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RESUMO

A tendéncia atual na busca por melhores qualidades de vida, aliada a preocupacéao
com a saude e dieta, tem impulsionado pesquisas na busca por produtos naturais
com caracteristicas bioldgicas positivas, seja para serem utilizados como
suplementos alimentares ou na substituicAo aos compostos sintéticos nos alimentos.
Assim, torna-se necessaria a utilizacdo de produtos naturais na formulacdo de
ingredientes com elevado valor agregado, como nos casos de produtos naturais
microencapsulados. O tomilho (Thymus vulgaris L.) € uma erva aromatica
pertencente a familia Lamiaceae, e € amplamente utilizado como condimento na
culinaria tipica. Dentro desse contexto, este trabalho teve como objetivos avaliar os
teores de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e o potencial antioxidante do
extrato hidroalcodlico de Tomilho (Thymus vulgaris L.), bem como produzir
microparticulas por processo de atomizacdo em spray-drying, utilizando mistura de
maltodextrina e amido modificado como material de parede. O extrato de tomilho
apresentou teor de 33,55 mg EAG.g™ para compostos fendlicos e 23,46 mg EQ.g™
para flavonoides totais. Na atividade antioxidante foram encontrados valores de
132,29 mmol trolox. g* pelo método do sequestro do radical DPPH, 265,79 umol de
TEAC.g™ pelo método de sequestro do radical ABTS, 314, 72 pmol de Fe*.g™* pelo
método do poder de reducao do ferro — FRAP e 89,62 % de capacidade antioxidante
na inibicdo da oxidacao pelo método do sistema B-caroteno/acido linoleico. O extrato
de tomilho apresentou contetdos aprecidveis de compostos fendlicos totais e
flavonoides totais, e consequentemente boa atividade antioxidante. A
microencapsulacdo do tomilho por spray-drying originou microesferas lisas,
homogéneas quanto a forma e estrutura, sem fissuras ou rachaduras, e apresentou
uma eficiéncia de 68% em relacdo aos compostos fendlicos, tornando o tomilho um
potencial ingrediente para a aplicacdo industrial, um produto natural com valor

agregado.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, atividade antioxidante, Tomilho,

microencapsulagéao.



ABSTRACT

The current trend in search for better quality of life, coupled with concern about
health and diet, has driven research in the search for natural products with positive
biological characteristics, is to be used as food supplement or substitute the synthetic
compounds in foods. Thus, it becomes necessary to use natural products in the
formulation of ingredients with high added value, as in cases of microencapsulated
natural products. Thyme (Thymus vulgaris L.) is an aromatic herb belonging to the
family Lamiaceae, and is widely used as a spice in cooking typical. Within this
context, this study aimed to evaluate the content of total phenolic compounds, total
flavonoids and antioxidant potential of hydroalcoholic extract of thyme (Thymus
vulgaris L.), as well as produce microparticles by spray — drying process, using
mixture of maltodextrin and modified starch as wall material. The extract of thyme
submitted content 33,55 mg EAG.g™ for phenolic compounds and 23,46 mg EQ.g™
for total flavonoids . Antioxidant activity were found values of 132,29 mmol trolox. g™
for the method to sequester DPPH , 265,79 pmol of TEAC.g™" for the method of
abduction of radical ABTS , 314,72 pumol Fe*?.g* for the method of reducing power
iron - FRAP, and showed 89.62 % antioxidant capacity in inhibiting the oxidation of
linoleic method for B-caroteno/acido system. The thyme extract showed appreciable
content of total phenolic compounds , total flavonoids and antioxidant activity.
Microencapsulation of thyme by spray-drying vyielded smooth, homogeneous
microspheres as the form and structure without fissures or cracks, and showed an
efficiency of 68 % compared to phenolic compounds, making thyme a potential

ingredient for industrial application, a product natural with added value.

Keywords: Phenolic compounds, antioxidant activity, Thyme, microencapsulation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Tomilho. Fonte: Jakiemiu (2008). ........ccooeeeiiiiiiiiiiiiee et eeeeeens 15
Figura 2 - Principais constituintes do Tomilho. Fonte: Hubaib et al. (2002). ............. 16
Figura 3 - Mecanismo de acao de antioxidantes primarios ..........cccccvvvvvveiiiieeeeeeennnnns 18
Figura 4 - Estrutura fendlica dos antioxidantes SINtEtICOS. ..........cccevvvvvviviiiiiieeeeeennnns 19
Figura 5 — Estrutura quimica do fenol. Fonte: Bravo (1998).............uvvvvvvmmmieenennennnnnns 20

Figura 6 - Estrutura geral dos acidos fenolicos. A esquerda, estrutura geral dos
acidos hidroxicinamicos, e a direita, a estrutura geral dos acidos hidroxibenzéicos. 21
Figura 7 - Estrutura basica dos flavonoides. ...........c.ccovvvviiiiiiiiiiecceeeecee e, 22

Figura 8 - Estrutura quimica do radical DPPH’ e reacédo de estabilizacdo com um

antioxidante. Fonte: Moon e Shibamoto (2009)..........ccooeeieiiiiiiiiee 23
Figura 9 - Formacéao do radical estavel com persulfato de potassio e rea¢cdo com

antioxidante pelo MEtOAO ABTS ™. ... ettt 24
Figura 10 - Reducéo do complexo TPTZ, método FRAP. ........ccccceiiiiiiiiiiiiiieeeeeees 25
Figura 11 - Estrutura beta-caroteno (5); estrutura 4cido linoleico (6). ........ccccceeeeene. 26
Figura 12 - Estrutura das micropartiCulas. ..........cccooeeeiiiiiiiiiiiiie e 27
Figura 13 - Esquema basico de um spray dryer..........cooevuuuiiiiieeeeeeeeeeiiiee e e eeeeeeenans 29
Figura 14 - Compostos fendlicos e flavonoides totais dos EET............ccccccceveeeennnns 42

Figura 15 - Curva Padr&o de Acido Galico para analise de compostos fendlicos
10 7= 1S3 USPPPPPPN 43

Figura 16 - Curva Padréo de quercetina para analise de compostos flavonoides

10 ] 7= 1SRN 45
Figura 17 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do EET............ccccuvueeee 47
Figura 18 - Componente da emulsédo Maltodextrina e Capsul. ........c...c.ccoevviiiiiennnnn. 53

Figura 19 - Emulsdo Homogeneizada em Ultraturax (Tomilho - Maltodextrina -
CAPSUD . e 54
Figura 20 - Spray Dryer utilizado para microencapsulagdo da amostra de tomilho...55
Figura 21 - Tomilho, ap0s secagem, produzido por spray drying..............cccceueeenenene 57
Figura 22 - Micrografias das particulas de p6 proveniente de extrato de Tomilho,
submetidos & secagem em SPray AryiNg. ......cceeeeeeeeeeeeeeeieeieeeeeieeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeees 60
Figura 23 - Micrografias das particulas de po proveniente de extrato de Tomilho,

submetidos a secagem em SPray AryiNg. ......ccoevvevrreiiiiieeee e e e e e e 61


../TCC_JacquelineFlorio_2014.doc#_Toc381384756

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens do uso da técnica de spray drying. .............. 29
Tabela 2 - Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais do EET ....................... 42
Tabela 3 -Compostos fendlicos identificados na analise cromatografica do EET. ....46
Tabela 4 - Atividade Antioxidante obtida para o tomilho pelos métodos: ABTS, FRAP,
D] o o B = R ox= T 0 (=] [ JR PR 48



SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt e et ae e eaennanis 12
2 OBJIETIVOS ... e 14
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt ettt e e e e e eeeees 14
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....c.viiveieeeeeeeeeeeee ettt 14
3 REFERENCIAL TEORICO ... ..ottt ettt 15
G 01 N I 11,1 1 [ 15
3.2 ANTIOXIDANTES ....oiiiiiiiiiiiee ettt e et e e e e e e s e e e e e e e e e s asbbareeeeaens 16
3.3 METODOS PARA AVALIAR A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in Vitro ................. 22
3.4 MICROENCAPSULACGAOD ..ottt 26
4 MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt 33
4.1 COLETA DA AMOSTRA oottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e ennneeees 33
4.2 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO DE TOMILHO (EET) .oovovvevvcieeiecieevean 33
4.3 DETERMINAC}AO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS ......cooveieeiieeeeen. 33
4.4 DETERMINAQAO DE FLAVONOIDES TOTAIS ... 34
4.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA .....oooiieeeeeeeeeeeeeeee . 34
4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE .....coooveiieeeeeieeieceeeeeeeeeeeenns 35
4.6.1 Atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH"................ 35
4.6.2 Determinac&o da atividade antioxidante pelo método do radical ABTS™......... 35

4.6.3 Atividade antioxidante pelo FRAP (Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro) 36

4.6.4 Atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido linoleico........................ 36
4.7 MICROENCAPSULACAO DA AMOSTRA .....ooiiieiiieeeeeteeee e, 37
4.7.1 Eficiéncia da encapsulaGao (90) ......oooveeiiiiiiiiiiiiiiiie e 38
4.7.1.1 Extragdo dos compostos fenolicos n&o microencapsulados ............ccccceee..... 38

4.7.1.2 Ruptura das microparticulas para liberacdo dos compostos fendlicos

T ToteTcT or=T 015 U1 F= To [0 1S 39
4.7.1.3 Compostos fenolicos para eficiéncia da microencapsulagao ............ccccc....... 39
4.7.2 Analise da estrutura das MIiCrOCAPSUIAS ..........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 40
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .....c.ccuiiieeeeceeeeee et 41
5.1 AMO ST RAS . et e e e e e e e e e e aaee 41
5.2 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS......41

5.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ......coveviiieeceeeeee, 45



5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS METODOS ABTS™, DPPH’, FRAP E B-

CAROTENO/ACIDO LINOLEICO ......coiiiiii ettt 48
5.5 MICROENCAPSULACGAO ........coiiiiiiiiiete ettt 52
5.5.1 Eficiéncia da MiCroencapSUIACAD ........ccoveeeeiiiiiiiiiiiiii e e e e e 57
5.5.2 Microscopia eletronica de varredura ... 58
6 CONSIDERACOES FINAIS ...t 62

REFERENCIAS ....cce e oo et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e eriae s 63



12

INTRODUCAO

Atualmente, é crescente a preocupacao com o papel da dieta na saude e na
qualidade de vida, sendo cada vez maior o interesse por produtos naturais que
venham a contribuir com diferentes propriedades biolégicas benéficas a saude. A
comunidade cientifica, impulsionada por essa perspectiva, tém voltado suas
pesquisas para a busca de compostos bioativos presentes, principalmente, em
produtos naturais. Dentre essas substancias, destacam-se os compostos fendlicos,
amplamente encontrados na natureza como produtos do metabolismo secundario
das plantas, e que possuem grande potencial antioxidante, ou seja, sdo capazes de,
em pequenas quantidades, combaterem a oxidacdo causada pela acao
desequilibrada dos radicais livres (MELO, 2010).

Nesse contexto, destacam-se as ervas aromaticas ou especiarias, pois sao
consideradas fontes naturais de antioxidantes e muitas ainda apresentam diversas
propriedades biol6gicas benéficas. Por serem comumente utilizadas como
ingredientes tipicos, condimentos, temperos e aromatizantes, representam ainda um
potencial de aplicacdo industrial com intuito de evitar a oxidacdo em produtos
lipidicos. Dentre as ervas aromaticas, as mais estudadas séo da familia Lamiaceae,
que compreende diversas espécies distribuidas no mundo, dentre elas o Tomilho
(Thymus vulgaris L.), amplamente reconhecido por suas propriedades antioxidantes
e antimicrobianas (HUBAIB et al., 2002; MARIUTI e BRAGAGNOLO, 2007).

A grande problematica, quanto ao uso de produtos naturais, como as ervas
aromaticas, pela industria de alimentos, esta no fato de que a grande parte dos
constituintes responsaveis pelas propriedades biologicas, como atividade
antioxidante, sdo compostos altamente suscetiveis a oxidacdo e a volatilizacao,
sendo instaveis na presenca de calor, luz e oxigénio. Além disso, apresentam
sabores e odores caracteristicos que podem influenciar na qualidade sensorial dos
produtos (AZEREDO, 2005).

Uma alternativa para aumentar a estabilidade destes constituintes e manter a
bioatividade dos mesmos, é apresentada pelos processos de microencapsulagéo.
Tais processos consistem, basicamente, em um empacotamento de particulas, as
quais permanecem com conteudo protegido do meio externo, podendo ser liberadas

no tempo e lugar adequados. Trata-se de uma tecnologia inovadora empregada com
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éxito em diversos setores das industrias, ndo s6 alimenticia como também
farmacéutica e de cosméticos (SUAVE et. al., 2006).

A microencapsulagdo de compostos ativos é uma técnica relativamente
recente, e tem se tornado muito atraente. Para industria de alimentos esta técnica
vem solucionando limitacfes quanto ao emprego de ingredientes naturais, visto que
a mesma pode atenuar flavors indesejaveis, reduzir a volatilidade e a reatividade,
aumentando assim, a estabilidade de compostos ativos em condi¢des ambientais
adversas (SILVA et. al., 2013).

