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RESUMO

Durante as ultimas décadas a preocupagcdo do consumidor em relacdo a
qualidade dos alimentos cresceu consideravelmente, juntamente com a procura por
alimentos funcionais ou componentes alimentares ativos fisiologicamente, também
designados bioativos. Paralelamente objetiva-se a redugdo 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. Os peixes sao
alimentos que atendem bem a alguns desses requisitos ja que possuem acidos graxos
poliinsaturados essenciais omega-3. A sardinha é um excelente exemplo. Em diversas
investigacoes foi verificado que esses acidos graxos tém um efeito cardioprotetor, além
de estarem ligados a reducgao de susceptibilidade a tumores malignos. Muito se fala
sobre a importancia do aproveitamento de lipideos de pescado e seus derivados para a
alimentagdo humana, mas € necessario um balango de acidos graxos poliinsaturados
na dieta assim como de antioxidantes que evitem a oxidacgao lipidica ja que esta pode
causar importantes danos bioldgicos, comegando com o comprometimento desses
componentes. A deterioragdo oxidativa dos lipideos é uma das reagbes mais
importantes e frequentes nos alimentos onde estdo presentes, inclusive nos peixes e
isso tem determinado uma série de estudos ligados a agdo dos radicais livres no
organismo ou no alimento e principalmente sobre os agentes que neutralizam essas
substancias altamente reativas. Juntamente com a preferéncia do consumidor por
produtos mais saudaveis pode ser notado um aumento do interesse pelo uso de
antioxidantes naturais e de pesquisas nessa area. Na procura por alimentos mais
saudaveis de uma maneira geral, o presente trabalho teve como objetivo trazer a sua
contribuicdo ao conhecimento da funcionalidade das ervas como antioxidantes naturais.

Palavras-chave: Sardinha; Oxidacgao lipidica; Antioxidantes naturais; Ervas; Estabilidade
oxidativa



11

ABSTRACT

During the last decades the consumer's concern in relation to the quality of the
foods grew considerably. On those years the use of harmful components to the health
was avoided as well as the search for functional foods or physiologically active
components, also designated bioactives enhanced. Nowadays, the industry aims at a
lesser use of synthetic products in foods. Therefore, food should carry through
therapeutic functions and still not to present any risk to health. Fish attain these
requirements well by furnishing the essential omega-3 polynsaturated fatty acids to the
diet. Sardines are an excellent example. In several investigations it was verified that
these fatty acids have a cardio-protector effect and they are related to malignant tumors
incidence reduction. When administratin fish lipids to the diet, it is important to
remember that a balance between polynsaturated fatty acids and antioxidants content is
necessary in order to avoid lipid oxidation since it can cause important biological
damages starting with the reduction of these essential lipids. Oxidative deterioration of
lipids is one of the most important and frequent reactions presents in foods including
fishes and has determined a series of studies linked to the free radicals behavior in the
organism or in the food and to the identification of the agents that neutralize the highly
reactive substances. Together with the consumer's preference for healthier products, an
increase of the interest for the use of natural antioxidants can be observed as well as
new researches in this area. In the search for healthier foods in a general way, the
present work had as objective to contribute to the knowledge of the functionality of herbs
as natural antioxidants.

Keywords: Sardine; Lipid oxidation; Natural antioxidant; Herbs; Oxidative stability
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1 INTRODUCAO

O principio "deixe o alimento ser teu remédio e o remédio ser teu alimento" foi
pregado por Hipdcrates aproximadamente ha 2.500 anos atras e este fundamento tem
sido observado em diversos trabalhos e estudos nos ultimos anos.

Antes, comia-se para sobreviver, de forma que a qualidade nao era prioridade.
Durante as ultimas décadas a preocupac¢ao do consumidor em relagao a qualidade dos
alimentos cresceu consideravelmente. Na década de 60 buscou-se melhorar a cadeia
de producdo dos alimentos. Foi quando surgiram os conservantes, espessantes e
estabilizantes. Nas décadas de 70 e 80 a pesquisa em tecnologia de alimentos foi
impulsionada. Novas tecnologias surgiram, novos aditivos foram desenvolvidos. Foram
criados produtos com baixos teores de agucares e gordura. Nos anos 90 os alimentos
viraram sindnimos de bem-estar e de reducao de riscos de doengas assim como
veiculos de uma melhor qualidade de vida. Dai a aceitagao de alimentos funcionais e
organicos, reforcando a idéia de que a alimentagcdo €& um fator critico para a
manutencao da saude.

Hoje observamos uma evolugao no que diz respeito aos padrdes de qualidade e
pureza dos alimentos, sobretudo a respeito da reducdo do emprego de produtos
sintéticos desde a sua producéao (ex: agrotoxicos; antioxidantes sintéticos; corantes).

Além de nutrir, o alimento pode desempenhar fungdes terapéuticas e
medicamentosas. Sdo os chamados alimentos nutracéuticos ou bioativos, que invadem
o mercado. Nos Estados Unidos, esse mercado movimenta bilhdes de ddlares por ano.
Esse € um novo mercado consumidor que surge e dita uma tendéncia de consumo.

O final dos anos 20 e o comego dos anos 30 trouxeram as primeiras reportagens
sobre dietas lipidicas que continham duas substancias identificadas como acidos
linoléico (18:2w6) e a-linolénico (18:3w3). Esses dois acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) foram reconhecidos como vitamina F, um termo abandonado em favor de
acidos graxos essenciais (CUNNANE, 2003).

Os acidos graxos omega-3 (n-3 ou w-3) sdo uma classe essencial, encontrados
em Oleos de peixe. A dieta ocidental esta cada vez mais deficiente em acidos graxos

omega-3, o que é refletido na taxa dietética (ou razdo) de omega-6 para omega-3,
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estimada atualmente por alguns autores em 3-4:1, comparada com a taxa de 1:1 na
qual os humanos evoluiram (SIMOPOULOS, 1991). Isto tem estimulado os
pesquisadores a examinarem o papel dos acidos graxos n-3 em uma série de doengas,
particularmente cancer e doencgas cardiovasculares e inflamatérias, e mais
recentemente no desenvolvimento humano precoce.

Peixes e frutos do mar tém um importante papel na alimentacdo humana ja que
representam um enorme estoque disponivel de acidos graxos poliinsaturados omega-3.
Muito se fala sobre a importancia do aproveitamento de lipideos de pescado e seus
derivados para a alimentagdo humana. O peixe € um importante constituinte na
alimentagao de varios grupos populacionais, uma vez que contém varios componentes
de alto valor nutricional, como proteinas, vitaminas, sais minerais e lipideos (SOCCOL,;
OETTERER, 2003), estes com boas quantidades de acidos graxos insaturados, e em
peixes de 4aguas profundas os da série omega-3, especialmente 4acidos
eicosapentandico e docosahexandico os quais trazem enormes beneficios ao
organismo humano (BELDA; POUCHET-CAMPOS, 1991). Segundo Simopoulos (1991)
estes auxiliam na reducao dos niveis de colesterol no sangue e controlam a pressao
arterial.

Os 6leos marinhos tém sido utilizados como produtos farmacéuticos e complexos
alimentares. O 6leo de figado de tubarao € utilizado desde o final dos anos 30, quando
se descobriu sua potencialidade como fonte de vitamina A. A composi¢cao dos oleos
marinhos € bem mais complexa que a dos 6leos animais e vegetais. O comprimento da
cadeia carbdnica oscila geralmente entre 14 a 24 atomos de carbono, podendo conter
ou nado insaturagdes em sua cadeia. Os varios efeitos benéficos a saude humana sao
atribuidos aos poliinsaturados. Alguns destes acidos graxos sdo essenciais, ou seja,
nao sao sintetizados pelo organismo, sendo a alimentagédo a unica fonte dos mesmos
(BRUSCHI, 2001). As maiores fontes usadas para a alimentagao sdo mesmo 0s peixes
que outros como focas e baleias. Ostras sdo boas fontes de omega-3. A quantidade
desses acidos graxos encontrados em frutos do mar varia entre 8 a 12% de EPA e
entre 10 a 20% de DHA (BADOLATO et al., 1994).
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Por outro lado os 6leos e gorduras possuem alguns pontos reativos na molécula.
Os grupos éster entre a carboxila do acido graxo e o glicerol e outros alcoois pertencem
ao grupo funcional de relativa reatividade que se hidrolisa a acidos graxos livres, na
maioria das vezes. Outros sitios reativos da molécula lipidica sdo as duplas ligagdes
presentes nas cadeias hidrocarbonadas de alguns acidos graxos. Estas ligagdes sao
sensiveis a oxidagao.

A deterioragdo oxidativa dos lipideos € uma das reagbes mais importantes e
frequentes nos alimentos onde estdo presentes, inclusive nos peixes. O fenbmeno da
autoxidagdo das matérias graxas ja provoca ha algum tempo, interesse nos
pesquisadores devido as consequéncias que determina no alimento e pelo intenso uso
de 6leos e gorduras como matéria-prima alimentar e industrial.

O papel fundamental da oxidagcdo dos lipideos na alimentacdo humana
determinou uma série de pesquisas, mais recentemente aquelas ligadas a acdo dos
radicais livres no organismo, no contexto dos fenbmenos de envelhecimento e de
patologias especificas como a arteriosclerose, doengas do coragao e do cancer.

A oxidacédo é um fendmeno ligado principalmente aos lipideos mais insaturados
constituintes fundamentais da estrutura de membranas biolégicas e garantia da
integridade funcional das mesmas. E evidente, portanto, que a oxidacdo lipidica pode
causar importantes danos biolégicos que podem ter relacdo com o tipo de dieta nao
suprida de uma concentracdo adequada de antioxidantes, ja que esses sao agentes
que neutralizam os radicais livres.

Juntamente com a preferéncia do consumidor por produtos naturais e organicos
pode ser notado um aumento de interesse pelo uso de antioxidantes naturais e de
pesquisas nessa area (BERMOND, 1990).

A industria de alimentos ja vem considerando o uso de antioxidantes naturais
como os tocoferdis, varias especiarias e ervas, extratos de vegetais e acido ascorbico.
As propriedades antioxidantes de especiarias e ervas sdo geralmente atribuidas aos
compostos fendlicos (AKHTAR et al., 1998).

Na procura por alimentos mais saudaveis de uma maneira geral, o presente
trabalho teve como objetivo tragar um perfil qualitativo em relacédo a funcionalidade das

ervas como antioxidantes naturais e um perfil quantitativo em relagdo a quantidade de
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compostos fendlicos presentes nas mesmas para depois verificar como cada erva se
comportou ao serem adicionadas a um produto ou alimento rico em acidos graxos
essenciais, no caso o filé de sardinha processado e cozido, através de valores de
TBARS. Além disso, tem o objetivo de validar um modelo matematico para a analise da
combinacgao das ervas em diferentes concentracbes e, portanto o sinergismo entre as

mesmas.

1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Importancia do pescado

Tem havido crescente interesse dos consumidores pelo papel de alimentos
especificos para melhorar a saude ou componentes alimentares ativos fisiologicamente,
os supostos alimentos funcionais, também designados de bioativos. Obviamente, todos
os alimentos sao funcionais, por proporcionarem valor nutritivo além do sabor e aroma.

Durante a ultima década o termo ‘funcional’ quando aplicado aos alimentos tem
sido adotado com uma conotacdo diferente que é a de proporcionar um beneficio
fisiolégico adicional além de apenas satisfazer as necessidades nutricionais basicas,
mas ainda que uma profusdo de compostos biologicamente ativos tenha sido
identificada, faltam trabalhos que aprofundem os detalhes técnicos acerca da forma de
acao dos compostos especificos de varios alimentos.

Segundo a Top Ten Functional Food Trends (2006) os fitoquimicos representam,
nos dias de hoje, a corrente principal quando se trata de antioxidantes. As pesquisas da
ACNielsen (2006a) trazem uma constatagao em relagado aos antioxidante. Depois de um
aumento de 19% nas vendas em 2005 pretende dobrar esse crescimento em 2006
sendo o segundo indice dentro das tendéncias de grande sucesso. De 2004 a 2005, o
principal elo da ACNielsen, o grupo ‘Health Activist’, gastou mais nos antioxidantes que
em qualquer outra categoria relacionada a saude. Mais importante ainda foi o fato de
que 52% dos que negligenciam a saude, os chamados pela ACNielsen de “Health
Neglectors” consumiram mais comida com antioxidantes do que no ano anterior. As

comidas adicionadas de antioxidantes estdo virando concorrentes de uma importante



21

fatia do mercado. Vendas de multi-vitaminicos cairam 14% em 2005 enquanto as
vendas de chas liquidos aumentaram 194%. O consumo de cha verde triplicou durante
os ultimos cinco anos; quase 50% de bebedores de cha o bebem semanalmente. A
Starbucks esta lancando o Tazo®, um cha verde com amoras pretas. A Lipton esta
fabricando cha verde e cha preto e ambos possuem antioxidantes naturais. Os fatos
demonstram que o mercado de cha movimentara 10 bilhées de ddlares antes de 2010
(ACNielsen 2005b; 2005c).

O préximo grande salto em producao de alimentos sera dado pela aquicultura,
como aponta relatério do Banco Mundial (MACGIN, 1998) o que também prova essa
tendéncia ja que os peixes sdo sem duvida alimentos funcionais. Produtos advindos da
aquicultura tem sido importante forma de acompanhar esta crescente demanda (BOYD;
MASSAUT; WEDDIG, 1998 apud PIEDADE; NEVES; SANTOS, 2002).

Nos ultimos anos houve um grande avango nas pesquisas de produtos marinhos.
Os pescados sao importantes fontes de proteinas e lipideos de origem marinha desde o
inicio da civilizagdo. Uma das melhores fontes de omega-3 é o 6leo de pescado. De
uma maneira geral, o pescado estd sendo cada vez mais demandado em todo o
mundo, ato que tem sido aconselhado por nutricionistas ja que o peixe possui
qualidades para combater, ao mesmo tempo, dois flagelos contemporaneos, a fome e a
obesidade, pelos ingredientes saudaveis disponiveis em abundancia.

Produtos alimenticios elaborados com peixe tém atraido fortes interesses da
industria processadora ja que possuem acidos graxos essenciais, mas estes séo
altamente oxidaveis. Na industria, a oxidacdo lipidica é inibida geralmente por
antioxidantes sintéticos, mas estes se mostram deficitarios ja que apresentam alguns
problemas principalmente quando o assunto €& saude. Além disso, as industrias
enfrentam um problema em relagcado as quantidades suficientes para prover adequada
protecdo e aumentar o tempo de prateleira dos produtos. A quantidade de antioxidante
permitido esta limitada por érgaos do governo, por fatores econémicos, por problemas
de saude que possivelmente podem causar e ainda pelo fato de que certas quantidades
podem agir como proé-oxidantes de alimentos. E ai que entram os antioxidantes

naturais.
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1.1.2 Acidos Graxos Essenciais

Os acidos graxos extraidos de peixes de agua frias e vegetais tém agao benéfica
sobre os niveis de colesterol no sangue e sobre a presséao arterial, principais fatores de
risco para as doencas do coragao. Os mais importantes sdo os acidos graxos omega-3
(eicosapentandico - EPA) e omega-6 (docosahexandico - DHA).

A Organizagédo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagao (Food and
Agriculture Organization) e a Organizagcdo Mundial de Saude (World Health
Organization) recomendaram o consumo de 3% de acidos graxos essenciais,
principalmente omega-3 e omega-6, baseado no total de energia consumida de 3000
calorias diarias (FAO/WHO, 1994; CRAWFORD, 1994).

A idéia de que os acidos graxos n-3 podiam desempenhar um papel importante
em doengas cardiovasculares foi trazida a luz pela primeira vez nos anos 70 quando
Bang e Dyerberg (1972) relataram que os esquimos da Groenléndia tinham baixas
incidéncias destas doengas apesar de consumirem uma dieta rica em gordura. Dai
observacdes pioneiras nessas populagdes esquimos foram realizadas por diversos
pesquisadores durante a década de 70 (BANG; DYERBERG, 1980). Uma analise
estatistica sobre a mortalidade por enfermidades do miocardio nos habitantes da
Groenlandia, desde 1950 a 1974, revelou a existéncia de apenas trés casos do total de
uma populagédo de 1350 individuos (MUELLER; TALBERT, 1988).

Estudos realizados por Weaver e Holob (1988) e Simopoulos (1991) também
demonstraram baixa ocorréncia de casos de doengas cardiacas em populagdes de
esquimés. Os médicos dinamarqueses Dyerberg e Bang publicaram em 1975, no
American Journal of Clinical Nutrition, os resultados do estudo ja citado, mostrando que
no sangue dos esquimos da Groelandia estavam presentes em altos niveis, dois acidos
graxos de cadeia longa, poliinsaturados da série omega-3, o eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA).

O efeito cardioprotetor do consumo de peixe tem sido observado em algumas
investigacdes prospectivas que incluem estudos de Zutphen, do Health Professional
Study, do Chicago Western Electric Study, do Physicians Health Study, e do Multiple
Risk Factor Intervention Trial (KROMHOUT; BOSSCHIETER; DE LEZENNE
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COULANDER, 1985; KROMHOUT,1995), mas ndo em outras (ASCHERIO et al., 1995).
Os resultados negativos podem ser explicados pelo fato de que embora tenha sido
demonstrado que os acidos graxos n-3 podem diminuir as taxas de triglicérides em 25%
a 30%, eles ndo diminuiram o LDL-colesterol (HARRIS, 1996). Segundo alguns
estudos, os efeitos do omega-3 nado se limitam ao coracado (KROMHOUT,1995).

Moncada e Vane (1978) demonstraram que a parede vascular poderia utilizar
endoperoxidos relacionados com a aderéncia de plaquetas para a formacdo de
prostaciclinas e Dyerberg et al. (1978) propuseram que o acido eicosapentaendico
(EPA) somente de peixe ou 6leo de peixe, por meio da formagao de analogos ativos de
prostaciclinas (PGl3), mais tromboxanos (TXA3), poderia produzir um estado
antitrombético e agir como protetor contra as doengas cardiovasculares.

Shahidi (2000) atribuiu os efeitos benéficos a saude dos acidos graxos
poliinsaturados omega-3 a sua capacidade de reduzir os niveis de triglicerol e colesterol
no sangue. Os lipideos marinhos sao formados no figado de pescados brancos e
magros, e estdo presentes na massa corporal de peixes gordurosos. Esses lipideos sao
formados por acidos graxos poliinsaturados e também por acidos graxos saturados e
monoinsaturados.

Os seres humanos, especificamente da ordem dos mamiferos, podem sintetizar
certos acidos graxos saturados e insaturados, mas n&o sado habeis para sintetizar
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), cuja falta pode gerar um mal funcionamento do
organismo. Devido esse fato, esses acidos graxos sdo chamados essenciais e devem
ser incluidos na dieta (SIMOPOULOQOS, 1999) através dos peixes, 6leo de peixes, assim
como lipideos de animais marinhos, 6leos vegetais, margarinas, leite humano e outros
menos significantes (BELDA; POURCHET-CAMPOS, 1991). Os &cidos linoléico e
linolénico sdo exemplos dos chamados essenciais (BURR; BURR, 1929).

Na espécie humana, os tecidos que tém a capacidade de biossintetizar EPA e
DHA sao os do figado, das gbnadas, e em menor escala, do cérebro e do tecido
adiposo, e o fazem a partir do precursor acido a-linolénico, através de sistemas
enzimaticos de alongamento e dessaturagdo (Figura1), ainda que a velocidade dessa
reacao seja muito baixa, principalmente quando a dieta é rica em acido linoléico, que

compete pelas mesmas dessaturases (HAAG, 2003).
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Segundo Belda e Pourchet-Campos (1991) os acidos graxos saturados sé&o
sintetizados no organismo em um compartimento celular extra mitocondrial, com um
sistema enzimatico complexo gerido pela acetilicoenzima A. Os acidos graxos
monoinsaturados sido formados a partir dos saturados e os poliinsaturados sao
derivados dos monoinsaturados pela acao de uma agao de desaturacao especifica nas
posi¢des das duplas ligagdes na cadeia (Figura1).

OMEGA 6 OMEGA 3
Acido linoléico Acido a-linolénico
(18:2) (18:3)

ﬂ < A 6 Dessaturase > ﬂ

Acido vy-linolénico

(18:3) (18:4)

ﬂ «— Elongase S ﬂ
Dihomo y-linolénico

(20:4)

(20:3)
ﬂ ‘ A 5 Dessaturase > ﬂ

Araquidénico Eicosapentaendico
(20:4) (20:5)
ﬂ < Elongase - ﬂ
(22:4) (22:5)
ﬂ < Elongase 5 ﬂ
(24:4) (24:5)
ﬂ < A 6 Dessaturase > ﬂ
(24:5)
B oxidacéo (24:6)
[ —F" - — 1
peroxissomal
Docosapentaendico Docosahexaendico
(22:3) (22:6)

Figura 1 - Processo metabolico e competicdo metabdlica entre omega-3 e omega-6
Fonte: Salem (1999)
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Os efeitos dos acidos graxos em diversas e diferentes patologias podem ser
explicados pela acdo na sintese e metabolismo dos eicosandides, importantes
mediadores de sinais derivados de acidos graxos de 20 carbonos, com 4 ou 5
insaturagbes (LANDS, 1986) que culmina com a sintese de prostaglandinas,
tromboxanas, prostaciclinas e leucotrienos (AHMAD, 1998).

O acido linoléico (Figura 2) é um acido graxo poliinsaturado com 18 carbonos,
contendo duas duplas ligagdes, a primeira na posi¢ado do carbono 6 e a segunda na
posicdo do carbono 9 da cadeia de carbonos, a contar do grupo metila. Estes sao
conhecidos como acidos graxos omega-6. Graos oleaginosos e 0leos vegetais sao
fontes de omega 6. O &acido linolénico (Figura 2) € um acido graxo contendo 18
carbonos, com trés duplas ligagdes, nas posigdes 3, 5 e 7, a contar do grupo metila.
Sao os acidos graxos omega-3. O acido eicosapentandico (EPA) é o 20:5 omega 3,
acido poliinsaturado contendo 20 carbonos e 5 duplas ligagbes, sintetizado a partir do
acido linolénico. O acido docosahexanodico (DHA) é o 22:6 omega 3 e contém 22
carbonos com seis duplas ligagbes. O organismo humano ndo consegue efetuar a
transformagdo de um omega-3 em um omega-6, ou vice versa, portanto as
necessidades de acidos EPA e DHA devem ser obtidas diretamente através dos
alimentos (DE ANGELIS, 1995) ou da baixa taxa de conversdo a partir do acido
linolénico (SIMOPOULQS, 2000).

Uma vez consumidos, os acidos linoléico e a-linolénico podem ser elongados até
cadeias de pelo menos 20 ou 22 carbonos. O acido linoléico pode ser metabolizado em
outros acidos omega-6 intermediarios como os acidos y-linolénico, dihomo-y-linolénico e
acido araquidoénico. O acido a-linolénico € metabolizado em outros da série omega-3,
entre eles o EPA e o DHA. Como ja dito (Figura 1), esse processo metabdlico é
mediado pelas enzimas chamadas elongases e dessaturases, as quais participam na
formacao dos PUFA, w-6 e w-3, resultando em uma competicdo metabdlica entre os
dois grupos (SALEM, 1999).
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Figura 2 - Acidos linoléico, a-linolénico, eicosapentandico e docosahexandico

Um excesso de acido linoléico vai impedir a transformacao do a-linolénico em
seus derivados EPA e DHA, o mesmo acontecera no caso contrario, com um menor
consumo do acido linoléico havera uma diminui¢do da formagao do acido araquidénico.
A concorréncia entre os acidos linoléico e a-linolénico esta determinada pela afinidade
da enzima delta-6-dessaturase por ambos acidos graxos. Como a enzima tem maior
especificidade pelos acidos graxos omega-3, esta precisara de menores quantidades
destes acidos que dos acidos omega-6 para produzir a mesma quantidade de produto
(MADSEN et al., 1999). Isto significa que deve existir uma propor¢do maior de acido
linoléico que de a-linolénico. Esse equilibrio entre os dois acidos graxos se faz pela
dieta.

Os acidos graxos w-6 e w-3 intercedem no metabolismo dos eicosandides, na
expressdo genética e na comunicagao intercelular. A composicdo dos PUFA das
membranas celulares depende, em grande dimensdo, da quantidade ingerida na dieta.
Portanto, € necessario considerar as recomendacdes das quantidades apropriadas para

0 consumo diario destes acidos graxos. As duas classes de PUFA sdo metabolicamente
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diferentes e possuem fungdes fisiolégicas muitas vezes opostas tornando
imprescindivel o equilibrio nutricional para a homeostase e desenvolvimento normal do
organismo garantindo a prevengdo de doengas cardiovasculares, crbnicas
degenerativas e também a saude mental (SIMOPOULQS, 2000).

Existem distingdes bioquimicas e, principalmente, funcionais entre os acidos EPA
e DHA; o EPA age mais diretamente no sistema vascular, enquanto o DHA modifica as
propriedades coagulantes das plaquetas sanguineas (ACKMAN, 1994). Para pacientes
em tratamento, uma suplementacao poderia suprir as necessidades de EPA e DHA

diminuindo o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica (KRITCHEVSKY, 1996).

1.1.3 Peixes na dieta

O interesse pelo consumo do pescado foi intensificado apds a expansao da
nutricdo como area de conhecimento, a qual apresentou as vantagens do pescado
como alimento, devido ao seu valor nutritivo, principalmente em relagao aos altos teores
de vitaminas A e D, calcio e fésforo, baixa quantidade e consideravel qualidade dos
lipideos (OETTERER, 1991). O pescado geralmente contém cerca de 60 a 85% de
umidade, 20% de proteina bruta aproximadamente, 1 a 2% de cinzas e 0,6 a 36% de
lipideos (OGAWA; MAIA, 1999).

Sabe-se que os peixes sdo um importante constituinte da dieta humana de
inumeros grupos populacionais, ja que representam uma fonte de diversos
componentes com significativo valor nutricional, como proteinas comparaveis as do ovo,
carne e leite. Segundo Belda e Pouchet-Campos (1991), estdo entre os alimentos de
maior reserva de acidos graxos polinsaturados. Uma das principais fontes na dieta de
n-3 de cadeia longa é o pescado, rico nos acidos graxos EPA e DHA (CALDER, 1998).

