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Resumo

O crescente interesse na substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais em
alimentos tem impulsionado varias pesquisas sobre fontes vegetais, caracterizagdo de matérias
primas e identificagdo de novos compostos antioxidantes. Para tornar esta substituicdo viavel,
¢ 1importante conhecer a estabilidade desses compostos em alimentos diante dos
processamentos que eles podem ser submetidos antes da ingestdo e saber de que forma esses
compostos podem ser afetados da sua obtencdo até a mesa do consumidor. Os antioxidantes
sdo utilizados para evitar a oxidacdo em alimentos e ndo sdo uma preocupagao apenas para o
setor alimenticio, mas também para o consumidor que demanda aditivos que ndo promovam
efeitos indesejaveis na satde. Neste trabalho, foi feita uma revisdo bibliografica de estudos
que avaliaram fontes e formas de obtencdo de antioxidantes naturais e como se comportavam
durante o processamento e armazenamento quando aplicados em alimentos. A grande maioria
dos estudos encontrados na literatura avaliou fontes de antioxidante de origem vegetal, sendo
os compostos fendlicos a classe mais relevante com atividade antioxidante. A concentragao de
substancias identificadas com atividade antioxidante variou de acordo com o vegetal
utilizado, forma de obten¢d@o e preparo dos seus extratos, métodos de avaliagdo da capacidade
antioxidante, métodos de extracdo dos compostos bem como suas variaveis como tempo,
temperatura e solvente. Dentre os métodos de extracdo de antioxidantes, estdo a extracio
convencional com solventes organicos € a extracdo supercritica. A extragdo com solventes
organicos pode ser eficiente em alguns casos, porém se torna um problema ambiental devido
aos residuos que sdo gerados durante o uso de substincias toxicas. J4 a extragdo supercritica
propicia bom rendimento de extragdo e preserva as propriedades antioxidantes, porém ¢ um
método com alto custo de operagdo. Os estudos mostraram que a substituicdo dos
antioxidantes sintéticos pelos naturais apresenta resultados satisfatorios, apesar de, em alguns
casos, os antioxidantes sintéticos ainda apresentarem resultados melhores que os naturais.
Neste caso, pode ser adotada a associacdo de antioxidantes naturais com os antioxidantes
sintéticos a fim de diminuir a concentragao dos sintéticos nos alimentos, atendendo a busca
popular por alimentos o mais natural possivel. Por fim, ¢ possivel a substitui¢ao total ou
parcial em alguns casos, mas estudos ainda devem ser realizados para melhorar a
padronizacdo das preparacdes das amostras, extracdo e aplicagdo nos alimentos, melhorando

assim a comparagao entres os compostos antioxidantes obtidos nas pesquisas.



Abstract

The growing interest in replacing synthetic antioxidants with natural antioxidants in
foods has spurred research on plant sources, characterization of raw materials and
identification of new antioxidant compounds. To make this substitution viable, it is important
to know the stability of these compounds in foods in the face of the processing they can
undergo before ingestion and to know how these compounds can be affected from obtaining
them to the consumer's table. These compounds are used to prevent oxidation in food and are
not only a concern for the food industry, but also for consumers who demand additives that do
not cause undesirable health effects. In this study, a bibliographic review of studies that
evaluated sources and ways of obtaining natural antioxidants and how they behaved during
processing and storage when applied to foods was made. Most studies found in the literature
evaluated sources of antioxidant of plant origin, with phenolic compounds being the most
relevant class with antioxidant activity. Concentration and substances identified with
antioxidant activity varied according to the plant used, the form of preparation and
preparation of its extracts, methods for evaluating antioxidant capacity, methods of extracting
the compounds as well as their variables such as time, temperature and solvent. Extraction
methods may be by conventional extraction with organic solvents and supercritical extraction.
In the first case it may be efficient in some cases, but it becomes an environmental problem
due to the waste that is generated during the use of toxic substances. Already supercritical
extraction provides good extraction yield and preserves antioxidant properties, but is a method
with high cost of operation. Studies have shown that the replacement of synthetic antioxidants
with natural ones presents satisfactory results, although in some cases synthetic antioxidants
still showed better results than natural ones, in this case, association of natural antioxidants
with synthetic antioxidants can be adopted in order to decrease the concentration of synthetics
in food, meeting the popular search for foods as natural as possible. Finally, total or partial
substitution is possible in some cases, but studies have yet to be performed to improve the
standardization of sample preparation, extraction and food application, thus improving the

comparison between the antioxidant compounds obtained in the research.



Sumario

1 INTRODUGCGAO ..o, 7
| B © 1o 115 Ao LSRR 8
2 METODOLOGIA ..ottt ettt st e neense e 9
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......oooouiuriimeiirriiseeineessssessessssssssesssesssesssssssseens 9
3.1 Oxi1dagao de lIPIAEO0S......eeeuieruieeiieiiieiieeteee ettt et 9
3.2 Oxidacao de PIMENLOS.......eeruieriieriieeiietieetieereerteeeteeteessreeseessreeseessneeseens 11
3.3 Oxidacao de Proteinas .........cccueiieviiiiiiecciiieeeee ettt e e 12
4 CONTROLE DA OXIDACAO PELO USO DE ANTIOXIDANTES.................. 12

5 0S ANTIOXIDANTES MAIS UTILIZADOS NA INDUSTRIA DE

ALIMENTOS ...ttt ettt ettt ettt e st e e e s e s st et e eneesseenseeneenseenseeneenseeneenns 16
5.1 ButilhidroxianiSol (BHA) .....ccueieiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 16
5.2 Butilhidroxitolueno (BHT) ......ccoooiiiiiiiieiieeee e 17
5.3 Terc-butilhidroquinona (TBHQ)........ccceeriiiiiiiiiiiicieeeecc e 18
5.4 ACIAO @SCOIDICO ....v.veoveceeeieeeeeeee e 19
5.5 ACIO CITICO ...voeveeeeeceee et 19
5.6 ACIO FOSTOTICO ....vuvoveeeeeeeeeeeeeeeee et 20
5.7 ACIAO EITOIDICO ....ovoeveeeeceeee et 20
5.8 LBCILINAS .ottt sttt et ettt ettt et 20
5.9 TOCOTETOIS ...ttt ettt ettt e saee e 21

6 FONTES DE ANTIOXIDANTES NATURAIS.....cooiiieieeieeeeeeee e 21
7  EXTRACAO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS .......cocoovviiiereeeeeeeeee e, 30
7.1  Extragao com SOIVENtES OrZANICOS ....ceovveruiieiieeiiieiieeieeiieeteeieeseteeieesere e 31
7.1.1  Influéncia do SOIVENTE .......covviiiiriiiiiiiiiieiecee e 31
7.1.2 Influéncia do teMPO .....eeeviereieiiieiieeiieetteete ettt ettt 33

7.1.3  Influéncia da temperatura...........ccccueeevieriieriieniiieeieeiieereeiee e eiee e e 34



7.2 EXtragao SUPEICTITICA....c.eeruietieeiieiieeiieeiieeite st eiee e eaeeeereeieeeaeeens

8 APLICACAO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS EM ALIMENTOS

O CONCLUSAO ..ot e et e e e e e e s e eesereeenn

REFERENCTIAS ..o s s e e e s s e s e senesesene



1 INTRODUCAO

Uns dos principais € mais conhecidos agentes que causam deterioragdo em alimentos
sd0 os microrganismos. Porém, n3o menos importante que eles, existe o processo de
oxidagdo, que consiste em um fator que limita a vida util dos alimentos, diminuindo a sua
qualidade. Os consumidores reconhecem facilmente a oxidagdo nos alimentos, pois ela altera
significativamente os componentes do alimento, sejam eles os microconstituintes ou o0s
macroconstituintes. Fazem parte dos microconstituintes os componentes de cor, flavor (sabor,
odor, cheiro, textura e aparéncia visual) além de vitaminas e minerais. Os macroconstituintes,
como carboidratos, lipideos e proteinas, sdo também sensiveis a oxida¢do. Grande parte dos
atributos de qualidade ¢ alterada, como propriedades sensoriais (flavor), propriedades
nutricionais, tempo de vida ttil do alimento e seguranca. Perda da cor dos pigmentos, perda
de vitaminas, formagdo de flavor ruim e textura sdo também resultados da oxidagcdo em
alimentos (ARAUJO, 2015).

As reagdes de oxirreducdo sao comuns em alimentos. No caso de 6leos e gorduras, por
exemplo, existem poucos sitios reativos na molécula, de modo que as ocorréncias de reagdes
durante o processamento e¢ armazenamento do alimento sofrem menos variagdo que a de
componentes soluveis em dgua. Em alguns casos essas reacdes sdo desejaveis como, por
exemplo, na carne. AMbNO (mioglobina 6xido nitrico) ¢ vermelha, brilhante e instavel, e ao
passar por aquecimento, forma-se a mio-hemocromogena 6xido nitrico (nitrosil-hemocromo),
que ¢ mais estavel e que confere a coloragdo rosa desejavel das carnes curadas. Contudo, os
processos oxidativos, em sua grande maioria, trazem efeitos indesejaveis, como por exemplo,
o escurecimento de frutas que sofrem injirias mecanicas e t€m seu tecido interno exposto ao
oxigénio (KOBLITZ, 2008).

O escurecimento de frutas e de certos vegetais ¢ iniciado por meio da oxidacdo
enzimatica de compostos fendlicos pelas polifenoloxidases (PPO’s). O produto inicial ¢ a
quinona, que condensa rapidamente, formando pigmentos escuros insoluveis, denominados
melanina, ou entdo reagem ndo enzimaticamente com outros compostos fenolicos,
aminoacidos e proteinas, formando melanina também (ARAUJO, 2015).

Os alimentos possuem diferentes tipos de lipideos, como os triacilglicerideos, que sdo
acidos graxos esterificados a uma molécula de glicerol, lipoproteinas, esfingolipideos,
fosfolipideos e glicolipideos. Os acidos graxos naturais presentes nos alimentos estdo na

forma de cadeia linear e numeros pares de carbonos, os quais podem ser saturados ou



insaturados com até seis duplas ligacdes. As insaturagdes sdo responsaveis pela alta
susceptibilidade a oxidacdo destas moléculas (ARAUJO, 2015).

A oxidagdo ocorre quando elétrons sdo retirados de um atomo ou de um grupo de
atomos. Subsequentemente, ocorre uma reagdo de redugdo correspondente que envolve a
incorporagdo de elétrons a um atomo ou um grupo de atomos diferentes. O componente que
ganha elétrons ¢ reduzido ¢ chamado de agente oxidante. O agente mais comum em alimentos
¢ o oxigénio. Tais reagdes de oxidacdo podem ou nao envolver adigdo de d&tomos de oxigénio
ou a retirada de 4&tomos de hidrogénio da substancia que estd sendo oxidada (DAMODARAN
et al., 2008).

O controle da oxidag¢@o ndo desejada nos alimentos ¢ efetivo quando sdo empregadas
técnicas de processamento adequadas ao produto, como ambientes ou maquinas que possuem
controle de oxigénio, embalagens adequadas ou adi¢ao de compostos que evitem a ocorréncia
das oxidagoes indesejaveis, os conhecidos antioxidantes (DAMODARAN et al., 2008).

Os antioxidantes s3o muito usados em sorvetes, leite em po, produtos de cacau,
conservas de carne, cerveja, margarina, refrigerantes, farinhas e 6leos e gorduras em geral. A
grande maioria dos antioxidantes utilizados hoje pelas industrias de alimentos sdo os
sintéticos, por apresentarem grande estabilidade em diferentes alimentos, serem mais
econOmicos € ndo afetarem os alimentos quanto as suas caracteristicas de flavor. Porém,
estudos apontam riscos a saide quanto ao consumo desses antioxidantes sintéticos. O Centro
de Pesquisa em Alimentos (FORC — FoodResearch Center) e da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP mostra que os antioxidantes sintéticos sdo potencialmente
carcinogénicos quando consumidos em doses elevadas. Por esta razao, estudos tém sido
realizados na busca de substituir os antioxidantes sintéticos pelos naturais (Centro de Pesquisa
em Alimentos ¢ da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, 2019).

Os antioxidantes naturais s3o compostos naturalmente presentes nos alimentos. Alguns
deles ja sdo aplicados em alimentos, como no caso da vitamina E (tocoferdis), o acido
ascorbico, os carotenoides, e estudos tém demonstrado que tais antioxidantes naturais tém
potencial para substituicdo dos antioxidantes sintéticos, que hoje sdo ainda mais utilizados

pela industria de alimentos.
1.1 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisao bibliografica sobre os
antioxidantes naturais, as fontes e as formas de obtencdo, a utilizacdo destes compostos pela

industria de alimentos e a possivel substitui¢do de antioxidantes sintéticos por naturais.



