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Processo limpo de incorporacdo de antioxidantes do orégano e do gengibre em

0leo de canola

RESUMO

O oleo de canola vem despertando grande interesse devido a sua composigdo em
acidos graxos, como os acidos oleico, linoleico e a-linolénico, apontados como benéficos para
a saude, além de possuir baixissima quantidade de gordura satura. Porém, este 6leo ainda é
pouco estudado. A fim de prolongar a vida Gtil de alimentos, a industria alimenticia faz uso de
antioxidantes. A adicdo desses compostos sintéticos estd em desuso por apresentar riscos a
salde, assim, hd um aumento na busca por antioxidantes provenientes de fontes naturais. O
processo de extracdo/obtencdo de antioxidantes é realizado por meio do uso de solventes
organicos, tendo o metanol e o etanol como os solventes mais amplamente e comumente
utilizados. Esses solventes, além de alto custo, possuem propriedades perigosas e toxicas, e
seu uso deve ser restrito. Sendo assim, neste estudo foram explorados antioxidantes naturais
provenientes do orégano e do gengibre, incorporados em 6leo de canola de forma direta, sem
o uso de solventes organicos, processo conhecido como ““solvent free”.

A capacidade antioxidante dos 6leos de canola com especiarias foi avaliada pelo
método de absorcdo dos radicais oxigenados (ORACE.) de compostos hidrofilicos
(H-ORACEg) e compostos lipofilicos (L-ORACEg.). O o6leo de canola contendo orégano
apresentou a maior capacidade antioxidante (832 + 12,8 umol TE g™*) seguido do 6leo de
canola contendo gengibre (137 + 15,8 umol TE g™) na concentracéo de 5,0 g de especiarias
por 100,0 g de 6leo de canola. As analises do Oxitest® e TBARS comprovaram a eficacia dos
antioxidantes do orégano e gengibre na protecdo de 6leo de canola contra a oxidacéo lipidica,
e os resultados obtidos utilizando CLAE-EM e CLAE-EM/EM confirmou a eficiéncia da
extracdo/incorporacéo direta de antioxidantes em 6leo de canola utilizando um processo verde
de extracdo e identificacdo total de 9 compostos antioxidantes provenientes do orégano e
gengibre.

Palavras-chave: CLAE-EM, ORAC, capacidade antioxidante, Oxitest®, TBARS, quimica

verde.



Processo limpo de incorporacdo de antioxidantes do orégano e do gengibre em

0leo de canola

ABSTRACT

Canola oil is very interest because the composition of fatty acid reports as beneficial to
health. However, this oil has been little studied. In order to prolong the shelf life of food, the
food industry adds synthetic antioxidants in foods. However, it’s in disuse for presenting
health risks, so there is an increase to search antioxidants from natural sources. The
extraction/obtain process of antioxidants is made through the use of organic solvents, like
methanol and ethanol. These solvents are expensive, have hazardous and toxic properties, and
its use should be restricted. Therefore, in this study natural antioxidants from oregano and
ginger were incorporated into canola oil directly, without using organic solvents, known like
“solvent free” process.

The antioxidant capacity of the canola oils with spices was evaluated by Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORACk.) method of hydrophilic compounds (H-ORACE.) and
lipophilic compounds (L-ORACk.), and the highest antioxidant capacity was of the samples
containing oregano (832 + 12.8 umol TE g*) and ginger (137 + 15.8 umol TE g*) in the
concentration of 5.0 g of spices per 100.0 g of canola oil. Oxitent® and TBARS analysis
proved the efficiency of antioxidants from oregano and ginger in the protection of canola oil
against lipid oxidation, and the results obtained using HPLC-MS and HPLC-MS/MS
confirmed the efficiency of the extraction/incorporation direct of antioxidants in canola oil
using a green extraction process and identification of a total of 9 antioxidant compounds from

oregano and ginger.

Keywords: HPLC-MS, ORAC, antioxidant capacity, Oxitest®, TBARS, green chemistry,

solvent free.
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1. INTRODUCAO

1.1. Oleo de canola e seus beneficios

A canola (Brassica napus L. var oleifera) € uma oleaginosa pertencente a familia das
brassicaceas e ao género Brassica, e € uma modificacdo da colza contendo menos de 2% de
acido erucico (22:1n-9) no 6leo e menos de 30 umol de glucosinolatos por grama de farelo

desengordurado, os quais sdo considerados inconvenientes para o desenvolvimento humano®?.

Na safra 2012/2013, a quantidade produzida de grédos de canola no mundo foi estimada
em 60,63 milhdes de toneladas, representando 13% da producdo mundial de grdos de
oleaginosas®, tendo como seus maiores produtores a Unido Europeia (19,21%), China
(14,01%), Canada (13,87%) e india (6,80%), os quais juntos responderam por 53,89% da
producdo mundial®. No Brasil a producéo de canola ainda é baixa quando comparada com
outros paises. Porém, entre os anos de 2008 e 2011 teve um crescimento na sua producao
atingindo 59.100 hectares (ha) de area plantada®. O Rio Grande do Sul, principal estado
produtor, atingiu sua maior area semeada em 2014, com 40.025 hé 3.

Conhecido e utilizado na cozinha de varios paises, o 6leo de canola é o terceiro dleo
vegetal mais produzido e consumido no mundo, depois da palma e do 6leo de soja’. E
conhecido como uma excelente fonte de acido linoleico (18:2n-6) e alfa-linolénico (18:3n-3),
que sdo &cidos graxos poli-insaturados das familias 6mega-6 e dmega-3, respectivamente,
conhecidos como essenciais por ndo poderem ser sintetizados pelo organismo humano,
adquiridos por meio da dieta®. Os é4cidos graxos poli-insaturados das familias 6mega-3 e
Omega-6 trazem beneficios para a saude humana, pois previnem enfermidades
cardiovasculares, cancer de célon, doengas imunoldgicas, favorecem o desenvolvimento

cerebral e da retina e possuem caracteristicas anti-inflamatorias’®.

Em virtude dessas suas qualidades, o 6leo de canola tem conquistado espaco no
mercado ano apds ano e, inclusive, tem sido vendido a precos mais elevados®. Segundo Omidi
e colaboradores®®, o 6leo de canola apresenta o menor teor de gordura saturada (7%) de
qualquer 6leo comestivel comum. Dos acidos graxos insaturados, € composto por 61% de

acido oleico (18:1n-9), 22% de acido linoleico (18:2n-6) e 10% de acido alfa-linolénico
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(18:3n-3). Estudos™*2*3 evidenciam os beneficios associados ao consumo do 6leo de canola,
a reduzir o risco de cardiopatias vasculares, com a reducédo do colesterol total no sangue e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL), conhecido como “colesterol ruim”, devido a sua

composicao em acidos graxos.
1.2. Oxidacdo lipidica

Devido a alta quantidade de &cidos graxos insaturados presentes no 6leo de canola, 0s
quais oxidam facilmente, torna-se necesséria a adi¢cdo de compostos antioxidantes para inibir

0s mecanismos de oxidacéo lipidica™®.

A oxidacdo lipidica € um processo degradativo que ocorre quando 0 OXigénio
atmosférico, ou aquele que esta dissolvido no 6leo, reage com acidos graxos insaturados
presentes no mesmo. As rea¢fes quimicas envolvidas no processo de oxidacao dos 6leos séo
complexas e geram, em seus estagios mais avancados, produtos sensorialmente inaceitaveis,

dentre eles, aldeidos, cetonas e 4cidos carboxilicos.

Segundo Araujo®, os lipidios podem ser oxidados por diferentes mecanismos. Dentre 0s

mais comuns estdo a auto-oxidacao, as reacoes hidroliticas, enzimaticas, e a fotoxidacao.

