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RESUMO

Com este trabalho pretendeu-se testar varios métodos de avaliacdo da capacidade
antioxidante apliacados a varios compostos bioactivos contidos em produtos da industria

alimentar .

Foi avaliada a actividade antioxidante de orégdo (Origanum virens L.), O0leo essencial de
orégdo resultante de hidrodestilacdo e extraccao por Soxhlet, repiso de tomate liofilizado,

bagaco de azeitona, sumo de amora natural e sumo de amora comercial.

O estudo foi iniciado pelo método de Rancimat aplicado ao orégéo e aos seus extractos,
observou-se ndo s6 a utilizacdo de vérios extractos como a sua evolugcdo ao longo do

tempo.

O método de Quencher, derivado de um método que avalia a capacidade antioxidante por
captacdo de radicais (DPPH), apresenta como vantagem n&o necessitar de processo
extractivo, obtendo-se por isso eventualmente resultados mais préximos da dos compostos
inseridos na matriz original. Estes métodos foram aplicados a varias matrizes naturais. Foi
possivel concluir que método de Quencher permite uma avaliagdo mais répida da

actividade dos compostos, mas é influenciado pela natureza da matriz sélida.

Os resultados permitem ainda concluir que o orégédo inteiro apresenta um maior poder
antioxidante que qualquer dos seus extractos, e também quando comparado com 0 repiso
de tomate e o bagaco de azeitona. Foi ainda possivel verificar que o sumo de amora natural

€ mais rico em antioxidantes que o sumo de amora comercial.

Palavras-chave: Origanum virens L., extracto, actividade antioxidante, Rancimat, Quencher



ABSTRACT

The objectives of this study concern in evaluate the antioxidant capability of potentially rich

matrices.

The antioxidant activity of the oregano (Origanum virens L.), essential oregano oil resulting
from the hydro distillation and Soxhlet extraction, lyophilized tomato industrial waste, olive

industrial waste and natural and commercial blueberry juice was evaluated.

The study was started by applying the Rancimat method to oregano and its extracts

observing the use of several extracts as well as its evolution through time.

The Quencher method based on radical scavenging ability, allows the evolution of
antioxidant ability on solids matrices avoiding by this way extraction procedures. , therefore
obtaining results that are closer to reality. These methods were applied to various natural
matrices. It was concluded that Quencher method allows a more rapid assessment of the

activity of the compounds, but is influenced by the nature of the solid matrix.

From results we can conclude that whole oregano presents a greater antioxidant power than
any of its extracts, tomato and olive by-products. We can also conclude that natural

blueberry juice is richer in antioxidants than commercial blueberry juice.

Keywords: Origanum virens L., extract, antioxidant activity, Rancimat, Quencher



EXTENDED ABSTRACT

Antioxidants are one of the food additives most studied nhowadays. The low obtention cost
combined with easiness of use, efficiency, thermo-resistance, recognised absence of toxicity

and bioactivity are the defining factors for their selection and industrial level use.

Aromatic plants, such as oregano, are widely used in the food, pharmaceutical and perfume
industries. Due to their seasonal character, these kinds of natural resources demand
processes that allow replacing fresh plants in a way that prolongs their availability to

consumers.

The antioxidant ability is influenced by temperature, composition, structure, oxygen
availability as well as the processing methodologies to which the food item is exposed,
existing several factors that can change the antioxidant activity of a product. There are
chemical, physical, physicochemical and sensorial methods available to study antioxidant

capability of materials.

The main objective of this study concerns:
- The assessment of different antioxidant evaluation methods to be applied to different

natural matrices.

The antioxidant activity of the oregano (Origanum virens L.), essential oregano oil resulting
from the hydrodistillation and Soxhlet extraction, lyophilized tomato industrial waste, olive

industrial waste and natural and commercial blueberry juice was evaluated.

The study was started by applying the Rancimat method to oregano and its extracts

observing the use of several extracts as well as its evolution through time.

The Quencher method based on radical scavenging ability, allows the evolution of
antioxidant ability on solids matrices avoiding by this way extraction procedures. , therefore

obtaining results that are closer to reality.

From results we can conclude that the Quencher method allows a quicker evaluation of

compounds but it's influenced by the nature of the solid matrix.

The obtained results during the study allow also concluding:



— Oregano presents antioxidant activity

— Compounds with antioxidant activity are found in the whole plant, as well as in the

essential oil and organic extracts from whole and deodorized oregano.

— The study of antioxidant activity by the Rancimat method proved that whole oregano
presents a greater protection factor than deodorized oregano and its bagasse
(obtained by Soxhlet extraction). It was also proved that Soxhlet extraction using

diethylic ether as a solvent is more effective in extracting antioxidants.

— Quenching using the DPPH radical is a fast, effective method coherent with the
Rancimat results. It was verified that whole oregano presents TEAC values a much

greater than its extracts and tomato and olive by-products.
— Natural blueberry juice presents greater antioxidant values than commercial juice.

- In the case of natural juice, TEAC values increased during storage time. This can be
due to changes in its structure, increasing the bioavailability of antioxidants that react
with the DPPH radical, therefore obtaining TEAC values above those of day produced

juice.

The Quencher method is more expedite, due to its absence of extraction process but it's
important to note that it's influenced by the nature of the solid matrix and the solvent used.
An effect study of these parameters is necessary for a comparative evaluation in several

matrices.

Keywords: Origanum virens L., extract, antioxidant activity, Rancimat, Quencher
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INTRODUCAO E OBJECTIVOS

Os antioxidantes s&o um dos aditivos alimentares mais estudados nos dias de hoje. O baixo
custo de obtencéo, facilidade de emprego, eficacia, termo-resisténcia, auséncia reconhecida
de toxicidade e bioactividade, séo factores de seleccao e utilizacdo a nivel industrial.

As plantas aromaticas, como € o0 caso dos orégdos, sdo muito utilizadas na industria
alimentar, farmacéutica e de perfumaria. Este tipo de fontes naturais de antioxidantes,
devido ao seu caracter sazonal, exigem muitas vezes processos que permitam substituir a
planta em fresco, conservando as propriedades originais durante o maior periodo possivel

para o consumidor.

A capacidade antioxidante é afectada pela estrutura e composicdo da matriz do alimento em
gque se encontra, pelas condicbes de processamento, nomeadamente temperatura, e
disponibilidade do oxigénio A bibliografia apresenta varios métodos quimicos, fisicos, fisico-
quimicos e sensoriais para a avaliacdo da capacidade antioxidante dos materiais.

Neste contexto, surge como necessério identificar métodos expeditos e precisos que
permitam obter respostas em tempo Util da capacidade antioxidante de vérios tipos de
compostos antioxidantes.

Assim 0s objectivos do presente trabalho dizem respeito a:

- Avaliacdo da capaciade antioxidante de matrizes potencialmente ricas por dois métodos
distintos;

- Rancimat e método de Quencher com vista a validar a utilizacdo deste ultimo, que
apresenta como valorizacdo ndo necessitar de processo extractivo dos compostos
antioxidantes;

- Testar a capacidade antioxidante de varias matrizes nomeadamente subprodutos da

indUstria alimentar.



1. ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que quando presentes nos
alimentos a determinadas concentragfes retardam ou inibem a oxidagdo de substratos

oxidaveis. (Hallewell, 2001).

A oxidacao lipidica é uma das principais causas de deterioracdo dos alimentos podendo ser
prevenida pela adi¢cdo de antioxidantes. Sendo o responsavel pelo cheiro e sabor a ranco,
com a consequente diminuicdo da qualidade nutricional e da seguranca, devido a formacgéo

de compostos secundarios potencialmente téxicos (Chevolleau et al, 1992).

