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RESUMO

PRETE, R. O. Caracterizacao e aplicacao de 6leo de orégano como  antioxidante
natural em linguica suina frescal . 2016. 34 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Tecnologia em Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina,
2016.

Em busca de manter as propriedades sensoriais e nutricionais, muito tem sido
desenvolvido na area de aditivos, em especial os antioxidantes. Ha grande interesse
de sua aplicacdo em produtos carneos, devido a sua susceptibilidade a oxidac&o
lipidica e outras alteracdes biologicas, as quais limitam seu prazo de validade,
prejudicam a aceitacdo sensorial e diminuem o valor nutricional. A metodologia
aplicada neste trabalho consiste em, inicialmente, avaliar o 6leo de orégano dentre
seus compostos fendlicos e sua capacidade sequestrante em ABTS. Com base nestes
dados, as formulacdes de linguica suina frescal buscaram equiparar a atividade
antioxidante do 6leo de orégano a um antioxidante comercial para sua aplicacdo no
produto carneo. Para verificar seu efeito durante o armazenamento de 28 dias, foi
avaliado o grau de oxidacao lipidica por sua reatividade ao acido 2-tiobarbiturico
(TBARS) semanalmente. O resultado de compostos fendlicos em 1 mg/mL de éleo
essencial de orégano corresponde a 340,12+2,78 ug EAG (equivalente de acido
galico). A atividade antioxidante determinada pelo método de ABTS obteve um valor
de 2613,39 uM TEAC para 1 mg/mL de 6leo essencial de orégano e de 4643 uM TEAC
para 1mg/mL de eritorbato de s6dio. Com base no valor de ABTS foi realizado o
delineamento experimental, contando com uma formulacao controle utilizando apenas
eritorbato de sodio, a formulacdo 1 com 70% de eritorbato de sédio e 30% de 6leo
essencial de orégano, a formulacdo 2 com 50% de cada e por ultimo 30% e 70%
respectivamente. Observou-se um efeito sinérgico entre os antioxidantes, obtendo
diferenca significativa de todas as formulacdes (em mg de MDA F1: 1,139+0,12; F2:
1,254+0,04; F3: 1,123+0,04) com o controle (1,457+0,06 mg MDA) no final de 28 dias,
demonstrando maior eficiéncia com a adicdo do Oleo essencial de orégano do que
apenas com eritorbato de sédio.

Palavras-chave: Oxidacdo lipidica. Antioxidantes. Origanum vulgare. Linguica
Frescal. Sinergia.



ABSTRACT

PRETE, R. O. Characterization and application of oregano essenti al oil as a
natural antioxidant in fresh pork sausage . 2016. 34 f. Trabalho de Concluséao de
Curso (Tecnologia em Alimentos) - Federal Technology University - Parana. Londrina,
2016.

Seeking to maintain the sensorial and nutritional properties, extensive studies has
been developed in the area of additives, in particularly related to antioxidants. There is
great interest in their application in meat products, due to their susceptibility to lipid
oxidation and other biological changes, which limit its duration, impair their sensory
acceptance and decrease their nutritional value. The methodology conduct in this
study was to evaluate the oregano oil from its phenolic compounds and its scavenging
capacity in ABTS. Based on these data, the pork sausage formulations sought to
balance the antioxidant activity of oregano oil to a commercial antioxidant for its
application in the meat product. Its degree of lipid oxidation during storage of 28 days
was assessed by its reactivity to 2-thiobarbituric acid (TBARS) weekly. The result of
phenolic compounds at 1 mg / mL of essential oil of oregano corresponds to 340.12 +
2.78 ug GAE (gallic acid equivalent). Antioxidant activity determined by the ABTS
method obtained a value of 2613.39 uM TEAC regarding 1 mg / mL of essential oil of
oregano and 4643 uM TEAC of 1mg / mL sodium erythorbate. Based on the value of
ABTS was developed the experimental guideline, provided with a control formulation
using only sodium erythorbate, formulation 1 with 70% erythorbate and 30% essential
oil of oregano, the formulation 2 with 50% each and finally 30% and 70% respectively.
There was a synergistic effect between antioxidants, obtaining a significant difference
in all formulations (mg of MDA F1: 1,139+0,12; F2: 1,254+0,04; F3: 1,123+0,04)
towards the control (1,457+0,06 mg MDA) at the end of 28 days, indicating higher
efficiency with the addition of oregano essential oil rather than only sodium erythorbate.

Keywords: Lipid oxidation. Antioxidants. Origanum vulgare. Fresh sausage. Synergy.
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1 INTRODUCAO

A preocupacgdo com a saude e com uma alimentacéo cada vez mais saudavel
tem levado os consumidores a procura de alimentos com menos aditivos ou que estes
sejam provenientes de fontes naturais. Devido a divulgacéo de estudos a respeito da
toxicologia de aditivos sintéticos utilizados pela industria, consumidores optam por
alimentos minimamente processados ou do tipo frescal.

No caso de produtos carneos, por serem altamente pereciveis, procura-se
maneiras de prolongar sua vida atil. Um dos maiores fatores que acarretam em
diminuicdo do tempo de vida é a oxidacado lipidica, visto que produz compostos
indesejaveis e perceptiveis sensorialmente, além de diminuir seu valor nutricional
(NOVELLO; POLLONIO, 2013). A linguica frescal, objeto deste trabalho, possui uma
fracao lipidica alta (até 30%), e tem elevada exposicdo ao oxigénio devido a moagem
dos ingredientes, de modo que € de interesse tecnoldgico buscar meios para
desacelerar sua oxidacdo, em especial 0 uso de antioxidantes naturais.

A legislacéo brasileira estabelece limites de uso para antioxidantes sintéticos,
dos quais apesar da eficiéncia, tem sido demonstrado por diversos estudos o efeito
toxico para a saude humana (LIMA et al., 2010). Alternativamente, os antioxidantes
naturais vém sendo aplicados em busca de eficiéncia e atoxicidade, entretanto,
limitando sua quantidade para n&o ocorrer alteracdo de maneira indesejada da
caracteristica sensorial do alimento (ROSA et al., 2013).

