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RESUMO

Processos de oxidacdo produzem espécies quimicas altamente reativas chamadas
de radicais livres que degradam os acidos graxos presentes nos alimentos.
Compostos antioxidantes encontrados em diversas plantas conseguem retardar esse
processo. Neste trabalho foi realizada a extracdo dos compostos fendlicos das plantas
Camellia sinensis (cha verde e cha branco) e Pereskia aculeata (Ora-pro-Nobis) com
solvente misto de agua:etanol, variando suas propor¢cdes em 75:25, 50:50 e 25:75
(v/v), acrescida ou ndo de banho ultrassénico. O extrato de cha verde apresentou 0s
maiores teores de fendlicos totais e atividade antioxidante no teste de DPPH,
enquanto a Ora-pro-ndbis apresentou os menores resultados. O uso do banho
ultrassénico ndo se mostrou efetivo no aumento do teor de compostos bioativos. Um
extrato de cada planta foi selecionado para um planejamento de misturas, onde foram
aplicados em 6Oleo de soja e azeite de oliva sob teste de oxidacdo acelerada Rancimat.
Todos os extratos e suas misturas demonstraram atividade antioxidante em ambos os
oleos, aumentando seus tempos de inducdo a oxidacdo. O cha verde apresentou o
maior efeito antioxidante no 6leo de soja, enquanto o cha branco no azeite de oliva.
No teste de desejabilidade, verificou-se que o maior tempo de inducdo para o 6leo de
soja seria obtido utilizando-se 100% de extrato de cha verde e para o azeite de oliva
a proporcéo ideal seria 75% de cha branco e 25% de cha verde. A presenca de ora-
pro-ndbis nas misturas resultou em efeito antagdnico, entretanto seu extrato puro
apresentou potencial antioxidante significativo. Assim, 0s extratos apresentaram
potencial antioxidante para possivel substituicdo de antioxidante sintético em 6leo de
soja e azeite de oliva.

Palavras-chave: Sinergismo. Interacdo. Oxida¢do. Compostos fendélicos. Rancimat.



ABSTRACT

Oxidation processes produce highly reactive chemical species called free radicals that
degrade the food fatty acids. Antioxidant compounds found in various plants can slow
down this process. In this work the extraction of phenolic compounds from Camellia
sinensis (green tea and white tea) and Pereskia aculeata (Ora-pro-Noébis) plants was
performed with mixed solvent of water:ethanol, varying its proportions in 75:25, 50:50
and 25:75 (v/v), with or without the ultrasound method. The green tea extract showed
the highest contents of total phenolics and antioxidant activity in the DPPH test, while
Ora-pro-nobis showed the lowest results. Ultrasound bath was not effective in
increasing the content of bioactive compounds. One extract from each plant was
selected for a mixture planning, where they were applied in soybean oil and olive oll
under Rancimat accelerated oxidation test. All extracts and their mixtures showed
antioxidant activity in both oils, increasing their oxidation induction times. Green tea
had a greater positive influence on soybean oil, while white tea had a greater positive
influence on olive oil. In the desirability test, it was obtained that the mixture to obtain
the highest result in the induction time for soybean oil was 100% green tea extract, and
for olive oil the ideal proportion would be 75% white tea and 25% green tea. The
presence of ora-pro-nobis in the mixtures resulted in antagonistic effect, however its
pure extract showed significant antioxidant potential. Thus, the extracts presented
antioxidant potential for possible replacement of synthetic antioxidant in soybean oil
and olive oil.

Keywords: Synergism. Interaction. Oxidation. Phenolic compounds. Rancimat.
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1 INTRODUCAO

Os radicais livres sdo espécies quimicas altamente reativas, podendo ser
produzidos em reacOes oxidativas de processos metabdlicos, assim como em
produtos alimenticios. Sua producdo torna-se mais evidente em lipidios,
principalmente 0s que sdo compostos em sua maioria por Aacidos graxos
poliinsaturados. No organismo humano, assumem o papel de intermediarios na
transferéncia de elétrons em diversas reacdes bioquimicas importantes. O corpo
humano conta com antioxidantes enddgenos, enzimaticos e ndo enzimaticos, que
regulam os radicais livres. Entretanto, fatores externos como por exemplo 0 consumo
de bebidas alcodlicas, exposicdo excessiva a luz UV e poluicdo, geram um
desequilibrio na sintese desses compostos, ocasionando o estresse oxidativo. Essa
condicdo caracteriza-se pelo ataque dos radicais livres a estrutura de lipidios
presentes nas membranas celulares, assim como de outras macromoléculas,
degradando-as e interferindo na sua funcionalidade. Dessa forma, o estresse oxidativo
esta relacionado com o maior risco do surgimento de doencgas neurodegenerativas
como o mal de Alzheimer e o Parkinson, doencgas coronarianas e desordens
inflamatérias.

Em alimentos, os radicais livres provém principalmente de reacdes oxidativas
de lipidios em presenca de oxigénio e radiacdo da luz visivel/lUV, podendo ser
catalisadas pela presenca de ions metalicos e substancias fotossensibilizadoras. A
degradacdo dos lipidios gera produtos organicos como cetonas, aldeidos e alcoois,
gue sao responsaveis pelos off-flavors. Como consequéncia, caracteristicas
sensoriais como cor, sabor e odor sdo alteradas, diminuindo a aceitabilidade do
produto pelos consumidores. H4 na composicdo de 6leos vegetais os chamados
acidos graxos essenciais (AGE), que apresentam beneficios a saude como efeito anti-
inflamatério, reduzem o risco do desenvolvimento de céanceres e doencas
cardiovasculares. Entre eles encontram-se o 6mega 3 e dmega 6, ambos insaturados,
0 que facilita a degradacao por oxidagao, assim ocasionando perda nutricional
importante do produto.

O consumo de antioxidantes pode auxiliar na redugéo do risco do estresse
oxidativo, assim como sua aplicagdo em matrizes alimenticias pode retardar o
processo de oxidacdo dos lipidios. Estudos sobre antioxidantes encontrados

naturalmente em alimentos tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos. As
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principais fontes sdo de origem vegetal, entre elas, frutas, ervas, temperos e seus
derivados, como chés, sucos e vinhos. A maioria sdo compostos fendlicos, como
flavonoides e acidos fenolicos, e a atividade antioxidante dessas substancias esta
intimamente relacionada as suas estruturas quimicas. Podem neutralizar radicais
livres, doando &tomos de hidrogénio e elétrons, quelando ions metalicos e reagindo
com o0 oxigénio presente.

Diversas plantas sdo estudadas com o intuito da investigacdo de sua
capacidade antioxidante e aplicagfes. Da familia Theaceae, ha a Camellia sinensis,
matéria prima do ché verde, uma das bebidas mais consumidas do mundo, do cha
branco, cha preto e do Oolong. E conhecida por sua capacidade antioxidante e
antimicrobiana em diversas matrizes alimentares, assim como em sistemas
biolégicos. Na familia Cactaceae, a Pereskia aculeata (Ora-pro-Nébis), destaca-se
mais pelo seu teor de aminoacidos e presenca de mucilagem, ndo havendo muitos
estudos na literatura sobre sua composicao fendlica.

A interacdo entre compostos fendlicos provenientes de diferentes fontes
botanicas pode apresentar um resultado sinérgico ou antagbnico. Logo, o estudo
dessa interacdo de extratos de plantas ja conhecidos pela literatura, torna-se um
topico a ser pesquisado e discutido. Dessa forma, o objetivo principal deste trabalho
foi avaliar o potencial antioxidante de extratos hidroalcodlicos de ora-pro-nobis
(Pereskia aculeata), cha verde, cha branco (Camellia sinensis) e suas misturas em

matriz lipidica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante de extratos hidroalcodlicos de Pereskia
aculeata (Ora-pro-Nobis) e Camellia sinensis (cha verde e cha branco) e suas misturas

em matriz lipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter extratos hidroalcodlicos de Pereskia aculeata (Ora-pro-Nobis) e Camellia
sinensis (cha verde e cha branco), por meio de agitacdo combinada ou hdo com banho
ultrassonico.

Quantificar os compostos fendlicos totais dos extratos obtidos.

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos pelos métodos de inibicdo do
radical DPPH- e descoloracéo do cation ABTS-*.

Avaliar o efeito dos extratos hidroalcodélicos, com base em um planejamento de
misturas, na estabilidade oxidativa de matrizes lipidicas (6leo de soja e azeite de
oliva), através de técnica de oxidagdo acelerada (Rancimat).

Realizar andlise de custo estimada para obtencéo e aplicacdo de extratos de

Pereskia aculeata (Ora-pro-Nébis) e Camellia sinensis (cha verde e cha branco).



15

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CHA VERDE E CHA BRANCO (Camellia sinensis)

A Camellia sinensis € uma planta da familia Theaceae, cultivada originalmente
na regido sul da Asia, desenvolve-se em climas com temperaturas amenas, alta
umidade e solo acido (MAHMOOD; AKHTAR; KHAN, 2010). E a matéria prima de uma
das bebidas mais consumidas do mundo, o cha (KRISHNATREYA, 2021). Quatro
principais tipos de cha derivam dessa mesma planta: o cha verde, cha branco, cha
preto e o Oolong (MUNIANDY; SHORI; BABA, 2016). A principal diferenca entre esses
produtos € se ha acao oxidativa ou nhdo no seu processo de fabricacdo. O cha Oolong
€ obtido a partir de folhas parcialmente oxidadas, enquanto no cha preto ocorre
oxidacdo completa, e ambos os chas verde e branco ndo sdo oxidados (SHARANGI,
2009). O cha verde é composto de folhas maduras, que sdo vaporizadas, laminadas,
trituradas e secas (SANTANA-RIOS et al.; 2001). O cha branco provém de folhas
jovens e botdes da Camellia sinensis que sao apenas vaporizadas e secas (KARORI
et al.; 2007). O uso de vapor no processo desses chas tem como objetivo a inativacdo
da enzima polifenol oxidase, impedindo oxida¢do dos compostos fendlicos das folhas,
evitando seu escurecimento (MCKAY; BLUMBERG, 2002). O grupo de compostos
fenolicos mais abundantes nas folhas de Camellia sinensis sdo os flavan-3-ols, mais
especificamente as catequinas e seus derivados (HORZIC et al.; 2009). As catequinas
mais encontradas sao: epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC), galato de
epigalocatequina (EGCG) e galato de epicatequina (ECG) (Figura 1) (ROBERTS;
WOOD, 1953; HILAL; ENGELHARDT, 2007; MIZUKAMI; SAWAI; YAMAGUCHI,
2007). O potencial antioxidante dessas substancias encontra-se usualmente na
seguinte ordem: EGCG=ECG>EGC>EC (SHAHIDI, 2000).



Figura 1: Epicatequinas majoritarias encontradas na Camellia sinensis
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Fonte: Adcocks, Collin, Buttle (2002).