Os antioxidantes também desempenham um papel fundamental na defesa do organismo
contra os radicais livres, substancias altamente reactivas com oxigénio, associadas a varias
doencgas como problemas cardiovasculares, cancro e doencas neurodegenerativas (Kaliora
e Dedoussis, 2007).

A adicéo de aditivos a produtos alimentares é ha muitos anos causa de preocupacao devido
aos seus possiveis efeitos na saude dos consumidores e por isso é realizada uma avaliagdo
toxicoldgica rigorosa. Esta avaliacdo é realizada por organismos internacionais como o
comité conjunto da OMS (Organizacdo Mundial da Saude) e FAO (Food and Agriculture
Organization) e o Comité Cientifico de Alimentagdo Humana. A Comissdo da Unido
Europeia estabeleceu um codigo internacional, que é constituido pela letra E seguida de um
namero de trés ou quatro digitos, para os aditivos com avaliacdo toxicol6gica favoravel
atribuida pelo Comité, cuja utilizacdo esté regulamentada. Por exemplo, os codigos E300 e
E321 que correspondem respectivamente ao 4cido ascorbico (Vitamina C) e ao BHA (butil-
hidroxianisol) (Faisca, 1998).

Segundo Pokorny et al (1991), os antioxidantes podem ser agrupados segundo 0s seus

mecanismos de acc¢édo (quadro 1):

Tabela 1 - Mecanismos de acc¢éo dos antioxidantes

Tipo de Antioxidante Mecanismo de Acgao Ex. de Antioxidantes

o Inactivam radicais livres .
Antioxidante o Compostos fendlicos
lipidicos

Previnem a decomposicao A
Estabilizadores de Compostos fendlicos

de hidroperoxidos em




Hidroperoxidos radicais livres

_ _ Promovem a actividade Acido citrico, acido
Sinergistas o o
dos antioxidantes ascorbico

, . Ligam metais pesados Acido fosférico, compostos
Inactivadores metalicos _ _ _ . .
tornando-os inactivos de Maillard, &cido citrico

_ Transformam oxigénio
Desactivadores de _ o _
. singuleto em oxigénio Carotendides
oxigénio singuleto _
triplete

Substancias que reduzem | Reduzem hidroperoxidos ) .
_ o _ . o Proteinas, aminoéacidos
hidroperéxido por vias nao radicais

s

A accdo das substancias adicionadas € condicionada por diversos factores como a
composicao lipidica, a concentragdo, a temperatura, a pressao de oxigénio e a presenca de
outros antioxidantes e componentes habituais dos alimentos, por exemplo, proteinas e agua.
As substancias naturais inicialmente utilizadas foram rapidamente substituidas por
substancias sintéticas mais baratas, de pureza controlada e com uma capacidade

antioxidante mais uniforme (Pokorny et al, 1991).

A industria alimentar ao utilizar um determinado antioxidante deve ter em atencao
determinadas propriedades para conseguir obter um produto de qualidade. Um aditivo
alimentar ndo pode apresentar qualquer toxicidade, ndo deve conferir aroma, sabor, ou cor
ao produto, ser efectivo em baixas concentracdes, ser facil de incorporar de forma a obter-
se uma mistura homogénea, resistir a altas temperaturas e estar disponivel a um preco

relativamente baixo (Coppen, 1989).

Como é dificil encontrar um antioxidante que relna todas estas caracteristicas € comum
recorrer-se a sinergismos. E habitual a combinac&o de dois ou mais aditivos de modo a

conseguir reunir os beneficios de cada composto adicionado.

No entanto os antioxidantes ndo tém capacidade de prevenir o ranco hidrolitico ou ceténico,
apenas previnem o ran¢o oxidativo. Ndo tém ainda capacidade de reverter a oxidagdo ou
regenerar um produto ja rangoso por isso é fundamental a sua incorporagao num produto de

qualidade o mais cedo possivel. (Coppen, 1989).



1.1. Antioxidantes de Sintese

Apesar de nos Ultimos anos ter havido preocupacdo em obter substancias naturais que
possuam funcdo e eficiéncia similares aos antioxidantes sintéticos, o0 uso destes ainda
prevalece. Os antioxidantes sintéticos mais usados sdo os compostos fendlicos, como por
exemplo o butil-hidroxianisol (BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), o t-butil-hidroquinona

(TBHQ) e os ésteres do acido galico (Pokorny, 1991).

OH i OH o5
,,/L\ s /)\ J OH
g (] i i

e e 1 7
f S |
OCH; OCH; S

4-metoxi-2- 4-metoxi-3- 15 2,6-di-tert-butil- OH
teri-butil fenol tert-butil fenol p-hidroxitolueno (BHT)
(2-BHA) (3-BHA) 16 tert butil hidroguinona (TBHQ)

14 hidroxianisol butilado (BHA)

Figura 1 — Formula estrutural do BHA, BHT e TBHQ.

Os antioxidantes fendlicos sintéticos contém reagem com grupos alquilo para melhorar a
sua solubilidade em gorduras e 6leos. De acordo com a Norma Portuguesa 2087 de 1987 a
concentracao total dos antioxidantes autorizados esta limitada em 0,02% da massa em

gordura.

O BHA é um antioxidante mais efectivo no retardamento da oxidacdo em gorduras animais
gue em Oleos vegetais. Como a maior parte dos antioxidantes fendlicos, a sua eficiéncia é
limitada em Oleos insaturados de vegetais ou sementes. Apresenta pouca estabilidade em
contacto com temperaturas elevadas, mas é efectivo no controlo de oxidacdo de acidos
gordos de cadeia curta, como por exemplo os que estdo contidos em 6Gleo de coco e de

palma.

O antioxidante BHT tem propriedades similares ao BHA, porém, enquanto o BHA é um
sinergista para propilgalatos, o BHT ndo. BHA e BHT podem conferir odor em alimentos

gquando aplicados em altas temperaturas em condicdo de fritura, por longo periodo.

O BHA e o BHT séo sinergistas entre si. O BHA age como sequestrador de radicais

perdxidos, enquanto o BHT age como sinergista, ou regenerador de radicais BHA.



O TBHQ é moderadamente soluvel em 6leos e gorduras e ndo forma ligacdes com ides de
cobre e ferro, com os galato. E considerado em geral mais eficaz em 6leos vegetais que o
BHA ou BHT. Em relag&o a gordura animal, é tdo efectivo quanto o BHA e mais efectivo que
o BHT. O TBHQ ¢é considerado também o melhor antioxidante para 6leos de fritura, pois
resiste ao calor e proporciona uma excelente estabilidade para os produtos acabados. Acido

citrico e TBHQ apresentam excelente sinergia em 6leos vegetais (DeMan, 1999).

Tabela 2 — Valor diario de referéncia (VDR) de alguns antioxidantes permitidos em alimentos.

Antioxidante VDR (mg/kg peso corporal)
BHA 0-0,5
BHT 0-0,125
TBHQ 0-0,2
Tocoferois 0,15-2,0
Acido citrico N&o limitado
Lecitina N&o limitado
Acido ascérbico N&o limitado

Contudo o seu uso ndo é permitido na Europa nem no Canada por falta de dados

toxicolégicos conclusivos.

Tendo em conta os indicios de problemas inerentes ao consumo de antioxidantes sintéticos,
tém sido realizados estudos no sentido de encontrar produtos naturais com actividade
antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer associa¢des entre eles,

com intuito de diminuir a sua quantidade nos alimentos.



