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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante de
extratos de especiarias, na forma de oleoresinas, aplicados em 6leo de soja e sua
repercussao sobre o perfil lipidico in vivo. O trabalho experimental foi dividido em
quatro ensaios. No Ensaio |, a atividade antioxidante das oleoresinas de orégano,
manjericao e tomilho, em diferentes concentracdes, foi avaliada no 6leo de soja por
meio da estabilidade oxidativa. As duas oleoresinas mais efetivas, orégano e
tomilho, foram selecionadas na concentracdo de 3.000 mg.kg' para serem
submetidas aos ensaios posteriores. Nos Ensaios Il e lll, o 6leo de soja adicionado
das oleoresinas de orégano e tomilho ou da mistura das mesmas foi submetido a
termoxidacao (180°C/30 horas) e ao teste acelerado em estufa (60°C/10 dias), cujas
amostras foram tomadas nos intervalos de tempo de 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 horas
e 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias, respectivamente. As amostras termoxidadas foram
analisadas quanto a estabilidade oxidativa, indice de peroxidos, dienos conjugados,
compostos polares totais e perfil de acidos graxos, enquanto que as amostras do
teste acelerado em estufa foram analisadas quanto ao indice de perdxidos e dienos
conjugados. No Ensaio IV a atividade antioxidante e hipolipemiante das oleoresinas
foram avaliadas in vivo, utilizando ratos Wistar alimentados com dieta
hipercolesterolémica e suplementagdo das oleoresinas por gavagem (16 mg.kg™).
No sangue coletado apds o experimento foram realizadas analises de perfil lipidico
(colesterol total e fracdes, triglicérides) e oxidacdo da LDL. A partir dos resultados
obtidos, verificou-se que em elevada temperatura, termoxidacao, as oleoresinas
aplicadas de forma isolada apresentaram um poder antioxidante maior que o
antioxidante TBHQ, entretanto, a mistura das concentragdes, promoveu maior
estabilidade ao 6leo e menor formacé&o de compostos polares, assim como menor
formacdo de acidos graxos saturados em detrimento aos acidos graxos mono €
poliinsaturados. No teste acelerado em estufa, as oleoresinas isoladamente néo
conseguiram proteger o 6leo na mesma proporcao que o TBHQ, mas a mistura das
oleoresinas e consequiente aumento da concentracdo foi tao eficiente quanto o
antioxidante sintético. Os resultados in vivo indicaram que a suplementacdo com a
oleoresina de orégano foi a mais efetiva na diminuicdo do colesterol total e aumento
da fragdo HDL. A suplementacdo de oleoresinas nao apresentou efeitos positivos

em relacao aos indices de triglicérides e auto-anticorpos contra LDL oxidada.
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ABSTRACT

This study aims at evaluating the antioxidant activity of spice extracts, in form
of oleoresins, applied in soybean oil and its repercussion on the lipid profile in vivo.
The experiment was divided into four tests. Test | evaluated the antioxidant activity of
oleoresins oregano, basil and thyme, in different concentrations, in soybean oil by
means of oxidative stability determination. The most effective oleoresins, oregano
and thyme, were selected in a concentration of 3.000 mg.kg” and subjected to the
subsequent tests. In the Tests Il and lll, the soybean oil containing either oregano
and thyme oleoresins or the mixture of both, was subjected to thermal oxidation
(180°C/30 hours) and to the Schaal oven test (60°C/10 days). The samples were
taken in time intervals of 0, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 hours and 0, 2, 4, 6, 8 and 10
days, respectively. The thermal oxidated samples were analyzed concerning their
oxidative stability, peroxide value, conjugated dienes, total polar compounds and
fatty acids profiles, while the samples from the Schaal oven test were analyzed
concerning their peroxide value and conjugated dienes. Test IV evaluated the
antioxidant and hypolipemiant activities of oleoresins in vivo using Wistar rats that
were fed in a hypercholesterolemic diet and oleoresin supplementation by gavage
(16 mg.kg"). The blood collected after the experiment had its lipid profile (total
cholesterol and fractions, triglycerides) and LDL oxidation analyzed. Considering the
results obtained, it was possible to verify that the oleoresins applied isolatedly
presented an antioxidant power greater than the TBHQ antioxidant in high
temperatures, thermal oxidation. However, the mixture of concentrations gave more
stability to the oil and reduced the formation of polar compounds. It also reduced the
formation of saturated fatty acids in detriment of mono and polyunsaturated fatty
acids. In the Schaal oven test, the oleoresins isoladetly could not protect the oil as
the TBHQ could. On the other hand, the mixture of oleoresins and consequent
increase of concentration were as effective as the synthetic antioxidant. The results
in vivo indicated that the supplementation with oregano oleoresin was the most
effective regarding the reduction of total cholesterol and increase of the HDL fraction.
The supplementation of oleoresins did not present positive effects regarding the
triglycerides values and auto-antibodies against LDL-ox.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Curvas cinéticas do potencial antioxidante das oleoresinas no
sistema B-caroteno/acido liNOIGICO ........cccccuueueueeneiiiieeeee,

Figura 2 — Estabilidade oxidativa do 6éleo de soja em diferentes concentracdes
das oleoresinas de orégano € tomilN0 ............evveviviiiiiiiiiiiiiiiieee,

Figura 3 — Médias de estabilidade oxidativa para interagdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento @ 180°C .........cccceiiimmiiiiiiiieeee,

Figura4 — Médias de indice de perdxidos para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento @ 180°C ........ccccoiiiiiiiniiieee,

Figura5 — Médias de dienos conjugados para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento @ 180°C ........cccceeiueemnneieniineeeee,

Figura 6 — Médias de compostos polares totais para interacao Tratamentos x

Tempos de aquecimento @ 180°C ........cccccccurnnnnnieiiieeeeee,

Figura 7 — Cromatogramas da composicdo em acidos graxos do 6leo de soja
adicionado de mistura das oleoresinas no tempo inicial(a) e no

tempo final (b) da termoxidagcao a 180°C ..o,

Figura 8 — Meédias de acidos graxos saturados para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento @ 180°C .........cccoiiiiiiniiiie,

Figura9 — Médias de acidos graxos monoinsaturados para interacao

Tratamentos x Tempos de aquecimento a 180°C .........ccccccvvvvvrnnnnnee

Figura 10 —Médias de 4&cidos graxos poliinsaturados para interagéao

Tratamentos x Tempos de aquecimento a 180°C ..........ccccecvviveeeennn,

Figura 11 —Médias de indice de perdxidos para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento @ 60°C ........cccccceiiinmnmmnieiieeeee,

Figura 12 —Médias de dienos conjugados para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento @ 60°C .........cccccceiinmnmmnmiiniieeeeee

11



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 -

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

LISTA DE TABELAS

Constituintes das oleoresinas estudadas .........ccoeeveeeeeeieeeeieiereiiieeeean,

Atividade antioxidante (AA), em porcentagem, das oleoresinas pelo
sistema B-caroteno/acido liNOIEICO ........ccovvviieiiieeiiieeeeeceee e,

Teor de fendlicos totais, expresso em mg de equivalente de acido
galico por 100 g de 0leoresinga .......ccccveeeeeeeeeeeiiciiieeeeee e,

Médias da estabilidade oxidativa para as diferentes concentracdes

das oleoresinas adicionadas em 6leo de S0ja ........cceveeeriiiiiiiiiiieeennnn,
Fatores de protecéo para as oleoresinas aplicadas no 6leo de soja....

Fatores de protecdo para as oleoresinas aplicadas no éleo de soja
com base na formacao de compostos polares .........ccccceveveeeevennnnnnee.

Médias do perfil de acidos graxos para todos os tratamentos nos
tempos 0, 15, 30 horas durante a termoxidagao .........ccceceeeeeeeeeeeeeeenn,

Composicao das dietas utilizadas no ensaio biol6gico ......................

Valores médios de ganho de peso corporal e Coeficiente de
Eficiéncia Alimentar (CEA) dos animais em funcdo das diferentes
dietas e suplementacgdes utilizadas ..........cccccceumriiiiiiiiiiiiii

Tabela 10 —Valores médios dos parametros bioquimicos séricos dos animais

em funcao das diferentes dietas e suplementacdes utilizadas ...........

Tabela 11 —Valores médios da determinacao de auto-anticorpos contra LDL-0x,

expressos em indice de Reatividade (IR), dos grupos em funcéo
das diferentes dietas e suplementagdes utilizadas ............cccccuvvnnneeee.

12



13

INTRODUCAO

Diante das varias implicacées dos lipidios na saude, o seu comportamento,
metabolismo e fungbes sdo hoje muito estudados. Os lipidios sdo substancias
altamente instaveis, sujeitas a drasticas mudancas em suas caracteristicas
organolépticas, propriedades funcionais e valor nutricional.

A deterioracé@o oxidativa dos lipidios € uma das reagbes mais importantes e
freqUientes nos alimentos onde estédo presentes. Este fenébmeno provoca ha algum
tempo interesse nos pesquisadores, devido as conseqiéncias geradas no alimento e
pelo intenso uso de 6leos e gorduras como matéria-prima alimentar e industrial.

A aplicacdo de antioxidantes é um dos caminhos mais simples para reduzir
ou minimizar estas alteracoes, entretanto, o emprego de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade.

Durante as ultimas décadas a preocupacédo do consumidor em relacdo a
qualidade dos alimentos cresceu consideravelmente, associada a procura por
alimentos funcionais ou componentes alimentares ativos fisiologicamente, também
designados bioativos. Paralelamente objetiva-se a redugcéo do emprego de produtos
sintéticos em alimentos industrializados fortalecendo o apelo de que o alimento deve
desempenhar fungdes terapéuticas e ainda nao trazer riscos a saude.

Na utilizacdo de antioxidantes naturais destacam-se dois aspectos
nutricionais importantes, seu efeito positivo tanto na conservacdo da qualidade do
alimento, podendo substituir os antioxidantes sintéticos, quanto na preservagéo da
saude humana, por minimizar danos oxidativos, principalmente nas doencgas
cardiovasculares.

Tanto no Brasil como em todo o mundo, as doengas cardiovasculares estao
entre os maiores riscos de mortalidade. Uma das agbes mais eficazes para a
diminuicdo das estatisticas de mortalidade e morbidade por doenca arterial
coronariana é o controle do perfil lipidico. A mudanca de estilo de vida, incluindo a
adocdo de novos habitos nutricionais, € uma das abordagens indicadas para
prevenir e tratar a doenca. Uma opcéao seria a introducdo de antioxidantes naturais
na dieta habitual que, devido a presenca de componentes bioativos os caracterizam
como alimentos funcionais.

As especiarias, fontes naturais de antioxidantes, sdo tradicionalmente

utilizadas como ingredientes, o que permite que sejam facilmente utilizadas nesse
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processo de substituicdo dos antioxidantes sintéticos e desta forma, apresentar
potencializacdo da estabilidade oxidativa dos produtos alimenticios.

Com esta perspectiva, somando-se a restricdo do uso em alimentos de
antioxidantes sintéticos, tem aumentado o interesse na pesquisa de substancias
naturais com atividades antioxidantes.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a atividade
antioxidante de extratos de especiarias, na forma de oleoresinas, aplicados em 6leo
de soja e sua repercussao sobre o perfil lipidico in vivo.

Para tanto, os objetivos especificos do presente trabalho foram:

» Determinar a atividade antioxidante em diferentes concentracbées das oleoresinas
(orégano, manjericao e tomilho) aplicadas no 6leo de soja;

e Avaliar o efeito isolado e combinado das oleoresinas, em 6leo de soja, sob
diferentes condicdes de oxidagao;

» Avaliar o efeito antioxidante e hipolipemiante das oleoresinas sob o perfil lipidico

e a oxidagao da fragéo LDL in vivo.
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CAPITULO 1 - Revisao da literatura
Especiarias como antioxidantes naturais: aplicacoes em alimentos e

implicacao na saude
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Resumo

O crescente interesse na substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais
em alimentos tem fomentado a pesquisa sobre fontes vegetais, caracterizagédo de
matérias-primas e identificacdo de novos compostos antioxidantes. As reacdes de
oxidacdao ndo sdo uma preocupagao exclusiva das industrias alimenticias, seu
estudo € também amplamente necessario para evitar implicagdes indesejaveis na
saude humana. O objetivo desta revisdo, depois de apresentar aspectos gerais
sobre a oxidacao, € concentrar-se nos beneficios da utilizacao das especiarias como
antioxidantes naturais, em especial as da familia Labiatae, amplamente utilizadas na

culinaria brasileira.

Palavras-chave: oxidacao, antioxidantes naturais, especiarias.
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1.1. Introducao

A oxidacdo lipidica que ocorre nos produtos alimentares € uma das
principais preocupagdes em Tecnologia de Alimentos. E responsavel por odores e
sabores desagradaveis nos produtos, com conseqlente diminuicdo da seguranca e
qualidade nutricional, causados pela formacdo de compostos potencialmente
téxicos. Sua prevencdo € economicamente importante e fundamental para a
protecao da saude humana (TSAI; TSAI; SU, 2005).

Os antioxidantes apresentam-se como uma alternativa para prevenir a
deterioracdo oxidativa dos alimentos e minimizar os danos oxidativos nos seres
vivos. Como o emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos tem
sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade, demonstrando a
possibilidade desses antioxidantes apresentarem alguma toxidez (BAUER et al.,
2001), pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais que
exibam esta propriedade funcional (MELO; GUERRA, 2002).

A prépria exigéncia do consumidor reforca o mercado potencial dos
antioxidantes naturais, uma vez que existe grande desconforto de uma parcela da
populagcdo em manter a aquisicdo e consumo de alimentos industrializados, cuja
producdo reconhecidamente envolva o emprego de substanciais quantidades de
aditivos sintéticos (AMAROWICZ et al., 2004; VALENTAO et al., 2002).

O inicio do novo milénio, com o aumento da expectativa de vida e as
crescentes informagdes divulgadas sobre saude, levam o consumidor a procurar
cada vez mais uma alimentacdo saudavel para a prevengdo das doencgas.
Paralelamente, os avangos da ciéncia permitem um melhor conhecimento sobre as
propriedades dos alimentos.

Diversas ervas e especiarias culinarias ja foram relatadas por possuirem
atividades antioxidantes, sugerindo, inclusive, potencial benéfico a saude humana
(YANISHLIEVA; MARINOVA; POKORNY, 2006).

Apesar das evidéncias bioquimicas, clinicas e epidemiolégicas crescentes
para muitos dos compostos funcionais, ndo existe ainda um consenso cientifico
estabelecido que suporte decisdbes no ambito de politicas mais globais de saude
publica referente a seu uso. Ha necessidade, entdo, de aprofundar o campo de
pesquisa relativo a identificacdo destes compostos € seus mecanismos de acao
bioldgica e a elaboragéo de alimentos dirigidos as finalidades especiais de saude.

Essas consideragdes apontam a importancia do estudo das especiarias
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como antioxidantes naturais, de modo a minimizar os processos oxidativos e
prevenir alteragcdes metabdlicas no organismo humano, tema que sera objeto desta

revisao.

1.2. Oxidacao e producao de radicais livres

Oxidagéo lipidica € um fenémeno complexo induzido por oxigénio na
presenca de catalisadores, tais como calor, radicais livres, luz, pigmentos e ions
metalicos (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007). O mecanismo de
oxidagédo pode ocorrer nos tecidos animais e vegetais e em produtos obtidos dos
mesmos como 06leos e gorduras.

Existem trés formas nos quais os 6leos podem sofrer oxidacado, a saber:
autoxidacao, fotoxidacdo e termoxidacdao (BERGER; HAMILTON, 1995). Todas
estas rotas contribuem para diminuir sua qualidade e modificar sua estrutura, devido
a degradacgédo de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos essenciais, além de
afetar a integridade e seguranca dos alimentos, através da formacao de compostos
potencialmente téxicos (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

A autoxidagao, reacdo complexa catalisada por fatores extrinsecos, se inicia
com a formacdo de radicais livres e, ocorre principalmente nos &cidos graxos
insaturados, devido a instabilidade eletronica que as duplas ligagcdes apresentam,
tornando os hidrogénios ligados aos carbonos, onde as insaturacbes estado
localizadas, mais faceis de serem retirados da cadeia carbénica (NAWAR, 1996;
SALEM JR., 1999).

De acordo com Gordon (2001), a autoxidagdo de um 6leo ocorre por meio de
um processo em cadeia, que envolve uma sequéncia de reacdes: formacao do
radical livre em condicdes favorecidas por luz e calor (fase de iniciacdo), formacao
de peréxidos e hidroperdxidos (fase de propagacédo) e formagdo de produtos
estaveis de oxidacgao, tipo aldeidos e cetonas (fase de terminacao).

A fotoxidagcao € outro mecanismo proposto para a degradagao oxidativa dos
Oleos, tendo em vista que a reagdo direta dos substratos lipidicos com o oxigénio
atmosférico é termodinamicamente improvavel de acontecer (GORDON, 1990). A
reacdo € promovida essencialmente pela radiacdo UV em presenca de
sensibilizadores, envolvendo a participacdo do oxigénio singlete como intermediario
reativo (NAWAR, 1996).

Os hidroper6xidos formados durante o processo de oxidacao lipidica sao



Especiarias como antioxidantes naturais: aplicagdes em alimentos e implicagdo na saide | 19
Del Ré, P. V.; Jorge, N. (2010)

essencialmente inodoros, contudo eles se decompéem em uma grande variedade de
compostos secundarios volateis e nao-volateis (WARNER, 2002), Os compostos
volateis sdo parcialmente eliminados em processos de aguecimento do 6leo e sua
importancia esta relacionada com as caracteristicas sensoriais (JORGE, 2004). Ja
os produtos de degradacao nao volateis sdo de grande interesse sob o ponto de
vista nutricional, j& que fazem parte da dieta ao permanecerem dissolvidos no 6leo e
serem, portanto, incorporados aos alimentos (WARNER, 2002).

Estudos revelam que alimentos alta ou moderadamente oxidados séo
bastante aterogénicos e que o colesterol oxidado parece ser particularmente,
perigoso. Seus produtos de oxidagcdo, denominados Oxidos de colesterol, que
compreendem um vasto nimero de compostos, promovem a aterosclerose, além de
danos mutagénicos, citogénicos e arteriais (ADEGOKE et al., 1998).

Araujo (2004) afirma que os perdxidos afetam a atividade de diversas
enzimas, alteram as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que estao envolvidas no
desenvolvimento de lesdes arterioscleréticas. Acredita-se que a oxidagado das LDL
seja a principal causa de doencas cardiovasculares e a decomposi¢cao de peroxidos
formados pela acéo da lipoxigenase pode ser o mecanismo inicial da oxidacao da
LDL.

Os hidroperoxidos e seus produtos também podem reagir com proteinas,
alterando o valor nutritivo, as propriedades reoldgicas e as caracteristicas sensoriais
dos alimentos. Os aminoacidos livres, principalmente a metionina, cistina, histidina,
lisina e residuos de outros aminoacidos sofrem substancial oxidagdo na presenga de
radicais livres (JADHAV et al., 1995). Como consequiéncia, tem-se uma diminuicao
da digestibilidade e biodisponibilidade de aminoacidos essenciais, reducao da
solubilidade das proteinas e alteracdo na textura e cor dos alimentos (FERRARI,
1998; JADHAV et al., 1995; KIRK, 1984).