Dentro deste contexto, o presente estudo visa avaliar a atividade antioxidante
do Tomilho (Thymus wvulgaris L.), bem como a producdo de microparticulas
produzidas por spray drying, visando obter maior estabilidade para os compostos
responsaveis pela atividade antioxidante e sua funcionalidade como aditivo em

alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a atividade antioxidante do extrato etandélico de tomilho (Thymus
vulgaris L.) e elaborar microcapsulas por processamento de atomizacdo em spray-

dryer, visando a funcionalidade e bioatividade das microcapsulas nos alimentos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar o tomilho (Thymus vulgaris L.), cultivado em Curitiba, Estado do
Parana;

e Preparar extrato etandlico de tomilho;

e Determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais do extrato;

¢ Identificar e quantificar os compostos fendlicos do extrato de tomilho por
CLAE.

e Avaliar as propriedades antioxidantes do extrato pelos métodos: de sequestro
do radical DPPHe« (2,2 difenil-1-picrilhidrazina), ABTS<+ (2,2 — azinobis-(3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonico)), reducdo do ferro - FRAP e sistema -
caroteno/acido linoleico.

e Preparar microcapsulas utilizando processo de atomizagdo em spray drying,

visando a funcionalidade do extrato de tomilho como ingrediente alimenticio.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 TOMILHO

O tomilho (Thymus vulgaris L.) também conhecido como timo, € uma planta
aromatica nativa dos paises do Mediterraneo, pertencente a familia Lamiaceae. Tal
familia abrange 150 géneros, com cerca de 2800 espécies distribuidas em todo
mundo. As ervas aromaticas da familia Lamiaceae tém sido amplamente estudadas
devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas (MARIUTI e
BRAGAGNOLO, 2007; PORTE E GODOY, 2001).

O Thymus vulgaris (Figura 1), apresenta arbusto de pequeno porte, medindo
de 20 a 30 cm de altura, com caules tortuosos, lenhosos, e compactos; poucos
ramos; folhas pequenas com formato oval e bastante aroméaticas. Em geral, tem
preferéncia por regifes secas, aridas, solos arenosos e pobres, evitando umidade e
terras compactadas (CASTRO e CHEMALE, 1995).

Figura 1 — Tomilho. Fonte: Jakiemiu (2008).
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Muitos estudos fitoquimicos sao realizados para investigar a composicédo dos
extratos e 6leos essenciais do tomilho. Hubaib et al. (2002), na lItalia, analisaram
Oleos essenciais de tomilho por cromatografia a gas. O 6leo foi considerado rico em
monoterpenos (timol e carvacrol) e em seus precursores correspondentes,

hidrocarbonetos monoterpénicos (p-cimeno e y-terpineno) (Figura 2).

Seard

p-cimeno y-terpineno  timol carvacrol

Figura 2 - Principais constituintes do Tomilho. Fonte: Hubaib et al. (2002).

7

O tomilho é amplamente empregado como aromatizante de alimentos,
servindo como tempero ou condimento. Seu Oleo essencial é reconhecido por
inomeras propriedades biolégicas como atividade antimicrobiana, antioxidante,
expectorante, cicatrizante, antisséptico, digestivo e estimulante. Tais atividades, em
sua maioria, sdo atribuidas ao timol e ao carvacrol, componentes majoritarios do
tomilho (JAKIEMIU, 2008).

Assim, muitas pesquisas vém sendo realizadas com ervas aromaticas visando
um estudo mais aprofundado dos seus constituintes, seus mecanismos de acéo e,
possivelmente, aplicagbes de interesse industrial (HUBAIB et al., 2002; MARIUTI E
BRAGAGNOLO, 2007; PORTE E GODOQY, 2007), principalmente devido as suas

propriedades antioxidantes.

3.2 ANTIOXIDANTES

Atualmente € crescente a preocupacdo dedicada ao papel da dieta na saude

humana. Estudos epidemioldgicos associam o0 consumo continuo de produtos
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vegetais com uma reducdo significativa no risco de doencas crbnicas como
aterosclerose e cancer, bem como inumeros efeitos benéficos a saude humana. Tais
efeitos tém sido atribuidos a atividade antioxidante de diversos compostos presentes
nos vegetais, como as vitaminas A e C, os carotenoides, e em especial 0s
compostos fendlicos, amplamente reconhecidos por reagirem com os radicais livres
e, conseguintemente, proporcionar beneficios ao organismo humano (SILVA et al.,
2010).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas instaveis que, para adquirir
estabilidade, precisam capturar elétrons de outras substancias. Sao produzidos por
processos metabolicos e atuam como mediadores na transferéncia de elétrons em
inUmeras reacdes bioquimicas, desempenhando importantes papéis no organismo.
Porém, em excesso, podem causar inumeros efeitos negativos no organismo, como
danos ao DNA, as proteinas e as estruturas celulares (ALVES et al., 2010).

O estresse oxidativo € consequéncia de um desequilibrio no sistema pro -
oxidante/antioxidante causado pelo excesso de radicais livres no organismo. Para
alcancar uma protecdo eficaz, os sistemas biol6gicos desenvolveram um sistema
antioxidante que abrange varios componentes lipossollveis, hidrossollveis e
enzimaticos. Entretanto, muitas vezes se faz necessario o uso de antioxidantes
exogenos, obtidos através de uma dieta rica em antioxidantes naturais, como frutas
e vegetais (SILVA et al. 2010; DAMODARAN et al., 2010).

Em se tratando de alimentos, a deterioracdo em virtude de sua natureza
bioldgica, é inevitavel. Durante a producdo, o processamento, a distribuicdo e o
armazenamento ocorrem varias reacdes de deterioracdo envolvendo acdo de
microorganismos e/ou processos quimicos. Estes ultimos sdo representados pela
oxidacao de lipidios e de substancias fendlicas, promovendo alteracdes indesejaveis
nos alimentos e até mesmo a formac&o de compostos téxicos (ARAUJO, 2008).

A ingestdo de alimentos alterados representa uma fonte de substancias
potencialmente toxicas a dieta. Os produtos oriundos da oxidacdo de lipidios
(peroxidos e os produtos de sua degradacéo) podem ser absorvidos pelo organismo
e, até mesmo na auséncia da absorcdo, representam riscos para a mucosa
intestinal. Os perédxidos afetam a atividade de diversas enzimas, alteram proteinas
de baixa densidade (LDL) e interagem com o DNA, funcionando como promotores
de carcinogénese (ARAUJO, 2008).
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Segundo Mariuti e Bragagnolo (2007), a autoxidacdo nos alimentos ocorre por
meio de um processo de reacdo em cadeia dos radicais livres, que é dividida em trés
etapas: iniciacdo, propagacédo e terminacdo. Na iniciacdo, o 4cido graxo insaturado
abstrai um atomo de hidrogénio de sua molécula, gerando um radical livre que reage
rapidamente com o oxigénio triplete (30,), formando um radical peréxido. Durante a
etapa de propagacdo, a reacdo em cadeia € acelerada, dando origem a terceira
etapa: fase onde os radicais livres comecam a reagir entre si, formando espécies
estaveis.

Os antioxidantes sdo amplamente reconhecidos pela acdo em diferentes
niveis do processo de oxidacdo envolvendo moléculas lipidicas. Podem atuar
interceptando o oxigénio singlete diminuindo, assim, a concentracdo de oxigénio;
evitando a fase de iniciacdo da oxidacdo através do sequestro dos radicais hidroxil,
guelando ions metélicos e decompondo produtos primarios a compostos nhao
radicalares (ARAUJO, 2008; SILVA et al., 2010; DAMODARAN et al., 2010). S&o
classificados em compostos antioxidantes primarios, os caracterizados por atuarem
na reducdo dos radicais livres, e em compostos secundarios, 0s que apresentarem
mecanismo de efeito que ndo envolve a reducdo direta dos radicais livres
(MESSIAS, 2009; OETTERER, 2006). O mecanismo de acdo dos antioxidantes
primarios esta representado pela Figura 3.