2 METODOLOGIA

O trabalho consistiu em um levantamento bibliografico de artigos, dissertagdes, teses e

livros sobre os antioxidantes naturais e suas aplicagcdoes em alimentos.
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A oxidagdo causa alteracdes sensoriais e fisico-quimicas indesejaveis em alimentos,
como o sabor oxidado, conhecido como rango, perda de cor e textura nos alimentos. Essas
alteragdes sao importantes na induastria de alimentos, pois influenciam diretamente na escolha
do consumidor em comprar ou nao aquele alimento, além de levarem a perdas nutricionais. A
complexidade do processamento dos alimentos, associada a necessidade de aumentar o
periodo de armazenamento, torna o produto vulneravel a deterioracdo oxidativa. Portanto, a
utilizacdao de substancias quimicas capazes de oferecer protecdo contra oxidagdo € necessaria
(ARAUIJO, 2015), mas para utilizagdo de tais substincias, que retardam ou evitam esses
problemas, ¢ necessario conhecer a causa das reacdes indesejadas nos alimentos. As

principais reagdes de oxidacao nos alimentos serdo abordas nos topicos a seguir.
3.1 Ocxidacgao de lipideos

Na oxidacdo lipidica ocorre uma série complexa de alteragcdes quimicas resultantes da

reacao dos lipideos com o oxigénio presente no ar, conforme a Figura 1.
Figura 1: Alteragdes quimicas no alimento, provocadas pela oxidagdo de lipideos.

- Pigmentos: Descoloracio

ROOH : peréxido (oxidacie) ——t—  Vitaminas: Perdas de nutrientes

> Proteinas: Oxidagio da proteina

Em oxidacio secunddria (Rancificacio)

| Aldeidos, dcidos, alcoéis, epaxidos, polimeros, hidrocarbonetos, dcidos graxos ciclidos, etc. |
Fonte: Proprio Autor.

Durante as reagdes de oxidagdo, os acidos graxos esterificados em triacilglicerdis e
fosfolipidios se decompdem, formando moléculas pequenas e volateis (como os aldeidos,
alcoois e acidos) que produzem os aromas indesejaveis, processo conhecido como rancidez

oxidativa. De forma geral, estes compostos volateis trazem problemas quanto a qualidade dos
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alimentos, embora para alguns produtos, tais como alimentos fritos, cereais desidratados e
queijo, pequenas quantidades de produtos da oxidagdo de lipideos sdo desejaveis e conferem
positivamente sabor aos alimentos (ESKIN; SHAHIDI, 2013). A oxidagao lipidica pode se
iniciar por uma reagdo enzimatica, por a¢do da enzima lipoxigenases, ou por reagdes
puramente quimicas.

A auto-oxidacdo em lipideos esta associada a reagdo do oxigénio com acidos graxos
insaturados e ocorre em trés etapas, conforme mostra a Figura 2 (RAMALHO; JORGE,
2006).

e Iniciagdo: ocorre a formacdo dos radicais livres do acido graxo devido a
retirada de um hidrogénio do carbono alilico na molécula do acido graxo, em
condi¢des favorecidas por luz e calor.

e Propagac¢do: os radicais livres, que sdo prontamente susceptiveis ao ataque do
oxigénio atmosférico, sdo convertidos em outros radicais, aparecendo os
produtos primdrios de oxidagdo (peroxidos e hidroperdxidos) cujas estruturas
dependem da natureza dos acidos graxos presentes. Os radicais livres formados
atuam como propagadores da reacdo, resultando em um processo auto
catalitico.

e Término: dois radicais combinam-se, com a formagdo de produtos estaveis
(produtos secundarios de oxidacao) obtidos por cisdo e rearranjo dos perdxidos

(epoxidos, compostos volateis e ndo volateis).

Figura 2: Esquema geral do mecanismo de oxidagéo lipidica.

Iniciacio RH- R+ H’
Propagaciio R'+ 0, - ROO’

ROO°'+ RH —» ROOH + R’

Término ROO'+ R - ROOR
ROO" + ROO" - ROOR+ 0,
R°+ R" > RR
Fonte: (RAMALHO; JORGE, 2006).
Onde: RH- Acido graxo insaturado; R°- Radical livre; ROO®- Radical perdxido e
Hidroperoxido (RAMALHO; JORGE, 2006).
Os radicais livres sao moléculas altamente reativas e que podem reagir com outros

componentes dos alimentos, causando sua degradacdo, como apresentado no esquema da
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Figura 1. Apesar dos hidroperoxidos serem volateis e inodoros, sdo compostos relativamente
instdveis, ¢ se decompdem, espontaneamente ou em reagdes catalisadas, para formar
compostos aromaticos volateis formados na fase inicial da auto-oxidacdo sdo moléculas
instaveis, como mostrado na Figura 1, e se decompdem facilmente em radicais livres que
reagem com pigmentos, causando a descolora¢do, com vitaminas e proteinas, diminuindo o
valor nutricional e alterando a textura (ARAUJO, 2015).

Na reagao de ions metalicos de transicdo eles sdo eficientes promotores das reagdes de
formacdo de radicais livres, por conta da transferéncia de elétrons que ocorre durante a
alteracdo do seu estado de oxidacdo. Eles podem atuar de duas formas: na reducdo da energia
de ativagdo da reacgdo inicial da oxidagdo e na decomposicdo de peroxidos, com isso, hd o
rompimento homolitico da ligagdo fraca entre oxigénio/oxigénio dos peroxidos resultando na
formacgao de radicais livres, que sao responsaveis pela reagao em cadeia. A ruptura homolitica
espontdnea em alimentos ¢ insignificante, salvo quando estes sdo aquecidos durante algum
processo térmico. Na presenca de metais, a decomposicdo catalitica de peroxidos ¢ a principal

fonte de radical livre (ARAUJO, 2015).

3.2 Oxidacao de pigmentos

Pigmentos sdo substancias que conferem cor e podem ser de origem natural ou
artificial. Cor e a aparéncia sdo importantes para os alimentos, pois sdo diante deles que os
consumidores vao escolher o alimento para consumo. A cor influencia também na percepg¢ao
de sabor. Por exemplo, ao ver uma bebida vermelha, o consumidor espera que ela tenha um
sabor de morango, framboesa ou cereja.

Muitos pigmentos alimentares sdo instdveis durante o processamento € o0
armazenamento. Dependendo do pigmento, sua estabilidade pode ser afetada por fatores como
presenca ou nao de luz, de metais, do oxigénio e da temperatura que ¢ submetido. No caso das
carnes, por exemplo, a responsavel pela sua cor vermelha caracteristica ¢ a mioglobina.
Quando ocorre a oxidagdo da mioglobina (MbO), o dtomo de ferro ¢ convertido do estado
ferroso (+2) para o estado férrico (+3), formando metamioblobina (MMb). Quando a
mioglobina reage com o oxigénio, ha alteragdo do estado do ferro de ferroso para férrico,
levando a mudanga na cor do tecido (DAMODARAN et al., 2008).

As clorofilas sdo relativamente instdveis e sensiveis a luz, ao aquecimento, ao
oxigénio e a degradacdo quimica. A degradagdo da clorofila nos tecidos das plantas, ligada a

proteina, ¢ bem mais lenta em seu estado natural que isolada. As clorofilas podem ser
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.. . . . .. +2
quimicamente modificadas antes de serem incorporadas aos alimentos, substituindo-se o Mg

pelo fon Cu'™. Essa instabilidade da clorofila pode alterar a sua cor e suas qualidades
nutritivas e, assim, o seu valor comercial, acarretando numa impressao negativa do produto. A
perda da cor verde vivida da clorofila para uma cor marrom azeitona, durante o
armazenamento sob congelamento, ¢ atribuida a formagdo da feofitina (SCHIOZER;

BARATA, 2007).
3.3 Ocxidacao de proteinas

A oxidacdo de proteinas ¢ um grave problema quanto a qualidade da carne. Isso
porque o tecido muscular contém grandes quantidades de proteinas, que desempenham um
papel fundamental na qualidade da carne em relacdo as propriedades nutricionais e fisico-
quimicas e qualquer alteragdo causa mudangas significativas no alimento.

Por definicdo, uma oxidacao proteica ¢ definida como um processo de reagdes em
cadeia mediadas por radicais livres. No entanto, os motores desta reacdo sdo bastante
complexos e existe uma quantidade consideravel de compostos que podem ser formados nas
reacdes. Assim como ocorre com os lipideos, os mecanismos quimicos envolvidos nas
reacoes de oxidacao das proteinas podem ser divididos em trés etapas: iniciagdo, propagacao e
terminagdo (PESSOA; VALQUIRIA, 2016).

A oxidacdo de proteinas comeca com os processos de iniciagdo dos atomos de
hidrogénio da proteina via geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) para formar uma
proteina radical central no carbono (P *) que ¢ consequentemente convertido no radical
analquilproxil (POO ¢) na presenga de oxigénio e a um perdxido de alquil (POOH) ligando ao
hidrogénio atomos de outra molécula suscetivel. Reagdes subsequentes com ROS, como HO,
ou com formas reduzidas de metais de transicio (Mn+), como Fe*" ou Cu™ levam a producio

de radical alcoxila (PO °) e seu derivado hidroxila (POH) (FALOWO et al., 2017).
4 CONTROLE DA OXIDACAO PELO USO DE ANTIOXIDANTES

Existem varias maneiras de retardar a degradacao oxidativa em alimentos. Muitos dos
problemas de oxidagdo podem ser resolvidos ou, pelo menos, mantidos sob controle, por meio
de intervengdes tecnoldgicas adequadas (OETTERER et al., 2006). Os inibidores da oxidagao
incluem a adi¢do de agentes complexantes, os quais reduzem a concentragao de metais livres;
agentes redutores (doadores de elétrons); agentes que removem ou reduzem a concentracao de

oxigénio; e, os removedores de radicais livres, aprofundados no presente trabalho.
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Substancias capazes de inibir ou impedir a oxida¢do dos alimentos sdo chamados de
antioxidantes. A utilizagdo de antioxidantes retarda a rancidez oxidativa e protege pigmentos,
carotenoides, vitaminas e outros compostos insaturados em alimentos (DAMODARAN et al.,
2008).

Antigamente, o controle de oxidagdo era realizado de forma arbitraria, sem
conhecimento da causa da oxidagdo e, consequentemente, da acdo dos antioxidantes. Um caso
comum era a utilizagdo pelas donas de casa de suco de laranja na salada de frutas. Mesmo
sem saber das possiveis reagdes quimicas que poderiam ocorrer na salada de frutas, as donas
de casa sabiam que a adigdo do suco de laranja evitava o escurecimento das frutas e
aumentava, assim, o tempo de conservagdo da salada. Este escurecimento era evitado pela
acdo do acido citrico presente na laranja e considerado um antioxidante natural. Da mesma
forma, o acido ascorbico, também presente em frutas citricas, reage rapidamente com o
oxigénio, deixando-o indisponivel para reagir com outros componentes do alimento, assim,
como os sulfitos sdo oxidados facilmente em sistemas alimentares a sulfonatos e sulfatos,
agindo como antioxidante em alimentos, como em frutas secas (DAMODARAN et al., 2008).

Os antioxidantes apresentam graus variaveis de eficiéncia na protecdo de sistemas
alimentares, sendo que as combinagdes costumam fornecer maior protecdo em relagdo a
adicao de um unico composto. Assim, os antioxidantes mistos por vezes tém acao sinérgica,
embora tal efeito ainda ndo seja compreendido por completo. Um exemplo ¢ o emprego do
acido ascorbico em conjunto com compostos fendlicos. O é4cido ascorbico pode regenerar
antioxidantes fenolicos por fornecimento de 4&tomos de hidrogénio para interromper a reagao
em cadeia da oxidagdo de lipideos (ARAUJO, 2015).

Os antioxidantes utilizados em alimentos sdo de origem natural ou sintética, € podem
ser classificados como primadrios, sinergistas, removedores de oxigénio, bioldgicos, agentes
quelantes e antioxidantes mistos (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes primarios atuam removendo ou inativando os radicais livres
formados durante a iniciacdo ou propagacao da reacdo. Eles doam um &tomo de hidrogénio ao
radical livre, gerando moléculas estaveis e, desta forma, interrompem a reagdo em cadeia
(Figura3) (RAMALHO; JORGE, 2006). Os antioxidantes primarios mais conhecidos sdo o
BHA, BHT e o TBHQ, que sdo polifenoéis sintéticos, € os tocoferodis, que sao naturais.