No organismo humano a oxidacdo de biomoléculas e producao de radicais
livres sdo partes integrais do metabolismo. Os radicais livres sdo moléculas
instaveis, pelo fato de possuirem um numero impar de elétrons. Para atingir a
estabilidade, estas moléculas necessitam adquirir elétrons e, portanto, reagem com
a maioria dos compostos vizinhos, oxidando-os (SANCHEZ-MORENO, 2002).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) sao
continuamente produzidas no organismo e, em concentracées fisioldgicas,

desempenham funcdes essenciais relacionadas a sinalizacdo do ciclo celular, a
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defesa imunoldgica (RIBEIRO et al., 2005) e a biologia reprodutiva (SANOCKA;
KURPISZ, 2004). Entretanto, em concentragbes supra-fisiologicas e deficiéncia no
sistema protetor, ocorre um desequilibrio entre agentes agressores e defensores,
caracterizando o estresse oxidativo.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é inevitdvel no
metabolismo aerdbico do organismo. Este termo é freqlentemente utilizado para
descrever nao somente radicais livres como: radical hidroxila (OH"), &nion radical
superdéxido (02 ), 6xido nitrico (NO°) e radical peroxila (ROO*), mas também os que
nao sao radicais livres como peréxido de hidrogénio (H202), 0zbnio (O3), oxigénio
singlete ('O,) e é&cido hipocloro (HOCI), os quais podem induzir reacées no
organismo. Além dessas espécies serem geradas no processo enddgeno fisiolégico,
também sdo geradas no patoldgico, e por fontes exdgenas (ARUOMA, 1994;
HALLIWELL, 1994).

As fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem tabaco, poluicdo do
ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiacbes (KAUR, KAPOOR,
2001; SOARES, 2002). O excesso de exercicios, condicoes de vida e trabalho
desgastantes também podem causar estresse oxidativo fisiolégico (FERRARI, 1998).

Em sistemas biologicos, os acidos graxos poliinsaturados das membranas
sdo muito vulneraveis ao ataque de radicais livres, os quais desencadeardo reacdes
de oxidacao nos acidos graxos da membrana lipoprotéica, denominada peroxidacao
lipidica, que afetara a integridade estrutural e funcional da membrana celular,
alterando sua fluidez e permeabilidade (HALLIWELL; ARUOMA, 1997).

Como resultado da peroxidagédo lipidica ha destruicdo das membranas
celulares, com alteracdo das bombas de Na'/K" (sédio/potassio) e Cao"/Mgo"
(célcio/magnésio), havendo perda da homeostase interna da célula por intenso
desequilibrio iénico, alteragcdo do equilibrio osmoético e conseqlente ruptura da
membrana e morte celular (OLSZEWER; FLAM; ELLOVICH, 1997).

Esse processo pode influenciar no aumento da viscosidade do sangue
promovido por triglicérides e colesterol que interferem na transferéncia de oxigénio,
nutrientes e substancias essenciais para qualquer érgdo do corpo (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1990). Os hidroperéxidos e os radicais lipidicos (alquila e peroxila)
podem se decompor em uma série de produtos intermediarios como o
malonadialdeido e varios tipos de hidroxialquenais biologicamente ativos, téxicos ou

mutagénicos. Nesse caso, podem reagir com grupos funcionais de proteinas ou
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DNA, modificando estas macromoléculas (BURCHAM, 1998; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990).

Esse quadro de desequilibrio pode provocar modificacbes na funcado e na
estrutura celular, causando, lenta e progressivamente, alteracées nos tecidos e no
cbédigo genético, e o desenvolvimento de varios problemas de saude, dentre os
quais destacam-se varios tipos de neoplasias, aterosclerose, doencas
neurodegenerativas, artrite, diabetes, danos a estrutura do DNA, processos
inflamatérios com a redugédo do poder das células de defesa; e ainda existe uma
relacdo com o processo de envelhecimento (CHOW, 2002; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1990; HSU; GUO, 2002; PIETTA; SIMONETTI; MAURI, 1998; YEN;
CHEN, 1995).

1.3. Mecanismos de protecao

Estruturalmente, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que possuem
pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos, largamente utilizados pela
industria de alimentos, ou naturais, como organosulfurados, fendlicos e terpenos,
que fazem parte da constituicao de diversos alimentos (RAMALHO; JORGE, 2006a).

Os antioxidantes podem ser classificados, segundo seu mecanismo de agéo,
em primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios atuam interrompendo a
cadeia da reacdo através da doacgado de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres
(ADEGOKE et al.,, 1998), enquanto os antioxidantes secundarios atuam na
complexagcdo com metais, sequestro de oxigénio, decomposi¢do de hidroperoxidos
para formar espécie néo radical, absorcao da radiagao ultravioleta ou desativacao de
oxigénio singlete (DECKER, 2002).

Bioguimicamente, o organismo humano possui sistemas de defesa para lidar
com o estresse oxidativo, que incluem os sistemas enzimaticos, especialmente
superéxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase e glutationa (LAGUERRE;
LECOMTEA; VILLENEUVE, 2007). Auxiliando este sistema existe ainda a agado dos
antioxidantes nao enzimaticos, compostos principalmente pelas vitaminas,
polifendis, flavondides, carotendides e licopeno (AMAROWICZ et al., 2004;
POLYAKOV et al., 2001; VELIOGLU et al. 1998). As acdes destes compostos sao
de neutralizar radicais livres, quelar metais e bloquear a acao de espécies reativas,
principalmente a de oxigénio.

Neste contexto, uma ampla definicdo de antioxidante é “qualquer substancia
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que, presente em baixas concentragdes, quando comparada a do substrato oxidavel,
atrasa ou inibe a oxidagdo deste substrato de maneira eficaz” (RIBEIRO et al.,
2008).

Os mecanismos enddgenos de defesa podem ser auxiliados favoravelmente
com a introdugéo de antioxidantes por meio da dieta (BRENNA; PAGLIARINI, 2001;
YILDRIM; MAVI; KARA, 2001).

A dieta brasileira, caracteristica de um pais tropical, pode ser uma
importante fonte de antioxidantes, pois € composta por vegetais e frutos que sao
ricos em vitaminas, compostos fenodlicos e diversas substancias que auxiliam a
manter a saude celular inibindo a instalacdo de patogenias ligadas ao estresse
oxidativo.

A utilizacao de antioxidantes por meio da promocéo de uma dieta adequada,
ou seja, aquela que segue padrdes estabelecidos de ingestao didria recomendada
de nutrientes é preconizada por diversos especialistas. A ingestdo de alimentos
contendo antioxidantes, considerando-se a recomendacao de consumo diario de 4 a
5 porcdes de hortalicas e 3 a 5 por¢cdes de frutas (PHILIPPI et al., 1999), pode
contribuir para que os individuos reduzam o risco de doengas cronico nao-
transmissiveis.

Evidéncias epidemioldgicas mostram associagado inversa entre 0 consumo
freqliiente de frutas e hortalicas e o risco de doencas crbnicas nao-transmissiveis,
como as cardiovasculares e diversos tipos de cancer (HIGDON; FREI, 2003; KIM et
al., 2006; YANISHLIEVA; MARINOVA, 2001) e também a diabetes (McCUNE;
JOHNS, 2002).

Embora possam ou ndo contribuir com o valor nutricional de uma dieta, as
especiarias podem ser fontes de antioxidante natural relevante, visto que séo
utilizadas tradicionalmente como ingredientes, o que permite que sejam facil e
diretamente empregadas por suas propriedades antioxidantes em alimentos e
possivelmente em outros sistemas (LEE; AHN, 2003).

1.4. As especiarias

O termo especiaria é definido como material seco da planta que
normalmente é acrescentado ao alimento para melhorar o flavor (MADSEN;
BERTELSEN, 1995). Podem ser acrescentadas nos alimentos de varias formas:

inteiras, frescas, secas, como extratos isolados e/ou 6leo essencial.
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Os componentes provedores de sabores existentes nas especiarias
consistem de compostos como alcodis, ésteres, aldeidos, terpenos, fendis, acidos
organicos e muitos outros elementos, que ndo tém sido totalmente identificados
(SAGDIC, 2003).

A atividade antioxidante das especiarias esta relacionada, principalmente,
com a presenga de compostos fendlicos. Compostos como os flavondides e
terpendides (como timol, carvacrol e eugenol) também apresentam atividade
antioxidante.

Quantitativamente, os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais
representativos do reino vegetal, e podem ser quimicamente definidos como
substancias que possuem um anel aromatico com uma ou mais hidroxilas; podem
também apresentar outros grupos substituintes em sua estrutura, como ésteres,
metil-ésteres e glicosidios (MARTINEZ-VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000).

Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de propriedades
fisioldbgicas como antialérgica, antiarteriogénica, antiinflamatéria, antimicrobiana,
antitrombética, cardioprotetora e vasodilatadora, mas o principal efeito dos
compostos fendlicos tém sido atribuido a sua ag&o antioxidante em alimentos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Em geral os compostos fendlicos sdo multifuncionais como antioxidantes,
pois atuam de varias formas: combatendo os radicais livres, quelando metais de
transicédo, interrompendo a reacao de propagacao dos radicais livres na oxidagao
lipidica, modificando o potencial redox do meio, reparando a lesdo das moléculas
atacadas por radicais livres (KYUNGMI; EBELER, 2008; PODSEDEK, 2007).
Também bloqueiam a acdo de enzimas especificas que causam inflamacéo;
modificam as rotas metabdlicas das prostaglandinas (VALKO et al., 2007); protegem
a aglomeracao plaquetaria; e inibem a ativagcao de carcindégenos (LIU, 2005).

Além da agdo preventiva de substancias fendlicas, presentes nas
especiarias, sobre a oxidacao lipidica em alimentos, sugere-se também, um provavel
efeito antiinflamatério, devido a acao inibitéria sobre enzimas da biossintese dos
eicosanodides (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Outro fator de destaque das especiarias € no processo digestivo. A presenca
de enzimas é fundamental para a digestdo de nutrientes, acredita-se que alguns
extratos vegetais possam estimular a producdo de saliva e dos sucos gastrico e

pancreatico, favorecendo a secrecao enzimatica e melhorando a digestibilidade dos
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nutrientes (MELLOR, 2000).

Entretanto, para uma especiaria atuar como moduladora da promocéo da
salde, ndo depende s6 dos teores de fitoquimicos, mas também da forma de
preparo e da quantidade consumida.

Similarmente ao que ocorre com outras plantas, a composicdo e
concentragdo de principios ativos dos extratos de especiarias podem apresentar
grandes diferencas segundo sua origem, espécie, variedade, controle genético, fase
de desenvolvimento durante a colheita, estimulos proporcionados pelo meio como,
por exemplo, fatores climaticos, exposicdo a microrganismos, insetos e outros
herbivoros, poluentes e tipo de processamento péds-colheita. Todas estas
caracteristicas fornecem propriedades sensoriais especificas, de maneira particular
a cada planta aromatica, podendo determinar em algumas espécies a concentracao
de determinado principio ativo, o que dificulta generalizar os resultados referentes a
composicao destes tipos de materiais (TRONCOSO et al., 2005).

Observa-se um interesse crescente da populacdo e de pesquisadores da
area da saude em buscar estratégias alimentares preventivas e conhecimentos
sobre os efeitos funcionais dos antioxidantes naturais, com destaque para as plantas
aromaticas. As ervas e especiarias sdo uma das principais fontes de antioxidantes
naturais na dieta humana, principalmente as especiarias da familia Labiatae
(POKORNY, 2007).

A familia Labiatae compreende 150 géneros com aproximadamente 3.500
espécies, nativas principalmente do Mediterraneo, embora algumas tenham origem
na Austrélia, Sudoeste da Asia e América do Sul (JUSTO et al., 2008). As principais
espécies consumidas no Brasil desta familia sédo o alecrim, o manjericdo, o orégano,

a salvia e o tomilho.

o Alecrim (Rosmarinus officinalis L.)

O nome Rosmarinus vem do latim e significa "orvalho que vem do mar", isso
por causa das flores azuladas, pertencentes a planta, que inundam as praias do
Mediterraneo, lembrando o orvalho. Originario da Europa, o alecrim é adaptavel a
solos secos, pobres e bem drenados; em relacdo ao clima, adapta-se melhor ao
subtropical (ALONSO, 1998).

Dentre as ervas da familia Labiatae, o alecrim é o mais extensivamente

estudado e seus extratos sdo 0os mais conhecidos como antioxidantes naturais. A
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atividade antioxidante dos extratos de alecrim é atribuida principalmente a presenca
de compostos fendlicos, volateis e ndo volateis, como os flavondides, os &cidos
fendlicos e os diterpenos fendlicos, tais como o acido carnésico e o carnosol
(hidrofdbicos) e o acido rosmarinico e o rosmanol (hidrofilicos), sendo que mais de
90% desta atividade é atribuida aos compostos hidrofébicos, principalmente ao
acido carnésico. Contudo, este 4cido é bastante instavel e sua degradacgéo leva a
formacao de carnosol (metil éster do acido carnésico), que se degrada, por sua vez,
em rosmanol, epirosmanol e 7-metilrosmanol (JUSTO et al., 2008).

Os extratos de antioxidantes comerciais do alecrim estdo disponiveis como
um po fino. Dependendo da quantidade de atividade dos antioxidantes, eles sdo
recomendados para o uso nas concentracdes entre 200 e 1.000 mg.kg ™' do produto
processado (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

O alecrim tem demonstrado um 6timo potencial antioxidante em diversos
estudos que visam a aplicacdo desta especiaria em diversos produtos que séo
susceptiveis a oxidacao, tais como maioneses, salsichas e diferentes tipos de
carnes (CARVALHO-JUNIOR et al., 2005; ESTEVEZ; CAVA, 2006; LEE et al.,
2005a).

Ramalho e Jorge (2006b) avaliaram a atividade antioxidante do extrato de
alecrim em comparacao com o a-tocoferol, utilizando 6leo de soja purificado como
substrato lipidico e, apesar do a-tocoferol ser mais eficiente, a concentragdo de
1.000 mg.kg™" de extrato de alecrim mostrou efeito positivo sobre a estabilidade
oxidativa, medida por Racimat, e poderia ser indicado como antioxidante alternativo
na conservacao de 6leos.

Genena et al. (2008) confirmaram a acdo antioxidante, antibacteriana e
antifangica de extratos de alecrim obtidos com di6xido de carbono supercritico,
demonstrando ser um produto promissor no que diz respeito a sua incorporagao em

alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos.

e Manjericao (Ocimum basilicum L.)

O manjericao pode ser considerado cultura anual ou perene, conforme o
local de cultivo. De acordo com o aroma pode ser classificado em doce, limao,
cinamato ou canela, canfora, anis e cravo. Existem diversas finalidades para seu uso
na culinaria, como planta ornamental, medicinal e aromatica, sendo o seu dleo

essencial valorizado no mercado internacional pelo teor de linalol (BLANK et al.,
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2004).

Tem sido amplamente estudado por seu uso histdérico e presenca de
compostos fendlicos (MAKRI; KINTZIOS, 2008). E também uma fonte de aromas e
6leos essenciais que contém compostos biologicamente ativos com propriedades
antimicrobianas (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; HUSSAIN et al.,
2008; WANNISSORN et al., 2005).

Lee e Scagel (2009) caracterizaram o conteudo de compostos fendlicos do
manjericdo e identificaram a presenga de acido chicorico e &cido caftarico,
conhecidos por seus efeitos imunoestimulantes, assim como pelas propriedades
antioxidantes.

Segundo Lee et al. (2005b), compostos presentes nos extratos de
manijericao e tomilho, em particular eugenol, timol e carvacrol sdo capazes de inibir a
oxidag&o, comparavel aos antioxidantes conhecidos, BHT e a-tocoferol. Além disso,
a ingestao desses compostos aromaticos pode ajudar a prevenir danos oxidativos in
vivo, como a peroxidacdo lipidica, que € associada ao cancer, envelhecimento
precoce, aterosclerose e diabetes.

Politeo, Jukic e Milos (2007) analisaram a composicdo quimica e a
capacidade antioxidante de agliconas do manjericio comparadas ao seu Oleo
essencial. A comparagdo da composi¢cdo quimica de agliconas volateis com a
composicao quimica do 6leo essencial revelou quatro compostos comuns: eugenol,
chavicol, linalol e a-terpineol, com grande potencial antioxidante.

Beri¢ et al. (2008) avaliaram o efeito protetor do manjericdo contra danos
oxidativos do DNA e mutagéneses. Em todos os testes, o efeito antimutagénico dos
derivados de manjericao foi comparavel com o modelo antioxidante da vitamina E,
fator atribuido principalmente as suas propriedades antioxidantes.

Foi demonstrado que os extratos de manjericao retardam a oxidacao de 6leo
de girassol. A efetividade dos extratos foi estimada com base no periodo de indugéo,
determinado por curva cinética durante a oxidagdo do 6leo de girassol a 100°C
(MARINOVA; YANISHLIEVA, 1997).

Gulgcin, Elmastas e Aboul-Enein (2007) determinaram a atividade
antioxidante e a capacidade de sequestrar radicais livres dos extratos etandlico e
aquoso de manjericao por diferentes métodos in vitro, dentre eles o método do
tiocianato férrico. Os extratos etandlico e aquoso, na concentracdo de 50 mg.mL™
apresentaram 94,8 e 97,5% de inibicao da oxidacao lipidica, respectivamente.
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Juntachote e Berghofer (2005) ao estudarem os extratos etanélicos de duas
espécies diferentes de manjericao, verificaram que o do tipo Ocimum sanctum L.
apresentou maiores propriedades antioxidantes do que do tipo Alpinia galanga,
presumivelmente devido as diferengas na estrutura dos componentes antioxidantes.
Entretanto, ambos os extratos etandlicos podem ser usados como antioxidantes de
alimentos naturais em uma possivel substituicdo aos antioxidantes sintéticos, pois
além de suas propriedades naturais, eles tém a vantagem de serem de féacil

obtencao e baixo custo.

o Orégano (Origanum vulgare L.)

O género origanum é uma erva perene na forma de arbusto e nativa das
regidbes Euro-Siberiana e Irano-Siberiana, sendo atualmente reconhecidas 38
espécies deste género difundidas no mundo (ALIGIANNIS et al., 2001). Devido sua
ampla variedade de caracteristicas quimicas e de aroma, diferentes espécies e tipos
de origanum sao amplamente utilizados como erva culinaria, flavorizante de
alimentos, em bebidas alcodlicas e em perfumaria na obtencdo e fragrancias
picantes (ALIGIANNIS et al., 2001; NOVAK et al., 2000).

O orégano tem ganhado o interesse de muitos grupos de pesquisa como um
potente antioxidante para sistemas lipidicos. A espécie se destaca pela sua acao
antioxidante. As folhas secas bem como o 6leo essencial do orégano tém sido
usados medicinalmente por varios séculos em diferentes partes do mundo e, seu
efeito positivo sobre a saude humana tem sido atribuido tanto ao 6leo essencial
como fragdes soluveis de fendlicos (CERVATO et al., 2000).