E cada vez mais freqiiente o interesse pelos lipideos marinhos, dada as
concentracdes de acidos graxos poliinsaturados omega-3 de cadeia longa (SHAHIDI,
2000). Muitas pesquisas tém estabelecido que os acidos graxos poliinsaturados (n-3
AGPI), em particular o acido ecosapentandico e o acido docosahexandico, s&o o0s
principais componentes biologicamente ativos de o6leos de peixe (SIMOPOULOS,
2000).
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Estudos relacionados com dietas suplementares de peixes ou 6leos de peixes e
derivados de omega-3 mostraram os efeitos benéficos destes produtos e, nestes
ultimos anos, varios medicamentos a base de 6leo de peixes e/ou derivados surgiram
no mercado, principalmente no mercado internacional (PYZH et al., 1993).

Peixes de agua doce geralmente contém por¢coes menores de acidos graxos
poliinsaturados em comparagao com frutos do mar (MONSEN, 1985; ANDRADE et al.,
1995), mas ha trabalhos mostrando que peixes de agua doce frias contem altas
quantidades de omega-3 PUFA (AGREN et al., 1998). Os peixes de agua doce tém a
composicdo em acidos graxos sensivel ao tipo de alimentacdo de que dispdem,
apresentando larga variacao qualitativa e quantitativa em acidos graxos (BRUSCHI,
2001; MARTINO; TAKAHASHI, 2001).

A maior quantidade de acidos graxos polinsaturados n-3 em peixes marinhos é
provavelmente devido a manutencdo das membranas celulares fluidas em baixas
temperaturas (HAZEL; ZEBRA, 1986). Muitas plantas marinhas, especialmente algas
unicelulares no fitoplancton, também realizam a elongagdo da cadeia e adicional
dessaturacdo do acido a-linolénico para produzir os acidos EPA e DHA. A formacéo
desses LCPUFA w-3 pelas algas marinhas e sua transferéncia através da cadeia
alimentar aos peixes explica a abundancia dos mesmos em alguns 6leos de origem
marinha (CALDER, 1998).

Nos animais marinhos (peixes e crustaceos) encontram-se outros acidos graxos
com maior numero de carbonos e com maior quantidade de duplas ligagdes, que
também pertencem a série omega-3. Sdo os acidos graxos de cadeia muito longa
(superior a 18 carbonos) LCPUFA (long chain polyunsaturated fatty acids). Sao os
acidos eicosapentaendico (EPA, C20:5, w-3) e o acido docosahexaendico (DHA, C22:6,
w-3). Oleos de peixes marinhos possuem altas concentracdes de EPA e DHA que tém
mostrado potenciais beneficios para a saude humana, particularmente para a
prevencao de doencas cardiovasculares (MEDINA et al., 2003). Estudos demonstraram
que o consumo desses acidos reduz o risco de doengas como artrite e cancer
(VISENTAINER et al., 2000). Oetterer (1991) relatou que as doencgas cardiovasculares
podem ser minimizadas com a ingestdo do pescado, que contém acidos n-3 que estéo

relacionados com a diminui¢gado do colesterol sanguineo.
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A adigdo de acidos graxos de cadeia longa nas dietas tem sido discutida e
recomendada (BYRNE, 1994). Estudos epidemiolégicos tém mostrado que o consumo
de peixe tem efeitos favoraveis nos niveis de triglicérides, pressdo sanguinea,
mecanismos de coagulagéo e no ritmo cardiaco (BURR, 1991).

Embora ndo tenha sido inequivocadamente demonstrado que o consumo de
peixe possa reduzir o risco de doencgas cardiovasculares em homens saudaveis, foi
verificado que o consumo de 35g ou mais de peixe por dia pode reduzir o risco de morte
por infarto do miocardio ndao subito no Chicago Western Electric Study (DAVIGLUS et
al., 1997) e uma minima quantidade como uma porgcdo de peixe por semana foi
associado com um risco significativamente reduzido da mortalidade cardiovascular total
apos 11 anos em mais de 20.000 norte-americanos (ALBERT et al., 1998).

Recentes pesquisas tém mostrado que pessoas que consomem grandes
quantidades de peixe tém menos tendéncia a depressao e suicidio (COLLIN et al.,
2003). Os baixos indices de depressao tem sido associados as quantidades de DHA
nos alimentos sugerindo que dietas ricas em omega-3 podem aumentar a atividade
serotonorgenica e reduzir impulsos inesperados de agressividade (BRUNNER et al.,
2002).

Os resultados de diversas pesquisas comprovam amplamente que o uso de
capsulas de oleo de peixe promove um ligeiro aumento nos niveis de HDL, a
lipoproteina benéfica, e uma redu¢cdo mais acentuada dos niveis plasmaticos de LDL
colesterol, assim como das lipoproteinas VLDL que s&o as mais propensas ao deposito
na parede das artérias. Neste aspecto os Oleos de peixe da série omega-3 sdo de
quatro a cinco vezes mais eficazes que os 6Oleos vegetais na redugdo do colesterol
sanguineo. Atualmente, a American Heart Association recomenda a populagéo
americana que coma peixes, no minimo, duas vezes por semana. Se 0s peixes forem
provenientes do mar, como a sardinha, melhor ainda, pois os de agua doce nao
apresentam a mesma quantidade de omega 3 em relagdo aos de agua salgada
(American Heart Association, 2004). Comités consultivos de renome recomendam

diferentes niveis de ingestao diaria de omega-3 (Tabela 1).



30

Tabela 1 - Sugestao de ingestao de omega-3

Comité mg por dia recomendada
British Nutrition Foundation (1992) 1250
Simopoulos et al. (1999) 650

Intern. Society for the Study of Fatty Acids and Lipids (2004) 500

National Heart Foundation (1999) 400

Omega Workshop, Adelaide, Australia (2002) 300 - 400
US/Canada, NHMRC Dietary Reference Intakes (2000) 133 — 267

Fonte: Simopoulos; Leaf; Salem, (1999)

A composicdo da porgdo comestivel dos peixes varia em fungcdo de diversos
fatores como a espécie, sexo, grau de maturidade sexual, tamanho, local de captura,
temperatura da agua, tipo de alimentacédo e estagcdo do ano (ARMSTRONG; LEACH,;
WYLLIE, 1991; BADOLATO et al.,, 1994). A composicao lipidica é responsavel pela
maior diferenca observada, variando bastante entre diferentes espécies, podendo
também apresentar grandes variagdes em uma mesma espécie, durante diferentes
fases do ano. Badolato et al. (1994) estudaram a influéncia das variacbes sazonais na
composi¢cao de acidos graxos de vinte amostras de filés e vinte amostras de polpas
mecanicamente separadas de varios peixes marinhos comercializados no estado de
Sao Paulo. Variagbes nas porcentagens de acidos graxos foram observadas em cada
espécie analisadas.

Visentainer et al. (2000) estudaram as espécies atum (Thunus tynnus), bonito
(Katsuwonus pellanis), olho de boi (Seriola lalandi), cavalinha (Scomber japonicus),
sardinha (Sardinella brasiliensis) e serra (Sarda sarda) e verificaram que os teores de
DHA totais foram superiores no atum e bonito, enquanto os teores de EPA totais foram
superiores na sardinha e bonito. Ao compararem a mesma espécie e parte do corpo
dos peixes observaram que os teores de DHA foram superiores aos teores de EPA,
exceto para a sardinha. A sardinha e o bonito apresentaram os maiores teores totais de
DHA e EPA em filés comprovando ser uma boa fonte alimentar destes acidos,

especialmente a sardinha pelo preco acessivel de comercializagdo no Brasil (Tabela 2).
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Tabela 2 - Teores de EPA e DHA em peixes brasileiros

Espécies Lipideos (%) EPA (%) DHA (%) EPA + DHA (%) (9/100g9)
Pescada branca 0,9 5,6 15,4 21 0,189
Pescada foguete 4,5 7,22 27,93 35,15 1,581
Corvina 1,2 10,93 13,38 24,31 0,291
Atum bonito listrado 6,8 5,12 21,37 26,49 1,801
Atum (musculo roxo) 6,8 4,33 30,04 34,37 2,337
Sardinha 7.7 6,98 15,92 22,9 1,763
Sardinha (musculo roxo) 7,7 6,29 16,33 22,62 1,741
Goete 5 6,12 17,29 23,41 1,175

Fonte: Bruschi, 2001.

Os componentes bioativos variam muito entre as espécies de peixe e frutos do
mar. Alguns peixes, especialmente os gordurosos, sado utilizados para a produgao de
Oleo de peixe devido a predominancia de acidos graxos poliinsaturados (KINSELLA,
1987; KINSELLA et al., 1990).

Em um estudo (Tabela 3) sobre a determinagdo da gordura total e da
composi¢cao em acidos graxos de sete espécies de peixes de agua doce e nove
espécies de peixes de 4agua salgada comercialmente importantes do Brasil foi
constatado que a maioria dos peixes de agua doce é fonte deficiente dos acidos
eicosapentaendico e docosahexaendico. Ja nos peixes de agua salgada analisados,
apenas sardinha e manjuba podem ser recomendadas como fontes adequadas de
acidos graxos n-3 dentre as espécies brasileiras (GUTIERREZ; SILVA, 1993).

Independentemente da espécie do peixe disponivel, cuja oferta € sazonal, o 6leo
de peixe é extraido com aplicagao de vapor, para a liberagao do 6leo dos tecidos. Apos
a obtencao do 6leo bruto, promove-se o processo de refino, semelhante ao dos 6leos
vegetais. Bimbo e Crowther (1991) relataram que a qualidade dos 6leos marinhos
brutos € menos uniforme do que a dos 6leos vegetais brutos e € necessario um cuidado
maior na manipulacdo da matéria-prima. Durante o processamento, deve-se procurar
proteger os 6leos marinhos das altas temperaturas e condi¢gdes que favorecam a sua

oxidacao.
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Tabela 3 - Quantidades de acidos graxos EPA e DHA em gramas por 100g de peixe fresco

Peixes g/100g EPA DHA
Peixes de agua doce

Corimbata 6.75 0.30 0.16
Lambari 4.58 0.09 0.25
Mandi 7.08 0.09 0.11
Piava 9.75 0.15 0.11
Pintado 0.41 0.02 0.07
Piramutaba 0.47 0.04 0.05
Traira 1.27 0.03 0.07
Peixes de mar

Abrotéia 0.56 0.05 0.15
Cabrinha 1.00 0.08 0.17
Cavalinha 8.43 0.41 0.87
Manjuba 5.94 0.42 1.08
Pescada 1.1 0.07 0.17
Porquinho 0.78 0.05 0.16
Raia 0.72 0.02 0.07
Sardinha 7.88 1.52 0.41
Atum 1.32 0.08 0.34

Fonte: Gutierrez; Silva (1993)

Observando os recentes estudos, pesquisas e recomendacdes de comités e
organizagbes € possivel concluir que a nossa dieta deveria ser incrementada com
peixes, frutos do mar e produtos derivados dos mesmos, ja que estes sdo notadamente
mais interessantes em relagdo aos acidos graxos essenciais do que qualquer outra
espécie (Tabela 4). Esforgos deveriam ser feitos principalmente em um pais como o
Brasil que possui uma costa imensa e onde a fome e desnutricdo persistem em grau
avangado.

Dentre as diversas espécies de pescado disponiveis no municipio de Sao Paulo,
a sardinha (Sardinella brasiliensis) destaca-se por seu apreciavel consumo. Ja o prego
comercial € mais baixo que os demais. Durante o periodo de defeso da sardinha
(dezembro a margo) o mercado varejista € abastecido com estoques previamente

congelados, oferecidos ao consumidor na forma descongelada.
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Tabela 4 - Quantidade de omega-3 de algumas espécies em mg por 150g de peixe fresco

Espécie Omega-3 (mg/150g)
Salmé&o do Atlantico 2985
Peixes em geral 350
Marisco 225
Camaréo 180
Lagosta 160
Peru 50
Carne Vermelha 30
Frango 30
Carneiro 30
Porco 0

Fonte: Mooney et al. (2002)

Além do alto valor biolégico da proteina da sardinha, inerente ao pescado, tem
sido apontado que a espécie apresenta significativas concentragbes de acidos graxos
poliinsaturados da série omega-3 (Tabela 5), conferindo-lhe caracteristicas nutricionais

e funcionais apreciaveis.

Tabela 5 - Acidos graxos poliinsaturados e lipides da Sardinella brasiliensis

g/100 g de amostra Ito et al. Gutierrez; Silva Visentainer etal.  Luzia et al. (2000)
(1969) (1993) (2000)
EPA - 7,28 — 8,21 18,68 1,87 - 3,02
DHA - 27,82 - 32,65 13,77 10,1-11,3
n-3 - - 32,45 13,4
n-6 - - - 1,45 - 2,59
Lipides 1,6-7,1 2,23 - 3,54 - 4,00 - 10,62

Apesar de ser uma vantagem nutricional, a principal caracteristica da fragao
lipidica dos peixes, que € o seu alto teor de acidos graxos insaturados, apresenta maior
predisposicdo a rancidez oxidativa (HANDERSON; TOCHER, 1987). Esses lipideos
podem estar associados, positiva ou negativamente, as diversas propriedades e

padrées de qualidade do pescado. Os peixes sao altamente afetados pela oxidagao
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lipidica, principalmente quando passam por algum tipo de armazenamente e
processamento. Além disso, segundo Ashie, Smith e Simpson (1996) traumas
mecanicos e refrigeracdo deficiente podem ocorrer em etapas que antecedem o
consumo, desencadeando processos autoliticos e microbiolégicos. Nestas condi¢oes
compostos reconhecidamente tdxicos sdo formados (KUBOW, 1992; AUBOURG, 1993;
ASHIE; SMITH; SIMPSON, 1996).

Durante o armazenamento refrigerado e congelado, a oxidagao lipidica € um dos
fatores mais importantes pela deterioragao do peixe e pode ser iniciada por reacdes nao
enzimaticas (AKHTAR et al, 1998). Os musculos dos peixes contém
caracteristicamente altas quantidades de EPA e DHA, que sao facilmente oxidados por
serem insaturados (WADA; FANG, 1992). Os acidos insaturados sao as estruturas mais
suscetiveis ao processo oxidativo, havendo uma relagdo direta entre o grau de
insaturacao e a susceptibilidade a oxidagcdo (COSGROVE; CHURCH; PRYOR, 1987).

1.1.4 Oxidagéo Lipidica

Segundo Shahidi, Janitha e Wanasundara (1992), a importancia da oxidagéo no
organismo e nos alimentos tem sido reconhecida. O metabolismo oxidativo & essencial
para a sobrevivéncia das células. Um aspecto do efeito desta dependéncia é a
producdo de radicais livres e outras espécies reativas ao oxigénio que causam
mudancas oxidativas.

Existe a possibilidade dos radicais livres formados reagirem ou interagirem com
outros constituintes dos alimentos o que provoca a queda da qualidade nutricional dos
mesmos. E um fenébmeno espontaneo e inevitavel e tem implicacdo direta no valor
comercial dos compostos graxos e produtos formulados a partir deles (SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999; NAWAR, 1996).

Portanto a oxidagdo de acidos graxos insaturados (Figura 3) € uma reacao
fundamental em quimica de lipideos e os produtos dessa oxidacao tém implicagdes em
muitas reagdes vitais. Acumulam-se as evidéncias da participacado dos radicais livres e
espécies reativas ao oxigénio nos danos aos tecidos e em doengas degenerativas
(FRANKEL, 1980, 1998). Edwin Frankel descreveu sobre oxidacgéao lipidica nos anos 80.
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ACIDOS GRAXOS
INSATURADOS

'

RADICAIS OXIDAGAO DE PIGMENTOS,
LIVRES [l \/TAMINAS, PROTEINAS, ETC

ALDEIDOS, ALCOOIS, ) | INSOLUBILIZACAO
HIDROCARBONETOS HIDROPEROXIDOS DE PROTEINAS

| PoLMERIZAGAO |

Figura 3 - Esquema geral da oxidagao lipidica
Fonte: Jadhav et al. (1996)

O processo de oxidacdo se inicia na ligagdo carbono-hidrogénio adjacente a
dupla ligagdo da cadeia de carbono e pode ser catalisado por um grande numero de
fatores, especialmente ambientais (umidade, luz, temperatura e oxigénio), presenca de
metais (cobre, ferro e manganés), de enzimas e pigmentos (ADAMS, 1999). O processo
autoxidativo foi proposto por Farmer et al. (1942) e pode ser explicado em trés fases:
inicio, propagacao e término (FARMER, et al., 1942).

Nas fases de iniciagcdo e propagacdo a presenca de radicais livres, que sao
moléculas extremamente reativas, é decisiva (ADAMS, 1999). Essas formas reativas
sao normalmente produzidas durante o metabolismo do oxigénio nos tecidos e sao

chamadas de espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species). Estes
compostos se dividem em radicais (ex.: O," e HO°) ou nao radicais (ex.: H20,). Alguns

deles sao produzidos durante o metabolismo aerdbico das células vivas, como o radical
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superoéxido (O2°) que é formado pela adigdo de um elétron extra ao oxigénio molecular
(O2) durante o processo de redugao do oxigénio na cadeia respiratéria mitocondrial. Da
mesma forma, os macréfagos, quando estimulados, produzem Oz e H;O, durante o
processo normal de fagocitose (COMBS, 1998).

Mesmo apresentando pouca reatividade quimica, os compostos O,° e H;0,
quando expostos aos ions metalicos (Fe?* e Cu®*), formam um radical livre altamente
reativo, o radical hidroxila (HO<): O, ° + H,O, + Fe** — O, + HO° + HO™ + Fe**

Os metais bivalentes podem também catalisar a reagdo de decomposicdo do
peréxido de hidrogénio (H2O3) ou do hidroperéxido (ROOH) ja produzido pela oxidagao
lipidica, formando os radicais HO° ou ROe, respectivamente;: HOOH + Fe* — HO- +
HO™ + Fe** ouainda: ROOH + Fe?* — RO° + HO™ + Fe**

O radical hidroxila (HO°) é provavelmente o radical livre mais importante para a
iniciacdo do processo de oxidagdo nos tecidos animais, uma vez que ele pode
rapidamente remover um atomo de hidrogénio do acido graxo insaturado. Os principais
alvos do radical hidroxila s&o os lipideos, especialmente os acidos graxos insaturados
da membrana celular, as proteinas e o DNA (COMBS, 1998).

No decorrer do processo oxidativo, iniciado a partir da remog¢ao do hidrogénio do
acido graxo insaturado pelo radical livre, ocorre formacao de mais de 60 produtos finais,
muitos dos quais citotdxicos.

Os acidos graxos insaturados da membrana celular sdo muito suscetiveis ao
ataque dos radicais livres (HO° ou RO°) devido a sua estrutura quimica, que permite a
retirada de atomos de hidrogénio de um dos grupos —CH, da cadeia carbbnica e a
consequente formagcdo de um radical livre (—Ce°), iniciando, assim, o processo de
peroxidacao lipidica. Estes radicais de carbono, que sio instaveis e suscetiveis ao
oxigénio molecular (O2) se reestruturam rapidamente na forma de dienos conjugados,
dando origem ao radical peroxila (ROO¢°). Segundo Farmer et al. (1942) este radical tem
a capacidade de retirar um atomo de hidrogénio de outro acido graxo insaturado intacto,
propagando a reagdo em cadeia até que todo acido graxo insaturado da membrana seja

completamente oxidado a hidroperdxido (ROOH).
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Os acidos graxos poliinsaturados s&o propensos a oxidagao, resultando na
formacédo de produtos como aldeidos, alcoois e hidroperéxidos, além de, epdxidos,
cetonas e acidos (DORMANDY, 1994).

Os hidroperéxidos sao degradados na presencga de metais como Cu®" e Fe?* em
estado livre (ions) ou ligados a proteinas (ex.: hemoglobinas), liberando radicais que
dao sequiéncia a cadeia de reag¢des de oxidagado e a outros produtos de clivagem (ex.:
malonaldeidos). Acredita-se que esta degradagdo oxidativa dos acidos graxos
insaturados da membrana fosfolipidica leva a mudancas fisico-quimicas que resultam
em disfungdes da membrana celular (COMBS, 1998).

Os hidroperéxidos formados durante o processo de oxidagao lipidica sao
essencialmente inodoros, contudo, eles se decompdéem em uma grande variedade de
compostos secundarios volateis e nao-volateis. Dentre estes, os aldeidos sdo os que
mais contribuem para perda do aroma natural das carnes devido a sua alta velocidade
de formagao durante o processo de oxidagao lipipica. De uma maneira geral, o odor
desenvolvido nas carnes armazenadas sob refrigeracédo pode ser atribuido mais ao
mascaramento do seu aroma natural resultante dos odores desagradaveis no material
armazenado, do que pela degradacao do aroma original (GRAY; GOMAA; BUCKLEY,
1996).

Algumas das maiores mudancas ocorrem durante o processamento, distribuicdo
e no preparo final de alimentos e € devido a oxidacéo lipidica. A oxidacao seria uma das
maiores causas de danos quimicos, resultando em rancificacdo e deterioracido de
qualidade nutricional, mudanga nos padrdes de qualidade como estabilidade da cor,
odor, sabor (off-flavour), textura, caracteristicas emulsificantes, conteudo caldrico e
seguranga dos alimentos (HSIEH; KINSELLA, 1989; SHAHIDI, JANITHA,
WANANSUDARA, 1992; DONNELLY; ROBINSON, 1995). Enfim acarreta perdas de
qualidade comercial e organolépticas no alimento (DE LA TORRE; LOPES, 1997)
sendo um dos principais fatores limitantes da vida util dos produtos alimenticios e
levando a formagao de compostos potencialmente toxicos ao ser humano (FRANKEL,
1984; NAMIKI, 1990).
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Reacdes entre os produtos derivados da oxidagao lipidica e proteinas causam
mudangas nao desejaveis nas propriedades dos alimentos incluindo desnaturagdo
protéica, perda de solubilidade, alteracbes na textura e nas propriedades funcionais das
proteinas e destruicdo dos componentes nutritivos (VERMA et al. 1995).

A oxidacéo lipidica € também reconhecida como a maior causa de deterioragao
de produtos carneos processados ou pré-cozidos (MIELCHE; BERTELSEN, 1994). A
suscetibilidade da carne a oxidagcdo tem sido estudada por varios pesquisadores
(MIELCHE; BERTELSEN, 1994; GRAY; GOMAA; BUCKLEY, 1996; GRAU et al., 2001)
com a finalidade de buscar solucdes para amenizar este problema. E uma das
principais reac¢des deteriorativas que ocorrem durante o processamento, coccgao,
fritura, distribuicdo, armazenamento e preparo final dos alimentos, provocando a
formacdo de compostos poliméricos perigosos ao ser humano (FRANKEL, 1980;
NAWAR, 1985; ARUOMA, 1993; KUBOW, 1993; SILVA; BORGES; FERREIRA,1999).
Raramente estao relacionados com efeitos positivos como, por exemplo, a formagéao de
cor durante a elaboracdo de produtos carneos (HALLIWELL, 1997).

Logo apds a morte do animal, inicia-se o processo de deterioragdo, que se
intensifica até que a carne se torne inaceitavel ao consumo. Durante o processo de
conservacao da carne ocorre uma série de mudangas bioquimicas que acompanham o
metabolismo post mortem e promovem condigdes para que o processo de oxidacao se
instale. Estas mudancas favorecem o desenvolvimento da oxidagcdo da fracao
fosfolipidica altamente insaturada nas membranas subcelulares, uma vez que, é
improvavel que os mecanismos de defesa das células do animal vivo ainda funcionem
perfeitamente apds o abate (GRAY; GOMAA; BUCKLEY, 1996; MORRISSEY et al.,
1998).

A taxa e a extensdo da deterioracdo oxidativa depende de fatores como o
periodo e temperatura de armazenamento, grau de saturagdo dos acidos graxos,
presenca de oxidantes e pro-oxidantes e disponibilidade de oxigénio (GOGUS;
KOLSARICI, 1992).

O processo autocatalitico de peroxidagéo lipidica nos sistemas biolégicos so6
pode ser interrompido pela acdo dos antioxidantes e por embalagens protetoras.

Segundo Gray, Gomma e Buckley (1996) tém sido aplicadas diferentes tecnologias de



39

processamento e armazenamento para aumentar o tempo de vida util dos produtos,
como embalamento a vacuo, atmosfera modificada entre outras, as quais tém se
mostrado efetivas no retardamento da oxidagdo. Em relagcéo as embalagens protetoras
€ imprescindivel que tenham boa resisténcia mecanica, flexibilidade e elasticidade, a
baixas e altas temperaturas, para evitar rasgos e perfuracbes durante o tempo de
cocccdo ou estocagem e permitir a entrada de oxigénio, o que poderia provocar a
oxidagao de gorduras e pigmentos resultando na rancificagao e alteragdes na coloragao
da carne (SARANTOPOULOS; OLIVEIRA; CANAVESI, 2001). No processo de
embalamento a vacuo o produto € colocado em uma embalagem com baixa
permeabilidade ao oxigénio, o ar é evacuado e a embalagem lacrada. A atmosfera
gasosa da embalagem a vacuo € baixa e se situa entre 2 a 5% de oxigénio (SILLIKER,;
WOLFE, 1980).

Além da modificagdo das condigdes ambientais o processo oxidativo pode ser
evitado pela utilizagdo de substancias antioxidantes com a propriedade de impedir ou
diminuir o desencadeamento das reagdées (ALLEN; HAMILTON, 1983). Estes sao
capazes de inibir a oxidacado de diversos substratos, de moléculas simples a polimeros
e biossistemas complexos, por meio de dois mecanismos: o primeiro envolve a inibicao
da formacao de radicais livres, ja que estes possibilitam a etapa de iniciacédo; e o
segundo abrange a eliminacao de radicais importantes na etapa de propagacao, como
por exemplo, a alcoxila e a peroxila, através da doagado de atomos de hidrogénio a
estas moléculas, interrompendo a reagcdo em cadeia (NAMIKI, 1990; SIMIC;
JAVANOVIC, 1994).