Os compostos sinergistas apresentam pouca ou nenhuma atividade antioxidante, mas
quando combinados em propor¢des adequadas com outros antioxidantes podem ter a atividade
aumentada. Um exemplo € o acido ascorbico, que pode atuar como sinergista da regeneracao

de antioxidantes primarios (RAMALHO; JORGE, 2006).
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Os removedores de oxigénio sao compostos que reagem com o oxigénio presente no
meio, formando moléculas estaveis. Desta forma, o oxigénio fica indisponivel para as reagdes
de autoxidacao. O acido ascorbico e seus isomeros sao exemplos desta classe de antioxidantes
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes bioldgicos sdo enzimas presentes naturalmente nos tecidos vegetal
ou animal, como a catalase, glicose oxidase e superoxido dismutase. Elas atuam como
removedores de oxigénio ou de compostos altamente reativos presentes no alimento
(RAMALHO; JORGE, 2006).

Os agentes quelantes/sequestrantes sdo utilizados para complexar ions metalicos, que
normalmente atuam como catalisadores da oxidacdo lipidica, sobretudo o cobre e o ferro. A
complexacgdo ocorre devido a presenca de um par de elétrons ndo compartilhado na estrutura
molecular destes compostos. Como exemplos podem ser citados o acido citrico, fosfatos e
sais de acido etileno diamino tetra acético (EDTA) (RAMALHO; JORGE, 2006).

Os antioxidantes mistos sdo extratos constituidos por uma mistura de compostos
obtidos de plantas e animais, destacando-se proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados
de acido cinamico. Estes compostos tém sido bastante estudados como antioxidantes para
adi¢dao em alimentos (RAMALHO; JORGE, 2006).

O antioxidante (AH) funciona removendo os radicais livres (R" ou ROO") tdo logo
estes sejam formados e sdo eficientes apenas quando a concentragdo do ROO’ ¢ baixa, ou seja,
na fase inicial da oxida¢do. Logo que os radicais peroxil (ROO") estejam presentes em
concentragdes elevadas, o antioxidante ¢ rapidamente decomposto. A reagdo direta do
antioxidante com o substrato R’ parece ser menos importante que a reagdo com o radical

peroxil (ROO") (DAMODARAN et al., 2008), como mostra a Figura 3:
Figura 3: Acdo dos Antioxidantes

AH+R* - A*+ RH
ROO* + AH - ROOH + A°

Fonte: (DAMODARAN et al., 2008).
Outro mecanismo ¢ a formacao do complexo entre o radical peroxil e os antioxidantes,
como na Figura 4:
Figura 4: Acdo dos Antioxidantes
ROO* + AH — (ROO"AH)
Fonte: (DAMODARAN et al., 2008).
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Para serem efetivos, os antioxidantes tém que competir com o substrato, normalmente
presente em concentracdes elevadas. A sua eficiéncia depende da capacidade em doar
hidrogénio para o radical livre, podendo ser prevista com a ajuda de potencial padrao de
reducio (ARAUJO, 2015). Os antioxidantes permitidos pela legislagdo brasileira estio na
Tabela 1:

Tabela 1: Antioxidantes permitidos pela legislagdo brasileira

ANTIOXIDANTES CODIGO INS IDA*
Acido ascorbico 300 Nao especificada
Acido citrico 330 Nao limitada
Acido fosforico 338 70 (como P)
Acido eritérbico 315 Nao especificada
Butil-hidroxianisol (BHA) 320 0-0,5 (1988)
Bulti-hidroxitolueno
(BHT) 321 0,03 (1995)
Citrato de monoglicerideos - -

Citrato de monoisopropila 384 0-14 (1973)
Cloreto de estanoso 512 14 (2000)
EDTA acido dissodico 386 0-2,5 (1973)

EDTA célcico dissédico 385 0-2,5 (1973)
Galato de propila ou 310 0-1,4 (1996)

De dodecila ou 312 Nao especificada

De octila 311 Nao especificada
Lecitinas 322 Nao limitada
Palmitato de ascorbila 304 0-1,25 (1973)
Estearato de ascorbila 305 0-1,25 (1973)

Terc-bultihidroquinona

(TBHAQ) 319 0-0,7 (1997)
Tocoferois 307 0,15-2 (1986)

*IDA: Ingestdo Diaria Aceitavel.
Fonte: BRASIL; ANVISA.

O codigo INS (International Numbering System) ¢ a aplicacdo do Sistema Internacional
de Numeragdo de Aditivos Alimentares, elaborado pelo Comité do Codex sobre Aditivos

Alimentares e Contaminantes de Alimentos para estabelecer um sistema numérico



16

internacional de identificacdo dos aditivos alimentares nas listas de ingredientes, assim 0s
aditivos como antioxidantes tem os mesmos nimeros em todo o mundo para facilitar sua
identificacdo. Ja o IDA (¢ medida em miligramas de antioxidantes por quilo de peso corpdreo
da pessoa que o ingere (mg/kg)) ¢ considerada uma ingestdo segura para um adulto saudéavel
de peso normal que consome uma quantidade média didria da substancia em questdo. A IDA
ndo leva em conta reagdes alérgicas, que sdo respostas individuais e ndo fendomenos
dependentes da dosagem, mas serve como recomendacao de consumo de cada um dos

antioxidantes citados de acordo com a ANVISA.
5 OS ANTIOXIDANTES MAIS UTILIZADOS NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

Os antioxidantes sintéticos sdo os mais utilizados pela industria de alimentos. Sdo
substancias que tiveram seu uso aprovado em alimentos apos investigacdes que comprovaram
sua seguranca dentro de um limite de ingestdo diaria. Dessa forma, estdo sujeitos as
legislagdes especificas de cada pais ou normas internacionais. Dentre esses antioxidantes, os
mais utilizados sdo o BHA (butilhidroxianisol), o BHT (butilhidroxitolueno), e o TBHQ (terc-
butilhidroquinona).

Apesar de serem muito efetivos e estaveis, os antioxidantes sintéticos apresentam uso
restrito em muitos paises devido a possibilidade de causarem efeitos indesejaveis em enzimas
de véarios o0rgdos humanos e serem prejudiciais a saude (TIVERON, 2010). Dessa forma, ha
um grande interesse em encontrar novos antioxidantes que sejam seguros ¢ obtidos de fontes
naturais. A seguir, sdo apresentadas as principais caracteristicas dos antioxidantes mais

utilizados.
5.1 Butilhidroxianisol (BHA)

Para o0 BHA, o limite maximo permitido para carnes, por exemplo, ¢ de 0,01 g para
100 g. O BHA possui grande estabilidade térmica, mas em temperaturas elevadas confere aos
alimentos odor desagradavel. Muito aplicado e de muita eficiéncia para gordura animal e de
pouca eficiéncia em Oleos e vegetais. Comercialmente, o BHA ¢ uma mistura de dois
isomeros, 2-BHA E 3-BHA. E altamente soltivel em 6leos e gorduras e insoltvel em agua.
Tem habilidade de resistir a processos tecnologicos, principalmente aquecimento, e transferir
a atividade estabilizante para o produto final frito ou assado, como biscoitos, batata frita,

amendoim torrado dentre outros. Em alimentos com baixo teor de gorduras, como produtos a
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base de cereais, puré de batatas e misturas para bolos, o0 BHA ¢ muito utilizado (ARAUJO,

2015).
Figura 5: Estrutura molecular do BHA

~0 ~0

OH OH

Fonte: (ARAUJO, 2015)

5.2 Butilhidroxitolueno (BHT)

Para o BHT, o limite maximo permitido para carnes, por exemplo, ¢ de 0,01 g para
100 g, assim como o BHA. Sua estabilidade térmica nao ¢ tdo eficaz quanto o BHA, sendo
considerada razoavel, com odor desagradavel em temperatura elevada. Sua aplicacdo ¢é
predominantemente em gordura animal e de pouca eficiéncia em 6leos vegetais (ARAUJO,
2015).

O BHT ¢ muito utilizado e possui propriedades similares as do BHA. Porém, nao ¢ tao
efetivo como o BHA, em decorréncia da presenca de dois grupos butil, os quais conferem
maior impedimento estérico que o BHA, além de ser vaporizado mais facilmente durante
aquecimento.

O BHA e BHT tém uma volatilidade muito vantajosa em alimentos que contém baixo
teor de gordura. A adi¢do de pequenas quantidades do BHA ou do BHT ao produto antes do
cozimento ou secagem provoca a dispersdo pela volatilizacdo, resultando na prote¢ao do
produto durante o processamento € o armazenamento. Esses produtos podem também ser
estabilizados pela adi¢ao de elevadas concentragdes do antioxidante na parede interna das
embalagens. O antioxidante entra em contato com a por¢ao gordurosa do produto mais
eficientemente por volatilizacdo. A Tabela 2 apresenta as quantidades comumente adicionadas

em alguns alimentos.



Tabela 2: Niveis de BHA e BHT utilizados em produtos alimenticios

Produtos Niveis para BHA (%) Niveis para BHT (%)
Gordura animal 0, 001-0,01 0, 001-0,01
Oleos vegetais 0, 002-0,02 0, 002-0,02
Produtos assados 0,01-0,04 0,01-0,04
Cereais 0, 005-0,02 0, 005-0,02
Puré de batata desidratada 0, 001 0, 001
Oleos essenciais 0,01-0,1 0,01-0,1
Embalagens 0,02-0,1 0,02-0,1
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*Combinacao com BHT/BHA, galatos e acidos citrico sdo frequentemente utilizadas.
Fonte: (ARAUJO, 2015)

Na Tabela 2: Niveis de BHA e BHT utilizados em produtos alimenticios. Tanto o
BHA quanto o BHT apresentam pouca eficiéncia em o6leos vegetais, sendo o BHT mais

efetivo que o BHA na estabilizagio de gorduras animais (ARAUJO, 2015).

Figura 6: Estrutura molecular do BHT

OH

Fonte: (ARAUJO, 2015)

5.3 Terc-butilhidroquinona (TBHQ)

O uso de Oleos vegetais poli-insaturados altamente sensiveis a oxidagdo no
processamento de alimentos e na dieta humana trouxe a necessidade de antioxidantes mais
potentes. Testes longos foram feitos por Thompson e Sherwin em 1966 e 1967, que
resultaram na aprovagdo de TBHQ para uso em alimentos em 1972, nos Estados Unidos. O
TBHQ tem melhor resposta a oxidagao do que os anteriores. A estrutura de polihidroxilas ¢
responsavel pela relativa solubilidade em agua, que pode, por outro lado, comprometer sua
eficiéncia em emulsdes. E um solido cristalino branco com moderada solubilidade em éleo e
muito baixa em agua (COPPEN, 1994; SHERWIN, 1985).

O TBHQ ¢ o mais eficiente dos antioxidantes primdarios, em especial para oleos
vegetais; resiste a altas temperaturas, ¢ menos volatil do que o BHA e o BHT e, se comparado
ao BHA, ele ¢ razoavel em produtos assados e excelente em frituras (OETTERER et al.,

2006).
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Figura 7: Estrutura molecular do TBHQ

HO OH

Fonte: (ARAUIJO, 2015).
5.4 Acido ascérbico

O 4cido ascorbico, ou vitamina C, ¢ uma cetolactona de seis carbonos, estruturalmente
relacionada a glucose e a outras hexoses e recebeu o nome, do grego, significando “sem
escorbuto”. O 4cido L-ascorbico, além de formar complexos com ions metélicos, por ter a
estrutura de um diol, pode ser facilmente oxidado a acido L-deidroascorbico, que também
apresenta atividade vitaminica.

O seu uso ¢ permitido em cogumelos (0,20% ou 2.000 ppm), alimentos infantis
(0,05%), cervejas (0,03%), vinhos (0,01%) e refrescos e refrigerantes (gsp), entre outros

alimentos/bebidas (GAVA et al., 2009).