Kikuzaki e Nakatani (1989) isolaram cinco diferentes compostos fendlicos do
extrato metandlico de folhas de orégano e entre estes o acido rosmarinico foi
encontrado em concentragées mais elevadas. O &cido rosmarinico além de possuir
propriedades antioxidantes como bloqueio de espécies reativas e inibidor da
peroxidacéo lipidica (KOSAR; GOGER; BASER, 2008), tem sido atribuida uma série
de atividades biolégicas, como antidepressivos (TAKEDA et al.,, 2002),
hepatoprotetor (OSAKABE et al., 2002), anti-inflamatério (OSAKABE et al., 2004) e
antitumorais (McKAY; BLUMBERG, 2006).

Segundo Cervato et al. (2000), extratos de orégano (aquoso e metandlico)
provaram ser eficazes em quantidades minimas (0,1 a 1 mg de folhas secas),

quantidade menor do que normalmente utilizados na dieta. A pesquisa demonstrou
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que extratos de orégano sao eficazes na prevencao de todas as fases do processo
oxidativo: primeiro através da neutralizacdo dos radicais livres, depois pelo bloqueio
de peroxidacdo catalisada pelo ferro (e presumivelmente por outros metais de
transigcao) e, finalmente, pela interrupgéo do radical lipidico na cadeia de reagées.
De igual importancia foi o seu efeito anti-glicosilacdo, essencial para a preservagao e
efichcia das proteinas do plasma. O fato de que existem varios mecanismos
antioxidantes torna o orégano bloqueador particularmente eficaz de uma série de
eventos pro-oxidante.

Chum et al. (2005) correlacionaram a alta efetividade antimicrobiana de
extrato de orégano contra a Ulcera associada ao Helicobacter pylori a sua alta
atividade antioxidante, correspondente as grandes quantidades de compostos
fendlicos.

Entre as alternativas de aditivos fitogénicos, o extrato de orégano se
destaca, visto que possui dois dos principais fendis com propriedades
antimicrobianas: o carvacrol e o timol, que agem sobre a membrana celular
bacteriana, impedindo sua divisdo mitética, causando desidratagcdo nas células e
impedindo a sobrevivéncia de bactérias patogénicas (FUKAYAMA et al., 2005).

» Salvia (Salvia officinalis L.)

E originaria do sul da Europa. A planta é um arbusto pequeno, lenhoso de 30
a 50 cm de altura, aromatico; folhas alongadas e arredondadas nos caules, que sao
recobertos por peliculas finas e macias; flores azul-violaceas, formando cachos.
Possui sabor amargo e odor forte, seu 6leo essencial contém cineol, canfora,
borneol, tuiona e outros terpenos. Contém ainda acido ursoélico e taninos (MARTINS
et al., 2002).

Existem cerca de 1.000 espécies de salvia que tém sido utilizadas de muitas
formas, dentre elas destacas-se a Salvia officinalis pela acdo antioxidante. O
principal composto responsavel pela atividade antioxidante na sélvia € o &cido
caféico, os outros componentes ativos, especialmente na variedade S. officinalis,
sdo os diterpenos, o &cido carnésico e derivados carnosol (KOSAR; GOGER;
BASER, 2008).

Segundo Ulubelen (2003), uma série de diterpenos ja foi obtida de espécies
de séalvia e suas estruturas e atividades biolégicas testadas, com destaque para
atividades cardiovasculares e antibacterianas.
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Ha também pesquisas que tém demonstrado que o éleo essencial de séalvia
pode melhorar a memdéria e tem se mostrado promissor no tratamento da doenga de
Alzheimer (PERRY et al., 1999; 2003).

Jung et al. (2009) avaliaram o extrato etandlico de sélvia e confirmaram,
além de atividade antioxidante, eficacia terapéutica por acao anti-inflamatéria
confrmada tanto in vitro como in vivo, podendo proporcionar uma base

farmacolégica para o tratamento de doencgas inflamatérias e tumores.

e Tomilho (Thymus vulgaris L.)

Tomilho, planta originaria da Europa, das regiées em torno do Mediterraneo,
tem haste lenhosa na base e herbacea na ponta, cujos ramos sao eretos,
aveludados e de cor branca, folhas verde-acinzentadas e pontilhadas na face
superior e flores réseas ou brancas (MARTINS et al., 2002). Originalmente € muito
empregado como erva medicinal, mas tem sido comumente utilizado como uma
especiaria culinaria para adicionar sabor (YANISHLIEVA, MARINOVA; POKORNY,
2006).

Assim como no orégano, os compostos fendlicos, timol e carvacrol, sdo os
principais compostos dos extratos de tomilho. A extremidade hidrofébica destes
componentes interage com a membrana celular das bactérias, alterando sua
permeabilidade para cations como hidrogénio (H") e potassio (K*). O descontrole no
gradiente de ions leva as células bacterianas a morte (LAMBERT et al., 2001).

Além de propriedades antimicrobianas, o tomilho € também conhecido com
anti-séptico e expectorante (BARANAUSKIENE et al. 2003) e atua na inibicdo da
peroxidacao lipidica (NGUYEN et al., 2000).

Segundo Teissedre e Waterhouse (2000), o 6leo essencial de tomilho,
abundante em timol, carvacrol, cuminol e eugenol, apresentou inibicdo moderada de
oxidacao da LDL (20-27%).

Os extratos de tomilho apresentam potente atividade antioxidante, seu efeito
inibitorio foi avaliado por Lee e Shibamoto (2002) em concentragdes de 10 mg.mL™,
a qual foi comparavel a acao do BHT e a-tocoferol em concentracbes variando de 10
a 500 pg.mL™.
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1.5. Consideracoes finais

Considerando a preocupagdo atual com efeitos adversos que o0s
antioxidantes sintéticos podem causar ao organismo, observa-se que os extratos de
especiarias podem apresentar-se como uma fonte acessivel de antioxidantes
naturais. A adicdo de especiarias, de diferentes tipos e formas, pode evitar a
deterioracdo oxidativa em varios sistemas, além de possivel suplemento alimenticio
e farmacéutico.

Evidéncias demonstram que novos antioxidantes podem ser incorporados
dentro do arsenal terapéutico, indicando que as pesquisas envolvendo agentes
antioxidantes naturais devem continuar, pois as mesmas se mostram de suma

importancia para a saude humana.
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CAPITULO 2 - Ensaio |
Potencial antioxidante de especiarias: aplicacao de oleoresinas de orégano
(Oreganum vulgare L.), manjericao (Ocimum basilicum L.) e tomilho (Thymus
vulgaris L.) em dleo vegetal



Potencial antioxidante das especiarias: aplicacao de oleoresinas de orégano (Oreganum vulgare | 41

L.), manjericao (Ocimum basilicum L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) em 6leo vegetal

Del Ré, P. V.; Jorge, N. (2010)

Resumo

Por razbes econdmicas e de protecdo a saude pesquisas tém sido dirigidas
para ampliar a estabilidade dos 6leos vegetais. Existe uma tendéncia para a adicao
de antioxidantes naturais, em particular, um crescente interesse em ervas e
especiarias. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial
antioxidante das oleoresinas de orégano, manjericdo e tomilho e seu comportamento
ao serem aplicadas ao 6leo de soja em diferentes concentracées. Numa primeira
etapa foi determinada a atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido
linoléico e a quantificacdo de compostos fendlicos totais. Posteriormente, foram
adicionadas ao 6leo de soja diferentes concentragdes das oleoresinas (500 a 3.000
mg.kg") e analisado seu potencial antioxidante por meio da estabilidade oxidativa
utilizando o Rancimat. A concentragéo de 3.000 mg.kg ™' das oleoresinas de orégano
e tomilho foi a que conferiu melhor estabilidade oxidativa ao 6leo de soja, o que as

tornam alternativa natural na conservacgéo de dleos vegetais.

Palavras-chave: antioxidantes naturais, estabilidade oxidativa, oreganum vulgare L.,

ocimum basilicum L., thymus vulgaris L..
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2.1. Introducao

No processamento de alimentos, varias operag¢des favorecem as reacoes de
oxidacdo, entre elas a possibilidade dos radicais livres formados reagirem ou
interagirem com outros constituintes dos alimentos, o que provoca queda da
qualidade nutricional dos mesmos. A oxidagcdo € um fendmeno espontdneo e
inevitavel e tem implicacdo direta no valor comercial dos compostos graxos e
produtos formulados a partir deles (NAWAR, 1996; SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

A adicdo de compostos antioxidantes é, sem duvida, uma pratica corrente
para retardar alteracdes indesejaveis em 6leos, evitando ou pelo menos retardando
a rancificacdo. No Brasil, o uso de antioxidantes sintéticos é controlado pelo
Ministério da Saude que limita as concentracbes maximas para butil-hidroxianisol
(BHA) e terc-butilhidroquinona (TBHQ) em 200 mg.kg™' e para butil-hidroxitolueno
(BHT) e galato de propila (GP) em 100 mg.kg™”, sendo obrigatéria a declaragdo do
uso no rétulo (BRASIL, 2001).

Na atualidade, muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
substituir parcialmente esses antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais, haja
vista a associacdo dos antioxidantes sintéticos com processos carcinogénicos em
animais experimentais (GUNDUC; EL, 2003; SVILAAS et al., 2004).

Estudos revelaram que os antioxidantes BHA e BHT poderiam apresentar
certa toxicidade e eficacia mais baixa que alguns antioxidantes naturais
(WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998). Por estes motivos, tém sido dadas énfases a
pesquisa de possiveis antioxidantes presentes em produtos naturais, com destaque
para as ervas e especiarias, mundialmente utilizadas para fins culinarios. Suas
propriedades antioxidantes sdo indicadas como efetivas para retardar o processo de
peroxidacéo lipidica em éleos e alimentos lipidicos e isso tem despertado o interesse
de muitos grupos de pesquisa (MILOS; MASTELIC; JERKOVIC, 2000).

Inimeros trabalhos com diferentes fontes destacam a inibicdo da oxidacao
de Oleos vegetais ou gordura animal, dentre elas o orégano (KIKUZAKI; NAKATANI,
1989; VEKIAKI et al.,, 1993), alecrim (RAMALHO, JORGE, 2006), gengibre
(ANDREO; JORGE, 2007), coentro (ANGELO; JORGE, 2008, MELO et al., 2003),
manjericdo e tomilho (LEE et al., 2005), entre outros, sendo atribuido o poder
antioxidante aos compostos fendlicos, tocoferdis, carotendides e vitamina C.

Murcia, Jiménez e Martinez-Tomé (2001) observaram que os extratos das
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especiarias cominho, orégano, paprica, alecrim e acafrdo, a uma concentracdo de
5%, apresentaram atividade de protecdo contra a oxidagdo de béleos comestiveis
semelhante aos antioxidantes sintéticos BHT, BHA e galato de propila a 100 pg.g™.
Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial antioxidante dos
extratos de especiarias (orégano, manjericao e tomilho) e sua estabilidade oxidativa
quando aplicadas ao 6leo de soja em diferentes concentracdes.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Material

Foram utilizados extratos das especiarias orégano (Oreganum vulgare L.),
manjericdo (Ocimum basilicum L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.), na forma de
oleoresinas; fornecidas pela Kalsec®, cujos constituintes encontram-se na Tabela 1
e Oleo de soja refinado, isento de antioxidantes sintéticos e acido citrico, fornecido
pela empresa Granol Ind. Com. e Exp S/A, Bebedouro-SP.

Tabela 1 — Constituintes das oleoresinas estudadas.

Oleoresinas (%)

Componentes

Orégano Manjericao Tomilho
Extrato natural 60 - 70 56 - 66 55 -65
Oleo de canola 30 - 40 34 - 44 35 — 45
Mono e diglicerideos - - 0-10

Fonte: Kalsec®

2.2.2. Caracterizacao das oleoresinas

As amostras de oleoresinas foram analisadas quanto a atividade
antioxidante (AA) e quantificagdo de compostos fendlicos totais, em duplicata. Para
estas andlises, a porgdo lipidica das oleoresinas foi separada aplicando
procedimento descrito por Parry et al. (2005).

A avaliacdo da AA foi realizada por meio de medida espectrofométrica
baseada na oxidacdo do [(-caroteno induzida pelos produtos de degradacao
oxidativa de um acido graxo (acido linoléico), segundo procedimento descrito por
Marco (1968) e modificado por Miller (1971). Nesta analise, as oleoresinas foram
padronizadas em 0,5 mg.mL" de metanol. O BHT (100 mg.mL™) foi utilizado como

padrao e a leitura foi realizada a 470 nm. As amostras foram analisadas por duas



Potencial antioxidante das especiarias: aplicacao de oleoresinas de orégano (Oreganum vulgare | 44
L.), manjericao (Ocimum basilicum L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.) em 6leo vegetal
Del Ré, P. V.; Jorge, N. (2010)
horas, realizando-se leituras a cada 20 minutos, para avaliar ndo s6 a atividade
antioxidante total ao término da reagédo como também seu comportamento ao longo
do tempo de reagdo. A partir dos dados obtidos pdde-se tracar a curva cinética de
degradacédo do [3-caroteno e, assim, avaliar a eficacia do antioxidante adicionado em
diferentes intervalos de tempo.

Os compostos fendlicos totais foram quantificados por espectrofotometria,
utilizando reagente Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965). Para quantificacao
foi utilizado &cido galico como padrdo, em concentragdes de 0 a 500 mg.mL™". A
equagéo da curva de calibragdo obtida foi y = 0,0016x + 0,00057 com coeficiente de
correlagdo de 0,9995. Os teores de compostos fendlicos totais foram expressos

como miligramas de equivalentes de acido galico por 100 gramas de oleoresina.

2.2.3. Aplicacao das oleoresinas

No Oleo de soja foram adicionadas as oleoresinas nas concentragées de
500, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500 e 3.000 mg.kg™ e foi utilizado como controle o 6leo
de soja isento de antioxidantes. O ensaio foi conduzido em trés repeticoes.

O potencial antioxidante das oleoresinas aplicadas no 6leo de soja foi
avaliado através da determinagdo da estabilidade oxidativa utilizando o Rancimat,
modelo 743 Metrohm, método proposto pela AOCS Cd 12b-92 (1993). A
determinacao foi realizada a 100°C, com fluxo de ar de 20 L.h™", com utilizacdo de 3
g de amostra e volume de agua destilada de 60 mL nos frascos contendo os

eletrodos.

2.2.4. Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia, no delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 7, e a determinacdo das
concentragdes mais eficazes foram definidas por regressao polinomial (BANZATTO;
KRONKA, 2006). Analises de variancia, regressdes polinomiais e testes de Tukey
para as médias a 5% foram obtidas através do programa ESTAT - Sistema para

Analises Estatisticas, versao 2.0, 1999, Brasil.

2.3. Resultados e discussao
Na primeira etapa do trabalho, com vistas a caracterizagao das oleoresinas
de orégano, manjericao e tomilho, foi determinada a atividade antioxidante pelo
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sistema [-caroteno/acido linoléico, cujos resultados encontram-se dispostos na

Tabela 2.

Tabela 2 — Atividade antioxidante (AA), em porcentagem, das oleoresinas pelo
sistema B-caroteno/acido linoléico.

Tratamentos AA
Orégano 54,78 °
Manjericao 41,32°
Tomilho 52,32 0°
BHT (padréo)* 89,332

* Concentragao de BHT, 100 mg.kg’1, utilizada para efeito de comparacéo.
a, b...: médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Pode-se observar na Tabela 2, que a oleoresina de orégano apresentou
atividade similar a do tomilho, sendo esta similar a de manjericdo. O antioxidante
sintético BHT, padrdo comercial, apresentou uma atividade superior em relagdo as
oleoresinas no combate aos perdxidos formados.

Varios autores tém encontrado em diferentes variedades de especiarias
altos niveis de atividade antioxidante (CALUCCI et al., 2003; EXARCHOU et al.,
2002; MARTINEZ-TOME et al., 2001), em especial para o 6leo essencial (DORMAN,
SURAI, DEANS, 2000 ; RUBERTO et al., 2002). Em alguns trabalhos, o extrato de
orégano tem se mostrado mais eficaz do que aqueles exibidos pelo galato de
propila, BHT e BHA (MARTINEZ-TOME et al. 2001).

As curvas cinéticas das oleoresinas de orégano, manjericao e tomilho estao
apresentadas na Figura 1.

A presenca de antioxidantes no sistema protege o acido linoléico,
prolongando o periodo de formacgdo dos radicais livres (HUANG; WANG, 2004).
Quanto menor a queda na densidade O6ptica da amostra, mais potente é o
antioxidante em impedir a degradacéao do (-caroteno.

Pode-se observar, de forma geral, que nas curvas das oleoresinas a
degradacao ocorre de forma similar, sendo que no inicio da reacao (20 minutos) a
oleoresina de orégano tem uma queda mais acentuada, mas no final da reacéo (120
minutos) protege melhor o sistema, seguida pela oleoresina de tomilho. Observa-se

uma queda mais acentuada na oleoresina de manjericao apés os 100 minutos de
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reacao, diferenciando-a das demais oleoresinas.
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Figura 1 — Curvas cinéticas do potencial antioxidante das oleoresinas no
sistema B-caroteno/acido linoléico.

Na Tabela 3 encontram-se os teores de fendlicos totais das oleoresinas de
orégano, manjericdo e tomilho. Pode-se verificar que houve grande variagdo no teor
de compostos fendlicos totais nas oleoresinas. As oleoresinas de tomilho e orégano
sao as melhores fontes de compostos fendlicos.

Tabela 3 — Teor de fendlicos totais, expresso em mg de equivalente de acido galico

por 100 gramas de oleoresina.

Tratamentos Teor de fenolicos totais (mg.100g™)
Orégano 25,93°
Manjericao 6,18°
Tomilho 64,772

a, b...: médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Katalinic et al. (2006) ao trabalharem com 70 amostras de plantas medicinais
mensuraram a concentracdo de compostos fendlicos pelo método Folin-Ciocalteau.
Entre as amostras analisaram o tomilho, encontrando 87,6 mg de acido galico por
grama de amostra seca.

O total de compostos fendlicos em extratos etandlicos e aquosos de tomilho
também foram avaliados por Mata et al. (2007) utilizando o método Folin-Ciocalteu.
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Os valores encontrados para os extratos etanélico e aquoso foram de 113 e 74,9 mg
de acido gélico por grama de amostra, respectivamente.

A extracdo de compostos fendlicos de produtos naturais é fortemente
influenciada pelo solvente utilizado. Tem-se observado que quanto maior a
polaridade do solvente de extracdo, maior a quantidade de compostos fendlicos
extraidos (GAMEZ-MEZA et al., 1999). Neste estudo ndo sdo conhecidos os
solventes utilizados na obtencao da oleoresina.

Esses resultados apontam as oleoresinas de tomilho e orégano como
especiarias de elevada capacidade antioxidante, pois inumeros autores tém
encontrado correlacdo positiva entre a quantidade de fendlicos totais e a capacidade
antioxidante de alimentos (FALLARERO et al., 2003; KUSKOSKI et al., 2005).