Os lipideos sao suscetiveis ao ataque por radicais livres e a sua oxidagao pode
ser muito prejudicial devido a sua continuidade ja que é uma reagéo em cadeia (Figura
4). Portanto, os lipideos contendo PUFA s&o particularmente propensos ao ataque de
radicais livres e a deterioracado oxidativa sendo utilizados na determinagao da eficacia
de antioxidantes naturais (WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998).

O processo de oxidacado lipidica se instala efetivamente quando ocorre
deficiéncia no sistema natural de protegdo do organismo (antioxidantes naturais) ou
quando ha exposicao a fatores que estimulam a producao de radicais livres, ou seja,

quando fatores pré-oxidantes excedem a capacidade dos antioxidantes. Os
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antioxidantes podem ser classificados pela sua origem, natural ou sintética, pelo modo
de acdo nas reacdes de oxidacdo, pela quebra da cadeia de reagdes, pela eliminacao

do oxigénio ou através da interrupgao da fase de iniciagcao (ADAMS, 1999).

/\ /\ /\ / Acidos graxos com 3 duplas ligagdes
*'H' Seqiiestro de hidrogénio
* Rearranjo molecular
*Oz Incorporagao de oxigénio
(I) Radical peroxila: abstragdo de He de
| * He outro acido graxo, causando
(o ) uma reacao em cadeia autocatalitica
| Hidropéroxido de lipideo, peroxido acido,
? endoperodxido ciclico (Fragmentagao de
o aldeidos, incluindo monoaldeidos
| e produtos polimerizados)
H

Figura 4 - Peroxidagao lipidica: uma reagdo em cadeia
Fonte: Halliwell; Gutteridge (1991)

Como os PUFA sao particularmente propensos a oxidagdo ou ao ataque de
radicais livres (PAPAS, 1999) em alimentos ricos em lipideos a estabiliadade oxidativa é
comprometida e os efeitos bioldgicos negativos sdo adversos. Esta suscetibilidade a
oxidagdo depende também de fatores como a concentragdo de pro-oxidantes e de
antioxidantes (LOPEZ-BOTE et. al., 1998).
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E de grande interesse para produtos manufaturados o uso do &cido graxo
omega-3 como ingrediente funcional para melhorar o perfil nutricional de produtos
alimenticios. No entanto, a oxidagédo desse acido graxo é muito rapida, causando rapida
deterioracdo do sabor, perda de nutrientes e formagao de componentes potencialmente
téxicos (FRANKEL, 1998).

A estabilidade oxidativa do acido graxo omega-3 pode diminuir com o uso de
sequestradores de radicais livres. O omega-3 pode ser incorporado com sucesso em
alimentos processados e isso parece ser melhor na forma de dispersao lipidica. No
entanto os sequestradores de radicais livres em solucgdes lipidicas podem ser efetivos
para minimizar a oxidagao numa quantidade de tempo limite em um volume de dleo e a
eficiéncia parece depender do tipo de acido graxo envolvido, mas eles parecem nao
funcionar com a mesma eficiéncia para a vida util de certos produtos alimenticios
processados. (HUANG; FRANKEL; GERMAN, 1997).

A maioria dos acidos graxos insaturados comumente encontrados em frutos do
mar sao particularmente sensiveis a mudancas oxidativas durante o armazenamento.
Antioxidantes tém sido usados pela industria de alimentos para retardar o processo de
oxidagdo (BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995). Muitos estudos tém sido
feito para comprovar a efetividade de aditivos naturais na retardacao da oxidagao
lipidica (KAMIL; JEON; SHAHIDI, 2002).

Segundo Halliwell (1997) se entende que para manter o equilibrio fisiolégico do
organismo, os sistemas de oxidagdo e os sistemas de protegdo antioxidantes devem
atuar de forma controlada sobre os substratos susceptiveis a oxidacado. De acordo com
Jacob (1995) estes sistemas de protecao antioxidante sao insuficientes para neutralizar
os radicais livres gerados nos processos fisioldgicos, o que pode desencadear certas
doencas como o cancer, artrites reumatdides, doencas inflamatérias, cataratas,
diabetes, Parkinson entre outras.

Os métodos utilizados para medir oxidagao lipidica tém evoluido de métodos
quimicos, utilizados inicialmente em alimentos, assim como nos métodos ex vivo que
empregam tecidos ou fluidos biolégicos. Existem diferentes formas de classifica-los
entre elas segundo o tipo de amostra e pela forma de analise (quimica, in vitro, ex vivo,

etc). A principal inconveniéncia é que sao classificagdes pouco especificas. Tem sido
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proposta uma nova classificagdo em fungcdo dos compostos produzidos nas diferentes
etapas da oxidagao (iniciagéo, propagacao e terminagao).

Atualmente um dos métodos mais usados para medir peroxidacao lipidica em
alimentos e sistemas bioldgicos se baseia na formagéo de um composto réseo devido a
reacao de uma molécula de malonaldeido com duas moléculas de acido 2-tiobarbiturico
(TBA) que se mede espectofotometricamente a 532 nm.

Segundo Tarladgis, Watts e Younathan (1960) a oxidagao lipidica em carnes
pode ser acompanhada através do valor de TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbiturico), visto que produtos primarios da oxidagédo lipidica constituem-se
principalmente de hidroperoxidos, os quais s&o rapidamente decompostos em varias
substancias reativas ao TBA, particularmente carbonilas, sendo o malonaldeido o
elemento mais importante. O produto da reagcdo destas substancias com o TBA é
colorido e absorvido fortemente no comprimento de onda 532nm. Racanicci (2004),
utilizando essa metodologia, verificou que os valores de TBARS de carnes refrigeradas
foram maiores que os de carnes congeladas.

Uma das dificuldades para avaliar o grau de oxidagado reside na escolha do
momento mais adequado para efetuar essa determinagdo. De um modo geral, procura-
se selecionar um determinado parametro indicador e esse geralmente € o periodo de
inducao (Figura 5) da reacao, ou seja, 0 tempo necessario para se atingir um ponto
critico de oxidagdo (FRANKEL, 1998). A determinacdo ndo deve ser pontual, restrita a
um unico e determinado momento, mas deve ser efetuada ao longo do tempo, de forma
a ser 0 mais representativa possivel.

E importante estabelecer a distingdo entre os testes para determinacdo da
estabilidade oxidativa nas condicbes normais de armazenamento ou de distribui¢do, os
chamados testes de estabilidade em tempo real, e também a avaliacdo da resisténcia a
oxidagao efetuada por testes preditivos, os quais promovem um envelhecimento
acelerado e sdo chamados de testes de estabilidade acelerados.

Segundo Jadhav et al. (1996) a determinagcéo da eficacia de um antioxidante
corresponde frequentemente a medida do alargamento do periodo de indugéo
resultante da sua adicdo. Esse alargamento € por vezes expresso como um indice

antioxidante ou fator de protecao (Figura 6).
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1.1.5 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

A presenca de substancias reativas ao acido tiobarbiturico € sinal da ocorréncia
do segundo estagio de oxidagcado durante o qual os peréxidos séo transformados em
aldeidos e cetonas. Altos valores s&o indesejaveis ja que estdo associados ao rango
(ERSQY; YILMA, 2003).

O teste de TBARS quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos
de decomposigao dos hidroperdoxidos de acidos graxos poliinsaturados formado durante
0 processo oxidativo. O malonaldeido € um dialdeido de trés carbonos, com grupos
carbonilas nos carbonos 1 e 3 (ST-ANGELO, 1996). E um teste empirico e foi sugerido
primeiramente por Patton, Keeney e Kurtz, em 1951, para leites e produtos lacteos
(MEHLENBACHER, 1960; CECCHI, 1999). O malonaldeido e outros compostos da
oxidacao lipidica possuem relagdo com doengas crénico-degenerativas e de cancer em
seres humanos (TORRES; OKANI, 1997).

Testes como o TBARS fornecem informacdes valiosas e essenciais a respeito do
estado oxidativo e da predi¢cdo a rancidez do alimento analisado, ja que estes sdo os
parametros mais importantes de deterioracdo em produtos alimenticios definindo a vida
utii dos mesmos na medida em que gera produtos indesejaveis do ponto de vista
sensorial, além de destroir vitaminas lipossoluveis e acidos graxos essenciais (GRAY,
1978; CECCHI, 1999). Apesar de algumas limitagdes, o teste com o TBA (acido 2-
tiobarbiturico) continua sendo o método mais utilizado na avaliacdo da extensédo da
estabilidade lipidica em produtos carneos (RAHARJO; SOFOS; SCHMIDT, 1993).

Os hidroperoxidos podem reagir e produzir uma gama de compostos
responsaveis por odores e sabores indesejaveis. A reacao (Figura 7) envolve o acido
2-tiobarbiturico com o malonaldeido, produzindo um composto de cor vermelha, medido
espectrofotometricamente a 532 nm de comprimento de onda, como ja dito. A formagao
do composto TBA:MDA, na propor¢cao de 2:1 €& possivelmente iniciada pelo ataque
nucleofilico, envolvendo o carbono 5 do TBA e o carbono 1 do MDA, seguido de
desidratacdo e reacao similar subsequente do composto intermediario com uma
segunda molécula de TBA, na proporcdo de 1:1 (NAIR; TURNER, 1984; ALDOMAS et
al., 1986).



45

A quantificagdo de malonaldeido é feita a partir de curvas de calibragao
construidas com concentragdes conhecidas. Os padrbes mais frequentemente
utilizados sao 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) e 1,1,3,3 tetraetoxipropano (TEP) que
em condi¢des acidas do teste sofrem hidrélise, resultando na liberagao do malonaldeido
(ST-ANGELO, 1996; SINNHUBER; YU, 1958; ROBARDS; KERR; PATSALIDES, 1988).
Os resultados sao expressos em unidades de absorbancia por unidade de massa de
amostra ou em “valor de TBARS”, definidos como a massa de malonaldeido (em pg, em

mg, em nmols, em pmols) por kg de amostra.
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Figura 7 - Reacao do teste de TBA entre o acido 2-tiobarbiturico e o malonaldeido

Particularmente para carnes, pescados e derivados, a informacao do numero de
TBARS é bastante relevante. Processos envolvidos na elaboragédo de produtos carneos
que incluam a moagem, a mistura e o cozimento favorecem a formagado do
malonaldeido, sendo fundamental o emprego do teste na avaliagdo da qualidade do
produto final (GRAY, 1978; HAMILTON; ROSSELL, 1986; SQUIRES et al, 1991). Ja
para pescados e produtos a base de peixe, o teste € um dos mais adequados na
predicdo da rancidez, apesar da reagao nao ser especifica e estar sujeita a agdo de
interferentes (ALDOMAS et al., 1986).

Lee e Toledo (1977) estudaram a deterioracdo na separagao mecanica de filés
de peixe, através da mensuragao da oxidacao lipidica e de mudancas de coloragéo. Os
parametros estudados incluiram contato com superficie de ferro, estresse mecanico,
temperatura entre outros. Os valores de TBARS foram usados como um indicador da
oxidagao lipidica. O contato com as partes de ferro resultou em um pronunciado

aumento dos valores de TBARS. Faixas de valores de TBARS mudaram muito
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rapidamente quando esses musculos de peixe tiveram contato com equipamentos de
processamento ou superficies de ferro, ja que este catalisa a oxidagao lipidica. O
mesmo ocorreu com os valores de TBARS dos peixes que foram descongelados.

Pescados em geral apresentam maiores valores de TBARS do que carnes
bovinas, suinas e frangos. Esse fato esta associado aos acidos graxos de cadeia longa
(poliinsaturados) que favorecem a formagdao do malonaldeido (OSAWA; FELICIO;
GONCALVES, 2005).

A utilizagdo de embalagem a vacuo para o pescado processado parece ser uma
das alternativas para minimizar os efeitos dos processos oxidativos. SOCCOL et al.
(2005) trabalharam com o objetivo de obter um novo produto com tilapia, do tipo
alimento de conveniéncia. As tilapia foram minimamente processadas e submetidas a
depuragdo, evisceragdao e filetagem. Parte delas foi embalada em bandejas de
poliestireno, recobertos com filmes de EVOH (controle) e a outra parte foi embalada em
EAM (atmosfera modificada de 60% CO: + 40% O:) e a vacuo. Os produtos embalados
em EAM apresentaram valores mais elevados de TBARS, sendo detectada a presenca
de ranco. O embalamento a vacuo foi o tratamento que manteve as caracteristicas
fisico-quimicas mais estaveis até o término do experimento.

Yerlikaya, Gokoglu e Uran (2005) investigaram mudangas na qualidade de paté
de anchova armazenados em uma temperatura de 4°C em refrigerador. O teste de
TBARS foi um dos parametros para se analisar a qualidade das amostras. No inicio, os
valores de TBARS eram de 10,61 mg.Kg” (mg de MDA por Kg de amostra) de amostra
e aumentaram para 19,27 mg.Kg' no terceiro dia de armazenamento. As
concentracbes de TBARS aumentaram significativamente no final do experimento
quando os valores chegaram a 27,21 mg.Kg™.

Simeonidou, Govaris e Vareltzis (1998) encontraram valores de TBARS proximos
de 85 mg.Kg' depois de 6 dias de armazenamento de peixes sobre o gelo. Ruiz-
Capillas e Moral (2003) encontraram valores de TBARS de 7,6 mg.Kg”' em pescada
armazenados também sobre o gelo. Yanar and Fenercioglu (1999) estudando as
propriedades sensoriais e a vida util de almdndegas de carpa encontraram valores de

TBARS de aproximadamente 2,5 mg.Kg™".
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Piedade et al. (2005) estudando alméndegas de filés de sardinha adicionadas de
antioxidantes naturais, cozidas e armazenadas sob refrigeragdo em embalagens
permeaveis ao oxigénio, usadas para simular uma condicdo favoravel ao
desenvolvimento de oxidacao lipidica, observaram o efeito do cozimento (TBARS da
carne crua, 19,36 pmol.Kg™' e da cozida, 39,77 pmoI.Kg'1) e 0 aumento constante dos
valores de TBARS durante o armazenamento para todos os tratamentos analisados.

Sant’Ana e Mancini-Filho (1999) estudaram a influéncia da adigdo de oxidantes
in vivo na composicao de acidos graxos de polpa do pacu (Piaractus mesopotamicus),
um peixe de agua doce, alimentados com dietas caloricas e proteicas. Foi usado extrato
de alecrim em um dos tratamentos. Os resultados mostraram que o uso de
antioxidantes pouco alterou a composi¢ao de acidos graxos nos filés, mas os valores de
TBARS confirmaram o importante papel do antioxidante natural na protecido da
oxidagao.

Sant’Ana e Mancini-Filho (2000) observaram que os valores de TBARS de filés
de peixe controle, tocoferol, BHT e extrato de alecrim tiveram diferencas estatisticas
significantes em amostras irradiadas com diferentes doses. Os resultados mostraram
que o tocoferol ofereceu a melhor protecao contra a oxidagdo quando comparados com
os efeitos dos outros antioxidantes.

A avaliagao da peroxidacao lipidica foi realisada por Luzia et al. (2000) em varias
espécies de pescado fresco com o objetivo de verificar a integridade da fragao lipidica
recomendada em dietas que buscam os acidos graxos da série 6mega-3. Os autores
encontraram valores de TBARS de 0,235 mg.Kg™' no veréo e 0,117 mg.Kg™ no inverno,
ambos dentro dos limites satisfatorios, porém havendo presenca de rancidez.

Ke, Cervantes e Robles-Martinez (1984) trabalhando com varias espécies de
pescado, sugeriram valores de TBARS inferiores a 0,576 mg.Kg™', como baixos, entre
0,648 e 1,44 mg.Kg™”, como levemente rancosos, e valores superiores a 1,51 mg.Kg™
como rangosos € inaceitaveis. Segundo Hassan et al. (1996) o produto pode ser
considerado de bom estado quando apresenta valores abaixo de 3,0 mg.Kg™'. Sant’Ana
(2000) encontrou valores de TBARS em torno de 0,41; 0,62; 0,59 e 1,49 ug.g™' em filés
de pacu (Piaractus mesopotamicus) armazenados congelados durante 0, 30, 60 e 90

dias, respectivamente.
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Pereira e Tenuta (2005) estudaram a qualidade da sardinha (Sardinella
brasiliensis) comercializada em Sao Paulo. Amostras frescas, descongeladas e
processadas da referida espécie foram avaliadas quanto as condicbes de consumo,
através das substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). A sardinha fresca
comercializada na CEAGESP apresentou condigdo aceitavel de consumo. Foram
adequados os niveis de TBARS encontrados (<0,43 mg.Kg™), tendo como referéncia
dados da literatura para pescado fresco. O mesmo n&o ocorreu com a sardinha fresca e
descongelada comercializada em feiras livres quando avaliada pelos niveis de TBARS.
A sardinha salmourada e anchovada n&o apresentou condi¢cdo aceitavel de consumo.
Os resultados mostraram que a sardinha pode chegar a CEAGESP em condicoes
apropriadas de consumo, mas pode perder a qualidade na comercializagao feita nas
feiras livres. Foi enfatizada a necessidade de reavaliagdo do congelamento da sardinha
e de sua estocagem, visando a comercializacdo durante o defeso da espécie. A rigor,
nao ha informagdes suficientes em relagdo a qualidade do pescado consumido no
Estado se S&do Paulo, inclusive da sardinha. Esta situacdo pode estar permitindo a
comercializacdo do pescado de uma forma ndo adequada, trazendo como

consequéncia o risco inerente a Saude Publica.
1.1.6 Antioxidantes
1.1.6.1 Tendéncias

Estdo crescendo as evidéncias que sugestionam que doencas degenerativas,
principalmente disfungbes cerebrais, cancer e as do coragdo podem ser resultados de
danos celulares causados por radicais livres e a presencga de antioxidantes naturais na
dieta poderia ser um importante meio para a prevencao dessas doengas (ARUOMA,
1998; NEES; POWLES, 1997; STEINMETZ; POTTER, 1996).

Os consumidores, geralmente, preferem antioxidantes naturais aos sintéticos,
sendo o grupo dos acidos fendlicos o mais importante dentre os antioxidantes naturais.
Eles ocorrem em plantas e sdo conhecidos por protegerem os alimentos da oxidagao

lipidica. Além disso, estudos toxicolégicos tém demonstrado a possibilidade de estes
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antioxidantes sintéticos como o butil hidroxi anisol (BHA), o butil hidroxi tolueno (BHT), o
tércio butil hidroxiquinona (TBHQ), o tri hidroxi butilfenona (THBP) e o galato de propila
(PG) apresentarem algum efeito toxico O Joint Expert Committee on Food Aditives
(JECFA) da Food and Agriculture Organization (FAO) e da World Health Organization
(WHO) tem alterado nos ultimos anos a ingestao diaria aceitavel (IDA) destas
substancias como resultado de algumas pesquisas (WURTZEN, 1990).

O interesse em encontrar antioxidantes naturais para o emprego em produtos
alimenticios ou farmacéuticos tem aumentado consideravelmente, com o intuito de
substituir os antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos ja que estes podem
apresentar certa toxicidade e até mesmo serem potenciais carcinogénicos (NAWAR,
1996; ZHENG; WANG, 2001).

Juntamente com a preferéncia do consumidor por produtos com apelos
nutricional ou funcional, a industria de alimentos tem optado pelo uso de antioxidantes
naturais como varias especiarias e ervas e suas fragdes isoladas. Os recentes estudos
da importancia de reagbes bioquimicas no organismo animal e nos alimentos,
envolvendo radicais livres, despertaram interesses de diversas areas de pesquisa,
sendo atualmente um tema explorado na area de alimentos.

Sao exemplos os estudos com antioxidantes naturais que protegem o alimento
e/ou o organismo, reduzindo o oxigénio singlete neutralizando os radicais livres,
agressivos as ceélulas ou decompondo peroxidos. Geralmente sdo adicionados aos
alimentos com a fungao de prevenir a oxidagao (BRENNA; PAGLIARINI, 2001; ZHENG;
WANG, 2001; RACANNICCI et al., 2004). Podem funcionar como agentes redutores,
como inibidores de radicais livres, desativadores de metais pré-oxidantes e como
quelantes ou sequestrantes do oxigénio singlete (KAHKONEN, et al., 1999; RICE-
EVANS et al., 1995).

A determinacdo de novas fontes de antioxidantes naturais e o isolamento de
compostos vegetais de sementes, frutas, folhas e raizes tém sido observados em
trabalhos e estudos de diversos pesquisadores e cientistas nos ultimos anos (CHANG
et al.,1977; CHEVOLLEAU, et al., 1992; NAKATANI, 1992; PRATT, 1992;
HETTIARACHCHY, et al., 1996; NAKATANI, 1997; XING; WHITE, 1997; MANCINI-
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FILHO, et al., 1998, WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999; MIRANDA; SATO; MANCINI-
FILHO, 2001; TRINDADE et al., 2005, RACANICCI et al., 2007).

1.1.6.2 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes sdo utilizados como meio de evitar a oxidagdao. S&o produtos
que atuam na quelagdo do oxigénio singlete ou ainda na neutralizagdo dos radicais
livres. Os antioxidantes sao substancias que estdo presentes em quantidades bem
menores que as do substrato oxidavel e que retardam ou previnem a oxidacédo desse
substrato. Os antioxidantes agem eliminando parte dos radicais livres do organismo,
interrompendo a sequéncia de propagacgao e dissipando a energia reativa através do
anel da sua estrutura (ROBEY, 1994).

Estudos tém demonstrado que o uso de substancias antioxidantes naturais pode
oferecer uma acado protetora efetiva contra processos oxidativos que ocorrem em
alimentos ja que oferecem protegdo contra os radicais livres e ao oxigénio singlete e
tem despertado o interesse de pesquisadores da area. Juntamente com a preferéncia
do consumidor por produtos funcionais o0 uso de especiarias e ervas como antioxidantes
naturais tem se tornado importante na industria alimenticia, como ja dito. O alecrim, a
salsa e o orégano tém apresentado alta atividade antioxidante em diversos estudos.

As pesquisas bioldgicas relacionadas com as reagdes bioquimicas no organismo
animal também podem ser notadas. Estudos de Fernandez et al. (1998) sugeriram que
os compostos fendlicos foram responsaveis por atividades antiinflamatérias e
antibacterianas em tecido inflamado de ratos.

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992), agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do processo oxidativo. Os produtos
intermediarios, formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis
devido a ressonancia do anel aromatico dessas substancias (NAWAR, 1985).

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras com alto
grau de polimerizagdao (BRAVO, 1998). Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou
ligado a agucares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998). Na familia dos compostos

largamente distribuidos na natureza os fendlicos estdo divididos em dois grandes
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grupos: os flavondides e derivados e os acidos fendlicos (acidos benzdico, cinamico e
seus derivados) e cumarinas. Diversos autores realizaram estudos visando verificar o
potencial antioxidante dos acidos fendlicos, com o objetivo de substituir os antioxidantes
sintéticos que séo largamente utilizados na conservagdo de alimentos lipidicos, por
aumentarem a vida util de muitos produtos em 15 a 200% (DURAN; PADILLA, 1993).

Pesquisadores tém trabalhado na separacao, identificacdo, quantificacdo e
utilizacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, ja que estes compostos englobam uma gama de substancias (fendis
simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos, ligninas) na maioria das
vezes polares, muito reativas e suscetiveis a agéo de enzimas (KING; YOUNG, 1999).

Os estudos com antioxidantes naturais estdo centralizados nos compostos
fendlicos de origem vegetal, pois eles agem como aceptores de radicais livres,
interrompendo a reacdo em cadeia provocada por estes radicais, além de atuarem
também nos processos oxidativos catalizados por metais, tanto in vitro, como in vivo
(HO, 1992; HUANG; FERRARO, 1994; NAKATANI, 1992; PRATT, 1992; HO et al.,
1994; DONNELLY; ROBINSON, 1995; WILLIAMSON; FAULKNER; PLUMB, 1998)

Os compostos fendlicos tém participagao vital na bioquimica das plantas. Eles
servem como metabdlitos secundarios e sdo responsaveis pelo controle do estresse
oxidativo assim como filtradores de luz UV. Uma vez usados em alimentos, os fendlicos
funcionam como retardadores da oxidacdo primaria e como queladores de ions
metalicos (SHAHIDI et al., 1994; SHAHIDI; NACZK, 1995).

1.1.6.3 Antioxidantes naturais em peixes processados

O armazenamento congelado inibe o crescimento microbiano e ajuda
desacelerar a oxidacgao lipidica, no entanto, esta ndo é totalmente inibida. O mince de
peixe € menos estavel que o peixe inteiro devido a ruptura das membranas celulares,
que aumenta a taxa enzimatica e, portanto as reagdes quimicas (PASTORIZA;
SAMPEDRO; HERRERA, 1994).
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A oxidacado lipidica € um dos mais importantes fatores responsaveis pela
deterioragdo do peixe durante o armazenamento refrigerado e congelado. No musculo
dos animais ela pode ser iniciada até mesmo por reagcdes ndo enzimaticas (AKHTAR et
al., 1998).

Piedade et al. (2005) estudaram a atividade antioxidante de folhas secas de
orégano e alecrim na estabilidade de alméndegas pré-cozidas de filés de sardinha
armazenadas sob refrigeracdo durante 6 dias em embalagens de polietilieno e
concluiram que o orégano foi mais eficiente do que o alecrim, adicionado na mesma
concentragéo.

Sant’Ana e Mancini-Filho (2000) mostraram que o uso de antioxidantes naturais
pouco alterou a composigdo de acidos graxos de filés de peixe. O musculo do peixe
contém caracteristicamente altas quantidades de EPA e DHA, que sdo faciimente
oxidados por serem altamente insaturados. Um declinio na taxa dos acidos graxos
(EPA+DHA/16:0) tem sido usado para elucidar deterioragéo oxidativa de poliinsaturados
em lipideos de peixe (WADA; FANG, 1992).

Younathan, Oon e Yusof (1983) mostraram ha 26 anos atras o efeito benéfico da
adicao de extrato de cebola na estabilidade oxidativa de acidos graxos poliinsaturados
de mince de tubarao.