A auto-oxidacdo é o principal mecanismo de oxidacdo dos éleos e gorduras. Este
processo pode ser dividido em trés etapas esquematizadas na Figura 1: iniciacdo, propagacao

e finalizagao®.

Iniciagdo: RH — R*+H*

Propagac&o: R*+ 0, — ROO*
ROO® + RH — ROOH +R*

Finalizacdo: ROO*® + R* — ROOR

ROO® + ROO®* — ROOR + O,
R*+R* - RR

Figura 1. Esquema das reacdes de oxidacdo lipidica™

A etapa de iniciacdo consiste na quebra da ligacdo carbono-hidrogénio vizinho a dupla

ligacdo da cadeia carbonica do 4cido graxo (RH) com a formacéo de radicais livres (R®). Na
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segunda etapa, a de propagacéo, o radical formado reage com o oxigénio, que por sua vez,
reage com outra insaturacdo do &cido graxo, formando o hidroperéxido (ROOH) e um novo
radical livre. Os radicais livres produzidos atuam como propagadores da reagéo, resultando
em um processo autocatalitico. Na etapa de finalizacdo, os radicais livres que reagem entre si
juntamente com a decomposicao dos hidroperoxidos produzem compostos carbonilicos como

cetonas, aldeidos, acidos carboxilicos, alcoois, éter e outros compostos organicos'®*’.

O efeito do antioxidante consiste na inativacdo dos radicais livres, na complexacao de
ions metalicos ou na reducdo dos hidroperoxidos para produtos incapazes de formar radicais

livres e produtos de decomposicao rangosos™.

A complexidade do processamento do alimento, aliada & necessidade de aumentar o
periodo de armazenamento, torna o produto sujeito a deterioracdo oxidativa. Portanto, a
utilizacdo de substancias quimicas capazes de oferecer protecdo contra a oxidacdo se faz

necessaria.
1.3. Compostos antioxidantes

Os antioxidantes, em sua maioria, sdo compostos aromaticos com finalidade de inibir ou
retardar a oxidac&o de 6leos e gorduras em alimentos gordurosos™®. O mecanismo de acdo dos
antioxidantes, representado na Figura 2, baseia-se na doacdo de um elétron a um radical livre
interrompendo a oxidacgdo por ele provocada. Os antioxidantes transformam-se em radicais

livres, porém, podem se estabilizar sem promover ou propagar reacdes de oxidacao™®.
ROO® + AH — ROOH + A°®
R*+AH —->RH+A*
onde: ROO* e R* sdo radicais livres; AH é um antioxidante ativo e A® é um radical inerte

Figura 2. Mecanismo de ag&o para os antioxidantes primarios™.

Dentre as propriedades caracteristicas dos antioxidantes descritas por Bailey™ estdo, a
eficacia em baixas concentracgdes, auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor, e
em outras caracteristicas do alimento, estabilidade durante o0 processamento e

armazenamento, além da baixa toxicidade de seus produtos de oxidag&o.
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Os antioxidantes sintéticos mais comumente utilizados na industria de alimentos
(Figura 3) sdo o butil-hidroxi-anisol (BHA), 2,6-di-terc-butil-4-hidroxitolueno (BHT), terc-
butil-hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (PG)*.

OH OH
C(CHa). (H3C), C(CH,)
OCH3 CH3
BHA BHT
OH OH
C(CH,) HO OH
OH COOC3H,
PG TBHQ

Figura 3. Estruturas dos antioxidantes sintéticos'®

No Brasil, a ANVISA limita 200 mg Kg™ para o BHA (INS 320) e TBHQ (INS 319) e
100 mg Kg™* para BHT (INS 321) e PG (INS 310) como concentragdes maximas permitidas

em alimentos®. Pesquisas?’ %! %

relacionadas a toxicologia indicam a possibilidade de
antioxidantes sintéticos apresentarem efeitos carcinogénicos em experimentos com animais.
Dessa forma, pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de explorar produtos naturais que
permitam substituir ou serem associados aos antioxidantes sintéticos com finalidade de

diminuir suas quantidades nos alimentos.

Estudos encontrados na literatura®*?

relatam que muitas sdo as vantagens da utilizacdo
de antioxidantes naturais provenientes de plantas alimenticias. Além de serem aceitos pelos
consumidores, sdo considerados seguros e ndo precisam de testes de seguranca, jA que a
maioria dessas substancias ja se encontram presentes em alimentos. Esses sdo obtidos a partir

de recursos naturais com propriedades funcionais e propriedades sensoriais aceitaveis.

Dos antioxidantes naturais, os mais utilizados sdo os tocoferéis e os &cidos fenélicos™.
Conhecidos como Vitamina E, os tocoferdis ocorrem em quatro diferentes compostos, a, f, y

e o (alfa, beta, gama e delta), dependendo da localizacdo dos grupos metila no anel
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(Figura 4) . A atividade antioxidante relativa entre os diferentes compostos dos tocoferéis
depende de vérios parametros, como temperatura, composicdo e forma da gordura (liquida,

emuls&o) e concentracéo™.

CH, CHs CHs
R, 0 CHs

o — tocoferol: R, =R, =R; = CH,

B —tocoferol: R,= Ry = CH;; R,=H
y — tocoferol: R, = H; R, = Ry = CH,4
o — tocoferol: R, =R, = H; Ry = CH,4

Figura 4. Estrutura dos tocoferois.

Este grupo é associado a prevencdo de doencas neurodegenerativas, aterosclerose,
inflamacdo cronica, cancer e envelhecimento precoce, devido ao seu poder antioxidante e

vitaminico?®.

A legislacdo brasileira permite a adicdo de 300 mg Kg™* de tocoferéis (INS 307) em
alimentos como aditivos com funcéo antioxidante™®. Os tocoferéis sdo encontrados de forma
natural em o6leos vegetais, dentre eles o 6leo de girassol, considerado o mais rico em

a-tocoferol, seguido pelo de algodao, palma, canola, amendoim, oliva, milho, soja e coco®.

Os é&cidos fendlicos sdo caracterizados por possuirem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula®’. Devido ao
poder destes compostos, de conferirem propriedades antioxidantes tanto para os alimentos
como para 0 organismo, sdo indicados para o tratamento e prevencdo do cancer, doencas

cardiovasculares e outras doengas®'.

Sdo divididos em trés grupos: dos acidos benzoicos (Figura 5), que possuem sete

atomos de carbono (Cs-C1) e sdo os mais simples encontrados na natureza. Acidos cindmicos
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(figura6), que possuem nove atomos de carbono (Cs-Cs), € as cumarinas, obtidas por

derivatizacdo do &cido o-cumérico, por meio da ciclizacdo da cadeia lateral (Figura 7)'°%’.

Os produtos intermediarios formados por estes antioxidantes sao relativamente estaveis,

devido a ressonancia do seu anel aromatico®’.

Rs COOH

R4

Acido salicilico: R;=OH; R,=R;=R,=H

Acido gentisico: R;=R,=OH; R,=R;=H

Acido p-hidroxibenzoico: R;=R,=R,=H; R;=0H
Acido protocatequinico: R;=R,=H; R,=R,=0H
Acido vanilico: R;=R,=H; R,=OCH,; R;=0H
Acido galico: R,=H; R,=R;=R,=OH

Acido siringico: R;=H; R,=R,=0OCH,; R;=OH

Figura 5. Estruturas quimicas dos principais acidos benzdicos.