Extratos de Camellia sinensis sdo amplamente estudados para aplicacdo em
produtos alimenticios, devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas
(ALMAJANO et al.; 2008). Diversas matrizes alimenticias apresentam estudos com a
aplicacdo de seus extratos. Em produtos carneos observa-se em alguns estudos a
maior estabilidade oxidativa de carnes de vaca, cordeiro e porco adicionadas de algum
extrato de Camellia sinensis (BELLES et al.; 2017; JAYAWARDANA et al.; 2019;
KIRMIZIKAYA et al.; 2021). Em estudo realizado por Kmiecik et al. (2017) e Jahanfar
et al. (2020), observou-se que o cha verde tem efeitos antioxidantes quando aplicado
ao 6leo de canola, prevenindo as oxidacdes primaria e secundarias, e diminuindo o
processo de polimerizacdo durante aquecimento. Thakaeng et al. (2020) relatou a
diminuicdo de peroéxidos, coldonias de bactérias, e fungos e leveduras em manteiga
adicionada de extrato de cha verde se comparada a manteiga padrdao, assim como
nao influéncia do extrato nas caracteristicas sensoriais do produto a uma

concentracéo de 6%.
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3.2 ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata)

A Ora-pro-Noébis (OPN), conhecida popularmente como “carne dos pobres”,
pertence a familia Cactaceae, género Pereskia, e € vastamente distribuida entre as
regies da América Central e do Sul, sendo consumida pelo seu alto teor de proteinas
e minerais (SATO et al.; 2019; SOUZA et al.; 2016). Sua composi¢ao quimica destaca-
se pela presenca dos aminoacidos essenciais triptofano e lisina, assim como o0s
minerais calcio, ferro, zinco e magnésio, sendo muitos desses compostos nutricionais
em concentracdes superiores a outros vegetais comestiveis (PINTO; SCIO, 2014). As
pesquisas envolvendo OPN normalmente focam na aplicacéo e producédo de contetdo
mucilaginoso, visto que essa € uma caracteristica presente nas plantas da familia
Cactaceae (MARTIN et al.; 2017). A mucilagem € um complexo de carboidratos com
alta retencdo de agua e seu uso na tecnologia de alimentos visa o0 melhoramento das
caracteristicas reolégicas dos produtos, assim como sua estabilidade (AMARAL et al.;
2018; JUNIOR et al.; 2013; LISE et al.; 2021). Sua mucilagem também apresenta
propriedades cicatrizantes, tanto em estudos in vitro (CARVALHO et al.; 2014) quanto
na aceleracdo da recuperacdo de ferimentos em ratos (Pinto et al.; 2016). Outros
estudos tém aplicado a farinha de OPN em alimentos, com o intuito de aumentar o
teor de proteinas e minerais do produto final (SATO et al.; 2019; CREMASCO et al.;
2016; SOBRINHO et al.; 2015). O seu perfil fendlico e potencial antioxidante ainda foi
pouco explorado, entretanto Souza (2014) identificou acidos fenélicos como cafeico,
clorogénico, p-coumarico e feralico através de extracdes das folhas em agua e HCI.
Em estudo realizado por Garcia et al. (2019) conseguiram identificar em extratos
hidroalcoodlicos também o acido caféico e seus derivados, assim como flavonoides
como quercetina e kaempferol. Em suas folhas e frutos ainda ha a presenca de
carotenoides, destacando-se xantofilas, luteina e zeaxantina. Seu 6leo essencial
conta com a presenca de monoterpenos e diterpenos, sendo os &cidos graxos
principais, o palmitico (16:0) e o linoleico (18:1, [1-6) (EGEA; PIERCE, 2020).

3.3 AZEITE DE OLIVA (Olea europaea L.)
A oliveira (Olea europaea L.) é uma arvore perene nativa da bacia do

Mediterraneo, pertencente a familia Oleaceae. Seus frutos séo as azeitonas, 0s quais
sao a fonte de extracdo do azeite de oliva (SAHIN; BILGIN, 2018; ALSHAMMARI et
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al.; 2019). Os frutos da oliveira podem ser classificados em 3 grupos majoritarios,
sendo seu tamanho crescente e o teor de Oleo decrescente na seguinte ordem:
azeitonas para extracdo de 6leo, com duplo uso e azeitonas de mesa (BEVILACQUA
et al.; 2015).

De acordo com a Instrucdo Normativa n°® 1, de 30 de janeiro de 2012, os
produtos oleosos derivados da oliveira (Olea europaea L.) podem ser: azeite de oliva
extravirgem, virgem, lampante, azeite de oliva, azeite de oliva refinado, 6leo de
bagaco de oliva e 6leo de bagaco de oliva refinado (BRASIL, 2012). Os azeites de
oliva extravirgem e virgem, sdo obtidos apenas por processos fisicos, sem uso de
solvente, calor, reesterificagdo ou mistura de outros Oleos. A diferenca entre
extravirgem e virgem € o seu limite de acidez livre toleravel, maximo de 0,8% e 2,0%
respectivamente, expressos em equivalente de &acido oleico (EUROPEAN
COMISSION, 2015).

A producgdo de azeite de oliva extravirgem comeca na colheita, manual ou
mecanizada, de frutos maduros e sdos. Apos a colheita, sujidades maiores sao
removidas e os frutos sédo lavados (NASINI; PROIETTI, 2014). Em seguida, ocorre a
moagem das azeitonas, até a formacao de uma pasta; logo, forma-se uma mistura de
agua, oleo e residuos solidos. Para facilitar a separacédo desses trés componentes
posteriormente, ocorre a malaxagao, ou seja, essa pasta é agitada lentamente, para
gue o Oleo se separe por coalescéncia (TAMBORRINO; CATALANO; LEONE, 2014).
Na centrifugacéo as 3 fases sdo separadas; a fase lipidica necessita de uma segunda
centrifugacdo por ainda estarem presentes goticulas de agua e residuos solidos.
Mesmo apos as centrifugacdes, o 6leo pode apresentar sélidos suspensos, que sao
removidos por filtracdo, deixando-o com aparéncia mais clarificada (BACCIONI; PERI,
2014). Apos a filtracao, ele € armazenado em recipiente com barreira ao oxigénio e
luz, visto que a oxidacdo é o principal fator de deterioracdo do azeite de oliva
extravirgem; deve-se evitar altas temperaturas e armazenagem em recipientes
metélicos, que podem desencadear reacdes oxidativas (SANMARTIN et al.; 2018).

Os azeites de oliva extravirgem e virgem, estdo mais sujeitos a oxidacao lipidica
devido a sua composicédo. Os acidos graxos mais abundantes encontrados nesses
dois 6leos séo o oleico (C18:1), o linoleico (C18:2) e o palmitico (C16:0), tendo suas
propor¢des variadas dependendo de fatores exdgenos das plantas (YUBERO-
SERRANO et al.; 2019). Acidos graxos com duplas ligagdes sdo mais sujeitos a

oxidacao lipidica, devido a energia de dissociacdo dos hidrogénios adjacentes a elas
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ser mais fraca, logo séo removidos com mais facilidade (JOHNSON; DECKER, 2015).
A presenca do pigmento fotossensibilizador, clorofila, também facilita a oxidagéo dos
acidos graxos presentes, esse que por sua vez nao é retirado durante o processo de
sua obtencédo (RUKIMINI; RAHARJO, 2010).

3.4 OLEO DE SOJA

O Oleo de soja provem dos gréos de Glycine max, uma planta oleaginosa,
amplamente difundida na indudstria de alimentos, devido aos seus teores de proteinas
e lipidios (MOSES, 2014). A extracao da fragéo lipidica normalmente acontece através
de extracdo com solvente hexano. Previamente a extracdo, 0os grados de soja sdo
tratados, sendo limpos, quebrados e moidos para facilitar a extracdo (CHENG, et al.;
2018). Apds o contato com o solvente, é feita a dessolventizacdo do mesmo, e o 6leo
extraido passa posteriormente por refino. A etapa de refino abrange a degomagem,
neutralizacdo, branqueamento e desodorizac&o. O refinamento objetiva a retirada de
compostos aromaticos, espessantes, pigmentos e a neutralizacdo de acidos graxos
livres, que podem dar caracteristicas indesejaveis ao produto (FARHOOSH,;
EINAFSHAR; SHARAYEI, 2009). A fracao lipidica da soja corresponde de 15 a 20%
de seu peso total (TODA; SAWADA; RODRIGUES, 2016). Em sua composicéo
destacam-se os acidos graxos saturados palmitico (C16:0) e estearico (C18:0), e
insaturados na seguinte ordem: linoleico (C18:2), oleico (C18:1) e linolénico (C18:3)
(PATIL, et al.; 2010).

3.5 OXIDACAO EM ALIMENTOS

Oleos vegetais tém diversas finalidades na industria de alimentos, podendo ser
usados em processos de fritura, emulsdes, composi¢cdo de produtos de panificagéo,
molhos e sopas (KAMAL-ELDIN, 2006). Por serem amplamente aplicados, sua
estabilidade frente a oxidacdo lipidica € muito importante sensorialmente e
nutricionalmente (FRANKEL, 1996). Essa oxidacdo esta normalmente relacionada a
degradacéao dos acidos graxos de suas fracoes lipidicas.

Dessa forma, compostos volateis como cetonas, aldeidos e alcoois sao
formados, ocasionando o surgimento de off-flavors (ROSS; SMITH, 2006). Esses

produtos da reacdo podem ser percebidos olfativamente mesmo em baixas
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concentracbes, caracterizando a rancidez, que diminui a aceitabilidade pelo
consumidor (BOTTCHER; STEINHAUSER; DRUSCH, 2015). Entre os &4cidos graxos
encontram-se os acidos graxos essenciais (AGE) que recebem esse nome porque
precisam ser providos por fontes alimenticias, visto que ndo sdo sintetizados pelo
metabolismo humano (KAUR; CHUGH; GUPTA, 2014). Pertencem a esse grupo 0s
acidos graxos da familia 6mega 3 e 6mega 6. O consumo dessas substancias
beneficia a saude, reduzindo o risco de doencas cardiovasculares, canceres e
apresentando efeito anti-inflamatorio (SAINI; KEUM, 2018; KAUR; CHUGH; GUPTA,
2014; RUBIO-RODRIGUEZ et al.; 2009). Logo, a oxidacdo desses componentes
demonstra uma perda nutricional importante nos alimentos.

Em Oleos vegetais também ocorre a alteracdo de caracteristicas fisico-
guimicas, como o sabor e viscosidade (SANTOS; SANTOS; SOUZA, 2005). Diversos
fatores influenciam a velocidade da reacédo de oxidac&o, entre eles: temperatura,
exposicdo a luz UV, presenca de ion metélicos, fotossensibilizadores e antioxidantes
(CHOE; MIN, 2006; FRANKEL, 1991). Ela pode ocorrer por dois principais
mecanismos: autoxidacéo e/ou fotoxidacao.

3.5.1 Autoxidacao

A autoxidacao dos lipidios caracteriza-se por ser uma reac¢ao dividida em trés

fases: iniciacdo, propagacédo e terminacao (Figura 2) (GARDNER, 1989).

Figura 2: Mecanismo da oxidagao lipidica

Iniciagdo: RH —— R+ + He

Propagacao: R+ O, — +»ROO-
ROO + LH » ROOH + L-

Terminagao: LOO+ + LOO- » produto ndo radicalar
LOO- + L- produto nao radicalar
Le + L+ —— produto nao radicalar

RH: &cido graxo; R-: radical alquil; H-: hidrogénio livre; ROO-: radical peroxil; ROOH: peroxido.
Fonte: Ahmed et al. (2016).

Na iniciagdo um atomo de hidrogénio é abstraido da estrutura de um &acido
graxo (CHOE; MIN, 2006). Essa abstracao ira depender da energia de dissociacdo da

ligacdo entre carbono e hidrogénio presente na cadeia do acido graxo (JOHNSON;



21

DECKER, 2015). Essa energia € enfraquecida por ligacdes duplas adjacentes a ela,
logo acidos graxos polinsaturados sdo mais susceptiveis a serem oxidados (BARDEN;
DECKER, 2016). O hidrogénio do carbono metilénico € o mais facilmente abstraido,

apresentando menor energia de dissociacao (Figura 3) (SHAHIDI; ZHONG, 2010).

Figura 3: Hidrogénio localizado no carbono metilénico.

= AN

H

Fonte: O autor.