Serdaroglu e Felekoglu (2005) revelaram que 300 ppm de extrato de alecrim
retardaram as mudangas oxidativas no mince congelado de sardinha em um estudo que
durou 5 meses. Ja o suco de cebola (1mI/100g) ndo foi tdo efetivo quanto o extrato de
alecrim. A adicao de suco de cebola conseguiu retardar o desenvolvimento da oxidacéo
por 3 meses de armazenamento congelado.

Sant’/Ana e Mancini-Filho (1999) estudaram a influéncia da adicdo de
antioxidantes naturais in vivo na composi¢ao de acidos graxos da polpa do peixe de
agua doce pacu (Piaractus mesopotamicus). Foi usado extrato de alecrim em um dos
tratamentos. Os resultados mostraram que o uso de antioxidantes alterou a composicao
de acidos graxos diferentemente do controle. O teste TBARS confirmou o importante
papel do antioxidante natural na protecao da oxidagao lipidica.

Sant’Ana e Mancini (2000) observaram que os valores de TBARS de filés de

peixe (tratamentos: controle; tocoferol; BHT; extrato de alecrim) apresentaram



53

estatisticas significantes em amostras irradiadas em diferentes doses. Os resultados
mostraram que o tocoferol ofereceu a melhor prote¢cdo contra a oxidacdo quando
comparados com os efeitos dos outros antioxidantes.

Os estudos para o processo de estabilizacdo oxidativa contam com a adi¢gao dos
componentes bioativos. O uso de antioxidantes naturais em alimentos esta no comecgo
e ainda precisa ser otimizado. Os fatores que afetam a eficiéncia dos antioxidantes
devem ser cuidadosamente pesquisados. As propriedades fisicas do sistema, a
participacdo das moléculas bioativas em diferentes fases do processo, a real efetividade
do antioxidante para cada tipo de alimento, o efeito do processamento no alimento e os
efeitos intrinsecos dos componentes dos antioxidantes naturais nos sistemas

alimentares ainda devem ser determinados.
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2 ANTIOXIDANTES NATURAIS: NOVA TENDENCIA NA AGROINDUSTRIA DE
ALIMENTOS, NUTRICAO E NAS PESQUISAS CIENTIFICAS - UMA REVISAO

Resumo

Mais de 95% do oxigénio consumido durante o metabolismo aerdbico € utilizado
nas mitocéndrias para producdo de energia; o restante acaba produzindo radicais livres,
que sao toxicos, causando efeitos nocivos e capazes de lesar as estruturas dos
sistemas bioldgicos, incluindo ai os sistemas alimentares. A deterioracdo oxidativa dos
lipideos € uma das reagbes mais importantes e indesejadas nos alimentos.
Antioxidantes sdo usados na industria de alimentos para retardar o processo de
oxidagdo. A oxidacdo lipidica é um fator gerador de compostos indesejaveis.
Recentemente o consumidor esta mais exigente em relacdo a qualidade dos produtos
que consome e a industria de alimentos tenta se adaptar a essa demanda. Os
antioxidantes naturais tem sido importante objeto de estudos. Essa revisao tem por
objetivo trazer luz a esse campo tao importante da ciéncia dos alimentos, agroindustria
e saude e evidenciar a importancia das substancias antioxidantes naturais, utilizadas
como conservantes alimentares, visando a redugao da incidéncia da oxidagao durante o
processamento de alimentos ricos em 6leos ou gorduras.

Palavras-chave: Antioxidantes; Antioxidantes naturais; Lipideos

Abstract

More than 95% of the oxygen consumed during the aerobic metabolism is used in
the mitochondrion for energy production; the remaining ending up producing free
radicals. These compounds are toxic, harmful and may be deleterious to the structures
of biological systems, including the foods. The oxidative lipid deterioration is the one of
the most important undesirable reactions in foods. Antioxidants are used in the food
industry to delay the oxidation process onset. Lipid oxidation is the cause of undesirable
components production. Nowadays the consumer is more demanding in relation to the
quality of the products that they consume and the food industry tries to cope with the
market demand. Natural antioxidants have been important subject of studies today. This
review has the objective to elucidate a little more on such important branch of the food
science, agribusiness and health, aiming at the food preservation.

Keywords: Antioxidants; Natural Antioxidants; Lipids
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2.1 Introdugao

Os organismos vivos estdo constantemente sujeitos a acgédo oxidativa do
oxigénio, sendo que diversos estudos tém demonstrado que o consumo de substancias
antioxidantes na dieta pode oferecer uma acao protetora efetiva contra estes processos
oxidativos que ocorrem no organismo. Os produtos alimenticios também se mostram
suceptiveis a oxidagao, gerando produtos finais prejudiciais e com caracteristicas
organolépticas indesejaveis, reduzindo com isso o tempo de conservagédo de diversos
produtos.

Os antioxidantes e radicais livres interessam ha décadas a pesquisadores e
cientistas ligados as tecnologias de radiacdo, combustdo, industria da borracha e
derivados, tintas e preservacédo de pinturas antigas, conservagao de alimentos entre
outros. Em cada uma dessas areas o conceito de antioxidante varia conforme sua
aplicacdo. A descoberta relativamente recente da importancia de reagdes bioquimicas
no organismo animal e nos alimentos envolvendo radicais livres despertou interesse da
comunidade cientifica, inaugurando um novo campo de grande expansao que engloba
atualmente a agroindustria de alimentos e bebidas.

Nos alimentos é sabido que a oxidacado lipidica € a grande causadora de
importantes danos. Ela € responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis, denominadas de uma forma geral de rango, tornando os alimentos
impréprios para o consumo, além de provocar outras alteragdes que irdo afetar ndo so a
qualidade nutricional, devido a degradacdo de vitaminas lipossoluveis e de acidos
graxos essenciais, mas também a integridade e seguranga dos alimentos. Esta
alteracdo na qualidade é o principal parametro de controle fisico-quimico que define o
prazo de validade de diversos produtos alimenticios processados.

Esses lipideos sao constituidos por tri, di € monoacilglicerdis, acidos graxos
livres, glicolipideos, fosfolipideos e outras substancias. A maior parte destes
constituintes € oxidavel em diferentes graus. Com a finalidade de inibir ou retardar a
oxidagdo lipidica de o&leos, gorduras e alimentos gordurosos sdo empregados

compostos de agao antioxidante.
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Num passado nao tao distante, os alimentos eram tidos somente como fontes de
substancias essenciais para o preenchimento dos requisitos nutricionais basicos. Hoje
ha uma percepgcdo que eles oferecem muito mais e com ingredientes que tem
funcionalidade. Sao exemplos os antioxidantes naturais que protegem o alimento e/ou o
organismo de radicais livres e do oxigénio singlete agressivos as células. Geralmente
sao adicionados aos alimentos com a fungao de prevenir a oxidagao.

Juntamente com a preferéncia do consumidor por produtos com apelo nutricional
ou funcional percebe-se um aumento de interesse pelo uso e pesquisa de antioxidantes
naturais. A industria de alimentos esta interessada no uso de antioxidantes naturais

como varias especiarias e ervas e suas fragdes isoladas.

2.2 Revisao Bibliografica

2.2.1 Histérico

O retardamento das reagdes oxidativas por certos compostos foi primeiramente
registrado por Berthollet, em 1797, e depois esclarecido por Davy, em 1817. O trajeto
da oxidacéo lipidica permaneceu desconhecido até Duclaux demonstrar que o oxigénio
atmosférico era o maior agente causador de oxidacdo de acidos graxos livres. Anos
mais tarde, Tsujimoto descobriu que a oxidagao de trigliceridios altamente insaturados
poderia provocar odor de rango em 6leo de peixe. Wright, em 1852, observou que
indios americanos preservavam gordura usando casca de omeiro. Esse produto foi
patenteado como antioxidante 30 anos mais tarde. Moureu e Dufraise realizaram
estudos classicos dos produtos quimicos que possuiam propriedades para previnir a
oxidacdo de gorduras em alimentos que levaram ao conhecimento atual. Durante a
Primeira Guerra Mundial estes pesquisadores testaram a atividade antioxidante de mais
de 500 compostos. Esta pesquisa desencadeou uma busca por aditivos quimicos para
controlar a oxidacdo. Das centenas de compostos que tém sido propostos para inibir a
deterioragdo oxidativa, somente alguns podem ser usados em produtos para consumo
humano (BAILEY, 1996).
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Em meados dos anos 50 os radicais livres e os antioxidantes eram quase
desconhecidos nas ciéncias clinicas e biolégicas, mas os quimicos ja os conheciam no
contexto da radiagdo, dos polimeros e da tecnologia de combustdo. Em um artigo
pioneiro em 1956, Gershman, Gilbert e seus colegas propuseram que a maioria dos
efeitos danosos causados pelas concentragdes elevadas de oxigénio nos organismos
vivos podia ser atribuida a formagao de radicais livres (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1989). Entretanto, essa idéia ndo despertou interesse de muitos pesquisadores até a
descoberta, em 1968, da enzima superdéxido dismutase, que é especifica para a
remocgao catalitica de um radical de oxigénio e portanto uma das principais defesas
antioxidantes nos organismos superiores (MC CORD; FRIDOVICH, 1969; HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1989).

A partir do inicio dos anos 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais
para o emprego em produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, tem aumentado
consideravelmente, com o intuito de substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém
sido restringidos devido ao seu potencial de carcinogénese bem como pela
comprovacgao de outros males (YILDIRIM; MAVI; KARA, 2001; ZHENG; WANG, 2001;
MELO; GUERRA, 2002; SIMAO, 1985 apud DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ;
SANTOS, 2004)

2.2.2 Antioxidantes

Radicais livres podem atacar biomoléculas, dentre as quais se destacam os
lipideos, as proteinas ou o DNA propriamente dito, que podem ser preservados pela
acéao dos antioxidantes (BRENNA; PAGLIARINI, 2001; ZHENG; WANG, 2001).

Uma substancia antioxidante pode ser definida como um composto ou
substancia quimica que inibe a oxidagao, ou qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe
significativamente a oxidagcdo do mesmo. Do ponto de vista biolégico, pode-se definir
antioxidantes como compostos que protegem os sistemas contra os efeitos
potencialmente danosos de processos ou reagdes que promovem a oxidagao de

macromoléculas ou estruturas celulares (ABDALLA, 1993).
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A atividade antioxidante de certos compostos e substancias sdo principalmente
devidas as suas propriedades de Oxido-redugao, as quais podem desempenhar um
importante papel no sequestro de radicais livres, reduzindo o oxigénio singlete,
quelando metais de transicdo ou decompondo peroxidos (URITANI; GARCIA;
MENDOZA, 1994 apud OSAWA, 1994; SCHWARZK; TERNES, 1992; ANTUNES;
CANHOS, 1983; FENNEMA, 1993; SIMAO, 1985).

Os antioxidantes, tanto sintéticos quanto naturais, sao utilizados comumente em
varios alimentos, especialmente nos que contém dleos e gorduras. Atualmente, existe
uma grande quantidade de compostos com propriedades antioxidantes, mas para o uso
em alimentos, certos requisitos devem ser cumpridos, sendo um deles a seguranca
para a saude (NAWAR, 1996).

Da mesma forma, o emprego de agentes antioxidantes visando a extensédo do
prazo de validade de produtos alimenticios € muito presente na area da tecnologia de
alimentos. A Resolugao numero 04 de 24/11/88 relacionou pela primeira vez um total de
13 aditivos permitidos classificados como antioxidantes, possiveis de serem
adicionados em aproximadamente 40 a 50 alimentos (MINISTERIO DA SAUDE, 1988).

Os antioxidantes estao presentes de forma natural ou intencional nos lipideos e
alimentos para retardar o aparecimento dos fendmenos de oxidagao, mantendo intactas
suas caracteristicas sensoriais. Quando adicionados aos alimentos nao devem causar
efeitos fisiologicos negativos, produzir cores, odores nem sabores anémalos. Devem
ser lipossoluveis, resistentes aos tratamentos a que seja submetido o alimento, ativos

em baixas temperaturas e econémicos (ORDONEZ et al., 2005)

2.2.3 Mecanismo de acao dos antioxidantes

Segundo Moreira e Mancini Filho (2004), os antioxidantes podem ser divididos
em duas classes: com atividade enzimatica e sem essa atividade. Na primeira, estdo os
compostos capazes de bloquear a iniciagcdo da oxidagdo, ou seja, as enzimas que
removem as espécies reativas ao oxigénio. Na segunda classe, estdo as moléculas que
interagem com as espécies radicalares e sao consumidas durante a reacdo. Esta

classificagao inclue os antioxidantes naturais e sintéticos como os compostos fendlicos.
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O sistema de defesa antioxidante do organismo compreende uma gama variada
de substancias que atuam em diferentes niveis. O sistema primario constitui uma
primeira linha de defesa formada por substancias que impedem a geragado de espécies
reativas ou que agem na neutralizagcdo das mesmas de forma a impedir sua interagéo
com alvos celulares, bloqueando a etapa de iniciagdo da cadeia radicalar. Nesse grupo
encontram-se as enzimas antioxidantes, quelantes e proteinas como a transferrina e a
ceruloplasmina que transportam, respectivamente, ferro e cobre, impedindo que esses
metais sejam liberados e catalisem a formagédo de espécies oxidantes e substancias
nao-enzimaticas como o ascorbato, albumina e carotendides que sequestram radicais
superoxido e hidroxila ou suprimem o oxigénio singlete, respectivamente. O sistema de
defesa secundario € formado por compostos que atuam bloqueando a etapa de
propagacao da cadeia radicalar, sequestrando radicais intermediarios (ex. peroxila ou
alcoxila). Esses antioxidantes geralmente sdo compostos fendlicos ou aminas
aromaticas, entre eles o a-tocoferol, flavondides e varios antioxidantes sintéticos
(ABDALLA, 1993).

As membranas das células e organelas contém grandes quantidades de acidos
graxos poliinsaturados. A fluidez da membrana relaciona-se a presenga de cadeias
insaturadas dos fosfolipideos e do colesterol e danos nesta camada lipidica tendem a
diminuir a fluidez da membrana. A agao de algumas espécies reativas que abstraem um
atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos poliinsaturados,
inicia o processo de peroxidagdo lipidica (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 1994;
HALLIWELL, 1987; 1997).

Os radicais de carbono formados dessa maneira podem reagir espontaneamente
com o oxigénio, formando radicais peroxila que propagam a cadeia de peroxidagao
lipidica abstraindo atomos de hidrogénio para formar hidroperéxidos e novos radicais de
carbono, levando a oxidacdo de muitas moléculas de acidos graxos (JIAL; GRUNDY,
1992).

Através do uso de substancias reativas ao oxigénio (ROS) em tecidos e HPLC,
Tiidus et al. (1993) estudaram os efeitos da vitamina E na dieta e observaram que a
peroxidacao lipidica pode ser inibida por antioxidantes que interrompem a cadeia

reagindo com os radicais peroxila ou alcoxila e, desta forma, gerando um hidroperéxido
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e um radical livre formado a partir do antioxidante. Estes antioxidantes interagem com o
oxigénio singlete e fornecem atomos de hidrogénio para o radical peroxila dos acidos
graxos, impedindo a reagdo em cadeia que se propaga nas membranas lipidicas.

Alguns nutrientes essenciais podem atacar diretamente os radicais de oxigénio.
A vitamina E (a-tocoferol) € o antioxidante lipossoluvel mais importante presente em
todas as membranas celulares e, portanto, atua na protegdo contra a lipoperoxidagao
(KAY et al.,, 1986). Dos quatro isémeros dos tocoferéis conhecidos, o a-tocoferol é o
mais importante biologicamente e os termos a-tocoferol e vitamina E sdo quase
intercambiaveis na literatura (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Os antioxidantes naturais funcionam como agentes redutores, como inibidores de
radicais livres, como quelantes ou sequestrantes do oxigénio singlete e como
desativadores de metais pro-oxidantes (KAHKONEN, et. al., 1999; RICE-EVANS et al.,
1995).

Farmer et al. (1942) propuseram uma sequéncia de reagdes interrelacionadas
para explicar o processo de autoxidagc&o dos lipideos, que esta associada a reagéo do
oxigénio com acidos graxos insaturados e ocorre em trés etapas (iniciacéo, propagacéo
e terminacéo).

No mecanismo de acgdo, onde ROO° e Re° sdo os radicais livres; AH um
antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e A° um radical inerte: ROO°+ AH =
ROOH + Ae° ou ainda O° + AH = RH + O° o0 atomo de hidrogénio ativo do antioxidante &
abstraido pelos radicais livres Re e ROO° com maior facilidade que os hidrogénios
alilicos das moléculas insaturadas. Assim formam-se espécies inativas para a reagao
em cadeia e um radical inerte (O°) procedente do antioxidante. Este radical,
estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar as reagdes
oxidativas (FRANKEL, 1980; 1984).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, sinergistas, removedores
de oxigénio singlete, agentes quelantes e antioxidantes mistos (HUI, 1996).

Segundo Simic e Javanovic (1994), os antioxidantes primarios sdo compostos
fendlicos que promovem a remog¢ao ou inativagao dos radicais livres formados durante

a iniciacdo ou propagacao da reagao, através da doagdo de atomos de hidrogénio a
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estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia. Os antioxidantes principais e mais
conhecidos deste grupo séo os polifendis, como butil hidroxi anisol (BHA), butil hidroxi
tolueno (BHT), terc butil hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG), que sé&o
sintéticos, e tocoferdis, que sdo naturais. Estes ultimos também podem ser classificados
como antioxidantes bioldgicos (NAMIKI, 1990).

Os sinergistas sdo substancias com pouca ou nenhuma atividade antioxidante,
que podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando usados em
combinagdo adequada. Alguns antioxidantes primarios quando usados em combinagao
podem atuar sinergicamente (BAILEY; SWAIN, 1973; BAILEY, 1996).

Os removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxigénio
presente no meio, através de reagdes quimicas estaveis, tornando-o indisponivel para
atuar como propagador da autoxidagcdo. O acido ascorbico, seus isbmeros e seus
derivados s&o os melhores exemplos deste grupo, atuando também como sinergista na
regeneragao de antioxidantes primarios (BELITZ ; GROSCH, 1988).

Segundo Bailey (1996) e Hui (1996) os antioxidantes biolégicos incluem varias
enzimas, como glucose oxidase, superdxido dismutase e catalases. Estas substancias
podem remover oxigénio ou compostos altamente reativos de um sistema alimenticio.
Os agentes quelantes/sequestrantes complexam ions metalicos, principalmente cobre e
ferro, que catalisam a oxidacéo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhado na sua
estrutura molecular promove a acdo de complexacdo. Os mais comuns sao acido citrico
e seus sais, fosfatos e sais de acido etileno diaminotetracético (EDTA). Os
antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido amplamente
estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo varias proteinas
hidrolisadas, flavonoides e derivados de acido cinamico.

Portanto para evitar a autoxidacdo ha necessidade de diminuir a incidéncia de
todos os fatores que a favorecem e que sao responsaveis pelo desencadeamento do
processo de formacao desses radicais, evitando ao maximo o contato com oxigénio e
bloqueando a formacgao de radicais livres por meio de antioxidantes, os quais, em

pequenas quantidades, interferem nos processos de oxidagao.
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2.2.4 Antioxidantes sintéticos

Os principais antioxidantes sintéticos utilizados habitualmente nos alimentos s&o
os fendis com varias substituicobes no anel. A eficacia de um antioxidante esta
relacionada com muitos fatores, como a energia de ativagdo, as constantes de
velocidade, o potencial de 6xido-reducgao, a facilidade com a qual se pode destruir ou
perder o antioxidante e a sua solubilidade. Os antioxidantes fendlicos sao excelentes
doadores de elétrons ou de hidrogénio e, além disso, seus radicais intermediarios sdo
relativamente estaveis devido a deslocacdo por ressonancia e a falta de posicdes
moleculares apropriadas para serem atacados pelo oxigénio molecular (GOMEZ, 2003).

BHA, BHT, PG e TBHQ sao os antioxidantes sintéticos mais utilizados na
industria de alimentos (NAMIKI, 1990; NENADIS; ZAFIROPOULOU; TSIMIDOU, 2003).
A estrutura fendlica destes compostos permite a doagdo de um préton a um radical
livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o mecanismo de
oxidacédo por radicais livres. Estes radicais podem se estabilizar sem promover ou
propagar reagdes de oxidagao (BUCK, 1981).

Os antioxidantes sintéticos como, o butil hidroxi anisol (BHA), o butil hidroxi
tolueno (BHT), o terc butil hidroquinona (TBHQ) e o galato de propila (PG) sao
utilizados para reduzir a extensdao da fase de propagacgdo da reagao de oxidacao.
Entretanto, apresentam o inconveniente de serem volateis e facilmente decompostos
em altas temperaturas com baixo ‘carry-through’. Os riscos a saude, associados com o
consumo crénico dessas substancias merecem atencdo e continuam a ser estudados
(MARTINEZ-TOME et al., 2001).

O fenébmeno de sinergismo entre os antioxidantes sintéticos se produz quando
uma mistura de antioxidantes tem uma atividade mais acentuada do que a atividade dos
antioxidantes individuais. Sdo conhecidos dois tipos de sinergismo, um deles que
implica a acdo de aceptores de radicais livres misturados e um outro que combina a
agao de um aceptor de radical livre e um quelante de metais (NAWAR, 1996).

Estudos revelaram que os antioxidantes BHA e BHT poderiam apresentar certa
toxicidade e eficiéncia mais baixa que alguns antioxidantes naturais. Junto a

consciéntizacdo dos consumidores para a qualidade e seguranca dos aditivos nos



77

alimentos, surgiu a necessidade de se identificarem mais fontes naturais alternativas
(WANASUNDARA; SHAHIDI, 1998).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo
consumo de antioxidantes sintéticos, mais pesquisas tém sido conduzidas no sentido de
encontrar produtos antioxidantes, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou serem

associados a eles a fim de diminuir a quantidade adicionada aos alimentos.

2.2.5 Antioxidantes Naturais

2.2.5.1 Evidéncias

Muitos estudos tém sido realizados na determinacdo de novas fontes de
antioxidantes naturais e no isolamento de compostos de plantas tais como sementes,
frutas, folhas e raizes (CHEVOLLEAU, et al., 1992, NAKATANI, 1992; PRATT, 1992;
HETTIARACHCHY et al., 1996; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; NAKATANI,
1997; XING; WHITE, 1997; MANCINI-FILHO et al., 1998; WETTASINGHE; SHAHIDI,
1999; MILOS; MASTELIC; JERKOVIC, 2000; MIRANDA; SATO; MANCINI FILHO,
2001; ZHENG; WANG, 2001).

Para Wanasundara, Shahidi e Shukla (1997) muitos sdo os componentes
naturalmente presentes nos alimentos que apresentam atividade antioxidante, incluindo
flavondides, precursores de lignanas, acidos fendlicos, terpenos, tocoferdis e
fosfolipides, entre outros.

O efeito antioxidante de partes de plantas foi, inicialmente, evidenciado por
CHIPAULT et al. (1952) que avaliaram a ac¢ao de 32 especiarias, das quais o alecrim e
a salvia foram consideradas as mais eficazes. Esta capacidade antioxidante tem sido
constatada ao longo dos anos na soja e produtos de soja (PRATT; BIRAC, 1979), na
canela (MANCINI et al., 1998), no espinafre e repolho (ISMAIL; MARJAN; FOONG,
2004), na maga (LEJA; MARECZEK; BEN, 2003), no coentro (MELO; MANCINI FILHO;
GUERRA, 2005), entre outros.

Muitos autores relataram que os extratos de varias sementes oleaginosas

possuem propriedade antioxidante, as quais, em alguns casos exercem melhor efeito
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que o observado pelos antioxidantes sintéticos nas mesmas concentragdes
(AMAROWICZ et al., 1993; OOMAH; KENASCHUK; MAZZA, 1995).

As propriedades antioxidantes de ervas e especiarias sao indicadas como
efetivas para retardar o processo de peroxidagao lipidica em 6leos e alimentos lipidicos
e tem angariado o interesse de muitos grupos de pesquisa (MILOS; MASTELIC;
JERKOVIC, 2000).

2.2.5.2 Plantas, ervas e especiarias

Moreira e Mancini Filho (2004) ressaltaram que as especiarias, cuja historia se
confunde com a da industria alimenticia, podem atuar sobre alimentos potencialmente
funcionais, prevenindo contra o processo oxidativo protegendo ou agindo como agentes
terapéuticos para doencas de resposta inflamatéria. Além da agao preventiva de
substancias fendlicas, presentes nas especiarias, sobre a oxidagao lipidica em
alimentos, os resultados obtidos sugerem, também, um provavel efeito antiinflamatério
destes compostos, devido a acao inibitéria sobre enzimas da biossintese dos
eicosanoides.

Os temperos podem ser acrescentados nos alimentos de varias formas: inteiros,
frescos ou como extratos isolados. O termo especiaria € definido como material seco da
planta que normalmente € acrescentado ao alimento para melhorar o ‘flavor (MADSEN;
BERTELSEN, 1995). Desde antigamente, especiarias e ervas tém sido usadas nao
somente para melhorar o sabor e odor e estender o tempo de prateleira dos alimentos,
mas também pelas suas propriedades anti-sépticas e medicinais. O efeito de
preservagao das especiarias e ervas sugere a presenga de constituintes antioxidantes e
antimicrobianos (NAKATANI, 1997).

As matérias-primas in natura disponiveis como frutas, vegetais em geral e
condimentos contém numerosos fitoquimicos além dos compostos fendélicos como, por
exemplo, carotendides, acido ascérbico e tocoferdis. Muitos destes fitoquimicos
apresentam significativa capacidade antioxidante e sua ingestao esta associada a baixa
incidéncia de cancer e baixa mortalidade em seres humanos (ZHENG; WANG, 2001;
YILDIRIM; MAVI; KARA, 2001; WATANABE, 1998).
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Os compostos que proporcionam estabilidade oxidativa tém sido identificados em
especiarias como o alecrim, orégano, salvia, tomilho, cravo-da-india e diversas outras
ervas e especiarias. Tais compostos que apresentam propriedade antioxidante séo,
principalmente, os compostos fendlicos (MADSEN; BERTELSEN, 1995; MADSEN et
al.,1996).