Provindos de fontes vegetais variadas, estes antioxidantes em sua maioria
sdo formados por compostos fendlicos, 0s quais apresentam um ou mais anéis
aromaticos em sua estrutura, com caracteristicas sensoriais marcantes no caso de
temperos, como a sdlvia, orégano, tomilho, entre outros, devendo ser levado em
consideracao sua contribuicdo ao sabor e aroma do produto (BREWER, 2011).

Para a realizacdo deste trabalho, foi avaliada a capacidade antioxidante do
Oleo essencial de orégano, adquirido comercialmente, de modo a embasar o
delineamento para sua aplicacdo em linguica suina frescal. O 6leo de orégano foi
utilizado em conjunto com o eritorbato de sédio, um antioxidante sintético de uso
comum para este tipo de produto, a fim de verificar o comportamento, tendo em vista

a substituigéo parcial do eritorbato na formulacéo.



2 OBJETIVOS

Avaliar a substituicdo parcial de antioxidante eritorbato de sodio por 6leo de
orégano em linguica frescal, no periodo de armazenamento de 28 dias a 4°C. As
formulagbes buscam equiparar a atividade antioxidante do orégano com um
antioxidante comercial, o eritorbato de sédio, de modo a substituir parcialmente este
antioxidante sintético, verificando o comportamento do 0leo essencial de orégano

aplicado em um produto carneo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Quantificar os compostos fendlicos totais do 6leo essencial de orégano
comercial;

* Avaliacdo da atividade antioxidante do 6leo essencial de orégano pelo
método ABTS;

» Elaborar formulacéo de linguica frescal com substituicdo parcial de 30, 50 e
70% de eritorbato de sodio por dleo essencial de orégano

e Avaliar a oxidacao lipidica das linguicas pelo método de TBARs em

frequéncia semanal, sob refrigeracéo de 4°C pelo periodo de 28 dias;
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3 DESAFIOS TECNOLOGICOS EM PRODUTOS CARNEOS

Existe atualmente uma tendéncia a uma alimentacdo mais saudavel, em que
os consumidores buscam informagdes a respeito dos ingredientes e aditivos que estéao
sendo utilizados nos produtos. Concomitantemente, h4 uma preferéncia a alimentos
naturais, ou ainda, que os ingredientes presentes sejam familiares, sendo percebidos
pelo consumidor como melhor opcéo para a saude (BREWER, 2011).

Com o avancgo tecnolégico e a industrializacdo, houve um crescimento da
exposicdo humana a produtos quimicos, o que levou ao surgimento de diversos
estudos averiguando a toxicologia e seguranca para o homem. Neste contexto, inclui-
se 0s 25 mil aditivos alimentares utilizados pelo mundo, sendo o item mais controverso
para os consumidores preocupados com sua seguranca alimentar (HONORATO et
al., 2013).

No Brasil, a regulamentacdo depende da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, a
qual apresenta na Portaria n°540, de 27 de outubro de 1997, a definicdo de aditivo

alimentar como:

qgualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem
propésito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacéo, processamento,
preparacdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulacéo de um alimento (BRASIL, 1997).

Os aditivos alimentares apresentam papéis fundamentais no aspecto
tecnolégico, especialmente para manter a qualidade de alimentos pereciveis e
prolongar a vida de prateleira. Em meio aos questionamentos quanto a seguranca dos
aditivos sintéticos, relacionando o consumo excessivo com reacdes gastrointestinais,
respiratorias, dermatoldgicas e neurologicas (HONORATO et al. 2013), e a
preferéncia dos consumidores a alimentos que contenham o minimo de aditivos
sintéticos (LIMA, 2010), surgem estudos buscando alternativas naturais e viaveis a
industria alimenticia.

Devido ao intenso consumo de carnes, além de fazer parte da dieta diaria
contribuindo com importantes nutrientes, tem-se explorado sua transformacdo em
produtos industrializados de modo a atender as necessidades de variedade e
praticidade dos consumidores (CHIATTONE, 2010). Tais mudancas na industria

alteram as propriedades da carne fresca por meio de tratamentos fisicos, quimicos ou
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biolégicos, com a finalidade de aumentar a vida Gtil do produto, entretanto mantendo
as propriedades nutritivas e sensorial (SERAFINI, 2013).

Trata-se de um fator limitante para a industria a estabilidade da carne e seus
derivados (CHIATTONE, 2010), principalmente por sua propenséao a oxidacao lipidica
Nno processo ou no armazenamento do produto (PEREIRA; PINHEIRO, 2013). Tais
alteracdes influenciam diretamente no prazo de validade, pois modificam as
propriedades sensoriais, especialmente pela gordura contribuir em quesitos como
sabor, textura e suculéncia (NOVELLO; POLLONIO, 2013).

A degradacdo dos lipideos pode ocorrer por oxidacdo, hidrélise,
polimerizacdo, pirdlise e absor¢cdo de sabores e odores indesejaveis. No caso das
reacoes hidroliticas, as enzimas lipases ou a acdo de calor e umidade agem como
catalisadores, formando acidos graxos livres. Entretanto, a principal causa de
deterioracdo da carne € a oxidacao lipidica (CHIATTONE, 2010).

Processos de elaboracdo de produtos carneos, como moer, reestruturar,
cozinhar, levam a ruptura das membranas das células, ainda mais em produtos sem
processo de aquecimento que tem a desestruturacdo do musculo e incorporacédo do
ar, 0 que ocasiona a interacdo de pro-oxidantes com as gorduras insaturadas e o
oxigénio, gerando radicais livres e propagando a reagdo oxidativa (SKIBSTED;
RISBO; ANDERSEN, 2010).

