidas de mesmas letras na mesma coluna nao diferem entre si (Tukey,

5%).
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Os compostos fendlicos reduziram a taxa de oxidagdo da manteiga
nas duas temperaturas em relacédo a formagao e decomposicao de peréxidos.

Na temperatura de 110°C, observou-se um rapido aumento na
producdo de peroxidos na manteiga sem adigdo de antioxidantes e com 1250 ppm
de compostos fendlicos. A presenga do antioxidante sintético BHT garantiu
estabilidade oxidativa de até 8 horas, e a partir deste tempo, observou-se aumento
significativo na concentragéo de perdxidos. O maior efeito antioxidante foi atribuido a
concentracdo de 400 ppm de compostos fendlicos, onde houve a menor formagao
de peroxidos. Nesta concentragdo, a manteiga permaneceu estavel por 24 horas a
110°C, e em comparagédo ao BHT, aumentou o periodo de indugédo da oxidagdo em
16 horas. Compostos fendlicos em concentragcbes elevadas (1250 ppm) podem
apresentar efeito pré-oxidante, devido principalmente a sua alta reatividade e
participacdo nos processos de iniciagdo (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER,
2008). De acordo com Kaylegian e Lindsay (1994), os compostos fendlicos da classe
dos tocoferois apresentam propriedades antioxidantes em concentragdes inferiores a
500 ppm, mas em concentragbes elevadas (1000 ppm) podem apresentar
caracteristicas pro-oxidantes.

As amostras armazenadas a 60°C tiveram comportamento
semelhante aquelas armazenadas a 1100C. A manteiga sem adigdo de
antioxidantes e adicionada de 1250 ppm de compostos fendlicos apresentou rapido
aumento na producio de peroxidos. A adicdo de 400 ppm de compostos fendlicos
aumentou a estabilidade oxidativa da manteiga em 4 dias (96 horas), quando
comparada ao antioxidante sintético BHT na concentragdo de 200 ppm, indicando
ser a concentracao 6tima de compostos fendlicos nas condi¢cdes dos ensaios.

A producgao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
para as amostras armazenadas a 110 e 60°C seguiu a mesma tendéncia observada
na formagao de peréxidos. Observou-se a maior formagao de produtos secundarios
da oxidagdo na manteiga sem adigédo de antioxidantes e adicionada de 1250 ppm de
compostos fendlicos, a 110 e 60°C, resultado condizente com a maior produgdo de
peréxidos. A adigao de 400 ppm de compostos fendlicos levou a menor formacéao de
compostos secundarios da oxidagao, ja que nesta concentracdo a geragdo de
peroxidos foi minima.

Uma das consequéncias mais importantes decorrentes da oxidacao

da gordura lactea é a formacao de off flavours. Este processo resulta em mudancgas
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quimicas complexas que aumentam a formagdo de compostos de degradacéao
volateis e nao volateis. Os aldeidos formados durante a oxidagao sao os principais
responsaveis pelo off flavour caracteristico associado a gordura lactea oxidada.
Outros produtos resultantes da oxidagdo incluem cetonas, alcodis, lactonas e
hidrocarbonetos saturados e insaturados. Os termos comumente usados para
descrever o off flavour da gordura lactea oxidada sao painty (que cheira a pintura),
grassy (odor de grama recém cortada), tallow (odor de sebo), oily (oleoso, cheiro de
gordura), cardboard (papeléo), fishy (de peixe), metallic (metalico), mushroomy (de
cogumelo) e cucumber- and melon-like (como pepino e meldao) (KAYLEGIAN;
LINDSAY, 1994).

Os compostos fendlicos utilizados como antioxidantes eliminam, ou
pelo menos interrompem, a deterioragédo de 6leos e gorduras nos primeiros estagios,
e assim retardam a instalacdo da reacao, e descobriu-se que sao eficientes somente
a partir de um periodo especifico. Pode-se partir da hipétese de que os antioxidantes
fendlicos inibem a peroxidagao “a custa de sua propria bioatividade”, e assim se
decompdem e se deterioram com o decorrer do tempo (ANWAR; BHANGER; KAZY,
2000). Diante desta perspectiva, somente aqueles antioxidantes que apresentam
boa eficiéncia apds periodos prolongados e condigbes drasticas, devem ser
considerados (IQBAL; BHANGER, 2007; SHAHIDI; NACZK, 1995).

A alta capacidade antioxidante dos compostos fendlicos pode ser
devida a inumeros grupos ativos que podem atuar como antioxidantes e é possivel
que o aumento no efeito antioxidante seja atribuido ao sinergismo entre varios
desses grupos ativos (KAYLEGIAN; LINDSAY, 1994). Os fendlicos sdo mais ativos
quando presentes em misturas, como aqueles com atividade mais alta que
facilmente sofrem oxidagédo, enquanto que os fendis menos reativos regeneram os
mais ativos. O acido rosmarinico € mais polar que o acido carndsico e o carnosol,
principais compostos fendlicos encontrados no extrato alcodlico de alecrim, por isso,
ele foi localizado principalmente na fase aquosa continua. Os acido carnédsico e
carnosol, com menor polaridade, foram localizados na interface agua/éleo onde
inativavam os radicais livres, evitando a decomposicdo do hidroperoxido
(LEGARRETA et al., 2009).

As correlagbes encontradas entre os indices de perdxido e os
valores de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Figura 17) reforgcam

a teoria de que a formacao de produtos secundarios da oxidagado depende da taxa
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de formacado de perdxidos, pois quanto maior a formacado dos peroxidos, maior a
concentracdo dos seus produtos de degradagdo, maiores responsaveis pelas

alteragdes sensoriais e nutritivas de éleos e gorduras.
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manteiga adicionada de 400 ppm de compostos fendlicos de extrato alcodlico

o]
de alecrim a 110 C.
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2+ 3+
Os ions metalicos Cu e Fe , presentes naturalmente no leite e em

seus derivados, atuam como agentes pro-oxidantes da oxidagao lipidica. Tanto a
forma reduzida como oxidada desses ions podem decompor hidroperéxidos em
radicais livres e em outros produtos de degradacgéo, acelerando a taxa tanto de

formagdo quanto de degradacgao de peroxidos. O potencial padrdo de redugédo do

3+ 2+ 3+
Fe comparado ao do Cu sugere que o Fe ¢é um agente oxidante muito mais forte

2+ 2+
que o Cu . Porém, o ion Cu no leite € mais pré-oxidante que o ferro, sendo

considerado o principal ion catalisador da oxidagdo da gordura do leite (O’'CONNOR,;
O’BRIEN, 2006).
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6 CONCLUSAO

As condicdes otimas de extracdo dos compostos fendlicos foram
40% de etanol durante 4 horas para alecrim, orégano, salvia e manjerona, e 40% de
etanol durante 6 horas para tomilho.

O extrato de alecrim apresentou maior atividade antioxidante na
inibicdo do radical DPPH.

Nao houve diferenca significativa na atividade antioxidante entre os
extratos de alecrim, manjerona e tomilho, avaliada pela peroxidagdo do acido
linoléico.

O extrato de orégano se destacou pelo maior poder antioxidante no
método de reducgéao do ferro (valor de FRAP).

Na avaliacdo da toxicidade do extrato alcodlico de alecrim in vitro
observou-se uma atividade citoprotetora concentracdo-dependente entre 50 e 250
pMg/mL. O uso do alecrim como antioxidante natural € seguro nas concentracdes
testadas.

A manteiga obteve maior estabilidade a oxidagcdo, com a adigao de
extrato alcodlico de alecrim na concentragcao de 400 ppm nas temperaturas de 110°C

e 60°C.
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