Segundo Moroney et al. (1988), os compostos fendlicos sao antioxidantes
primarios que agem como sequestradores de radicais livres e bloqueadores de reagdes
em cadeia. Eles estdo largamente distribuidos na natureza e sao derivados dos acidos
benzdicos e cindmico, bem como de flavondides.

Shahidi, Janitha e Wanasundara (1992) demonstraram que o efeito antioxidante
de plantas aromaticas é devido a presenca de grupos hidroxila dos seus compostos
fendlicos. Tem sido estabelecido que os efeitos antioxidantes sejam principalmente por
causa dos compostos fendlicos (MADSEN; BERTELSEN, 1995; SCHWARZK;
TERNES, 1992; SCHWARZK et al., 2001).

Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de propriedades fisioldgicas
como antialergénica, antiarteriogénica, antiinflamatoria, antimicrobiana, antitrombdtica,
cardioprotetora e vasodilatadora, mas o principal efeito dos compostos fendlicos tém
sido atribuido a sua agéo antioxidante em alimentos (BALASUNDRAM, SUNDRAM e
SAMMAN, 2006).

De acordo com um banco de dados fotoquimico, o numero de diferentes
substancias antioxidantes em algumas plantas pode alcangar a casa dos 40 (42 na
soja, 36 nos chas, 35 no funcho, 34 no orégano, 32 na cebola, 32 no tomilho, entre
outros). Neste banco de dados, o conteudo mais alto de antioxidantes € encontrado em
nozes, goiaba e coco, dentre outras plantas menos conhecidas (USDA, 2003).

Tsimidou e Boskou (1994) concluiram que entre as plantas extensivamente
estudadas da familia Lamiaceae e Labiaceae, muitas possuem atividade antioxidante
significativa. As familias Labiatae, Umbelliferae e Zingiberaceae contém compostos
fendlicos e sulfurosos que possuem efeitos antioxidantes e podem inibir reacbes dos
radicais de carnes e peixes fritos. (CRAIG, 1999; GIBIS; SCHOH; FISCHER, 1999). A

espécie Allium é um bom exemplo.
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Dentre as ervas da familia Labiatae, o alecrim € o mais extensivamente estudado
e seus extratos sdo os mais conhecidos dentre os antioxidantes naturais. O orégano,
também da familia Labiatae, tem ganhado o interesse de muitos grupos de pesquisa
como um potente antioxidante para sistemas lipidicos. O orégano desidratado assim
como extratos obtidos usando solventes de diferentes polaridades (hexano,
diclorometano, metanol) tem sido aplicado como retardadores da oxidagao lipidica em
sistemas modelo (TSIMIDOU; PAPAVERGOU; BOSKOU, 1995; CHIPAULT; MIZUNO;
LUNDBERG, 1956). Para Nakatani (1997), os acidos fendlicos carboxilicos sdo muito
comuns nessa familia, apresentando o orégano os acidos protocatequinico e caféico.

Os autores tém estudado especiarias como alecrim, salvia, cravo, canela,
tomilho, gengibre, noz-moscada, dentre outras, para determinacdo da atividade
antioxidante e identificagdo dos compostos responsaveis pela atividade mencionada
(MILOS; MASTELIC; JERKOVIC, 2000; MADSEN et al., 1996)

Lagouri e Boskou (1996) e Milos, Mastelic e Jerkovic (2000) trabalharam com
orégano (Origanum vulgare) para detectar a presenga de antioxidantes e a sua
atividade. Ja Frankel et al. (1996) estudaram o alecrim (Rosmarinus officinalis) e a sua
propriedade antioxidante. Segundo Pratt (1992), a atividade antioxidante do alecrim
depende principalmente da concentragdo dos acidos carndsico e rosmarinico, sendo
este Ultimo derivado do acido caféico. No orégano, as agliconas também foram
associadas a prevengao da oxidagao (MILOS; MASTELIC; JERKOVIC, 2000).

Os compostos fendlicos mais importantes identificados em amostras de alecrim e
salvia sdo o acido rosmarinico, acido carnodsico, carnosol, carnosato de metila,
rosmanol, epirosmanol e rosmadiol (SCHWARZK; TERNES, 1992; RICCHEIMER et al.,
1996).

O carnosol, o acido carnésico, o rosmanol, o rosmaridifenol, o rosmadiol, a
rosmariquinona e varios esteres etilicos e metilicos dessas substancias estao presentes
no alecrim e na salvia e os derivados de acidos fendlicos, tocoferois, acido rosmarinico
e carvacrol estdo presentes no orégano (PIZZALE et al., 2002). O acido clorogénico é
um composto fendlico encontrado na semente do girassol, com propriedades
antioxidantes (CLIFFORD, 1999).



81

2.2.5.3 Tocoferois e Compostos Fendlicos

Os tocoferois estao presentes de forma natural na maioria dos 6leos vegetais.
Existem quatro tipos: a, B, y, € ® tocoferol, sendo o a-tocoferol o mais abundante nos
alimentos e o de maior atividade biolégica como vitamina E (KAMAL; APPELQVIST,
1996).

Entre os antioxidantes naturais, os tocoferéis lipossoluveis tém sido amplamente
estudados por serem os melhores antioxidantes para a inibicdo da oxidacao dos dleos e
gorduras. A atividade antioxidante dos tocoferois € principalmente devida a capacidade
de doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos interrompendo a
propagacao em cadeia. Contudo, tem sido notado, que a atividade dos tocoferois in
vitro depende também de muitas outras possiveis reacgdes paralelas que sao
drasticamente afetadas por suas concentragdes (JUNG; MIN, 1990), pela temperatura e
luz, pelo tipo de substrato e por outras espécies quimicas atuando como pro-oxidante e
sinergista no sistema (KOCHHAR, 2000; ROMERO, 2004).

Os tocoferois estao presentes de forma natural na maioria dos 6leos vegetais,
em alguns tipos de pescado e atualmente sdo fabricados por sintese. A legislacao
brasileira permite a adigdo de 300 mg.kg™' de tocoferdis em 6leos e gorduras, como
aditivos intencionais, com funcdo antioxidante (ABIA - Associagdo Brasileira das
Industrias da Alimentagao, 1999).

O oa-tocoferol pode atuar como antioxidante ou pro-oxidante dependendo do
sistema testado, da concentracdo, do tempo de oxidagcdo e do meétodo usado para
acompanhar a oxidagdo. A concentragcado usual para a estabilidade oxidativa de 6leo de
soja & entre 400 e 600 mg.Kg™' de tocoferol (FRANKEL, 1996).

O reino vegetal é rico em compostos fendlicos, os quais sdo encontrados em
especiarias e folhas de plantas aromaticas de regides quentes e secas (ECONOMOU;
OREOPOULOU; THOMOPOULOS, 1991).

Os compostos fendlicos de plantas podem reter ou retardar o inicio da oxidagao
lipidica, influindo tanto na decomposicdo de hidroperéxidos nos alimentos, como
também, em tecidos animais (WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999).
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Duran e Padilla (1993) enumeraram diversos autores que verificaram o potencial
antioxidante dos acidos fendlicos com o objetivo de substituir os antioxidantes sintéticos
em alimentos. Segunto Ferguson e Harris (1999), os acidos fendlicos caracterizam-se
pela presengca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais
grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, que conferem propriedades
antioxidantes.

Os fendlicos podem inibir tanto a lipoxigenase como a cicloxigenase. Isto justifica
pesquisas que avaliam o efeito inibitério de substancias fendlicas sobre enzimas da
biossintese dos eicosandides. Dada a importancia antioxidante dos compostos fendlicos
para estudos in vitro e in vivo, e devido a implicacdo destas substancias na inibicao de
enzimas de substancias de resposta inflamatéria, questionam-se como estas
substancias fendlicas, presentes em alimentos normalmente consumidos (especiarias),
atuam no metabolismo de acidos graxos como, por exemplo, os das séries n-3 e n-6
(MOREIRA; MANCINI, 2004).

Shahidi, Janitha e Wanasundara (1992) descreveram os antioxidantes fendlicos
como sequestrantes de radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagag¢ao do processo oxidativo. Sdo divididos
em acidos benzodicos, acidos cinamicos e cumarinas que sao derivadas do acido
cinamico.

Os compostos fendlicos de fontes vegetais podem ser divididos em dois grupos:
os flavonodides e os nao flavondides, sendo que ambos sdo metabdlitos secundarios
presentes em frutas e vegetais. (BURNS et al., 2001).

Em estudos cinéticos mais recentes, utilizando-se triacilglicerdis e metil ésteres
de 6leo de girassol, verificou-se que os acidos fendlicos participaram mais efetivamente
na fase de iniciacido da oxidacdo e os acidos ferulico, caféico e sinapico atuaram nas
reagcoes de propagacao (YANISHLIEVA et al.,, 1999; MARINOVA; YANISHLIEVA,
1997).

Em investigacdes de acidos fendlicos presentes em graos de soja, quatro acidos
apresentaram atividade significativa quando aplicados em 6leo de soja: acidos
clorogénico, caféico, p-cumarico e ferulico, tendo este ultimo a maior atividade
antioxidante (NAGEN; ALBUQUERQUE; MIRANDA, 1992).



83

2.2.5.4 Antioxidantes naturais em alimentos processados

Embora se saiba que diferentes plantas possuem diferentes eficiéncias nos
varios tipos de alimentos (CHIPAULT et al., 1952), o alecrim tem sido, frequentemente,
a primeira opgao para alimentos processados (NISSEN et al., 2000). Uma alternativa
interessante ao alecrim parece ser o orégano, em especial para aplicagcdo em alimentos
como antioxidante soluvel em agua e tem sido demonstrado em um grande numero de
experimentos (MOLLER et al, 1999).

Tanabe, Yoshida e Tomita (2002) observaram que dentre as ervas da familia
Labiatae estudadas, a oxidacéo lipidica em carne de porco foi inibida pelos extratos de
salvia, alecrim, tomilho, segurelha, orégano e manjericdo, nessa ordem. Os efeitos
antioxidantes observados dos extratos das ervas da familia Labiatae, especialmente da
salvia, alecrim, tomilho e segurelha foram menores que os extratos das ervas da familia
Umbelliferae, da salsa e do coentro.

Lagouri et al. (1993) estudaram a atividade antioxidante de dleos essenciais, e
verificaram que o Oleo essencial de orégano, rico em timol e carvacrol, tem efeito
antioxidante consideravel no processo de oxidagao de 6leos e gorduras animais.

Dietas administradas com oleo de alecrim ou salvia reduziram o teor das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico na carne de porco (MONAHAN et al., 1992)
e de frango (LOPEZ-BOTE et al.,1998).

Um extrato liquido desodorizado de alecrim mostrou boa atividade antioxidante
em carne de porco. Foi demonstrado o efeito da adigdo de extrato de alecrim em bolas
de carne, embutidos de frango e gordura suina, retardando a oxidacdo de fracdes
lipidicas e o aparecimento de sabor de rango nesses produtos (LEE et al.,, 1997;
KPRINSKA; BOOROWSKI; DANOWSKA-OZIEWICZ, 2000; ARUOMA et al., 1996).

Racanicci et al. (2004) demonstraram que o orégano e alecrim desidratados
tiveram acao antioxidantes em alméndegas de peito de frango cozidas e armazenadas
sob refrigeracdo. Na concentragéo de 0,050%, o alecrim foi a erva mais eficiente.

A atividade antioxidante de folhas secas de orégano e alecrim foi avaliada em
almbéndegas pré-cozidas de filés de sardinha armazenadas sob refrigeracdo durante

seis dias em embalagens de polietileno. O orégano foi mais eficiente na protegcao das
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almdéndegas contra oxidagdo lipidica do que o alecrim adicionado na mesma
concentragcéo (PIEDADE et al., 2005).

A capacidade antioxidante de certos compostos tem fundamentado diversos
estudos aplicados a agao antioxidante em produtos carneos (RACANICCI et al., 2004;
PIEDADE et al., 2005; BARRETO, 1996; SOARES, 1998; LEAL, 2000) e na protegéo
contra danos oxidativos de emulsbes, aumentando a vida de prateleira (EMPSON;
LABUZA; GRAF, 1991).

2.2.5.5 Extratos

Tanabe, Yoshida e Tomita (2002) estudaram extratos de salvia, alecrim, tomilho,
segurelha, orégano, manjericdo, salsa e coentro. Os efeitos antioxidantes da salvia,
alecrim, tomilho e segurelha foram menores que os da salsa e do coentro.

Os extratos das folhas de alecrim contém um diterpeno fendlico, o carnosol. Além
disso, o rosmanol, outro diterpeno fendlico, cuja estrutura esta intimamente relacionada
ao carnosol e o rosmaridifenol, foi também identificado nas folhas de alecrim
(HOULIHAN; HO; CHANG, 1984). Os acidos carndsico e rosmarico foram indicados
como sendo os constituintes de maior atividade antioxidante do alecrim. Os extratos de
antioxidantes comerciais (via destilagdo molecular ou a vacuo) do alecrim estado
disponiveis como um pé fino. Dependendo da quantidade de atividade dos
antioxidantes, eles sdo recomendados para o uso nas concentracdes entre 200 e 1000
mg.kg™" do produto processado (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

O carnosol e acido carnésico possuem atividade sequestrante de radicais
peroxila e hidroxila, ja que inibem a formagao de radicais e metais quelatos, enquanto o
acido carndsico sequestra o peroxido de hidrogénio (ARUOMA et al.,1992).

Em estudos recentes Yanishlieva et al. (1999) examinaram a atividade
antioxidante de extratos de orégano cultivados na Bulgaria assim como o0 mecanismo
de acao do timol e carvacrol puros. Segundo Tsimidou, Papavergou e Boskou (1995),
extratos de orégano obtidos por solventes de diferentes polaridades tém sido testados
como retardadores da oxidacao lipidica em produtos alimenticios. Madsen et al. (1996)

demonstraram que a atividade antioxidante do orégano é devida a variedade dos
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componentes, incluindo compostos fendlicos soluveis em sistemas aquosos e lipidicos,
e eles encontraram boa relagdo entre atividade antioxidante e quantidade total de
fendlicos, detectados espectrofotometricamente, em extratos da especiaria.

As folhas secas do orégano foram sucessivamente extraidas com diclorometano
e metanol e seus compostos antioxidantes foram isolados, sendo o principal composto
identificado como um glicosideo fendlico (KIKUZAKI; NAKATANI, 1989; VEKIARI et al.,
1993). O carvacrol e timol foram isolados de éleo essencial de orégano e seus efeitos
antioxidantes tém sido relatados por varios pesquisadores (DEIGHTON et al., 1993). Os
trabalhos com orégano e seus varios extratos concentram-se principalmente nos
compostos nao polares. Muito pouco se sabe sobre a fragdo nao polar extraida por
hexano que é antioxidante (LAGOURI; BOSKOU, 1996). Kikuzaki e Nakatani (1989)
isolaram cinco diferentes tipos de compostos de extrato metandlico de folhas de
orégano (Origanum vulgare). Todos os cinco mostraram atividade antioxidante.

Extratos etandlicos de alecrim e orégano adicionados a 6leo de soja armazenado
ao ambiente e sob condicbes aceleradas de oxidacdo demonstraram atividades
antioxidantes comparaveis as dos antioxidantes sintéticos. Apesar de ndo atingirem a
eficiéncia do TBHQ, os extratos naturais foram tao efetivos quanto a mistura BHA +
BHT (DORIA; REGITANO-D'ARCE’ 2000).

De testes realizados para determinar o grau de inibicdo da oxidacdo nos
diferentes extratos (alcodlico e aquoso) de especiarias foi verificado que o extrato
aquoso foi o que apresentou maior atividade antioxidante, 73,78% para o orégano e
82,22% para o alecrim. Constatou-se também, o efeito sinérgico quando utilizado o

antioxidante sintético junto com os extratos dos antioxidantes naturais (GOMEZ, 2003).

2.2.5.6 Métodos de extracao e avaliagao da capacidade antioxidante

Existem diversos métodos para a extragdo dos compostos antioxidantes em
vegetais. Dentre eles, podem ser citados os tradicionais métodos de extragdo utilizando
solventes organicos (como agua, etanol, éter e metanol) e a extragdo supercritica que,
mediante mudancas na pressao e na temperatura transforma o didxido de carbono
(CO,) em fluido supercritico para a extragao (REHMAN; HABIB; SHAN, 2004).
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Sob o ponto de vista quimico ndo ha como selecionar a metodologia mais
eficiente para a extragdo desses compostos que podem sofrer a influéncia de diversos
fatores. Dentre esses, podem ser citados a natureza do vegetal, o solvente empregado
na extragao, o tamanho das particulas, o tempo e a temperatura de extragao (SHAHIDI;
NACZK, 1995).

Algumas etapas preliminares devem ser realizadas para facilitar o processo de
extracdo e conservar os compostos antioxidantes, que sdo sensiveis a acdo da luz,
oxigénio e calor. As partes de plantas normalmente sdo desidratadas, liofilizadas ou
congeladas, e ainda peneiradas ou moidas antes do processo de extragao.

Segundo Schwarz et al. (2001), o procedimento de extragao é determinado pelos
tipos de compostos antioxidantes que podem ser extraidos. A escolha e sele¢cdo de um
procedimento de extracdo procuram aumentar a concentracdo do componente
antioxidante de determinada planta. Para polifendis e outros antioxidantes de materiais
de origem vegetal trés técnicas principais de extracdo simples podem ser usadas:
extracdo com solventes, extracdo de fase solida e extracdo supercritica. Pode-se
completar o processo de extragcdo com o uso da secagem, congelamento ou liofilizagao.

A extragdo liquida sob pressdo foi recentemente usada para a extracdo de
compostos fendlicos. Esta técnica emprega altas temperatura e pressao para acelerar a
extragcdo. Resultados muito interessantes foram obtidos no estudo de atividade
antioxidante de salvia no qual a extragdo com agua quente e pressao foi tido como o
procedimento de extragcdo mais efetivo, seguido por maceragdo com 70% de etanol,
hidrodestilagao, uso de ultrassom e extragcao com metanol (OLLANKETO et al., 2000).

Os extratos obtidos usando solventes organicos podem ser concentrados com o
uso da destilagao molecular. Os 6leos essenciais presentes em extratos de especiarias
sao responsaveis pelo aroma caracteristico e podem ser obtidos por destilacdo a vapor
em pressao atmosférica normal ou a vacuo, mas a atividade antioxidante pode ser
parcialmente perdida (POKORNY; YANISLIEVA; GORDOM, 2001).

Na extracao com ultrassom é frequentemente usado solvente liquido e materiais
de plantas. A extracao também pode ser executada por Soxhlet, combinando filtracéo,

imersdo e outras técnicas. Varias técnicas de extragdo com solventes foram
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patenteadas usando polaridades diferentes, como éter de petrdleo, tolueno, acetona,
etanol, metanol, acetato, e agua (SCHWARZ et al., 2001).

A extragao por infusdo € uma técnica simples e muito usada. Wettasinghe e
Shahidi (1999) efetuaram a extragdo de compostos de chas por infusdo, na qual um
saché de cada tipo de cha foi adicionado em um volume de agua destilada fervente de
250mL. O tempo da infuséo foi de 3, 5 e 10 minutos e os teores de fendlicos totais dos
extratos foram determinados utilizando o reagente Folin-Ciocalteu, tendo a catequina
como padrao.

Roesler (2007) para avaliar a atividade antioxidante de frutas do cerrado realizou
uma extragao aquosa e uma etandlica dos compostos das frutas analisadas, que foram
separadas em sementes, polpas e cascas. O extrato aquoso foi preparado com agua
destilada na proporcao de 1:3 (fruta:agua). O material foi filtrado em tecido fino e o
residuo foi reextraido com agua nas mesmas condi¢des. O material filtrado, bem como
o material retido no filtro, foi liofilizado a -18 °C a 13,3 Pa para as analises. Ja para o
extrato etandlico, as frutas também separadas foram tratadas com solucdo aquosa de
etanol (5:95, v.v'', agua:etanol) na proporcdo de 1:3 (fruta: solucdo de etanol). O
material foi filtrado em tecido fino e o residuo foi reextraido e armazenado nas mesmas
condi¢cdes. Com excecgao do extrato aquoso de casca de pequi, a extragao etandlica foi
a mais eficiente para remocao dos compostos fendlicos.

As técnicas cromatograficas analiticas tém permitido identificar os compostos
antioxidantes, ndo somente nas especiarias tradicionais, como também em ervas
aromaticas, entre elas o alecrim e o orégano. Estes compostos sdo de natureza
fendlica, o que explica essa atividade. Destes compostos, talvez o maior interesse seja
0 acido rosmarinico, muito mais potente que o BHA e o BHT. Sdo comercializados os
extratos de alecrim, dispersiveis em 6leo, em agua ou como agentes sinérgicos para
serem combinados com o tocoferol (DE LA TORRE; LOPEZ, 1997).

Para a determinacao da atividade antioxidante existem muitos métodos que sao
agrupados de diferentes formas, e alguns sao utilizados tanto em alimentos como em
sistemas bioldgicos, e as vezes isso dificulta a express&o dos resultados (SANCHEZ-
MORENO; LARRAURI, 1998). Certas consideragcbes sao necessarias considerando a

aplicabilidade dos métodos de sistemas biologicos e a interpretagdo dos dados torna-se
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essencial, ja que a complexidade de sistemas biologicos e alimentares pode contradizer
a validade dos sistemas analiticos existentes (NAMIKI, 1990).

Na selegao de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades: eficacia
em baixas concentragdes (0,001 a 0,1%); auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no
odor, no sabor e em outras caracteristicas do alimento; compatibilidade com o alimento
e facil aplicagao; estabilidade nas condigdes de processo e armazenamento e 0s
compostos e produtos de oxidagcdo ndo podem ser toxicos, mesmo em doses muitos
maiores das que normalmente seriam ingeridas no alimento (HUI, 1996). Na escolha de
um antioxidante deve-se considerar também outros fatores, incluindo legislacao, custo e
preferéncia do consumidor (RAFECAS et al., 1998).

A atividade de um antioxidante pode ser estimada quantitativamente
determinando produtos primarios e secundarios da oxidacao de lipideos ou monitorando
outras variaveis como os estudos de condicbes de oxidagdo acelerada ou testes de
sistemas modelos (SHAHIDI; JANITHA; WANANSUDARA 1992).

Os métodos para avaliar o comportamento dos antioxidantes podem ser divididos
entre os que medem a sua atividade em alimentos e os que avaliam a bioatividade em
humanos. No caso de sistemas alimentares a necessidade é testar a eficiéncia do
antioxidante na prote¢cdo do alimento contra os danos oxidativos. Uma subcategoria
envolve a mensuragao da atividade em alimentos, particularmente frutas, vegetais e
bebidas, mas destinada a dietética (HOLLMAN; ARTS, 2000). No caso da avaliagdo da
capacidade antioxidante de ervas e especiarias para sistemas lipidicos, os testes
acelerados ainda sao de grande valia, ja que tornam possivel a comparagdo do
desempenho de diferentes concentragdes e extratos (POKORNY; YANISLIEVA;
GORDOM, 2001).

Os produtos mais frequentemente medidos sdo os hidroperéxidos e os dienos
conjugados, compostos primarios da oxidacdo, e substancias volateis secundarias
(MOURE et al., 2001). A maioria dos métodos quimicos se baseia na capacidade de
sequestro de radicais livres, mas também a capacidade quelante é responsavel pela
atividade antioxidante em sistemas lipidicos (CHEN; RATNAYAKE; CUNNANE, 1994).
O malonaldeido (MDA) é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos

medidos pela reacdo com o acido tiobarbiturico. A formacéo de malonaldeido ocorre
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pela decomposigao dos hidroperéxidos lipidicos e sua concentragdo tem sido utilizada
para estimar a intensidade da peroxidacgéo lipidica em sistemas bioldgicos, em células e
tecidos (BONNES; GUERIN, 1992).

A metodologia usada para a avaliacdo do grau de eficacia de sistemas
antioxidantes € basicamente a mesma que se utiliza para a determinacdo da
estabilidade oxidativa de sistemas lipidicos. Esta resulta da aplicacdo de técnicas
analiticas muito diversas (ex.: cromatografia, espectrofotometria, condutimetria,
polarografia), da adog¢ao de diferentes condigdes de ensaio e da medida de diferentes
indicadores de oxidagao.

E importante ressaltar que a escolha do método para extracdo e de analise dos
compostos fendlicos é fundamental em uma pesquisa e que ainda faltam estudos para
0 aprimoramento desses processos e analises assim como dos parametros envolvidos
como, por exemplo, a razao solvente:massa, o tempo de extracdo, o numero de

reextragdes, as técnicas analiticas, dentre outros.

2.2.5.7 Tendéncia de mercado

Segundo Namiki (1990), a aplicagdo de antioxidantes sintéticos como inibidores
da oxidacao lipidica € bem conhecida na industria de alimentos. Os antioxidantes mais
conhecidos deste grupo sao os polifendis, como butil hidroxi anisol, butil hidroxi tolueno,
terc-butil hidroquinona e galato de propila. Esses antioxidantes artificiais sdo efetivos
nesse proposito, mas, por outro lado, existem muitos estudos que afirmam que o uso
pode trazer certos prejuizos a saude (NAMIKI, 1990; POKORNY, 1991).

As propriedades antioxidantes de muitas ervas e temperos sao relatadas como
eficientes na retardacdo do processo de peroxidacdo lipidica em oleos e alimentos
gordurosos. Lagouri et al. (1993) relataram um grande numero de estudos sobre a
atividade antioxidante de plantas aromaticas durante os ultimos 20 anos. A capacidade
antioxidante de alguns desses compostos tem sido atestada como equivalente e
algumas vezes até maior que a de antioxidantes sintéticos (NAMIKI, 1990; POKORNY,
1991).
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Madsen e Bertelsen (1995) identificaram que certas especiarias e extratos de
especiarias contém componentes com atividade antioxidante. Tal atividade se confirma
na aplicacao destes componentes em diferentes preparagdes culinarias para intensificar
as caracteristicas organolépticas, aumentar a aceitabililidade e principalmente, melhorar
a estabilidade oxidativa.