R, Ry
Rs CH = CH-COOH
R4

Acido cinamico: R,=R,=R;=R,=H

Acido o-cumérico: R;=OH; R,=R;=R,=H
Acido m-cumarico: R;=R;=R,=H; R,=OH
Acido p-cumérico: R;=R,=R,=H; R;=OH
Acido caféico: R;=R,=H; R,=R;=0OH

Acido ferdlico: R;=R,=H; R,=OCHj; R;=0H
Acido sinapico: R;=H; R,=R,=0OCHs; R;=OH

Figura 6. Estrutura dos principais acidos cindmicos.
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@)
OH 0—C
—_— \
//CH
CH = CH-COOH CH
Acido o-cumarico Cumarina

Figura 7. Estrutura quimica do &cido o-cumarico e das cumarinas.

1.4. Quimica verde e processo de extracdo de antioxidantes

Atualmente, a quimica tem uma vasta participacdo no desenvolvimento e producédo de
inimeros produtos, que sdo fundamentais a humanidade. Porém, a producdo quimica também
gera alguns inconvenientes. Entre os maiores causadores de impacto ambiental encontra-se o
tratamento inadequado ou, ainda, o ndo tratamento de residuos gerados pela industria
quimica®®. Assim como os residuos domésticos e industriais produzidos diariamente, a
utilizacdo de solventes perigosos e toxicos em laboratorios é considerada um problema para a
salide e seguranca dos trabalhadores e também para a poluicdo ambiental®.

A linha de pensamento, que tem por objetivo tornar a quimica uma aliada do meio
ambiente, é chamada de quimica verde, ou quimica limpa, quimica ambientalmente correta,
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ou ainda, quimica autossustentavel®. Um dos principios da quimica verde, o da prevencao,

frisa que a forma mais eficiente de minimizar o impacto ambiental de uma atividade industrial
é prevenindo a producéo de residuos apés sua geracdo, ao invés de trata-los?®. Estudos®®*!
buscam alternativas que evitem ou minimizem a producdo de residuos industriais, com a
restricdo do uso de solventes organicos nas linhas de producdo industriais, método este,

conhecido como “solvent firee”.

Atualmente, o processo de obtencdo dos antioxidantes através de extratos vegetais é
feito via solventes organicos, como metanol, etanol, éter de petréleo, cloroférmio, entre
outros®. Esses solventes possuem propriedades perigosas e toxicas, podendo causar efeitos

adversos a satde, além de ter alto custo, pois s&0, em sua maioria, derivados do petréleo?.

Por exemplo, a exposicdo cronica ao metanol, um dos solventes mais utilizados para
obtencdo dos extratos, pode levar a intoxicacdo, causando inflamagdo dos olhos, dores de

cabeca recorrentes, insdnia, problemas de estdmago, insuficiéncia visual, e dermatite®.
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Nos dias de hoje, os alimentos orgénicos vem ganhando cada vez mais espaco no
mercado. Cultivados e processados sem o uso de fertilizantes artificiais, pesticidas, herbicidas,
fungicidas, reguladores de crescimento e aditivos, os alimentos organicos despertam interesse
nos consumidores, que procuram consumir esses alimentos, visando & salde, bem estar, e 0

meio ambiente*?,

Sendo assim, no caso dos produtos com adicdo de antioxidantes naturais, € mais facil
mostrar ao consumidor que o seu produto ndo contém residuos dos solventes organicos
utilizados na sua fabricagdo, quando estes néo estdo envolvidos no processo®®. Dessa forma, o

método “solvent free” ganha destaque pra este fim.

1.5. Orégano (Origanum vulgare L.)

O Orégano (Origanum vulgare) é uma espécie nativa da Europa, do Mediterraneo e do
sul da Asia Central. E uma erva perene e aromatica, muito utilizada na cozinha como tempero
devido ao seu aroma e sabor caracteristico®*.

Esta especiaria é utilizada como uma planta medicinal com propriedades antibacteriana
e antifungica poderosas. Os compostos responsaveis por estas propriedades biologicas sdo 0s
polifendis, tais como &cido rosmarinico, o carvacrol, o acido caféico e o timol®. Estudos®**’
determinaram que estes compostos possuem poder anticancerigeno, antimicrobiano, antiviral,
antimutagénica, anti-inflamatdria e efeito sobre doencas cardiovascular.

Além destas propriedades citadas, o orégano € muito eficaz contra o retardamento da
oxidagdo lipidica. Atuando como um antioxidante, previne todas as fases do processo
oxidativo, incluindo o bloqueio da peroxidacao lipidica dos fosfolipideos das membranas das
células, catalisada pelo ferro®. Dentre a gama de antioxidantes presentes no orégano, o 4cido
rosmarfnico é o que normalmente se encontra em maiores concentragdes®. O orégano é
apontado também como fonte dos antioxidantes kaempferol, acido p-hidroxibenzoéico, acido
caféico, acido siringico, entre outros®.

Esta gama diversa das propriedades biolégica e antioxidante do orégano torna essa

especiaria muito interessante, e pesquias®**

visam a utilizacdo de extratos e/ou do 0leo
essencial do orégano como aditivos em alimentos tanto para uso humano quanto para uso

animal, a fim de aumentar a qualidade de seus produtos e torna-los mais saudaveis.
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1.6. Gengibre (Zingiber officinale)

O gengibre (Zingiber officinale) é uma planta herbacea da familia das Zingiberaceae,
originaria da ilha de Java, da india e da China. Utilizado como condimento e como erva
medicinal desde a antiguidade pelos povos asiaticos, foi distribuido pelos continentes na era
das grandes navegacOes e comércio de especiarias. O rizoma, parte comercial da planta,

atualmente é comercializado in natura, em conserva, cristalizado, seco e em p6™*.

E uma das especiarias mais populares e usadas mundialmente, devido ao seu aroma e
sabor pungente®. Ao longo dos anos, 0 gengibre tornou-se um importante medicamento para
tratamento de gripe, distdrbios do sistema nervoso, infec¢bes gengivais, dores de dente, asma,

paralisia, desconforto gastrointestinal e diabetes™,

O O6leo essencial do gengibre possui aplicacdo na indastria de alimentos como
aromatizante e antioxidante, na industria cosmeética como fragrancia e na industria
farmacéutica devido as propriedades anti-inflamatéria, antibacteriana e antitumoral *° .

Estudos*? 4647

evidenciam o uso de extrato de gengibre e comprovam a sua eficacia na
inibicdo do processo carcinogénico em células cancerosas em experimentos realizados com
animais. Dessa forma, o extrato de gengibre é apontado como um agente quimioterapéutico
alternativo na prevencéo e inibicdo do cancer. Mahady e colaboradores*® mostram que o
extrato de gengibre exerce efeito quimiopreventivo nos casos de gastrite e Ulceras, provocados

pela bactéria Helicobacter pylori.

Além disso, o gengibre também tem despertado bastante interesse devido a sua eficacia
como antioxidante, cuja atividade é atribuida aos compostos conhecidos como gingerols,
gingerdidis e shogaols**°. Devido & sua abundéncia, baixo custo, seguranga no consumo e as
suas propriedades biolégicas e antioxidante, o gengibre despertou grande interesse nas
industrias alimenticia e farmacéutica, a fim de inovar seus produtos e levar aos consumidores

os beneficios oferecidos por ele*.
1.7. Capacidade de absorcao dos radicais oxigenados

A capacidade de absorcdo dos radicais oxigenados (ORAC, do inglés Oxygen Radical
Absorbance Capacity) € um método amplamente utilizado para avaliar a atividade
antioxidante em amostras bioldgicas e alimentos. O método determina a degradacdo oxidativa

da molécula de fluoresceina (FL) na presenca de geradores de radicais livres, tais como


http://pt.wikipedia.org/wiki/Radical_(qu%C3%ADmica)
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compostos azo-iniciadores que sdo responsaveis por produzir o radical peroxil. A medida que
a reacdo progride, a fluoresceina é consumida e a intensidade de fluorescéncia diminui
(Figura 8) *°.