Figura 8: Estrutura molecular do acido ascorbico
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Fonte: (GAVA et al., 2009)

5.5 Acido citrico

De acordo com Gava et al. (2009) o acido citrico ¢ um acido organico fraco,
tricarboxilico (2-hidroxi-1, 2,3-propanotricarboxilico), presente na maioria das frutas,
principalmente nas citricas. Trata-se também de um acidulante, mas ¢ considerado um
antioxidante por quelar ions metdlicos. Alimentos que permitem seu uso incluem o coco
ralado, o leite de coco, 6leos e gorduras e produtos de frutas, todos em quantidades qsp

(quantidade suficiente para obter o efeito desejado).
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Figura 9: Estrutura molecular do acido citrico
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Fonte: (GAVA et al., 2009)

5.6 Acido fosforico

O acido fosforico (H;PO4) € um 4cido fraco a medianamente forte e também ¢ usado
como acidulante. E incluido como antioxidante por atuar como sequestrante de metais. O uso
¢ permitido em gorduras e margarinas, num maximo de 0,01% (GAVA et al.,2009).

Figura 10: Estrutura molecular do acido fosforico
i
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Fonte: (GAVA et al., 2009)

H
H\o/

5.7 Acido eritorbico

O acido eritorbico ou isoascorbico ¢ um isomero sintético da vitamina C, mas com
apenas 1/20 da atividade desta vitamina. O seu uso ¢ permitido em cervejas (0,01%), creme
vegetal (0,2%), cogumelos (0,03%), vinhos (gsp), refrescos e refrigerantes (0,01%), dleos e
gorduras (0,03%), entre outros alimentos (GAVA et al., 2009).

Figura 11: Estrutura molecular do acido eritorbico
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Fonte: (GAVA et al., 2009)

5.8 Lecitinas

As lecitinas tém sido muito usadas por suas propriedades funcionais e nutricionais,
sendo de origem natural e possuindo bom custo/beneficio. Sdo fosfolipidios e com balango

hidrofilico/lipofilico por terem uma fragdo nao polar (radicais de acidos graxos) e outra polar
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(fosfodiester). Possuem varias fungdes, incluindo a de antioxidantes. A legislacdo permite o
uso em biscoitos (0,2%), gelados comestiveis (0,1%), leite de coco (0,2%), 6leos e gorduras
(0,2%) e margarina (0,6%). A sua IDA nao ¢ limitada (GAVA et al., 2009).

Figura 12: Estrutura molecular do Acido lecitinas
T S NN

I _Ho
0~ o’\[ NN
O {\} *‘u‘\.l .,'/\\ . - /
CH; 0" | 0O
ch'\l: J (0]S)]
H.C™

Fonte: (GAVA et al., 2009).

5.9 Tocoferois

Para os tocoferéis o limite méximo de acordo com a ANVISA, permitido para bebidas,
por exemplo, ¢ de 0,003 g para 100 g ou 100 mL, O alfa-tocoferol ¢ um antioxidante natural
encontrado no reino vegetal e faz parte da familia da vitamina E. Além deste, ha outros trés
tocoferois (beta, gama e delta) e quatro tocotriendis, que apresentam uma cadeia lateral
insaturada. Podem ser utilizados em varios alimentos, como, por exemplo, em alimentos e
bebidas para fins especiais, como formulas infantis para lactentes destinadas a necessidades

dietoterapicas especificas.

Figura 13: Estrutura molecular do alfa-tocoferois

Fonte: (GAVA et al., 2009)

6 FONTES DE ANTIOXIDANTES NATURAIS

A grande maioria dos antioxidantes naturais ¢ encontrada em fontes de origem vegetal.

Os polifendis podem ser considerados como o principal grupo de compostos responsaveis
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pela atividade antioxidante de vegetais. Existem diferentes classes de compostos
polifendlicos, divididas em quatro familias: flavondides (flavonas, flavanonas, catequinas e
antocianinas), acidos fenolicos, lignanas e estilbenos (resveratrol), sendo que cada uma
apresenta efeito antioxidante diferenciado. A distribuicdo e a quantidade destes compostos
ndo ocorrem da mesma maneira nos vegetais, o que influencia a capacidade antioxidante de
cada um dos tipos de antioxidantes (GIADA, 2006; TIVERON, 2010).

Além dos vegetais, alguns antioxidantes podem ser produzidos por processos
biotecnoldgicos, por fermentagao ou hidrolise enzimatica (DAMODARAN et al., 2008). Mais
recentemente, alguns estudos tém mostrado a aplicagdo de outros compostos com capacidades
antioxidantes obtidos por fermentacdo ou por hidrolise enziméatica como peptideos bioativos e
exopolissacarideos (sdao macromoléculas naturais encontradas em todos organismos vivos).

Os trabalhos de literatura que investigam o teor de antioxidantes nas amostras em
estudo utilizam diferentes métodos de determinacdo de atividade antioxidante. O mais simples
¢ a determinagdo de fenodlicos totais, que quantifica todos os fendlicos presentes na amostra.
Neste tipo de analise, a curva padrao ¢ feita com um fenélico conhecido, normalmente o acido
galico. Por esta razdo, o resultado ¢ expresso em termos do composto fendlico utilizado, por
exemplo, em écido gélico equivalente (EAG). H4 também os métodos de determinagdo de
antocianinas totais, flavondides totais (SILVA et al., 2016). A identificacdo e a quantificagdo
de compostos especificos sdo feitas por métodos cromatograficos.

Para determinacdo da atividade antioxidante do extrato ou do composto isolado,
existem varias metodologias de andlise utilizadas, sendo que cada uma se baseia em uma
reacdo de oxirredugdo diferente. Desta forma, os resultados de diferentes metodologias de
determinagdo de atividade antioxidantes nao podem ser comparados.

As mais usuais em artigos cientificos sdo os métodos in vitro, sequestrador de radicais
livres, como os métodos FRAP, ABTS, ORAC, DPPH, beta-caroteno/acido linoleico, TBARS
e Rancimat (TIVERON, 2010).

Pelo método in vitro, os ensaios determinam a habilidade dos antioxidantes para
sequestrar radicais livres gerados no meio de rea¢do, ou medem a capacidade de sequestrar
espécies radicalares estaveis gerados pelos antioxidantes ou a eficiéncia dos antioxidantes em
remover radical oxigénio gerado por sistemas enzimaticos (GIADA, 2006; TIVERON, 2010).

O método de FRAP baseia-se na medida direta da habilidade dos antioxidantes
reduzirem, em condi¢des de pH, o complexo Fe ™ /tripiridiltriazina (TPTZ). O método ORAC
baseia-se na deteccdo do dano quimico as beta ou R-Picoeritrina, proteinas que funcionam

como componentes armazenadores de luz. A perda da fluorescéncia na presenca de radicais
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livres pelos antioxidantes ¢ tomada como indice de dano oxidativo da proteina (GIADA,
2006; TIVERON, 2010).

O método DPPH baseia-se no sequestro do radical estavel DPPH (2,2- difenil-1-picril-
hidrazil) do meio da amostra. Assim, o radical DPPH serve como radical oxidavel a ser
reduzido pelo antioxidante bem como indicador para a reacdo, de modo que ele ¢ um radical
estavel de coloragdo violeta, recebendo um elétron ou um hidrogénio radical para tornar-se
uma molécula estavel, sendo entdo reduzido e muda para a coloragdo amarela. No método
beta-caroteno/acido linoleico, os produtos da degradacdo do 4cido linoleico pela oxidagdo,
devido a diferentes indutores (seja ele oxigénio, luz ou calor), sdo medidos indiretamente pela
taxa de destrui¢do oxidativa do beta caroteno (GIADA, 2006; TIVERON, 2010).

O método TBARS baseia-se na reacdo do acido 2-tiobarbitirico (TBA) com os
produtos da decomposicao dos hidroperéxidos de acidos graxos insaturados, resultantes da
oxidagdo de um substrato lipidico. O método Rancimat sdo testes de estabilidade em 6leos e
gorduras recorrem as condigdes padronizadas de oxidagdo acelerada e permitem estimar de
forma répida a estabilidade oxidativa de uma matéria graxa ou a eficacia tedrica de um
antioxidante isolado ou em associacao (GIADA, 2006; TIVERON, 2010).

O método do ABTS (2,2-azinobis (ethylbenzo-thiazoline6-sulfonic
aciddiammoniumsalt) estd baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation
ABTS®". Esta captura provoca um decréscimo na absorbancia, que ¢ lida a partir da mistura
do radical com o antioxidante em diferentes tempos. Neste método, a curva padrao ¢ feita com
o antioxidante Trolox, por isso o resultado ¢ expresso como Trolox equivalente (TIVERON,
2010).

O método do acido linoleico estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da
descoloragao (oxidac¢do) do B-caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do
acido linoleico. Um dos fatores que podem influenciar nesta analise ¢ o meio onde ocorre a
reacdo, que se caracteriza por ser uma emulsdo, apresentando regidoes polares e apolares ao
mesmo tempo e, dependendo da polaridade da amostra, pode interagir mais ou menos com a
emulsdao (TTIVERON, 2010).

No estudo de Ji-Eun Jina, Chang-Bum Ahnb, Jae-Young Jea (2018), foram analisados
peptideos bioativos derivados da concha do molusco Scapharca subcrenata hidrolisada por
pepsina e os hidrolisados apresentaram atividade antioxidante determinada pelos métodos
DPPH, ORAC e ABTS.

Na Tabela 3 e 4, serdo detalhadas fontes de antioxidantes naturais, vegetais ou outras.

Foram incluidos nesta revisdo trabalhos que determinam o teor de fenodlicos totais, estudos
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mais especificos que identificam e quantificam os fendlicos e estudos de determinagdo da

atividade antioxidante.
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Tabela 3: Fontes de Antioxidantes Naturais

Fontes

Compostos antioxidantes Referéncia

Bearberry

57,4 g EAG (concentracdo de
(LORENZO et al., 2018)
fendlicos totais)/ 100g

Amora silvestre

118 mg por 100 g base seca (BS) de
Antocianinas
3,4 mg por 100 g base seca (BS) de
flavonoides
5,0 mg EAG g de frutas de acido
galico (LORENZO et al., 2018)
155 mg por 100 g base seca (BS) de
fenolicos totais
5,0 mg de fenolicos totais / g de
matéria seca

16,2 mg EAG / g de matéria seca

Groselha preta

106 mg por 100 g base seca (BS) de
Antocianinas
10 mg por 100 g base seca (BS) de
flavonoides
. (LORENZO et al., 2018)
9,2 mg por 100 g base umida (BU)
de acido galico
410 mg por 100 g base seca (BS) de

fenodlicos totais

Morango

34 mg por 100 g base seca (BS) de
Antocianinas;

3 mg por 100 g base seca (BS) de
flavonoides;

. (LORENZO et al., 2018)
4,3 mg por 100 g sabe imida (BU)
de acido galico
460 mg de fenolicos totais

4,3 mg de EAG / g de fruta

Uva de urso

57,4 g de EAG/100 g frutas de acido
. (LORENZO et al., 2018)
galico
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Varia de 191,37 mg/100 g a 630,0

Bambu (NIRMALA et al., 2018)
mg/100g de fenodlicos totais
Compostos fenolicos 6,99 + 0,39 ug
Alho de EAG (concentragdo de fenois (FERREIRA, 2018)
totais) mg’'
Rucula orgéanica 126,84 + 4,46 mg EAG/100 g (ARBOS et al., 2010)

Alface organica

108,72 + 2,34 mg EAG/100 g

(ARBOS et al., 2010)

Almeirao organico

92,15+ 1,09 mg EAG/100 g

(ARBOS et al., 2010)

Alface convencional

91,22 + 0,91 mg EAG/100 g

(ARBOS et al., 2010)

Rucula convencional

90,78 + 2,23 mg EAG/100 g

(ARBOS et al., 2010)

Almeirao
. 81,04 + 3,64 mg EAG/100 g (ARBOS et al., 2010)
convencional
Teor de antocianina foi de 8,69
Chia | (FURTADO et al., 2018)
mg.100 g
128,19 mg (EAG) de compostos (SANTOS, 2017)
Alecrim fenolicos/g de ervas
134,91 mg (EAG) de compostos (SANTOS, 2017)
Manjericao fenolicos/g de ervas
156,08 mg (EAG) de compostos (SANTOS, 2017)
Orégano fenolicos/g de ervas

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 4: Atividade Antioxidante de produtos naturais pelo método ABTS.