3.1 OXIDACAO LIPIDICA

A oxidacéo lipidica trata-se de uma reacdo em que as moléculas de oxigénio
reagem com os lipideos insaturados para formar perdxidos lipidicos. Este processo
envolve a formacgdo de radicais provinda dos lipideos insaturados, absor¢cdo de
oxigénio, rearranjo das duplas ligacOes, e eventual quebra de peroxido lipidico,
acarretando em uma variedade de produtos como alcoois, aldeidos e cetonas
(SKIBSTED; RISBO; ANDERSEN, 2010).

A oxidacao lipidica ocorre em uma reacdo em cadeia de radicais livres,
retratado em trés mecanismos: iniciacdo, propagacdo e terminacdo. A oxidacao

lipidica inicia-se quando um atomo de hidrogénio (H) € capturado a partir de uma
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insaturacdo (R:H) formando um radical livre (R*). Ao retirar esta molécula, a cadeia
lipidica deixa um elétron desemparelhado no carbono central da cadeia. Este radical
se estabiliza por um rearranjo molecular, 0 que em contato com o ar ambiente, devera
reagir com o oxigénio, este arranjo forma entdo um radical peroxido (ROO*) (LIMA,
2014; SKIBSTED; RISBO; ANDERSEN, 2010).

A préxima etapa € a propagacdo, em que o peroxido (ROO*) por ser mais
reativo que R* ou RH, preferencialmente extrai um atomo de hidrogénio de outra
molécula lipidica ou de um acido graxo adjacente, de modo a formar um hidroperoxido
lipidico e um novo radical livre, ou seja, a propagac¢édo de uma reacado em cadeia. Por
fim, na fase da terminacéo, os peroxidos formados irdo reagir entre si e dessa forma
geram produtos secundarios provindos da peroxidacdo (LIMA, 2014; SKIBSTED,;
RISBO; ANDERSEN, 2010).

Além dos efeitos indesejados ao produto oriundos da oxidacéo dos lipideos,
Chiattone (2010) ressalta preocupagdes envolvendo o &mbito da saude humana, uma
vez que os produtos da oxidacéo lipidica, como os peroxidos por exemplo, podem ser
absorvidos pelo figado ou causar danos a mucosa intestinal. A autora indica que o0s
peréxidos: “afetam a atividade de diversas enzimas, alteram as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) que estdo envolvidas no desenvolvimento de lesdes arterosclerdticas
e interagem com o DNA, atuando como promotores da carcinogénese” (CHIATTONE,
2010).

Ha ainda a acdo dos hidroperoxidos de acidos graxos poli-insaturados, os
quais se formam na oxidagéo lipidica, estes favorecem a oxidacdo do colesterol, o
qual gera produtos mais danosos para as artérias do que o colesterol em si, e estédo
relacionados com doencas coronarias e arteriosclerose (CHIATTONE, 2010). Novello
e Pollonio (2013) levantam ainda a questdo de a oxidacéao lipidica interferir no valor
nutricional, por meio da perda de vitaminas e 4cidos graxos insaturados essenciais.

Outros fatores os quais podem ser citados por modificar as reacbes de
autoxidacdo das gorduras sdo: presenca de metais, contato com o0 oxigénio e
peréxidos, pH, o uso de antioxidantes para impedir a formacao de radicais livres e
presenca de enzimas como a lipoxigenase, as oxidases e as lipases (CHIATTONE,
2010; MARQUES; ROSA; VALENTE, 2009).

Os autores Mariutti e Bragagnolo (2009) listam fatores extrinsecos relativos

ao processamento os quais influenciam na oxidacéo lipidica, sdo eles: moagem,
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tratamento térmico, aplicacdo de alta pressdo, relacdo entre os ingredientes na
formulag&o de produtos, temperatura de armazenamento, embalagem e exposicéo a
luz.

Considerando a temperatura como fator importante no tempo de
armazenamento, Chiattone (2010), considera que a carne mantém boas condi¢cdes a
0°C em um tempo de trés a seis semanas, enquanto que sob congelamento (entre -
18°C e -20°C) pode atingir 9 a 15 meses. Entretanto, no caso de produtos carneos
que passem pelo processo de desintegracdo da carne, como a linguica frescal, ha
inicio da oxidagdo mesmo em resfriamento, devido a liberagdo dos acidos graxos
insaturados presentes na membrana (fosfolipideos) e os ions de ferro da mioglobina
(Fe++).

Por essas consideracdes, a oxidacao lipidica é o principal processo para
perda de qualidade dos produtos carneos, por determinar a vida Util e gerar produtos
indesejaveis sensorialmente (PEREIRA; PINHEIRO, 2013). Desse modo justifica-se
buscar medidas para retardar sua acdo, mantendo o produto por mais tempo

sensorialmente aceitavel.

3.2 LINGUICA SUINA FRESCAL

A legislagdo vigente determina como linguica “o produto carneo
industrializado, obtido de carnes de animais de acgougue, adicionados ou nao de
tecidos adiposos, ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial” (BRASIL,
2000). Sendo sua denominacdo definida de acordo com expressdes que a
caracterizem, neste trabalho tratando-se de linguiga de carne suina frescal.

Os ingredientes obrigatérios sdo carnes de diferentes espécies de animais de
acougue e sal, tendo como ingredientes opcionais: gordura, agua, proteina vegetal
e/ou animal; acUcares, plasma, aditivos, aromas, especiarias e condimentos (BRASIL,
2000).

Suas caracteristicas sensoriais sdo de textura, cor, sabor e odor

caracteristico, e as caracteristicas fisico-quimicas da linguica frescal sdo: umidade
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méaxima de 70%, gordura maxima de 30%, proteina minima de 12% e célcio em base
seca de no méaximo 0,1% (BRASIL, 2000).