Entretanto, é sabido que além dos compostos fendlicos, os vegetais contém
outros inibidores de oxidacdo, como acido ascérbico, acidos hidroxicarboxilicos e
carotendides, que também podem ser extraidos de acordo com a polaridade do
solvente aplicado (POKORNY, 2007) e, desta forma, empregados em odleos
vegetais.

Como segunda etapa, este trabalho foi voltado para indicar entre as trés
especiarias estudadas as mais efetivas quando aplicadas em 6leo de soja, assim
como a melhor concentragéo e possivel agdo pré-oxidante.

As concentragdes aplicadas das oleoresinas, de 500 a 3.000 mg.kg ™, foram
definidas em testes preliminares, sendo o limite maximo estipulado de 3.000 mg.kg™,
devido as alteragbes sensoriais. E valido ressaltar que as oleoresinas estudadas
apresentavam em sua composi¢ao de 30 a 45% de 6leo de canola (Tabela 1), o que
implica diretamente no aumento da concentracao a ser aplicada.

O Anexo A apresenta a andlise de variancia para a determinacdo da
estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado das diferentes concentragdes das
oleoresinas estudadas. Como observado, o teste foi significativo (P < 0,01) para os
efeitos principais e a interagao.

A Tabela 4 apresenta os resultados das médias da estabilidade oxidativa
para os tratamentos estudados.

De acordo com a Tabela 4, observa-se que dentre as oleoresinas estudadas,
a que apresentou maior estabilidade oxidativa, foi a oleoresina de orégano, seguida
pela de tomilho e manjericdo, sendo as médias gerais de 13,652, 12,25° e 10,96°,

respectivamente, diferenca evidenciada estatisticamente, conforme teste de Tukey
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(P < 0,05).
Tabela 4 - Meédias da estabilidade oxidativa (horas), para as diferentes
concentragdes das oleoresinas adicionadas em 6leo de soja.
Concentracdes (mg.kg™)

Tratamentos

500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000
0OS + 00 10,44°* 12,08% 12,829 13,89 14,95°* 1520%* 16,163
OS + OM 10,44°" 11,3228 11,2138 1050°C 11,14%C 10,52°° 11,562
0S + OT 10,44°" 11,38%"B 11 63°® 12 46°® 1280°® 13,01°® 14,0128

OS: 6leo de soja; OO: oleoresina de orégano; OM: oleoresina de manjericao; OT: oleoresina de tomilho.
a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).
A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nédo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Ao avaliar as concentracdes estudadas, verifica-se que as oleoresinas
apresentaram efeito protetor contra a oxidacéao lipidica quando comparadas com o
controle, sendo que, nas oleoresinas de orégano e tomilho a estabilidade oxidativa
foi diretamente proporcional ao aumento da concentragdo. Ao se calcular a
porcentagem de aumento do periodo de indugdo em relagdo ao controle (6leo de
soja isento de antioxidantes), na concentracdo final de 3.000 mg.kg™”, o orégano
apresentou porcentagem de inibicdo da oxidacao de 55%, seguido pelo tomilho com
34% e 0 manjericao com apenas 11%.

Moreira e Mancini-Filho (2003), avaliando os exiratos das especiarias
mostarda, canela e erva-doce, quantificaram uma protecao de 20% para o extrato
aquoso da semente de mostarda, que apresentou a maior protecdo da oxidacdo no
Oleo de soja sem antioxidante entre as amostras testadas.

O aumento do periodo de indugédo por meio da adicdo de um antioxidante
tem sido relacionado a eficiéncia do antioxidante, e pode ser expresso como fator de
protecdo ou indice antioxidante, isto é, a razdo entre o periodo de inducdo de um
6leo na presenga do antioxidante e o periodo de indugdo do mesmo 6leo na
auséncia do antioxidante (HOLASOVA et al., 2006; MEZOUARI; EICHNER, 2007).
Quanto maior o valor do fator de protecdo, melhor a atividade antioxidante
(ELIZABLE; BRESSA; ROSA, 1992).

Na Tabela 5 estdo apresentados os fatores de protecdo para todas as
concentracdes das oleoresinas estudadas.
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Tabela 5 — Fatores de protecao para as oleoresinas aplicadas no 6leo de soja.

Concentracdes (mg.kg™)

Tratamentos

500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000
OS + OO0 1,16 1,23 1,33 1,43 1,46 1,55
OS + OM 1,08 1,07 1,01 1,07 1,01 1,11
OS +OT 1,09 1,11 1,11 1,19 1,25 1,34

OS: bleo de soja; OO: oleoresina de orégano; OM: oleoresina de manjericdo; OT: oleoresina de tomilho.

Todas as oleoresinas apresentaram um fator de protecao maior que 1, fator
de protecao do controle, com destaque para a oleoresina de orégano que foi mais
eficiente em retardar a oxidacao em todas as concentragdes aplicadas.

Para definir a melhor concentracdo para as duas oleoresinas mais efetivas,
orégano e tomilho, foram aplicadas andlises de variancia por regressao polinomial,
com os dados da estabilidade oxidativa, Anexos B e C, respectivamente. Como
observado, o teste foi significativo (P < 0,01) para o efeito “Concentragdes”, tanto
para a oleoresina de orégano como a de tomilho e os graus de liberdade foram
desdobrados para estudar a regressao polinomial.

Por meio da regressao polinomial (Figura 2), observa-se que os valores da
estabilidade oxidativa aumentaram com o0 aumento das concentracdes, para ambas
oleoresinas, ndo demonstrando, em nenhum momento, efeito pré-oxidante. Para a
oleoresina de orégano obteve-se a seguinte equacdo de 1° grau: Y = 0,0018X +
10,913, e para a oleoresina de tomilho: Y = 0,011X + 10,625, onde Y é a
Estabilidade oxidativa (horas) e X sdo as Concentracdes (mg.kg™).

Para a oleoresina de orégano, Anexo B, pode-se observar que as
regressodes, linear e quadratica, foram significativas (P < 0,01), porém o coeficiente
de determinagdo da regressdo linear (R? = 0,9739) foi maior que 0,9, podendo,
portanto, ser utilizada para explicar o comportamento desta oleoresina (Figura 2).

Para a oleoresina de tomilho, Anexo C, observa-se que apenas a regressao
linear foi significativa (P < 0,01), apresentando também coeficiente (R? = 0,9708)
maior que 0,9 (Figura 2). Verifica-se que € possivel estabelecer uma relagédo entre a
estabilidade oxidativa e as concentracdes das oleoresinas no 6leo de soja. Observa-
se que as retas indicam uma acao antioxidante crescente com as concentracdes, ou
seja, a medida que se aumenta a concentracao da oleoresina no 6leo, a tendéncia é
0 aumento da estabilidade oxidativa.
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Figura 2 — Estabilidade oxidativa do éleo de soja em diferentes concentra¢des das

oleoresinas de orégano e tomilho.

Em geral, as mesmas caracteristicas sdo encontradas na literatura para a
acado antioxidante dos extratos naturais, ou seja, a tendéncia é o aumento da
atividade antioxidante conforme o aumento da concentracdo de extrato (AZIZAH;
RUSLAWATI; TEE, 1999; LEE; KIM; ASHMORE, 1986).

Com base na estabilidade oxidativa e no fator de protegcdo encontrados, as
oleoresinas mais efetivas foram a de orégano seguida pela de tomilho. Por meio da
regressao polinomial, a concentracao mais efetiva para retardar a oxidacéao lipidica
foi de 3.000 mg.kg !, para ambas oleoresinas.

2.4. Conclusoes

As oleoresinas estudadas apresentaram potencial antioxidante, sendo que o
teor de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante pelo sistema f-
caroteno/acido linoléico apresentaram-se maiores nas oleoresinas de tomilho e
orégano, as quais proporcionaram maior estabilidade oxidativa quando aplicadas ao
6leo de soja. Recomenda-se a aplicagdo das oleoresinas de orégano e tomilho, na
concentracdo de 3.000 mg.kg™ em substituicdo ao antioxidante sintético.
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2.6. Anexos

Anexo A — Andlise de variancia para a estabilidade oxidativa do o&leo de soja
adicionado das oleoresinas.

Causas de Variacao G.L. Quadrado Médio
Tratamentos 2 38,1582"
Concentracdes 6 11,3009~
Tratamentos x Concentracdes 12 2,7517"
Residuo 42 0,1453
Desvio Padrao 0,3812
Coef. de Variagao (%) 3,10

** Significativo (P < 0,01).

Anexo B — Andlise de variancia para a estabilidade oxidativa do éleo de soja
adicionado da oleoresina de orégano.

Causas de Variacio G.L. Q.M. F R?
Regressao linear 1 69,8519 371,5715" 0,9739
Regressdo quadratica 1 1,2208 6,4942" 0,9909
Regressao cubica 1 0,1104 0,5875\° 0,9924
Desvios de regressdo 3 0,1805 0,9604"° -
(Concentracgdes) (6) 11,9541 63,5891 -
Residuo 14 0,1880 - -

Total 20 - - -

Desvio Padrao = 0,4336, Coeficiente de Variagéao (%) = 3,18
**Significativo (P < 0,01).
NS Nao Significativo (P > 0,05).
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Anexo C — Andlise de variancia para a estabilidade oxidativa do 6leo de soja

adicionado da oleoresina de tomilho.

Causas de Variacao G.L. Q.M. F R?
Regresséo linear 1 24,6025 190,8581** 0,9708
Regressdo quadratica 1 0,0260 0,2017NS 0,9718
Regressao clbica 1 0,2913 2,2601N° 0,9833
Desvios de regressdo 3 0,1413 1,0962N° -
(Concentragdes) (6) 11,2240 32,7681** -
Residuo 14 0,1289 - -

Total 20 - - -

Desvio Padrao = 0,3590, Coeficiente de Variagao (%) = 2,93
**Significativo (P < 0,01).
NS Nao Significativo (P > 0,05).
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CAPITULO 3 - Ensaio I
Extratos de especiarias de orégano (Oreganum vulgare L.) e tomilho (Thymus
vulgaris L.) em oOleo vegetal: efeito antioxidante em condi¢coes de termoxidacao
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Resumo

A avaliacédo de bleos vegetais quanto a sua resisténcia ao estresse térmico €
fundamental, visto que na populacdo em geral, € comum o consumo de 6leos
submetidos a altas temperaturas. A oxidacdo de 6leos na auséncia de alimento,
também é utilizada para estudar a eficiéncia dos antioxidantes. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito isolado e combinado dos extratos de orégano e tomilho,
aplicados em 06leo de soja, sob termoxidacdo. Foram submetidos a termoxidacao
(180°C/30 horas), o 6leo de soja adicionado de 3.000 mg.kg"' das oleoresinas de
orégano, tomilho e da mistura das mesmas, além de 6leo de soja adicionado de
TBHQ (50 mg.kg") e 6leo de soja sem adicdo de antioxidantes utilizado como
controle. As amostras termoxidadas foram analisadas quanto a estabilidade
oxidativa, indice de perdxidos e dienos conjugados. As oleoresinas de orégano e
tomilho aplicadas de forma isolada apresentaram um poder antioxidante maior que o
antioxidante TBHQ. Entretanto, o aumento da concentracdo das oleoresinas
provocado pela mistura das mesmas e possivel sinergismo, promoveu uma maior

estabilidade térmica ao 6leo de soja.

Palavras-chave: antioxidantes naturais, oreganum vulgare L., thymus vulgaris L.,
termoxidagao.
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3.1. Introducao

Na ultima década, a producdo mundial de Oleos e gorduras vegetais
aumentou em mais de 50%. Segundo estimativas da FAO - Organizacdo das
Nacgdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacao, a producao mundial de 6leos e
gorduras (safra 2008/09) pode chegar a 163 milhdes de toneladas, sendo a metade
destinada a alimentagdo humana (FAO, 2010).

O ¢6leo de soja é o segundo mais utilizado depois do de palma, o consumo
mundial foi previsto em 38,0 milhées de toneladas (safra 2007/08), 6,6% maior,
enquanto a oferta deve totalizar 41,0 milhées de toneladas, 4% a mais que a da
safra anterior (BARBOSA; NOGUEIRA JR; FREITAS, 2008).

No Brasil, o 6leo de soja é o principal 6leo produzido, estando previsto 6,10
milhdes de toneladas para a safra 2010/11 (fev./jan.), segundo dados da ABIOVE —
Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais. A evolugdo do consumo
aparente (alimenticia e industrial) nos ultimos 10 anos, isto é entre as safras de
1998/99 a 2008/09, cresceu 45%, atingindo em 2008/09 um consumo interno de 4,1
milhdes de toneladas (ABIOVE, 2010).

O uso de 6leos vegetais na culindria vem aumentando entre a populacao
que busca, nos tempos atuais, habitos alimentares mais saudaveis como 0 consumo
de Oleos comestiveis ricos em triacilglicerdis insaturados. O uso cotidiano destes
Oleos vegetais leva a necessidade de se avaliar melhor o seu grau de resisténcia,
principalmente a sua estabilidade ao estresse térmico. Na populagdo em geral, € um
procedimento comum o consumo de Oleos e gorduras, mesmo apods terem sido
submetidos a elevadas temperaturas (REDA; CARNEIRO, 2007).

Para simular o processo em que os Oleos sdo submetidos a altas
temperaturas e estudar os compostos originados durante o estresse térmico de
O0leos é muito comum a utilizagdo da termoxidacdo. Método que consiste em
submeter 6leos e gorduras a elevadas temperaturas, porém sem a presenca do
alimento, ou seja, sem a umidade e demais componentes que provém do alimento.
Sendo assim, a temperatura e o0 oxigénio proveniente do ar sdo as principais
variaveis que devem ser levadas em consideragao.

A oxidagdo de Oleos na auséncia de alimento, também ¢ utilizada para
estudar a eficiéncia de antioxidantes contra a formacdo dos compostos
degradativos, prejudiciais a saude humana.

O antioxidante, para ser empregado em alimentos, deve ser efetivo em
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baixas concentracées (0,01% ou menos), compativel com o0 substrato, estavel
durante o aquecimento e periodo de estocagem do produto alimenticio. Neste caso,
os compostos mais utilizados na industria alimenticia sdo: butil-hidroxianisol (BHA),
butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e galato de propila (GP)
(ORDONEZ et al., 2005; RAMALHO; JORGE, 2006). Contudo, estudos toxicoldgicos
tém demonstrado a possibilidade desses antioxidantes apresentarem toxicidade
(BAUER et al.,, 2001), abrindo caminho para o interesse nos antioxidantes
naturalmente presentes nos alimentos.

Dentro desse cenario, tem sido dada énfase a pesquisa de possiveis
antioxidantes presentes em produtos naturais, com destaque para as especiarias,
geralmente empregadas nos alimentos. Certas especiarias e extratos de
especiarias, usados em diferentes preparacdes culinarias para intensificar o sabor,
sdo excelentes fontes de compostos fendlicos que tém sido reportados por
mostrarem boa atividade antioxidante (HINNEBURG; DORMAN; HILTUNEN, 2006)
e, portando, podem servir como conservantes naturais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antioxidante isolado e
combinado dos extratos de orégano e tomilho, aplicados em d6leo de soja, sob
termoxidagéao.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Material

Foram utilizados extratos das especiarias orégano (Oreganum vulgare L.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.), na forma de oleoresinas, fornecidas pela Kalsec®;
antioxidante sintético terc-butilhidroquinona (TBHQ), cedidos pela empresa Danisco
S/A e Oleo de soja refinado, isento de antioxidantes sintéticos e acido citrico,
fornecido pela empresa Granol Ind. Com. e Exp. S/A, Bebedouro-SP.

3.2.2. Procedimento experimental
Foram submetidos a termoxidacdo os tratamentos, conduzidos em duas
repeticdes:
« Oleo de soja sem adicdo de antioxidantes sintéticos;
« Oleo de soja com adicdo de 50 mg.kg ™' de TBHQ;
« Oleo de soja com adi¢do de 3.000 mg.kg™ da oleoresina de orégano;
« Oleo de soja com adi¢do de 3.000 mg.kg™ da oleoresina de tomilho;
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« Oleo de soja, com adigdo da mistura das oleoresinas (3.000 mg.kg™ de cada).

Os tratamentos foram conduzidos em chapa aquecida, utilizando-se
béqueres de 50 mL contendo 40 mL de amostra com relacéao superficie/volume 0,4
cm™. A temperatura utilizada foi de 180 + 5°C, a qual é normalmente empregada em
frituras por imersao, monitorada com auxilio de termémetro.

O processo foi conduzido de modo descontinuo, sendo realizadas 10 horas
de aquecimento por dia, cujas amostras foram tomadas em diferentes periodos de
tempo (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 horas). Todas as amostras foram recolhidas em
frasco ambar, inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a temperatura de

aproximadamente -18°C até o momento das analises.

3.2.3. Métodos

As amostras dos diferentes intervalos de tempo foram analisadas quanto a
estabilidade oxidativa, indice de perdxidos e dienos conjugados.

A estabilidade oxidativa foi determinada pelo método proposto pela AOCS
Cd 12b-92 (1993) utilizando-se o equipamento Rancimat, modelo 743, Metrohm. O
teste € baseado na determinacao da condutividade elétrica dos produtos volateis de
degradacdo. A determinacéo foi realizada a 100°C, com fluxo de ar de 20 L.h™', com
utilizacdo de 3 g de amostra e volume de agua destilada de 60 mL nos frascos
contendo os eletrodos.

O indice de perdxidos foi determinado segundo a norma da AOCS Cd 8-53
(1993), em Titulador Potenciométrico, modelo 794 Basic Titrino, Metrohm. A
determinacao do indice de perdxidos representa a diferenca entre a formacéo e a
decomposicao de peréxidos, expresso em miliequivalentes de oxigénio ativo por kg
de matéria graxa.

Para determinacao de dienos conjugados foi utilizado o método AOCS Ti 1a-
64 (1993), em Especfotdmetro, modelo UV mini 1240, Shimadzu. Este método
determina dienos conjugados, presentes na matéria graxa, expressos como
porcentagem de acidos diendicos conjugados, apoés a leitura da absorbancia a 233
nm. O 6leo foi diluido em iso-octano (2,2,4-trimetilpentano), de forma que a leitura de

absorbancia estivesse entre 0,2 e 0,8.

3.2.4. Analise estatistica
Os resultados obtidos das medidas analiticas, em duplicata, foram
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submetidos as analises de variancia, no delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 7 (BANZATTO; KRONKA, 2006). As analises de variancia e
testes de Tukey para as médias a 5% foram obtidas através do programa ESTAT -

Sistema para Analises Estatisticas, versao 2.0, 1999, Brasil.

3.3. Resultados e discussao

O Anexo D apresenta as andlises de variancia para a estabilidade oxidativa,
indice de peréxidos e dienos conjugados das amostras analisadas. Como
observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para a interagdo Tratamentos x
Tempos de aquecimento em todas as analises. Dessa forma, procedeu-se ao
desdobramento dessa interacdo, cujos resultados encontram-se nas Figuras 3, 4 e
5, respectivamente.