Apos o hidrogénio ser retirado da cadeia, um radical alquil (R+) € formado. Na
propagacao, o oxigénio triplet ( °0,) atmosférico liga-se ao radical alquil, formando um
radical peroxil, ROO+ (BERTON-CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014). A molécula de
acido graxo estabiliza-se por ressonancia, formando dienos e trienos conjugados. A
formacao de dienos e trienos é utilizada como método para verificacdo da degradacéo
de 6leos e gorduras (BARRIUSO; ASTIASARAN; ANSORENA, 2013). O radical
peroxil remove um atomo de hidrogénio de outro acido graxo formando um
hidroperoxido (ROOH) que se decompfe em radicais alcoxil (RO¢) e hidroxil (*OH)
(SHAHIDI; ZHONG, 2010). Dessa forma, os diferentes radicais formados continuam o
processo de degradacao das moléculas lipidicas. A terminacdo € o momento em que
os radicais formados reagem entre si, gerando compostos estaveis e nao radicalares,
como cetonas e aldeidos, precursores de off-flavors (KOLANOWSKI; JAWORSKA;
WEIRBRODT, 2007).

Outro fator influenciador na velocidade da reacdo de oxidacdo lipidica € a
presenca de ions metalicos, como o ferro e o cobre, comumente presentes em 6leos
brutos (DE LEONARDIS; MACCIOLA, 2002). Esses elementos aceleram as reacfes
oxidativas por mecanismo de troca de elétrons (Figura 4), reagindo diretamente com
os lipidios, gerando radicais livres e degradando hidroperoxidos (CHAIYASIT et al.;
2007).
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Figura 4: Mecanismo de oxidacdo por ions metalicos
M0+ RH — M™ + H* + R
M@+D)* + ROOH — Mn* + H* + ROO-

M+ ROOH — M™"D*+-OH + RO-

Fonte: Shahidi, Zhong, (2010).
Notas: M(™1: metal de transicéo; R-: radical alquil; H*: cation; ROO-: radical peroxil; RO-: radical

alcoxil; “-OH: anion

3.5.2 Fotoxidacéo

A fotoxidac&o ocorre por meio da exposicao do lipidio a luz visivel ou UV na
presenca de substancias fotossensibilizadoras. Essas substancias absorvem energia
luminosa podendo transferi-la para outro composto quimico, como por exemplo a
clorofila e riboflavina (Yl et al.; 2015). Essa reacéo pode ser do tipo 1 ou 2. No tipo 1
o fotossensibilizador obtém energia suficiente para abstrair um hidrogénio da cadeia
lipidica, formando um radical que reagird com o oxigénio formando um hidroperoxido,
ROOH (BRADLEY; MIN, 1992). Na reacao do tipo 2 a energia do fotossensibilizador
é transferida para o oxigénio triplet ( 30,) atmosférico, convertendo-o a seu estado
eletronicamente excitado, o oxigénio singlet, *0, (PATTISON; RAHMANTO; DAVIES,
2012). O oxigénio no seu estado fundamental apresenta dois elétrons
desemparelhados nos seus orbitais de mais alta energia, ja 0 oxigénio singlet ndo
apresenta elétrons desemparelhados (MIN; LEE, 1999). Dessa forma, ele se torna
uma molécula altamente reativa que adentra diretamente na cadeia do acido graxo
sem formar intermediarios radicalares, também formando hidroperdxidos (MIN; BOFF,
2002). Em ambos os tipos de fotoxidacdo apés a formacdo de hidroperoxidos, a
degradacdo desses compostos ocorre pelo mesmo mecanismo que na autoxidacao
(CHOE; MIN, 2006).

3.5.3 Métodos de Aceleracao Oxidativa em Alimentos

Acompanhar e avaliar o processo oxidativo de uma matriz alimenticia em

condicbes ambiente normais levaria um longo periodo. Logo, diversos processos que



23

aceleram a oxidacdo séo aplicados a fim de estimar a shelf life de um determinado
produto, economizando tempo. Eles tém como objetivo simular as condi¢des as quais
o alimento comumente ird passar (ANTOLOVICH et al.; 2001). Entre esses métodos
encontram-se, oxidacdo acelerada por irradiagéo de luz, micro-ondas, Schaal Oven
Test e 0 uso do Rancimat.

Na oxidacdo acelerada por irradiacdo de luz, usualmente o alimento é
acondicionado em uma camara com uma fonte de luz UV (ERKAN; WANG; WANG,
2008; LUNA; MORALES; APARICIO, 2006). A irradiacao de luz UV acelera o processo
de foto-oxidacdo em lipidios, tendo sua energia absorvida por fotossensibilizadores
presentes no alimento (YI et al.; 2015). Dessa forma, simula-se a oxidag¢ao que a luz
irradiada provocaria ao longo da vida de prateleira de um determinado produto.

As micro-ondas sdo muito utilizadas no aguecimento doméstico de alimentos,
assim como na secagem, pasteurizacdo e assamento dos mesmos em processos
industriais (OLIVEIRA; FRANCA, 2002). O aumento de temperatura em produtos
alimenticios acelera o processo de oxidacao lipidica (CHOE; MIN, 2006), logo no teste
de oxidacdo acelerada em forno de micro-ondas amostras podem ser aquecidas
variando-se o tempo de processo e poténcia do equipamento (VADIVAMBAL; JAYAS,
2007). O aumento da temperatura proporcionado por esse método deve-se a dois
mecanismos: condugdo idnica e rotagdo de dipolo (MENENDEZ et al.; 2010). Na
conducéao ibnica os ions carregados positivamente rotacionardo na direcdo do campo
elétrico gerado pelo forno de micro-ondas, enquanto ions negativos se moverao na
direcdo oposta (INCHINGOLO; CARDENIA; RODRUIGUEZ-ESTRADA, 2013). Na
rotacdo de dipolo, moléculas com caracteristicas dipolares, como a agua, irdo tentar
se orientar em direcdo ao campo elétrico gerado (DATTA; DAVIDSON, 2000). Em
ambos 0s casos, ocorre a colisdo das moléculas e dessa forma a friccdo entre elas
produz calor, elevando a temperatura do produto (INCHINGOLO; CARDENIA;
RODRUIGUEZ-ESTRADA, 2013). A elevacao de temperatura depende de fatores
como a quantidade de agua livre presente, forma geométrica do alimento e rotagéo
do prato do forno de micro-ondas (CHANDRASEKARAN; RAMANATHAN; BASAK,
2013).

O Schaal Oven Test consiste no aquecimento da amostra em um forno ou
estufa de maneira controlada em temperatura de 635 °C ou 70 °C até que a rancidez
do produto seja  constatada (BANDYOPADHYAY; CHAKRABORTY;
RAYCHAUDHURI, 2008). Para isso, o processo oxidativo € verificado por meio de
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parametros como o indice de peroxido, condutividade e dienos e trienos conjugados
(ANTOLOVICH et al.; 2001). E reportado que a cada dia em que um 6leo permanece
em Schaal Oven Test a 65 °C equivale a 1 més de estoque a temperatura ambiente
de 22 °C (ABOU-GHARBIA et al.; 1996).

Um meétodo instrumental para estudo de estabilidade oxidativa de Oleos e
gorduras é o uso do Rancimat (Figura 5). O processo oxidativo é acelerado através
do aquecimento da amostra sob fluxo de ar constante. Dessa forma, os 4cidos graxos
presentes sdo oxidados, formando produtos primarios como os hidroperoxidos. Com
o decorrer do tempo, a degradacdo desses acidos graxos torna-se mais acentuada,
gerando produtos secundarios da oxidacdo, como acidos organicos volateis, entre
eles o &cido formico (GARCIA-MORENO et al.; 2013; JAIN; SHARMA, 2010). Esses
compostos volateis sdo arrastados pelo fluxo de ar até um recipiente com agua
destilada. A dissociacdo desses acidos aumenta a condutividade elétrica da agua, a
gual € mensurada continuamente por um eletrodo acoplado (FARHOOSH; MOOSAVI,
2007).

Figura 5: Esquema Rancimat
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Fonte: Jain; Sharma. (2010)
O tempo em que a condutividade aumenta de forma rapida determina o indice
de estabilidade oxidativa (IEO), ou seja, uma medida de resisténcia da amostra a
oxidar (JAIN; SHARMA, 2010) (Figura 6). A taxa de fluxo de ar, massa da amostra e
temperatura, sdo parametros de processo que podem influenciar na determinacéo do
IEO (FARHOOSH, 2007).
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Figura 6: Grafico representativo de uma curva de tempo de inducéo pelo equipamento Rancimat
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Fonte: O autor

3.6 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sao substancias capazes de inibir ou retardar o processo
oxidativo em sistemas bioldgicos ou em alimentos (HALLIWELL et al.; 1995). Podem
ser classificados em: primarios, secundarios, enddgenos, exdgenos, naturais e
sintéticos. Os antioxidantes primarios agem diretamente na estabilizacdo de radicais
livres, que sdo precursores do processo oxidativo, gerando espécies quimicas menos
reativas (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992). Os secundarios tém acdo em
rotas alternativas contra a oxidacdo, podendo quelar ions metélicos, absorver
radiacdo UV, decompor hidroperéxidos e recuperar a estabilidade dos antioxidantes
primarios, por meio da doacdo de prétons ou elétrons (GALANO et al.; 2016). Os
antioxidantes exdgenos provém de uma fonte externa, podendo ter origem da ingestao
de fontes alimentares como frutas, hortalicas, chas e sucos (BALASUNDRAM et al.;
2006). O organismo humano apresenta um sistema antioxidante enddgeno para
controle da formacdo de espécies reativas, sendo constituido por enzimas como a
catalase e a superéxido dismutase, que previnem a formacao do radical hidroxil (HO-)
e metabolizam outros compostos como o perdxido de hidrogénio (H202) e o0 anion
superoéxido, Oz2- (PIETTA, 2000; KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009). Esse sistema
endogeno também envolve mecanismos ndo enzimaticos, como a transferrina e

ferritina, que séo proteinas quelantes de ions de ferro (RI1ZZO et al.; 2010).
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Em alimentos, a oxidacéo de lipidios é responséavel pela diminui¢cdo da vida de
prateleira de diversos produtos (BOTTCHER; STEINHAUSER; DRUSCH, 2015) como
carnes (GRAY; GOMAA; BUCKLEY, 1996), 6leos vegetais e alimentos emulsionados
(COUPLAND; MCCLEMENTS, 1996). Os Oleos vegetais apresentam em sua
composicdo substancias com atividade antioxidante, entre elas os tococromanais,
fitoesteréis e carotenoides, fazendo parte de sua fragcdo insaponificavel
(ABUZAYTOUN; SHAHIDI, 2006). Entretanto os carotenoides sdo geralmente
removidos durante o processo de refino dos oOleos (ROSSI et al.; 2001) e os
tococromandis sao termolabeis e evaporam a altas temperaturas, logo sao perdidos
durante a fritura (MARMESAT et al.; 2010). Dessa forma, antioxidantes séo
adicionados aos alimentos para aumentar sua estabilidade durante o0 armazenamento
e uso.

O antioxidante usado néo deve ter alto custo, ser toxico, alterar caracteristica
sensorial do produto e precisa ser efetivo a baixas concentracbes e ser estavel
(SCHULER, 1990). Os antioxidantes sintéticos BHT, BHA, PG e TBHQ sao os mais
comumente utilizados para esse fim (SHAHIDI; ZHONG, 2010), apresentando bom
desempenho no armazenamento de 6leos vegetais (ALADEDUNYE; PRZYBYLSKI;
MATTHAUS, 2017). Porém, essas substancias sdo volateis e podem perder sua
estabilidade a temperaturas de frituras, sendo o TBQH o mais termorresistente
(SANHUEZA; NIETO; VALENZUELA, 2000; MARMESAT et al.; 2010; SANTOS et al.;
2012). Além disso, estudos in vivo com animais sugerem que esses compostos podem
apresentar efeitos carcinogénicos e danos ao DNA (OKUBO et al.; 1997;
BOTTERWECK et al.; 2000). Dessa forma, buscam-se alternativas para substituir
esses antioxidantes sintéticos, sendo uma delas o uso de antioxidantes naturais, como
os compostos fendlicos derivados de plantas.