Fontes Compostos fendlicos Referéncia

111,8 £5,03 uM trolox / g
Acafrao (TIVERON, 2010)
concentracao de compostos fendlicos

96,5 £ 0,87 uM trolox / g
Alface _ (TIVERON, 2010)
concentragdo de compostos fenolicos

. 79,9 + 0,10 uM trolox / g
Agrido . (TIVERON, 2010)
concentracao de compostos fendlicos

8,1 £0,14 uM trolox / g
Cenoura ) (TIVERON, 2010)
concentragao de compostos fenolicos

6,9 £ 1,19 uM trolox / g
Alho-por6 . (TIVERON, 2010)
concentracao de compostos fendlicos

) 6,2+ 1,77 uM trolox / g
Aipo _ (TIVERON, 2010)
concentragdo de compostos fenolicos

6,1 £ 1,65 uM trolox / g
Vagem . (TIVERON, 2010)
concentracao de compostos fendlicos

Capacidade antioxidante foi de
Chia . (FURTADO et al., 2018)
1,004uMTrolox.g

Fonte: Proprio autor.
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De acordo com Manganaris et al. (2014), as frutas vermelhas sdo uma boa fonte de
compostos fenolicos, especialmente antocianinas, que podem ser usadas como alternativa de
antioxidante natural. A maioria das frutas vermelhas sdo ricas em acido ascorbico,
carotenoides, vitamina E e compostos fendlicos. Carotenoides comuns, como luteina e [3-
caroteno, licopeno, a -caroteno, B-criptoxantina, neoxantina, cis e trans- violaxantina, 5,6-
epoxiluteina e zeaxantina também foram identificadas em frutas vermelhas.

A uva de urso (Arctostaphylos sp.) possui grande potencial para uso como
antioxidante natural devido a seu alto contetdo polifendlico de 57,4 g de EAG
(concentragdes de compostos fenolicos totais) /100 g. Para as uvas (Vitis sp.), existem muitas
espécies e variedades de bagas de uva em todo o mundo e, portanto, a composi¢do quimica ¢é
altamente afetada por esses fatores. De maneira geral, as variedades de uva roxa / vermelha
conttm uma grande variedade de compostos fenolicos, incluindo acidos fenolicos,
flavonoides, antocianinas e estilbenoides (LORENZO et al., 2018).

O mirtilo (Vaccinium sp.) contém uma variedade de compostos fendlicos (flavandides,
taninos e antocianinas), além de um alto teor de vitaminas C e E, todos contribuindo para sua
alta capacidade antioxidante (LORENZO et al., 2018).

A amora-preta (Rubus sp.) possui numerosos compostos capazes de contribuir para a
atividade antioxidante, como acidos ascorbicos, compostos fendlicos, antocianinas,
flavonoides, acidos clorogénicos e procianidinas. A amora silvestre (Rubus chamaemorus)
possui cerca de 16,2 mg EAG / g de matéria seca e pode ser usada como antioxidante natural
(LORENZO et al., 2018).

A groselha-preta (Ribes nigrum) apresenta quantidade de antocianinas de 106 mg por
100 g base seca (BS), de flavondides 10 mg por 100 g base seca (BS), de 4cido galico 9,2 mg
por 100 g base umida (BU) e 410 mg por 100 g base seca (BS) de fenodlicos totais. Em
compara¢do com controles, a adi¢do de 5, 10 e 20 g / kg de extratos de groselha reduziu os
valores de TBARs em 74, 90 e 92%, respectivamente, resultando em valores de TBARs
abaixo do limite sensorial aceitavel para sabor rangoso (1 mg / kg) (LORENZO et al., 2018).

Estudo realizado com arando (Vaccinium sp.) encontrou varias classes de polifendis,
incluindo 4cidos fenolicos, flavonoéis glicosideos, antocianinas e proantocianinas, € concluiu
que o suco concentrado de arando em pd possui alto teor de atividade antioxidante, mostrando
potencial de retardo de TBAR’s (LORENZO et al., 2018).

Na polpa do morango (Fragaria ananassa), além do é&cido ascoérbico, ¢ comum
encontrar mais de 40 compostos fendlicos, principalmente em suas formas glicosiladas,

incluindo glicosideos de quercetina, kaempferol, cianidina, pelargonidina, acido eléagico,
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derivados do 4cido p-carmarico 4acido e elagitaninos, que sdo principalmente responsaveis
pela atividade antioxidante da fruta.

Virias espécies de bambu foram analisadas quanto as suas atividades antioxidantes,
como Dendrocalamus asper, D. hamiltonii, Bambusa tulda, B. vulgaris, B. balcooa, B.
pallida e Espécies de Phyllostachys, (PARK; JHON, 2010; NEMENYT et al., 2015). Essa
propriedade foi atribuida & presenca de fenolicos e acido ascérbico nos extratos de broto de
bambu. O sistema antioxidante de brotos de bambu também ¢ considerado crucial na
resisténcia ao estresse de refrigeracdo. Reng et al. (2015) realizaram um estudo sobre
brotacdes de Phyllostachys Praecox f. prevernalis e determinaram que o tratamento com UV-
C alivia as lesdes causadas pelo frio ao fortalecer a competéncia antioxidante e promover a
biossintese de prolina. No estudo, o conteudo fendlico de brotos de diferentes espécies de
bambu variou de 191,37 mg/100 g a 630,0 mg/100 g. O maior valor do contetido fendlico
total foi medido nos brotos de P. aureosulcata (1.321,95 pug EAG/ml). O teor de vitamina C
nos brotos de vérias espécies de bambu variaram de 1,00 mg a 4,80 mg/100 g, sendo que a
espécie Dendrocalamus Sikkimensis (2,43 mg / 100g, peso fresco) apresentou maior teor de
vitamina C seguido de D. latiflorus (2,38 mg / 100g, peso fresco) e D. giganteus (2,21 mg /
100, peso fresco) (NIRMALA et al., 2018).

Os teores de compostos fendlicos totais encontrados para o alho pelos pesquisadores
foram de 6,99 + 0,39 pg de EAG (concentracio de fenolicos totais) mg™' de matéria seca no
inicio do estudo, 7,23 + 0,33 pg de EAG mg™”' de matéria seca aos 30 dias e de 8,70 + 1,83 ug
de EAG mg" de matéria seca aos 60 dias. Com relagdo & atividade antioxidante, a mesma foi
medida pelo sistema beta caroteno/acido linoleico e houve reducao significativa durante o
periodo de armazenamento nos tempos de 0 a 15 dias (FERREIRA, 2018). Outro estudo como
extrato de alho cozido evidenciou uma atividade antioxidante superior, com um IC 50 de 23,4
pg / ml capacidade antioxidante do extrato de cascas de alho, tendo a reduzir um valor de
IC 50 de 79,07 pg / mL em comparagdo com vitamina C, que apresentou um valor de 4,09 pg
/ mL (SILVA; MORETTI; MATTOS, 2010).

Ferreira (2018) determinou a atividade antioxidante. O extrato de alho cozido
apresentou maior atividade, tanto pelo método do radical DPPH, como pelo método FRAP.
Por isso, devera ser preferencialmente consumido o alho cozido comparativamente ao alho
fresco. Quanto as cascas de alho, foi concluido que estas sdo uma fonte promissora de
compostos antioxidantes naturais e de facil acesso, apesar de ndo fazerem parte da dieta
humana. Nos dois casos estudados acima a quantidade de atividade antioxidante foi menor

comparado ao alho fresco.
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Um estudo realizado por Tiveron (2010) determinou os compostos fendlicos mais
abundantes em amostras de 23 hortalicas, tais como, acafrdo, alface, agrido, vagem, alho-
pord, cebolinha, dentre outras. Os melhores resultados encontrados neste trabalho para a
metodologia do ABTS foram para as amostras de agafrao (111,8 = 5,03 uM trolox / g), alface
(96,5 £ 0,87 uM trolox / g) e agrido (79,9 = 0,10 uM trolox / g). Foram encontrados os
seguintes resultados em cenoura (8,1 + 0,14 uM trolox / g), alho-por6 (6,9 = 1,19 uM trolox /
g), aipo (6,2 = 1,77 uM trolox / g) e vagem (6,1 £ 1,65 uM trolox / g).

Utilizando o método de radical livre DPPH, os resultados mostraram que alface,
alcachofra, acafrdo e espinafre apresentaram maiores atividades antioxidantes (54,9%),
(53,2%), (36,2%), (32,1%), respectivamente. Com fator de dilui¢do menor (1:5), as hortalicas
que apresentaram melhores atividades antioxidantes foram rticula (86%), beterraba (85,1%) e
salsa (78,4%) com maior fator de diluicdo (1:50), uma superficie (54,9 = 0,66%) e alcachofra
(53,2 £ 4,23%) nao diferiram significativamente da atividade antioxidante pelo método do
DPPH, porém apresentaram diferenca em relagdo ao acafrdo (36,2 = 2,00%) e espinafre (32,1
+ 0,25%). O acafrao e a alcachofra ndo diferiram estatisticamente entre si. (TIVERON, 2010).

Morais et al. (2009) avaliaram uma a¢dao antioxidante de chds e condimentos
largamente consumidos no Brasil, tais como o boldo, a camomila, o capim santo, o cha preto,
o ché verde, dentre outros. Os resultados variaram em fungao do tipo de ché e do condimento.
Os chas analisados foram das plantas: Pneumus boldus Mold., Matricaria becutita L.,
Cymbopogon bitratus (DC) Stapf, Baccharis trimera (Menos.) DC, Camelia sinensis (L) O.
Kuntze (fermentado), Camelia sinensis (ndo fermentada), Lippia alba NE Brown, Mentha
arvensis L. e Pyrusmalus. Dentre as amostras analisadas, as que se mostraram mais eficientes
frente aos radicais livres foram: ché verde (Camelia Sinensis (ndo-fermentada)) com IC50 de
0,14 mg/mL, canela (Cinnamonum Zeylanicum) com CI50 de 0,37 mg/mL, cravo (Eugenia
aromatica) com 1C50 de 0,46 mg/mL, louro (Laurus Nobilis) com IC50 de 0,76 mg/mL e cha
preto (Camelia Sinensis (fermentada)) com IC50 de 0,96 mg/mL. Vale lembrar que IC 50 se
refere a uma curva de dose-reposta que representa a concentragdo para qual 50% da
populacdo exibe uma resposta, ou seja, neste caso ¢ uma média da inibicdo de um composto
(com 50% de inibi¢ao da oxidagdao) (MORALIS et al., 2009).

Roesler et al. (2007) mostraram com os estudos que os extratos que contém maiores
conteudos de fenolicos totais nos frutas do cerrado estudados, em ordem decrescente, foram:
extratos etandlico e aquoso de casca de pequi (209,37 ¢ 208,42 g EAGkg,
respectivamente), extrato etanodlico de semente de araticum (136,99 g EAG.kg'l), extrato

etanolico de semente de cagaita (136,96 g EAG kg ™), extrato etandlico de casca de banha de
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galinha (99,18 g EAGkg ™) e extrato etandlico de casca de araticum (90,72 g EAG.kg ™).
Com excecdo do extrato aquoso de casca de pequi, a extracdo etandlica foi a mais eficiente
para remog¢ao dos compostos fenolicos das diferentes fragdes das diversas frutas estudadas.
Considerando o alto conteudo de fendlicos totais dos extratos de algumas fracdes das frutas
do cerrado, comparado com estudos de extratos de frutas ja publicados, em que a atividade
antioxidante foi correlacionada, principalmente, com alto conteudo de fendlicos totais, como,
por exemplo, extratos obtidos de romd com 18% de fendlicos totais como acido tanico
equivalente (massa seca), extrato de maci com 2866 mg.100 g ', extrato de ameixa com 2643
mg.100 g'l, extrato de pera com 1194 mg.100 g 1 de fenblicos totais como catequina
equivalente (massa seca), extrato de casca e polpa de goiaba com 58,7 e 26,3 gkg ™,
respectivamente, de fenolicos totais como acido galico equivalente (massa seca) e "berries"
diversas com valores entre 177,5 ¢ 690,2 mg.100 g™ de fendlicos totais como acido galico
equivalente (frutos frescos), a capacidade de sequestrar radicais livres dos extratos produzidos
por diferentes fracdes de frutas do cerrado foi determinada utilizando-se o modelo "in vitro"
2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH").