Por essa razdo, ha um crescente interesse por estudos com aditivos naturais,
ervas e especiarias pelas industrias e grupos cientificos devido as suas propriedades
antioxidantes e antimicrobianas vindas de varias substancias, incluindo algumas
vitaminas, flavondides, terpendides, carotendides, fitoestrogenos, minerais e outros
(CALUCCI et al.,, 2003). Foram demonstrados em experimentos com alimentos,
diferentes resultados com varios extratos de plantas, contribuindo para o endosso que
atualmente testes baseados em plantas oxidantes devem ser feitos com produtos
alimenticios (SCHWARZ et al, 2001).

Tsaliki, Lagouri e Doxastakis (1999) recomendaram a substituicdo dos
antioxidantes sintéticos pelo uso preferencial de ingredientes naturais que naturalmente
possuem atividade antioxidante no processamento de alimentos. O uso de temperos e
ervas é importante na industria de alimentos na protecdo de alguns produtos como
Oleos e gorduras comestiveis prevenindo a oxidagdo dos acidos graxos insaturados e
retardando o desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis (ANDERSEN;
LAURIDSEN; SKIBSTED, 2003; BRAND-WILLIANS; CUVELIER; BERSET, 1995).

As ervas e especiarias melhoram o sabor do alimento e seus compostos
antioxidantes retardam a degradagao oxidativa de lipideos, além de desempenhar um
importante papel na prevencdo de doencas (ACHINEWHU; OGBONNA; HART, 1995;
TSALIKI; LAGOURI; DOXASTAKIS, 1999; NAKATANI, 2000).

Na agroindustria, os antioxidantes naturais podem se originar de um ou mais
compostos endoégenos do proprio alimento, de substincias formadas de reacdes
durante o processamento ou de aditivos isolados de fontes exdgenas (PRATT, 1992).

Racanicci et al. (2004) compararam a adicdo de folhas secas de orégano
(Origanus dictamnus) com as do alecrim (Rosmarinus officinalis L.) como antioxidante
em bolinhos de carne de frango pré-cozidos, durante armazenamento refrigerado. A

adicado dessas duas ervas se mostrou eficiente na preservacgao da oxidagao.
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Piedade et al. (2005) determinaram a atividade antioxidante de folhas de orégano
e alecrim desidratadas, moidas e adicionadas a filés de sardinhas frescas triturados
com 0,5% de sal para a confecgdo de almdndegas armazenadas sob refrigeragéo a
temperatura média de 4 graus Celsius durante 6 dias. Pode-se observar que os acidos
graxos insaturados de cadeia longa foram mais preservados nas amostras que
continham orégano, seguido pelas amostras que continham alecrim.

Regitano-d’Arce et al. (2006) relataram a capacidade antioxidante de folhas
secas de coentro e salsa em alméndegas de carne de frango armazenadas sob
refrigeracdo. As duas ervas se mostraram eficientes.

Doria e Regitano-d’Arce (2000) estudaram a agdo antioxidante de extratos
etandlicos de alecrim e orégano em 6leo de soja. Os extratos foram comparados com
os antioxidantes sintéticos TBHQ e BHA+BHT. Os resultados de atividade antioxidante
do teste usando sistema modelo diferiram das respostas do teste acelerado em estufa.
Nos ensaios em estufa os valores de peréxido e absortividade em 232nm dos 6leos de
soja foram menores do que os dos 6leos adicionados dos extratos de orégano (1000
mg.Kg”), de alecrim (500 mg.Kg') ou da mistura deles. Todos os tratamentos
retardaram a oxidacdo do Oleo, entretanto os extratos naturais nao atingiram a
eficiéncia do TBHQ, mas foram tao efetivos quanto a mistura BHA+BHT.

Uma outra maneira de melhorar a estabilidade de produtos priorizando o
processamento € através do aumento da concentragcdo de antioxidante natural em
tecidos animais através do incremento de seu teor suplementagédo da dieta (GATLIN;
BAI; ERICSON, 1992; RACANICCI et al., 2007). Portanto pesquisadores se
concentraram na oferta na dieta de vitamina C, vitamina E e carotendides (MALLET et
al. 1994), assim como nos extratos de plantas que contém antioxidantes naturais
flavondides (QINYUN et al.,1992), fendis e acidos fendlicos (FINGER; KUHR;
ENGELHARDT,1992)
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2.3 Consideracgdes finais e conclusao

Ha forte tendéncia de substituicdo dos antioxidantes sintéticos por antioxidantes
naturais, visto que as pesquisas tém demonstrado a possibilidade dos sintéticos
apresentarem algum efeito toxico.

Apesar de ser uma area altamente estudada nos dias de hoje ainda é necessario
que se realizem maiores investigagdes e ensaios bioldégicos mais abrangentes, para
que outras conclusées possam ser tiradas a respeito da atuagcdo dos compostos
fendlicos de ervas e especiarias sobre o metabolismo lipidico e para assegurar o efeito
das mesmas como alimentos funcionais.

Verifica-se que as pesquisas envolvendo agentes antioxidantes em espécies
vegetais devem continuar, pois as mesmas mostram sua importancia para a industria
alimenticia no sentido de obter aditivos livres de caracteristicas indesejaveis,

observadas nos atuais antioxidantes empregados.
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3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE OREGANO (Origanum vulgare) E ALECRIM
(Rosmarinus officinalis) SOBRE A ESTABILIDADE OXIDATIVA DE SARDINHA

Resumo

A atividade antioxidante de folhas secas de orégano e alecrim foi avaliada em
almdéndegas pré-cozidas de filés de sardinha armazenadas sob refrigeragdo durante 6
dias em embalagens de polietileno. No inicio do periodo de armazenamento foram
analisados os compostos fendlicos presentes no orégano e no alecrim, a composigao
centesimal e o perfil de acidos graxos das alméndegas. Periodicamente foram
determinados TBARS nas amostras refrigeradas para avaliagdo da estabilidade
oxidativa durante o armazenamento. Para uma adicdo de 0,10% de folhas secas, os
valores de TBARS indicaram que o orégano foi mais eficiente (P<0,0001) na protegao
das alméndegas contra oxidagao lipidica do que o alecrim adicionado na mesma
concentracido, apesar do mesmo também ter sido eficaz em relacdo ao controle nao
protegido.

Palavras-chave: Oxidacédo Lipidica; PUFA; Orégano; Alecrim; TBARS; Compostos
Fendlicos.

Abstract

The antioxidant activity of dried leaves of oregano and rosemary was evaluated in pre-
cooked meat balls made from sardine filets stored chilled during 6 days in polyethylene
packing. At the beginning of the storage assay the composition of phenolic compounds
was evaluated in oregano and rosemary dried leaves and chemical composition and
fatty acids profile was determined on fish meat balls. Periodically TBARS values were
evaluated on chilled meat balls to study oxidative stability during storage. The addition of
oregano (0.10% of dried leaves) resulted on lower TBARS values on fish meat balls
which showed its higher efficiency on protection against lipid oxidation compared to
rosemary added in the same concentration.

Keywords: Lipid Oxidation; PUFA; Oregano; Rosemary; TBARS; Phenolic Componds.
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3.1 Introdugéo, justificativa e objetivo

Produtos alimenticios elaborados com peixe tém atraido fortes interesses da
industria processadora e dos consumidores, devido aos valores nutricionais,
principalmente associados as altas concentragdes e funcionalidade dos acidos graxos
essenciais. Oleos de peixes marinhos possuem altas concentracdes de acidos graxos
poliinsaturados (PUFA), em particular, acido ecosapentandico (20:5, n-3) e o acido
docosahexandico (22:6, n-3), que tem mostrado potenciais beneficios para a saude
humana, particularmente para a prevencao de doencas cardiovasculares (Medina et al.,
2003). Por outro lado, a oxidacao lipidica € reconhecida como a maior causa de
deterioracdo de produtos carneos pré-cozidos. O uso de especiarias e ervas como
antioxidante natural tem se tornado importante na industria alimenticia. O alecrim e o
orégano tém apresentado alta atividade antioxidante em diversos estudos (Racanicci et
al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do uso do orégano e do alecrim na
estabilidade oxidativa da sardinha armazenada sob refrigeragdo a temperatura média
de 4 °C durante 6 dias em embalagens de polietileno. Foram analisados os compostos
fendlicos presentes no orégano e no alecrim, a composi¢céo centesimal e o perfil de
acidos graxos das almdéndegas. Periodicamente foram determinados TBARS nas

amostras.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Preparo das amostras

As plantas foram adquiridas em vasos, as folhas foram desidratadas em estufa
por 12 horas a 40°C (+ 3°C) e moidas. As sardinhas foram adquiridas frescas e os filés
foram separados e triturados. O sal foi adicionado a carne triturada na concentracéao de
0,50%. Uma parte desta carne foi considerada controle e outras duas partes foram

adicionadas de 0,10% de folhas secas de orégano e alecrim, respectivamente.
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Depois da adigao dos ingredientes, foram confeccionadas alméndegas pesando
aproximadamente 30g. As almdndegas foram embaladas a vacuo e cozidas durante 4
minutos a 100°C e transferidas para embalagens de polietileno e armazenadas sob

refrigeracao a temperatura média de 4°C durante 6 dias.

3.2.2 Anéalises Quimicas

Para determinacdo de compostos fendlicos totais foram elaborados extratos de
alecrim e orégano em solugao de agua e 80% de metanol (0,50g de folhas secas/20 ml
de solucao), de acordo com Woisky e Salatino (1998) usando reagente Folin-Ciocalteu
e expressos em miligramas de acido galico. Duas amostras de almbéndegas cruas e
cozidas foram analisadas para determinacdo da composicdo centesimal: umidade e
cinza, de acordo com AOAC (1995) e proteina bruta e gordura, segundo AOCS (1990).
O perfil dos acidos graxos foi determinado no inicio do ensaio de armazenamento apés
a extracdo dos lipideos segundo Bligh e Dyer (1959), esterificacdo e metilagdo
(Hartman; Lago, 1973) e injegcdo em cromatografo a gas (HP 5890) equipado com uma
coluna capilar DB-23, 60 m x 0,25 mm, acoplado a um detector de ionizagdo de chama.
Para verificagcdo da estabilidade oxidativa foram feitas determinagdes de TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances, expressas em umoles de malonaldeidos por
kg de carne) de acordo com Madsen et al. (1998). As analises foram efetuadas em
duplicata em duas amostras por tratamento no tempo inicial e apés 1, 2 e 6 dias de

armazenamento refrigerado para o acompanhamento do estado oxidativo da carne.
3.2.3 Analises estatisticas dos dados
As médias dos valores de TBARS foram analisadas de acordo com o esquema

fatorial envolvendo os fatores: tratamento (dois tipos de extratos vegetais) e tempo de
armazenamento (tempos 0, 1, 2 e 6), através do PROC GLM do SAS.
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3.3 Resultados e discussao

O grau de protecao antioxidante das alméndegas de filé de sardinha pré-cozidas
foi caracterizado pela quantidade de compostos fendlicos presentes no orégano (82,23
mg acido galico/g) e no alecrim (21,29 mg acido galico/g) adicionados. A composig¢ao
centesimal das almdéndegas cozidas (na matéria original) consistiu de 70,42% de
umidade, 20,27% de proteina bruta, 4,39% de d6leo e 2,19% de cinza. O perfil dos
acidos graxos presentes nas amostras de alméndegas esta apresentado na Tabela 6, e
indica que os acidos graxos insaturados de cadeia longa foram mais preservados nas
amostras que continham orégano, seguido pelas amostras pelas que continham

alecrim.

Tabela 6 - Perfil dos acidos graxos (%) da fragéo lipidica das amostras de alméndega de sardinha com 6

dias de refrigeragao

Ac. Graxos Controle Orégano Alecrim
C14:0 17,89 11,77 13,94
C16:0 33,99 29,97 30,32
C16:1 11,13 9,33 9,99
C18:0 3,84 5,03 4,27
C18:1 7,96 9,64 8,63
C18:2 2,31 2,07 2,29
C18:3 0,52 0,61 0,61
C20:5 6,67 10,09 9,96
C22:6 2,32 5,42 4,89
Total de PUFA 11,82 18,19 17,75
Total geral 86,6 83,9 84,9

O cozimento e posterior armazenamento refrigerado em embalagens permeaveis
ao oxigénio foram usados para simular uma condi¢ao favoravel ao desenvolvimento de
oxidagao lipidica, a qual foi observada pelo efeito do cozimento (TBARS em micromol
de malonaldeido por Kg de amostra: 4,27 ug.kg”" na carne crua e 8,76 pg.kg' na

cozida) e pelo aumento constante durante o armazenamento para todos os tratamentos.
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Para os calculos da curva padrao foi determinado uma equacgao da reta de uma
regressdo linear (y = 0.0778x + 0.0374; R? = 0.977) plotando a concentracdo e a
absorbancia nos eixos x e y respectivamente, a partir da qual se obtém a concentragéo
da amostra, expressas em “valor de TBARS” definidos em umoles de malonaldeido por
kg, nos casos, filés de sardinha processados. Foi utilizado o padrdago 1,1,3,3
tetraetoxipropano (TEP), cuja hidrdlise acida gera malonaldeido na proporg¢ao de 1mol:
1mol, para construcdo de uma curva padrdao, composta por pontos de diferentes
concentragdes (0; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 4,0; 6,0 mmol.L ™' de TEP).

Conclui-se que a adicdao de 0,10% de orégano em almbéndegas de sardinha
preveniu de maneira mais eficiente (P<0,0001) a oxidagao dos lipideos durante 6 dias
de armazenamento refrigerado do que o alecrim, ja que as alméndegas tratadas com
orégano apresentaram menores valores (P<0,0001) de TBARS em relagado ao controle
(Figura 8). Portanto, em relagdo a prevencgao da oxidagao lipidica, o orégano foi mais

eficiente que o alecrim.
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4 USO DE ERVAS NA ESTABILIDADE OXIDATIVA DE FILES DE SARDINHA
(Sardinella brasiliensis) PROCESSADOS

Resumo

A atividade antioxidante de dez ervas comumente usadas no Brasil foi avaliada
em alméndegas cozidas de filés de sardinha, embaladas a vacuo em embalagens de
polietileno com barreira ao oxigénio. Foi determinado o teor de compostos fendlicos
presentes nessas ervas selecionadas. Quando adicionadas na concentragao de 0,10%
de folhas secas (por peso de fil€), Os valores de TBARS, comparados com o controle
(sem ervas), indicaram a salsa (Petroselinum crispum), o orégano (Origanum vulgare) e
o alecrim (Rosmarinus officinalis) como as ervas com maior atividade antioxidante em
ordem decrescente. Estas trés ervas foram testadas em outras duas concentracoes
(0,15% e 0,3%), isoladas e em combinag¢des binarias e ternarias. A concentragdo mais
eficiente para adigbes das ervas isoladamente foi a mais baixa. As ervas adicionadas
individualmente se mostraram mais eficientes do que as mesmas adicionadas
isoladamente nas outras duas concentragées (0,15% e 0,3%). As misturas binarias e
ternarias foram melhores na concentracdo de 0,3% de folhas secas e as misturas
binarias (na mesma concentragdo) mantiveram a sequéncia de eficiéncia: orégano com
alecrim, salsa com alecrim e orégano com salsa. Nessa concentragcdo (0,3%), de
maneira geral, as misturas binarias e ternarias foram melhores do que as ervas isoladas
na mesma concentracdo, mas nao melhores que as isoladas na menor concentragao
(0,1%), na qual as ervas ainda mantiveram a sequéncia de eficiéncia: salsa, orégano e
alecrim. Analisando apenas a combinagao ternaria, houve um decréscimo nos valores
de TBARS conforme as concentracbes de ervas foram aumentadas, indicando
ocorréncia de sinergismo. Em alguns casos, nas misturas binarias houve um indicio de
que as combinagdes de ervas e/ou o aumento das concentragbes podem provocar um
comportamente pro-oxidativo.

Palavras-chave: Atividade Antioxidante; Ervas; Oxidacdo Lipidica; Compostos
Fendlicos; TBARS; Salsa; Orégano; Alecrim.

Abstract

The antioxidant activity of dried leaves of ten commonly used in Brazil herbs was
evaluated in fish balls prepared from sardine filets cooked under vacuum in polyethylene
bags with oxygen barrier. Phenolic compounds contents were determined in these
herbs. When added at a concentration of 0,10% (per fish weight) of dried leaves, the
TBARS values compared with control treatment (without herbs) showed that parsley
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(Petroselinum crispum), oregano (Origanum vulgare) and rosemary (Rosmarinus
officinalis L.) showed the highest antioxidant activity in a decreasing order. These three
herbs were tested in two other concentrations (0,15% and 0,3%), individually and in
binary and ternary mixtures. For the addition of 0,10% of dried leaves, the TBARS
values showed that oregano, rosemary and parsley isolated, in this sequence, were
higher efficient compared to the addition of this herbs in two different concentrations
(0,15% and 0,3%). When added individually, the lowest concentration was the most
efficient. The binary and ternary mixtures were more efficient at a 0,3% level of addition.
At this level, the best binary mixtures were, in a decreasing order of antioxidant activity,
oregano with rosemary, parsley with rosemary and oregano with parsley. At this
concentration (0,3%), the binary and ternary mixtures showed a better performance than
the herbs used individually in the same concentration but not better that these ones in
the lower concentration (0,1%) when these herbs kept the decreasing sequence:
parsley, oregano and rosemary. When analysing the performance of the ternary
mixtures TBARS values decreased as the herbs concentrations increased, indicating
occurence of synergism. In same cases, when working with binary mixtures either the
increase in concentration or the combination of the herbs induced a pro-oxidative
behavior.

Keywords: Antioxidant Activity; Natural Antioxidants; Herbs; Lipid Oxidation; Phenolic
Compondes; TBARS; Parsley; Oregano; Rosemary.

4.1 Introducgao e justificativa

Alimentos funcionais ou nutracéuticos, termos que se referem aos alimentos ou
aos ingredientes isolados de alimentos que trazem beneficios fisolégicos a saude,
foram claramente um dos principais focos da industria de alimentos no comego dos
anos 90. Dentre os diferentes produtos comerciais, os que contém lipidios bioativos tém
sido amplamente estudados pelas industrias. A estabilizagcdo do omega-3, geralmente
de fontes marinhas, € um exemplo dessa preocupacao.

A importancia do consumo dos produtos funcionais tem sido documentada
amplamente em pesquisas, artigos e congressos. Produtos marinhos com altas
concentragdes de acidos graxos poliinsaturados sdo considerados potenciais aliados da
saude humana, particularmente na prevengao de doengas cardiovasculares. O melhor
seria a ingestao do proprio musculo do peixe ou de 6leos marinhos in natura, mas ja
existem produtos como margarinas e maioneses que contem essas substancias e que

sao tidas como convenientes. Para esse tipo de produto o desenvolvimento de off-flavor
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e a rancidez oxidativa continuam sendo os principais entraves na produgao e
comercializacdo dos mesmos.

No caso da sardinha, por exemplo, que € consumida fresca, enlatada ou salgada,
a oxidacao lipidica, depois da microbiolégica, € um dos mais importantes fatores
responsaveis de deterioragdo durante armazenamento refrigerado e congelado. A
oxidacao lipidica em alimentos carneos pode ser iniciada por reagdes nao enzimaticas
(AKHTAR et al., 1998).

A estabilidade de 6leos marinhos e de acidos graxos dos peixes envolve estudos
sobre degradacado oxidativa, suas consequéncias e as estratégias direcionadas para
estabilizar essa oxidagao. Os antioxidantes, naturais ou sintéticos, ganham importancia
em relagcdo a preservagdo da integridade dos acidos graxos poliinsaturados
(DONNELLY; ROBINSON, 1995). Os antioxidantes sintéticos, como sdo purificados,
podem apresentar problemas de solubilidade, contribuir com sabores estranhos e
apresentar algum risco de toxidez, o que pode dificultar o seu emprego. Neste contexto,
as ervas surgem como uma alternativa de apelo natural.

Durante a ultima década foi dada muita atencdo ao papel dos radicais livres nas
oxidagoes bioldgicas. O interesse foi crescente do cientista de alimentos ao fisiologista.
Sequestradores de radicais livres sdo necessarios para a preservagao dos alimentos.
Tem sido sugerido que se aumente o0 uso de antioxidantes em dietas com alto indice de
gorduras, principalmente poliinsaturadas (DONNELLY; ROBINSON, 1995).

Por todos esses motivos, nos ultimos 50 anos, tem sido dada énfase a pesquisa
de possiveis antioxidantes presentes em produtos naturais, com destaque para as
especiarias mundialmente utilizadas para fins culinarios (CHIPAULT; MIZUNO;
LUNDBERG, 1956; PALIZCH et al.,, 1969; ABDEL-FATTAH; EL-ZEANY, 1979;
SZANTO, 1980; GERHARDT; SCHROTER, 1983; SAITO; KIMURA; SAKAMOTO,
1976; AMAROWICZ et al., 1996; SHAHIDI, 2000).

A atividade antioxidante das especiarias e de seus extratos € atribuida
principalmente aos compostos fendlicos (BRACCO et al., 1981; CHANG et al., 1977). A
presenga dos compostos fendlicos em plantas tem sido estudada ja que esses
apresentam interessantes atividades farmacoldgicas e principalmente por inibirem a
oxidagao lipidica e a proliferacdo de fungos (NAGEN; ALBUQUERQUE; MIRANDA,
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1992; GAMACHE; RYAN; ACWORTH, 1993; IVANOVA et al., 1997; AZIZ et al., 1998;
FERNANDEZ; SAENZ; GARCIA, 1998; HOLLMAN; KATAN, 1998), além de
participarem de processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em varios
alimentos (PELEG; BODINE; NOBLE, 1998; GAMACHE; RYAN; ACWORTH, 1993).

As ervas e especiarias comumente estudadas sédo: o orégano, o alecrim, a salvia,
o tomilho, a pimenta malagueta, a pimenta vermelha, o gengibre, a canela, o cravo-da-
india, dentre outros. Em varios estudos o alecrim, que pretence a familia Labiatae tem
sido mostrado como o antioxidante natural mais potente dentre as ervas comuns
(CHIPAULT; MIZUNO; LUNDBERG, 1956; HERRMANN et al., 1981; NAKATANI, 1992;
NAKATANI, 1994; SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992; MADSEN;
BERTELSEN, 1995). Esse potencial tem sido atribuido ao &acido rosmarinico
(BRIESKORN; DOMLING, 1969; CUVELIER; RICHARD; BERSET, 1996). A maioria
dos compostos relatados nas plantas da familia Lamiaceae, também muito estudada,
sdo os acidos cinamicos e os flavondides (HERRMANN, 1980; HEGNAUR, 1989).
Reschke (1983) encontrou altas quantidades de &cido rosmarinico nessas plantas.
Também da mesma familia, o orégano (Origanum vulgare L.) tem sido estudado pela
alta concentragao de compostos fendlicos (VICHI et al., 2001; TAKACSOVA; PRIBELA;
FAKTOROVA, 1995). Lagouri e Boskou (1996) verificaram a presenga de cinco
compostos principais com atividade antioxidante em orégano.

Trindade et al. (2005) testaram extratos de orégano e alecrim. Um dos
parametros usados para medir a atividade antioxidante foi a diminuicdo da velocidade
de oxidagao. Para o extrato aquoso do orégano, a inibicdo da oxidacao foi de 78,89%
em uma concentracdo de 200 ppm. Para o extrato aquoso do alecrim, a inibicdo da
oxidagao foi de 82,12% em uma concentragédo de 200 ppm.

Estudos realizados por Racanicci et al. (2004) comprovaram que a utilizagdo de
antioxidantes naturais como o orégano e o alecrim em alméndegas de carne de frango
retardaram significativamente a oxidacdo das mesmas. Piedade et al. (2005)
associaram o grau de protecdo antioxidante do orégano em alméndegas de filé de
sardinha pré-cozidas a quantidade de compostos fendlicos presentes no orégano (82,23
mg.g™'), em mg de acido galico por g de amostra, comparada a presente nas folhas de

alecrim (21,29 mg.g™).
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Ja Guerra e Lajolo (2005) estudaram a ag&o antioxidante de especiarias como a
cebolinha verde, o coentro e a salsa e comprovaram que a cebolinha ndo é téo
eficiente, mas a salsa e o coentro possuem compostos polares e apolares que mostram
acao antioxidante sobre os lipideos.

Serdaroglu e Felekoglu (2005) revelaram que 300 ppm de extrato de alecrim
retardaram as mudangas oxidativas no mince congelado de sardinha. J&4 com suco de
cebola (1ml/100g) ndo foi notada tanta efetividade como no extrato de alecrim para a
estabilidade oxidativa. A adicdo de suco de cebola retardou o desenvolvimento da
rancificagao durante trés meses de armazenamento congelado. De acordo com Boyd et
al. (1993) a composigao dos acidos graxos de filés de peixe cozidos e tratados com
extrato de alecrim n&o foi diferente dos filés-controle depois do armazenamento a 20
°C.

Piedade et al. (2005) demostraram que o uso de orégano e alecrim como
antioxidantes naturais preservou a composig¢ao de acidos graxos e valores de TBARS
de filés de sardinha, armazenados e refrigerados durante sete dias, em relagédo ao
controle. Boyd et al. (1993) estudaram o uso de extrato de alecrim em filés de peixe
cozidos e armazenados e verificaram que ndo houve mudancas significativas no perfil
de acidos graxos desses filés. Younathan, Oon e Yusof (1983) demonstraram o efeito
da adicdo de extrato de cebola na estabilidade de acidos graxos poliinsaturados de
mince de tubardo, comprovando seu efeito. Sant’ana e Mancini-Filho (2000) mostraram
que o uso de antioxidantes manteve a composi¢cao de acidos graxos em filés de peixe.
Serdaroglu e Felekoglu (2005) revelaram que 300 ppm de extrato de alecrim retardaram
as mudancas oxidativas no mince congelado de sardinha.