ROO* + AH - ROOH + A*
R*+AH =2 RH+A*"

ROO* e R* — Radicais livres,
AH — Antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo
A* - Radical inerte

Figura 3 - Mecanismo de agdo de antioxidantes primarios
Fonte: Ramalho; Jorge (2006).

Assim, segundo Halliwel e Guteridge (1990), denominam-se antioxidantes as
substancias que presentes em concentragdes baixas, comparadas ao composto
oxidavel de interesse, sdo capazes de diminuir ou prevenir significativamente a

oxidac&o do substrato.
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Antioxidantes podem ser encontrados naturalmente nos alimentos ou
adicionados intencionalmente. Sdo comumente utilizados na industria alimenticia
para controlar a oxidacéo lipidica de alimentos processados, e seu emprego se
apresenta como umas das principais formas de minimizar a rancificacdo, retardar ou
inibir a formacao de produtos toxicos, sustentar a qualidade sensorial e aumentar a
vida prateleira dos produtos. Nesse sentido, existem duas categorias basicas de
antioxidantes: os sintéticos, como o BHA (butil hidroxianisol) e o BHT (butil
hidroxitolueno) (Figura 4), amplamente empregados pela indlstria brasileira de
alimentos e, os naturais, que sdo substancias bioativas tais como compostos

fendlicos e terpenos, constituintes naturais de diversos alimentos (MELO, 2010).

" ~C(CHz)+ C(H2C)s - ! 5 /_‘/(CH 3)3C

BHA BHT

Figura 4 - Estrutura fenélica dos antioxidantes sintéticos.
Fonte: Ramalho; Jorge (2006) — com alteragdes.

Aléem dos beneficios a saude, os antioxidantes naturais ganham destaque no
meio cientifico por serem potenciais substituintes aos antioxidantes sintéticos,
devido a seu efeito equivalente ou maior na inibicdo da oxidacdo. E crescente a
rejeicAo ao uso de compostos sintéticos nos alimentos visto que muitos estudos
vinculam tais compostos como sendo agentes mutagénicos e com potencial
toxicidade (MELO, 2010).

Dentro desse contexto, muitos condimentos como tomilho vém sendo
estudados. Extratos de alecrim, salvia, orégano e tomilho mostraram-se eficientes na
inibicdo do processo oxidativo atuando na neutralizacdo de radicais e bloqueando a
peroxidacao catalisada por ferro (DORMAN et al., 2003, 2004; SHAN et al., 2005).
Tal atividade apresentada vem sendo atribuida, principalmente, aos compostos
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fendlicos presentes nas ervas aromaticas da familia Lamiaceae (MARIUTTI E
BRAGAGNOLO, 2007).

3.2.1 Compostos Fendlicos

Em termos de acao biolégica, a principal classe de constituintes das ervas
aromaticas € a dos compostos fendlicos. Sado substancias sintetizadas a partir do
metabolismo secundario de plantas e vegetais, e constituem um grupo com milhares
de compostos que podem ser encontrados em folhas, frutos, raizes, cascas,
possuindo amplos efeitos biolégicos, incluindo acédo antioxidante. Tais compostos
vém sendo amplamente estudados devido a sua influéncia na qualidade dos
alimentos. Esses estudos visam, em sua maioria, avaliar o potencial antioxidante na
conservagao de alimentos, bem como na acédo antioxidante destes compostos no
sistema bioldgico (SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos, amplamente difundidos na natureza, compéem um
grupo com mais de 8000 compostos ja identificados em plantas, podendo ser
pigmentos que ddo cor aos alimentos ou produtos do metabolismo secundario das
plantas, normalmente derivados de mecanismos de defesa contra agressdes
externas. Tais compostos pertencem a uma classe que abrange uma diversidade de
estruturas quimicas, simples e complexas, que se caracterizam estruturalmente pela
presenca de hidroxilas e anéis aromaticos que Ihes oferecem caracteristicas como a
de compostos antioxidantes e inUmeros efeitos biologicos, dentre os quais estao
atividade antimicrobiana, anti-inflamatoéria, antialérgica e vasodilatadora, sendo o
fenol seu composto mais simples (Figura 5) (BRAVO, 1998; GALLICE, 2010; SILVA
et al., 2010).

OH

Figura 5 — Estrutura quimica do fenol. Fonte: Bravo (1998).
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Como fruto de sua atuacgdo, esses antioxidantes fendlicos formam produtos
intermediarios estiveis, e se caracterizam por inibirem a oxidacdo de varios
ingredientes do alimento, em principal os lipideos (OLDONI, 2010). Entretanto, os
compostos fendlicos sdo facilmente oxidaveis, seja pela acdo de enzimas vegetais
especificas ou pela influéncia de metais, radiacdo UV, calor ou meio alcalino
(CARPES, 2008).

Esta grande classe de compostos € dividida em flavonoides e néo
flavonoides. Compondo o grupo dos flavonoides estdo os polifendis e dos néo
flavonoides estéo os acidos fendlicos (SILVA et al., 2010).

Os &cidos fendlicos séo divididos em dois grupos que apresentam estruturas
diferentes, os hidroxicinamicos e os hidroxibenzodicos. Apesar da semelhanca nas
estruturas eles se diferenciam pelo nimero e posicéo da hidroxila no anel aromatico
(STALIKAS, 2007). A Figura 6 representa as estruturas gerais dos acidos
pertencentes a essas classes.

R COOH

Figura 6 - Estrutura geral dos acidos fendlicos. A esquerda, estrutura geral dos acidos
hidroxicinamicos, e a direita, a estrutura geral dos acidos hidroxibenzoicos.
Fonte: Do autor (2014).

Os flavonoides compreendem um grupo de compostos fendlicos mais
abundantes na dieta humana, pois podem ser encontrados em um grande ndamero
de frutas e hortalicas (SILVA et al., 2010). Estruturalmente, sdo substancias
aromaticas com 15 atomos de carbono (Cis) no seu esqueleto basico, onde dois
anéis, obrigatoriamente aromaticos, se encontram conectados por uma ponte de

carbonos que geralmente contém um atomo de oxigénio e uma carbonila. Os
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flavonoides apresentam-se em diferentes estruturas, mas tem como estrutura basica
a representada na Figura 7 (LOPES et al., 2003; BRAVO, 1998).

Figura 7 - Estrutura basica dos flavonoides.
Fonte: Do autor (2014).

As vérias classificacdes desse grupo de compostos, bem como as atividades
bioquimicas e de seus metabdlitos dependem de suas estruturas e da orientagao
das varias posic6es na molécula, relacionando-se também com as caracteristicas do
anel C como a presenca ou auséncia do anel central, hidroxilas ou duplas ligacdes
ligadas a este (CARPES, 2008). Segundo Silva et al. (2010), os flavonoides se
apresentam sob muitas variacbes como flavonois, antocianinas, flavonas e

flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas.