AAPH ROO

. W ~
Fluoresceina ____— 3 Produto nao fluorescente

Figu
8. Reacdo de oxidacao da fluoresceina do método ORAC.

Na presenca de antioxidante, o decaimento da fluorescéncia € inibido, devido a reacéo
entre 0s compostos antioxidantes com os radicais peroxil, interrompendo a oxidagéo

provocada.

O grau de protecdo é quantificado e atribuido a area liquida (Aamostra - Abranco) €Ntre as
curvas de decaimento da fluorescéncia da amostra que contém o antioxidante com a amostra
que ndo o contém, como ilustra a Figura 9. Os resultados sdo expressos como equivalente de

Trolox, que é um analogo da vitamina E>**2.

Fluorescéncia
~<-Amostra
\\_ \l\
Samostra-Sbranco
- \ N
Branco-= \ \
N N
N o~
o~ \“L

Tempo de incubagdo (min)

Figura 9. Decaimento da curva de fluoresceina no ensaio ORAC**


http://en.wikipedia.org/wiki/Azo_compound
http://en.wikipedia.org/wiki/Peroxyl_radical
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Huang e colaboradores®® foram os pioneiros no desenvolvimento do ensaio para
componentes lipofilicos, utilizando g-ciclodextrina como um potencializador da solubilidade,
0 gque permite mensurar a capacidade antioxidante de ambos 0s componentes de uma amostra,

lipofilicos e hidrofilicos, e dessa forma, obter um valor total da capacidade antioxidante®.

O ORACk_ € uma técnica consolidada e de alta precisdo, dentre outras vantagens pode-
se destacar que € adaptavel para inimeras matrizes de amostras, incluindo plasma, tecido
vegetal, alimentos entre outros, sendo capaz de quantificar antioxidantes ndo proteicos

utilizando &cido perclérico, sulfato de aménio ou acetona nos procedimentos de extracéo>.
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1.8. Oxitest®: ponto de inducéo de rancificacio

O Oxitest® (do inglés, Oxidation Test Reactor) fabricado pela Velp Scientifica
(Figura 10) é um equipamento utilizado para determinar o periodo de inducgdo de rancificacdo
de lipidios, através da aceleracdo do processo de oxidacao utilizando temperaturas elevadas

(até 110°C) e presséo de oxigénio ultra puro pré-determinada™.

Figura 10. Equipamento utilizado para estudos de inducdo do ponto de rancificacdo de 6leos.
(Oxitest®)

O tempo necessario para que se iniciem as reacdes de oxidacdo da amostra é dito tempo
ou periodo de inducdo de rancificacdo, e no Oxitest®, este tempo é determinado a partir da

diminuicdo da pressdo de oxigénio, por meio de duas tangentes (Figura 11).

Durante o processo oxidativo da gordura, o oxigénio é consumido, e esta diminui¢do da
pressdo de oxigénio nos permite obter informagdes Uteis sobre a amostra, de modo acelerado,
poupando tempo em relacdo a outras metodologias existentes, além de obter resultados mais

precisos®®.

S

Ponto de Inducgéo

Pressdo O, (bar)
N

0 500 1000 1500
Tempo (min)

Figura 11. Exemplo de grafico gerado pelo Oxitest®.
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1.9. Substancias reativas do Acido tiobarbitarico

O método TBARS (do inglés, Thiobarbituric Acid Reactive Substances) é muito
utilizado para avaliar o grau de oxidacdo em alimentos, por meio da quantificacdo das
substancias reativas do acido tiobarbitdrico (TBA). O TBA reage com o malonaldeido (MA),
um produto secundario da peroxidacéo lipidica, em meio acido e alta temperatura, produzindo
um composto de cor vermelha, com absorbancia ao redor de 532-535 nm*’. A formagéo do
cromogénio envolve duas moléculas de TBA e uma de MA, iniciada pelo ataque nucleofilico
entre o carbono 5 do TBA e o carbono 1 do MA, seguido de desidratacdo e reacdo similar do

composto intermediario com uma segunda molécula de TBA (Figura 12)°®.

OH
S N OH HO N SH
NN A Y Y
‘ /L\ + Oéf\V/QQO _ﬁj* Nao ~_ _N
—
HO N SH MA OH OH
TBA Cromogeénio

Figura 12. Reacdo do teste TBARS entre o 4cido 2-tiobarbitdrico e 0 malonaldeido®®

A quantificagdo é feita a partir de curvas de calibragdo com concentra¢fes conhecidas
de malonaldeido. Esta € uma técnica rapida, sensivel e de baixo custo, utilizada em uma
variedade de sistemas complexos, como plasma, urina e soro, tendo grande utilidade na

comparacdo de um tnico material em diferentes estagios de oxidacao®® > .

1.10. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (CLAE-EM)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura. Ela estd fundamentada na migracéo diferencial dos componentes, que ocorre devido
a diferentes interages, entre duas fases imisciveis que estdo em contato intimo, a fase movel

e a fase estacionaria®.

A grande variedade de combinagdes entre fases modveis e estacionarias a torna uma
técnica extremamente versatil e de grande aplicacéo, podendo ser utilizada, além da separacédo

dos componentes de uma mistura, para a identificacdo de compostos, por comparagdo com



28

padrdes previamente existentes e também para a purificacdo de compostos, separando as

substancias indesejaveis®.

A cromatografica liquida de alta eficiéncia (CLAE) emprega colunas recheadas com
materiais especialmente preparados e uma fase movel, eluida sob altas pressdes, o que permite
uma reducdo no didmetro das particulas da fase estacionaria, no interior da coluna
cromatogréafica. Essa diminuicao das particulas resulta em uma area superficial muito maior, o
que promove uma separacdo mais eficiente dos componentes da amostra, aléem de permitir o
uso de colunas menores, volumes menores de amostras, na faixa de microlitros (uL), e de fase
mével®#2,

Esta técnica separa e analisa qualitativamente ou quantitativamente uma grande
variedade de compostos em diversos tipos de amostras complexas, como sangue, urina, solo,
alimentos, entre outros, com tempo reduzido de analise, alta resolucdo, eficiéncia e
versatilidade®. Visto isto, os campos de utilizacdo da CLAE sdo muitos, por exemplo, é

utilizada para fins legais, médicos, industrias e pesquisas.

Os detectores normalmente utilizados na CLAE sdo o detector espectrofotométrico
(UV-Vis), por indice de refracdo, por fluorescéncia, eletroquimico e o espectrometro de
massas. Este Gltimo fornece um nivel de detectabilidade muito maior quando acoplado ao
CLAE, com apenas a desvantagem de ser de alto custo e necessitar de um operador
capacitado®.

O espectrometro de massas € constituido basicamente por trés partes: fonte de
ionizacdo, analisador de massas e 0 detector, que sdo operados sob condicdes de alto vacuo.
Uma vez formados os ions, eles sdo analisados pelo analisador de massas de acordo com as
suas razdo massa/carga (m/z)®®*. Os métodos de ionizagdo mais utilizados nos dias atuais sdo
por electrospray (ESI) e ionizacdo/dessorcao a laser auxiliada por matriz (MALDI do inglés
Matrix-assisted laser desorption/ionization)®. Os analisadores mais comuns sdo: magnéticos
e eletrostaticos, quadrupolos lineares, quadrupolos ion trap e tempo de voo. A deteccéo ¢ feita

por meio de multiplicador de elétrons®.