Foi analisada a influéncia da adicdo de oxidantes in vivo na composi¢cao de
acidos graxos de polpa do peixe de agua doce Pacu (Piaractus mesopotamicus)
alimentados com dietas especiais. Foi usado extrato de alecrim em um dos tratamentos.
Os resultados mostraram que o uso de antioxidantes alterou a composi¢cao de acidos
graxos nos filés. Os valores de TBARS confirmaram o importante papel do antioxidante
natural na protegdo da oxidagéo lipidica (SANT 'ANA; MANCINI-FILHO, 1999).
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4.2 Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de folhas desidratadas de
ervas na estabilidade oxidativa de filés de sardinha processados, embalados a vacuo e
cozidos, através dos valores de TBARS e do teor de compostos fenodlicos das 10 ervas
escolhidas.

4.3 Materiais e métodos

4.3.1 Preparo das ervas

As plantas de salsa, cebolinha, estragdo, manjericido, coentro, tomilho, alecrim,
orégano, hortela e louro foram adquiridas em vasos produzidos em estufa com
temperatura e irrigagdo controladas, na empresa “Horta em Casa’ na cidade de
Cabreuva, interior de S&ao Paulo.

Quando as ervas ja estavam relativamente bem desenvolvidas, as folhas foram
separadas do talo e foram desidratadas em estufa com circulagao de ar por 12 horas a
40°C (= 3°C). Posteriormente foram moidas em cadinho até uma granulometria
reduzida. Ja moidas, foram acondicionados em potes de vidro escuro e bem vedados
para evitar a passagem de luz e de oxigénio, respectivamente, e colocados em

congelador até o momento de uso.

4.3.2 Sardinhas

O comércio de pescado no atacado em S&o Paulo é sempre realizado na
CEAGESP (Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais do Estado de Sdo Paulo)
depois de transportado (via rodoviaria) de diferentes portos localizados ao longo do
litoral paulista e de outros Estados. A partir dai, esse pescado € direcionado ao
comeércio varejista, como feiras livres e supermercados.

As sardinhas (Sardinella brasiliensis) usadas na pesquisa foram sempre

adquiridas as 7 horas da manha em um mesmo fornecedor (supermercado varejista) na
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cidade de Piracicaba, recém chegadas da Ceagesp da capital Sdo Paulo (06h00min da
manha do mesmo dia). Os lotes de sardinha costumam chegar a Ceagesp as 03h30min
da madrugada e ja sdo imediatamente comercializados e entregues para os varejistas,
inclusive para o de Piracicaba que forneceu as amostras. Elas foram transportadas
sobre o gelo até Piracicaba em caminhdes refrigerados. Ja no fornecedor (varejista)
foram acondionadas em isopor e transportadas até o laboratério, onde comegaram a
ser processadas a partir das 8 horas da manha. Portanto todo o processo, desde a
chegada a Ceagesp de madrugada até o uso no laboratério de manha, ocorreu no

mesmo dia.

4.3.3 Preparo das alméndegas e amostragem

O preparo das almdndegas foi baseado em trabalhos de Racanicci et al. (2004;
2007) nos quais as carnes do peito de frango foram desossadas e adicionadas de sal
para produzir bolas (alméndegas) de carne. Este foi o modelo carneo utilizado para
estudar a eficiéncia dos antioxidantes naturais, ja utilizado em trabalhos de outros
autores (ERSOY; YILMA, 2003; PINO; REGITANO-D’ARCE; RACANICCI, 2004;
PIEDADE et al., 2005; PINO et al., 2005; NIELSEN; MOLINA, 1999; YANAR;
FENERCIOGLU, 1999).

Na primeira etapa do trabalho, foram usadas todas as dez ervas. Os filés das
sardinhas foram separados e triturados em processador caseiro, marca Arno. O sal foi
adicionado na concentragédo de 0,50% do peso da carne triturada. Essa carne triturada
e salgada foi separada em doze partes. Duas partes foram consideradas controle (uma
delas ndo recebeu tratamento térmico e foi chamada de ‘controle cru’ e a outra de
‘controle cozido’ e nas outras dez partes foram adicionados 0,10% (do peso da
almbéndega) de folhas secas e ftrituradas das dez ervas, isoladamente. Foram
confeccionadas trés almodndegas para cada um dos doze tratamentos, pesando
aproximadamente 30g (+ ou — 0,5g). Embalagens de polietileno com trés camadas,
especificas para vacuo e cozimento em altas temperaturas (sacos encolhiveis a vacuo
Cryovac® ou filmes termoencolhiveis de alto desempenho) com barreira ao oxigénio

foram cedidas pela empresa Cryovac Sealed Air, com filial na cidade de Sao Paulo.
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Para cada tratamento foi usada uma embalagem e as trés almdéndegas foram
juntamente embaladas a vacuo em seladora Selovac 300 B, solda n°. 3 e vacuo n°. 4,
sempre procurando manter as alméndegas afastadas uma da outra dentro de cada
embalagem na hora de selar. As alméndegas embaladas foram cozidas durante 8
minutos a 100°C em banho-maria e posteriormente (tempo de esfriar um pouco) cada
alméndega foi picada em pequenos pedagos (mais ou menos 0,5 x 0,5 x 0,5 cm). De
cada alméndega foram retiradas duas amostras de 5g (+ ou — 0,10g), portanto seis
amostras por tratamento (triplicata com repetigao).

Na segunda etapa do trabalho, foram usadas apenas as trés ervas escolhidas
(salsa, orégano e alecrim) conforme critérios ja discutidos, em trés diferentes
concentragdes (0,10%, 0,15% e 0,30%), seguindo o mesmo preparo anterior. O sal foi
adicionado a toda a carne triturada na concentracdo de 0,50%. A carne triturada e
salgada foi separada em dezesseis partes. Uma parte foi considerada “controle”
(recebeu tratamento térmico, mas nao foi adicionado de ervas) e nas outras 15 partes
foram adicionados 0,10%, ou 0,15% ou 0,3% (do peso da alméndega) de folhas secas e
trituradas das trés ervas escolhidas. Foram seis tratamentos usando as ervas isoladas,
seis tratamentos de misturas binarias das ervas e trés tratamentos ternarios. No
tratamento 0,15% foi preparada apenas a mistura ternaria, como ponto a mais para a
comparacgao e discussao. Foram confeccionadas duas alméndegas, para cada um dos
dezesseis tratamentos, pesando aproximadamente 30g (+ ou — 0,5g). Embalagens de
polietleno com trés camadas, especificas para vacuo e cozimento em altas
temperaturas (sacos encolhiveis a vacuo Cryovac® ou filmes termoencolhiveis de alto
desempenho) com barreira ao oxigénio foram usadas para cada tratamento. Essas
embalagens multicamadas séo elaboradas com Nylon e Polietileno sendo um material
coextrusado. As duas almdndegas de cada tratamento foram embaladas a vacuo,
sempre afastadas umas das outras. Foram cozidas durante 8 minutos a 100°C em
banho-maria e posteriormente (tempo de esfriar um pouco) cada alméndega foi picada
em pequenos pedagos (mais ou menos 0,5 x 0,5 x 0,5 cm). De cada almdndega foram
retiradas duas amostras de 5g (+ ou — 0,10g), portanto quatro amostras por tratamento

(duplicata com repeticao).
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4.3.4 Composicado Centesimal

Duas amostras de filés de sardinha crus e de alméndegas cozidas (controle)
foram analisadas para determinacdo da umidade e cinza, de acordo com a AOAC
(1995) e proteina bruta e gordura, segundo a AOCS (2003). O teor de carboidratos
totais foi calculado pela diferenca entre 100 e a soma dos demais componentes.

4.3.5 Compostos Fendlicos
4.3.5.1 Extragdo dos Compostos Fendlicos

O procedimento adotado para a extracdo dos compostos fendlicos foi o de
Racanicci et al. (2004). Para determinacdo de compostos fendlicos totais foram
elaborados extratos das dez ervas desidratadas estudadas em solugcao de agua e 80%
de metanol. O solvente foi escolhido na procura de se aproximar da polaridade do
substrato em questdo. Foram testadas diversas quantidades (em gramas) de ervas na
solugdo, até que se encontrasse uma ideal (0,50g de folhas secas para 20 ml de

solugao) para a realizagao da leitura.
4.3.5.2 Metodologia para quantificagdo dos Compostos Fendlicos Totais

A metodologia para a determinacao do teor de fendlicos totais foi a de Woisky e
Salatino (1998), usando reagente Folin-Ciocalteu na qual os compostos fendlicos séo

expressos em microgramas de acido galico por 0,5 ml de solucéo (ug x 0,5 ml).
4.3.6 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Para verificagdo da estabilidade oxidativa foram feitas determinagdes de TBARS
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances - Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbiturico), de acordo com Sgrensen e Jgrgensen (1996) adaptado de Vynche
(1970 e 1975).
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As analises foram feitas em trés alméndegas por tratamento em duplicata na
primeira parte do trabalho ou em duas alméndegas por tratamento em duplicata, na
segunda parte do trabalho. O cozimento e embalamento em embalagens impermeaveis
ao oxigénio foram usados para simular uma condi¢ao favoravel ao desenvolvimento de

oxidacao lipidica observada pelo efeito do cozimento

4.4 Analise estatistica dos dados

Os valores de TBARS foram analisados através de um teste de Tukey ao nivel
de 95% (0,05), através do SANEST.

4.5 Resultados e discussao

4.5.1 Composicao Centesimal

O resultado das analises de composicdo centesimal da sardinha crua e

processada esta apresentado na Tabela 7. Depreende-se dos resultados que pouca

alteracdo nos componentes principais ocorreu com o cozimento.

Tabela 7 - Composicéo centesimal da sardinha fresca (filés) e das alméndegas cozidas (g/100g)

Tratamento Umidade Proteina Bruta * Lipidios * Cinza * Carboidratos *
Sardinha fresca** 72,80 15,14 5,26 5,50 1,30
Alméndega*** 72,22 15,60 5,34 5,58 1,26

* valores médios calculados em base seca
** desvio-padrao variando de 0,34 a 0,69

*** desvio-padrao variando de 0,57 a 0,68

Segundo Ito; Sanches e Silva (1969), a Sardinella brasiliensis apresenta teores
lipidicos inferiores a 7 g/100g , abaixo dos de muitas espécies de peixes também

pelagicos, como o arenque, cujos niveis ultrapassam 20 g/100 g.
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Com relacdo a umidade, a variagao situou-se na faixa correspondente aos peixes
marinhos, entre 66 e 84% (AQUARONE et al., 1983). Sao citados na literatura teores
entre 70-80% e 64-90% (BADOLATO et al., 1994). BADOLATO et al. (1994)
encontraram valores entre 77,2 e 83,8% para espécies marinhas, dentre elas, a
sardinha, capturadas no inverno de 1992. A estacao do ano afeta o conteudo de agua
do pescado, o que ja foi constatado por outros autores quando relacionaram a época de
captura com a composi¢ao centesimal (LEWUS; KAISER; MONTVILLE, 1991).

O teor de lipidios encontrado nas amostras também é coerente com a literatura
(MULLER; TOBIN, 1991). Pesquisas mostraram que peixes de aguas tropicais
costumam apresentar teores muito inferiores aos do Hemisfério Norte (BERTULLO,
1975), também constatado neste trabalho. A importdncia da variagdo sazonal é
complexa, pois as sardinhas podem apresentar 2% de lipidios na primavera e até 8,6%
no outono. As sardinhas jovens podem conter 3% de lipidios e aos 3 anos (fase de

reproducao) entre 5 e 15%, conforme a estagéo do ano.

4.5.2 Compostos Fendlicos

A capacidade de diferentes compostos fendlicos em inibir o inicio da oxidagao
lipidica tem sido reportado na fase polar (BORS et al., 1990; RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996; YEN; DUH, 1994) e na fase lipidica (DUGAS et al., 2000; SAWA et
al., 1999). Eles ainda inibem varios tipos de enzimas oxidantes (COS et al., 1998;
LAUGHTON et al.,1991).

Os compostos fendlicos totais presentes nos extratos das 10 ervas escolhidas
foram estimados através do método Folin-Ciocaulteu assim como em recentes estudos
(DORMAN et al., 2003a; DORMAN et al., 2003b; OKTAY; GULCIN; KUFREVIOGLU,
2003; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTO’'S, 1999) e expressos em
miligrama de acido galico por grama de amostra.

Os valores de compostos fendlicos totais (Figura 9) foram correlacionados com
os valores de TBARS das 10 ervas selecionadas e usadas na concentragdo 0,10%, ja

que este foi um dos parametros para a escolha das 3 melhores ervas. Os compostos
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fendlicos totais ndo foram correlacionados com as ervas isoladas ou combinadas nas

outras concentragodes.
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M hortela (31,54)
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Compostos fendlicos totais (mg/g de amostra)

Figura 9 - Teor de compostos fendlicos totais das 10 ervas em estudo

A atividade antioxidante de ervas tem sido objeto de constantes estudos
constante (OOMAH; MAZZA, 1996; OOMAH; KENASCHUK; MAZZA, 1995; WANG et
al., 1996, 1998; AMAROWICZ et al., 1996), no entanto, informagdes sobre a correlagao
entre atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais nem sempre esta
disponivel. Wangensteen, Samuelsen e Malterud (2004) encontraram uma boa
correlagao entre o teor de compostos fendlicos totais e efeito antioxidante em extratos
de coentro.

Extratos de varios tipos de cha foram usados para retardar a oxidacéo lipidica de
blue sprat (um tipo de peixe), porém nao foi encontrada nenhuma relagéo entre essa
atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais.(SETO et al., 2005).

De uma maneira geral pode ser observada alguma correlagao entre a atividade
antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais. No caso do orégano, alecrim,
horteld, manjericdo, coentro, tomilho, estragdo e da cebolinha ha boa indicagdo de que

a atividade antioxidante se deva aos compostos fendlicos presentes, ao contrario do
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que foi constatato com a salsa, visto que os valores sdo inversamente proporcionais.
Apesar de a salsa ter sido a erva mais eficiente na inibicdo da oxidagdo a 0,10%
(TBARS de 40,91 umol.Kg™), apresentou o mais baixo teor de fendlicos (8,52 mg.g™).
Isto pode estar associado a presenca de outros compostos de acido antioxidante que
nao os fendlicos, conforme relatado por Guerra e Lajolo (2005). Os compostos apolares
foram mais eficientes em condigcdes de baixa atividade de agua e os polares em
situagao de atividades de agua mais altas. Nesse estudo os extratos polares e apolares
da salsa foram mais eficazes até mesmo que o acido citrico e que o coentro em
qualquer condigao de atividade de agua.

O louro também foi uma excecdo ja que mesmo possuindo a mais alta
quantidade de compostos fendlicos totais (31,80 mg.g™) n&o inibiu efetivamente a
oxidacao lipidica dos filés de sardinha (TBARS de 51,69 umol.Kg™).

A cebolinha apresentou o mais baixo teor de compostos fendlicos totais (8,11
mg.g') mas diferentemente da salsa, refletiu na baixa atividade antioxidante (TBARS de
54,33 pmoI.Kg'1), seguido apenas pelo estragao, dentro da gama de ervas exploradas.
Estes resultados se assemelharam ao observado por Guerra e Lajolo (2005). Naquele
estudo a cebolinha mostrou bem pouca atividade antioxidante ao contrario da salsa e
do coentro que tiveram desempenho semelhante.

Os valores de compostos fendlicos totais do coentro (18,19 mg.g™') e da salsa
(8,52 mg.g™') podem ser comparados com os encontrados por Pino et al (2005). Nesse
estudo, as alméndegas de peito de frango pré-cozidas adicionadas de coentro foram as
mais protegidas da oxidacao, seguidas pelas com salsa, o que foi correlacionado ao
teor de compostos fendlicos presentes no coentro (19,54 mg.g™’') e na salsa (15,77
mg.g™).

Os valores de compostos fendlicos totais do alecrim (28,70 mg.g™") e do orégano
(31,11 mg.g”') podem ser comparados com os estudos de Piedade et al. (2005) que
encontraram valores de 82,23 mg.g™' para o orégano e de 21,29 mg.g™' para o alecrim.
No caso do alecrim os valores s&0 numericamente comparaveis.

Segundo Dorman et al. (2003), os teores de compostos fendlicos totais dos
extratos de orégano, alecrim, salvia e tomilho foram 149, 185, 166, 95.6 mg de acido

galico por g de amostra fresca, respectivamente. Nesses extratos aquosos, o acido
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rosmarinico foi o composto fendlico mais presente a exemplo dos trabalhos de
Ollanketo, Peltoketo, Hartonen, Hiltunen e Riekkola (2002). Mata et al. (2006) e Trouilla
et al. (2003) encontraram valores comparaveis de compostos fenélicos em alecrim (73,5
mg.g'1), indicando que a forma de extragcdo determina a sua quantificacdo e atividade
antioxidante.

Trindade et al. (2005) testaram extratos de orégano e alecrim e um dos
parametros usados para medir a atividade antioxidante foi a reducédo da velocidade de
oxidagdo. Para o extrato aquoso do orégano, a inibigdo da oxidacao foi de 78,89% e
para o extrato aquoso do alecrim, a inibicdo da oxidacao foi de 82,12%.

Pizzale et al. (2002) estudaram a atividade antioxidante de extratos metandlicos
de orégano e salvia e foi verificado que os compostos fendlicos totais ndo mostraram
diferencgas significativas entre as duas espécies e que o0 acido rosmarinico estava
presente em grandes quantidades também no orégano.

Segundo Dorman et al. (2003), o orégano e o alecrim tém teores de compostos
fendlicos totais equivalentes (31,11 e 28,70 mg.g”, respectivamente) enquanto que o
tomilho tem valores aproximadamente duas vezes menores (18,88 mg.g™).

Os compostos fendlicos de ervas, como o tomilho, sdo responsaveis pela
atividade antioxidante dos extratos polares (DAPKEVICIUS et al., 2002; WANG et al.,
1998) e muitos autores nao fazem referéncia aos compostos quimicos presentes
nessas ervas, assumindo que os fendlicos sdo os responsaveis pela atividade
observada. Estudos de Kanatt, Chander e Sharma (2007) mostraram que o total de
compostos fendlicos de extratos aquosos de hortela foram 25,62 mg de catequina por
grama de amostra. Dorman et al. (2003) encontraram 128 mg de acido galico por grama
de amostra seca. Triantaphyllou, Blekas e Boskou (2001) reportaram que os compostos
fendlicos do hortela sdo devidos aos acidos fendlicos e aos flavonoides.

Nos estudos de Zheng e Wang (2001), a correlagao entre fendlicos totais e
atividade antioxidante foi constatada. Contudo nos estudos de Dorman et al. (2003;
2004) essa correlacdo nao pode ser totalmente observada, variando conforme a matriz

estudada.
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4.5.3 Valores de TBARS, oxidagao lipidica e eficiéncia das ervas

Nesta discussado os valores de TBARS serdo sempre expressos em umol de
malonaldeido por kg de amostra (umol.Kg™"'), unidade usada no presente trabalho. Os
estudos de outros autores foram transformados nesta unidade.

Na literatura ndo ha um valor padrao de TBARS estabelecida nos estudos, que
defina a ocorréncia de oxidacéo lipidica e/ou indique que a partir dele o pescado nao
possa ou nao deva ser consumido (KELLEHER; HULTIN; WILHELM, 1994).

Os valores de TBARS das 10 ervas estudadas na concentragao 0,1% mostraram
que a salsa, o orégano e o alecrim foram as ervas mais eficientes na prevengao da

oxidagao (Figura 10).
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Figura 10 - Valores de TBARS das ervas na concentragéo 0,1%
A salsa foi a mais eficiente com valor médio de 40,91 pymol.Kg™”, seguido do

orégano com 46,63 pmol.Kg™” e do alecrim com 49,12 pmol.Kg™ e esse valores indicam
reducoes de 52,08%, 45,37% e 42,46%, respectivamente, nos valores de TBARS em
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relacdo ao tratamento sem ervas (controle). Esses resultados fornecem um indicativo
da influéncia da qualidade de antioxidantes naturais presentes nas ervas sobre a
estabilidade oxidativa das alméndegas de filés de sardinha processados dentro da faixa
estudada. A partir desses resultados elas foram escolhidas para serem testadas
isoladamente e como misturas binarias e ternarias em diferentes concentracoes.

Pino et al. (2005) estudaram a estabilidade oxidativa de alméndegas cozidas de
carne de frango adicionadas de 0,1% de folhas secas de salsa e coentro através da
determinacao dos TBARS durante um periodo de 9 dias sob refrigeragcdo. Ao final do
armazenamento, a amostra controle apresentou 45,27 umol.kg'1, o tratamento com
salsa, 22,12 umol.kg'1 e o tratamento com coentro, 36,39 pmol.kg'1.

Assim como no presente trabalho, os estudos de Pino et al. (2005) mostraram
que a adicao de 0,1% de salsa se comportou com extrema eficiéncia ja que reduziu em
51,13% e em 31,94% na segunda etapa a incidéncia da oxidagdo. Estes resultados
comprovam a maior susceptibilidade a oxidagdo das almdéndegas sem adigdo das
ervas. Fato também comprovado por Racanicci et al. (2004).

O hortela seria com certeza a quarta erva escolhida ja que foi a quarta erva com
maior quantidade de fendlicos e a quarta erva que mais controlou os valores de TBARS.
Segundo Kanatt, Chander e Sharma (2007) a efetividade de folhas de horteléd na
estabilidade da carne de cordeiro foi investigada. Extratos de hortela com compostos
fendlicos e flavondides foram analisados através do DDPH e mostraram ter alta
capacidade antioxidante. Foi encontrada uma possivel correlagdo entre a atividade
antioxidante e o poder redutor desses antioxidantes. Os extratos também foram
comparados através dos valores de TBARS na carne de cordeiro e se mostraram
significativamente eficientes (p < 0.05) em relagdo ao controle (sem hortela).

A salsa foi mais eficiente (40,91 umol.Kg™), seguida do orégano (46,6 umol.Kg™)
e do alecrim (49,12 pmol.Kg™"). Essa seqiiéncia de eficiéncia foi mantida na segunda
concentracdo estudada (0,3%) com valores de TBARS de 53 ymol.Kg™ para a salsa
seguido de 56,97 pmol.Kg™"' para o orégano e de 63,38 pmol.Kg™' para o alecrim. Em
relagdo a utilizacdo das 3 ervas escolhidas e utilizadas separadamente, os valores de
TBARS indicam que a 0,1% as ervas se mostraram mais eficientes que na

concentracéo 0,3%. Desses resultados se depreendeu que o aumento de concentragao
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nao provocou um aumento correspondente na capacidade antioxidante das ervas
(Figura 11), contudo, nao se pode afirmar que houve atividade pré-oxidante, visto que

os valores de TBARS se mantiveram terem se mantido abaixo dos valores do controle.
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Figura 11 - Valores de TBARS das ervas isoladas a 0,1% e 0,3%

A literatura ndo registra avaliagdo de diferentes concentragdes de ervas em
alimentos. Mais comum é a dosagem em diferentes niveis dos extratos. Juntachote et
al. (2007) avaliaram a eficacia de diferentes concentracbes de extrato etandlico de
manjericdo e de manjericao desidratado no retardo da rancidez oxidativa em carne
cozida de porco e refrigerada durante 14 dias através de valores de TBARS. Foi
verificado que o manjericao foi mais eficiente na inibicdo da oxidagdo do que o extrato
etandlico e que o processo de oxidacao foi significativamente influenciado pelo tipo e
concentracdo de antioxidante. Um aumento de eficacia foi observado conforme a
concentracdo foi aumentada nos dois tipos de antioxidantes, diferentemente do que
ocorre no presente trabalho. Lai et al. (1991) também verificaram que a estabilidade
oxidativa de nuggets de frango foi influenciada pela concentracdo de alecrim

adicionada.
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Quando correlacionados os valores de TBARS das misturas binarias das 3 ervas
com os valores da adicao das ervas isoladas a 0,1%, observa-se que as misturadas
foram menos eficientes na prevencido da oxidagao lipidica dentro da faixa de estudo
(Figura 12).
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Figura 12 - Valores de TBARS das 3 ervas isoladas e das misturas binarias a 0,1%

No entanto quando se analisam os valores de TBARS das misturas binarias e
das ervas isoladas a 0,3% a situagao se inverte de uma maneira geral ja que duas das
misturadas binarias (orégano e alecrim; salsa e alecrim) foram mais eficientes na
prevencao da oxidacao lipidica. Os valores de TBARS da combinacéo da salsa com o
orégano foram os que mais se aproximaram dos valores do controle, se comportando
como uma excecao. Nessa analise €& possivel verificar que o alecrim utilizado
juntamente com outras ervas talvez tenha um papel fundamental para os reduzidos

valores encontrados (Figura 13).
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As colunas com a mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia
Cv =1,486% ; D.M.S. 5% = 2,356

Figura 13 - Valores de TBARS das 3 ervas isoladas e das misturas binérias a 0,3%

Para uma analise isolada das misturas bindrias das 3 ervas em duas
concentragdes (0,1% e 0,3%) foi possivel verificar que a 0,3% as misturas foram mais
eficientes na prevengao da oxidagao lipidica. O orégano e o alecrim juntos a 0,3%
(39,77 umol.Kg™) foram melhores do que a salsa e o alecrim (43,53 pmol.Kg™"). A salsa
junto ao orégano foi a mistura menos eficiente (58,13 pmol.Kg'). Nota-se que essa
ordem de eficiéncia das misturas se manteve na outra concentragdo estudada (0,1%)
com valores de 51,67 umol.Kg™, 56,08 umol.Kg™', 63,27 umol.Kg"'. Novamente, nas
duas concentragdes em questao, pode se suspeitar que o alecrim seja uma erva que se

comporta com eficiéncia quando existe sinergismo com outra erva (Figura 14).
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Figura 14 - Valores de TBARS das misturas binarias a 0,1% e 0,3%

Conclui-se que as misturas binarias sdo mais eficientes em maiores
concentragdes, porém mantém a sequéncia orégano com alecrim, seguido de alecrim
com salsa e do orégano com a salsa. Nessas misturas binarias os valores sugerem que
a salsa seria a erva menos eficiente e o alecrim, o mais eficiente. Ainda é possivel
concluir dentro da faixa de estudo que o orégano combinado ao alecrim a 0,3% equivale
a salsa a 0,1%.