Arbos et al. (2010) avaliaram a atividade antioxidantes de hortalicas convencionais e
organicas. Os resultados do estudo mostraram que a alface organica apresenta acdo
antioxidante mais efetiva que a convencional nas concentra¢des de 0,1 ¢ 1 mgmL’,
reduzindo 23,1 £ 0,35% e 72,3 £ 0,93% o DPPH. Essas concentragdes foram também as mais
efetivas nos extratos de rucula organica, quando comparado a convencional, reduzindo 23 +
0,85% o DPPH na concentra¢io 0,1 mg.mL™" e 77,3 + 0,74% na concentra¢io | mg.mL™"'. Em
relacdo aos extratos de almeirdo organico, a atividade antioxidante foi superior nos extratos
menos concentrados, 0,01 e 0,1 mg.mL'l, reduzindo o DPPH em 5,3 £ 0,20% ¢ 13,1 + 0,20%,
respectivamente. Dentre as hortaligas analisadas, a efetividade na capacidade antioxidante foi,
em ordem decrescente, obtida pela ricula organica (IC 50 de 0,60 mg.mL™), almeirdo
organico (IC 50 de 0,62 mg.mL™"), alface organica (IC 50 de 0,64 mg.mL™), rucula
convencional (IC 50 de 0,68 mg.mL™"), almeirdo convencional (IC 50 de 0,71 mg.mL") e
alface convencional (IC 50 de 0,77 mg.mL™), hortali¢a esta com a menor agdo antioxidante.
O teor de compostos fenolicos dos extratos das hortalicas, em ordem decrescente, foi: ricula
organica (126,84 + 4,46 mg EAG.100 g"), alface organica (108,72 + 2,34 mg EAG.100 g),
almeirdo organico (92,15 £ 1,09 mg EAG.100 g-1), alface convencional (91,22 + 0,91 mg
EAG.100 g'l), ricula convencional (90,78 + 2,23 mg EAG.100 g'l) e almeirdo convencional
(81,04 + 3,64 mg EAG.100 g™).
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Furtado, Martins e Bortolini (2018) analisaram farinha de chia e determinaram o teor
de antocianinas totais e a atividade antioxidante, que foi avaliada pelo método DPPHO. Os
resultados da pesquisa foram: o teor de antocianina foi de 8,69 mg.100 g e a capacidade
antioxidante avaliada pela metodologia DPPH foi de 1,004 pM Trolox.g”. As sementes de
chia (Salvia hispdnica L.) sdo promissoras como fontes de antioxidantes, devido a presenca de
polifendis. Del Ré (2012) utilizou para as pesquisas especiarias tais como alecrim,
manjericao, orégano, salvia, dentre outros e concluiu que, de acordo com o teste DPPH, as
maiores atividade antioxidante foram obtidas para os extratos de manjericao (82,01%),
orégano (81,32%) e canela (77,82%), enquanto os demais condimentos apresentaram
atividade abaixo de 15% (pimenta e gengibre 13,49% e 12,59%, respectivamente). No teste
FRAP, o maior nivel férrico poder redutor foi observado para os extratos de manjericao
(321,12 uM de ET / g de extrato seco) e orégano (315,11 uM ET / g extrato seco) e a menor
atividade foi observada para o extrato de gengibre (9,08 uM ET / g extrato seco). Para o teste
da atividade quelante de ferro, todos os extratos avaliados apresentaram atividade
antioxidante: gengibre (88,57 + 2,98), manjericdo (94,18 + 9,17), orégano (81,16 = 5,80) e
pimenta (78,92 + 8,34) nao mostrou diferenga significativa quando em comparagdo com o
controlo positivo (EDTA = 90,34 + 3,43). No teste TBARS, as especiarias canela (18,52 +
4,65), gengibre (25,33 + 5,16), manjericao (33,14 + 8,94) e orégano (21,11 £ 1,67) a uma
concentracdo de 250 mg / mL maior atividade inibitéria quando comparada a controle
positivo Trolox (47,03 + 1,17).

O estudo de Richheimer (1996) teve como objetivo analisar os principais diterpenos
fendlicos antioxidantes presentes em extratos de alecrim e alecrim comercial para determinar
as atividades antioxidantes relativas desses compostos € como eles se comparam aos
antioxidantes sintéticos BHT, BHA ¢ TBHQ. Foram utilizados aproximadamente 10 g de
folhas inteiras de alecrim extraidas com aproximadamente 75 mL de 4lcool reagente em um
soxhlet Buchi Modelo 810 Paratus e analisadas em HPLC. Os dados indicam que o acido
carnodsico apresentou aproximadamente sete vezes a atividade antioxidante do BHT e BHA
(0,14 vs. 1,0) e pouco menos da metade da atividade de TBHQ (2,26 vs. 1,0). Com isso, o
estudo concluiu que 4cido carndsico possui atividade antioxidante e se encontra em
abundancia nesta planta e que esses extratos de alecrim podem ser comercializados como
alternativas naturais aos antioxidantes sintéticos, mas que futuros estudos devem ser
destinados aos compostos adicionais obtidos na extragdo como o como rosmanol e

epirosmanol.
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Alves, Pacheco e Reis (2017) utilizaram as folhas do manjericdo (Ocimum basilicum
L.) para identificacdo de atividade antioxidante o0 método DPPH. Foi verificado que a amostra
analisada apresenta um percentual significativo de sequestro de radicais livres nas amostras
testadas. A concentracao de 100 pg/mL apresenta um percentual de atividade antioxidante
aparentemente superior a concentracdo de 1000 pug / mL, porém observa-se que o desvio
padrdo ¢ alto, o que indica que a atividade antioxidante sofreu uma variacao consideravel. O
autor concluiu que a o manjericdo da espécie Ocimum basilicum L. possui representativa
composi¢ao quimica, bem como agdo antioxidante, atividade que pode ser de grande utilidade

na industria de alimentos como um antioxidante natural.
7 EXTRACAO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS

A extra¢do ¢ uma operacao unitaria em que sao envolvidas transferéncias de massa e
tem como objetivo basico a separacdo de compostos de interesse de uma substancia, seja ela
solida ou liquida através de processos quimicos, fisicos e/ou mecanicos. Os processos podem
ser realizados em meio so6lido-liquido, liquido-liquido ou gas-liquido (MEREGALLI, 2017).

Os métodos de extracdo, especificamente para compostos vegetais, devem ser
escolhidos de acordo com a estrutura a ser utilizada (raiz, caule, folhas, frutos, sementes) e
também em relacdo ao composto que se deseja extrair. A escolha do método de extragdo esta
vinculada a estrutura e a composi¢ao do material, por isso ¢ fundamental o conhecimento das
propriedades dos compostos de interesse e seu comportamento frente aos diferentes solventes,
quando estes sdao empregados (MEREGALLI, 2017).

Para a identificacdo e isolamento de compostos que possuem funcio antioxidante em
fontes naturais (como frutas, sementes e especiarias) ¢ necessaria a realizacdo a extragdo
destes compostos. Assim, a extracdo tem como objetivo remover estes compostos desejados e
comparar seus resultados, encontrando a melhor alternativa para sua aplicagdo em alimentos,
de modo que os tipos de extragdo de matrizes vegetais possa ser tipo sélido-liquido, sendo as
mais comuns a extragdo por solventes organicos, por dgua e por extracao supercritica.

Para isolar e determinar os compostos bioativos em fontes naturais como em frutas,
sementes e especiarias, ¢ preciso realizar a extragdo com solventes de polaridades diferentes.
Entretanto, antes de comecar o processo de extracdo, sdo necessdrias algumas etapas
preliminares para facilitar a extragdo e conservar os compostos antioxidantes, que sao muito
sensiveis a agdo da luz, oxigénio e calor (DAMODARAN et al., 2008).

No caso dos vegetais, normalmente eles sdo desidratados, liofilizados ou congelados, e

alguns casos peneirados ou moidos antes do processo de extra¢do. Este procedimento ¢
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realizado para que substratos atinjam maior superficie de contato com o solvente de extracao
e para inativagdo das enzimas lipoxigenases bem como a polifenoloxidases, que oxidam
compostos fenodlicos. Tais enzimas, naturalmente presentes em vegetais, sao responsaveis pela
rancidez oxidativa enzimatica (ANDREO; JORGE, 2006; GAMEZ-MEZA et al., 1999;
JUNTACHOTE; BERGHOFER, 2005).

7.1 Extracido com solventes orgianicos

A extragdo com solvente organico ¢ o método mais tradicional para o isolamento dos
compostos bioativos, como os antioxidantes naturais. O rendimento da extragdo e a atividade
antioxidante dos extratos dependem do tipo de solvente, devido as diferencas nos potenciais
antioxidantes e a polaridade dos compostos, do pH, do tempo e da temperatura de extracao
(JULKUNEM-TIITO, 1985; MARINOVA; YANISHLIEVA, 1997).

Toyohara et al. (2015) compararam 3 métodos de extracdo de antioxidantes em farinha
de folhas de mandioca (FFM): a) refluxo com metanol/agua (50:50, v/v); b) maceragdo com
etanol/agua (50:50, v/v) seguido de refluxo com acetona/agua (70:30, v/v); ¢) maceragdo com
metanol PA. Os estudos mostraram que a extragdo usando o solvente metanol/agua (50:50,
v/v) foi a mais eficaz para a obtencdo dos compostos fenolicos da farinha de folhas de
mandioca, apresentando também a maior atividade antioxidante. Foram identificados os
seguintes compostos fendlicos na FFM: catequina, acido galico, acido clorogénico e

galocatequina. Entre esses, a catequina foi a majoritaria.
7.1.1 Influéncia do solvente

Devido a diversos fatores, ndo existe sistema de extragdo com solventes que seja
satisfatorio para o isolamento de todos ou de classe especifica de antioxidantes naturais, o que
se torna um problema, ja que para cada extracao € necessario utilizar um solvente compativel
para tal operagao.

Além disso, a estrutura quimica desses compostos ¢ bem diversificada, variando os
compostos e quantidades presentes nos vegetais (como os acidos fenodlicos, antocianinas e
taninos). H4 também a possibilidade de interagdo dos antioxidantes com carboidratos,
proteinas e outros componentes dos vegetais, o que os torna mais ou menos disponiveis para
extracdo. Desta forma, deve-se avaliar o melhor solvente para cada fonte e cada tipo de
antioxidante que se deseja extrair, optando por escolher aquele que apresentar maior

recuperagao da maioria dos compostos de interesse.
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Etanol e dgua sdo os solventes mais empregados para a extra¢do de antioxidantes por
razoes de toxicidade e de abundancia (ANDREQ; JORGE, 2006). Outros solventes utilizados
sd0 o metanol, acetona, acetato de etila, cloroféormio, dentre outros (MOURE et al., 2001,
TOYOHARA et al., 2015).

Toyohara et al. (2015) estudou a influéncia do solvente na extracdo de antioxidantes
da mistura da casca e da polpa da fruta Saraguaji, e também de suas sementes. Foram
realizadas extragdes com o emprego de solventes com diferentes polaridades: metanol/H,O
(80:20, v/v), metanol/H,O acidificada pH 3 (80:20, v/v), etanol/H,O (80:20, v/v) e acetato de
etila. O solvente que proporcionou maiores atividades antioxidantes dos extratos, medidas
pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH, foi o etanol/H,O, exceto para o extrato obtido com o
solvente metanol/H,O acidificada pH 3 a partir da mistura casca/polpa, em que a atividade
antioxidante medida pelo método ABTS foi maior. Neste trabalho, a polaridade do solvente
influenciou na quantidade de compostos extraidos, mostrando entdo a importancia da escolha
correta do solvente para extragdo dos compostos.

Azizah, Ruslawatti e Tee (1999) avaliaram a extragdao de antioxidantes de subprodutos
de cacau (po, graos e cascas). Como solventes, os autores utilizaram o metanol, mistura de
cloroférmio, éter e dicloroetano ou mistura de cloroférmio, metanol e dicloroetano para a
extracdo. O melhor resultado foi o metanol para a extracdo dos compostos antioxidantes.

Para a extracdo em avelas, Moure et al. (2001) obtiveram melhores resultados usando
solvente com maior polaridade para a extracdo de polifendis. As maiores atividades
antioxidantes dos extratos, medidas pelo método DPPH, foram obtidas nas extragdes com
etanol ou dgua acidificada (pH 4,3), sendo menores na extracdo com acetato de etila e nula na
extracdo com acetona.

Anagnostopoulou (2006) pesquisou sete tipos de extratos com cascas de laranja doce.
Os extratos foram obtidos sucessivamente com tolueno, diclorometano e metanol de acordo
com o aumento da polaridade do solvente. O extrato metanolico seco foi dissolvido em agua
aquecida e a solucdo com éter dietilico, acetato de etila e butanol. O extrato obtido com o
acetato de etila resultou na maior capacidade antioxidante (método DPPH).