O desenvolvimento de novos equipamentos com capacidade de experimentos de
espectrometria de massas sequencial (MS"), tornou a espectrometria de massas uma das
principais técnicas para caracterizacdo de moléculas®, sendo aplicada em analise ambiental,

protedmica, metaboldmica, aplicacdes clinicas e forense®.
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Na analise de antioxidantes, a CLAE tem-se mostrado muito eficiente, quando
comparado, por exemplo, a cromatografia gasosa (CG), outro método de analise muito
utilizado®®. Na CG, a amostra deve ser volatil e termicamente estavel, j& que o método utiliza
temperaturas elevadas. Quando a amostra ndo possui essas caracteristicas, € necessario fazer
uma derivacio®’. Como os compostos antioxidantes do orégano e do gengibre sdo de baixa
volatilidade e termicamente instaveis, a caracterizagio desses compostos via CG é inviavel®,
Ja na CLAE, o Unico requisito para a amostra, € que ela seja soltvel na fase movel, por isso

esta técnica se torna t&o interessante para este tipo de anélise®.

Ultimamente, muitos estudos® ** ®7- %

utilizaram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas (CLAE-EM) para analisar compostos
antioxidantes, com a finalidade de identificacdo, caracterizacdo estrutural das moléculas e

quantificacao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Incorporar antioxidantes provenientes do orégano e gengibre de forma direta no 6leo de

canola.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a capacidade antioxidante dos o6leos de canola bruto, com orégano e
com gengibre por meio de método ORACk;

e Auvaliar o periodo de inducdo de oxidacdo do 6leo de canola, com e sem adi¢cdo
de antioxidantes, utilizando um novo método, o0 Oxitest®;

e Avaliar o grau de oxidacdo do 6leo utilizando 0 método TBARS;

e  Caracterizar os antioxidantes presentes no orégano e no gengibre por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE-EM,;
CLAE-EM/EM).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Triagem

Por meio de buscas na literatura®” % 7% 727 da ervas e especiarias mais comuns na
culinria brasileira, que se apresentam como fontes acessiveis de antioxidantes naturais, foram
pré-selecionadas para este trabalho, orégano (Origanum vulgare L.), alho (Allium sativum L.),
sélvia (Salvia officinalis L.), alecrim (Rosmarinus officinalis L.), manjericdo (Ocimum
basilicum L.), alfazema (Lavandula angustifolia), cenoura (Daucus carota L.) e gengibre
(Zingiber officinale). Todos in natura, exceto o orégano, que foi utilizado desidratado. Estes

produtos foram adquiridos no comércio de Maringa-PR.

Todas as hortalicas, exceto o orégano desidratado, foram lavadas em agua corrente e
deixadas em uma solucdo de hipoclorito de sédio (0,25% v/v), preparada de acordo com o
rotulo do produto, por 15 minutos, e posteriormente secas com papel toalha.

O alho, a cenoura e o gengibre foram descascados e posteriormente triturados. Da
cenoura, utilizou-se somente a casca. As folhas de sélvia, alecrim, manjericdo, alfazema e
orégano também foram triturados e armazenados a vacuo em sacos de polipropileno a -18'C e

posteriormente incorporados no dleo de canola, conforme descrito no item 3.3.

Foram obtidas nove amostras de 6leo de canola aromatizado: orégano desidratado; alho;
séalvia; alecrim; manjericdo; alfazema; gengibre; manjericdo + alho; cenoura + alho. Para
essas amostras, utilizou-se 5,0 g das especiarias para 100 g de 6leo de canola, exceto para as
amostras das combinacfes de manjericdo com alho, e cenoura com alho, que foi utilizado

2,5 g de cada especiaria, totalizando 5,0 g.

Posteriormente, realizou-se uma avaliacdo sensorial, para 0 requisito aroma, das nove
amostras de 6leo de canola, utilizando uma ficha de avaliagdo de acordo com a Figura 13. A
incorporacdo de aroma proveniente de fontes naturais no 6leo de canola visa aumentar a

aceitacdo comercial deste produto.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Lineu
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lineu
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Avalie as amostras de 6leo de canola com aromatizantes e pontue
conforme a escala hedonica cada amostra quanto ao atributo AROMA:

Amostra 1
9- Gostei muitissimo
8- Gostei muito
7- Gostei moderadamente
6- Gostei ligeiramente
5- Ndo gostei/ Nem desgostei
4- Desgostei ligeiramente
3- Desgostei moderadamente
2- Desgostei muito
1- Desgostei muitissimo

Figura 13. Ficha utilizada para avaliacdo da aceitabilidade das nove amostras de 6leo de
canola.

A tabela 1 traz as médias das pontuacdes, na ordem decrescente, de cada amostra de
6leo de canola aromatizado conforme a avaliacdo sensorial. De acordo com a tabela, as
amostras que tiveram maior aceitacdo no requisito aroma foram o 6leo de canola com

orégano, alho, manjericéo e gengibre.

Tabela 1. Médias das pontuacgdes provenientes da avaliacao sensorial dos 6leos de canola
aromatizados.

Oleo de canola aromatizado Média
Orégano desidratado 75
Gengibre 6,7
Manjericao 6,1
Alho 5,4
Manjericdo + alho 53
Cenoura + alho 53
Alecrim 4,6
Alfazema 45
Salvia 4,0

A partir do resultado do teste sensorial, analisou-se qualitativamente a capacidade
antioxidante das quatro amostras com maior aceitacdo por meio do ORACk.. Quanto maior a
capacidade da amostra, menor é o decaimento da fluorescéncia. Sendo assim, de acordo com a
Figura 14, é possivel observar que a amostra de éleo de canola contendo orégano foi a que
apresentou maior capacidade antioxidante, seguido das amostras contendo gengibre,

manjericdo e alho.
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Figura 14. Resultado de ORAC para as amostras de dleo de canola aromatizado com maior
aceitabilidade na avaliagéo sensorial.

De acordo com os resultados obtidos pelo método ORACEk., selecionaram-se as
especiarias que apresentaram melhores resultados, orégano e gengibre, para os estudos

posteriores.
3.2. Amostragem

O gengibre foi lavado em &gua corrente e deixado imerso em uma solucdo de
hipoclorito de sodio (0,25% v/v), preparada de acordo com o rétulo do produto, por 15
minutos. Depois de descascado, o gengibre foi cortado em pequenos pedacos e colocado para
secar em estufa com ventilacio forcada durante 24 h a 50°C. O orégano e o gengibre seco
foram triturados e peneirados utilizando uma tela de 35 mesh e embalados a vacuo em sacos

de polipropileno e mantidos no congelador a -18°C.

3.3 Incorporacdo dos antioxidantes do orégano e gengibre no 6leo de canola

Na incorporacdo dos antioxidantes, foi utilizado Oleo de canola bruto (sem
antioxidantes), gentilmente cedido pela Cooperativa Agroindustrial de Maringa (Cocamar).
Em um béquer de 250 mL, envolto em papel aluminio, foram adicionados 100 mL de éleo de
canola, 2,5 g; 5,0 g e 10,0 g das especiarias. Foram colocados sob agitagdo magnética por 1 h
em banho termostatizado a 30°C. Posteriormente foram armazenados em frascos ambar e

mantidos sob refrigeracdo para posterior analise.
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3.4 Andlise da atividade antioxidante

O poder antioxidante dos 6leos foi analisado pelo método ORACk, descrito por Wu e
colaboradores™. Nas anlises lipofilicas foram utilizados 0,05 g de cada 6leo de canola
preparados de acordo com o item 3.3, solubilizados com 1,5 mL de acetona e 4,5 mL de
solucdo de p-ciclodextrina 7% e armazenados em frascos ambar para posterior analise. O
gerador de radicais livres AAPH (dicloreto de 2,2’-azobis(2-amidinopropano)) foi utilizado
nesta anélise com concentracéo de 17,2 g L™ em tamp&o fosfato (NaH,PO, mono-hidratado e
Na,HPO, hepta-hidratado) 0,075 mol L™ e pH 7,0.