No caso das misturas ternarias foi verificado, dentro da faixa estudada, que o
sinergismo é benéfico conforme a concentragao vai sendo aumentada. O mesmo ocorre
nas misturas binarias conforme ja discutido. Para a mistura ternaria das ervas a 0,3%
houve um decréscimo de 49,83% nos valores de TBARS, seguidos de 24% e 20% a

0,15% e 0,1% respectivamente (Figura 15).



130

y=-129,48x + 84,683
R?=0,9818
25 T T T T T

TBARS (umol por Kg de amostra)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentragdes (%)

desvio padrdo dos pontos em 0%: 1,726; desvio padrao dos pontos em 0,15%: 0,934; desvio padrao dos pontos em 0,3%: 0,168

Figura 15 - Valores de TBARS das misturas ternarias em 3 diferentes concentragées

Kelleher et al. (1994) correlacionaram teores de até 2 umol.Kg'de amostra com
o odor suave (frescor desejavel) do filé de savelha, e de 2 pmol.Kg™' a 3,27 pmol.Kg™
com o odor de rango. Neiva (2003) trabalhando com sardinha fresca desembarcada no
porto de Santos-SP, apés armazenamento em gelo triturado, por periodo nao superior a
2 dias, encontrou valores médios de TBARS de até 5,7 pmoI.Kg'1 apontando assim para
possiveis falhas nas operag¢des a bordo. Segundo Pereira e Tenuta (2005), o conteudo
médio de TBARS (6,6 umol.Kg™") indicou que a sardinha comercializada em feira livre
(varejo), antes do defeso, apresentou um nivel de peroxidacao lipidica bem maior,
quase 5 vezes mais, que o verificado em relacdo a da comercializada na CEAGESP
(atacado; 1,6 ymol.Kg™). No caso da sardinha descongelada comercializada em feiras
livres, oferecida durante o defeso, o valor médio da concentracdo de TBARS (35
umol.Kg™) foi cerca de 40 vezes maior que o da sardinha fresca comercializada na
CEAGESP e ao redor de 9 vezes em relagao ao produto fresco obtido em feiras livres.
Niveis de até 72 pmol.Kg™ foram detectados. Das amostras analisadas, 71% estariam
rancificadas de acordo com Kelleher e colaboradores (1994). Pereira e Tenuta (2005)

constataram um teor médio de TBARS de 25 pymol.Kg' na sardinha salmourada
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integral. Este resultado € mais alto que o da sardinha fresca, comercializada na
CEAGESP e nas feiras livres, mas abaixo do da sardinha descongelada vendida em
feiras livres. Os resultados de TBARS para sardinha anchovada mostraram um valor
médio de 20,5 pmol.Kg™, intermediario entre os das amostras lavadas (6 pmol.Kg™') e
nao-lavadas (19 pmol.Kg™") de sardinha salmourada. Ayensa et al. (1993) verificaram a
ocorréncia da oxidacdo em niveis de 229 ymol.Kg™ em sardinha (Sardina pilchardus)
anchovada, no 40° dia de processamento, reduzida posteriormente a 23 pmoI.Kg'1 no
180° dia. Estudos feitos por Aubourg, Soleto e Gallardo (1997) com Sardina pilchardus,
registraram valores de até 37 pmol.Kg™ quando refrigerada sob gelo por 9 dias. Garcia
e Careche (2002) propuseram a conservagao da sardinha em agua salgada e gelo até
chegar ao consumidor, e nessas condigbes detectaram valores maximos de 3,5
umol.Kg™'. Simeonidou, Govaris e Vareltzis (1998) detectaram até 85 pmol.Kg"' na
sardinha Sardine mediterraneus estocada em gelo por 6 dias. Pacheco et al. (2000)
detectaram 160 pmoI.Kg'1 em sardinha Sardinops sagax caerulea, apos 11 dias
estocadas sob o gelo. Robles-Martinez, Cervantes e Ke (1982) apud Kurade e
Baranowski (1987) indicaram valores abaixo de 6 umol.Kg”' como indicadora de
rancidez para o pescado congelado. Dentre os trabalhos feitos com a sardinha Sardina
pilchardus congelada, Careche e Tejada (1990) registraram 49 ymol.Kg™ apds 6 meses
de estocagem. Aubourg et al. (1998) observaram valores maximos para TBARS de 23
umol.Kg™' apds 4 meses de estocagem.

Existem estudos que mostram que baixos valores de TBARS em pescado podem
estar subestimando consideravelmente a oxidagao lipidica ocorrida, ja que pode ocorrer
uma combinacao entre o malonaldeido e as proteinas (PICHE et al., 1988; KUBOW,
1992; GIRON et al., 2002).

Ao analisar a oxidagao lipidica dos filés de sardinha adicionados de ervas foi
verificado que em todos os casos estes nao apresentaram a mesma tendéncia do
controle (sem as ervas) no qual possivelmente houve uma acelerada formagao de
peroxidos, devido ao aumento de temperatura no cozimento e a catalise metalica que

se contrapde ao efeito antioxidante.
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Palizch et al. (1969) referiram-se também a necessidade de se considerar o
efeito da concentragdo. Helmann e Von Pezold (1957) observaram que com o aumento
da concentragao de certas especiarias pode promover o inicio de uma vagarosa agao
pro-oxidativa nos alimentos estudados.

Sobre o efeito da concentracao para conclusdes definitivas sdo necessarios mais
estudos envolvendo substéncias ativas purificadas. Estudos desse tipo sanariam as
duvidas quanto as formas de acdo antioxidante de cada composto individualmente em
lugar dos desempenhos verificados quando se trabalham com extratos brutos ou com
as ervas desidratadas como neste trabalho.

Maillard, Cuvelier e Berset (2003) estudaram a interagcdo entre antioxidantes
fendlicos em sistemas binarios induzidos a oxidagao com o intuito de analisar o efeito
protetor das misturas e compara-las com os antioxidantes usados isoladamente. A
interacao foi determinada com o uso de dois antioxidantes simultaneamente em iguais
proporgoes em dispersao aquosa. O efeito de sinergismo foi observado entre o acido
rosmarinico com a quercetina ou com o acido caféico. Efeitos antagonistas foram
observados em diversas misturas. Esses efeitos podem ser parcialmente explicados
pelos mecanismos de regeneracao entre os antioxidantes que depende das estruturas
quimicas das moléculas e da possivel formacdo de complexos instaveis entre as

moléculas.

4.6. Conclusao

Os estudos realizados confirmaram a presenca de compostos fendlicos com
potencial antioxidante nas ervas desidratadas. A relagao entre a concentracédo de fendis
totais e a capacidade de retardar a oxidacdo nos filés de sardinha processados foi
significativa, visto que, de uma maneira geral, as ervas com maiores concentracbes de
compostos fendlicos foram justamente as com maior atividade antioxidante quando
analisadas através dos valores de TBARS. Essa relagédo sugere que a contribuigdo dos
compostos fendlicos nesse modelo foi relevante.

A salsa, o orégano e o alecrim foram as ervas mais eficientes na prevencgao da

oxidagao. Quando empregadas isoladamente, o aumento de concentragdo das ervas de
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0,1% para 0,3% nao provocou um aumento correspondente na capacidade
antioxidante, contudo, ndo se pode afirmar que houve atividade pré-oxidante, visto os
valores de TBARS terem se mantido abaixo dos valores do controle. Quando presentes
em misturas binarias, o aumento da concentragéo de ervas de 0,1% para 0,3% resultou
numa maior eficiéncia. Foi possivel verificar que o alecrim utilizado juntamente com
outras ervas teve um papel fundamental para os reduzidos valores encontrados dentro
da faixa de estudo. Conclui-se que as misturas binarias sdo mais eficientes em maiores
concentragbes e as ervas isoladas em menores. No caso das misturas ternarias, o

sinergismo ocorreu com o aumento das concentracgoes.
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5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE ERVAS EM FILES DE SARDINHA
PROCESSADOS: VALIDAGAO DE UM MODELO MATEMATICO

Resumo

O estudo do efeito da adigcao das ervas sobre a estabilidade oxidativa de filés de
sardinha processados foi realizado através de técnicas de planejamento experimental e
andlise de superficies de resposta. Os filés foram moidos, adicionados de sal e de
ervas para a producao de bolas de carne, que foram cozidas e analisadas quanto ao
acumulo de compostos de rango. Foi realizado um planejamento fatorial do tipo 23 com
ponto central. As variaveis independentes estudadas foram as concentragbes de
alecrim (Rosmarinus officinalis), orégano (Origanum vulgare) e salsa (Petroselinum
crispum). A variavel dependente (resposta) foi o valor de TBARS. A validacdo do
modelo obtido foi realizada por meio de ensaios em condi¢cdes estabelecidas a partir da
analise das superficies. Os resultados obtidos revelaram que, na faixa de estudo
considerada, as trés variaveis independentes apresentaram efeito significativo (P<0,05).
A adicao das ervas e as suas combinagdes protegeram os filés da oxidagao, ja que o
valor médio de TBARS foi significativamente inferior ao do tratamento sem adi¢cdo de
ervas. No entanto, a validacao pratica do modelo tedrico nao foi satisfatoria, resultado
da falta de ajuste detectada por meio da ANOVA. Os resultados obtidos demonstram a
complexidade envolvida nas interagcbes entre as ervas, indicando a necessidade da
utilizacdo de outros modelos matematicos para o estudo do efeito das interagdes.

Palavras-chave: Estabilidade oxidativa; Ervas; TBARS; Antioxidantes naturais

Abstract

The study of the effect of the addition of the herbs on the oxidative stability of
processed sardine filets was accomplished through techniques of experimental planning
and analysis of surface response. The filets were minced, added of salt and herbs and
fish balls were cooked. A factorial planning type 2° was adopted with central point. The
independent variables studied were the rosemary (Rosmarinus officinalis), oregano
(Origanum vulgare) and parsley (Petroselinum crispum) concentrations. The dependent
variable (response) was the TBARS values. The model validation was accomplished
through the established conditions starting from the analysis of the surfaces. The
obtained results revealed that the three independent variables presented significant
antioxidant effect (P 0,05). The addition of the herbs and their combinations protected
the filets from the oxidation. Since the medium values of TBARS were significantly lower
in comparison with the treatment without herbs. However, the practical validation of the



144

theoretical model was not satisfactory, as a result of the lack of adjustment detected
through the ANOVA. The obtained results demonstrate the complexity of the interactions
among the herbs, indicating the need of other mathematical models for the study of this
kind of interaction.

Keywords: Lipid stability; Herbs; TBARS; Natural antioxidants.

5.1 Introdugao

A oxidacao dos lipidios € a principal causa de deterioragdo e perda de qualidade
de carnes e seus derivados e a busca por antioxidantes naturais eficientes e nao
nocivos a saude humana como alternativas aos sintéticos, tem se intensificado
recentemente (Yanishlieva et al., 2006). A capacidade quelante de certos compostos
tem fundamentado diversos estudos aplicados a agédo antioxidante em produtos
carneos (RACANICCI et al., 2004; PIEDADE et al., 2005; BARRETO, 1996; SOARES,
1998; LEAL, 2000). Racanicci et al. (2004) demonstraram que o orégano e o alecrim
apresentaram agdo antioxidantes em alméndegas de peito frango pré-cozidas e
armazenadas sob refrigeracdo. Adicionado em 0,050% de folhas secas, o alecrim foi
mais eficiente que o orégano. A atividade antioxidante de folhas secas de orégano e
alecrim foi avaliada em alméndegas pré-cozidas de filés de sardinha armazenadas sob
refrigeracdo durante 6 dias em embalagens de polietileno. O orégano foi mais eficiente
na protecdo das alméndegas contra oxidagao lipidica do que o alecrim adicionado na
mesma concentracao (PIEDADE et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adicdo de ervas sobre a
estabilidade oxidativa de filés de sardinha processados por meio da aplicagdo de
técnicas de planejamento experimental e andlise de superficie de resposta para

obtencao de um modelo matematico, seguida da sua validagao pratica.
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5.2 Procedimento Experimental

5.2.1 Preparo das ervas

As plantas foram adquiridas em vasos, as folhas foram desidratadas em estufa
por 12 horas a 40°C (+ 3°C), moidas e armazenadas sob congelamento até sua

utilizagao.

5.2.2 Processamento dos filés de sardinha

As sardinhas (Sardinella brasiliensis) foram adquiridas frescas. Os filés foram
separados, pesados e moidos, acrescidos da concentracdo estabelecida de ervas e
foram produzidas bolas com aproximadamente 30 + 0,5 g, conforme descrito por
Racanicci et al. (2004). O sal foi adicionado a carne triturada na concentracdo de
0,50%. As bolas foram embaladas a vacuo e cozidas em banho-maria durante 8
minutos a 100°C. Apos o resfriamento em gelo, as amostras foram

analisadas.triturados.

5.2.3 Analise da oxidagao lipidica

A instalagcdo da oxidacao lipidica nas amostras foi avaliada pela quantificagao
dos compostos secundarios através da determinacdo de TBARS (Thiobarbituric acid

reactive substances), conforme Madsen et al. (1998).

5.2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Foi aplicado um planejamento experimental fatorial do tipo 2% envolvendo 3
variaveis independentes (concentragdo de ervas). O delineamento experimental
aplicado é apresentado na Tabela 8. O estudo do efeito da adi¢cao das ervas foi feito
pelo método de superficie de resposta e analise de regressao multipla, com o objetivo

de definir as concentragcées de maior poder antioxidante, através do ajuste de modelo
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matematico de primeira ordem, incluindo termos lineares e as interagbes entre as
variaveis independentes. O modelo obtido foi avaliado com base no coeficiente de
determinacdo (R?) e no teste F, realizado por meio da analise de variancia com auxilio
do aplicativo “Statistica 7” e comparado ao valor da tabela de 95% de probabilidade
para uma distribuicdo de referéncia. A validacao pratica do modelo estatistico obtido foi
efetuada através da reproducdo do experimento em condicbes estabelecidas e
comparando-se os resultados obtidos experimentalmente com aqueles calculados a

partir do modelo matematico proposto.

5.3 Resultados e Discussao

As bolas de peixe cozidas foram escolhidas como modelo para o estudo da
oxidacdo lipidica tendo em vista os resultados positivos obtidos anteriormente
(Racanicci et al., 2004; Piedade et al., 2005; Costa et al., 2007). A Tabela 8 apresenta o

delineamento aplicado e os valores de TBARS das amostras.

Tabela 8 - TBARS de sardinha com adi¢édo das ervas (planejamento experimental fatorial - 2°

variaveis independentes variavel dependente

Salsa (%) Orégano (%) Alecrim (%) TBARS

Ensaio valor valor Valor valor valor valor '™
codificado real codificado real codificado real (umol.L-)
1 -1 0 -1 0 -1 0 88,700
2 +1 0,3 -1 0 -1 0 53,008
3 -1 0 +1 0,3 -1 0 56,974
4 +1 0,3 +1 0,3 -1 0 58,130
5 -1 0 -1 0 +1 0,3 63,380
6 +1 0,3 -1 0 +1 0,3 43,533
7 -1 0 +1 0,3 +1 0,3 39,774
8 +1 0,3 +1 0,3 +1 0,3 46,440
9 0 0,15 0 0,15 0 0,15 65,724
10 0 0,15 0 0,15 0 0,15 65,712
11 0 0,15 0 0,15 0 0,15 64,014
12 0 0,15 0 0,15 0 0,15 65,525

*cada resultado é a média de analises em duplicata realizadas em 2 amostras
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As trés variaveis independentes apresentaram efeito linear significativo sobre o
TBARS. A interagcdo entre salsa e orégano foi significativa e promoveu aumento no
valor de TBARS quando comparada com os efeitos das ervas utilizadas isoladamente.
Apesar de significativa, a interagao entre salsa e alecrim apresentou um efeito reduzido.
A interacao entre orégano e alecrim nao foi estatisticamente significativa e esse foi
ignorado e para a determinagdo do modelo matematico de primeira ordem representado

na equagao (modelo codificado):

TBA (umol L'1) = 59,243 - 5,964 x (% salsa) — 5,913 x (% orégano) — 7,961 x (% alecrim) +

7,92014 x (% salsa x % orégano) + 2,669 x (% salsa x % alecrim)

A anadlise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 9, demonstra que o
modelo proposto € valido, pois a regressao € estatisticamente significativa (Fcaiculado >
Fiabelado)- NO entanto, a falta de ajuste também foi estatisticamente significativa, o que
em parte pode ser explicado pelo erro puro, que foi muito baixo. Apesar da falta de
ajuste ser significativa, o coeficiente de determinacdo (R?) foi bom, indicando que 87%
da variagao é explicada pela regressao. Nas Figuras 16, 17 e 18 sdo apresentadas as

superficies ajustadas ao modelo.

Tabela 9 - Analise de varidncia (ANOVA) para o TBARS

Soma Graus de Média
Fonte de variagao Quadratica liberdade Quadratica F
Regresséao 1630,116 6 271,686 5,76
Residuo 235,829 5 47,166
Falta de ajuste 233,788 2 116,894 171,90
Erro puro 2,041 3 0,680
Total 1865,945 11

R*=0,87; Fogses = 4,95; Foosos= 9,55



148

A validacdo pratica do modelo experimental obtido foi realizada através da
realizacao de ensaios sob diferentes condigdes. Utilizando-se a combinagdo das trés
ervas a 0,1% obteve-se o valor de TBARS de 69,401 pmol.kg'1. Comparando-se os
resultados obtidos com a utilizagdo do modelo matematico ao resultado obtido
experimentalmente, pode-se confirmar a conclusao tedrica de que o modelo proposto é
preditivo. No entanto, quando se adicionaram 0,1% de cada erva em misturas binarias,
os valores experimentais observados foram 51,670 pmol.kg” (alecrim e orégano),
56,089 pmol.kg™” (alecrim e salsa) e 63,279 pmol.kg™ (salsa e orégano). Tais valores
nao correspondem aos indicados pela aplicagdo do modelo matematico, conforme pode
ser observado pela analise das superficies apresentadas nas Figuras 16, 17 e 18.
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Figura 16 - Efeito da adigdo de ervas sobre o valor de TBARS de filés de sardinha cozidos: variavel

concentragao de alecrim fixada em 0%
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Figura 17 - Efeito da adi¢cdo de ervas sobre o valor de TBARS de filés de sardinha cozidos: variavel

concentragao de orégano fixada em 0%
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Figura 18 - Efeito da adigcdo de ervas sobre o valor de TBARS de filés de sardinha cozidos: variavel

concentragao de salsa fixada em 0%
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5.4 Conclusoes

A adicido das ervas testadas e das suas combinagdes sobre filés de sardinha
cozidos foi bastante eficiente para evitar a oxidagao lipidica, ja que o valor médio de
TBARS foi significativamente inferior ao do tratamento sem adicdo de ervas. No
entanto, a validagao pratica do modelo tedrico em questdo nao foi satisfatorio, resultado
da falta de ajuste e da complexidade envolvida nas interagdes entre as ervas, indicando
a necessidade da utilizacdo de outros tipos de modelos matematicos para um estudo
prospectivo de combinacbes e possiveis efeitos sinérgicos de ervas aromaticas em

diferentes concentracoes.
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Apendice 1 - Ervas utilizadas no trabalho
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Apendice 2 - Curva padrao para a determinagao dos compostos fendlicos totais

A solugdo padréo consistiu de acido galico 99% (C7HgOs°H,0; PM=188,14). Para o
preparo do reagente Folin foram usados 90% de agua e 10% de Folin. A solugao de

carnonato de célcio usada foi de 4% (4g de carnonato de sddio em 100ml de agua).

Foi preparada uma solugdo de acido galico em oito diferentes concentracdes (100u.ml”
- 80p.ml™ ; 60u.mlI™ ; 50p.mi™ ; 40p.mli™ ; 20p.ml™; 10p.ml™; 5p.ml™). A leitura desses
pontos é feita a 740 nm. Para os calculos da curva padrao foi determinado a equacao
da reta de uma regressao linear (segue abaixo), plotando as concentragdes e a
absorbancia das mesmas nos eixos x e y respectivamente, a partir da qual se obtém a
concentragdo da amostra expressas em micrograma de acido galico por 0,5 de solugéo
(u.0,5ml™).

Curva Padrao para determinacao de Fendlicos Totais

60

50

40 o

30

20 A

0 T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

absorbéancia (740 nm)

acido galico ug/0,5mL

y =43,01x - 2,079
R? =0,9893
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Apendice 3 - Curva padrao para determinacéo dos valores de TBARS

Para os calculos da curva padrao foi determinado a equacédo da reta de uma
regressao linear (segue abaixo), plotando a concentragdo e a absorbancia nos eixos x e
y respectivamente, a partir da qual se obtém a concentragcdo da amostra expressas em
“valor de TBARS” definidos em pumoles de malonaldeido por kg, nos casos, filés de
sardinha processados. Foi utilizado o padrao 1,1,3,3 tetraetoxipropano (TEP), cuja
hidrélise acida gera malonaldeido na propor¢ao de 1mol: 1mol, para construgdo de uma
curva padrao, composta por 10 pontos de diferentes concentragdes (0; 0,1; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0; 4,0; 6,0; 8,0; 12,0 mmol.L" de TEP).

Regressao Linear:
y =0,799x + 0,0022
R?= 0,998

Curva Padrao para a determinagao dos valores de TBARS

1,10
1,00

0,90 _
0,80
0,70

0,60 v
0,50

0,40 /

0,30
0,20

0,10
0,00 #“‘

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0

Leituras a 532 nm

y =0,0799x + 0,0022
R2=0,998

concentragdes em micromol/L de TEP




Apendice 4 - Caracteristicas de reagentes usados no estudo

Reagentes

acido tricloacético

TRICHOROACETIC ACID
Merck, Schuchardt, Alemanha
KgaA

CCI;COCH

m = 163,39 g/mol

acidimetric =2 99,5%

Galato de propila

PROPYLGALLATO

C1oH120s

m = 212,20 g/mol

acidimetric > 98%
propyl-3,4,5-trihydroxybenzoate
propil 3,4,5-trihidroxibenzoato
Merck, Schuchardt , Alemanha

acido tiobarbiturico

TBA

C4H4N20,S

m = 114,15 =Fw
2-thiobarbituric acid

Minimum 98%

EDTA

Titriplex®

Merck; Alemanha
C10H14N2Na,0g2H,0

m = 372,24 g/mol
Ethylenedinitrilotetraacetic acid,
disodium salt dihydrate

ACS, ISSO

Malonaldeido

DIETIL

1,1,3,3 Tetraethoxy propane
Malonaldehyde bis [diethyl acetal]
Aprox = 97%

1 ml=0,92g

100 ml = 19,85¢g

C11H24O4

m = 220,3

156
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Apendice 5 - Representacgéao grafica do acido a-linolénico e linoléico

acido a-linolénico
C1gH3002
(18:3) w3

acido linoléico
C18H3202
(18:2)w6
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Apendice 6 - Aprovacéo da sociedade brasileira de 6leos e gorduras para o artigo do
capitulo 3 dessa dissertagao

SOCIEDADE BRASILEIRA DE OLEOS E GORDURAS
SBOG / CAL / UFSC

Fone/Fax: 55 - 48- 3028 5935
http://www.oleosegorduras.org.br

E-mail: sbog@cca.ufsc.br

Florianopolis, 23 de agosto de 2005.

Prezado Sr.

E com prazer que comunicamos-lhe que seu trabalho “ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
OREGANO (Origanum vulgare) E ALECRIM (Rosmarinus officinalis) SOBRE A
ESTABILIDADE OXIDATIVA DE SARDINHA”, submetido para o |l Simpdsio
Internacional Tendéncias e Inovagdes em Tecnologia de Oleos e Gorduras, foi
analisado pela Comissao Cientifica e considerado aceito para apresentagcdo sob a
forma de painel nos dias 22 e 23 de setembro de 2005, no Centro de Convengbes de

Floriandpolis (Centro Sul), SC.

Atenciosamente,

Comisséao Cientifica

sbog@esalq.usp.br



159

Apendice 7 - Aprovacéo da sociedade brasileira de 6leos e gorduras para o artigo do

capitulo 5 dessa dissertagao

SOCIEDADE BRASILEIRA DE OLEOS E GORDURAS
SBOG / CAL / UFSC

Fone/Fax: 55 - 48- 3028 5935
http://www.oleosegorduras.org.br

E-mail: sbog@cca.ufsc.br

Floriandpolis, 20 de junho de 2007.

Prezado Sr. Karen Rother Piedade

E com prazer que comunicamos-lhe que seu trabalho "“ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE ERVAS EM FILES DE SARDINHA PROCESSADOS: VALIDACAO
DE UM MODELO MATEMATICO” , submetido para o III Simpodsio Internacional
Tendéncias e Inovagdes em Tecnologia de Oleos e Gorduras, foi analisado
pela Comissao Cientifica e considerado aceito para apresentagao.

Esperamos encontra-lo em breve.

Atenciosamente,

Comissdo Cientifica

sbog@esalq.usp.br



160

Apendice 7 — Comprovante do artigo “ Uso de ervas na estabilidade oxidativa de filés de
sardinha processados e cozidos”, capitulo 4 dessa dissertacao

hoentr | # iéncia e
ecnologia de
" Sciedods Brasileira de .
bbc TA Cieric i e Teonolopu de Adimeslo limentos

Submissio concluida com éxita!l Imprima esta pagina para referéncia.

Foi enviade para seu e-mail uma mensagem com o numero e titulo de traba'ha,
Ma tabela de Submissdes Completas na pagina inicial vocé pode acompanhar e ter acesso as
revisdes deste trabalho.

Codigo do Trabalho: 2 68 1 = 07

Responsawvel: Srta. Karen Piedade
Tipo de Trabalho: Contribuic3o original (Artige)
Area do trabalho: Alimentos funcionais

UsSO DE ERVAS NA ESTABILIDADE OXIDATIVA DE
FILES DE SARDINHA (Sardinella brasiliensis)
PROCESSADOS E COZIDOS.

Palavras-chave: Attvidade Antioxidante. Ervas. Oxidacio
Lipidica. Compostos Fenolicos, TBARS, Salsa, Orégano e
Alecrim.

Kev-words: Antioxidant Activity, Natural Antioxidants, Herbs,
Lipid Oxadation. Phenolic Compondes. TBARS, Parsley,

Oregano and Rosemary.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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