Em especifico, a linguica frescal apresenta desafios, visto que para sua
fabricacdo a matéria-prima é moida, o que aumenta a superficie de exposi¢cao para
oxidacdo e crescimento microbiano, além de ndo passar por nenhum tratamento
térmico para reduzir a microbiota, e ainda apresentar elevada atividade de agua,
fatores os quais acarretam em uma vida-util curta (MILANI et al., 2003). Por estes
motivos, buscam-se aplicacdes tecnologicas para aumentar a vida util e manter suas

caracteristicas durante o tempo de armazenamento.

3.3 ANTIOXIDANTES

De modo a obter maior estabilidade em produtos com alto teor de lipideos,
opta-se pela adicdo de agentes antioxidantes (PEREIRA; PINHEIRO, 2013), podendo
ser sintéticos, naturais ou uma combinacdo de ambos. Esta estabilidade esta
diretamente relacionada com o equilibrio entre antioxidante e a composicdo dos
substratos de oxidacédo (SERAFINI, 2013).

A atividade antioxidante é a capacidade que um composto possui em retardar
a degradacdao pela oxidacéo, agindo por meio de um ou mais mecanismos para inibir
a formacdo de radicais livres ou para interromper a propagacdo dos mesmos
(HONORATO et al., 2013).

Estes mecanismos, listados por Brewer (2011), sdo: sequestrando compostos
0S quais iniciam a peroxidacdo; quelando ibns metais impedindo estes de gerar
compostos reativos ou decompor peroxidos lipidicos; consumindo Oz de modo a
prevenir a formacao de peréxido; interrompendo a cadeia oxidativa ou reduzindo o Oz
disponivel.

Tanto os antioxidantes naturais quanto os sintéticos sao eficientes em
sequestrar radicais livres, absorver a luz ultravioleta (UV) e quelar metais de transicéo,
agindo de modo a conter os danos autoxidativos e a producdo de odor e sabor
desagradavel (BREWER, 2011).
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Na industria atualmente se utiliza em grande parte antioxidantes sintéticos,
devido ao menor custo e maior eficiéncia (PEREIRA; PINHEIRO, 2013). Entre os
antioxidantes sintéticos mais utilizados pode se citar: BHA (butilhidroxianisol), BHT
(butilhidroxitolueno), TBHQ (terc-butilhidroquinona) e PG (galato de propila), porém os
aspectos toxicologicos e efeitos carcinogénicos tem sido uma preocupag¢do ao
empregar estes componentes (SERAFINI, 2013).

Ha ainda a questdo de empregar aditivos com a presenca de sodio, como
nitratos e nitritos de sédio, o eritorbato de sédio, entre outros, 0os quais aumentam o
volume de sddio a ser ingerido. Diversos estudos demonstram que 0 consumo
excessivo leva ao desenvolvimento de doencgas crbnicas, e que 0 consumo brasileiro
diario esta trés vezes superior ao indicado (SARNO et al., 2009).

Devido a conscientizagdo crescente dos consumidores a respeito da
seguranca dos aditivos alimentares e pesquisas alertando sobre a toxicidade dos
compostos sintéticos, buscam-se alternativas para reduzir seu uso entre elas a
aplicacao de antioxidantes naturais (PEREIRA; PINHEIRO, 2013).

Porém, ao selecionar um antioxidante deve se levar em conta que ele ira
provocar alteragcdes no produto, ndo sendo interessante que produza cores, odores
ou sabores estranhos. Devem ser resistentes ao tratamento que o produto ira passatr,
e ser ativo na temperatura de armazenamento (ROSA et al., 2013). Chiattone (2010)
ressalta outras caracteristicas, como a eficacia em baixas concentracoes,
compatibilidade com o alimento a ser aplicado, e o composto e seus produtos de
oxidacao serem atdxicos. Necessita também considerar custo e a legislacéo vigente.

Além do conhecimento da reatividade quimica do antioxidante escolhido, é
necessario considerar a localizacdo fisica e distribuicdo dentro do alimento, a
interacdo do antioxidante com outros componentes da formulacdo e as condicbes
ambientais (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2009).

Os antioxidantes naturais sdo formados por vitaminas, minerais, enzimas,
pigmentos, O0leos essenciais, entre outros compostos vegetais (LIMA, 2014). Extensa
pesquisa académica tem sido realizada buscando novos, seguros e eficientes
compostos para prevenir a oxidacdo, especialmente extraidos de plantas
(HONORATO et al., 2013).

Dentre estas substancias destacam-se os compostos fendlicos devido ao seu

alto potencial antioxidante, além de estarem presentes em muitas ervas e especiarias,
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as quais sao aplicadas como condimentos em diversos pratos (ROSA et al., 2013).
Serafini (2013) considera uma tecnologia promissora, devido as muitas substancias
vegetais possuirem, além da propriedade antioxidante, uma acao antimicrobiana.
Destaca-se ainda, a vantagem da aceitacdo imediata do consumidor frente
aos antioxidantes naturais e nao haver limite na legislacdo brasileira (SERAFINI,
2013). Entretanto, Ferreira (2011) indica a necessidade de revisao da legislacéo para

poder substituir completamente os antioxidantes sintéticos.

3.3.1 Oleo essencial de orégano

Os oOleos essenciais sao definidos por Busatta et al. (2007) como liquidos
oleosos aromaticos obtidos por diferentes partes da planta, como as flores, folhas,
sementes, frutos, raiz, ervas, madeiras, botdes, galhos e cascas, sendo uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, alcoois, ésteres, aldeidos, compostos carboxilicos e,
em alguns casos, fenilpropanoides.

O orégano é uma planta perene pertencente a familia Lamiaceae, a qual
possui varias ramificacfes de seus galhos, utilizando-se de suas folhas, comumente
secas, como tempero. Esta entre os condimentos mais populares do mundo, sendo a
maioria de suas espécies nativas do Mediterraneo, sendo conhecido por seu aroma
caracteristico, proveniente de seu contetdo relativamente alto de carvacrol (UGALDE,
2014).