Os compostos fendlicos séo derivados do metabolismo secundario das plantas
(SEIGLER, 2012), sendo sintetizados pelas vias metabdlicas da pentose fosfato,
chiguimato e fenilpropanodide (ALASALVAR, 2001). Sdo responsaveis muitas vezes
por suas caracteristicas sensoriais, como: cor, sabor e aroma (BENNET,;
WALLSGROVE, 1994), e atuam na defesa contra patégenos e predadores (AKULA,;
RAVISHANKAR, 2011). Quimicamente sao definidos como substancias que possuem
ao menos um anel aroméatico com um ou mais grupos hidroxilas (OH), incluindo outros
grupos funcionais (KIM; JEONG; LEE, 2003), podendo apresentar cadeias simples a
estruturas mais complexas e polimerizadas (BRAVO, 1998). Sdo encontrados
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normalmente conjugados a mono ou polissacarideos, também podendo estar
presentes ésteres e ésteres metilicos (NARDINI; GHISELLI, 2004; BAXTER,;
HARBORNE; MOSS, 1998). Podem ser classificados em trés diferentes classes de
acordo com suas estruturas quimicas: acidos fendlicos, flavonoides e taninos
(MANACH et al.; 2005; KING; YOUNG, 1999).

Os acidos fendlicos séo divididos em duas classes, os derivados do acido
cinamico e os derivados do acido benzoico (CLIFFORD, 2004). Os acidos
hidroxibenzdéicos tem como estrutura basica um anel benzénico ligado a um grupo
carboxilico e os acidos galico e elagico sdo os mais recorrentes em alimentos desse
grupo (LAFAY; GIL-IZQUIERDO, 2008). Os &cidos hidroxicinamicos apresentam um
acido propenodico ligado ao anel benzénico como estrutura base (CLIFFORD, 2000) e
destacam-se em alimentos os acidos cafeico e ferulico dessa classe, sendo este
altimo muito abundante em cereais (ANSON et al.; 2009).

Os taninos apresentam alto peso molecular, podendo ser divididos em
hidrolisaveis e condensados (DEAVILLE et al.; 2007). Os hidrolisaveis apresentam um
nacleo com um alcool polihidrico, como a glicose, e grupos hidroxilas (CHUNG et al.;
1998). Séo galotaninos quando esterificados parcialmente ou totalmente com &cido
gdlico e elagitaninos quando esterificados com acido hexahidroxidifénico (LARROSA
et al.; 2010), e podem ter sua estrutura quebrada por acidos, bases e enzimas
(BUTLER, 1992; CHUNG et al.; 1998). Os taninos condensados sao estruturalmente
mais complexos que os hidrolisaveis, compostos principalmente por flavan-3-ols e
flavan-4,3-diols polimerizados, sdo amplamente distribuidos em produtos como frutas,
hortalicas e grdos (SCHOFIELD; MBUGUA,; PELL, 2001).

O maior grupo dentre os compostos fendlicos séo os flavonoides. Sua estrutura
guimica padrao é uma fenilbenzopirona (Figura 7) ou seja, dois anéis aromaticos (A e
B) ligados por uma cadeia de trés carbonos em forma ciclica (C) (BALASUNDRAM et
al.; 2006).
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Figura 7: Estrutura quimica basica dos flavonoides

Fonte: O autor

O anel A é derivado da via do acetato/malonato e o B deriva-se da fenilalanina
que provém da via do chiquimato (MERKEN; BEECHER, 2000). Variacdes na cadeia
C e/ou na posigdo do anel B classificam os flavonoides em diversos subgrupos, entre
eles encontram-se as flavonas, flavondis, isoflavonas, flavanonas, antocianinas e
antocianidinas (RAVISHANKAR et al.; 2013). Os compostos fendlicos exibem acédo
antioxidante que pode apresentar diferentes mecanismos associados a sua estrutura
quimica (AMAROWICZ et al.; 2004). Quanto maior o nimero de hidroxilas na estrutura
de um composto fendlico, maior sua a¢éo antioxidante. Esse fato pode ser observado
no acido galico trihidroxilado (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006) assim
como em flavonoides de maneira geral (CAO et al.; 1997).

Em &cidos fendlicos, as posi¢des das hidroxilas em relacdo ao grupo carboxila
influenciam em seu potencial (ROBARDS et al.; 1999; RICE-EVANS; MILLER,;
PAGANGA,1996). Por exemplo, quando a posicdo da hidroxila de um acido mono
hidroxibenzéico encontra-se em orto ou para em relagdo ao grupo carboxila no anel
aromatico, o composto ndo apresenta atividade antioxidante (RICE-EVANS; MILLER,;
PAGANGA,1996). A concentracdo de compostos fendlicos em uma mesma espécie
de planta pode variar devido a diversos fatores abidticos como a exposicao a luz,
composicdo do solo, disponibilidade de agua e temperatura (COHEN; KENNEDY,
2010; PAVARINI et al.; 2012).

3.7 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A extracdo é o primeiro passo para o estudo de compostos bioativos em
matrizes vegetais, existindo diferentes métodos, podendo ser classificados em
convencionais e ndo convencionais ou alternativos (ROCCHETTI et al.; 2019). O

primeiro grupo normalmente tem como principio a for¢a de extracdo de um solvente,
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aplicacao ou nédo de calor e agitacao, podendo encaixar-se nesse grupo as extracoes
por Soxhlet, hidrodestilagdo, maceracéo, infuséo, digestao e decocc¢édo (AZMIR et al.;
2013, BELWAL et al.; 2018). O extrator de Soxhlet (Figura 8) consiste em um aparato,
onde o solvente € aquecido até a ebulicdo no frasco de destilacdo. O vapor do
solvente, por sua vez, chega ao condensador e goteja no extrator aonde a amostra se
encontra. Quando o solvente chega a determinado volume, ele retorna ao frasco de
destilacao através de um sifdo, ocorrendo a recirculagcdo do processo, e ao final, o
solvente deve ser separado dos compostos extraidos (DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010).

Figura 8: Equipamento Soxhlet

Condensador

ax

=

Fonte de
calor

Fonte: De Castro; Priego-Capote. (2010)

A hidrodestilacédo ocorre com 0 aguecimento de uma amostra com agua em um
baldo. Os compostos volateis chegam a um condensador e sdo separados em outro
recipiente. Esse método de extracdo normalmente é utilizado para extracdo de 6leos
essenciais, que ao estarem cercados de agua no momento do aquecimento, Sao
protegidos de chegarem a temperaturas muito altas e para ndo se degradarem (AZIZ
et al.; 2018). Ao extrair compostos por maceragcao, a amostra € fracionada em contato
com solvente em recipiente fechado sob agitacdo constante, alguns exemplos desse

processo: a infusdo onde a agitacdo é feita em agua quente ou fria, a digestdo que é
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a maceracdo com aguecimento brando e a decoccao a qual a amostra € agitada em
agua em ebulicdo (SINGH, 2008; BELWAL et al.; 2018).

Os métodos alternativos de extracdo sdo considerados mais sustentaveis; tem
como finalidade proporcionar o uso de um menor volume de solventes organicos,
diminuir o tempo de processo, consumir menos energia, aumentar o rendimento e
trabalhar em faixas menores de temperatura, aumentando a preservagdo de
compostos bioativos (CHEMAT et al.; 2015). Entre eles encontram-se o uso de:
campo elétrico pulsado, aquecimento por pulso 6hmico, extracdo auxiliada por micro-
ondas, fluidos supercriticos e ultrassom (BARBA et al.; 2016).

Na extracdo com auxilio de campo elétrico pulsado, pulsos elétricos de
moderada a alta intensidade sdo aplicados em uma amostra. Esses pulsos
desestabilizam a membrana celular, de forma que as moléculas que a constituem
separam-se de acordo com suas respectivas cargas, formando eletroporos que
alteram a permeabilidade seletiva. Com a formacdo dessas aberturas, facilita-se a
passagem de fluidos intracelulares para as regiées mais externas (GOETTEL et al.;
2013; GANEVA; GALUTZOV; TEISSIE, 2003). O aquecimento por pulso éhmico,
também consiste na passagem de corrente elétrica; entretanto, a amostra funciona
como um resistor (CAPPATO et al.; 2017). Dessa forma, além da eletroporacao
(LEBOVKA et al.; 2005), ocorre a conversdo de energia elétrica em energia térmica,
ocasionando um aumento de temperatura que pode danificar a estrutura do material,
facilitando a extracdo de compostos (EL DARRA et al.; 2013; CAPPATO et al.; 2017).
A condutividade elétrica do material e a forca do campo elétrico influenciam
diretamente a performance do método; logo, materiais ndo condutores, como
alimentos com alta propor¢éao de gordura, sdo limitantes desse método (GAVAHIAN;
FARAHNAKY, 2018).

A micro-ondas conseguem elevar a temperatura de um corpo por dois
mecanismos: condugdo idnica e rotagdo de dipolo (MENENDEZ et al.; 2010). Na
conducéo ibnica os ions carregados positivamente rotacionarédo na direcdo do campo
elétrico gerado pelo forno de micro-ondas, enquanto ions negativos se moverao na
direcdo oposta (INCHINGOLO; CARDENIA; RODRUIGUEZ-ESTRADA, 2013). Na
rotacao de dipolo, moléculas com caracteristicas dipolares, como a agua, irdo tentar
se orientar em direcdo ao campo elétrico gerado (DATTA; DAVIDSON, 2000). Em
ambos os casos, ocorre a colisdo das moléculas, e dessa forma, a friccdo entre elas
produz calor, elevando a temperatura do produto (INCHINGOLO; CARDENIA;
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RODRUIGUEZ-ESTRADA, 2013). Para extracdes, as micro-ondas normalmente sao
utilizadas em conjunto com outros métodos (VIAN et al.; 2005). Usa-se um solvente
ou mistura de solventes que absorvam micro-ondas; dessa forma ele é aquecido,
proporcionando uma transferéncia de massa dos compostos internos para o exterior
junto com o aumento do gradiente da temperatura, otimizando a extracdo (VEGGI et
al.; 2012). O uso de micro-ondas causa a evaporac¢éo a umidade de dentro de matrizes
vegetais, ocasionando uma forte pressdo a ser liberada. Dessa forma, parte da
estrutura vegetal pode ser rompida, facilitando a transferéncia de massa dos solutos
internos (AMEER; SHAHBAZ; KWON, 2017). Fatores como polaridade do solvente,
tempo de processo, temperatura, poténcia das micro-ondas e interagdo da matriz da
amostra com 0s compostos a serem extraidos influenciam diretamente no processo
de extracdo (ESKILSSON; BJORKLUND, 2000).

Quando uma substancia atinge determinada temperatura ou pressao critica, a
qual perde-se a distincdo entre um composto com caracteristicas gasosas ou liquidas,
ela recebe o nome de fluido supercritico (YOUSEFI et al.; 2019). O fluido supercritico
possui viscosidade reduzida e maior difusividade, apresentando uma maior eficiéncia
no transporte de solutos, conseguindo penetrar mais rapidamente em matrizes sélidas
(DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016). Extracdes utilizando esses fluidos
acabam sendo mais rapidas, ocorrem em menores temperaturas, auséncia de
oxigénio e luz, favorecendo a preservacao de compostos mais sensiveis a degradacgao
(BELWAL et al.; 2018). O composto mais utilizado para esse fim é o diéxido de
carbono (COz2), por ser um gas de baixo custo, seguro, seus pontos criticos sao
moderados (31,2 °C e 73,8 bar) e é gasoso a temperatura ambiente, sendo facilmente
separado dos compostos extraidos (SANCHEZ-CAMARGO et al.; 2019). O CO2 é
apolar, entdo cossolventes mais polares sdo usados em conjunto, em menor
concentracdo, para extracdo de uma faixa maior de compostos (GALLEGO; BUENO;
HERRERO, 2019).