1.2. Antioxidantes Naturais

O uso empirico de compostos naturais é muito antigo. Desde ha muito tempo que as
populacBes utilizam métodos caseiros para preservar da rancificacdo, carne, pescado e

outros alimentos ricos em gordura (Hernandez et al 2009).

Antioxidante natural é dificil de definir, sdo substancias que se apresentam ou podem ser
extraidas de tecidos de plantas e de animais e aqueles que se formam durante o}

processamento de alimentos de origem animal ou vegetal.

Estes compostos estdo presentes em praticamente todas as plantas, microrganismos e
tecidos animais. Na sua maioria sdo compostos fendlicos, entre 0s quais grupos, 0s

tocoferois, flavonoides e acidos fendlicos.

Por se considerar que estes ndo apresentam tantos riscos para o consumidor o seu estudo
tem sido bastante intensivo para conseguir melhorar e estabilizar a sua incorporagdo em

alimentos.

Os tocoferois, a vitamina C, e os carotenodides sao os mais utilizados na industria alimentar e

em produtos farmacéuticos (Porter, 1980).

Muitas plantas arométicas e em particular os orégédos, séo ricos em compostos fendlicos e
por isso uma potencial fonte importante de produtos inibidores de oxidac&o dos lipidos. O
mecanismo de acg¢do antioxidante dos fendis esta relacionado com a facilidade de ceder um
atomo de hidrogénio aos radicais lipidicos e assim quebrar as reaccbes de propagacéo

durante a oxidacado. O radical fendlico formado € mais estavel e menos reactivo.

Os dois grupos hidroxilo na vizinhanca e o grupo carbonilo na forma de éster aromatico,

lactona, flavanona ou flavona séo factores essenciais para a actividade antioxidante.

Os flavonoides séo outro tipo de compostos, que também se encontram no ramo vegetal,

em frutos, vegetais, graos, sementes, raizes, folhas, ou pdlen.

Os tocoferdis estdo presentes na maioria em Oleos e sementes de oleaginosas, sao
antioxidantes de natureza fendlica, quase sempre na forma livre, podendo apresentar-se sob
a forma esterificada com um acido gordo. Sdo bastante utilizados, uma vez que sao
considerados antioxidantes primarios (dadores de electrdes), inibindo a fase de propagacédo
ao reagirem com os radicais livres (peréxido ou alcéxilo) com estabilizacdo simultanea do

radical tocoferilo.



Os tocoferois apresentam-se sob a forma de quatro isomeros:a, 3, y € & que diferem entre si

no namero e posi¢cado de grupos metil do anel dihidrocromanol.
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5,7.8-Trimetil 18 a-Tocoferol
5,8-Dimetil 19 f-Tocoferol
7,8-Dimetil 20 y-Tocoferol
8-Metil 21 6-Tocoferol

Figura 2 — Férmula estrutural dos quatro isémeros de tocoferol.

A sua actividade antioxidante depende do alimento ao qual sdo adicionados, da sua
concentracdo, de disponibilidade em oxigénio e da presenca de metais pesados e de

presenca de outros compostos que exercam algum tipo de sinergismo.

O d-tocoferol € o que apresenta uma maior actividade antioxidante, seguido do y-tocoferol,
B-tocoferol e o a-tocoferol como 0 menos efectivo. Porém a baixas concentragdes (<50 ug g
1) 0 a-tocoferol é mais efectivo que o y-tocoferol, mas concentracées altas (> 100 ug g*) o y-

tocoferol € mais efectivo.

A actividade antioxidante dos tocoferois tem sido estudada principalmente em gorduras que
contém pequenas quantidades de antioxidantes, uma vez que a concentracoes altas se

observa um efeito pré-oxidante (Porkorny et al, 1991).

Os tocoferdis sdo muito estaveis ao calor completamente misciveis com 6leo e gorduras e

insolGveis em agua.

Como interceptores de radicais livres, os antioxidantes reagem com os radicais alquilo (R-) e
alquilperéxido (ROO-), interrompendo a cadeia de propagac¢do e inibindo a formacgédo de
hidréperéxidos e com os radicais alcoxilo (RO-), produzidos por decomposicdo dos
hidroperéxidos na presengca de metais diminuindo a sua decomposi¢cdo e consequente

formacdo de aldeidos (Pokorny et al, 1991).



1.3. Vantagens e desvantagens dos antioxidantes nat  urais
e sintéticos

Embora os antioxidantes de origem natural sejam a partida mais saudaveis apresentam

restricbes ao seu uso.
No quadro seguinte apresentam-se vantagens e desvantagens de antioxidantes:

Tabela 3 — Vantagens e desvantagens dos antioxidantes (adaptado de Pokorny, 1991).

Antioxidantes Sintéticos Antioxidantes Naturais
Barato Caro
Uso amplo Uso restringido a alguns produtos
Actividade antioxidante média a alta Gama variada de actividade antioxidante

Aumento da preocupacao relativa a _ N
Percebidas como substancias in6cuas

seguranca

Incremento do seu uso e ampliagéo das

Restrigbes de uso L
suas aplicacbes

Baixa solubilidade em agua Alta solubilidade em varias substancias

Diminuicao de interesse Aumento do interesse




2. METODOS DE AVALIACAO DA ESTABILIDADE
OXIDATIVA

Véarios métodos de actividade antioxidante foram utilizados para monitorizar e comparar a
actividade antioxidante dos alimentos. Nos ultimos anos, tém-se desenvolvido técnicas no
sentido de preservar ao maximo o material de analise para obter respostas o mais fiavel

possivel.

2.1. Métodos de Captacao de Radicais

A captacgéo de radicais € o principal mecanismo de acgdo dos antioxidantes nos alimentos.
Tém-se desenvolvido varios métodos em que se mede a capacidade antioxidante através da
captacado de radicais-livres sintéticos em solventes organicos polares, por exemplo metanol,
a temperatura ambiente. Os radicais utilizados sdo o DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazila) e o

ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-acidosulfénico)).

No método de DPPH, aplicado a extractos, mede-se a captagcdo deste radical através da
diminuicdo da absorvancia, medida a 515nm, que acontece devido a reducdo de um

antioxidante (AH) ou por reac¢cado com radicais.

CHy CHy
HaC——CHs HsC——CHs

CHs CH3 o
03N

Q.

0N

4G |

HsC
/CHa
CHy

< DPPH radical >

/CHs '
\_CHs
CH,

< Reduced DPPH >

Figura 3 — Exemplo de mudanca de cor do radical DPPH apds reagir com antioxidante. (fonte:
http://www.naturalsolution.co.kr/tech21e.html)

Alguns fenois, por exemplo, o a-tocoferol, reagem rapidamente com o radical DPPH. Porém
varias reaccBes secundarias lentas podem causar uma diminuicdo progressiva de
absorvancia, e por isso pode ser dificil alcancar o estado estacionario mesmo ao fim de

varias horas.



Na maioria dos casos o0 método de DPPH ¢ utilizado para medir a captacéo de radicais apés
30 minutos depois de iniciada a reacg&o. E expresso normalmente em valor ECs, ou seja, a
concentracdo de antioxidante necessaria para captar 50% dos radicais de DPPH num

periodo de tempo determinado.

O radical catiénico ABTS € mais reactivo que o radical DPPH, logo a reaccdo ocorre
completamente ap6s 1 minuto. O método mais recente consiste no uso de persulfato de
potassio para oxidar o ABTS ao seu radical cationico. A actividade de captacéo de radicais
pelo método de ABTS expressa-se em valor TEAC (capacidade antioxidante equivalente

trolox, trolox equivalent antioxidant capacity).