Ha estudos sobre seus diversos usos na medicina, como para tratamento de
tosses, desordens do trato digestivo e problemas menstruais. Aléem disso, é
extensamente apresentado na literatura por possuir efeitos antimicrobianos,
fungicidas e antioxidantes (GURUDATT et al. 2010).

A maioria dos estudos sobre o Origanum vulgare se relaciona com métodos
de obtencao de 6leo ou de extratos de orégano (RODRIGUES, 2002; MARTINS et al.
2014; TEIXEIRA et al. 2012), caracterizacdo de uma subespécie sob determinados
parametros ambientais, como estacdo e origem, (JERKOVIC; MASTELIC; MILOS,
2011; PUTIEVSKY; RAVID; DUDAI, 1998; AMNA et al. 2010) e caracterizacdo da
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atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro (FALEIRO et al. 2005; PUERTAS-
MEJIA et al. 2002).

Entre aplicacbes tecnologicas do orégano, o estudo de Pitaro, Fiorani e Jorge
(2012) utilizou extratos de manjericio e orégano em Oleo de soja para medir a
estabilidade oxidativa, o qual demonstrou potencial antioxidante em uma
concentracdo de 2.000 mg/kg?. Em outro estudo, este realizado por Ugalde (2014),
foi aplicado o 6leo essencial de orégano em um filme para embalar salsicha, o qual
mostrou um desempenho superior do orégano com relacédo a concentracao inibitoria
minima in vitro, e no filme foi evidenciado diferenca significativa nos valores de TBA
(2-tiobarbiturico) apés 15 dias de armazenamento, demonstrando efeito antioxidante.

Poucos estudos mostram aplicacbes do 6leo essencial de orégano em
alimentos, e estes focam no aspecto antimicrobiano, como Kruger (2006) mostrando
o controle de Listeria monocytogenes em linguica frescal pela acdo de nisina
sinergicamente com 0leo essencial de orégano; e Busatta et al (2007), o qual verifica
a atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli em comparacdo a diferentes
concentracfes de Oleo essencial de orégano em linguica, relatando que com uma
concentragéo relativamente baixa do 6leo obteve-se uma maior vida util do produto
com alteracdo minima desejada em parametros sensoriais.

Busca-se, portanto, a caracterizacdo do 6leo essencial de orégano e sua
aplicacado em linguica frescal para observar seu potencial antioxidante no tempo de
vida util do produto, por meio da analise de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico, conhecido como TBARS. Este € o método mais utilizado e baseia-se na
reacdo entre o acido com o malonaldeido (MDA), composto este resultante da
decomposicdo dos hidroperoxidos (PEREIRA; PINHEIRO, 2013; SERAFINI, 2013).

Os processos envolvidos na elaboracdo de produtos carneos favorecem a
geracdo de MDA, e este é determinado por "valor de TBA" em mg de malonaldeido
por kg de amostra. Valores entre 1,00 a 2,00 mg kg comecam a ser perceptiveis
sensorialmente devido a formacdo de sabor indesejavel no produto (PEREIRA;
PINHEIRO, 2013; SERAFINI, 2013).
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4 METODOLOGIA

O trabalho esta dividido em duas etapas, a primeira de avaliacdo do Oleo
essencial de orégano em comparagao ao eritorbato de sédio, o qual foi a base para o
desenvolvimento da segunda etapa de aplicacéo tecnoldgica em linguica suina frescal
de modo a avaliar o efeito dos antioxidantes no produto carneo durante o

armazenamento.

4.1 AVALIACAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

O antioxidante natural em foco neste estudo foi o Oleo Essencial de Orégano
comercial da marca Quinari, extraido por arraste de vapor das folhas de Origanum
vulgare, proveniente dos Estados Unidos. Este foi avaliado quanto a sua capacidade
antioxidante e estudado em comparacédo ao antioxidante sintético eritorbato de sodio,

comercial puro.

4.1.1 Compostos Fendlicos Totais

O conteudo de compostos fendlicos foi realizado pelo método de Folin-
Ciocalteau adaptado por Pereira (2009) do método descrito por Singleton et al. (1965).
Ele se baseia na quantificacdo espectrofotométrica de compostos fendlicos, em que o
reagente na presenca de certos agentes redutores forma os compostos molibdénio
azul e tungsténio azul, com coloragéao que permite ser determinada sua concentracéo
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 740nm.

O dleo essencial de orégano foi diluido em etanol, utilizando-se de diferentes
concentragbes (2mg/mL a 0,125mg/mL). Foi preparado em tubo de ensaio, em
triplicata, cada amostra utilizando 0,5 mL e adicionando 2,5 mL do reagente de Folin-

Ciocalteau 10% diluido em agua destilada. Apés 5 minutos foi acrescido de 2 mL de
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carbonato de sédio (Na2CO3) a 4%. Agitou-se os tubos e armazenou por duas horas,
ao abrigo de luz, em temperatura ambiente.

ApoOs o tempo de incubac&do mesurou-se a absorbancia, usando agua destilada
como branco. Foi utilizado Acido gélico (20 a 70 pug/mL), dissolvido em agua destilada,
para elaboracao da curva padréo e os valores de fendlicos totais sdo expressos como
equivalentes de acido gélico (mg de acido galico/g de amostra).

4.1.2 Capacidade sequestrante do radical ABTS

O método ABTS foi realizado conforme a metodologia desenvolvida por Re et
al.(1999). Preparou-se uma solucao estoque de 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid (ABTS) a 7mM em agua destilada, sendo armazenado em vidro ambar
sob refrigeracéo. O radical ABTS € preparado utilizando 5 mL da solucéo estoque e
88 upL de solucdo de persulfato de sodio 140 mM em agua destilada, sendo
armazenado ao abrigo de luz, em temperatura ambiente por 16 horas.