O ultrassom compreende ondas de frequéncia acima da faixa de som audivel
ao ser humano (20-20.000 Hz) (LEIGHTON, 2007). Quando propagadas em meio
liguido induzem as moléculas presentes a compressdes e rarefacdo; as diversas
mudancas de pressbes formam bolhas de ar, que se expandem e implodem,
caracterizando o fendbmeno chamado de cavitacdo (TIWARI, 2015). Para que a
cavitacdo ocorra € necessario um meio liquido, um gerador de energia e um transdutor

para converter energia elétrica, cinética ou magnética em energia acustica (PICO,
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2012). Essas bolhas colapsam de forma violenta, podendo gerar temperaturas e
pressdes muito altas a nivel microscépico (5000 K e 1000 atm) (SORIA; VILLAMIEL,
2010). O ultrassom pode ser usado em processos de extracao de compostos de fontes
vegetais. A cavitagcdo pode fragmentar e/ou danificar a estrutura de uma matriz
vegetal. Além disso, os fenbmenos de sonoporagdo e efeito sonocapilar podem
ocorrer; no primeiro ha uma mudanca de permeabilidade das membranas celulares e
o segundo facilita a passagem de liquidos através de canais e poros (CHEMAT et al.;
2017). Todos esses efeitos tendem a facilitar a difusividade de um determinado
solvente através de uma amostra, aumentando o rendimento da extracéo e diminuindo
o tempo de processo (CHEMAT etal.; 2017; AWAD et al.; 2012). Em estudo conduzido
por Xu et al. (2016), comparou-se a extracdo de compostos bioativos de Limonium
sinuatum pelos métodos de ultrassom, maceracao e Soxhlet. A extracdo por ultrassom
foi mais eficiente se comparado ao Soxhlet, devido a perda de compostos pela alta
temperatura do processo. A maceragdo obteve um rendimento da extrag&o
ligeiramente maior que a conduzida pelo ultrassom, entretanto o tempo de processo
realizado foi de 24 horas, contra 9,8 min do ultrassom. Em outra pesquisa, feita por
He et al. (2016), quantificou-se fendlicos totais e antocianinas totais de mirtilo
(Vaccinium ashei) por maceracdo e ultrassom. Ambos 0s métodos extrairam 0s
mesmos compostos, entretanto o ultrassom apresentou melhores niveis de extracao.
Os autores Kumar e Beneriee (2019) extrairam conteudo lipidico de biomassa de
leveduras oleaginosas (Trichosporon sp.), utilizando ultrassom, solvente binério e
Soxhlet. O ultrassom mostrou-se mais eficiente na quantidade de lipidio extraido e no
tempo de processo. Uma das justificativas dos autores é que os outros métodos agem
por difusdo do solvente e ndo por desestabilizacdo das células da levedura, que ocorre
devido ao efeito da cavitacao, liberando os lipidios retidos nas estruturas celulares

mais facilmente.

3.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE MISTURAS

O planejamento experimental € uma abordagem sistémica para a aplicacao de
métodos estatisticos que visa melhorar parametros de processo (BURUK SAHIN;
AKTAR DEMIRTAS; BURNAK, 2016). As variaveis que influenciam o desempenho de
um experimento podem ser classificadas em: variaveis de processo ou de mistura. A

variacdo nos niveis de ambos os tipos, influéncia no resultado do experimento,
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entretanto uma variavel de processo exerce uma influéncia individual, podendo ter seu
nivel variado independente de outras variaveis de processo (COSCIONE; ANDRADE;
MAY, 2005). Variaveis de mistura sdo interdependentes, pois seu efeito correlaciona-
se com a proporcao das demais variaveis de mistura. Dessa forma, o nivel desse tipo
de varidvel ndo pode ser alterado sem levar em consideracao a proporcéo dos demais
componentes do experimento (CORNELL, 2002). A interacdo dessas variaveis deve
satisfazer a Equacao 1 (PAL; MNADAL, 2008; COSCIONE; ANDRADE; MAY, 2005):

q

=1

Onde g € o numero de componentes da mistura, X; S&0 0S componentes e 0 somatorio
dos componentes deve ser igual a 1 ou 100%, demonstrando a interdependéncia entre
eles.

Uma forma de representar o resultado desse tipo de experimento € por meio
da superficie de resposta. E essa metodologia estatistica € utilizada para analisar a
influéncia das diferentes propor¢cées dos componentes de uma mistura na resposta
de um experimento, com o objetivo de otimizacdo (DEJAEGHER; VANDER HEYDEN,
2011). Uma mistura pode ser composta por dois componentes (binaria), trés

(terciaria), quatro (quaternaria) ou apresentar mais componentes (Figura 9).

Figura 9: Representagdes gréaficas de planejamento de (a) uma mistura binéria, (b) uma mistura
terciéria e (c) uma mistura quaternaria
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Fonte: Novaes et al. (2018).
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Um planejamento de misturas pode seguir diferentes modelos estruturais, que
definem a quantidade minima de experimentos a serem realizados; esses modelos
sao: linear, quadratico, cubico especial e cubico completo (ERIKSSON; JOHANSSON;
WIKSTROM, 1998) demonstrados na Figura 10.

Figura 10: Representacédo de modelos experimentais de misturas terciarias: (a) linear, (b) quadratico,
(c) cubico especial e (d) cubico completo

JAVATAAS

Fonte: Novaes et al.; (2018).

Os modelos experimentais podem ser do tipo simplex, simplex centroide e
simplex centroide expandido (DEJAEGHER; VANDER HEYDEN, 2011). Os
experimentos realizados sob simplex centroide ou expandido apresentam pontos
centrais onde misturas sdo compostas por proporcdes de todos os componentes
estudados (Figura 11).

Figura 11: Representacdo de um modelo experimental simplex centroide expandido de uma mistura
terciéria

1 =100% A

G
2=100%B 3=100%C

Fonte: Dejaegher, Vander Heyden (2011).
A escolha do planejamento depende do niumero de componentes da mistura,

interacbes entre eles a serem analisadas, complexidade do modelo, validagao
estatistica e viabilidade do procedimento (NOVAES et al.; 2018).



35

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIA PRIMA

As folhas de Pereskia aculeata (Ora-pro-Nobis) (OPN) foram obtidas de
produtor rural da regido dos Campos Gerais. Cha verde (CV) e cha branco (CB)
(Camellia sinensis) foram obtidos desidratados no mercado local, em Ponta Grossa —
PR, Brasil (umidade 8,07+0,25 e 8,61+0,19 g.100g™, respectivamente, por balanca de
infravermelho Sartorius Moisture Analyzer Model MA35, 110 °C.15 min‘t), assim como
0 azeite de oliva extravirgem (acidez maxima 0,5%; indice de peréxido <20 mEqO2.kg
L. extingéo especifica maxima no ultravioleta, K270 < 0,22, K232 < 2,50, deltaK < 0,01,
valores descritos na embalagem do produto) e o 6leo de soja refinado tipo 1, sem
adicao de antioxidantes.

As folhas de Pereskia acluleata foram lavadas e sanitizadas por imersdo em
solucéo de hipoclorito de sédio (200 mg.kg™t) por 10 min. Em seguida foram secas em
estufa de circulacdo e renovacao de ar (Tecnal, TE 394/1) a 60 °C (Umidade = 5,12
g.100g?'). Depois de secas, as folhas foram moidas em moinho de facas
(Tecnal/Tecmill TE-633) e armazenadas em embalagem de vidro devidamente
fechada e acondicionada a temperatura ambiente ao abrigo da luz.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Obtencao dos extratos vegetais

Os extratos foram obtidos a partir dos métodos de extracdo modificados de
Guandalini, Rodrigues e Marczak (2019) e Santos et al. (2012) com a combinacéo dos
solventes etanol e agua nas proporcdes de 75:25, 50:50 e 25:75 (v/v) (Figura 12). As
plantas secas (OPN, CV e CB) foram trituradas, moidas em moinho analitico e
peneiradas em peneira de 20 Mesh. Foram pesados 1,25 g dessas amostras, em
erlenmeyer, e adicionou-se 25 mL dos solventes nas diferentes proporcoes. As
extracOes foram realizadas por dois métodos distintos. No primeiro, a amostra com
solvente passou por um pré-tratamento em banho ultrassénico (Unique, USC 1400,
40 kHz) por 30 min a temperatura ambiente. Apds 30 min, o extrato foi centrifugado

por 10 min a 2795 x.g (5000 rpm) e o sobrenadante (S1) separado do precipitado. O
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precipitado foi ressuspenso nas mesmas propor¢des dos solventes prévios e agitado
por 30 min em incubadora (Shaker refrigerada NT 714, Nova Técnica) a 30 °C.
Novamente, o extrato foi centrifugado e seu sobrenadante (S2) foi misturado com S1
e armazenados em tubo Falcon em freezer a -18 °C. O precipitado foi entdo
descartado. No segundo método a etapa inicial do banho ultrassénico foi substituida
por agitagao em incubadora por 30 min a 30 °C e o restante do processo de extragao
seguiu conforme o primeiro método. Os extratos obtidos em ambos os métodos foram

armazenados em freezer a -18 °C.

Figura 12: Fluxograma do processo de extracao

Amostra (1,25 g) das
ervas

EtOH:H20: 75:25, 50:50 ou 25:75

Suspensdo Ultrassom [« Suspenséo Suspenséo Agitada
Ultrassom: 30 min Incubadora:30°
Centrifuga: 5000rpm/10min C/30 min Centrifuga: 5000rpm/10min
)
Solugéo Centrifugada Solugdo Centrifugada

P
-| Ressuspensao }4—| Sedimento Extrato ]

Incubadora:30°C/30 min

Suspensao Agitada

Extrato U final Extrato final

Centrifuga: 5000rpm/10min

4- « Solugédo Centrifugada Extrato
Sedimento

Fonte: o autor
*Nota: Extrato U refere-se a extracao proveniente do banho ultrassdnico

4.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada pelo método
descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999). Um mililitro de extrato foi
adicionado a 1 mL de etanol 95%, 5 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu 1N. Apés 5 min, foi adicionado 1 mL de carbonato de sodio 5% (Na2COs),

permanecendo em repouso durante 60 min para reacdo, a temperatura ambiente. A



37

quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada a partir da leitura de absorbéncia
em espectrofotometro UV-VIS Shimadzu 1240, a 725 nm, utilizando curva padréao de
acido galico (10 — 100 yg.mL™1) em etanol 95%.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.4.1 Inibicao do radical DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

Para avaliar a capacidade dos extratos das ervas sequestrarem o radical
DPPH?- foi utilizada a metodologia modificada de Cervato et al. (2000), de acordo com
Shetty et al. (2005). Trés mililitros de DPPH 60 uM em etanol foram adicionados a 1
mL de extrato hidroalcodlico e incubados a temperatura ambiente por 15 min. Foi
realizada leitura de absorbancia em espectrofotdmetro UV-VIS Shimadzu 1240, a 517
nm. A atividade antioxidante foi expressa em pmol Trolox.L (curva de calibragéo de
Trolox de 2,5 a 100 umol.L™?).