Sabe-se que a 4agua extrai com eficiéncia os compostos fendlicos com atividade
antioxidante devido a sua polaridade. Em estudo realizado com cogumelos “LingChih”
(Ganoderma tsugae), o extrato metanolico apresentou maior atividade antioxidante, porém
baixa concentracao de compostos fendlicos (24,0 a 35,5 mg/g) (MAU et al., 2005a). Ja no
extrato aquoso, a concentragdo de fenodlicos totais obtida foi de 40,86 a 42,34 mg/g (MAU et
al., 2005b).
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Um estudo realizado por Soares et al. (2008) teve como objetivo avaliar o conteudo de
compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante in vitro de extratos e fragdes obtidos a
partir do residuo da maga. As extracdes foram realizadas com os seguintes solventes em
solugdes aquosas: etanol, metanol e acetona. O sistema acetona em agua 75% (v/v) foi mais
eficaz na extragdo de compostos fendlicos totais. Uma atividade antioxidante neste extrato foi
de 4,83 ¢ 25,46 umol (capacidade antioxidante) TEAC.g ' de amostra com o método ABTS e
de 7,43 e 39,15 pmol TEAC.g 'pelo método DPPH, expresso em base umida e seca,

1

respectivamente. O teor de flavanoideis foi de 11,05 e 58,20 mg.100 g na base umida e

seca, respectivamente.
7.1.2 Influéncia do tempo

O tempo de extragdo deve ser levado em conta, pois ¢ um fator que influencia
consideravelmente a recuperagdao dos polifenois. Esse tempo de extragdo pode variar de 1
minuto a 24 horas. Porém, longos periodos de extra¢cdo aumentam a possibilidade de oxidagao
dos fendlicos exigindo que agentes redutores sejam adicionados ao solvente do sistema
(SHAIDI; NACZK, 1995).

Em um estudo realizado por Lapornik, Prosek ¢ Wondra (2005) com residuos de frutas
vermelhas, os extratos foram preparados com etanol, metanol e 4gua e tempos de extragdo
variando entre 1, 12 e 24 horas. Comparando-se os resultados, com o passar do tempo o
conteudo de polifenodis foi diminuindo no extrato aquoso com maior tempo de extragdo,
enquanto nos extratos metandlicos e etandlicos houve acréscimo no conteudo de fendlicos
com o aumento do tempo.

Souza, Recart e Badiale-Furlong, (2009) verificaram que quanto maior o tempo de
extracdo, maior a quantidade de fenodlicos totais no extrato de cebola. Entretanto, foi
verificado que houve interagdo de efeito negativo entre a agitagdo do sistema de extragdo e o
tempo de extracdo. Na otimizagdo, os autores chegaram ao valor 6timo de 2372 microgramas
de fenolicos totais/g cebola em 120 min e agitagdo de 200 rpm, utilizando o metanol como
solvente. Para a temperatura foram analisados rotagdo e tempo com e sem interrupgoes de
agitacdo e utilizaram-se os pontos centrais para obtencdo do ponto 6timo de extragdo dos
compostos fendlicos. Foram feitos 11 ensaios variando o tempo de descanso de 0, 15 e 30
minutos, com rotagao de 100, 150 e 200 rpm e tempos de experimento de 120, 150 e 180
minutos. Os resultados de compostos fenolicos variaram de 1556,6 pg de compostos

fendlicos/ g de cebola para o tempo de 120 minutos com rpm de 100 e tempo de descanso de
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zero, até 2134,3 pg de compostos fenodlicos/ g de cebola para o tempo de 150 minutos com

RPM de 150 e tempo de descanso de 15 minutos.
7.1.3 Influéncia da temperatura

Um dos maiores problemas relacionados a extragdo de compostos polifenolicos € a sua
degradagdo, que sofre forte influéncia da temperatura. Tais compostos sdo afetados por
degradacdo quimica e enzimatica e pela volatilizacio dos compostos. Na decomposi¢do
térmica, os fenois podem reagir com outros componentes ¢ impedir sua extragdo (MOURE et
al., 2001).

Os compostos bioativos sdo afetados de diferentes maneiras quando submetidos a altas
temperaturas durante a extragdo. Com o aumento de temperatura ha uma diminui¢do no
conteudo total de fendlicos, bem como de proantocianidina. Para extragdo do acido carnosico
presente no alecrim, por exemplo, ¢ desejavel que se utilize temperaturas mais baixas. Por
essa razdo usa-se a extragdo com fluido supercritico que preserva a acdo antioxidante dos
extratos (IBANEZ et al., 1999).

HERRERO et al. (2005), na extragdo dos compostos antioxidantes da microalga
Spirulina platensis, utilizaram hexano, éter de petroleo, etanol e dgua para a extracdo, assim
como temperaturas e tempos distintos. Altas temperaturas de extragdo apresentaram grande
influéncia em todos os resultados, ¢ a temperatura ideal para a extragao foi de 170°C. Ja a

influéncia do tempo foi quase insignificante.
7.2 Extracio supercritica

A extracdo com fluido supercritico consiste em uma forma de extragdo onde o
solvente liquido usual ¢ substituido pelo fluido supercritico, que recebe esse nome por estar
em condi¢cdes de temperatura e pressao acima do ponto critico. Assim, acima de certa
temperatura e pressdo representada pelo ponto critico, os gases ndo mais podem ser
liquefeitos e em fung¢do do aumento da densidade passam para o estado de supercritico e
podem entdo agir em parte como solventes (MEREGALLI, 1996).

Viérias propriedades dos fluidos sdao alteradas no estado supercritico, tornando-se
parecidas com as de alguns gases e liquidos. A densidade do fluido supercritico ¢ similar a
dos liquidos, sua viscosidade assemelha-se a dos gases e sua capacidade de difusdo ¢

intermediaria entre os dois estados. Portanto, o estado supercritico de fluidos pode ser
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definido como o estado no qual liquido e gas sdo indistinguiveis entre si (HERRERO;
CIFUENTES; IBANEZ, 2006).

Devido a sua baixa viscosidade e alta capacidade de difusdo, os fluidos supercriticos
apresentam propriedades de transporte melhores que os liquidos. Eles podem se difundir
facilmente através de materiais solidos e apresentam alta capacidade de solvatagdo
(combina¢ao de moléculas ou ions de uma substancia dissolvida com moléculas do solvente),
resultando em melhores rendimentos nas extracdes. O dioxido de carbono (CO,), o fluido
mais utilizado devido a sua moderada temperatura (31,3 °C) e pressao critica (72,9 atm), ¢
gasoso em temperatura ambiente. Entretanto, o CO; supercritico (pela baixa polaridade) ¢
menos efetivo para a extracdo de compostos com maior polaridade em fontes naturais. Tal
fato ¢ superado com a adi¢ao de modificadores, também conhecidos como co-solventes, como
o metanol e o etanol. O uso de co-solventes melhora o rendimento e a seletividade da extracao
(DEL VALLE; AGUILLERA, 1999; POKORNY; KORCZAK, 2001; RAVENTOS;
DUARTE; ALARCON, 2002).

A extracdo supercritica tem interesse grande das industrias alimenticias, cosméticas e
farmaceéuticas, pois substituem os processos de extracdo convencionais (como a extragao com
solventes organicos e a hidrodestilagdo) para obtencdo de 6leos essenciais. A extragdo
supercritica produz extratos livres de residuos e pode ser conduzida em baixas temperaturas,
preservando a qualidade de compostos termossensiveis (ZANCAN et al., 2002). Além disso,
o processo ¢ considerado limpo, pois ndo libera residuos toxicos de solventes no ambiente
(HUI, 1996).

A grande desvantagem da extragdo supercritica ¢ a alta pressdo necessaria para
operagdo, 0 que requer um equipamento excessivamente caro, elevando o custo do produto
final. Porém, as vantagens desse processo como, por exemplo, a alta pureza dos extratos e a
grande eficiéncia, podem torna-la viavel para aplicacio em alimentos (HERRERO;
CIFUENTES; IBANEZ, 2006). A extracao supercritica apresenta grandes vantagens sobre os
métodos mais convencionais como, por exemplo, o solvente ¢ facilmente removido do soluto,
utiliza pouco ou nenhum solvente organico, possibilita uma rapida extra¢do, e opera a baixas
temperaturas sendo muito importante se os produtos sdo volateis e termolabeis.

Escobedo-Flores et al. (2018) utilizaram a extragdo supercritica de CO, com etanol
como o solvente e mostrou-se eficiente para a extracao de polifenois de aveia (Sativa L). Os
conteudos de polifenois totais variaram de 0,410 a 1,250 mg de GAE / g de aveia, e a maior
capacidade de absor¢do dos radicais oxigenados, determinada pelo método ORAC foi de

117,878 m mol TE / g de aveia. Os autores, utilizando a otimizagao pelo método do TPC
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(contetido de fenolicos totais) obtiveram como resultado 1,040 mg GAE / g a 37,18 MPa e
55,76 °C, e para o método de ORAC foi encontrado um rendimento de 101,26 mmol TE/ ga
40,11 MPa e 53,94 °C.

Ahmadian-Kouchaksarai e Niazmand (2017) utilizaram para a extragao supercritica de
didxido de carbono, por ser uma tecnologia verde, para a extragdo de compostos do agafrdo.
Os resultados mostraram que o melhor ponto de extragdo, ou seja, em condi¢des otimizadas,
alcancou o melhor contetido fendlico total (1423 mg / 100 g), teor total de flavonodides (180
mg / 100 g), total teor de antocianina (103,4 mg/ 100 g), e obteve uma eliminagdo de radicais
livres (74,5%) e valor férrico redutor / poder antioxidante (3,9 mM).

Gelmez et al. (2009) estudaram a otimizagdo da extrag¢do supercritica com dioxido de
carbono de antioxidantes do germe de trigo torrado, utilizando das pressoes de 148—602 bar,
temperatura de 40—60°C e tempo 10—60min no antioxidante (fenolicos e tocoferdis. Os
autores fizeram a otimizacao da extragdo e obtiveram, como melhor resultado, pressao de 336
bar, temperatura de 58°C e tempo de 10min, obtendo 5,3% de rendimento, 6 mg de fendis de
EAG / g de extrato, 6,7 mg de tocoferol / g de extrato e 57,3 mg(extraido)pelo método DPPH.

Huang et al. (2019) pesquisaram a extracdo de licopeno e do B-caroteno como
oleorresina de tomate industrial e seu subproduto usando CO; como fluido supercritico. Os
estudos foram conduzidos a temperaturas de 50-80°C, pressoes de 300500 bar e vazoes de 3-
6 g de CO; por minutos durante 105 minutos de extracdo e a capacidade antioxidante do
extrato foi avaliada pelo método DPPH. Os autores compararam os extratos com o
antioxidante sintético BHT para que ocorresse a diminui¢do de 50% a concentracdo inicial do
radical DPPH (IC 50) foi igual 11,09 ug / mL e a do licopeno foi de 40,54 ug / mL (com
IC 50 de oleorresina igual a 1,94 mg / ml), porém quando utilizado valores de licopeno
menores que 2,5 mg / ml o antioxidante sintético BHT era mais eficiente comparado ao
antioxidante natural pelo método DPPH, caso a concentragcdo do antioxidante natural fosse
superior a 2,5 mg / ml, nesse caso, ele apresentava superioridade ao antioxidante sintético

BHT pelo método DPPH.
8 APLICACAO DE ANTIOXIDANTES NATURAIS EM ALIMENTOS

Na industria de alimentos, os antioxidantes sintéticos ainda sdo predominantes, mas
alguns estudos tém demonstrado que a utilizacao de antioxidantes naturais apresenta efeitos
positivos e sugerem que a substitui¢ao pode ser viavel (REVISTA FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2009).
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Para a sele¢do dos antioxidantes naturais, ¢ desejavel que ele seja eficaz em baixas
concentragdes, ndo promova efeitos indesejaveis na cor, no aroma, no sabor e em outras
caracteristicas dos alimentos, tenha compatibilidade com o alimento, seja de facil aplicagao,
tenha estabilidade nas condigdes de processo e armazenamento € nao sejam toxicos
(REVISTA FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

A grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura de aplicacdo de antioxidantes
naturais em alimentos ¢ referente a produtos carneos e 6leos vegetais, que serao os alimentos
abordados nesta revisao. Na Tabela 4 sdao apresentados os estudos de fontes de antioxidantes

naturais e suas respectivas aplicagdes.



Tabela 5: Aplicagdo de antioxidantes naturais em alimentos

Fontes

Aplicacgio

Resultados

Referéncias

Acido caféico,
Extrato de gergelim,
Acido clorogénico,
Acido gélico e

Acido protocatequinico.