A estabilidade oxidativa € definida como o tempo para se atingir nivel de
rancidez detectavel ou mudanca na taxa de oxidacdo, sendo diretamente
influenciada pela presenca de antioxidante que, por sua vez sofre a acado de
elevadas temperaturas (ANTONIASSI, 2001).
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—¢— Controle  10,57*® 8,15  642®® 220 187" 061 0,61
—— TBHQ 15,65% 9,99  6,10°° 494 128® 125® 071%°
—®— QOrégano  16,14%®  14,73"®  14,19°® 1378°® 1292 8969 445
—*— Tomilho 13,81%°  14,36°® 10,95°° 1227°° 1242°* 10,76®® 534
—*— Mistura 18,48** 18,86 17,66 16,66 13,20®* 14,11* 13,84

Controle: 6leo de soja; TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg"); Orégano (3.000 mg.kg" de oleoresina);
Tomilho (3.000 mg.kg'1 de oleoresina); Mistura (3.000 mg.kg de cada oleoresina).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minascula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula néo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 3 — Médias de estabilidade oxidativa para interacao Tratamentos x

Tempos de aquecimento a 180°C.
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A determinacdo da eficacia de um antioxidante corresponde,
freqientemente, a medida do aumento do periodo de inducao resultante da sua
adicao (GRAMZA; KORCZAK, 2005).

Observa-se, na Figura 3, que ao longo do aquecimento o 6leo de soja
(controle) teve uma diminuicao drastica no periodo de indugéo, o que era esperado,
por estar isento de antioxidantes sintéticos e possuir apenas os antioxidantes
presentes naturalmente, como por exemplo, os tocoferéis. Entretanto, o 6leo de soja
adicionado de TBHQ também apresentou perda acentuada da estabilidade oxidativa,
e a partir de 20 horas de aquecimento sua estabilidade nao diferiu significativamente
do controle.

Verifica-se ainda que, os tratamentos com as oleoresinas foram mais
eficientes na protecao do 6leo contra a oxidacdo desde o inicio do aquecimento (5
horas) até 25 horas, sendo que a mistura das oleoresinas promoveu maior
estabilidade ao 6leo, mantendo-a alta até o tempo final de aquecimento.

Lalas e Dourtoglou (2003) ao estudarem o uso de extratos de especiarias na
prevencao da oxidacao durante a fritura de batatas fritas, também observaram um
aumento da estabilidade oxidativa do éleo de soja sobre a adi¢cdo de 400 mg.kg™” de
extrato de alecrim, usando Rancimat a 90°C.

Angelo e Jorge (2008) observaram que a capacidade antioxidante do extrato
de coentro e do palmitato de ascorbila aumentou o periodo de indug¢do do 6leo de
girassol, quando adicionados combinados, em comparag¢ao com a aplicacao de cada
antioxidante isoladamente. Da mesma forma, em estudo realizado por Luzia e Jorge
(2009), a adicdo do extrato de sementes de limao (2.400 mg.kg™') em conjunto com o
TBHQ (25 mg.kg™") em éleo de soja, apresentou maior eficiéncia na protegéo do 6leo
do que a utilizagdo do TBHQ isoladamente e em concentracdes maiores (50 mg.kg™).

O indice de perdxidos em Oleos esta relacionado com sua degradagéo
oxidativa. E um indicador muito sensivel do estagio inicial da oxidacdo, e sua
presenca € indicio de que a deterioracdo do sabor e odor, em funcdo de sua
instabilidade, estd por acontecer. A avaliagdo deste parametro de oxidagéao
representa a diferenca entre a formacdo e a decomposicdo de peroxidos, pois
quando sua concentracdo atinge certo nivel, mudangas complexas ocorrem,
formando compostos de baixo peso molecular, oriundos de sua degradacéo
(REGITANO-D’ARCE, 2006; SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Neste estudo, vale ressaltar que os tratamentos foram conduzidos em chapa
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aquecida (180°C), e a variagédo de temperatura, mesmo que pequena (+ 5°C), pode
ter influenciado a formacao dos perdxidos, que, ao longo do tempo podem ter se
degradado e formado outros compostos.
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—*— Controle 161%° 652" 375" 1284" 1552°% 1852%" 20,10%°
—— TBHQ 1,76  3,34°® 538"  437°® 1745 1712 27,.86*
—®— Orégano 2,958  472%% 352  418%®  440%® 434 525%
—*— Tomilho 356™° 463™° 545" 497°® 461" 418" 795%
—*— Mistura 476%  6,48% 562"  492%® 23"  489%® 434%

Controle: éleo de soja; TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg"); Orégano (3.000 mg.kg" de oleoresina);
Tomilho (3.000 mg.kg'1 de oleoresina); Mistura (3.000 mg.kg" de cada oleoresina).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula néo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 4 — Médias de indice de peréxidos para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento a 180°C.

De acordo com a Figura 4, o indice de peroxidos para o tempo inicial de
todos os tratamentos, estd dentro da margem permitida pelas normas que
regulamentam a adequacdo de um 6leo novo para consumo no Brasil, Resolucéo
270/2005, que estabelece o limite maximo de 10 meq.kg™” para 6leo de soja refinado
(BRASIL, 2005). Embora esta norma ndo seja especifica para 6leos sob
aquecimento, observa-se que nos tratamentos com oleoresinas o indice de
peroxidos permaneceu abaixo dos valores de referéncia, enquanto que no
tratamento com o antioxidante sintético TBHQ esse valor foi ultrapassado a partir de
20 horas de aquecimento.

Pode-se observar ao longo do aquecimento um maior aumento nos teores
de peréxidos para o controle, sendo mais evidente apds 10 horas de aquecimento.
Ja o TBHQ perde seu efeito protetor a partir de 20 horas, levando inclusive a um
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efeito pro-oxidante, visto que no final do aquecimento obteve-se valores maiores que
o controle. Nas oleoresinas de orégano e tomilho, observa-se um comportamento
estavel ao longo do aquecimento, assim como na mistura das oleoresinas.

As oleoresinas de orégano e tomilho foram altamente eficientes na protecao
do éleo de soja com relacdo a formacédo de compostos primarios de oxidacao. A de
orégano reduziu em 74%, a tomilho em 60% e a mistura em 78% a formacgao de
perdéxidos no 6leo soja ap6s 30 horas de aquecimento a 180°C, indicando boa
capacidade em inibir o processo oxidativo.

O acompanhamento dos espectros de absor¢do na faixa do ultravioleta das
amostras de 6leo, formagédo de dienos conjugados, fornece uma boa indicacao das
alteracdes que ocorrem durante o processo oxidativo, visto que, se apresentam mais
estaveis, permanecendo no 6leo aquecido (CELLA; REGITANO-D’ARCE; SPOTO,
2002).

De acordo com a Figura 5, verifica-se que os teores de dienos conjugados
aumentaram de forma gradual, no decorrer do processo de termoxidagao, em todos

os tratamentos.
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Controle: 6leo de soja; TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg"); Orégano (3.000 mg.kg" de oleoresina);
Tomilho (3.000 mg.kg ™" de oleoresina); Mistura (3.000 mg.kg ' de cada oleoresina).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula néao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 5 — Médias de dienos conjugados para interacao Tratamentos x Tempos de

aquecimento a 180°C.
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Quando se avalia os diferentes tratamentos em cada tempo, observa-se que
somente no final do experimento, apés 25 horas de aquecimento, o antioxidante
sintético foi eficaz na protecao contra a formacao de dienos conjugados, diferindo-se
do controle. Nos tratamentos com oleoresinas, a agdo antioxidante foi maior,
diferindo significativamente dos demais tratamentos desde as 10 horas de
aquecimento. A mistura das oleoresinas promoveu maior protecdo apenas no tempo
final de aquecimento (30 horas).
No final do processo de aquecimento os melhores percentuais de protecao
do 6leo de soja contra a formacao de dienos conjugados foi para o tratamento com a
mistura das oleoresinas (64%), seguido da oleoresina de orégano (42%).
Ramalho e Jorge (2008) ao aplicarem extrato de alecrim em 6leo de soja
refinado submetido a termoxidacéo observaram uma redugdo de 50% na formacao

de dienos conjugados ap6s 10 horas de aquecimento a 180°C.

3.4. Conclusoes

Em elevada temperatura, termoxidacao, as oleoresinas de orégano e tomilho
aplicadas de forma isolada apresentaram um poder antioxidante maior que o
antioxidante TBHQ, através da reducao na formacédo de compostos oxidativos,
indicando que a adicdo de 3.000 mg.kg' garante protecdo oxidativa melhor que o
antioxidante sintético (50 mg.kg"). Entretanto, o aumento da concentracdo das
oleoresinas, provocado pela mistura das concentragcdes das mesmas e possivel

sinergismo, promoveu maior estabilidade ao 6leo.
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3.6. Anexos

Anexo D — Andlise de variancia para estabilidade oxidativa (EO), indice de per6xidos
(IP) e dienos conjugados (DC).

Quadrado Médio

Causas de Variacao G.L.

EO IP DC
Tratamentos 4 330,8193" 167,9436" 3,7152"
Tempos de aquecimento g 119,7226" 127,5365 5,7094"
Tratamentos x Tempos 24 8,8347 45,0424 0,3020"
Residuo 35 0,1744 0,6969 0,0059
Desvio Padrao 0,4176 0,8348 0,0767
Coef. de Variagao (%) 4,20 11,34 5,00

** Significativo (P < 0,01).
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Extratos de especiarias de orégano (Oreganum vulgare L.) e tomilho (Thymus
vulgaris L.): efeito protetor e perfil de acidos graxos em éleo de soja
termoxidado
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Resumo

Devido a tendéncia atual pela procura cada vez maior de produtos naturais
pelos consumidores, causada pela crescente preocupacdo com a saude, énfase tem
sido dada ao estudo de condimentos e ervas aromaticas com potencial para uso
como antioxidantes em alimentos. No presente estudo, o objetivo foi avaliar o efeito
protetor dos extratos de especiarias, orégano e tomilho, na formacdo de compostos
polares totais e no perfil de acidos graxos do 6leo de soja sob condicdo de
termoxidacdao. Foram submetidos a termoxidacao (180°C/30 horas), o 6leo de soja
adicionado de 3.000 mg.kg ™" das oleoresinas de orégano e tomilho e da mistura das
mesmas (3.000 mg.kg” de cada oleoresina) além de 6leo de soja adicionado de
TBHQ (50 mg.kg") e 6leo de soja sem adicdo de antioxidantes utilizado como
controle. As amostras termoxidadas foram analisadas por cromatografia quanto a
formacao de compostos polares totais e perfil de acidos graxos. As oleoresinas de
orégano e tomilho aplicadas de forma isolada apresentaram maior efeito protetor
impedindo a formacdo de compostos polares maior que o antioxidante TBHQ,
indicando que a adicdo de 3.000 mg.kg ' garantiu melhor protecdo oxidativa que o
antioxidante sintético. Entretanto, o aumento da concentracdo das oleoresinas,
provocado pela mistura das mesmas e possivel sinergismo, promoveu menor
formacdo de compostos polares, assim como menor formagdo proporcional de

acidos graxos saturados.

Palavras-chave: oreganum vulgare L., thymus vulgaris L., compostos polares,

acidos graxos, cromatografia.
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3.7. Introducao

Os oleos e gorduras estdo sujeitos a diversas reacdes que resultam em
modificacdes das caracteristicas originais. Estas envolvem alteragdes bioldgicas,
fisicas e quimicas, dentro das quais se enquadra o processo de oxidacao.

A oxidacdo lipidica é uma reacdo que pode provocar a perda do valor
nutritivo pela decomposicdo dos acidos graxos e a formacdo de compostos que
podem reagir com outros componentes dos alimentos, além de serem prejudiciais
para o organismo humano (MARINOVA, YANISHILIEVA, 2003; MATHEW,
ABRAHAM, 2006).

Por conseguinte, a inibicdo da oxidacdo é de grande importancia pratica na
preservacao de lipidios, em especial os acidos graxos poliinsaturados. Os
compostos sintéticos, como o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT),
galato de propila (GP) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ) s&o antioxidantes
amplamente utilizados para este fim, devido ao seu baixo custo, alta estabilidade e
eficacia (BANDONIENE et al., 2002).

Como conseqléncia do maior consumo de produtos industrializados, com
altos teores de 6leos e gorduras, evidenciados principalmente a partir da década de
1980, a ingestdo dos antioxidantes sintéticos também foi aumentada (SHIBATA et
al.,, 1993). Esta condicdo trouxe uma preocupagdo quanto a seguranca destes
compostos e motivou a partir desta época estudos com a finalidade de observar as
consequéncias que uma exposicao aguda e prolongada de antioxidantes sintéticos
promove ao organismo (POKORNY, 2007).

Devido a tendéncia atual pela procura cada vez maior de produtos naturais
pelos consumidores, causada pela crescente preocupacdo com a saude, énfase tem
sido dada ao estudo de condimentos e ervas aromaticas com potencial para uso
como antioxidantes em alimentos. Trabalhos encontrados na literatura
demonstraram que os condimentos da familia Lamiaceae, bem como os extratos e
6leos essenciais destes condimentos, séo eficientes como antioxidantes (CAPECKA;
MARECZEK; LEJA, 2005; DORMAN et al., 2004; MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007;
YANISHLIEVA; MARINOVA; POKORNY, 2006).

O orégano, membro desta familia, € uma especiaria com sabor altamente
favoravel aos consumidores de todo o mundo. Esta especiaria € também utilizada
pelas suas propriedades antimicrobianas (YANISHLIEVA, MARINOVA; POKORNY,

2006). Diversos compostos fendlicos ja foram identificados em suas folhas e extratos
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(KIKUZAKI; NAKATANI, 1989; NAKATANI; KIKUZAKI, 1987).

O extrato etéreo de orégano mostrou-se efetivo na prevengédo da oxidacao
lipidica da banha de porco e de Oleos vegetais (milho, soja e oliva); nele foram
identificados diversos flavonoides, tais como apigenina, di-hidrocampferol e di-
hidroquercetina (VEKIAKI et al., 1993). No orégano, as agliconas também foram
associadas a prevencao da oxidacédo (MILOS; MASTELIC; JERKOVIC, 2000).

O tomilho, original das regiées em torno do Mediterraneo, também é da
familia Lamiaceae e tem sido comumente utilizado como especiaria culinaria para
adicionar sabor (YANISHLIEVA, MARINOVA; POKORNY, 2006). Os fendlicos
monoterpeno, timol e carvacrol sdo os principais compostos que foram identificados
(NAKATANI, 1992).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito protetor dos extratos de
especiarias, orégano e tomilho, na formacédo de compostos polares totais e no perfil
dos acidos graxos do 6leo de soja, sob condicdo de termoxidagao.

3.8. Material e métodos
3.8.1. Material

Foram utilizados extratos das especiarias orégano (Oreganum vulgare L.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.), na forma de oleoresinas, fornecidas pela Kalsec®;
antioxidante sintético terc-butilhidroquinona (TBHQ), cedidos pela empresa Danisco
S/A e Oleo de soja refinado, isento de antioxidantes sintéticos e acido citrico,
fornecido pela empresa Granol Ind. Com. e Exp. S/A, Bebedouro-SP.

3.8.2. Procedimento experimental
Foram submetidos a termoxidacdo os tratamentos, conduzidos em duas
repeticdes:
« Oleo de soja sem adicdo de antioxidantes sintéticos;
« Oleo de soja com adigéo de 50 mg.kg” de TBHQ;
« Oleo de soja com adi¢do de 3.000 mg.kg™' da oleoresina de orégano;
« Oleo de soja com adicdo de 3.000 mg.kg™ da oleoresina de tomilho;
« Oleo de soja, com adi¢do da mistura das oleoresinas (3.000 mg.kg™ de cada).
Os tratamentos foram conduzidos em chapa aquecida, utilizando-se
béqueres de 50 mL contendo 40 mL de amostra com relacédo superficie/volume 0,4

cm™. A temperatura utilizada foi de 180 + 5°C, a qual é normalmente empregada em



Extratos de especiarias de orégano (Oreganum vulgare L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.): efeito| 73
protetor e perfil de &cidos graxos em 6leo de soja termoxidado
Del Ré, P. V.; Jorge, N. (2010)
frituras por imersdo, monitorada com auxilio de termémetro.

O processo foi conduzido de modo descontinuo, sendo realizadas 10 horas
de aquecimento por dia, cujas amostras foram tomadas em diferentes periodos de
tempo (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 horas). Todas as amostras foram recolhidas em
frasco ambar, inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a temperatura de

aproximadamente -18°C até o momento das analises.

3.8.3. Métodos

As amostras dos diferentes intervalos de tempo foram analisadas quanto a
formacdo de compostos polares totais e para os tempos 0, 15 e 30 horas de
aquecimento foi realizado o perfil de acidos graxos.

Para compostos polares totais foi aplicado o método cromatografico
proposto por Dobarganes; Velasco; Dieffenbacher (2000). A base do método € a
separacdo da amostra de 6leo, por cromatografia de adsorcéo, em duas fracbes de
diferentes polaridades, determinadas gravimetricamente. O teor de compostos
polares, fragdo polar, foi calculado a partir dos triacilgliceréis nao alterados,
considerando-se que os compostos polares retidos estivessem na fragao polar.

Na analise do perfil de 4cidos graxos, os ésteres metilicos dos acidos graxos
presentes nos 6leos foram obtidos segundo procedimento descrito por Hartman e
Lago (1973). Utilizou-se um cromatdgrafo a gas, marca Varian (Walnut Creek, USA),
modelo GC 3900, equipado com detector 99 de ionizacdo de chama, injetor e
amostrador automatico. Os compostos foram separados em coluna capilar de silica
fundida CP-Sil 88 de 60 m de comprimento, com diametro interno de 0,25 mm e
espessura do filme de 0,20 um. A programacao de temperatura da coluna foi iniciada
em 50°C por 2 minutos, aquecida a 4°C.min"' até 240°C e mantida em isoterma
durante 20,5 minutos. As temperaturas utilizadas no injetor e no detector foram 230
e 250°C, respectivamente. As amostras foram injetadas no volume de 1 pL,
adotando-se a razdo de divisdo de 1:30. O gas de arraste foi o hidrogénio com
velocidade linear de 30 mL.min". Os &cidos graxos foram identificados pela
comparacao dos tempos de retencdo de padroes puros de ésteres metilicos de
acidos graxos, com os componentes separados das amostras e a quantificacao foi
feita por normalizacao de area (%). Utilizou-se como padrdo uma mistura composta
de 37 ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco, Bellefonte, USA), de C4:0 a
C24:1, com pureza entre 99,1 e 99,9%.
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3.8.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos das medidas analiticas, em duplicata, foram
submetidos as andlises de variancia, no delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 7 e 5 x 3, para compostos polares totais e perfil de acidos
graxos, respectivamente (BANZATTO; KRONKA, 2006). As analises de variancia e
testes de Tukey para as médias a 5% foram obtidas através do programa ESTAT -
Sistema para Analises Estatisticas, versao 2.0, 1999, Brasil.