Para realizar a leitura em espectrofotdmetro é utilizado o comprimento de
onda de 734 nm, e o radical ABTS é diluido em alcool etilico até atingir uma
absorbéancia de 0,700 * 0,05 preparado no momento da analise. Utilizou-se 30 uL de
diluicdes do 0Oleo essencial de orégano em tubos de ensaio realizados em triplicata,
homogeneizando-os com 3 mL da solucéo radical ABTS em agitador de tubos. Apos
aplicado, os tubos foram mantidos ao abrigo da luz por 6 minutos e realizado a leitura,
obtendo-se um coloracdo verde-azulada que diminui conforme a quantidade de
antioxidante presente.

Foi utilizado uma curva padrdao de Trolox (6-Hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico) e os resultados sdo expressos como TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity — Capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox), de modo a TEAC corresponder em mMol Trolox por mL de 6leo essencial de

orégano
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4.2 APLICACAO EM LINGUICA SUINA FRESCAL

Foi desenvolvido uma formulagdo padréo de linguica similar a um produto

comercial (Tabela 1), havendo variagdo apenas das concentragdes de antioxidante.

Tabela 1 — Formulacdo padrdo da linguica frescal

Ingredientes %
Carne suina 72
Toucinho 23
Agua 3
Sal 15
Sais de Cura* 0,21
Alho 0,15
Pimenta branca 0,02
Tempero verde 0,12

*Sais de cura comercial proprio para linguica suina, sendo uma combinacéo de nitrito e nitrato de sédio.

Devido a auséncia de legislacdo sobre a quantidade de antioxidante natural e
por simular um produto a ser comercializado, optou-se por uma substituicdo parcial
de um antioxidante sintético, utilizando eritorbato de sédio, por ser comumente
aplicado em embutidos crus. Esta substituicdo nao foi determinada por volume e sim
pela atividade antioxidante observada in vitro, ou seja, usou-se quantidade suficiente
de 6leo essencial de orégano para atingir a mesma atividade da quantidade de
eritorbato de sddio a ser substituida.

Realizou-se um teste para determinar esta equivaléncia da atividade
antioxidante in vitro por meio do método ABTS. Seguindo a quantidade de eritorbato
de sédio indicada para Oleos e gorduras, de 0,1 g por kg de produto (0,01%),
estabeleceu uma correlacdo com o 6leo essencial de orégano descrita na tabela 3

(p.24). A partir deste resultado determinou-se as formulacdes, conforme a tabela 2:

Tabela 2 — Formulacdes de linguica frescal

Formulag&o % de OEO % de Eritorbato de Sédio
Controle - 100
Formulacao 1 30 70
Formulacao 2 50 50
Formulacéo 3 70 30

Porcentagem referente a substituicao do eritorbato de sédio.
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A carne suina e o toucinho foram moidos no momento do preparo da linguica.
A massa de linguica foi preparada conforme a formulagdo e homogeneizada, sendo
gue para cada formulacéo preparou-se 1 kg, para entédo adicionar o(s) antioxidante(s)
conforme o delineamento experimental e realizar nova homogeneizacédo. As tripas

suinas foram hidratadas em imersao uma hora antes do embutimento.

Formulacédo Controle (100%ES) Formulacéo 1 (30%O0EO 70%ES) Formulagéo 2 (50%0EO 50%ES) Formulacdo 3 (70%O0EO 30%ES)

Figura 1 — Linguica Suina Frescal de cada formulacédo embalada

Cada formulacdo foi embutida separadamente e embaladas em bandeja
plastica com cobertura de filme PVC, conforme observado na Figura 1. Foram
armazenadas por 28 dias em BOD a 4°C, sendo retiradas apenas para pesagem da
amostra para realizar o teste de oxidacao lipidica, sendo novamente embalada.

4.2.1 indice de substancias reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Este teste foi conduzido conforme descrito por Stefanello et al. (2015), onde
guantificou-se o malonaldeido (MDA) proveniente da decomposi¢do dos compostos
primarios da oxidagéao lipidica, o qual reage com o &cido 2-tiobarbittrico formando um
complexo cromogénio, e apresenta uma coloracdo vermelha. Esta coloracdo é
guantificada por espectrofotdometro no comprimento de onda de 531 nm.

Foi pesada 10g por formulacéo, em triplicata, e adicionada de 50 mL de acido
tricloroacético (TCA) e uma gota de antioxidante BHT, sendo homogeneizada em
mixer por 30 segundos. Esta mistura passou por papel filtro e teve seu volume
completado em baldo volumétrico de 50 mL. Desta foi retirado 5 mL para cada tubo
de rosca, realizado em triplicata, e adicionado de 5 mL de acido 2-tiobabitarico (TBA)
0,02M em &cido acético 50%.
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Os tubos foram fechados e colocados em banho maria a 90°C por 45 minutos.
Ao atingir temperatura ambiente realizou-se a leitura da absorbancia. A equivaléncia
das leituras foi pela curva padrdao com 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), tendo seus
valores expressos em mg de MDA por quilograma de produto. Este teste foi realizado

no tempo 0, e semanalmente até os 28 dias de armazenamento.

4.2.2 Analise Estatistica

Os dados de TBARs foram avaliados por meio de analise de variancia
ANOVA, pelo teste de Tukey ao intervalo de confianca de 95% no software
STATISTICA 13.0 verificando diferencgas significativas entre os tempos e entre as

formulagoes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sera apresentado a avaliacao preliminar do 6leo essencial de orégano e do
eritorbato de sédio, em gue relata 0 embasamento para desenvolver o delineamento

experimental, seguido da secdo com os resultados da aplicagéo tecnoldgica.

5.1 AVALIACAO DO OLEO ESSENCIAL DE OREGANO

Devido a variacdo da composicdo de Oleos essenciais influenciados pela
sazonalidade, colheita, temperaturas de secagem, entre outros (TAVARES et al.
2005), em particular no orégano observado pela variacdo da quantidade de seus
principais compostos timol e carvacrol (OLIVEIRA et al. 2008), faz-se necessario
avaliar o objeto em estudo.