3.3 METODOS PARA AVALIAR A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vitro

Ha uma grande variedade de meétodos empregados na determinacdo da
atividade antioxidante in vitro de compostos bioativos. Cada método apresenta um
principio diferente que depende da matriz de reagdo, podendo ser métodos que
avaliam a habilidade de sequestrar radicais livres e métodos que testam a
capacidade de inibir a oxidacéao lipidica (MARIUTI e BRAGAGNOLO, 2007).
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Os varios radicais livres existentes apresentam mecanismos diferentes de
atuacdo em organismos Vvivos o que torna dificil a existéncia de um método simples
e universal com o qual se consiga obter medidas quantitativas da atividade
antioxidante, sendo assim, quanto mais métodos forem utilizados em conjunto,
melhor sera o informativo obtido do potencial antioxidante total (ALVES et al., 2010).

Dentre os métodos espectrofotomeétricos in vitro, os mais utilizados na analise
de atividade antioxidante sdo: o método do radical DPPH’ (2,2-difenil-1-picrihidrazil),
0 ABTS™ (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)), do FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) e o sistema [-caroteno/acido linoleico (BCAL),
(BERGAMASCHI, 2010).

O método do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") é bastante popular na
avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais, visto que é uma técnica
simples com elevada sensibilidade (BERGAMASHI, 2010). Trata-se de um radical
livre que, por apresentar uma deslocalizacdo do elétron desemparelhado em toda
sua molécula, é dito estavel. Tal deslocalizacdo confere ao DPPH" uma coloracéo
violeta que, em solucdo etanodlica, apresenta absorcdo na faixa de 515-520nm
(ALVES et al., 2010). Neste ensaio o composto antioxidante atua como doador de
hidrogénio ou elétron que, quando é adicionado a solucdo alcodlica de DPPH’, o
reduz e descora 0 meio de violeta para amarelo palido (Figura 8). Assim o efeito
antioxidante é proporcional ao descoramento acarretado pelo desaparecimento do
radical DPPH" do meio reacional (BERGAMASCHI, 2010).

RH
NO, (Antioxidante) NO,
- \ s H
O * T O
Radical DPPH DPPH reduzido
(Violeta) (Amarelo)

Figura 8 - Estrutura quimica do radical DPPH’ e reacédo de estabilizacdo com um antioxidante.
Fonte: Moon e Shibamoto (2009).
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O método pelo radical ABTS™ (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico)), baseia-se na avaliacdo da atividade antioxidante total pela captura do
radical livre, sendo aplicado, principalmente, na determinacdo de agentes
antioxidantes em alimentos e bebidas (BERGAMASCHI, 2010). Segundo Re et al.
(1999), o radical ABTS™, de coloracio esverdeada, ¢ formado pela reacédo de
reducdo do perssulfato de potassio com ABTS e o0 potencial antioxidante é
determinado pela descoloracdo do ABTS na presenca de agentes antioxidantes,
medindo-se a reducéo do radical a uma absorbancia de 734 nm (Figura 9)

A técnica por captura do radical ABTS™ apresenta muitas vantagens, pois
além de ser um método simples, permite ser solubilizado em solventes organicos e
aguosos, diferentemente do DPPH que, apesar de ser um radical que ndo necessita
de preparo prévio, somente pode ser solubilizado em meios organicos (MELO,

2010).
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Figura 9 - Formagao do radical estavel com persulfato de potassio e reagcdo com antioxidante
pelo método ABTS™.
Fonte: Moon e Shibamoto (2009).
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O ensaio FRAP (Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro), baseia-se na
avaliacdo direta da capacidade de um antioxidante reduzir Fe** em Fe?*. A reducéo
do 2,4,6-tri(2-piriil)-1,3,5-triazina (TPTZ) é acompanhada pela formacdo de um
complexo de cor azul intenso com o Fe?*, caracterizado por banda de absorcéo na
faixa de 593 nm (Figura 10). Este método proporciona resultados rapidos e
reprodutiveis, sendo muito utilizado em conjunto com outros ensaios para avaliar a
atividade antioxidante de plantas e alimentos. Porém, apresenta algumas
desvantagens tais como o fato de que nem todos os antioxidantes presentes em
uma matriz complexa reduzem o ferro, assim como nem todo redutor do Fe®*" a Fe**
€ um antioxidante (APAK et al., 2004; BERGAMASHI, 2010).

[Fe(ll)(TPTZ),)™ [Fe(INTPTZ),1

cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 10 - Reducao do complexo TPTZ, método FRAP.
Fonte: Rufino et al. (2006).

Outro método empregado na avaliacdo da atividade antioxidante € o que
engloba um sistema [-caroteno/acido linoleico, e baseia-se na capacidade de um
dado antioxidante inibir a oxidacdo. E amplamente utilizado para avaliar agentes
antioxidantes em varios tipos de amostras, tais como compostos puros, extratos de
plantas, frutas, vegetais, graos, entre outros. O método consiste no uso do acido
linoleico (Figura 11) que, na presenca de oxigénio, forma o radical peroxil, 0 agente

oxidante. O B-caroteno (Figura 11) reage com o radical livre resultando na perda de
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coloracdo da solucéo e, a adicdo de um composto antioxidante pode reagir com o
radical peroxil, contribuindo para retardar a queda de coloragdo do [(-caroteno.
Assim, o0s antioxidantes constituintes das amostras podem ser facilmente

monitorados espectrofotometricamente (ALVES et al., 2010).
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Figura 11 - Estrutura beta-caroteno (5); estrutura &cido linoleico (6).
Fonte: Alves et al. (2010).

3.4 MICROENCAPSULACAO

Na tentativa de manter o estado de conservacao dos produtos naturais por
mais tempo, muitas técnicas passaram a ser exploradas. Dentre essas técnicas, a
microencapsulacao se destaca por apresentar diversos métodos que permitem o
desenvolvimento de formula¢cdes com contetido protegido do meio externo, podendo
ser liberado sob condi¢cbes especificas, exibindo assim, uma forma de melhor
aproveitar os beneficios encontrados nos recursos naturais (CARNEIRO, 2011).

A microencapsulacéo é definida como processo em que minusculas particulas
ou gotas sdo envolvidas por uma cobertura, originando capsulas com varias
propriedades interessantes. O material externo € denominado agente encapsulante
ou parede, e o ingrediente a ser encapsulado é o material ativo, recheio ou nucleo
(AZEREDO, 2005; CARNEIRO, 2011; MENEZES et al., 2012).

Estruturalmente, as microparticulas formadas podem ser divididas em
microcapsulas ou microesferas. As microcapsulas formam um sistema tipo
reservatorio, onde o nucleo € nitidamente observado na regido central, envolvido por

uma camada ou filme continuo do material de parede. J& as microesferas resultam
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em um sistema do tipo matricial, onde o material ativo ou nucleo se encontra
distribuido em microparticulas junto a matriz encapsulante seca. Neste Uultimo,
devido a expansdo das particulas durante a secagem, a area central se encontra
vazia, conforme mostra a Figura 12 (AZEREDO, 2005; JAFARI et al., 2008).