3.9. Resultados e discussao

O Anexo E apresenta a andlise de variancia para a determinacado de
compostos polares totais. Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para
a interacdo Tratamentos x Tempos de aquecimento. Dessa forma, procedeu-se ao
desdobramento dessa interagéo, cujos resultados encontram-se na Figura 6.
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—*— Controle 4,129 827" 1397 2352%" 28,04°* 3653 4861*
—— TBHQ 3,529 809" 1399 2046™ 30,70™ 2526 4181%®
—®— Orégano 354" 575% 689 1124 1244 1593°C 30,48%
—*— Tomilho 390"  6,86°" 10,28°® 1266™ 13,47°° 13,49°°°® 33,07%
—*— Mistura 366" 6529 721°8C 899  996°¢ 12,77*° 15,17%°

Controle: 6leo de soja; TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg"); Orégano (3.000 mg.kg™" de oleoresina):;
Tomilho (3.000 mg.kg'1 de oleoresina); Mistura (3.000 mg.kg  de cada oleoresina).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nédo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 6 — Médias de compostos polares totais para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento a 180°C.

A determinacdo de compostos polares aparece como o método analitico
mais utilizado para o controle de qualidade de dleos e gorduras de fritura. A fracao
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polar é, de maneira ampla, agrupada em polimeros e produtos de decomposicéao e,
como consequéncia, quanto maior a fragcao polar, pior a qualidade do 6leo (PAUL;
MITTAL, 1997; STEEL; DOBARGANES; BARRERA-ARELLANO, 2006).

A Figura 6 demonstra que em todos os tratamentos houve um acréscimo nos
valores de compostos polares totais com o decorrer do tempo, sendo este aumento
mais intenso para os tratamentos controle e TBHQ. Para os éleos adicionados de
orégano, tomilho e mistura, os valores foram bem menores demonstrando a eficiente
acao protetora dos antioxidantes nesse periodo.

Verifica-se nos tempos iniciais, 0 e 5 horas, que nao houve diferenca
significativa entre os teores de compostos polares em todos os tratamentos, mas a
partir de 10 horas de aquecimento as oleoresinas foram mais eficientes na protecéo
do éleo de soja. Observa-se que as oleoresinas de orégano e tomilho tiveram um
comportamento similar nos diferentes tempos de aquecimento, com exceg¢do do
tempo de 10 horas. A mistura das oleoresinas, e conseqlente aumento da
concentracao de antioxidantes, promoveu efeito positivo apenas no final do processo
de aquecimento (30 horas de aquecimento).

Ao término do processo de aquecimento os melhores percentuais de
protecdo do Oleo de soja contra a formagao de compostos polares, foram na mistura
das oleoresinas com 69%, seguidas das oleoresinas de orégano 38% e tomilho
32%.

Quando se avalia Oleos vegetais sob aquecimento, em especial nos
processos de fritura, alguns paises limitam o uso dos 6leos a sua quantidade total
dos produtos de alteracao, estabelecida em torno de 24-27% de compostos polares
(FIRESTONE, 1993).

Neste estudo, no tempo final de aquecimento (30 horas) apenas a mistura
das oleoresinas apresentava-se dentro dos limites estabelecidos. As oleoresinas de
orégano e tomilho, analisadas isoladamente, apresentaram valores dentro dos
limites estabelecidos até o tempo de 25 horas de aquecimento. Vale ressaltar que o
TBHQ apresentou comportamento semelhante ao controle, ultrapassando os limites
a partir de 20 horas de aquecimento.

O TBHQ, antioxidante sintético muito utilizado pelas industrias brasileiras,
demonstrou ndo suportar elevadas temperaturas por periodos longos. Este resultado
foi semelhante ao encontrado por Luzia e Jorge (2009), ao estudarem o 6leo de soja
adicionado de TBHQ (50 mg.kg”') sob termoxidagdo, onde o antioxidante sintético
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perdeu sua agao protetora a partir de 20 horas de aquecimento atingindo valores de
41% de compostos polares. No referido estudo, a mistura de antioxidantes sintéticos
(25 mg.kg”' de TBHQ) com naturais (2.400 mg.kg” de extrato de semente de lim&o)
em 20 horas de aquecimento retardou a formagdo de polares em 46% quando
comparado ao tratamento apenas com TBHQ.

Segundo Romero et al. (2004), a capacidade antioxidante de um composto
em diferentes sistemas testados pode também ser avaliada através do Fator de
Protecao (FP), que é definido como a razdo entre o valor dos compostos polares de
um Oleo na auséncia do antioxidante (controle) descontado o valor de compostos
polares da amostra pelo valor dos compostos polares do controle. O FP para cada
Tratamento em cada Tempo de aquecimento esta demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6 — Fatores de protecao para as oleoresinas aplicadas no éleo de soja com

base na formagéo de compostos polares.

Tempo de aquecimento (horas)

Tratamentos

0 5 10 15 20 25 30
TBHQ 0,15 0,02 0,00 0,13 -0,09 0,31 0,14
Orégano 0,14 0,30 0,50 0,52 0,56 0,56 0,37
Tomilho 0,05 0,17 0,26 0,46 0,52 0,63 0,32
Mistura 0,11 0,21 0,48 0,61 0,64 0,65 0,69

TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg'1); Orégano (3.000 mg.kg'1 de oleoresina); Tomilho (3.000 mg.kg'1 de
oleoresina); Mistura (3.000 mg.kg'1 de cada oleoresina).

O TBHQ, baseado na formagdo de compostos polares, apresentou menor
efeito protetor que os demais tratamentos e uma sensivel reducdo desse efeito ao
longo dos tempos de aquecimento até o tempo de 20 horas.

De forma oposta, as oleoresinas apresentaram um FP crescente ao longo do
tempo; para as oleoresinas aplicadas de forma isolada o efeito foi mantido até 25
horas e para a mistura até o tempo final de aquecimento, 30 horas, demonstrando,
assim, maior resisténcia a periodos longos de aquecimento. A mistura das
oleoresinas promoveu no tempo final de aquecimento, 86% a mais de FP que o
orégano e 116% a mais que o tomilho.

A Tabela 7 apresenta os dados do perfil de acidos graxos encontrados nas
amostras referentes aos tempos 0, 15 e 30 horas de aquecimento para todos os
tratamentos durante a termoxidacao.
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Observa-se que o acido linoléico (C18:2n6¢) apresenta-se em maior concentracao
quando comparado aos demais acidos graxos, em todos os tratamentos analisados,
com teor médio inicial de 54%. Ao longo do aquecimento seus valores diminuem
progressivamente, sendo esta reducdo de 18%. De forma similar, o acido a-
linolénico (C18:3n3) tem seus valores diminuidos com o decorrer do aquecimento,
com redugdo mais acentuada, com media de 38%. A disponibilidade dos &cidos
graxos essenciais, linoléico e a-linolénico, durante o processo de aquecimento, é
afetada pela oxidacao e/ou polimerizacdo dentre outros fatores, portanto, sua
dosagem pode ser uma importante ferramenta de analise de qualidade para os 6leos
(PANTZARIS, 1998).

Neste estudo, os tratamentos com mistura de oleoresinas e com oleoresina
de orégano promoveram as menores reducdes do acido graxo linoléico, 16 e 14%
respectivamente. Ja para o acido a-linolénico a menor reducgéo foi para o tratamento
da mistura das oleoresinas (10%).

Em segundo lugar em prevaléncia, encontra-se o acido oléico (C18:1n9c), o
qual teve teor médio inicial de 23% e comportamento inverso aos acidos linoléico e
a-linolénico, ou seja, aumentou de forma expressiva com o tempo de aquecimento,
em média 20%, resultado da degradacao dos acidos graxos poliinsaturados.

Vale ressaltar ainda a presenga dos acidos palmitico (C16:0) e estearico
(C18:0) com valores iniciais médios de 12 e 3%, respectivamente. As concentracoes
desses acidos graxos saturados aumentaram com o aumento do tempo de
aquecimento, com excegcdo do estearico no tratamento com a mistura das
oleoresinas. O aumento observado dos &cidos graxos saturados € decorrente da
diminui¢do proporcional dos acidos graxos poliinsaturados.

Outro aspecto presente em Oleos aquecidos por longos periodos é a
formacao de isbmeros geométricos trans de acidos graxos insaturados (SANIBAL;
MANCINI, 2004). No presente trabalho, as altera¢des do perfil de acidos graxos pela
formacado de isbmeros trans em detrimento aos acidos graxos insaturados foram
detectadas a partir de 15 horas de aquecimento, sendo que no final do experimento
formou-se menos de 1% (0,51% de isbmero poli trans e 0,25% de isébmero mono
trans).

A Figura 7 ilustra os cromatogramas da composi¢cao em acidos graxos do
6leo de soja adicionado da mistura das oleoresinas nos tempos inicial (0 hora) e final

(30 horas) da termoxidagdo a 180°C, com destaque para a formacédo dos acidos
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graxos elaidico (C18:1n9t) e trans-linoléico (C18:2n6t).
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Figura 7 — Cromatogramas da composicdo em acidos graxos do 6éleo de soja
adicionado de mistura das oleoresinas no tempo inicial (a) e no tempo
final (b) da termoxidagéao a 180°C. Condi¢cdes cromatogréficas: coluna
capilar de silica fundida CP-Sil 88 (60 m x 0,25 mm x 0,20 um); injetor
automatico (230°C); razdo de divisdo da amostra 1:30; programacao de
temperatura da coluna: 50°C por 2 min, 4°C.min™" até 240°C, 240°C por
20,5 min; detector de ionizacdo de chama (250°C); gas de arraste:
hidrogénio (fluxo de 30 mL.min™).

Para avaliar a interacao entre os Tratamentos e Tempos de aguecimento, foi

realizada a anadlise de variancia, Anexo F, para a determinacdo do perfil de acidos
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graxos agrupados em acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados.
Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para a interacdo Tratamentos x
Tempos de aquecimento. Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento dessa

interacado, cujos resultados encontram-se nas Figuras 8, 9 e 10, respectivamente.
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Tempo (horas)
—*— Controle 15,31 18,07 21,09%
—— TBHQ 15,77°C 17,53 20,72%
—®— Orégano 15,61 17,59°C 19,09%°
—&— Tomilho 16,11 17,768 21,49
—*— Mistura 15,958 17,69%C 17,30°F

Controle: 6leo de soja; TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg™); Orégano (3.000 mg.kg' de
oleoresina); Tomilho (3.000 mg.kg ™ de oleoresina); Mistura (3.000 mg.kg”' de cada oleoresina).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula néo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 8 — Médias de acidos graxos saturados para interacdo Tratamentos x

Tempos de aquecimento a 180°C.

Ao avaliar o perfil de acidos graxos saturados, para os tratamentos durante o
processo de aquecimento, Figura 8, observa-se um acréscimo proporcional ao longo
do aquecimento em todos os tratamentos, com exce¢ao da mistura das oleoresinas
que no final do aquecimento apresentou uma pequena queda na formacao de acidos
graxos saturados. No tempo final do aquecimento (30 horas) o aumento proporcional
dos acidos graxos saturados foi de 38% para o controle, 31% para TBHQ; 22% para
orégano, 33% para tomilho e apenas 8% para mistura.

Para os acidos graxos monoinsaturados, Figura 9, o aumento ocorreu em
todos os tratamentos de forma gradual. No final do tempo de aquecimento estes
valores aumentaram em menor propor¢cdo para a mistura (10%) seguida da
oleoresina de orégano (13%).



Extratos de especiarias de orégano (Oreganum vulgare L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.): efeito
protetor e perfil de &cidos graxos em 6leo de soja termoxidado
Del Ré, P. V.; Jorge, N. (2010)

81

50 -
8% 40 -
§8 30 |
o S I—‘%!
n 2
38 20
g
(o]
2 10 -
0
0 15 30
Tempo (horas)
—— Controle 24,13 26,77 28,48%
—— TBHQ 24,36% 25,68°° 27,513
—®— QOrégano 24,58 26,16°° 27,68%
—&— Tomilho 23,84 28,08"" 28,81%
—%— Mistura 24,32%8¢ 25,35 26,72%°
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a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nédo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 9 — Médias de acidos graxos monoinsaturados para interacao

Tratamentos x Tempos de aquecimento a 180°C.

Os valores obtidos para os teores dos acidos graxos poliinsaturados, Figura
10, nos tratamentos e nas condi¢cées estudadas, apresentaram gradual diminuicao
da concentragdo com o0 aumento do tempo de aquecimento. Fato esperado, uma vez
que estas substéncias sdo termoxidadas na presenca principalmente de altas
temperaturas e oxigénio atmosférico (MACHADO; GARCIA; ABRANTES, 2008).
Entretanto, ao analisar cada tempo de aquecimento, observa-se que nos tempos de
15 e 30 horas de aquecimento o tratamento com a mistura das oleoresinas
proporcionou uma menor queda dos acidos graxos poliinsaturados.

A queda dos acidos graxos poliinsaturados ap6s 30 horas de aquecimento
foi inversamente proporcional ao aumento de acidos graxos saturados. A perda de
acidos graxos poliinsaturados apresenta-se na seguinte ordem: Controle > Tomilho >
TBHQ > Orégano > Mistura.
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Figura 10 — Médias de acidos graxos poliinsaturados para interacao Tratamentos x

Tempos de aquecimento a 180°C.

3.10. Conclusoées

Em elevada temperatura, as oleoresinas de orégano e tomilho aplicadas de
forma isolada apresentaram um poder antioxidante maior que o antioxidante TBHQ,
através da reducao na formagédo de compostos oxidativos, indicando que a adicao
de 3.000 mg.kg” garantiu protecdo oxidativa melhor que o antioxidante sintético.
Entretanto, o aumento da concentragéo das oleoresinas, provocado pela mistura das
mesmas e possivel sinergismo, promoveu menor formagdo de compostos polares,

assim como menor formacao proporcional de 4cidos graxos saturados.
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3.12. Anexos

Anexo E — Andlise de variancia para compostos polares totais (CPT).

Causas de Variacao G.L.

Quadrado Médio

CPT

Tratamentos 4

Tempos de aquecimento g

491,0187"

1.015,5822"

Tratamentos x Tempos 24 54,3995
Residuo 35 1,2003
Desvio Padrao 1,0956
Coef. de Variagao (%) 6,96

** Significativo (P < 0,01).



Extratos de especiarias de orégano (Oreganum vulgare L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.): efeito| 86
protetor e perfil de &cidos graxos em 6leo de soja termoxidado
Del Ré, P. V.; Jorge, N. (2010)

Anexo F — Andlise de variancia para acidos graxos saturados (AGS), acidos graxos

monoinsaturados (AGM) e acidos graxos poliinsaturados (AGP).

Quadrado Médio

Causas de Variacao G.L.

AGS AGM AGP
Tratamentos 4 2,1089" 1,8491" 6,6218"
Tempos de aquecimento 2 43,9138~ 32,7170" 285,2357"
Tratamentos x Tempos g 20972" 0,9939” 2,5437"
Residuo 15 0,0051 0,048 0,0073
Desvio Padréo 0,0711 0,0691 0,0853
Coef. de Variagao (%) 0,39 0,26 0,16

** Significativo (P < 0,01).
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CAPITULO 4 - Ensaio llI
Atividade antioxidante das oleoresinas de orégano (Origanum vulgarL.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.) em dleo de soja sob estocagem
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Resumo

A inibigdo do processo de oxidagcdo € muito importante na industria de 6leos
vegetais, a fim de reduzir perdas e aumentar a vida de prateleira. Nesse sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antioxidante dos extratos de orégano e
tomilho, aplicados de forma isolada e combinada, em dleo de soja, submetido ao
teste acelerado em estufa (60°C/10 dias). Foram submetidos ao teste o 6leo de soja
adicionado de 3.000 mg.kg ' das oleoresinas de orégano e tomilho e da mistura das
mesmas (3.000 mg.kg" de cada oleoresina), além de 6leo de soja adicionado de
TBHQ (50 mg.kg") e 6leo de soja sem adicdo de antioxidantes utilizado como
controle. As amostras foram recolhidas a cada 2 dias e analisadas quanto ao indice
de peroxidos e dienos conjugados. As oleoresinas isoladamente ndo conseguiram
proteger o 6leo na mesma proporcao que o antioxidante sintético, mas a mistura das
oleoresinas e consequente aumento da concentracdo foi tdo eficiente quanto o
antioxidante TBHQ.

Palavras-chave: orégano, tomilho, teste acelerado, 6leo de soja.
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4.1. Introducao

O consumo de alimentos processados aumentou muito nos ultimos anos
devido as necessidades impostas pela vida moderna. A temperatura € o tempo
necessarios para a producdo de alimentos processados, além das condicoes de
transporte e de armazenamento, sao alguns dos fatores que podem contribuir para
alteragbes quimicas, muitas delas relacionadas a oxidacdo lipidica (MARIUTTI,
BRAGAGNOLO, 2007).

Para atrasar ou inibir o desenvolvimento da reacdo oxidativa, o0s
antioxidantes sdo empregados como aditivos alimentares. A inibicdo do processo de
oxidag&do € muito importante na industria alimenticia, como um meio de aumentar a
vida de prateleira, reduzir o desperdicio e as perdas nutricionais (KOSAR; GOGER;
CAN BASER, 2008).

Os antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados na industria de
alimentos para estes fins. No entanto, existem sérias preocupacdes sobre o
potencial carcinogénico destas substancias, e tem havido uma preocupacao geral
para a substituicdo de aditivos sintéticos, com alternativas naturais. Desta forma,
investigacbes estdo sendo realizadas na extracdo, caracterizagcdo e utilizacdo de
antioxidantes naturais, que podem servir como potentes candidatos na luta contra a
oxidacao (MATHEW, ABRAHAM, 2006).

Ha um crescente interesse por estudos com ervas e especiarias pelas
industrias e grupos cientificos devido as suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas provenientes de varias substancias, incluindo algumas vitaminas,
flavondides, terpendides, carotenoides, fitoestrogenos e outros (CALUCCI et al.,
2003). Experimentos com alimentos em diferentes extratos de plantas vém
contribuindo para o endosso que plantas oxidantes devem ser utilizadas em
produtos alimenticios (SCHWARZ et al., 2001).

Um grande numero de testes que aceleram a oxidacao lipidica tem sido
usado para analisar a estabilidade oxidativa de éleos e gorduras predizendo a
conservacao em condigdes normais de armazenamento (REGITANO-D’ARCE,
2006). No caso da avaliacado da capacidade antioxidante de ervas e especiarias em
sistemas lipidicos, os testes acelerados sdo de grande valia, ja que tornam possivel
a comparacgao do desempenho de diferentes concentracbes e extratos (POKORNY,
2001).

Recorrendo as condicoes padronizadas de oxidacao acelerada (oxigenacao
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intensiva, tratamento térmico e/ou catalise metalica), os testes acelerados, permitem
estimar de forma rapida a estabilidade oxidativa de uma matéria graxa ou a eficacia
de um antioxidante, isolado ou em associagdo. Uma vez que os fenédmenos naturais
de oxidacdo sdo processos lentos, desenrolando-se freqiientemente ao longo de
varios meses, os testes de estabilidade em tempo real tornam-se por vezes

incompativeis com o controle de qualidade a nivel industrial (FRANKEL, 1993).