Avaliou-se o0s compostos fendlicos pois trazem uma perspectiva das
propriedades bioativas da amostra, por sua relacdo com a atividade antioxidante
(BIANCHIN, 2014). Utilizando a curva padrdo de acido galico representada na figura
2, observou-se que 1 mg/mL de 6leo essencial de orégano corresponde a 340,12+2,78

Hng EAG (equivalente de acido galico).

Curva Padrao Ac. Galico
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Figura 2 - Gréfico da curva padrdo para determina¢g &0 de compostos fendlicos em EAG



24

No trabalho de Pitaro, Fiorani e Jorge (2012) o extrato de orégano com maior
atividade antioxidante e maior quantidade de compostos fendlicos foi obtido por folhas
secas de orégano em etanol, relatando um valor de 147,96 ug EAG. Brewer (2011)
relata valores de 15,8 ug EAG para o orégano. Isso demonstra que a composi¢ao
fendlica do 6leo essencial € em maior concentracdo do que no tempero seco e/ou em
extrato.

Lima (2014) descreve os constituintes aromaticos dos Oleos Essenciais (OE)
como compostos de cadeias hidrocarbonicas, tendo como precursor basico uma
molécula isopreno formadora de terpenos. No OE de Orégano a atividade antioxidante
€ baseada em monoterpenos fendlicos, tendo em maior quantidade o timol e o
carvacrol. No estudo de Teixeira (2012) lista-se decrescente 0os compostos carvacrol,
timol, y-terpeno, linalol como responsaveis pela alta propriedade antioxidante. Além
disso, estes compostos fendlicos atuam em pelo menos dois mecanismos diferentes
de antioxidagdo (BREWER, 2011).

Para equiparar a atividade antioxidante do Eritorbato de Sodio (ES) com a
atividade do OE de Orégano, realizou-se testes em ABTS, com diversas
concentracgdes, tendo os valores presentes na Tabela 3. Por meio deste estudo in vitro
determinou-se a quantia a ser usada nas formula¢cdes de modo a retirar 30, 50 e 70%
do volume de ES e utilizar em mL a quantidade necesséria para o OE de orégano
apresentar a mesma atividade antioxidante. Esta equiparacdo baseia-se nos

resultados obtidos in vitro, podendo apresentar outro efeito dentro do produto.

Tabela 3 — Caracterizacdo da atividade antioxidante  frente ao ABTS em Equivalente Trolox

Amostra TEAC (uM)
OE Orégano ( 1mg/mL) 2613,39 uM
Eritorbato de Sédio (1 mg/mL) 4643 uM

Curva Padrédo em trolox Rz = 0,9956 y = -0,2493x + 685,76

Finalmente, vale ressaltar que o efeito observado in vitro de antioxidantes
naturais pode apresentar alteracdes significativas em sua eficiéncia dentro do produto,
devido aos interferentes os quais podem ser inerentes, como o pH e a forga iGnica, ou

especifico do processo e dos ingredientes de um produto (BREWER, 2011).
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5.2 APLICACAO EM LINGUICA SUINA FRESCAL

Para verificar a oxidacdo lipidica da linguica frescal quantificou-se as
substancias reativas ao acido tiobarbitirico. Realizou-se do tempo 0 a fim de
estabelecer a oxidacao inicial do produto, e acompanhou semanalmente estes valores
até atingir 28 dias de armazenamento. O processo de oxidacao inicia-se desde a
matéria-prima pela moagem, e na embalagem e BOD pela continua exposicdo ao
oxigénio, entretanto, ndo houve exposicdo a luz, limitando este fator. Apesar da
temperatura de 4° C a oxidacdo ndo é impedida e ndo retarda de maneira tdo
eficientemente quanto o congelamento.

Por meio de uma curva padrdo (Figura 3) transformou-se a leitura da
absorbancia no espectrofotobmetro em equivalente TEP (108 mols/mL), de modo aos
valores representarem miligrama de Malonaldeido (MDA) por quilograma de amostra,

sendo os resultados da oxidacéo lipidica exibidos na Tabela 4.

1600
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Absorbancia (531 nm)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

y =203,67x - 16,667 TEP (108 mols/mL)
R? = 0,9998

Figura 3 — Gréafico da curva padrao de TEP

Analisando individualmente o comportamento das formulagcbes durante o
tempo, percebe-se que ndo houve diferenca significativa do tempo inicial e a primeira
semana em nenhum dos ensaios, obtendo valores significativos de oxidacao a partir
dos 14 dias até o fim do experimento, com excecdo da formulacdo 2 (70% ES
30%O0EO).
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Tabela 4 - Valores médios de TBARS nas diferentes f ormulacfes de linguica suina frescal

durante o periodo de armazenamento

0 (Inicial) 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Controle 0,508+0,02a 0,508+ 0,01 a 0,793+0,01 b 1,106+0,01 ¢ 1,457+0,06 d
F1* 0,480+0,02a  0,539+0,01 a 0,901+0,09 b 1,074+0,08 ¢ 1,13940,12c
F2** 0,481+0,03a 0,542+ 0,02 a 0,796+0,05 b 1,064+0,01 ¢  1,254+0,04d
F3*x= 0,481+0,02a  0,511+0,02 a 0,722+0,03b  0,921+0,07 ¢ 1,123+0,04d

*Valores apresentados como média + desvio padrdo. Letras minlsculas diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey. *Formulacédo 1: 30% OEO 70% ES **
Formulacéo 2: 50% OEO 50% ES *** Formulagéo 3: 70% OEO 30%

No experimento conduzido por Brum (2011), observa-se aumento significativo
dos niveis de TBARs em hamburguer desde o periodo inicial até os 30 dias, em
armazenamento a -20°C, comportamento este observado nesse estudo de 28 dias
apesar deste ser em resfriamento a 4°C. Apdés os 30 dias, Brum (2011) relata
estabilizacdo na oxidacao, tendéncia essa observada na formulagéo 2 a qual ndo teve
variagao significativa entre o 21° e 28° dia.