4.4.2 Teste do radical ABTS*. (acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

O método consiste em avaliar a capacidade que 0s compostos presentes nos
extratos das ervas apresentam em capturar o radical ABTS<+ pelo método descrito
por Re et al. (1999). Primeiramente foram preparadas solucdes estoque ABTS (7mM)
e K2S20s (2,46 mol.LY), misturou-se ambas a uma propor¢do de 1:0,5,
respectivamente. A solu¢do permaneceu estocada em reagdo por 16 horas, para
obtencao do radical ABTSe+. Apos esse periodo, 4 mL de ABTSe<+ foram diluidos em
200 mL de agua destilada. Em seguida, 100 pL de amostra dos extratos
hidroalcoolicos foram misturados com 1,4 mL de solucdo ABTSe+ diluida, reagindo
por 6 min. Foi realizada leitura de absorbancia em espectrofotbmetro UV-VIS
Shimadzu 1240, a 714 nm. A atividade antioxidante foi expressa em pumol Trolox.L*
(curva de calibracéo de Trolox de 2,5 a 100 umol.L?).
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4.5 ESTABILIDADE OXIDATIVA

4.5.1 Planejamento de misturas

Para avaliar o efeito antioxidante dos extratos hidroalcoolicos, foi realizado um
planejamento de misturas simplex centroide, totalizando 7 experimentos (Tabela 1).
Os extratos utilizados nesse planejamento, foram escolhidos de acordo com os
resultados de teor de compostos fendlicos e solventes utilizados e liofilizados em
liofilizador modelo LD 1500 (Terroni) previamente. Dessa forma, eles foram
ressuspensos em 25 mL de etanol e adicionados puros ou em mistura, de acordo com
o planejamento, a uma concentracdo de 4% sob o peso total das amostras lipidicas
(azeite de oliva e dleo de soja).

Tabela 1. Delineamento experimental para avaliacdo da estabilidade oxidativa da matriz lipidica
adicionada de extratos hidroalcoolicos de cha verde, ché branco e ora-pro-nébis.

Variaveis codificadas*

Ensaios X1 X2 X3

1 0 0
2 0
3 0 1
4 1/2 1/2 0
5 1/2 0 1/2
6 0 1/2 1/2
7 1/3 1/3 1/3

Notas: * X1: extrato hidroalcodlico de ora-pro-nébis; X2: extrato hidroalcoélico de chéa verde; X3:

extrato hidroalcodlico de chéa branco.

Os controles consistiram na matriz lipidica sem adicdo de antioxidantes e
adicionada do antioxidante sintético BHT na concentracdo de 100 mg.kg*(BRASIL,
1988). Todas as amostras, adicionadas ou ndo de antioxidantes, foram submetidas

ao teste de oxidagao acelerada por Rancimat.
4.5.2 Ensaio Rancimat
A estabilidade oxidativa das matrizes lipidicas (6leo de soja e azeite de oliva) foi

analisada através de equipamento Rancimat (893 Professional Biodiesel Rancimat,

Metrohm). Duplicatas de 3,0+0,1 g de amostras de ambos os 6leos, foram adicionadas
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de 4% dos extratos vegetais de Cha verde, Cha Branco e/ou Ora-pro-Nobis, assim
como o controle e amostras adicionadas de antioxidante sintético BHT. As amostras
foram inseridas nos tubos de reacao e sujeitas a oxidacao acelerada por aumento de
temperatura até 110,0+0,9 °C sob fluxo de ar de 10 L.ht. Os compostos volateis
provenientes da oxidacdo das amostras séo transportados pelo fluxo de ar até a célula
condutimétrica, previamente imersa em agua ultrapura, a qual mede a condutividade
elétrica da agua continuamente. O resultado da analise é dado pelo tempo de inducéo,
em forma de gréafico, sendo ele, o ponto de interseccédo entre a tangente horizontal
(condutividade, uS.cm) e a vertical (tempo, h). Nessa intersecc¢ao, ocorre o inicio da
propagacdo da reacdo de oxidacdo do Oleo, devido ao aumento da condutividade
elétrica da agua, influenciada pelo aumento da concentracdo dos compostos volateis
provenientes da oxidacao (TINELLO et al.; 2018).

4.6 ANALISE DE CUSTO ESTIMADO

O custo estimado na obtencéo e aplicacao dos extratos de Pereskia aculeata (ora-
pro-ndbis) e Camellia sinensis (cha verde e cha branco) foi calculado levando em
consideracao o preco do quilo das plantas, preco do litro dos solventes utilizados e
aplicacdo em 1 kg de amostra de matriz lipidica. Desconsiderou-se custo energético
para obtencdo dos extratos e foi feita comparacdo com o valor necessario para

aplicacao de antioxidante sintético BHT.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste trabalho foram expressos como média seguida do
desvio padrdo amostral. A homocedasticidade foi verificada pelo teste de Levene e as
diferengas significativas das médias entre os tratamentos foram avaliadas utilizando
analise de variancia (ANOVA), seguido de teste de Fisher LSD (p < 0,05). O efeito das
variaveis independentes (extratos hidroalcodlicos e suas misturas) na resposta
dependente (tempo de inducao) foi avaliado por metodologia de superficie de resposta
(MSR). Os modelos matematicos foram propostos a partir da regressdo multipla para
cada resposta (Statistic® 8.0).



40

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foram testadas diferentes propor¢des e misturas de solvente etanol e agua
(75:25, 50:50 e 25:75), com ou sem uso de ultrassom, na extragdo de compostos
fendlicos das matrizes vegetais, cha verde e cha branco (Camellia sinensis) e ora-pro-
Nobis (Pereskia aculeata).

Os extratos de ch& verde (CV) apresentaram maior teor de fendlicos totais e
melhores resultados nos testes de atividade antioxidante de forma geral, se
comparados aos extratos de cha branco (CB) e ora-pro-nébis (OPN) (Tabela 2). A
Camellia sinensis é amplamente conhecida por seu elevado teor de compostos
fendlicos e potencial antioxidante, segundo a literatura. Embora CV e CB provenham
da mesma planta, o ultimo provém de folhas e bulbos mais jovens. Em estudo
realizado por Rusak et al. (2008), extracdes de cha verde e branco foram realizadas
variando-se tempo (5, 15 e 30 min) e solventes (agua a 80 °C, dgua a 80 °C + 5 mL
de suco de limao, etanol 10, 40 e 70%), observou-se 0 menor teor de compostos
fendlicos totais e flavonéides do cha branco se comparado ao cha verde em todos os
ensaios, exceto com a adicao de suco de limdo a agua, o qual ndo houve diferenca
significativa. Entretanto, em estudo realizado por Zielinski et al. (2015), onde
investigou-se a otimizacdo da extracdo de chas verde, branco e preto e suas misturas
binarias e ternarias, a formulacdo com 100% de ché& branco apresentou o maior teor
de compostos fendlicos e potencial antioxidante em extracao com agua destilada a 80

°C por 15 min.
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Tabela 2. Resultados de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos de cha
verde sem ultrassom (CV) e com ultrassom (CVU) e cha branco sem ultrassom (CB) e com ultrassom
(CBU) em diferentes proporcdes dos solventes etOH:H20 (1 = 75:25, 2= 50:50 e 3 = 25:75).

AMOSTRAS Fendlicos Totais (mg GAE.g') Inibigdo DPPH: (umol Inibicdo ABTS*(umol

Trolox.L™?) Trolox.L™?)
Cvi 4,51 £ 0,022 38552,42 + 1734,77¢ 1167,72 + 4,974
Cv2 4,43 £ 0,262 44211,31 + 229,492 1141,51 £ 9,04¢
Cv3 3,86 £ 0,02¢ 44311,46 + 541,682 1244,96 + 19,552
Cvul 4,30 £ 0,022 b 44712,09 + 625,482 b 1191,63 + 8,08¢
Cvuz2 4,19 + 0,040 45613,51 + 770,952 1215,08 + 10,35
Cvu3 4,31+0,11ab 43660,44 + 1312,59b 1206,34 + 6,010 ¢
CB1 3,61 £ 0,06°¢ 3224252 + 1022,63b 1265,19 + 6,94a.b
CB2 3,67 £ 0,020 22026,48 + 0,41° 1237,14 + 6,21°
CB3 3,65+ 0,02b.¢c 29287,88 + 780,654 1263,35 + 2,87ab
CBU1 3,79 £ 0,002 31291,02 + 378,08 ¢ 1246,34 + 9,04
CcBU2 3,59 + 0,01¢d 30840,31 + 229,49¢ 1234,85 + 24,72
CBU3 3,54 + 0,074 35197,15 + 770,952 1269,33 £ 2,102

Nota: Letras iguais na mesma coluna para cada ché individualmente néo apresentam diferenca
significativa (Fischer LSD, p > 0,05).

O extrato CV3, com maior proporcao de agua e sem aplicacdo de ultrassom,
apresentou o menor valor de compostos fendlicos totais dentre os extratos de CV,
porém maiores resultados nos testes antioxidantes de DPPH- e ABTS*:, havendo
diferenca estatistica em todos os resultados de sua contraparte com aplicacdo de
ultrassom (CVU3).

Para os extratos de CB, o extrato também com maior proporcéo de agua, mas
com aplicacdo de ultrassom (CBUS3), obteve menor teor de compostos fendlicos totais
e maior atividade antioxidante nos testes in vitro (Tabela 2).

Uma maior quantidade de fendlicos, ndo significa uma maior atividade
antioxidante, visto que a estrutura dos compostos extraidos esta intimamente ligada a
seu potencial antioxidante, assim como o meio reativo e o radical livre em questao
(SHAHIDI, 2015). Na Camellia sinensis a presenca e quantidade das catequinas
influenciam diretamente seu potencial antioxidante, visto que esses sao 0s principais
compostos fendlicos em sua composicdo. As catequinas majoritarias sao:
epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), galato de epicatequina (ECG) e galato de

epigalocatequina (EGCG), em sua ordem crescente de atividade antioxidante
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(GRAMZA; KORCZAK, 2005). Em estudo realizado por Unachukwu et al. (2010)
comparou-se o teor de catequinas totais de 8 amostras comerciais de chi branco com
19 amostras de cha verde.; foi observado que de modo geral o cha verde apresentou
maior teor de catequinas e maior atividade antioxidante em testes in vitro. A
guantidade desses compostos pode variar devido a fatores externos como
temperatura, visto que em Xiang et al. (2021), mudas de Camellia sinensis foram
cultivadas em diferentes temperaturas (15, 20, 25 e 30 °C), sendo observado um
aumento de catequinas simples e esterificadas conforme a temperatura do tratamento
aumentava. Assim, as condi¢des as quais essas plantas foram previamente expostas,
pode ser um fator de impacto nos teores de compostos bioativos.

Em estudo conduzido por Hu et al. (2016) comparou-se o teor de catequinas
extraidas do cha verde em diferentes proporcdes de solvente etanol:agua (0:100,
25:75, 50:50, 75:25, 100:0) e diferentes tamanhos de particulas das folhas do cha (8,
45 e 100 Mesh). Foi constatado uma menor extracdo de catequinas nos solventes de
adgua e etanol absolutos (65,21+1,97 e 3,34+0,24 mg.g*, respectivamente), assim
como nas particulas maiores de 8 Mesh. O maior teor de catequinas foi obtido a 100
Mesh com solvente na propor¢éo 50:50 (147,68+1,14 mg.g™). Eles também avaliaram
a solubilidade da catequina EGCG (epigalocatequina galato) presente na composi¢cao
da Camellia sinensis, sendo ela mais soltuvel no etanol absoluto (76,80+1,73 g.100g"
Y,

Para a ora-pro-nobis (Tabela 3), os resultados de compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante foram inferiores aos dos chas. Entre os extratos, as amostras
com aplicacao de ultrassom néo apresentaram diferenca significativa se comparadas
a suas contrapartes sem ultrassom. Os extratos OPN2 e OPNU2, com proporcéo
etOH:H20 de 50:50, obtiveram os maiores resultados de fendlicos totais.