Material
encapsulado

Microcapsula Microesfera

Figura 12 - Estrutura das microparticulas.
Fonte: Adaptado de Jafari et al. (2008).

Na industria de alimentos, a aplicacdo desta técnica tem como objetivos
principais proteger o material ativo contra agentes atmosféricos, reduzindo, assim,
interacbes que resultem em perda de coloracdo, aroma, sabor e valor nutricional;
incorporar ingredientes como, por exemplo, temperos, aromas, vitaminas e minerais;
inibir sabor, cor ou odor indesejavel; promover melhor solubilidade; facilitar o
manuseio; prolongar a vida de prateleira de compostos alimentares e reduzir perda
de volateis (SUAVE et. al., 2006; MENEZES et al., 2012)

Segundo Andrade et al. (2011), a microencapsulacdo além de converter
liquido & po6, ainda permite controlar a liberagdo de um determinado composto que
possa atribuir sabor, odor ou que, de alguma forma, atue na conservacdo da
qualidade do produto. Assim, nos ultimos anos, com o0 conceito de liberacao
controlada do ingrediente encapsulado no lugar e no tempo certo, a
microencapsulagédo de compostos bioativos se tornou muito atrativa. Mudanca de
pH, stress mecanico, tempo, temperatura, atividade enzimatica, for¢ca osmotica
dentre outros, sdo fatores que podem ser utilizados na liberacdo do ingrediente
encapsulado (GOUIN, 2004).

Existem varios métodos para preparacdo de microparticulas e a escolha do
método mais adequado depende de alguns fatores como, por exemplo, das

propriedades do material ativo, das condi¢cdes de producdo e dos requisitos do
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produto final. Quanto a natureza do encapsulamento, os métodos podem ser
divididos em trés grupos principais: quimicos, como inclusdo molecular e
polimerizacao; fisicos, como spray drying, spray congealing, pan coating, leito
fluidizado, extrusdo centrifuga; ou ainda fisico-quimicos como coacervagdo e
separacao de fases, emulsificacdo seguida da evaporacdo do solvente (SUAVE et.
al., 2006; FAVARO-TRINDADE et al., 2008; BRASILEIRO, 2011).

Dentre as técnicas de microencapsulacdo, a atomizacdo por spray drying é
uma das mais utilizadas pela industria de alimentos. Trata-se de uma técnica
econbmica, com disponibilidade de equipamentos e métodos de producéo
relativamente baratos quando comparados com outros métodos. Possibilita
preservar a bioatividade de muitos componentes alimentares e € um dos mais
antigos métodos de encapsulacao, tendo sido utilizado para os primeiros compostos
de sabor encapsulados na década de 1930 (DZIEZAK, 1988; SANTOS et al., 2005).

Esta técnica € empregada com uso de um secador, chamado de atomizador
(spray dryer) (Figura 13). O material ativo é emulsificado com o material
encapsulante e a emulsdo é entdo bombeada e dispersa em forma de goticulas
(spray), por meio de bicos atomizadores. Estas, por sua vez, seguem para uma
camara com fluxo de ar aquecido e, a medida que séo lancadas, elas tomam forma
esférica e, em contato com ar quente, a 4gua se evapora rapidamente da capsula,
originando particulas soélidas e secas. A alta relacdo area de superficie/volume das
particulas promove rapida evaporacdo da agua. Com isso, o tempo de exposicéo
das particulas ao calor € relativamente curto e a temperatura do nucleo nédo
ultrapassa os 100 °C, o que diminui o risco de alteracbes indesejaveis em
compostos termossensiveis (DZIEZAK, 1988; OLIVEIRA e PETROVICK, 2010;
BRASILEIRO, 2011).
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Figura 13 - Esquema basico de um spray dryer.
Fonte: MICROBELCAPS (2006) - (adaptado).

A microencapsulacdo envolve as seguintes etapas: escolha do material de

parede adequado, preparo da emulsédo e, finalmente, a secagem da emulsdo por
atomizacdo em secador spray dryer (AZEREDO, 2005). A Tabela 1 apresenta as

vantagens e desvantagens desse método.

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens do uso da técnica de spray drying.

VANTAGENS
Baixo custo de operacéo

Alta qualidade das particulas resultantes
Bom rendimento de processo
Boa solubilidade dos materiais resultantes

Alta estabilidade dos materiais resultantes

DESVANTAGENS
Os materiais produzidos ndo apresentam
uniformidade quanto ao tamanho
Custo do equipamento

Limita a escolha do encapsulante

Fonte: GOUIN,

2004; MULLER, 2011.
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A microencapsulacdo de alimentos emprega formulagcbes contendo o
ingrediente a ser preservado em mistura com agentes encapsulantes. Existe uma
grande variedade de materiais que sdo utilizados como agentes encapsulantes no
processo de microencapsulagdo, responsaveis pelo revestimento dos compostos de
interesse. A escolha desse material inclui uma etapa crucial para garantir a
estabilidade dos compostos encapsulados e uma boa eficiéncia de encapsulacéo,
dependendo de uma série de fatores, tais como a técnica que sera utilizada, o tipo
de aplicacdo do produto final, as propriedades fisicas e quimicas do nucleo e do
material de parede, a compatibilidade do ndcleo com a parede, e inclusive, fatores
econdémicos (AZEREDO et al., 2005; SILVA, 2011).

O material de parede adequado deve ter boa capacidade emulsificante, e
para isso o composto deve conter grupamentos hidrofilicos e hidrofébicos, sendo
gue quanto maior a capacidade emulsificante melhor a retencdo do material ativo.
Devem ainda preencher alguns requisitos importantes para producdo de uma boa
matriz encapsulante, como formar bons filmes na interface; ter baixa viscosidade em
elevadas concentracdes de sélidos; exibir baixa higroscopicidade; ndo reagir com o
ndcleo; auséncia de sabor ou odor desagradavel; maxima protecdo ao nucleo contra
condicbes ambientais adversas; liberacdo gradual e total do material ativo e,
finalmente, baixo custo e boa disponibilidade (SUAVE et al., 2006). Em geral, os
materiais de parede sdo utilizados na forma de misturas com diferentes proporgoes,
visto que gquase nenhum material conhecido oferece todas essas propriedades
listadas.

Uma série de biopolimeros pode ser utilizada nos processos de
microencapsulacdo de ingredientes alimenticios por spray drying. Dentre eles, os
mais utilizados sdo as gomas (arabicas e alginatos); maltodextrinas, amidos
modificados ou ainda uma mistura desses em diferentes propor¢cbes (ABURTO,
1998; CAl e CORKE, 2000; CARNEIRO, 2011; BORRMANN et al., 2013).