Estes métodos podem ser Uteis para a busca de novos antioxidantes mas ndo quando se
pretende valorizar a utilidade de um antioxidante num alimento, j& que a sua actividade
neste caso depende de factores tais como a polaridade, solubilidade e a actividade quelante

de metais.

Um método relativamente recente de medicdo directa da capacidade total de antioxidantes
num alimentos é o QUENCHER (QUick, Easy, New, CHEap and Reproducible), ou seja, um

método répido, facil, novo, barato e reproduzivel, segundo Goken et al (2009).

Este novo método exclui os antigos métodos de extraccdo com solventes que
inevitavelmente alteram a avaliagdo. Quencher também é um método de captacdo de
radicais utilizando as matrizes directamente através da utilizacdo de radicais como o DPPH
e 0 ABTS.

2.2. Indice de peroxidos

Para avaliagédo de estabilidade oxidativa de éleos e gorduras € usual a realizacao de testes
de oxidacdo rapida, controlando varios parametros. Parametros que permitem acelerar o
processo oxidativo como: catalisadores metdlicos, ac¢do da luz, pressédo de O,, agitacédo e

temperatura (mais comum e eficaz) (Frankel, 1993).

Num teste de oxidacao rapida, o estado de oxidacdo pode ser representado em fungéo do
tempo, obtendo-se uma curva com uma fase inicial relativamente estavel seguida de uma
fase em que existe um marcado aumento do indice de peroxidos, absorcdo de O2 e

formacdo de produtos de oxidacdo volateis (Frank e tal, 1982). O tempo decorrido até ao
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ponto de inflexdo de curva (ponto de méaxima variacdo de velocidade de oxidagao)

denomina-se por periodo de inducéo (PI).

O PI é medido como o ponto onde se d& a variacao rapida do declive da curva de oxidacéo
ou como rapida do declive da curva de oxidacdo ou como 0 tempo necessario para atingir
um determinado estado de oxidagdo. O Pl também pode ser utilizado para avaliar o efeito de

proteccdo dos antioxidantes quando adicionados a 6leos (Frankel, 1993).

O efeito de proteccéo ou factor de proteccéo (FP) é consequéncia de um aditivo incorporado
a determinado produto e é avaliado pela razdo entre o Pl do produto com incorporacdo do
aditivo e o seu Pl sem qualquer aditivo (amostra de controlo). Se o FP<1, este actua como

pré-oxidante (Faisca, 1998).

Este método foi obtido em aparelhos do tipo Rancimat.

2.3. Outros métodos

O DSC (Differential Scanning Colorimetry, Colorimetria de Varrimento Diferencial) € um
método instrumental que monitoriza a transicao exotérmica e endotérmica devido as

mudancas de fase ou as reac¢des quimicas produzidas numa amostra.

O final do periodo de indugdo vem marcado por um incremento do calor de reaccao devido a

uma reaccao mais rapida dos lipidos insaturados com o oxigénio.

Porém, esta medida tem uma escassa reprodutividade a menos que se realize a
temperaturas abaixo de 155° C, o qual reduz a utilidade do método como medida da

actividade antioxidante.

O método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mede a capacidade antioxiodante
em amostras biologicas in vitro. O teste mede a degradacdo oxidativa da molécula
fluorescente apdés ser misturado com radicais livres, tais como compostos azo-
iniciador. Azo-iniciadores séo utilizados para produzir o radical peroxil por aguecimento, o
gue degrada a molécula fluorescente, resultando na perda de fluorescéncia. Os
antioxidantes sdo capazes de proteger a molécula fluorescente da degeneragéo oxidativa. O

grau de protecao vai ser quantificados utilizando um fluorimetro.
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FRAP (ferric reducing ability of plasma) é outro dos métodos utilizados para avaliacdo da
capacidade antioxidante. E um método simples, automatizado de medi¢&o da capacidade de
reducao férrica plasmatica. E utilizado i&o ferro com baixo pH o que causa a formac&o de
um complexo de cor ferrosa.Os valores de FRAP sdo obtidos através da comparacdo da
alteracdo da absorvancia a 593nm em misturas que estdo em teste com os ibes contento
ferro em concentragdo conhecida. E um método barato, os reagentes sdo simples de

preparar, sado obtidos resultados altamente reprodutiveis e o procedimento é simples e

rapido.

3. METODOLOGIAS PARA OBTENCAO DE PRODUTOS
NATURAIS

A extraccdo de compostos naturais a partir de material vegetal € muitas vezes efectuada
através de solventes orgéanicos. O grande problema deste tipo de extraccdo € a toxicidade

de alguns dos solventes utilizados, que inviabiliza a sua utilizacdo no dominio alimentar.

O consumidor actual esta cada vez mais alertado para os perigos de contaminacdo dos
alimentos e as leis que restringem a utilizacdo de solventes organicos na inddstria alimentar

sdo cada vez mais apertados.

3.1 Destilacao

A destilacdo é das operacdes unitdrias mais antigas e das mais utilizadas na inddstria

alimentar e quimica.

E utilizada para extrair aromas de origem vegetal obtendo-se 6leo essencial como produto
final. Além de ser um método de baixos custos, € facil, versétil e permite obter extractos

aromaticos de boa qualidade.

O principio deste método é bastante simples, ocorre uma transferéncia de calor e de massa,
da fase liquida para a fase de vapor e da fase liquida por condensacao. A principal técnica
utilizada € por arrastamento de vapor de agua, devido a sua boa penetracdo nos tecidos

vegetais devido a sua baixa viscosidade (Heath, 1981). Por outro lado o vapor de 4gua néo
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pde em causa problemas de toxicidade como outros solventes utilizados noutras

metodologias de extrac¢ao.

Existem duas metodologias utilizando agua como solvente: destilagdo do material imerso em

agua e destilacdo por arrastamento de vapor.

3.1.1. Hidro-destilagcao

Pode ser efectuada por arrastamento de vapor ou por material imerso em agua.

Para a hidro-destilacdo por arrastamento de vapor é necessério fornecimento de calor para
gue o vapor de agua seja arrastado pelo vaso onde se encontra o material a extractar e seja
obrigado a passar num condensador. O vapor de 4gua ao atravessar a amostra arrasta
consigo 0s compostos volateis e hidrossoluveis que sdo posteriormente condensados e

decantados. Além do éleo essencial é obtida uma fase aquosa.

A principal diferenca deste tipo de destilacdo é a imersdo do material vegetal em agua num
baldo a que se fornece calor ligado a um aparelho de Clevenger modificado, em caso de

laboratorio.

Como neste método ha contacto directo entre a amostra e a agua, apresenta mais
inconvenientes, como alguma modificacdo do aroma original, degradacdo térmica dos
compostos mais sensiveis ao calor, extractos com cheiro a “cozido” e alteracédo de cor e ndo
pode ser utilizado em materiais ricos em amido por formarem aglomerados compactos
(Mold&ao-Martins, 1995).
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3.2. Extraccéao por solventes

A nivel laboratorial este método € normalmente praticado em aparelhos tipo Soxhlet.