O ultrassom tem como finalidade a quebra das estruturas micro celulares das
plantas, para facilitar a penetracdo do solvente, podendo ocasionar uma maior
extracdo de compostos. Regra essa que néo foi observada nas amostras de chas
branco e verde. O efeito do ultrassom sobre a amostras vegetais, dependera de
fatores como a frequéncia usada, tempo de exposicao e estrutura particular de cada
planta (TOMA et al.; 2001; XU, et al.; 2017). Em estudo realizado por Cruz et al.
(2021), foi relatada atividade antioxidante em extratos de folhas de Pereskia aculeata,
assim como uma mistura de propor¢ao 60:40 (H20:etOH) para otimizacdo da extracao

de compostos fendlicos (64 mg GAE.g'). Sendo essa muito proxima da composicdo
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do solvente que apresentou melhor teor de fendlicos totais no presente estudo, 50:50
para as amostras OPN2 e OPNU2. A composicao de solventes foi proxima, porém o
teor de compostos fendlicos totais foi muito superior, podendo ser atribuida a diferenca
dos parametros de extracao do estudo, visto que as folhas secas de Pereskia aculeata
passaram por extracao a 45 °C por 30 min, na proporcao de 1:20 de massa de amostra
por massa de solvente. Além disso, nesse mesmo estudo foi relatado pela primeira
vez os antioxidantes: acido chicorico, e isobmeros dos acidos cafeoil-hexarico e

coumaroil-hexarico em folhas de ora-pro-noébis.

Tabela 3. Resultados de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos de ora-pro-
nébis sem ultrassom (OPN) e com ultrassom (ONPU) em diferentes propor¢des dos solventes
etOH:H20 (1 = 75:25, 2= 50:50 e 3 = 25:75).

AMOSTRAS Fendlicos Totais (mg Inibigdo DPPH- (umol  Inibicdo ABTS*-(umol
GAE.g?) Trolox.L™Y) Trolox.L™?)

OPN1 0,147 + 0,006¢ 1303,44 + 18,962 49,06 + 0,27
OPN2 0,192 + 0,0042 757,58 + 20,85¢ 50,74 £ 0,122
OPN3 0,181 + 0,004 1053,04 + 14,45¢ 46,15 +0,17¢

OPNU1 0,143 + 0,004¢ 418,72 + 10,42 49,06 + 0,21k

OPNU2 0,191 + 0,0042 1004,64 + 11,564 46,66 + 0,35¢

OPNU3 0,181 + 0,004° 1139,85 + 18,96 46,44 +0,11¢d

Nota: Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (Fischer LSD, p > 0,05).

Teoricamente o ultrassom deveria ter aumentado a permeabilidade do solvente
através da estrutura das plantas de modo facilmente observavel (SHIRSATH;
SONAWAN; GOGATE, 2012). Entretanto, de modo geral, a utilizacdo de banho
ultrassénico ndo afetou de forma significativa a extracdo de compostos fendélicos em
nenhum dos extratos estudados. Além de possivelmente aumentar o rendimento,
outro efeito relatado no uso de ultrassom é a extracdo dos compostos em menor
tempo, efeito esse que nao foi testado no presente estudo (LIEU; LE, 2010). Em Horzié
et al. (2012), foi comparada a eficacia da extracdo de compostos fendlicos do cha
amarelo, outro produto derivado da Camellia sinensis, com banho ultrassénico e probe
ultrassénico. O probe se mostrou mais eficiente ao extrair mais compostos fenolicos
nas mesmas condi¢cdes que o banho, sugerindo-se que o modo que o ultrassom é

aplicado no teste, também influencia na extracdo de componentes bioativos.



44

5.2 TESTE DE OXIDACAO ACELERADA RANCIMAT

Os extratos escolhidos para o planejamento de misturas e uso no teste do
Rancimat, foram para os chas, o CVU1 e CBU1, ambos com uso de ultrassom e com
0s maiores resultados de compostos fendlicos totais. Para Ora-pro-Noébis, optou-se
pelo OPN1, que embora tenha tido os menores resultados de fendlicos totais,
apresenta a mesma composicdo de solventes que o0s extratos de cha
(etOH:H20/75:25), além disso durante a liofilizagdo dos extratos com maior teor de
agua, formou-se uma mucilagem, ndo ocorrendo a liofilizacdo de modo adequada.

Nas Tabelas 4 e 5, estdo apresentados os resultados do teste do Rancimat
realizado em amostras de azeite de oliva extravirgem e 0leo de soja respectivamente.
Todas as amostras adicionadas de extratos apresentaram um maior tempo de inducéo
a oxidacdo se comparadas as adicionadas do antioxidante sintético BHT e a amostra
controle (sem adicdo de antioxidantes). Em pesquisa realizada por Santos et al.
(2012), os antioxidantes sintéticos TBHQ, BHA e BHT apresentaram uma menor
resisténcia térmica, se comparados aos antioxidantes naturais a—tocoferol, acido
cafeico e acido ferulico, ao terem o inicio de sua degradacao térmica a temperaturas
inferiores a 100 °C, podendo indicar uma baixa eficiéncia na protecdo de 6leos sob
estresse térmico.

O azeite de oliva adicionado de extrato puro de cha branco (CB), obteve o maior
tempo de inducéo junto com a mistura de cha verde com cha branco (CVCB). O extrato
isolado de ora-pro-ndbis (OPN), apresentou o menor tempo de indu¢do se comparado

aos outros extratos puros.
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Tabela 4. Resultados do tempo de inducéo pelo teste de oxidag&do acelerada Rancimat nas amostras
de azeite de oliva extravirgem dos extratos puros (CV, CB e OPN), misturas binarias (CVCB, CVOPN,
CBOPN), terciaria (CVCBOPN), antioxidante sintético (BHT) e amostra sem adicao de antioxidante

(Controle)
AMOSTRAS Tempo de Inducao (h) Aumento no tempo
de inducéao (%)*

Ccv 28,710,003 139,25
CB 29,05+0,0022 142,08
OPN 21,23+0,006f 76,92
CcvCB 29,07+0,0022 142,25
CVOPN 24,100,008 100,83
CBOPN 23,28+0,007¢ 94,00
CVCBOPN 25,05+0,009¢ 108,75
BHT 20,96+0,021¢ 74,67
Controle 12,00+0,021h -

Notas: *Calculado comparado com o tempo da amostra controle sem adi¢do de antioxidantes.
Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (Fischer LSD, p > 0,05).

Em estudo conduzido por Malheiro et al. (2012), extratos aquosos de cha
branco e cha verde apresentaram protecdo limitada em amostras de azeite de oliva
aquecidas por micro-ondas. Azeites com 0s extratos de cha submetidos a esse tipo
de estresse térmico comecaram a demonstrar comportamento pré-oxidante quando
eram expostos por mais 3 min as micro-ondas, diminuindo a estabilidade oxidativa
dos 6leos. Assim, a natureza do aquecimento ao qual os 6leos sdo submetidos, podem
influenciar na performance dos extratos antioxidantes em estudo.

Para as amostras de 6leo de soja (Tabela 5), houve diferenca significativa entre
todas. O extrato de CV puro apresentou o melhor resultado no tempo de inducdo das
amostras de 6leo de soja.

Em pesquisa conduzida por Nedamani et al.; (2014), foram comparados 0s
efeitos antioxidantes de extratos etandlicos de alecrim (Rosmarinus officinalis), cha
verde (Camellia sinensis), frutas de carvalho (Quercus branti) e suas misturas no
controle oxidativo de Oleo se soja, todas as misturas apresentaram comportamento
antagbnico, mas ainda assim melhor desempenho que antioxidante sintético BHT,

sendo o extrato puro de cha verde o mais eficiente.



46

Tabela 5. Tempo de inducéo pelo teste de oxidacdo acelerada Rancimat nas amostras de 6leo de
soja dos extratos puros (CV, CB e OPN), misturas binarias (CVCB, CVON, CBOPN), terciaria
(CVCBOPN), antioxidante sintético (BHT) e amostra sem adicédo de antioxidante (Controle).

AMOSTRAS Tempo de Inducao (h) Aumento no tempo

de inducéao (%)*
Ccv 22,84+0,0022 68,93
CB 22,44+0,002° 65,98
OPN 18,35+0,003" 35,72
CvCB 22,22+0,001¢ 64,35
CVOPN 20,72+0,003f 53,25
CBOPN 20,6+0,0079 52,37
CVCBOPN 21,19+0,003¢ 56,73
BHT 21,31+0,009¢ 57,62
Controle 13,52+0,056' -

Notas: *Calculado comparado com o tempo da amostra controle sem adi¢cdo de antioxidantes.
Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (Fischer LSD, p > 0,05).

Os tempos de inducdo as amostras de azeite de oliva com adicdo de extratos
vegetais demonstraram-se superiores as amostras de 6leo de soja. Em estudo
realizado por Yin et al. (2012), notou-se uma relagao de sinergismo entre a-tocoferol
e extrato de cha verde no aumento do tempo de inducdo a oxidacdo de Oleo de
girassol; esse mesmo composto também apresentou sinergismo com epicatequina,
um fitoquimico encontrado na Camellia sinensis. O a-tocoferol faz parte dos
componentes minoritarios do azeite de oliva que apresenta atividade antioxidante
(AMBRA et al.; 2017).

Em contrapartida, a amostra de 6leo de soja controle mostra um tempo de
inducao superior ao azeite de oliva controle. Isso pode se justificar pela presenca de
pigmentos fotossensibilizadores no azeite de oliva, como a clorofila, metais de
transicdo como o cobre e o ferro, visto que o 6leo de soja passa por refinamento,
processo esse que diminui significativamente o teor desses componentes pro-
oxidantes (CHOE; MIN, 2006).
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5.3 ANALISE ESTATISTICA

5.3.1Azeite de Oliva

O modelo estatistico foi determinado de acordo com o efeito das diferentes
proporcdes dos extratos (CVU1, CBUL e OPN1) no tempo de indugcdo como variavel

resposta, o planejamento com os dados encontra-se na tabela 6.

Tabela 6. Fatores experimentais e variavel resposta do planejamento de misturas para azeite de oliva

o Variavel
Variaveis
_ Resposta
Ensaios
) Tempo de
Ora-pro-nobis Cha Verde Cha Branco
Inducéo (h)
1 0 0 28,71
2 0 29,05
3 0 1 21,23
4 1/2 1/2 0 29,07
5 1/2 0 1/2 24,10
6 0 1/2 1/2 23,28
7 1/3 1/3 1/3 25,05

Para avaliar o efeito dos extratos e suas misturas no tempo de inducédo do
azeite de oliva, foi realizado um teste de efeitos estimados, resultados esses

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7.Efeitos dos extratos puros e misturas para o azeite de oliva.

Componentes Coeficiente Erro Padréo T p-valor
Cv 28,7174 0,0424 676,6769 <0,01
CB 29,0629 0,0424 684,8181 <0,01
OPN 21,2369 0,0424 500,4119 <0,01
CvCB 0,5502 0,1951 2,8205 0,0224
CVOPN -3,6577 0,1951 -18,7502 <0,01
CBOPN -7,6667 0,1951 -39,3008 <0,01

Nota: T = t-student
Valores do coeficiente positivo, indicam que o0 aumento na variavel em questao

tende a aumentar o tempo de inducao e valores negativos demonstram que a variavel
dificulta o aumento no tempo de inducdo. Todos o0s extratos e suas misturas

apresentaram efeitos significativos no teste (p-valor < 0,05) para um nivel de confianca



48

de 95%. Foi plotado um gréfico de pareto como representacdo grafica desses
resultados (Figura 13).
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Observa-se que todos os efeitos das variaveis, sejam eles positivos ou
negativos, foram significativos ao influenciar a variavel de resposta de tempo de
inducdo. O extrato de CB (T = 684,8181) apresentou o maior nivel de influéncia
positiva no tempo de inducdo do azeite de oliva, seguido pelo cha verde (T =
676,6769), nas concentracdes testadas neste trabalho. As interacfes dos extratos de
CV e CB com o extrato de OPN (T =-39,3008 e -8,7502, respectivamente) mostraram-
se negativas; assim a presenca de OPN em conjunto com esses extratos apresenta
um comportamento antagonico, dificultando a melhora no processo. Entretanto, o
extrato de OPN, assim como demais extratos puros, tem efeito positivo no tempo de
inducao.