Dentre os materiais de parede, as maltodextrinas ou amidos hidrolisados
estdo entre os mais utilizados na encapsulacdo de ingredientes alimenticios
(ABURTO, 1998). Séao carboidratos formados pela hidrolise acida de amidos de
diferentes fontes, como por exemplo, do milho e da batata, e estdo disponiveis em
diferentes dextroses equivalentes (DE), indicando o nivel de hidrélise do polimero de
amido (DAMODARAN et al., 2010; SILVA, 2011).
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A maltodextrina, [(CeH1205), H20], polimero sacarideo nutritivo, ndo doce que
consiste de unidades de D-glicose ligadas por cadeia a 1-4, é definida como um
produto com valores de DE inferiores a 20. Geralmente, estes produtos sdo menos
higroscopicos, ndo apresentam docgura, além de serem excelentes para contribuir
com o corpo de sistemas alimenticios. Tais amidos hidrolisados oferecem vantagens
como baixo custo relativo, quando comparado com os amidos modificados, aroma e
sabor neutros e baixa viscosidade em altas concentracdes de solidos, além de
oferecerem boa protecdo contra oxidacdo. O maior problema da utilizacdo desse
material é que ele tem pouca capacidade emulsificante (OBON et al., 2009;
CARNEIRO, 2011; SILVA, 2011; MULLER, 2011).

Sendo assim, é desejavel a utilizacdo de maltodextrina em combinacdo com
biopolimeros que apresentem atividade de superficie como no caso dos amidos
modificados, com o principal objetivo de obter uma microencapsulacdo por spray
drying eficaz, com alta retencdo do material ativo e alta eficiéncia de encapsulacao a
baixo custo (JAFARI et al., 2008).

Os amidos modificados sdo caracterizados por apresentarem excelente
retencdo de volateis, boa estabilidade de emulsdo e baixa viscosidade em altas
concentracbes de solidos, quando comparados com o0s amidos nativos. Esta
modificacdo pode ser realizada por meios fisicos (tratamento térmico, exposicdo a
radiacdes), meios quimicos (reagentes especificos para alterar a estrutura das
macromoléculas) e biotecnoldgicos (processo enzimatico) (DAMODARAN et al.,
2010; CARNEIRO, 2011).

A producdo de amidos modificados é uma alternativa que vem sendo
desenvolvida ha algum tempo com o objetivo de superar uma ou mais limitacdes dos
amidos nativos e assim aumentar a utilizacdo e aplicacdo deste polimero pelas
industrias  (MULLER, 2011). Os amidos modificados empregados na
microencapsulacdo devem ser modificados quimicamente pela incorporacdo de
grupos lipofilicos em suas moléculas. Eles oferecem melhor retencdo de volateis
durante a secagem e podem ser utilizados em elevadas concentracdes de solidos na
alimentacao, além de formar uma emulsao estavel (SHAHIDI; HAN, 1993).

O ococtenilsuccinato de amido, o chamado amido-OSA, € um emulsificante
obtido por esterificacdo do amido com o anidrido octenilsuccinico (OSA) sob
condicbes alcalinas. Através desta modificacdo, a hidrofobicidade do OSA é

7

introduzida, enquanto a hidrofilicidade das macromoléculas do amido é mantida.
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Este derivado com propriedades anfifilicas € um emulsionante eficaz, sendo usado
como um transportador de libertacdo modificada de material (REINECCIUS, 1998;
WANG et al, 2010). O resultado dessa modificacdo gera um amido
hidrofobicamente modificado, cujo nome comercial é Capsul® (ABURTO et al., 1998;
MULLER, 2011).

Este amido € amplamente empregado pela excelente retencdo de volateis,
pela estabilizagdo da emulsédo e baixa viscosidade. Entretanto, os amidos
modificados exercem pouca protecdo contra oxidagcédo durante a estocagem, por iSso
a importancia de utiliza-los associados a maltodextrina (MULLER, 2011).

Aburto et al. (1998), estudaram o desempenho do material de parede,
composto por goma arabica, maltodextrina e amido modificado no encapsulamento
de O6leo essencial de laranja, utilizaram diferentes temperaturas de secagem em
spray drying, e obtiveram uma maior retencdo de 6leo, 94%, quando utilizaram a
formulacdo contendo 10% de amido modificado e 36% de maltodextrina,
independente da temperatura de secagem.

Rocha et al. (2012), realizaram microencapsulacdo em spray drying de
licopeno avaliando a funcionalidade deste quando aplicado em amostras de bolos.
Conforme descrito pelos autores e apds os testes de estabilidade, observou-se que
a microencapsulacao ofereceu uma maior protecao ao licopeno quando comparado
com sua forma livre, sendo liberados os pigmentos de forma homogénea na massa
do bolo. Assim, a microencapsulacdo pode ser considerada uma alternativa para

minimizar a instabilidade de ingredientes alimenticios.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DA AMOSTRA

A amostra de tomilho foi coletada em Setembro por produtores rurais da
cidade de Curitiba - PR, e, ap0s a colheita, as partes aéreas da planta foram secas
em estufa a 40°C, moidas em moinho de bancada Marconi modelo MA — 630 e

guardadas em freezer, até 0 momento das analises.

4.2 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO DE TOMILHO (EET)

Para o preparo do extrato etanolico de Tomilho, foram pesados 10 gramas do
material de amostra, previamente desidratados e moidos conforme o item 4.1. A
extracao foi realizada com 100 mL de etanol a 80% (v/v) em erlenmeyer de 250 mL,
homogeneizados em Incubadora Shaker Modelo SL 222, a 40°C, por 60 minutos.
Em seguida, foi realizada uma filtracdo em papel de filtro Whatman n° 5, e o filtrado
(EET) foi transferido para tubos de ensaio com tampas de rosca. O EET foi utilizado
para as analises de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, CLAE, atividade
antioxidante e microencapsulacdo por processo de atomizacao spray drying. Apos
analises, o extrato preparado foi evaporado em evaporador rotativo até obter uma
reducdo do volume em 50 %. Apos esta etapa de concentragdo do extrato, 0 mesmo

foi levado para o preparo das microcapsulas em spray drying.

4.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de compostos fendlicos foi determinado segundo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Singleton et al. (1999),
utilizando &cido gélico como padrdo de referéncia. O reagente Folin-Ciocalteau é
formado a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos. Esse método

envolve a oxidacdo de fenois e a medida colorimétrica é feita pela formacdo de um
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complexo azul Mo-W. Aliquotas de 0,5 pL das amostras foram adicionados de 2,5
mL do reagente Folin-Ciocalteau 10%, e posteriormente adicionado de carbonato de
sbédio 4%. A mistura foi deixada em repouso por 2 horas ao abrigo da luz, e as
leituras foram realizadas em espectrofotometro a 740 nm. Uma amostra em branco
foi produzida nas mesmas condicfes. Os resultados foram calculados com base em
curva analitica e expressos em mg EAG.g™ de tomilho (EAG: equivalente em &cido

gélico). As analises foram realizadas em triplicata.