/- Condensar

Extraction chamber

Thimble

Siphon arm
Va porT

Extraction solvent

Baoiling flask

Figura 4 — Exemplo de um reactor de Soxhlet

Para obter extractos de compostos aromaticos o menos alterados possivel a escolha do
solvente é muito importante. H& que ter em atencdo o seu ponto de ebulicdo, para que a
temperatura de refluxo ndo danifique a amostra e para que a operacdo se faca
continuamente e ndo seja necessario grande quantidade de solvente. Outro aspecto muito
importante € a sua polaridade uma vez que o objectivo é extrair lipidos existentes na matriz
e estes sdo apolares é necessario escolher um solvente também apolar (como alcoois) para

existir uma interaccédo entre eles.

3.3. Outros métodos de extracgao

Para além de destilacdo utilizando agua como solvente existem ainda duas categorias:
arrastamento por gas inerte, seguido de concentracdo e extraccdo com  fluidos

supercriticos.

A extracgdo por arrastamento com gas inerte consiste normalmente no arrastamento por

uma corrente de N2, conduzindo a producdo de um extracto rico apenas em compostos
14



mais volateis e mais termossensiveis. Nao sendo por isso viavel para extrair compostos com

actividade antioxidante.

Na extraccdo por fluidos supercriticos € realizada uma extraccao por solventes em que este
se encontra em condi¢cdes de pressdo e temperaturas acima dos seus valores criticos. O
extractante mais utilizado é o CO2 no estado supercritico por reunir um conjunto de
vantagens, nomeadamente, condicfes de pressao e temperatura facilmente atingiveis, baixo

custo e auséncia de toxicidade.

4. ALGUMAS MATRIZES COM POTENCIAL ANTIOXIDANTE
UTILIZADAS

De entre as potenciais fontes de antioxidantes naturais seleccionaram-se no presente

trabalho algumas que a seguir se descrevem com mais pormenor.

Neste trabalho o orégdo foi a matriz mais estudada mas para fins comparativos foram
analisadas outras amostras vegetais com possivel actividade antioxidante. Foram
analisadas amostras de repiso de tomate, bagaco de azeitona, sumo de amora preta e sumo

de amora comercial.

4.1. Orégaos

Os orégédos sao das plantas aromaticas mais utilizadas ndo s6 como condimento mas
também em fitoterapia e em na producdo de medicamentos. Possuem propriedades
antitassicas, antibacterianas, antifingicas e pode ser administrado para situacfes de perda

de apetite, dispepsia, flatuléncia, colicas e afec¢des broncopulmonares.

E produzido em larga escala nos EUA, México, Turquia, Grécia, Israel e Marrocos (Gardé,
1971).

O orégéo € uma planta originaria da regido mediterranica e Proximo Oriente. E uma espécie
vivaz, que forma um tufo ramificado de 50 a 60 cm. Apresenta folhas pequenas dispostas
em espiga. Podem ser utilizadas as folhas frescas ou secas, 0 que permite uma ampla

utilizacdo uma vez que é uma planta sazonal.

15



Classificagdo botanica do orégao é apresentada no seguinte quadro:

Tabela 4 — Classificacéo botanica do orégéo (Gardé, 1971)

Familia Lamiacea
Subfamilia Nepetoideae
Tribo Mentheae
Género Origanum
Seccéo Origanum
Espécie Origanum vulgare L.

Os orégéos séao ricos em flavonoides, tocoferéis e derivados de &cidos fendlicos. O 6leo

7

essencial € rico em compostos fendlicos, como o timol e o carvacrol, o seu efeito

antioxidante deve-se a presenca destes compostos.

O timol e o carvacrol diferem no seu mecanismo de inibicdo a temperatura ambiente, o qual

€ dependente do caracter lipidico da matriz. O timol apresenta melhores propriedades

antioxidantes em triacilglicerdis de 6leo de girassol que em triacilglicerdis de gordura de

porco.

4.2. Repiso de tomate

O repiso de tomate € constituido essencialmente por peliculas, sementes e material celuloso

podendo conter também uma percentagem minima de polpa de tomate.

Tabela 5 — Composicdo quimica de repiso de tomate em relacdo a sua matéria seca. (Del Valle et al

(2006))

Composicao quimica

Valores ( %)

Fibra

59,03

AcUcares totais

25,73
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Proteinas 19,27

Pectinas 7,55
Gordura total 5,85
Minerais 3,92

Actualmente este subproduto da industria de concentrado de tomate € escoado para racao
animal ou na forma de fertilizantes devido ao seu elevado valor proteico (Campos et al,
2007).

Contudo o facto de ter na sua composicdo uma percentagem consideravel de pelicula de
tomate faz do repiso uma importante fonte de licopeno e por isso cada vez mais valorizado

para futuras utilizagdes na industria alimentar e farmacéutica.

O licopeno é um poderoso antioxidante, representando aproximadamente 80-90% do total

de carotendides presentes no tomate (Graziani, 2003).

O papel do licopeno na prevencéo de diversas doencas tem sido alvo de inUmeros estudos
que comprovam o seu efeito benéfico para a saude humana, devido ao seu poder
antioxidante e capacidade de interac¢do com radicais livres (Shi et al., 2002). A sua ingestdo
estd relacionada com a reducdo de incidéncia de alguns cancros e com a prevencao de

acidentes cardiovasculares. (Camdes et al., 2008).

Figura 5 — Estrutura molecular do licopeno (C40H56)
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4.3. Bagaco de azeitona

O bagaco de azeitona é um subproduto dos lagares de azeite. Apresentando em média 55-
65% de fraccdo de polpa, € rico em polifendis e tocoferois, compostos com actividade

antioxidante.

Tabela 6 — Composicao quimica dum bagago humido “tipico” (adaptado de Centre d’Iniciatives pour
la Production Propre, 2000).

Composicao quimica Valores (%)
Gordura 3-4
Proteina 56

Acucares 13-14
Fibra bruta 14 -15
Cinzas 2-3
Acidos organicos 0,5-1,0
Polialcoois 0,5-1,0
Glucosidos e polifenois 0,5
Humidade 65

O teor de humidade dos bagagos € um factor de importdncia fundamental para a
conservagdo destes e para a qualidade dos 6leos extractados.

A quantidade de 4gua diminui cerca de 15 a 20% ao fim de alguns dias de exposi¢ao ao ar,
enquanto que a acidez do O6leo presente aumenta com resultado de hidrélise dos
triacilglicerdis (Bravo, 1990).

E utilizado para alimentag&o animal ou como potencial energético.

4.4. Sumo de amora

A actividade antioxidante da amora preta deve-se a presenca de flavondides,
designadamente as antocianinas. As antocianinas s&o pigmentos que conferem um tom
vermelho, roxo ou azul a diversos frutos, na amora preta a antocianina presente em maior

guantidade € a cianidina. Este fruto pode conter entre 1165,9 a 1528 mg eg. de cinidina-3-
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glucosido por kg peso fresco. Os acidos fendlicos presentes na amora também contribuem
para a sua capacidade antioxidante e sdo acidos hidroxicindmicos: &cido coumarico, 4cido
cafeico e acido ferulico (Maguer et al, 2002).

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Material

5.1.1 Matérias-primas com potencial antioxidante

Orégaos Inteiros

O material utilizado foi constituido por folhas e inflorescéncias de Origanum virens L.
originéria da regido alentejana (figura 6). O orégéo foi colhido no inicio da floracéo, foi seco
e posteriormente conservado em sacos de polietileno, ao abrigo da luz, e mantidos a

temperatura ambiente. A secagem das folhas previne o crescimento de microrganismos.

Possui um teor de humidade de 10% (m/m) aproximadamente.