Para as analises hidrofilicas foi utilizado 1,0 g de cada 6leo de canola preparados de
acordo com o item 3.3, os quais foram extraidos com 10 mL de solucdo contendo
acetona/agua/acido acético (AWA) na proporcao 140:59:1 (v/v/v) respectivamente. Os tubos
foram agitados e sonicados por 5 minutos a 37 C. Apds atingirem temperatura ambiente, 0s
tubos foram centrifugados a 4000 rpm por 15 min e o sobrenadante foi removido. As amostras
foram extraidas uma vez mais com 10 mL de AWA usando o mesmo procedimento, e 0s
sobrenadantes foram combinados e transferidos para um baldo volumétrico de 25 ml, e foi
adicionado solucdo AWA para perfazer o volume final de 25 mL. O gerador de radicais livres
AAPH utilizado nesta analise teve concentragdo de 8,6 g L™ em tampdo fosfato (NaH,PO,
mono-hidratado e Na,HPO, hepta-hidratado) 0,075 mol L™ e pH 7,0.

A solucdo para a reacdo final do ensaio continha 20 pL da amostra,
200 pL de solucdo de fluoresceina 0,012 mol L™ em tampé&o fosfato 0,075 mol L™, pH 7,0 e
75 pL de AAPH. As analises foram feitas em quadruplicata.

A capacidade antioxidante das amostras foram medidas utilizando o fluorimetro
VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader da PerkinEImer (Aext = 485 nm; Ayan = 535 nm) e 0sS
resultados foram expressos em pmol de equivalente Trolox por grama de amostra
(umol ET g), sendo calculado pelas equacdes da reta y = 0,1885x + 2,1336, r*=0,9905 para o
L-ORACg. e y = 0,3505x + 1,3897, r°=0,9961 pata 0 H-ORACk., obtidas na curva de

calibracdo com o padréao Trolox.
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3.5 Oxitest

Para as analises envolvendo o Oxitest, foram utilizados 5 g de cada 6leo de canola
preparados de acordo com o item 3.3. Além disso, foram realizados testes para o 6leo de

canola sem adicao de antioxidantes (controle).

Todas as amostras foram submetidas as mesmas condicGes de temperatura e presséo de

oxigénio, 90°C e 6 bar, respectivamente”.
3.6 Avaliacéo da oxidacéo de lipidios

Para a avaliacdo da rancidez dos 6leos foi utilizado o método TBARS, que quantifica as

substancias reativas ao acido tiobarbiturico.

Em um béquer, 5 g das amostras de 6leo de canola bruto e 6leo contendo as especiarias,
armazenadas durante 100 dias sob refrigeracdo e abrigo da luz, foram dissolvidas em
cloroférmio e transferidas para um baldo volumétrico de 100 mL e seu volume foi completado
com cloroférmio. Foram adicionados a um tudo de ensaio 5 mL desta solucdo e 5 mL de
acido tricloroacético 10% em agua destilada, e a solucdo foi centrifugada. Transferiu-se 4 mL
do sobrenadante para um outro tubo de ensaio e foi adicionado 1,25 mL de &cido
tiobarbitarico 0,75% em acido acético glacial e acido cloridrico (na proporcdo 49:1 (v/v)
respectivamente). Os tubos foram postos em agua fervente por 10 minutos. A absorbancia da
cor rdseo-avermelhada desenvolvida foi medida a 530 nm usando um espectrofotémetro
modelo Genesys 10 uv (Thermo Scientific, Madison, USA), usando um branco preparado
paralelamente a amostra a partir de 5 mL de cloroférmio. A analise foi feita em triplicata e 0s
resultados foram expressos em mg de Malonaldeido (MA) g™ de amostra, sendo calculado
pela equacdo da reta (y = 0,0051x + 0,0225, r>=0,997) obtida na curva de calibracdo com o

malonaldeido’®.
3.7 Preparo das amostras para analise por CLAE-EM/EM

3.7.1 Extrato metandlico do orégano e gengibre

Para a obtencdo dos extratos metandlicos do orégano e do gengibre, foram pesados
0,25 g de amostra e submetidos a agitacdo magnetica com 6,3 mL (5,0 g) de metanol por

1 hora, em banho termostatizado a 30°C. Em seguida, o solvente foi evaporado sob fluxo de
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nitrogénio e o extrato acondicionado em microtubo para centrifuga, protegido da luz, e

armazenado a -18 °C até o periodo das analises.

3.7.2 Extrato metandlico do 6leo de canola

Para a obtencdo dos extratos metandélicos dos 6leos de canola bruto, com orégano e com
gengibre, foram pesados em tubos de ensaio, aproximadamente, 5,0 g de cada 6leo preparado
de acordo com o item 3.3, e extraidos com trés por¢des de 2 mL de metanol. Os tubos foram
agitados e centrifugados por 5 minutos. Em seguida, o solvente foi evaporado sob fluxo de
nitrogénio e os extratos acondicionados em microtubo para centrifuga, protegido da luz, e

armazenados a -18 °C para posterior andlise.

3.7.3 ldentificacdo dos compostos por CLAE-EM/EM

Para este trabalho foi utilizada a técnica de CLAE-EM/EM, para a identificacdo dos
compostos presentes nos extratos metanodlicos do orégano e do gengibre e nos extratos

metanolicos dos 6leos de canola contendo orégano e gengibre.

Assim, as andlises foram realizadas em um cromatdgrafo a liquido da marca Waters
1525 (Binary HPLC Pump) acoplado ao espectrémetro de massas Quattro micro APl Waters
(Beverly-EUA), geometria Triplo Quadrupolo. As condicdes de trabalho utilizadas para esse
estudo foram as seguintes: coluna Waters Symmetry® C18 (4,6 X 75 mm x 3,6 um); o
gradiente de eluicdo foi realizado com (A) agua (0,1% de acido formico) e (B) acetonitrila
(0,1% acido férmico). A separacédo foi efetuada em 15 minutos sob as condigdes descritas na
Tabela 2.

Tabela 2. Gradiente de elui¢do utilizado na separacao dos constituintes da amostra.

Tempo (min) Vazdo (mL min™) %A %B
Inicial 0,50 98 2
8,00 0,50 50 50
11,00 0,50 30 70
11,01 0,50 2 98
15,00 0,50 98 2

A= Agua (0,1% de &cido férmico); B= Acetonitrila (0,1% acido formico).
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As condigdes do espectrometro de massas para as analises foram: ionizagdo em modo
positivo; voltagem do capilar, 2,00 kV; voltagem do cone, 25,0 V; temperatura da fonte,
150°C; temperatura de dessolvatagdo, 450°C; fluxo do gas no cone, 25 L h™* ; fluxo do gas de
dessolvatagdo, 900 L h™. O intervalo de massa utilizado no modo varredura (scan) foi de m/z

100 a 1000.

Apds a andlise pelo modo varredura, os ions com massas de interesse foram

selecionados para posterior analise de fragmentacdo (EM/EM).

3.8 Analise estatistica

As analises foram realizadas todas em triplicata e a comparacdo entre médias foi

realizada pelo teste de Tukey, através do programa Statistica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a triagem realizada e a selecdo do orégano e gengibre como fontes de
antioxidantes a serem utilizados, uma analise quantitativa da capacidade antioxidante de
diferentes concentracdes das especiarias no 6leo de canola foi realizada, gerando valores que
compde a Tabela 3, na qual se encontram as capacidades antioxidantes dos componentes
hidrofilicos (H-ORACk.), lipofilicos (L-ORACk,) e a capacidade antioxidante total (CAT) em
umol de equivalente Trolox por grama de amostra (umol ET g™). As amostras foram

preparadas como descrito no item 3.4.

Tabela 3. Capacidade antioxidante das amostras de 6éleo de canola por meio do método
ORAC.