No experimento realizado por Casagrande (2014), linguica frescal de frango
apresenta valores iniciais de oxidacdo similares, sendo de 0,607+0,1 mg MDA/Kg,
valor este que ndo apresenta diferenca significativa do tempo inicial obtido neste
estudo de amostra, utilizando como antioxidante eritorbato de sodio a 0,01%.

Entretanto, no tempo de 8 dias de armazenamento a 4°C, houve diferenca
significativa, obtendo valores de 1,601+0,06 mg MDA/Kg (CASAGRANDE, 2014),
valores estes superiores ao encontrado neste trabalho, o qual s6 obteve diferenga
significativa a partir do 14° dia e em valores de 0,793+0,01 mg MDA/Kg para a mesma
quantia de eritorbato de sodio.

Na formulacdo controle de eritorbato de sédio observou-se uma progressao
linear apos os 7 dias de armazenamento neste experimento. Em formulacéo controle
com apenas eritorbato de sédio em hambuarguer (BRUM, 2011), observa-se o
comportamento linear até o tempo de 30 dias, diferindo significativamente, similar ao
apresentado no Figura 4, ndo utilizando o valor do tempo 0 por ndo haver diferenca

significativa com o tempo de 7 dias.
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Formulagao Controle 100% eritorbato
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Tendéncia do tempo 7 dias até 28 dias
Figura 4 — Grafico da tendéncia linear na oxidagéo lipidica da formulagéo controle

Estes valores de TBARs foram avaliados levando em consideragdo as

diferencas significativas apresentadas entre as formula¢des conforme o Figura 5:

Analise de TBARs
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E r e
£ 0,400
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0 (Inicial) 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
——100% E 0,508 a 0,508 b 0,793 d 1,107 e 1,458 g
——70% E 30% OEO 0,480 a 0,540b 0,901 ¢ 1,075 ¢ 1,140i
50% E 50% OEQ 0,482 a 0,542b 0,797 d 1,064 e 1,255h
i 30% E 70% OEO 0,482 a 0,511b 0,722d 0,922 f 1,123i

Legenda: E (eritorbato de sodio) OEO (6leo essencial de orégano). Letras minusculas diferentes na
mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05) pelo Teste de Tukey.

Figura 5 — Analise de TBARs durante o armazenamento  de linguica frescal

As formulacdes nao diferem entre si no tempo inicial e apés 7 dias, havendo
diferenca significativa no tempo 14 apenas para a formulacao 2, a qual apresenta um
pico maior de oxidagao, entretanto tende a se estabilizar, diferente das outras

formulagBes que apresentam um crescimento linear até o fim do armazenamento.
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No tempo de 21 dias apenas a formula¢cdo com maior quantia de orégano diferiu
significativamente das outras formulacdes, apresentando menor valor de mg de
malonaldeido. Valores acima de 1 mg MDA/kg comeca a ser notada a oxidacao
lipidica sensorialmente (PEREIRA; PINHEIRO, 2013; SERAFINI, 2013), onde apenas
a formulacéo 3 (30% ES e 70% OEO) manteve-se abaixo de 1 mg.

Na ultima andlise a formulagdo 1 e 3 deixam de ter diferenca significativa, tendo
no tempo de 28 dias apenas o eritorbato diferido significativamente de todas as
formulacdes e possuindo o maior valor de MDA. Permite-se concluir que a combinacgao
com orégano mostrou mais eficiéncia do que utilizando apenas o eritorbato de sodio.
Similarmente, Figueiredo (2010) descreve um estudo com carne suina moida e
aplicado combinacdes de eritorbato de sédio e urucum, tendo obtido valores de
TBARSs significativamente menores do que a amostra controle (apenas ES) ao fim do
armazenamento.

Estes resultados demonstram sinergia entre o0s antioxidantes utilizados,
mostrando que a interacdo com Oleo essencial de orégano aumenta a eficacia do
eritorbato de sédio, visto que este isdbmero sintético do acido ascorbico atua como
redutor, capturando oxigénio, o qual se combinado com outros mecanismos
antioxidantes, como queladores ou sequestrantes de radicais livres, tem maior
eficiéncia do que utilizado sozinho (BREWER, 2011).

Esse efeito sinérgico nem sempre € observado, no estudo de Sposito (2014),
foi realizada o teste de TBARs em carne mecanicamente separada, usando como
antioxidante eritorbato de sédio, tanto no controle como nas formula¢cdes em conjunto
com acerola em po, observando ao fim do armazenamento que ndo houve diferenca
significativa entre as amostras. Este resultado demonstra que ndo houve sinergia,
devido ao eritorbato de sédio ter propriedades similares ao acido ascorbico, atuando

com 0 mesmo mecanismo antioxidante sem melhorar sua eficacia.
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6 CONCLUSAO

Este estudo permitiu avaliar o 6leo essencial de orégano, mostrando uma alta
atividade antioxidante e alto valor de compostos fendlicos, sendo um foco pouco
explorado em comparacdo aos Varios estudos caracterizando as propriedades
antimicrobianas. Observa-se que o valor in vitro baseado para a substituicdo parcial
do eritorbato de sodio mostrou-se eficiente, tendo ainda como vantagem da
substituicdo do antioxidante sintético a diminuicdo da quantidade de sodio total do
produto.

A adicéo do 6leo de orégano junto ao eritorbato de sédio em linguica frescal foi
suficiente para reduzir de maneira significativa a formacao de substancias reativas ao
acido tiobarbittrico durante o armazenamento de 28 dias em refrigeracdo. Ndo se
levou em consideracdo uma possivel sinergia ao fazer o delineamento fatorial, efeito
este observado entre os dois antioxidantes, o qual necessita de maiores estudos para
esclarecer de que forma ocorre.

Novos estudos sdo necessarios para uma consolidagéo da interacdo observada
entre os dois antioxidantes. Para tanto, faz-se necessério elucidar como se

desenvolve a atividade antioxidante do 6leo essencial de orégano.
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