Figura 6 — Folhas de orégao inteiro

Orégéos desodorizados

Procedeu-se a desodorizacao por destilacdo das folhas da planta por arrastamento de vapor
sendo em seguida o material extractado seco em estufa a 30° C.
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Repiso de tomate

O repiso de tomate utilizado foi fornecido pela FIT (Fomento de Industria do Tomate, Lda ) e

recolhido na campanha de 2009.

O repiso foi liofilizado tendo no final uma humidade residual de cerca de 5,4 %. Na tabela 7

apresenta-se a composi¢cdo em carotendides deste material.

Tabela 7 — Valores de carotendides de repiso de tomate.

Caroteinoides (mg/100 g Repiso (bs))

Licopeno
a -Caroteno 3 -Caroteno

32,38 4,52 1,62

Figura 7 — Repiso de tomate liofilizado
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Bagaco de Azeitona

O bagaco de azeitona foi cedido por um lagar de Moura, da campanha de 2008 resultado

de um processo de extrac¢cdo de azeite de trés fases.

Amora

As amoras foram adquiridas numa superficie comercial, comprimidas em papel de filtro a fim
de obter o sumo de amora sem carocos nem peliculas e o sumo foi separado para dois
frascos. A um dos frascos foi retirado todo o oxigénio e substituido por azoto (gés inerte).

Nesse mesmo dia procedeu-se a andlise da capacidade antioxidante .

Os frascos foram armazenados no escuro a uma temperatura de 4°C.

Sumo comercial de amora e cha vermelho

Sumo de amora e cha vermelho da marca Compal
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5.1.2 Reagentes

Oleo de girassol

Utilizou-se oleo de girassol da marca Auchan. As caracteristicas médias e respectivos

limites do 6leo encontram-se na tabela 8.

Tabela 8 - Caracteristicas do 6leo de girassol (Rosa, 1992).

Caracteristicas

Oleo de girassol

Crométicas:

c.d.o. dominante 568-580 nm
Transparéncia (min) 88%
Acido Gordos:

Acido palmitico 7-13%
Acido estearico 2-6%
Acido oleico 19-35%
Acido linoleico 40-62%
Acido linolénico 4-14%
Acidez 0,3%

indice de peroxidos

10 meq O,/Kg

Acetona [CH3(CO)CHp3] (Panreac)
Hexano [CH3(CH,)4CHy3] (Panreac)
Metanol [CH;OH] (Panreac)

Eter dietilico [C,HsOC,Hs] (Panreac)

DPPH [1,1-difenil-2-picrilhidrazila] (Aldrich)

TROLOX [6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-4cido carboxilico] (Sigma)
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5.2 Métodos

5.2.1. Métodos de obtencao de extractos de oregao

Obtencédo de orégao desodorizado
A desodorizacao do orégao foi efectuada através de destilacdo por arrastamento de vapor.

Utilizou-se o equipamento apresentado (fig.8)

Figura 8 - Representagdo esquematica do aparelho de destilagédo por arrastamento de vapor. B —
baldo gerador de vapor; C — coluna de vidro; | — material isolante; M — manta de aquecimento; S —
condensador; T - Tubo de recolha.

E inserido na coluna (C) cerca de 150g de orég&o inteiro e no baldo (B) 500mL de agua. Ao
ser gerado calor pela manta de aquecimento (M) vai-se formar vapor que € movido pela
coluna contendo os orégdos, 0 vapor vai arrastar consigo compostos volateis que
posteriormente sédo condensados em (S) e recolhidos no tubo (T). O processo é realizado a
100° C durante 50min.

No final da extraccdo obtém-se no tubo (T):
- Oleo essencial de orégéo (cerca de 7ml)

- Extracto aquoso

E na coluna (C):

- Orégéao desodorizado
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O rendimento total de extracc¢ao foi calculado pela seguinte expressao:
RT= (6leo essencial/ massa de orégao seco) * 100

O d6leo essencial e o extracto aquoso foram armazenados a cerca de 4°C, ao abrigo da luz.
O orégdo desodorizado foi colocado numa estufa para retirar toda a agua excedente e

guardado em sacos de polietileno devidamente selados e ao abrigo da luz.

Tratamento do extracto aquoso

O extracto aquoso foi arrefecido a temperatura ambiente e filtrado. Acidificou-se a solugéo
através de uma solucéo de HCIl a 25% para passar de um pH inicial de 4 para um pH ideal
de 2. Uma vez que ha precipitacdo de ceras ap6s a acidificacdo a solucao é filtrada por

gravidade através de papel de filtro.

Os extractos foram seguidamente obtidos por extrac¢do liquido-liquido. Foi utilizado um
agitador orbital e éter diisopropilico como solvente, com uma proporgdo de 1:3, ou seja,
colocou-se na ampola 300 ml de solucdo e 90ml de solvente, agitando durante 15 min a

uma velocidade de 260-320r.p.m. (U/min).

A fase aquosa formada é recuperada e € submetida a uma nova extraccao, repetindo todo o

processo anterior.

As duas fases organicas foram recolhidas e foi adicionado sulfato de magnésio de modo a

eliminar a agua remanescente, as fases aquosas foram rejeitadas.

A fase organica obtida, cerca de 400 ml, foi filtrada por papel de filtro, o solvente foi retirado
por evaporacdo num evaporador rotativo a cerca de 30°C, sendo ainda atravessado por uma

corrente de azoto para eliminar eventuais residuos de solvente.

O produto resultante foi posteriormente analisado em Rancimat a fim de determinar a sua

actividade antioxidante.
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Extracgdo com solventes - Soxhlet
A extracgdo por solventes orgéanicos é realizada normalmente em aparelhos tipo Soxhlet.

Para extraccbes de compostos aromaticos realizadas por solventes de baixo ponto de
ebulicdo (40-90°C) o solvente é escolhido de acordo com a sua polaridade. Os solventes
utilizados foram: acetona, hexano, éter dietilico e metanol. Em cada “batch” de extrac¢éo

foram processados 5¢g de orégao durante 3h.

5.2.2 Avaliacéo do potencial antioxidante de produt  os de orégao

Avaliacao do Factor de Proteccdo de Produtos de Oré  gao pelo método
Rancimat

A inibicdo da oxidacgdo lipidica utilizando o aparelho Rancimat requer equipamento simples e
pode ser utilizado como um método para determinar a actividade antioxidante, através de

substratos como 6leos comestiveis.

Foi utilizado o modelo Metrohm 679 Rancimat (fig.9), este permite a andlise de 6 amostras

em simultaneo.

Figura 7 — Aparelho Metrohm 679 Rancimat

A amostra a estudar é exposta a uma corrente de ar purificado com o caudal de 20 L/h, a
uma temperatura de 120° C. V&o sendo obtidas curvas de oxidacdo que permitem a
determinagéo periodica do indice de perdxidos. Estas curvas compreendem uma fase de
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inducdo, onde ndo se forma praticamente nenhum dos produtos secundarios da oxidacao, e
uma fase de oxidacdo, durante a qual hd uma grande elevagédo no indice de perdxido e

deteccgédo de produtos volateis. A adicdo de um antioxidante resulta na inibicdo da oxidacgao.