Concentracéao H-ORACk_ L-ORACk CAT

Amostra (g 100 g™ (umol ET g™ (Mmol ETg")  (umol ET g™
Bruto 12,8+ 0,48 1,3+0,1 14,1 + 0,49
25 440°+ 21,8 121°+53 561°+ 22,4
Orégano 5,0 713°£10,5 119° £ 7,4 8327+ 12,8
10,0 667"+ 14,6 144% + 8,0 8117+ 16,6

25 42° £ 4,9 30°+26 72°+55

Gengibre 5,0 89+ 125 482+ 97 137%+ 15,8
10,0 79°+9.8 60°+5,3 139+ 11,1

Média dos valores *+ desvio padrdo; n=3. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). CAT=somatorio dos valores de H-ORAC e L-ORAC.

E notéria a alta capacidade antioxidante encontrada no 6leo de canola contendo
orégano. Essa capacidade é ainda maior que a encontrada no 6leo de canola com adicao de
gengibre, que por sua vez, € extremamente maior ao do 6leo de canola bruto. Fica claro que a

maior concentracdo de compostos com capacidade antioxidante, estd presente no orégano.

Com base nos resultados desta tabela, verificou-se que os valores de CAT para as
concentracdes de 50 e 10,0 g 100 g* para o orégano sd0 muito préximas, e
consideravelmente maiores quando comparados com o valor de CAT para a concentracdo de
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2,5 g 100 g™. Além disso, os valores de CAT para as concentracdes de 5,0 e 10,0 g 100 g~
ndo apresentam diferencas significativas conforme teste de Tukey (p<0,05). O mesmo é

observado para os valores do 6leo de canola contendo gengibre.

As figuras a seguir trazem os Oleos preparados neste trabalho. Oleo de canola
bruto/controle, com adicdo de 2,5 g 100 g*, 50 g 100 g e 10,0 g 100 g* de orégano
(Figura 15), e 2,59 100 g*, 5,09 100 ge 10,0 g 100 g de gengibre (Figura 16). Como dito
anteriormente, os 6leos de canola com adig&o de 5,0 g 100 g™* de orégano e gengibre foram os
que apresentaram maior CAT, além disso, analisando as Figuras 15 e 16, é possivel perceber
que os Oleos com essa mesma concentracdo de orégano e gengibre (Figuras 15(2) e 16(2),
respectivamente) sdo os que apresentam melhores propriedades organolépticas. Dessa forma,

a melhor concentragéo a ser utilizada é de 5,0 g 100 g™* de 6leo.

Figura 15. Oleo de canola bruto/controle (C), e com adi¢o de orégano nas concentracdes de
2,59100g™? (1), 509100 g™ (2) e 10,09 100 g (3).

3

Figura 16. Oleo de canola bruto/controle (C), e com adicio de gengibre nas concentracdes de
2,59100g*(1),509100g™" (2) e 10,09 100 g * (3).
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Ja nos ensaios realizados utilizando a técnica do Oxitest®, foi possivel observar os
diferentes periodos de inducdo do 6leo de canola bruto e com a adigdo de especiarias,
ilustrados na Figura 17. O aumento do periodo de inducdo por meio da adicdo de um

antioxidante esta relacionado a eficiéncia do antioxidante.

| 1017,66+29

6tcodecanla com gengioe |-

1433,72+ 18,3

Oleo de canola com orégano

6225¢+ 194

Controle

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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Figura 17. Tempos de inducdo para as anélises de rancificacdo do 6leo de canola. Média dos
valores + desvio padrdo; n=3. Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenca significativa pelo teste
de Tukey (p<0,05

O maior tempo do periodo de inducdo de rancificacdo obtido foi de
1433,7 £ 18,3 minutos para o 6leo de canola com orégano. Esse tempo foi superior ao obtido
pelo 6leo de canola com de gengibre, 1017,6 + 2,9 minutos. Podemos notar que houve
incorporacgdo dos antioxidantes provenientes do orégano, e gengibre no 6leo de canola, ja que
seus tempos do periodo de inducéo de rancificacdo foi muito maior comparado com o 6leo de
canola sem adicdo de antioxidantes (622,5 = 19,4 minutos). Esse resultado se deve a
caracteristicas intrinsecas dos antioxidantes que ¢ a de retardar a oxidacdo lipidica, desde que

tenha afinidade ou esteja solubilizado no meio.

Analises de TBARS (Tabela 4) foram realizadas para avaliar a oxidacao lipidica do 6leo
de canola sem antioxidante (Controle), do 6leo de canola com orégano e do oOleo de canola

com gengibre, armazenados sob refrigeracéo e sob abrigo da luz por 100 dias.
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Tabela 4. Resultados obtidos pelo teste TBARS com 6leo de canola sob refrigeracéo e abrigo
da luz.

Amostra mg MA g* amostra

Controle 0,20% + 0,06
Oleo com orégano 0,01°+0,02
Oleo com gengibre 0,11° + 0,06

Média dos valores = desvio padrdo; n=3. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0.05).

E notdrio o poder antioxidante que o orégano exerce no 6leo de canola, ja que este
apresentou quase nenhuma oxidacgéo apds 100 dias estocado sob refrigeracdo e sob abrigo da
luz, apresentando um grau oxidativo de 0,01 + 0,02 mg MA g™ amostra. Este valor foi menor
que o obtido pelo 6leo de canola com gengibre (0,11 + 0,06 mg MA g), confirmando mais
uma vez a capacidade antioxidante destas especiarias se comparando com 6leo de canola sem
adicdo de antioxidantes, que obteve um grau de oxidacéo de 0,20 £ 0,06 mg MA por grama de

amostra.

A Tabela 5 trata dos dados do TBARS realizados para o 6leo de canola sem
antioxidante apés ensaio do Oxitest por 24 h (Residuo controle), do éleo de canola com
orégano apos ensaio do Oxitest por 24 h (Residuo 6leo com orégano) e do 6leo de canola com

gengibre apos ensaio do Oxitest por 24 h (Residuo 6leo com gengibre).

Tabela 5. Resultados obtidos pelo teste TBARS com 6leo de canola apds ensaio utilizando
Oxitest por 24 horas.

Amostra mg MA g amostra
Residuo controle 8,83+ 0,20
Residuo 6leo com orégano 455" + 0,04
Residuo 6leo com gengibre 466" + 0,14

Média dos valores + desvio padrdo; n=3. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Ao comparar os dados da Tabela 5, é possivel verificar que com 0 mesmo periodo de
tempo de ensaio do Oxitest®, o 6leo de canola sem adigdo de antioxidantes obteve um valor
de oxidacdo (8,83 + 0,20 mg MA g™) muito maior do que ao 6leo de canola com gengibre
(4,66 + 0,14 mg MA g*), e também maior que o valor obtido pelo éleo de canola com
orégano (4,55 + 0,04 mg MA g™).

A curva de calibracdo utilizada na quantificacdo de malonaldeido do teste de TBARS

foi composta por 5 pontos feitos em triplicatas (Figura 18).

0,6 1

Abs
0,4 4 y =0,0051x +0,0225
’ R2=0,997
02 -
0 - : : : .
0 50 100 150 200

Concentracdo MA (mg MA L)

Figura 18. Curva de calibracéo do teste TBARS expressa em mg MA L™.

Os resultados do teste de TBARS corroboram com os resultados obtidos pelos métodos
ORACF_ e Oxitest®, e apontam 0 orégano e 0 gengibre como fontes potenciais de
antioxidantes na inibic&o das etapas de degradacdo lipidica.

No entanto, apds estes ensaios, por meio de CLAE-EM, foi possivel estudar as classes
dos antioxidantes encontrados no orégano e no gengibre, assim como também, avaliar e
comparar a eficiéncia de extracdo do 6leo quando comparado com solventes organicos

normalmente empregados no processo de extracdo desses compostos.