No teste acelerado em estufa, também conhecido como Schaal Oven Test, o
6leo é submetido a temperatura de 60 a 65°C, na auséncia de alimento, por um
determinado periodo de tempo, com a finalidade de se conhecer a sua vida de
prateleira (ANTONIASSI, 2001). Os resultados fornecidos por este teste apresentam
uma boa correlacdo com a avaliacdo efetuada nas condicdes normais de
armazenamento. Estudos relatam que um dia de armazenamento sob as condi¢des
do teste acelerado em estufa é equivalente a um més de armazenamento em
temperatura ambiente (FRANKEL, 1993; MALCONSON et al.,1994).

Durante a oxidacao lipidica, alteracbes primarias podem ser detectadas por
perda de acidos graxos insaturados, ganho de peso por incorporag¢do de oxigénio ou
pela formacao de hidroperdxidos e dienos conjugados (MOURE et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antioxidante dos extratos de
orégano e tomilho, aplicados de forma isolada e combinada, em oOleo de soja,
submetido ao teste acelerado em estufa.

4.2. Material e métodos
4.2.1. Material

Foram utilizados extratos das especiarias orégano (Oreganum vulgare L.) e
tomilho (Thymus vulgaris L.) na forma de oleoresinas, fornecidas pela Kalsec®;
antioxidante sintético terc-butilhidroquinona (TBHQ), cedidos pela empresa Danisco
S/A e 6leo de soja refinado (isento de antioxidantes sintéticos e acido citrico),
fornecido pela empresa Granol Ind. Com. e Exp S/A, Bebedouro-SP.

4.2.2. Procedimento experimental
Foram submetidos ao teste acelerado em estufa cinco tratamentos,
conduzidos em duas repetigdes:
« Oleo de soja sem adicdo de antioxidantes sintéticos;
« Oleo de soja com adicdo de 50 mg.kg ' de TBHQ;
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« Oleo de soja com adi¢do de 3.000 mg.kg™ da oleoresina de orégano;
« Oleo de soja com adi¢do de 3.000 mg.kg™ da oleoresina de tomilho;
« Oleo de soja, com adi¢do da mistura das oleoresinas (3.000 mg.kg™ de cada).

Os tratamentos foram conduzidos em estufa aquecida, utilizando-se
béqueres de 50 mL contendo 40 mL de amostra com relacédo superficie/volume 0,4
cm’’. A temperatura utilizada foi de 60 + 5°C. O aquecimento foi conduzido de modo
continuo por 10 dias, cujas amostras foram tomadas nos intervalos de tempo 0, 2, 4,
6, 8 e 10 dias.

Todas as amostras dos diferentes intervalos de tempo foram recolhidas em
frasco ambar, inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a temperatura de

aproximadamente -18°C até o momento das analises.

4.2.3. Métodos

A evolugcao da oxidacdo nas amostras foi analisada por meio de indice de
perdxidos e dienos conjugados.

O indice de perdxidos foi determinado segundo a norma da AOCS Cd 8-53
(1993), em titulador potenciométrico, modelo 794 Basic Titrino, Metrohm. A
determinacao do indice de peréxidos representa a diferenca entre a formacéo e a
decomposicéo de perdxidos, e exprime-se em miliequivalentes de oxigénio ativo por
kg de matéria graxa.

Para determinacao de dienos conjugados foi utilizado o método AOCS Ti 1a-
64 (1993), em especfotobmetro, modelo UV mini 1240, Shimadzu. Este método
determina dienos conjugados, presentes na matéria graxa, expressos como
porcentagem de acidos diendicos conjugados, apods a leitura da absorbancia a 233
nm. O 6leo foi diluido em iso-octano (2,2,4-trimetilpentano), de forma que a leitura de
absorbancia estivesse entre 0,2 e 0,8.

4.2.4. Anadlise estatistica

Os resultados obtidos das medidas analiticas, em duplicata, foram
submetidos as analises de variancia, no delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 6 (BANZATTO; KRONKA, 2006). As analises de variancia e
testes de Tukey para as médias a 5% foram obtidas através do programa ESTAT -
Sistema para Analises Estatisticas, versao 2.0, 1999, Brasil.
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4.3. Resultados e discussao
Com a quantificagcdo de hidroperéxidos formados durante o periodo de
estocagem, é possivel conhecer o efeito dos antioxidantes sobre a estabilidade do
6leo. O indice de peréxidos € utilizado para quantificar os hidroperéxidos formados;
contudo, vale ressaltar que estes sdo produtos intermediarios na formacao de
carbonilas e hidrocompostos.
O Anexo G apresenta a analise de variancia para a determinacao de indice
de peroxidos. Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para a interacao
Tratamentos x Tempos de estocagem. Dessa forma, procedeu-se ao

desdobramento dessa interacdo, cujos resultados encontram-se na Figura 11.
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a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra miniscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula néao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 11 — Médias de indice de peréxidos para interagdo Tratamentos x Tempos

de aquecimento a 60°C.

De acordo com a Figura 11, observa-se aumento nos valores de perdxidos
em todos os tratamentos durante o aquecimento na estufa, o que era esperado pelo
desenvolvimento de produtos primarios da oxidacao lipidica. Porém, nas amostras
de 6leo de soja adicionadas do antioxidante TBHQ, observa-se um aumento menos
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proeminente ao longo dos tempos de aquecimento.

Em relagcdo aos tratamentos dentro de cada tempo de aquecimento,
observa-se que no tempo inicial os tratamentos n&o diferiram significativamente e
nos tempos finais, 8 e 10 dias, o antioxidante TBHQ apresentou maior efeito protetor
com relacdo a formacdo de perdxidos. O tratamento com oleoresina de orégano
apresentou diferenca significativa quando comparado com a oleoresina de tomilho,
exceto nos tempos iniciais. A mistura apresentou efeito protetor semelhante ao
TBHQ, até 6 dias de estocagem. Apos este periodo diferiu significativamente dos
demais tratamentos, e no final do periodo de aquecimento proporcionou a segunda
maior protecéo ao oleo.

Com relacao a eficiéncia contra a formacdao dos compostos primarios de
oxidacao no final do periodo de estocagem em estufa, pode-se classificar os
tratamentos da seguinte maneira: TBHQ > mistura > orégano > tomilho > controle.

Resultados semelhantes foram encontrados por Almeida-Doria e Regitano-
d’Arce (2000) ao estudarem a acao antioxidante de extratos etandlicos de alecrim e
orégano em O6leo de soja. Os extratos foram comparados com os antioxidantes
sintéticos TBHQ e BHA + BHT. Nos ensaios em estufa (63°C), os valores de
perdéxidos do éleo de soja adicionado de TBHQ foram menores do que os das
amostras adicionadas dos extratos de orégano (1.000 mg.kg”), de alecrim (500
mg.kg™") ou da mistura deles. Todos os tratamentos retardaram a oxidagéo do éleo,
entretanto, os extratos naturais ndo atingiram a eficiéncia do TBHQ, mas foram tao
efetivos quanto a mistura BHA + BHT.

Bandoniené et al. (2002) ao avaliarem diferentes oleoresinas aplicadas em
6leo de colza, entre elas salvia e segurelha, verificaram que os extratos reduziram a
taxa de oxidagdo do 6leo de colza nos testes de estufa (80°C/85 h) em termos de
formacao de peroxidos.

Angelo e Jorge (2008) ao estudarem o extrato de coentro (1.600 mg.kg™”') em
6leo de girassol, ap6s 10 dias de aquecimento a 60°C, encontraram valores maiores
para o indice de peréxidos, média de 92,15 meq.kg ™.

Com a formacéao de hidroper6xidos ocorre a oxidacao dos acidos graxos
poliinsaturados, principalmente linoléico e linolénico, com consequiente formacgao de
dienos conjugados. Essa estrutura conjugada absorve fortemente a luz ultravioleta
no comprimento de onda entre 232 e 234 nm (KULAS; ACKMAN, 2001;
WHEATLEY, 2000).
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O Anexo G apresenta a analise de variancia para a determinagao de dienos
conjugados. Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para os efeitos
principais e para a interagdo Tratamentos x Tempos de estocagem. Os resultados

do desdobramento dessa interagdo encontram-se na Figura 12.
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Controle: 6leo de soja; TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg"); Orégano (3.000 mg.kg" de oleoresina);
Tomilho (3.000 mg.kg'1 de oleoresina); Mistura (3.000 mg.kg " de cada oleoresina).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B... (coluna): médias seguidas de mesma letra mailscula nédo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Figura 12 — Médias de dienos conjugados para interacao Tratamentos x Tempos

de aquecimento a 60°C.

Como observado na Figura 12, houve aumento gradual na formacao de
dienos conjugados ao longo do teste acelerado em estufa, de forma progressiva, do
inicio ao fim do aquecimento, tanto para o controle, quanto para as oleoresinas.

No Oleo de soja adicionado do antioxidante TBHQ, houve diferenca
significativa apenas entre o tempo inicial e final, demonstrando maior eficiéncia na
protecdo do dleo. Para a oleoresina de tomilho, o aumento na formag&o de dienos
conjugados comecgou a ser notado a partir dos tempos de estocagem 2 e 4 dias,
apresentando valores cada vez maiores no decorrer do aquecimento. Ja, para a

oleoresina de orégano e mistura, o aumento na formagédo de dienos conjugados no
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0leo comecou a ser detectado estatisticamente a partir de 8 dias de aquecimento.

Em cada tempo de estocagem, nota-se que ndao houve diferenca estatistica
na formacao de dienos conjugados entre os tratamentos estudados até o tempo de
estocagem de 2 dias. A partir dai, observa-se que a aplicacdo do antioxidante
sintético TBHQ e da mistura de oleoresinas foi mais efetiva entre os tratamentos
testados e ndo houve diferenca significativa entre si na protecdo do 6leo de soja
estocado em estufa a 60°C.

Ao final do processo, pode-se verificar que os tratamentos empregando
antioxidantes demonstraram efeito antioxidante durante a estocagem, quando
comparados ao controle, reduzindo a formacédo de dienos, com excegdo da
oleoresina de tomilho. O antioxidante TBHQ e a mistura de oleoresinas
apresentaram maior reducdo de dienos conjugados, com 51 e 45%,
respectivamente, quando comparados ao controle. Observa-se, ainda, que ao
analisar as oleoresinas separadamente, a de orégano foi mais eficaz, com valor final
33% menor que o controle, j4 a oleoresina de tomilho apresentou uma reducao de
apenas 5% nao diferindo estatisticamente do controle.

Com relagéo a atividade de outros antioxidantes naturais, Andreo e Jorge
(2007) verificaram que o 6leo de soja adicionado do antioxidante TBHQ (50 mg.kg™)
apresentou reducdo de 65% na formagdo de dienos conjugados no tempo de
aquecimento final (12 horas) e a mistura de TBHQ com extrato de gengibre (50
mg.kg” + 2.500 mg.kg™") apresentou 67%.

Ruth, Shaker e Morrissey (2001) observaram reducdo de 23% no valor de
dienos conjugados em dleo de linhaga, com a adigdo de 4% de extrato metandlico
de semente de soja.

Extrato etandlico de manjericao retardou a formagao de dienos conjugados
durante a estocagem de carne de porco, evidenciando a utilizacdo de extratos
naturais com caracteristicas polares contra a oxidagao lipidica (JUNTACHOTE et al.,
2007).

4.4. Conclusoes

Em baixa temperatura, como no teste acelerado em estufa, as oleoresinas
isoladamente nao conseguiram proteger o 6leo na mesma proporcdo que o
antioxidante sintético, mas a mistura das oleoresinas e consequente aumento da

concentragao, foi tdo eficiente quanto o antioxidante TBHQ. Antioxidantes naturais
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como a mistura das oleoresinas de orégano e tomilho podem ser uma alternativa

para a preservacao de 6leos vegetais como o de soja.
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4.6. Anexos

Anexo G — Analise de variancia para indice de peroxidos (IP) e dienos conjugados
(DC).

N Quadrado Médio
Causas de Variacao G.L.

IP DC
Tratamentos 4 3.342,4079" 0,2405"
Tempos de estocagem 5 3.195,3066 0,2140"
Tratamentos x Tempos 20 346,5888" 0,0296"
Residuo 30 5,9529 0,0008
Desvio Padrao 2,4398 0,0284
Coef. de Variagao (%) 10,31 4,20

** Significativo (P < 0,01).
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CAPITULO 5 - Ensaio IV
Extratos de especiarias de orégano (Origanum vulgar L.) e tomilho (Thymus
vulgaris L.): repercussoes sobre o perfil lipidico in vivo
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Resumo

Evidéncias cientificas tém demonstrado que os alimentos contém
substancias fisiologicamente ativas que atuam na promog¢ao da saude e prevengao
de enfermidades. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antioxidante e
hipolipemiante das oleoresinas de orégano e tomilho sob o perfil lipidico e a
oxidagao da fragéo LDL in vivo. Foram utilizados ratos Wistar, alimentados com dieta
hipercolesterolémica e suplementagdo das oleoresinas por gavagem (16 mg.kg™”),
durante 40 dias. Foram realizadas analises de perfil lipidico (colesterol total e
fracOes, triglicérides) e oxidagdo da LDL. A administracdo das oleoresinas
isoladamente reduziu significativamente os valores de colesterol total, quando
comparados ao grupo que recebeu somente dieta hipercolesterolémica. A
suplementacdo com oleoresina de orégano foi a mais efetiva na diminuicdo do
colesterol total e o teor da fragcdo HDL foi em média de 17% maior que o teor da
fracdo LDL. Neste estudo, a suplementacdo de oleoresinas ndo apresentou efeitos
positivos em relacao aos indices de triglicérides e auto-anticorpos contra LDL-ox. Os
resultados sdo promissores quanto a futura utilizacdo da suplementacdo da
oleoresina de orégano (16 mg.kg™') no controle do metabolismo lipidico, podendo ser

um coadjuvante na prevencao dos disturbios cardiovasculares.

Palavras-chave: origanum vulgar L., thymus vulgaris L., colesterol, suplementacao,
ratos.
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5.1. Introducao

O controle do crescimento global acelerado das doencas cardiovasculares é
um grande desafio. Para mudar esse quadro é necessario focar na reducdo dos
fatores de risco, dentre eles a hipercolesterolemia que € considerada uma das
principais causas (SALGADO; CURTE; MANSI, 2008).

Segundo diretrizes do Programa Nacional Americano de Educacao em
Colesterol, estima-se que para cada 1% de redug¢ao na concentracao de colesterol
sanglineo, o risco de doengas cardiovasculares diminui em 2%. A terapia dietética é
0 primeiro passo para a diminuicdo do colesterol sangiineo, que pode favorecer
uma diminuicdo de 10 a 13% da lipoproteina de baixa densidade (LDL) de forma
lenta. Logo, um suplemento a dieta que seja seguro e bem tolerado pode ser util no
manejo nao farmacoldgico da hipercolesterolemia visando reducdo mais rapida do
LDL (GRUNDY et al., 1993; MAKI et al., 2001).

Embora seja amplamente documentada a relagdo positiva entre as
dislipidemias e o desenvolvimento das doencgas cardiovasculares e, particularmente,
da aterosclerose estudos tém demonstrado que além das alteracées no perfil
lipidico, as modificagées oxidativas das lipoproteinas sdo essenciais a iniciacao e
progressao da aterosclerose (HULTHE; FAGERBERG, 2002; TOSHIMA et al.,
2000).

Entre as desordens metabdlicas lipidicas, uma das hipéteses da resposta a
injuria da aterosclerose propde que o passo inicial na aterogénese € a disfuncao
endotelial induzida, em especial, pela exposicdo do endotélio vascular a LDL
oxidada (LDL-ox) (XAVIER et al., 2004). Ja, as lipoproteinas de alta densidade
(HDL) tém um papel protetor contra o desenvolvimento da aterosclerose, impedindo
a oxidacao das LDL (OLIVEIRA et al., 2002).

Uma dieta rica em antioxidantes previne o estresse oxidativo e reduz a
formacado e absorcdo de peréxidos e seus produtos de decomposicdo (URSINI e
SEVANIAN, 2002). Evidéncias cientificas tém demonstrado que os alimentos contém
substancias fisiologicamente ativas que sao necessarias para a promocao da saude
e prevencao contra enfermidades. Portanto, os componentes da dieta sao
fundamentais na modulacao do estresse oxidativo, determinando o papel da nutricdo
na modificagao do risco de aterosclerose (STRINGHETA; VOLP; OLIVEIRA, 2008).

Dos varios produtos naturais que estdo sendo estudados, as ervas e

especiarias se destacam pela facilidade de incorporacdo aos alimentos e grande
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atividade antioxidante ja relatada (YANISHLIEVA; MARINOVA; POKORNY, 2006).

Segundo Cervato et al. (2000), extratos de orégano, tanto aquoso como
metandlico tém um alto contetdo de polifendis e intensa propriedade antioxidante,
atuando de forma eficaz na prevencdo de todas as fases do processo oxidativo,
desde a neutralizacado dos radicais livres, bloqueio de peroxidacdo catalisada pelo
ferro e, finalmente, pela interrupcéo do radical lipidico na cadeia de reacdes.

Assim como no orégano, os compostos fendlicos, timol e carvacrol, sdo os
principais compostos dos extratos de tomilho. Pesquisas a partir do éleo essencial
do tomilho destacam a inibicdo moderada de oxidagdo da LDL (20-27%) (LAMBERT
et al., 2001; TEISSEDRE; WATERHOUSE, 2000).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antioxidante e
hipolipemiante das oleoresinas de orégano e tomilho sob o perfil lipidico e a
oxidacao da fragao LDL in vivo.

5.2. Material e métodos
5.2.1. Ensaio bioldgico

O projeto foi submetido @ Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal
(CEEA) da Universidade de Estadual Paulista — Campus de Botucatu, conforme
consta no parecer do memorando n® 21/07-CEEA (Anexo ).

Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar, com 30 dias de vida,
provenientes do Biotério do Centro Universitario de Rio Preto — UNIRP. Os animais
permaneceram em gaiolas coletivas de polipropileno em ambiente com temperatura
controlada de 23 * 2°C, ciclo claro/escuro de 12 horas e agua e dieta ad libitum.
Foram alimentados por um periodo de 40 dias, incluindo o tempo de adaptacéo de 5
dias. As dietas experimentais foram preparadas pela Empresa Pragsolugcdes
Biociéncias de acordo com a dieta padrao para roedores, American Institute of
Nutrition — AIN-93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) e peletizadas (Tabela 8).

Foram constituidos 5 grupos, com 8 animais cada um, distribuidos ao acaso,
que receberam os seguintes tratamentos: Grupo 1 — dieta padrao; Grupo 2 — dieta
hipercolesterolémica; Grupo 3 — dieta hipercolesterolémica e suplementagdo da
oleoresina de orégano (16 mg.kg™” de peso); Grupo 4 — dieta hipercolesterolémica e
suplementacdo de oleoresina de tomilho (16 mg.kg” de peso) e Grupo 5 — dieta
hipercolesterolémica e suplementagdo da mistura das oleoresinas (16 mg.kg” de
cada oleoresina).
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Tabela 8 — Composi¢éo das dietas utilizadas no ensaio bioldgico (%).