Para avaliar a capacidade protectora das amostras de orégado utilizou-se o aparelho
Rancimat 679, marca Metrohm, onde foi medido o periodo de inducéo da oxidacao lipidica
da gordura vegetal hidrogenada contendo o extracto de orégédo obtido por varios solventes.
Foram colocados em 6 tubos do Rancimat 2mg de extracto e 3g de 6leo vegetal e nos
restantes 2 tubos apenas 6leo vegetal sem qualquer antioxidante (como ensaio em branco).
O ensaio termina, automaticamente, quando é atingida uma condutancia de 200 uS em
todos os canais, obtendo-se na final uma curva de condutividade em rela¢do ao periodo de
inducdo (P.l.), ou seja, a sua resisténcia a oxidagdo. O P.l. corresponde a resultados finais
expressos em horas e que se referem ao momento em que a curva de condutividade sofreu

inflexdo. A partir destes valores € possivel obter o factor de proteccao (F.P.)
F.P.= P.l. (6leo + extracto) / P.l. (6leo)
Onde:

P.1. (6leo + extracto), corresponde ao ponto de inflexdo da mistura extracto de orégdo mais

Oleo vegetal

P.I. (6leo), corresponde ao ponto de inflexdo do 6leo vegetal sem adicdo de qualquer

antioxidante, amostra de controlo.

5.2.3. Avaliacao da actividade antioxidante de vari  os produtos da
indUstria alimentar

5.2.3.1. Método de Quencher usando o radical DPPH

Esta técnica de avaliacdo da actividade antioxidante permite analisar matrizes originais, sem
que estas tenham de sofrer um processo de extracgdo, 0 que permite a obtencdo de
resultados mais rapidos e aproximados da realidade. E utilizado um radical (DPPH) de cor
roxo, que ao ser colocado em contacto com a amostra a analisar € consumido de acordo

com o poder antioxidante dessa amostra.
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O radical DPPH é previamente preparado. Para uma concentragdo de 60uM sé&o dissolvidos
2,4 mg de radical em 100mL de metanol, num baldo volumétrico. E homogeneizado e
guardado a 4°C durante 24h.

No dia seguinte sdo preparadas as amostras. A matriz a analisar é analiticamente pesada
para 2 frascos de cor ambar. Num dos frascos é adicionado 6mL de DPPH a 60uM e no
outro é adicionado 6mL de metanol puro (a fim de verificar a interac¢cao daquela amostra no

metanol e assim termos comparacdo com a mistura anterior).

No caso de se verificar necessidade de diminuir a concentracdo de radicais antioxidantes
presentes em matrizes solidas, procedeu-se a uma diluicdo desta utilizando um material

inerte (amido de arroz).

Para todas as concentracdes de matriz estudadas este processo foi feito em triplicado para

resultados mais fiaveis.

As misturas ficam em agitacdo durante 1lh e em seguida sdo avaliadas por

espectrofotometria (realizada a 515 nm).

7

Além da mistura “matriz mais radical” e “matriz mais metanol” é ainda realizada uma leitura

apenas com radical como ensaio em branco.

Da leitura por espectofotometria sdo obtidas 3 absorvancias diferentes para cada

quantidade de matriz:
- “matriz + radical”;

- “matriz + metanol”;
- “radical DPPH".

Com estes trés valores de absorvancia é possivel determinar o RSA (radical scavenging

activity), em %. Primeiramente é calculado o A Abs.:
- A Abs = “matriz + radical” / “matriz + metanol”

- RSA = (“radical” - A Abs) / “radical * 100

Assim, quanto maior poder antioxidante a amostra tiver, mais radical vai ser consumido e

por isso menos absorvancia tera a amostra.
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E realizado em simultaneo uma curva de calibragdo feita com um antioxidante de referéncia,
Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-4cido carboxilico), a 2mM onde é dissolvido
em 50mL de metanol 25mg de Trolox. E homogeneizado e utilizado logo de seguida. Para
obter a recta de calibracdo sdo preparadas varias amostras de Trolox a diferentes
concentracdes (25 L, 50 yL, 100 uL, 150 pL, 300 uL, 400 pL e 600 pL), que apods 1h séo
lidas no espectofotometro a 515nm. Assim € possivel determinar a recta de calibracédo

Trolox e a sua respectiva equacao, obtida da forma:.

y=mx+b

De seguida é calculado nM Trolox:

nM Trolox = (RSA (%) —b )/ m

Os resultados sédo expressos em TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) que é
definido como a concentracdo do antioxidante que fornece a mesma percentagem de
inibicdo do Trolox (RE e tal, 1999).

Concluindo o TEAC é calculado por:

TEAC (nM Trolox / g ou pL amostra) = nM Trolox / g ou pL (amostra)

28



6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Avaliacao do potencial antioxidante de produto s de
orégao

A parte experimental deste trabalho iniciou-se pela avaliagdo, em Rancimat, de extractos
obtidos por extracgdo soélido/liquido em Soxhlet de: orégéo inteiro, orégdo desodorizado e

extracto aquoso resultante da hidrodestilacéo.

No estudo prévio foi utilizado metanol como solvente e os resultados obtidos sé&o

apresentados na fig.10.

1,14
1,12

1,1
1,08
1,06
1,04
1,02

F.P.

0,98
0,96
0,94

Extracto orégaos Extracto orégaos Extracto Aquoso
inteiros desodorizados

Figura 8 — Comparacao do F.P. entre o extracto de Soxlet de orégéos inteiros, desodorizados e
extracto aquoso, utilizando o metanol.

Pode concluir-se que os extractos de orégaos inteiros apresentam um maior factor de
proteccdo logo, um maior poder antioxidante que o0s extractos obtidos do bagaco
desodorizado e da agua de destilacdo. Portanto a operacdo unitaria de hidrodestilacéo
reduz o poder antioxidante da planta. Ainda assim tanto os orégdos desodorizados como o
extracto aquoso da hidrodestilacéo ainda apresentam actividade antioxidante pois o seu F.P.

€ superior a 1.
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Devido a elevada toxicidade do metanol, este tem de ser evitado na industria alimentar e por
iSso testaram-se outros solventes na extraccdo por Soxhlet, sendo os resultados
apresentados na fig. 11.

1,4

1,2 [

08 [

F.P.

0,6 -

04 |

0,2 -

Acetona Hexano Metanol Eter Dietilico

Figura 9 — Estudo do solvente a utilizar na extraccdo de Soxhle, de extracto de oregédo desodorizado.

Contrariamente ao que ocorreu com 0s extractos metanolicos o0s extractos obtidos com
acetona e hexano apresentaram um F.P. inferior a 1, indicando assim ndo uma actividade

antioxidante mas uma extrac¢ao de componentes com actividade pro-oxidante.

Além disso, apesar do metanol extrair da matriz, componentes com actividade antioxidante o
éter dietilico provou conseguir recuperar compostos apresentando um F.P. mais elevado,

sendo por isso o solvente escolhido para a continuacéo do trabalho.

Seguiu-se uma avaliagdo do valor de F.P. ao longo do tempo com a mesma amostra. Foi
preparado um extracto solido/liquido em Soxhlet a partir de orégdos desodorizado, o0 espaco
de cabeca foi preenchido com azoto liquido e a amostra foi armazenada ao abrigo da luz.

Foi analisada ao longo de 4 semanas, seguindo-se sempre a mesma metodologia. Os
resultados sdo apresentados fig. 12.
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Figura 10 — Comparacao entre o extracto de Soxhlet de orégaos desodorizados ao longo do tempo.

Verificou-se que ao longo desses 28 dias o extracto que inicialmente, apresentava um F.P.
de 1,3, foi perdendo actividade antioxidante até um F.P. de valor igual 1. Assim pode
concluir-se que o extracto perde actividade antioxidante ao longo do tempo podendo

mesmo vir a apresentar actividade proé-oxidante.

6.2. Avaliacdo da capacidade antioxidante pelo méto  do de
Quencher usando o radical DPPH

O método de Quencher foi testado neste trabalho em varias matrizes: orégao inteiro, orégao
desodorizado, repiso de tomate liofilizado, bagaco de azeitona, amora e sumo de amora

comercial.