Nesse trabalho, foi utilizado como solvente organico o metanol, por se tratar do solvente

mais comumente utilizado, como ja mencionado nesta dissertacao.

Na Figura 19 encontram-se 0s cromatogramas de ions totais dos extratos metanolicos do

orégano (A) e do gengibre (B) obtidos por meio da CLAE-EM. Para estas analises foram
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utilizadas as condi¢bes cromatograficas descritas no item 3.7.1. Através das analises por

espectrometria de massas no modo varredura (screening) foi possivel obter uma identidade
quimica da amostra.
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Figura 19. Cromatogramas dos extratos metanélicos do orégano (A) e do gengibre (B).

A figura 20 mostra os cromatogramas dos extratos metanolicos feitos a partir do 6leo de
canola bruto (A), do 6leo com orégano (B), e do dleo com gengibre (C). Os extratos
metanolicos dos 6leos foram preparados conforme o item 3.7.2. Como pode ser observado, 0s
6leos contendo orégano e gengibre apresentam um perfil cromatografico bem diferente em
comparacdo com o do 6leo bruto. Isso se deve, provavelmente, pela incorporacdo dos
antioxidantes presentes nas especiarias pelo 6leo de canola.
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Figura 20. Cromatogramas dos extratos metandlicos dos 6leos de canola bruto (A), éleo
contendo orégano (B) e dleo contendo gengibre (C).

Ao comparar 0s cromatogramas dos extratos metanolicos do orégano (Figura 21A) e do
gengibre (Figura 22A) com o0s extratos metandlicos feitos dos dleos de canola com
incorporacdo dos antioxidantes provenientes do orégano (Figura 21B) e do gengibre (Figura
22B), € possivel verificar o mesmo perfil cromatografico para ambas as extracdes, e também

que as intensidades dos sinais cromatograficos sdo muito proximas.
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Figura 21. Cromatogramas dos extratos metandlicos do orégano (A) e do 6leo de canola com
orégano (B).
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Figura 22. Cromatogramas dos extratos metandlicos do gengibre (A) e do 6leo de canola com
gengibre (B).

Visto essa semelhanca nos cromatogramas, foram analisados os espectros de massas do

pico com tempo de retencdo de 7,27 minutos dos cromatogramas referentes ao orégano
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(Figura 23), e do pico com tempo de retengédo de 11,28 minutos dos cromatogramas referentes
ao gengibre (Figura 24).
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Figura 23. Espectros de massas do pico de tempo de retencdo 7,27 minutos dos
cromatogramas dos extratos metandlicos do 6leo de canola bruto (A), do 6leo contendo
orégano (B) e do orégano (C).
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Figura 24. Espectros de massas do pico de tempo de retengdo 11,28 minutos dos

cromatogramas dos extratos metandlicos do 6leo de canola bruto (A), do 6leo contendo
gengibre (B) e do gengibre (C).
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Ao analisar as Figuras 23 e 24, é perceptivel a semelhanca entre os espectros de massas
do extrato metandlico do 6leo de canola contendo orégano com o extrato metanolico do
orégano (Figura 23), assim como nos espectros de massas do extrato metanolico do éleo de
canola contendo gengibre com o extrato metanolico do gengibre (Figura 24). Cabe também
ressaltar que as intensidades dos ions nos espectros estdo na mesma ordem de grandeza, logo,
é possivel afirmar que o 6leo de canola se comporta como um bom solvente extrator para 0s

antioxidantes presentes no orégano e no gengibre.

Além do perfil cromatogréfico, as analises dos ions presentes nas amostras mostrou uma
grande semelhanca nos constituintes desses extratos. Estudos foram realizados para
identificacdo dos antioxidantes provenientes do orégano e do gengibre, assim como suas

fragmentagdes.

A figura 25 traz o cromatograma de corrente iénica e o espectro de fragmentacao do ion
[M+H]" m/z 271, referente a Apigenina, presente nos extratos metanélicos do 6leo de canola
contendo orégano (Figura 25B) e do orégano puro (Figura 25C). O mesmo ndo é encontrado

no extrato metanolico do 6leo de canola bruto (Figura 25A).
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Figura 25. Cromatogramas da corrente ionica do fon [M+H]" m/z 271 dos extratos

metandlicos do 6leo de canola bruto (A), dleo de canola contendo orégano (B) e do orégano
puro (C). Espectro de fragmentagdo do ion [M+H]" m/z 271 referente a Apigenina (D).

Na Figura 26 encontram-se 0s cromatogramas de corrente i6nica e 0 espectro de
fragmentacao do ion [M+H]" m/z 277, referente ao 6-shogaol, presente no extratos metanolico
do oleo de canola contendo gengibre (Figura 26B) e no extrato metanolico do gengibre
(Figura 26C). O mesmo ndo é encontrado no extrato metanolico do oleo de canola bruto
(Figura 26A).
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Figura 26. Cromatogramas de corrente idnica do fon [M+H]" m/z 277 dos extratos
metanolicos do 6leo de canola bruto (A), 6leo de canola contendo gengibre (B) e do gengibre
(C). Espectro de fragmentacéo do ion [M+H]" m/z 277 referente 6-shogaol (D).



50

Apobs a analise de CLAE-EM, os compostos de interesse (ions majoritarios) foram

identificados por CLAE-EM/EM utilizando dados ja publicados na literatura’” 8798081

, COMo
pode ser observado na Tabela 6. Essa identificacdo foi realizada através da fragmentacdo dos

jons de interesse.

Tabela 6. Principais antioxidantes presentes no orégano e no gengibre.

Composto Tr  [M+H] lons Fragmentos

1 Acido Cafeico 7,3 181 163,145,135,117,107

2 Apigenina 9,0 271 243, 163, 153, 145, 119, 91
Orégano 3 Naringenina 9,2 273 153, 147, 123, 119

4 Luteolina 8,2 287 241, 153, 137, 135, 117

5 Kaempferol 11,2 287 167, 147, 119, 91

6 6-shogaol 11,3 277 177, 137
Gengibre 7 6-gingerdiol 10,8 297 177,137

8 8-shogaol 12,7 305 177, 137

9 10-shogaol 13,5 333 177,137

“Tempo de retencdo em minutos.

Os antioxidantes identificados no gengibre sdo compostos pertencentes a familia do
gingerol. Compreendem distintos grupos de séries homologas, diferenciados pelo
comprimento de suas cadeias alquilas ndo ramificadas®®. Ja o orégano se destaca pela
variedade de classes de antioxidantes que possui, dentre eles estdo, acido fendlico, flavona,

flavonoides e flavonol.”
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5 CONCLUSAO

Foi verificado que o orégano e o gengibre contém alta concentracdo de compostos com
capacidade antioxidante e, portanto, sdo 6timas fontes de antioxidantes.

A técnica ORAC foi muito eficiente para a quantificacdo da capacidade antioxidante do
orégano e do gengibre, e esses dados juntamente com os resultados do Oxitest e do TBARS, é
possivel concluir a eficiéncia da utilizacdo dos antioxidantes destas especiarias para inibir as
etapas de degradacéo lipidica.

Os resultados obtidos utilizando a técnica de CLAE-EM e CLAE-EM/EM comprovam a
eficiéncia da extracdo/incorporacdo direta dos antioxidantes no dleo de canola, utilizando um
processo verde de extracdo e obtendo antioxidantes naturais de alta qualidade, in6cuos e
passiveis de ampla utilizacdo como aditivos alimentares, contribuindo para a sustentabilidade
ambiental e a ecoeficiéncia de processos industriais. Além disso, por meio dessa técnica foi
possivel caracterizar cinco compostos antioxidantes provenientes do orégano e quatro

compostos antioxidantes provenientes do gengibre.
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