Considerando os coeficientes de regresséo apresentados na Tabela 8, o tempo
de inducédo pode ser estimado de acordo com a equacao 2.

Tempo de Indugao (h) = 28,7174CV + 29,06CB + 21,230PN + 0,55(CB.CV) —
3,65(CV.0ON) — 7,66(CB.OPN) (2)

Assim, foi gerado um grafico de superficie de respostas para otimizacdo do

processo considerando as variaveis de CV, CB e OPN (Figura 14).
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Figura 14: Resposta para os efeitos das proporgfes dos extratos de Cha Verde (CV), Cha Branco
(CB) e Ora-pro-Nobis (OPN) no aumento do tempo de indugéo do azeite de oliva de acordo com
metodologia de superficie de resposta R2

OPN
0,00 51,00

R2 = 0,9997
R2,,= 0,9996

0,25 0,75

M =29
<29
Il <28
Il <27
[ <28
[1<25
,000 <24

1,004
I <23
0,00 0,25 0,50 075 1,00 <22

cv CB

Fonte: o autor

A equacao demonstrou bom ajuste (R? =0,9997), assim 99,97% dos resultados
obtidos para o tempo de inducdo podem ser explicados por ela. No grafico de
superficie de resposta percebe-se que o tempo de inducéo do azeite de oliva se eleva
conforme aumenta-se a concentracdo de CB e CV e diminui ao aumentar a dosagem
de OPN.

Para a obtencédo do valor 6timo de tempo de inducdo aplicou-se um teste de
desejabilidade. Dessa forma, as propor¢cdes dos extratos que atendem o maior valor
de tempo de inducao nas presentes condi¢des (D = 0,9361) foram de 0,25 de CV, 0,75
de CB e 0,0 de OPN, com um resultado 6timo previsto de 29,08 h. O resultado do

teste de desejabilidade para o azeite de oliva ndo foi confirmado no presente estudo.
5.3.2 Oleo de Soja
O modelo estatistico foi determinado de acordo com a influéncia das diferentes

proporc¢des dos extratos (CVU1, CBUL e OPN1) no tempo de indugcdo como variavel

resposta, o planejamento com os dados encontra-se na tabela 8.
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Tabela 8. Fatores experimentais e variavel resposta do planejamento de misturas para azeite de oliva

o Variavel
Variaveis
. Resposta
Ensaios
. ) ] Tempo de
Ora-pro-nobis Chéa Verde Chéa Branco .
Inducéo (h)
1 0 0 22,84
2 0 22,44
3 0 1 18,35
4 1/2 1/2 0 22,22
5 1/2 0 1/2 20,72
6 0 1/2 1/2 20,60
7 1/3 1/3 1/3 21,19

Para avaliar o efeito dos extratos e suas misturas no tempo de inducao do 6leo

de soja, foi realizado um teste de efeitos estimados, resultados esses apresentados

na Tabela 9.

Tabela 9.Efeitos dos extratos puros e misturas para o 6leo de soja.

Componentes Coeficiente Erro Padréo T p

Ccv 22,8392 0,0056 4037,028 <0,01
CB 22,4382 0,0056 3966,148 <0,01
OPN 18,3482 0,0056 3243,206 <0,01
CcvCB -1,6548 0,0260 -63,634 <0,01
CVOPN 0,52715 0,0260 20,271 <0,01
CBOPN 0,8631 0,0260 33,191 <0,01

Nota: T = t-student

Todos 0s extratos e suas misturas apresentaram efeitos significativos no teste

(p-valor < 0,05) para um nivel de confianca de 95%. Assim, plotou-se um grafico de

pareto como representacao grafica desses resultados (Figura 15)



51

,

Nota-se que o extrato de CV (T = 4037,02) apresentou o maior nivel de
influéncia positiva no tempo de indugéo do 6leo de soja, seguido pelo cha branco (T
= 3966,148) e pela OPN (T = 3243,206). A Unica interacdo a demonstrar influéncia
negativa na amostra foi entre CV e CB (T = -63,6342), demais interacées com OPN
apresentaram efeito positivo, resultado contrario ao visto com o azeite de oliva.

Os coeficientes de regressao apresentados na Tabela 10 formam a equacao 3
gue pode ser usada para prever o tempo de inducéo:

Tempo de Indugio (h) = 22,8392CV + 22,4382CB + 18,34820PN — 1,6548(CB.CV) +
0,52715(CV.0OPN) + 0,8631(CB.0P) (3)

Assim, foi gerado um grafico de superficie de respostas para otimizacdo do

processo considerando as variaveis de CV, CB e OPN (Figura 16).
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Figura 16: Resposta para os efeitos das proporg8es dos extratos de Cha Verde (CV), Cha Branco
(CB) e Ora-pro-Nobis (OPN) no aumento do tempo de indugéo do 6leo de soja de acordo com
metodologia de superficie de resposta

OPN
0,004;1,00

R? = 0,9999
R2,4= 0,9999

22
B <22
<21

1,00
’ <20
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 B < 19

Ccv CB

Fonte: o autor

A equacao demonstrou bom ajuste (R2 =0,9999), assim 99,99% dos resultados
obtidos para o tempo de inducdo podem ser explicados por ela. No grafico de
superficie de resposta percebe-se que o tempo de inducédo do éleo de soja se eleva
conforme aumenta-se a concentragéo de CB e CV e diminui ao aumentar a dosagem
de OPN.

Para a obtencéo do valor 6timo de tempo de inducdo aplicou-se um teste de
desejabilidade. Assim, o uso do extrato de CV puro (100 % da mistura) prediz o maior
valor no tempo de indugao de acordo com o teste (22,84 h, D = 0,9993). O resultado
do teste de desejabilidade para o 6leo de soja foi confirmado no presente estudo, visto
que a proporcdo de solventes considerada oOtima fazia parte do planejamento de

misturas inicial.
5.4 ANALISE DE CUSTO ESTIMADO
Considerando a obtencéo de 1 L dos extratos CVU1, CBU1 e OPN1, todos com

proporcao etOH:agua de 75:25, para uso no teste de oxidagcéo acelerada do Rancimat,

consideram-se os valores dos materiais de acordo com Tabela 10.
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Tabela 10. Materiais utilizados na obtencéo dos extratos vegetais aplicados no teste de oxidacao
acelerada do Rancimat e seus respectivos valores.

Material Valor (R$) *
Etanol grau analitico (L) 26,66
Agua destilada (L) 4,50
Chéaverde (kg) 23,00
Chéa Branco (kg) 18,00
Ora-pro-Nobis (kg) 81,40
BHT (kg) 792,00

Nota: *Valores médios de marcas comerciais.

Para producéo de 1 L de extrato, seriam necessarios 0,025 kg de cada exemplar
vegetal para a primeira extracdo de 500 mL, logo os valores de massa de planta
seriam: R$ 0,05, R$ 0,04 e R$ 0,20, para cha verde (CVU1), cha branco (CBU1) e
ora-pro-nobis (OPN1), respectivamente.

Para a mistura do solvente, seriam necessarios, 0,375 L de etanol e 0,125 L de
adgua destilada, dessa forma, o valor de solvente total para a primeira extracao seria
de R$ 10,56.

O preco de solvente para a primeira extracao é fixo, variando apenas o valor
das plantas, assim, o valor do primeiro extrato de cada planta seria R$ 10,61 (CVU1),
R$ 10,60 (CBU1) e R$ 10,76 (OPNL1).

Na segunda etapa da extracao, ndo hé incorporacdo de nova massa de plantas,
apenas a ressuspensdo na mesma proporcdo de solvente, assim, o valor desse
solvente é fixo para todos os extratos, totalizando R$ 10,56 para cada extrato. Logo,
somando-se o volume da primeira extracdo com a segunda, teriamos 1 L de extrato
de cada planta.

Em seguida, os extratos sao liofilizados e antes de sua aplicacdo nas matrizes
lipidicas, eles sé@o ressuspensos em 1 L de etanol, sendo o custo dessa ressuspensao
de R$ 26,66 para cada um.

O custo total para obtencéo do extrato de cada planta antes da aplicacdo nos
Oleos, sem considerar custo energético, seria de R$ 47,83, R$ 47,82 e R $47,98, para
CVU1, CBU1 e OPN1, respectivamente.

Para aplicacéo individual nas amostras de 0leos, considerou-se a proporc¢ao de
4% de extrato sobre a massa total de 6leo, para esse calculo, sera considerado 1 kg

de matriz lipidica. Dessa forma, o volume de extrato aplicado seria de 0,04 L.
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Esses volumes em valores monetéarios seriam para cada planta, R$1,91 (CVU1),
R$1,91 (CBU1) e R$1,92 (OPNL1).

Para o antioxidante sintético, a legislacao brasileira permite adicdo maxima de
100 mg.kg* de 6leo do BHT. Dessa forma, para aplicacdo seriam utilizados 0,0001 kg
no valor de R$ 0,08 (Tabela 11).

Tabela 11. Valores monetarios dos extratos finais, aplicacdes a 4% e aplicagdo de antioxidante
sintético BHT em 1 kg de matriz vegetal.

Variavel Valor monetario (R$)
Extrato final CVU1 (L) 47,83
Extrato final CBU1 (L) 47,82
Extrato final OPN1 (L) 47,98
Aplicacdo 4% extrato CVU1 1,91
Aplicac&o 4% extrato CBU1 1,91
Aplicac&o 4% extrato OPN1 1,92
Aplicacdo 100 mg.kg™ BHT (kg) 0,08

Os custos dos extratos de plantas demonstram-se superiores ao BHT, entretanto
os resultados encontrados no teste de Rancimat mostram um resultado mais eficiente
dos antioxidantes naturais se comparados ao sintético. Além disso, estudos
demonstram efeitos maléficos do BHT a salde, como sua capacidade de causar dano
ao DNA, resultando no desenvolvimento de tumores, canceres e apoptose das células
do corpo, sendo seu efeito carcinogénico relacionado a inducao de estresse oxidativo
nas células (XU et al.; 2021).

Dessa forma, os antioxidantes naturais sdo uma fonte de segura, acessivel,
atoxica e limpa, que vai de encontro com a atual necessidade de busca de substitutos
para os antioxidantes sintéticos (TAGHVAEI; JAFARI, 2015; ALADEDUNYE, 2014).
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6 CONCLUSAO

O extrato de cha verde apresentou os maiores teores de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante nos testes in vitro DPPH- e ABTS*:, e 0 extrato de Ora-
pro nobis apresentou os menores valores, nas condi¢des testadas neste trabalho. A
utilizagéo de banho ultrassonico na obtengao dos extratos, ndo demonstrou um efeito
significativo no aumento da extracdo dos compostos fendlicos. Todos os extratos e
suas misturas demonstraram um efeito antioxidante no azeite de oliva e 6leo de soja,
aumentando o tempo de inducdo a oxidagcédo no equipamento Rancimat, assim como
valores superiores ao antioxidante sintético BHT. O tempo de inducdo das amostras
de azeite de oliva foram superiores ao 6leo de soja, provavelmente devido a interacao
dos compostos fenélicos com outros componentes do proprio azeite de oliva. Na
andlise de superficie de resposta, o extrato de cha branco apresentou maior impacto
positivo no tempo de inducdo do 6leo de soja, enquanto o cha verde desempenhou
um melhor efeito no azeite de oliva. O extrato de ora-pro-nobis apresentou efeito
positivo em ambos os Oleos, porém suas interagcbes com o0s extratos de cha
demonstraram efeito negativo no tempo de inducdo. Dessa forma, as plantas
apresentadas no seguinte trabalho mostraram-se potenciais antioxidantes naturais

para a substituicdo de antioxidante sintético em Gleo de soja e azeite de oliva.
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