Numa primeira fase analisaram-se todos os materiais resultantes da planta aromatica como

indicado na fig 13.
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Figura 13 — Comparacéo do TEAC entre orégaos inteiros, orégdos desodorizados e extracto de
Soxhlet a varias concentragdes.

Observou-se que nestas condi¢des reaccionais os orégaos inteiros apresentaram um maior
valor de TEAC relativamente a qualquer extracto do mesmo, logo, em principio, os orégaos
inteiros terdo um maior poder antioxidante. Verificando-se ainda existir coeréncia entre os
resultados deste método e o realizado anteriormente em Rancimat. O poder do extracto

resultante de Soxhlet é praticamente nulo.

E ainda possivel observar um decréscimo no TEAC com o aumento de concentracio de
orégao na solucao solida. Este facto deve-se possivelmente a limitacfes reaccionais devido
a menor difusdo, uma vez que ha um aumento de massa de amostra para 0 mesmo volume

reaccional de radical.

Como este método é aplicavel directamente a matriz, sem esta ter de sofrer nenhum método
de extraccdo, é possivel obter resultados mais rapidamente parecendo ainda que estes

serdo fidedignos.
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6.2.2 Aplicacdo de métodos de Quencher a varios tip  0os de matrizes

Repiso de tomate e Bagaco de azeitona

Tendo-se verificado que o0 método de Quencher apresentou resultados positivos no caso do
orégao e seus derivados, procurou-se validar o método aplicando-o a outras matrizes com
potencial capacidade antioxidante e com interesse industrial. Foram escolhidos repiso de

tomate liofilizado, bagaco de azeitona, amora e sumo de amora comercial.

Nestas matrizes nao foi necesséria qualquer diluicdo, o que indiciou logo um poder

antioxidante inferior ao do orégéao.

O repiso de tomate e o bagaco de azeitona foram triturados e peneirados nas mesmas
condigcbes Os resultados de actividade antioxidante assim obtidos sdo apresentados na
figura 14.

BERepiso

W Bagaco

TEAC (mM trolox/ g solido 10-4)

10 20
Repiso/ Bagago (mg)

Figura 14 — Comparacao do TEAC entre repiso de tomate e bagaco de azeitona, a varias
concentracoes.

Para todos os valores de concentracdo o repiso de tomate apresentou maior valor TEAC
gque o bagaco de azeitona. O comportamento entre as duas matrizes € sempre semelhante.
O valor da TEAC aumenta com a concentracdo até um valor de 5 mg de matriz com
potencial antioxidante A partir desse valor observa-se um decréscimo progressivo no valor

TEAC, podendo ser devido a varios factores nomeadamente limitacdes difusionais, uma vez
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gue como o tempo de reaccéo foi de lhora para todas as concentracoes pode néo ter

havido tempo para toda a massa reagir com o radical.

Sumo de amora e cha vermelho e sumo de amora comerc ial

Para este estudo foi utilizado sumo extraido por pressdao de amoras frescas e um sumo
comercial de amora. O sumo foi extraido, dividido em 2 frascos, um com a adicdo de azoto
liquido e outro sem. Ambos foram armazenados a 4°C durante 21 dias e analisados no

tempo 0, 7 e 21 dias.

3,50
3,00
=== Sumo natural
2,50
= Sumo comercial
2,00
1,50
1,00

0,50

Teac (mMTrogox/g sélido 10-6)

0,00

1,25 2,5 5 7 10 15

Figura 15 — Comparacao do TEAC entre o sumo de amora no “dia 0" e o sumo comercial de amora, a

varias concentracoes.

Através da observagdo da figura 15 € notério que o TEAC do sumo natural de amora é
muito superior ao do sumo comercial. Este facto pode ficar a dever-se a presencga de outro
tipo de compostos presentes no cha vermelho que podem complexar e tornar indisponiveis
os radicais antioxidantes da amora. Contudo o comportamento entre os dois sumos €
semelhante, o sumo natural parece ter a sua reagao completa a 2,5 uL e o sumo comercial a
5uL, a partir destes valores denota-se uma diminuicdo do valor TEAC. Ao longo da
experiencia foi verificada que estas duas matrizes em contacto com a mistura metanol e
radical formaram precipitados (possivelmente proteinas e lipidos) dificultando assim a

velocidade de reaccéo, tornando-a mais lenta para concentracdes mais elevadas.
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Figura 16 — Comparacdo do TEAC entre o sumo de amora no “dia 0", no “dia 7" com e sem azoto e
de “dia 21" com e sem azoto, a varias concentragdes.

Ao longo do tempo é possivel avaliar que o sumo armazenado apo6s 21 dias possui um
maior valor TEAC. Este facto deve-se possivelmente a alteracdes na estrutura do sumo,
como libertacdo de compostos (proteinas e polissacaridos) deixando de formar um
precipitado tdo coeso em contacto com a mistura reaccional, logo, dando lugar a uma maior
reactividade da matriz.

Todas as amostras apresentam comportamento semelhante, apresentando um maximo de
TEAC com 2,5 uL, seguindo-se um decréscimo nesse valor, provavelmente devido a
reaccdo incompleta entre as matrizes e o radical.

Através da figura 16 observa-se ainda ndo existir diferenga significativa entre o sumo

armazenado com azoto liquido e sem qualquer tipo de adig&o.
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CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objectivos: avaliar a capacidade antioxidante de matrizes
com esperado poder antioxidante por dois métodos diferentes, bem como validar o método

de Quencher
Os resultados obtidos no decurso do trabalho permitiram retirar as seguintes conclusdes:
- O orégao apresenta actividade antioxidante.

— Os compostos com actividade antioxidante encontram-se quer na planta inteira, quer

no 6leo essencial, e extractos organicos do orégdo inteiro e desodorizado.

- O estudo da actividade antioxidante pelo método de Rancimat provou que 0s
orégdos inteiros apresentam um maior factor de proteccdo que 0s orégaos
desodorizados e que o bagaco do mesmo (obtido por extrac¢do de Soxhlet). Ou seja
0s orégaos inteiros apresentam uma maior actividade antioxidante. Comprovou-se
ainda que a extracg¢do de Soxhlet executada com éter dietilico como solvente é mais

eficaz na extraccdo de antioxidantes.

- O método Quencher usando o radical DPPH provou ser rpido, eficaz, e coerente
com os resultados de Rancimat. Verificou-se que o orégao inteiro apresenta valores
de TEAC muito superiores relativamente aos seus extractos e ao repiso de tomate e

ao bagaco de azeitona.

- O Sumo de amora natural apresenta um maior poder antioxidante que o sumo
comercial. Facto que se pode dever a presengca de outro tipo de compostos
presentes no cha vermelho que podem complexar tornando indisponiveis os radicais

antioxidantes da amora.

- Relativamente ao sumo natural, verificou-se um aumento dos valores de TEAC com
0 tempo de armazenamento. Este facto pode ser devido a alteragbes na sua
estrutura, aumentando a biodispinobilidade dos antioxidantes que vao reagir com o
radical DPPH, obtendo-se valores de TEAC superiores em relagdo ao sumo

produzido no dia.

7

- O método de Quencher € mais expedito, ndo necessitando de um processo de

extraccdo. No entanto, é preciso ter em conta que é influenciado pela natureza da
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matriz sélida e pelo solvente usado. E necesséario um estudo do efeito destes

parametros para uma aplicacdo comparativa aprofundada em varias matrizes.
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