Oleo de girassol

Mais efetividade que BHA
e BHT e menor que o

TBHQ

(RAMALHO; JORGE,
2006)

Palmitato ascorbil e

Extrato de alecrim

Oleo de canola

Mais efetividade que BHA
e BHT e menor que o

TBHQ

(RAMALHO; JORGE,
2006)

Acido caféico

Oleo de oliva

Mais efetividade que BHA
e BHT e menor que o

TBHQ

(RAMALHO; JORGE,
2006)

Extratos de orégano,

alecrim e gergelim

Para 6leo de soja

Mais efetividade que BHA
e BHT e menor que o

TBHQ

(RAMALHO; JORGE,
2006)

Extrato de Alecrim e

orégano

Hamburguer de carne de

tilapia

Preveniu a oxidagao de
lipideos por 120 dias a uma

temperatura de -18°C

(ROSSATO, 2010)

Hibisco

Oleo de soja

Favoreceu maior

estabilidade oxidativa,

(HIROMOTO, 2018)
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menor formagao de
peroxidos e da p-anisidina

que o a-tocoferol

Filmes comestiveis com

(NOOR et al., 2018)

Extrato de raiz de aspargos bioativo Asparagus Re.duc;?io da oxidagao
lipidica (TBARS)
Racemosus em linguigas
Efeito antioxidante: (MALACRIDA;
Melao Oleo de soja BHT>extrato de melao ANGELO; ANDREO,
>controle 2007)
Reducao de cerca de 43%
_ , . _ (SILVA etal., 2017)
Jil6 Oleo de soja de formacao de peroxido

em relacao ao controle

Sal de ervas (Alecrim,

manjericao e orégano)

Peixe Dourado Assado

Favoreceu preservacao de
acidos graxos insaturados e
menor oxidagdo lipidica

(TBARS)

(SANTOS, 2017)
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Fonte: Proprio autor
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Para alimentos contendo gordura animal, o 4cido caféico e o extrato metandlico
de alecrim sdo os antioxidantes mais estudados, apresentando efeito superior ao BHT e
BHA. Para os 6leos vegetais, pesquisas indicam o TBHQ como mais efetivo, inclusive
sob altas temperaturas, mas antioxidantes naturais demonstraram melhor efetividade que
BHA e BHT, como por exemplo, os extratos de orégano, alecrim e gergelim para 6leo
de soja; extrato de gergelim, acido clorogénico, acido galico, 4cido protocatequinico e
acido caféico, para 6leo de girassol; palmitato ascorbil e extrato de alecrim para 6leo de
canola e &cido caféico para 6leo de oliva (RAMALHO; JORGE, 2006).

Rossato (2010) estudou a atividade antioxidante de orégano e alecrim em
hamburguer de carne de tilapia. Os resultados mostraram que o orégano foi mais efetivo
na prevencado da oxidagdo e, em relagcdo as formulagdes, aquela com 0,20% de orégano
(massa de orégano por massa de carne de tilapia) teve a maior inibi¢do da oxidagdo
desde o inicio do tempo de armazenamento e manteve a estabilidade da cor por mais
tempo que as formulagdes com 0,10 e 0,15% de orégano. Os hamburgueres com 0,20%
de orégano e 0,20% de alecrim revelaram a menor contagem psicrotréfica aos 120 dias,
mostrando também um possivel efeito antimicrobiano (ROSSATO, 2010).

Hiromoto (2018) avaliou o efeito da adi¢do de extrato etandlico do hibisco em
6leo de soja, comparando-o com o antioxidante normalmente utilizado, o a-tocoferol.
Foram feitas quatro preparagdes diferentes (6leo de soja sem aditivo; 6leo de soja+ 300
mg / kg de a-tocoferol), o6leo de soja + 300 mg / kg de extrato de hibisco e 6leo de soja
+ 300 mg / kg de a-tocoferol + 300 mg / kg de extrato de hibisco, que foram estocagem
acelerada em estufa a 60° C por 12 dias. Dentre os tratamentos, aqueles com o extrato
de hibisco ou com a mistura de extrato e a-tocoferol promoveram maior eficiéncia na
inibi¢do da formacdo de compostos primarios e secundarios da oxidagdo lipidica,
determinados como indice de peroxidos e indice de p-anisidina. Além disso, ofereceram
maior estabilidade oxidativa e maior retencdo de tocoferdis totais (96%) na
estocagem. E ao final da estocagem, o extrato também se mostrou eficaz na redugdo das
alteragdes fisico-quimicas ocorridas no oOleo de soja, superando o antioxidante o-
tocoferol.

Noor et al. (2018) estudaram filmes comestiveis adicionados de antioxidantes
para aplicagdo em carnes. O Asparagus Racemosus (Familia: Liliaceae) ¢ um arbusto
encontrado em regides tropicais e subtropicais, usado na medicina Ayurvédica, sendo

chamada de rasayana. Os filmes comestiveis foram preparados incorporando diferentes
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concentragdes de A. racemosus a massa de filme (% m/m): 0,0%, 1,0% e 2,0% e depois
foram utilizados para embalar linguicas. Os resultados mostraram que Asparagus
Racemosus pode ser utilizado como um novo ingrediente bioativo para o
desenvolvimento de filmes comestiveis de alginato de calcio a base de maltodextrina
com propriedades antioxidantes e antimicrobianas para produtos a base de carne. Foram
observados menores valores de peroxidagdo lipidica, avaliadas pelo método TBARS, de
acidos graxos livres e melhor qualidade microbiana dos produtos embalados com filmes
adicionados de A. racemosus. Os resultados mostraram o potencial deste arbusto para
melhorar a estabilidade oxidativa lipidica durante o armazenamento da linguiga sem
afetar suas caracteristicas sensoriais.

O extrato de meldo também foi avaliado como antioxidante em dleo de soja,
palmitato ascorbil. As sementes foram desidratadas, trituradas e extraidas com etanol:
agua (95:5) e aplicado no 6leo de soja em trés diferentes concentracoes (500; 750 e
1.000mg kg™"). Para o controle foi utilizado o BHT (butil-hidroxitolueno) a 100 mg kg'1
e Oleo de soja refinado, isento de antioxidantes. As preparagdes foram submetidas ao
teste acelerado da estufa a 60 °C por 20 dias. Todos os procedimentos retardaram a
oxidagdo lipidica do 6leo de soja, entretanto, os extratos naturais ndo atingiram a
eficiéncia do BHT apdés 10 dias de aquecimento. As atividades antioxidantes dos
diversos procedimentos testados neste estudo estdo descritas a seguir: BHT>extrato de
meldo 1.000 mg kg” = extrato de meldo 750 mg kg’ >extrato de melio 500 mg kg’
'>controle (MALACRIDA; ANGELO; ANDREO, 2007).

Outro antioxidante natural avaliado em 6leo de soja foi o extrato metandlico de
jil6é. Foram preparados quatro sistemas: oleo de soja adicionado de extrato nas
concentragdes de 1000 e 3000 ppm, BHT a 1000 ppm e o 6leo de soja isento de
antioxidantes. Ao 6leo que foi adicionado o antioxidante sintético BHT houve um
retardo da formagdo de perdxidos em 60%, enquanto os extratos de jilo6 foram
equivalentes, reduzindo em torno de 43%, nas concentracdes testadas (SILVA et al.,
2017).

A atividade antioxidante do extrato de orégano, bem como do eritorbato de
sodio, foi avaliada de acordo com os métodos DPPH e FRAP e estes antioxidantes
foram incluidos em linguicas ovinas. O extrato de orégano mostrou capacidade
antioxidante de 97,92 + 0,02 g Trolox equivalente (TE)/ 100 g (base seca - BS) e
5529,75 + 94,75 umol TE / g (BS) pelos respectivos ensaios DPPH e FRAP. A adicao
do extrato de orégano em 6630,98 e 8038,20mg / kg em a fabricagdo de linguiga cozida
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apresentou menor quantidade de lipidios e proteinas auto-oxidacao (valores TBARS e
teor de carbonilas) em comparacdo com eritorbato de sédio a 500mg / kg em um
periodo de armazenamento de até 135 dias (FERNANDES et al., 2018).

Santos (2017) utilizou o sal de ervas que foi construido de orégano (Origanum
Vulgaris L.), alecrim (Rosmarinus Officinalis L.), manjericao (Ocinum Basilicum L.) e
sal refinado, aplicando a mistura de ervas e sal no peixe Dourado (Salminus Maxillosus)
assado, e assim avaliando a oxidagdo lipidica do mesmo pelo método de TBARS. Os
resultados mostraram que as especiarias sozinhas apresentaram os seguintes valores:
para o alecrim 128,19 mg de compostos fenolicos/g de ervas, para o manjericao 134,91
mg de compostos fendlicos/g de ervas, para o orégano 156,08 mg de compostos
fenolicos/g de ervas e para a mistura de sal e ervas apresentou 164,95 mg de compostos
fenodlicos/g de mistura de ervas. Os testes de TBARS demonstraram uma menor
oxidagao (p<0,05) no dourado assado com sal de ervas, em comparagdo com ao assado

com sal refinado.
9 CONCLUSAO

O surgimento de compostos indesejaveis provenientes das reacdes de oxidagao ¢
um problema recorrente na industria de alimentos e que deve ser minimizado ou
excluido a fim de se obter um prolongamento da vida util dos alimentos. Além disso, a
crescente preocupacdo das pessoas nos dias de hoje quanto a saude e a busca por
alimentos o mais naturais possiveis faz com que a utilizagdo de antioxidantes sintéticos
sejam rejeitados pelo consumidor, j4 que podem causar efeitos ao organismo ndo muito
conhecidos. Assim, torna-se necessario a substitui¢ao dos atuais antioxidantes sintéticos
pelos naturais. Uma alternativa natural interessante sdo os extratos de especiarias, frutas,
legumes e verduras, como fonte de antioxidantes naturais. A adi¢do desses extratos, de
diferentes formas e tipos, pode evitar a deterioracao oxidativa em varios sistemas, além
de ser possivel a comercializagdo como suplemento alimenticio e farmacéutico.

Os estudos tém mostrado que muitos alimentos possuem compostos
antioxidantes, e que na sua grande maioria podem ser utilizados em escala industrial a
fim de suprir a necessidade das industrias, principalmente a alimenticia. Um exemplo
sdo os compostos antioxidantes presentes em frutas vermelhas como amora, uva,
morango, que apresentaram quantidades interessantes e variedades destes compostos.

Os processos de extracao de antioxidantes naturais sdo mecanismos complexos e

envolvem variadas técnicas, como por exemplo, extragdo convencional por solventes
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organicos ¢ a extracdo supercritica. O uso de solventes organicos pode ser eficiente em
alguns casos, porém se torna um problema ambiental devido aos residuos que sdo
gerados durante o uso de substincias toxicas. Devem ser realizados controles rigorosos
de fatores como a escolha da polaridade do solvente utilizado, o tempo e a temperatura
de extracdo, pois se os mesmos nao forem bem controlados pode ocorrer extragao
ineficiente, perda ou destrui¢do dos compostos antioxidantes. Ja a extragdo supercritica
propicia bom rendimento de extra¢do e preserva as propriedades antioxidantes, e neste
processo devem ser otimizadas a pressao e a temperatura. Por outro lado, o método tem
um custo operacional muito alto o que dificulta sua aplicagdao industrial. Assim, novos
estudos nesta area devem ser realizados com a finalidade de minimizar os custos,
tornando assim um método mais eficaz para produ¢do em grande escala.

Os estudos mostraram que a substituicdo dos antioxidantes sintéticos pelos
naturais apresenta resultados satisfatérios, porém, em alguns dos casos os antioxidantes
sintéticos ainda apresentaram resultados melhores que os naturais. Neste ultimo caso,
devem ser adotadas medidas que busquem associar os antioxidantes naturais com o0s
sintéticos quando ndo for possivel a substituicdo total do sintético pelo natural, desta
forma reduzindo a concentracao dos sintéticos presentes nos alimentos.

Ainda, devem ser tomadas medidas para melhoramento da obtengdo e aplicagao
dos antioxidantes naturais. Apesar da quantidade de estudos na &rea, nao ha uma
padronizagdo para preparagdo de amostra, extracdo e aplicagdo nos alimentos. Essa
padronizacdo facilitaria a comparagdo dos resultados dos compostos antioxidantes
obtidos e seria mais facil definir qual apresentou melhores resultados e assim aplicar em

escala industrial.
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