Ingredientes Dieta . Dieta N
padrao (AIN-93G) hipercolesterolémica
Amido de milho 39,75 39,75
Caseina (Labsinth) 20,00 20,00
Amido dextrinizado 13,20 13,20
Sacarose 10,00 10,00
Oleo de soja 7,00 1,00
Banha de porco - 5,00
Colesterol (Sigma) - 1,00
Celulose microcristalina 5,00 5,00
Mix mineral 3,50 3,50
Mix vitaminas 1,00 1,00
L-cistina 0,30 0,30
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Butil-hidroxitolueno 0,0014 0,0014

As oleoresinas foram diluidas no 6leo de soja sem adicdo de antioxidantes
sintéticos. A partir do periodo de adaptacao a gavagem foi realizada diariamente, em
todos 0s grupos, visto que € um processo gerador de estresse. Os grupos 1 e 2
foram suplementados com 6leo de soja, de forma a manter a mesma ingestéo
energética entre os grupos. A ingestdo e o peso dos animais foram monitorados
diariamente durante todo o ensaio para obter o parametro do calculo das oleoresinas
administradas e para analise da curva de ganho de peso e da eficacia alimentar da
dieta (ganho de peso/consumo da dieta). A média foi utilizada como medida da
tendéncia central de cada grupo.

Apds o ensaio e jejum de 12 horas, os animais foram anestesiados com éter
etilico, por via inalatéria e, por puncdo cardiaca, foram colhidas as amostras de
sangue para as analises do perfil lipidico sobre os niveis de colesterol total, fracdes
(HDL, LDL e VLDL), triglicérides e oxidagao da LDL.

5.2.2. Analises in vivo

As dosagens sorologicas para determinacdo do perfil lipidico, teor de
colesterol total, fragao HDL e triglicérides foram realizadas utilizando kits enzimaticos
da Katal Biotecnoldgica. A fracdo LDL foi determinada segundo a férmula de

Friedewald; Levy; Fredrickson (1972), considerando-se:
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VLDL < = Triglicérides

LDL-c = Colesterol total - (VLDL-c + HDL-c)

A oxidagdo da LDL foi determinada pelo método de ensaio imunoenziméatico
de fase solida indireta (ELISA), através da determinacdo de auto-anticorpos contra
LDL oxidada (LDL-ox). Para tanto foi necessario o isolamento da lipoproteina LDL.

A fracdo de LDL foi preparada por ultracentrifugacdo sequencial (HAVEL,;
EDER; BRAGDON, 1955), utilizando-se 75 Ti rotor (Hitachi Centrifuge), a 4°C,
100.000 x g. Inicialmente o plasma foi centrifugado durante 20 horas para obtencéo
da VLDL (densidade = 1,006 g.mL'). Apdés esse periodo, a densidade do
infranadante foi acertada para 1,063 g.mL" com adicdo de KBr e, em seguida,
centrifugado durante 20 horas (100.000 x g, a 4°C), para obtencdo da LDL
(densidade < 1,063 g.mL™). A LDL presente no sobrenadante foi retirada e dialisada
overnight, em solucdo PBS — tampao fosfato (NaCl 0,9%, Na,HPO, 0,2%, NaOH
0,38% e EDTA 0,001% pH = 7,4) a 4°C. Apds este processo a LDL foi filtrada com
filtro de 0,22 um de diametro (Millipore). As proteinas foram quantificadas utilizando-
se o Kit BCA (PIERCE) de acordo com as instru¢des do fabricante. A LDL foi obtida
para a sensibilizacado de placas de 96 pocos para deteccao de auto-anticorpos para
LDL-ox.

Para obtencdo da LDL-ox, a LDL foi dialisada em PBS por 24 horas a 4°C,
para retirada do EDTA. Em seguida, a LDL foi incubada com sulfato de cobre
(CuSOy4) 20 pM, por 18 horas a 37°C. Apds este periodo, a oxidagao foi bloqueada
pela adicdo de EDTA 1 mM ao meio contendo LDL com cobre. Para avaliar o grau
de oxidacdo da LDL foi realizada a dosagem de TBARS (PUHL et al., 1994),
formada a partir da peroxidacao lipidica da particula. Foram incubados 50 uL de
amostra com 200 pL de reagente de TBARS (acido tiobarbiturico 1%, acido cloridrico
562,5 pymol e acido tricloroacético 15%, para 100 mL de agua bidestilada). A mistura
foi colocada sob fervura, a 100°C, por 15 min, centrifugada a 1000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi retirado e a leitura da absorbéancia foi medida utilizando-se filtro de
540 nm em um leitor de microplacas (GENIOS TECAN, AUSTRIA). Os resultados
foram expressos baseando-se em uma curva padrao de MDA (Malondialdeido, TOP,
Merck, Alemanha).

Para dosagem de auto-anticorpos contra LDL-ox foi utilizado o método



Extratos de especiarias de orégano (Origanum vulgar L.) e tomilho (Thymus vulgaris L.): | 105
repercussodes sobre o perfil lipidico in vivo
Del Ré, P. V.; Jorge, N. (2010)

ELISA (FERNVIK et al., 2004). Placas de 96 pocos (Costar, EUA) foram
sensibilizadas com 50 pL, na concentragdo de 7,5 ug.mL" de LDL-ox em tamp&o
carbonato de sodio, 0,1 M, pH 9,4, durante 18 h, a 4°C. Apéds 4 ciclos de lavagens
com 100 uL de PBS, as placas foram blogueadas com solucédo de gelatina a 1,0%
(Gibco, EUA), em temperatura ambiente, por 24 horas. Em sequiéncia, as placas
foram lavadas 4 vezes com PBS e os pocos receberam, em triplicata, 50 uL das
amostras dos diferentes grupos, diluidas 1:400 em PBS. Apds 2 horas de incubacao,
as placas foram lavadas 4 vezes com 100 pL de PBS-T e incubadas com 50 pL de
conjugado com peroxidase, por 1 hora, em temperatura ambiente. Foi utilizado como
conjugado IgG de cabra anti-lgG rato marcada com peroxidase (KLP, EUA) na
diluicdo 1:100. Posteriormente a mais 4 ciclos de lavagem, com PBS-T, o processo
de revelacao foi realizado com a adicdo, em cada poco, de 75 pyL de solucédo de
TMB (250 pyL de 3,3'5,5-tetrametilbenzidina 6,5% em DMSO, 12 mL de tampao
citrato 0,1 M, pH 5,5 e 10 pL de H2O- ). A reacéo foi interrompida com a adigéo de
25 uL de acido sulfurico 2 M (Merck, Alemanha). Os resultados foram obtidos por
leitura espectrofotométrica a 450 nm em leitor ELISA (GENIOS TECAN, AUSTRIA).
Para compensar a variagao inter-placas foi utilizada como controle, IgG purificada de
rato — 10 mg.mL™" — Pierce Protein Research Products) e PBS como solugéo branca.
Os titulos de anticorpos foram expressos como indice de Reatividade (IR) para cada

amostra e calculados da seguinte maneira:

indice de Reatividade (IR)= (%j
Onde:

a = absorbancia da amostra a 450 nm;
b = absorbéancia do branco a 450 nm;

¢ = absorbancia do controle a 450 nm.

5.2.3. Analise estatistica

Os resultados do ensaio biolégico (Colesterol total, HDL, LDL, triglicérides e
da LDL-ox) foram submetidos as andlises de variancia, utilizando-se o delineamento
em blocos casualizados, com 8 repeticoes (BANZATTO; KRONKA, 2006). As
analises de variancia e testes de Tukey para as médias a 5% foram obtidas através
do programa ESTAT - Sistema para Analises Estatisticas, versdo 2.0, 1999, Brasil.
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5.3. Resultados e discussao

Segundo De Luca et al. (1996), a faixa de ingestdo média de ragdo para
ratos situa-se entre 12 a 15 g por dia. Observou-se nos cinco grupos estudados,
uma quantidade média de ingestdo de 11 g por dia, sendo, portanto, um pouco
abaixo dos valores relatados na literatura.

O consumo total de ragdo entre os animais, durante os 40 dias de
tratamento, variou de 410 a 471 g, entretanto, esta variagcdo néao foi suficiente para
influenciar no ganho de peso animal. Os valores médios de ganho de peso corporal
em funcéo das diferentes dietas e suplementagdes utilizadas estdo apresentados na
Tabela 9, assim como o Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), obtido por meio

da razéo entre o ganho de peso do animal e 0 consumo da racéo.

Tabela 9 — Valores médios de ganho de peso corporal e Coeficiente de Eficiéncia
Alimentar (CEA) dos animais em funcdo das diferentes dietas e

suplementacdes utilizadas.

R Grupos
Parametros
1 2 3 4 5
Ganho de peso (g) 1942 1922 1932 1852 1872
CEA 0,472 0,43% 0,41° 0,42% 0,42%

Grupo 1: dieta padrdo; Grupo 2: dieta hipercolesterolémica; Grupo 3: dieta hipercolesterolémica +
suplementagdo de oleoresina de oregano (16 mg.kg™); Grupo 4: dieta hipercolesterolémica + suplementagao
de oleoresina de tomllho (16 mg.kg '); Grupo 5: dieta hipercolesterolémica + suplementagdo da mistura das
oleoresinas (16 mg.kg ™' de cada). CEA Coeficiente de Eficiéncia Alimentar.

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra miniscula ndo diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Observa-se que o grupo 3, suplementado com oleoresina de orégano,
apresentou um valor de CEA abaixo do grupo controle, entretanto, foi similar aos
demais grupos. Esses dados d&o indicios de que os compostos presentes nas
oleoresinas nao interferiram no aproveitamento dos nutrientes da racdo e
demonstraram que a suplementacdo permitiu o desenvolvimento e crescimento
normais dos animais, excluindo a possibilidade de efeito antinutricional das
oleoresinas.

O Anexo J apresenta a andlise de variancia, no delineamento em blocos
casualizados, do perfil lipidico dos grupos estudados. Como observado em todas as
analises houve diferenca significativa (P < 0,01) apenas para os tratamentos. A
Tabela 10 apresenta as médias dos parametros bioquimicos séricos dos animais em
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funcéo das diferentes dietas e suplementagdes utilizadas.

Tabela 10 — Valores médios dos parametros bioquimicos séricos dos animais em
fungéo das diferentes dietas e suplementagdes utilizadas.

Parametros Grupos

bioquimicos (mg.dL™) 1 2 3 4 5
Colesterol total 65° 1042 67° 80" 912
HDL 23° 24° 302 252 312
LDL 35 692 25° 45° 49°
Triglicérides 35° 592 622 522 532

Grupo 1: dieta padrdao; Grupo 2: dieta hipercolesterolémica; Grupo 3: dieta hipercolesterolémica +
suplementagéo de oleoresina de orégano (16 mg.kg-1); Grupo 4: dieta hipercolesterolémica + suplementagao
de oleoresina de tomilho (16 mg.kg-1); Grupo 5: dieta hipercolesterolémica + suplementagdo da mistura das
oleoresinas (16 mg.kg-1 de cada).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Ratos Wistar podem ser resistentes em desenvolver hipercolesterolemia e
aterosclerose em razdo, possivelmente, do aumento na conversédo de colesterol em
acidos biliares no figado (MACHADO et al., 2003). Esta resisténcia nao foi
confirmada neste estudo, onde observou-se um elevado aumento do colesterol total
(60%) e da fragdo LDL (97%) com a ingestédo de dietas hipercolesterolémicas (grupo
2), em relagao ao controle.

De acordo com a Tabela 10, a administracao das oleoresinas isoladamente,
grupos 3 e 4, reduziu significativamente os valores de colesterol total, quando
comparados ao grupo 2, que recebeu somente dieta hipercolesterolémica. A
suplementacdo com oleoresina de orégano foi a mais efetiva na diminuicdo do
colesterol, ndo diferindo-se do grupo 1 que recebeu dieta normocolestolémica.

Observa-se, porém que a mistura das oleoresinas nao foi efetiva na
promocéao da reducdo do colesterol total. Fato que pode estar relacionado com a alta
dose de compostos bioativos suplementados, devido a combinacdo das
concentragdes das oleoresinas.

Ribeiro et al. (2008) destacam que grupos de animais que recebem elevadas
concentragbes de compostos bioativos como suplementacdo na dieta, podem ter
efeito pro-oxidante, com aumento da peroxidagcdo de lipidios no soro e
potencializacdo do estresse oxidativo. Entretanto, a utilizacdo de doses equivalentes
ao nivel de consumo humano usual pode ter efeito de protecao antioxidante.
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Quanto as fracbes HDL-c observa-se que os grupos com suplementagéao de
oleoresinas apresentaram maiores valores, diferindo-se dos grupos 1 e 2 de forma
significativa. O grupo 3, suplementado com oleoresina de orégano, apresenta valor
de HDL em média de 17% maior que o LDL. Ja para os demais grupos
suplementados com oleoresina esta relagdo € inversa, sendo o HDL menor que o
LDL. Além disso, o indice aterogénico, obtido pela relacdo LDL/colesterol total (DE
LA CRUZ et al., 2000), foi menor no grupo 3 (0,37), reforcando que a suplementagéao
com oleoresina de orégano diminui o risco de doencas cardiovasculares (DCV), visto
que o aumento da LDL tem um papel essencial na patogénese da aterosclerose.
Para os demais grupos, os valores médios foram 0,54; 0,66, 0,56 e 0,54 para grupos
1, 2, 4 e 5 respectivamente.

Segundo Abdalla e Sena (2008), a aterosclerose € uma doencga que envolve
mecanismos complexos, dentre os quais, destacam-se a relagdo dos produtos
gerados durante os processos de peroxidagdo lipidica como as alteragbes nas
particulas de LDL.

As DCV representam uma relevante causa de mortalidade nas populagoes.
As alteracdes causadoras de DCV ocorrem lentamente nos organismos e o estudo
sobre compostos que diminuem o aparecimento de fatores de risco classicos sao de
grande interesse. Os indicadores de risco para as DCV mais importantes sdo a
elevacao de LDL e a diminuicao de HDL (AMAGANIJAN; BATLOUNI, 2000).

Rodrigues et al. (2003) encontraram valores semelhantes para a relagao
LDL/colesterol total para animais tratados com suplementacdo nutricional de
antioxidantes (0,30), em estudo do efeito da flavondide rutina em ratos Wistar.

Os resultados também séo concordantes com os obtidos por Oliveira et al.
(2002), cujos estudos obtiveram redugdo significativa de colesterol total e
triglicérides, além das LDL, bem como aumento dos niveis de HDL no plasma de
ratos hiperlipidémicos induzidos por dieta, quando tratados com diferentes
flavondides.

Neste estudo, a suplementacdo de oleoresinas nao apresentou efeitos
positivos em relacdo aos indices de triglicérides, visto que os grupos 3, 4 e 5 que
receberam suplementacdo nao diferiram do grupo 2, permanecendo com O0S
triglicérides acima do grupo 1, controle.

Na dosagem de auto-anticorpos por ELISA, a LDL oxidada pelo ion cobre é

fixada nos microporos da placa, como forma de antigeno, onde os anticorpos, se
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presentes na amostra, se ligardo especificamente. Os niveis de auto-anticorpos
fornecem uma evidéncia indireta da importdncia da LDL-ox na doenca
cardiovascular (DUARTE; MORESCO; BEM, 2008).

O Anexo K apresenta a analise de variancia, no delineamento em blocos
casualizados, da determinacdo de auto-anticorpos contra LDL-ox. Como observado
os tratamentos nao foram significativos (P > 0,05). A Tabela 11 apresenta as médias
do indice de Reatividade (IR) para todos os grupos em funcdo das diferentes dietas

e suplementacgdes utilizadas.

Tabela 11 — Valores médios da determinacdo de auto-anticorpos contra LDL-o0x,
expressos em Indice de Reatividade (IR), dos grupos em fungéo das

diferentes dietas e suplementacdes utilizadas.

Parametro Grupos
bioquimico 1 2 3 4 5
LDL-ox 1,2665% 1,2175% 1,3605% 1,2459% 1,3419°%

Grupo 1: dieta padrdo; Grupo 2: dieta hipercolesterolémica; Grupo 3: dieta hipercolesterolémica +
suplementacdo de oleoresina de orégano (16 mg.kg-1); Grupo 4: dieta hipercolesterolémica + suplementacéo
de oleoresina de tomilho (16 mg.kg-1); Grupo 5: dieta hipercolesterolémica + suplementagdo da mistura das
oleoresinas (16 mg.kg-1 de cada).

a, b... (linha): médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Os valores médios de auto-anticorpos contra LDL-ox nao se diferenciarem
significativamente entre si, entretanto, pode-se observar uma tendéncia de aumento
dos auto-anticorpos contra LDL-ox para os grupos suplementados com a oleoresina
de orégano.

A relacao entre os niveis desses anticorpos e a doenca arterial coronariana
€ inconsistente, alguns estudos demonstraram uma correlacdo positiva entre os
niveis desses anticorpos e doenca arterial coronariana (ERKKILA et al., 2000;
SHERER et al., 2001), enquanto outros ndo demonstraram qualquer associacao
(LEINONEN et al., 1998). Apesar do papel plausivel do estresse oxidativo na
patogénese da aterosclerose, varios estudos prospectivos, controlados, néo
demonstraram uma reducdo da doenca arterial coronariana com o0 uso de
suplementos antioxidantes (VIRTAMO et al., 1998, YUSUF et al., 2000).

Oliveira et al. (2000) estudaram o efeito da vitamina E sobre os niveis de
auto-anticorpos formados contra a LDL-ox em hamsters hiperlipidémicos e,

verificaram que os grupos alimentados com dieta hipercolesterolémica apresentaram
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um aumento de trés vezes no colesterol sérico e de duas vezes nos triglicérides, em
relacao ao grupo controle, mas a suplementacéo da vitamina E ndo alterou os niveis
de lipoproteinas séricas, porém, levou a uma menor formagao de auto-anticorpos
contra LDL-ox.

5.4. Conclusoes

Na avaliacdo in vivo, os resultados sao promissores quanto a futura
utilizacdo da suplementacdo da oleoresina de orégano (16 mg.kg™') no controle do
metabolismo lipidico, principalmente na reducdo do colesterol total e aumento do
HDL, podendo ser um coadjuvante na prevengao dos disturbios cardiovasculares.
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5.6. Anexos

Anexo | — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (Memorando n? 21/07-CEEA).
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Anexo J — Analise de variancia para colesterol total (Col), fracdo HDL colesterol

(HDL), frac&o LDL colesterol (LDL) e triglicérides (Trig).

Quadrado Médio

Causas de Variacao G.L.

Col HDL LDL Trig
Blocos 7 194,4250N°  16,7107"° 192,3679"°  69,4857N°
Tratamentos 4 2.134,8500° 115,1625 2.146,2125  883,4750
Residuo o8 153,9071 7,7911 1415554  107,0036
Desvio Padrao 12,4059 2,7911 11,8977 10,3443
Coef. de Variagao (%) 15,24 10,50 26,72 19,78

** Significativo (P < 0,01).
NS Nao Significativo (P > 0,05).

Anexo K — Andlise de variancia para determinagédo de auto-anticorpos anti LDL-ox.

Quadrado Médio

Causas de Variacao G.L.

LDL-ox
Blocos 7 0,0406
Tratamentos 4 0,0307"S
Residuo 28 0,0151
Desvio Padrao 0,1229
Coef. de Variagao (%) 9,55

** Significativo (P < 0,01).
NS Nao Significativo (P > 0,05).
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