4.4 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

O teor de flavonoides totais foi determinado conforme metodologia descrita
por Park et al. (1995), utilizando quercetina como padrao de referéncia. Aliquota de
0,5 mL do extrato foi adicionada de etanol 80 %, acetato de potassio e nitrato de
aluminio. Uma amostra controle foi realizada paralelamente nas mesmas condi¢des,
porém, sem adi¢do de nitrato de aluminio. Apds 40 minutos de repouso, as leituras
foram realizadas em espectrofotbmetro a 415 nm. Os calculos foram realizados a
partir de curva analitica e os resultados expressos em mg EQ.g™* de amostra (EQ:

equivalente em quercetina). As andlises foram realizadas em triplicata.

4.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada
nolLaboratério de Andlise Instrumental da UTFPR — Campus Campo Mouréao-PR. O
extrato foi analisado por cromatografia liqguida de alta eficiéncia em um sistema
Dionex Ultimate 3000 (Dionex, Idstein, Alemanha) cromatografo equipado com RP-
18 Acclaim ® 120 coluna (4,6 mm x 250mm x 5 ym) e um conjunto de detector de
diodos (HPLC/PDA). O EET foi filtrado através de um filtro de 0,22 mM (Millipore) e
injetado com 10 pL do filtrado. A fase movel consistiu de um gradiente linear de
acido fosforico: agua (1:100) (solvente A) e metanol (solvente B), come¢ando com
5% de B e aumentando para 100% de B (45 minutos), mantendo a 100% de B

durante 5 minutos e diminuindo a 5% de B (60 — 70 min) com uma taxa de fluxo de
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solvente de 1 mL/min. Os compostos fendlicos foram identificados com base nos
tempos de retencao e padréo de absorcédo de UV-Vis, e o0 pico de pureza confirmado
pelo detector por arranjo de diodos (DAD) e software Chromeleon. A quantificacao
foi realizada por calibragéo externa (HAMINIUK et al., 2011). Foram examinados 0s
seguintes padrdes auténticos: &cido p-cumarico, &cido ferulico, acido siringico, acido
galico, quercetina, canferol, acido trans-cinamico, acido caféico, pinocembrina,

crisina, rutina, galangina, miricetina e resveratrol.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.6.1 Atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH’

A medida da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPH foi realizada segundo metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995),
com algumas modificac6es. A mistura de reacédo foi constituida pela adicdo de 0,5
mL do extrato, 3,0 mL de etanol absoluto e 0,3 mL da solucéo do radical DPPH 0,5
mmol.L™ em etanol. Em paralelo foram realizadas amostras em branco com adicdo
de etanol em substituicdo a solucdo de DPPH, para que, assim, pudesse ser
descontada uma possivel coloracdo que venha a influenciar na interpretacdo dos
resultados. Foram realizadas em conjunto, amostras controle contendo 3,5 mL de
etanol e 0,3 mL de solucdo do radical DPPH. Foi realizada curva padrdo com o
antioxidante sintético Trolox e os resultados foram expressos mmol de Trolox.g™* de

amostra.

4.6.2 Determinac&o da atividade antioxidante pelo método do radical ABTS™

Este método foi realizado segundo metodologia descrita por Re et al. (1999),
com algumas modificagcdes. O radical ABTS™ foi formado pela rea¢do de 5 mL de
ABTS 7 mmol.L™ com persulfato de potassio 140 mmol.L™?, incubados & 25 °C por 16
horas, ao abrigo da luz. Logo ap6s o tempo de reacéo, o radical foi diluido em etanol
p.a. até apresentar absorbancia entre 0,700 e 0,734 nm. Em ambiente escuro e em
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triplicata, foram adicionados 30 pL do extrato a 3 mL do radical corrigido. As
absorbancias foram lidas apds seis minutos de reacdo, em espectrofotdmetro a 734
nm, utilizando-se etanol como branco. A absorbancia da mistura ABTS/Antioxidante
foi comparada com a atividade do antioxidante sintético Trolox, que foi utilizado
como padrao de referéncia. Os resultados da atividade foram expressos em umol de

trolox ou TEAC.g™ de amostra (atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

4.6.3 Atividade antioxidante pelo FRAP (Poder Antioxidante de Reducé&o do Ferro)

A atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro — FRAP foi
realizada segundo metodologia descrita por Pulido et al. (2000). O reagente FRAP
foi preparado misturando-se solucdo de tampéao acetato a 2,5 mL da solucdo TPTZ
(10 mmol.L™* em 40 mmol.L™ HCI) e 2,5 mL de cloreto férrico. Ao abrigo da luz e em
triplicata, aliquotas de 100 pyL da amostra, previamente diluida, foram adicionadas a
3 mL do reagente FRAP e incubadas & 37 °C em banho-maria por 30 minutos. As
leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a 595 nm, sendo construida uma
curva padrdo com sulfato ferroso e os resultados expressos em mmol de Fe?*.g* da

amostra.

4.6.4 Atividade antioxidante pelo sistema [-caroteno/acido linoleico

A medida da atividade antioxidante pelo sistema (-caroteno/acido linoleico foi
determinada segundo metodologia descrita por Ahn et al. (2004). Em triplicata,
aliquotas de 300 uL da amostra foram adicionadas a 3 mL da emulsdo B-
caroteno/acido linoleico, preparada previamente, e a solucao foi incubada em banho-
maria a 50 °C, para reacdo de oxidacdo. A oxidacdo foi monitorada em
espectrofotdbmetro a 470 nm, com leituras realizadas no tempo inicial e em intervalos
de 20 min, até o tempo final de 100 minutos, utilizando etanol como branco. Para a
amostra controle, foi utilizado 300 pyL de etanol 80% juntamente com 3 mL da
emulsdo. A atividade antioxidante foi expressa pela porcentagem de inibicéo relativa
em relacao ao controle depois de 100 min de incubacgao, usando a Equacéo (1):
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%AA = (DRc - DRs) / DRc x 100 (Eq. 1)

onde %AA representa a porcentagem de atividade antioxidante, DRc a taxa de
degradacdo da amostra controle (=In(a/b)/100); DRs a taxa de degradacdo da
substéancia teste (=In(a/b)/100); a absorbancia inicial no tempo 0 e b a absorbancia

depois de 100 minutos.

4.7 MICROENCAPSULACAO DA AMOSTRA

As microcapsulas foram obtidas em secador por atomizacao, spray dryer de
bancada, modelo MSD 1.0, da marca LABMAQ do Brasil, com vazdo maxima de
1L.h?. Esta planta de processamento e 0 equipamento se encontram na
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), Campus Campo Mouréo.

Através de estudos preliminares do grupo de pesquisa da UTFPR — Campus
Campo Mourao, foram definidas as condi¢des 6timas de operacao do secador, a 150
°C e 100°C do ar de secagem de entrada e saida do secador, respectivamente. Bico
atomizador de 1,0 mm de diametro, fluxo de ar comprimido de 50 L.min™, fluxo de ar
de secagem de 3,6 m3.min ™ e vazdo de alimentac&o de 0,60 L.h™.

Os extratos concentrados obtidos em 4.2 foram adicionados de solucdes
contendo combinagéo de 70 % de maltodextrina comum (DE 10) e 30 % de amido
modificado comercial Capsul®.

O material encapsulante foi dissolvido em 50 mL de agua destilada fria sob
agitacdo mecanica constante, até completa dissolugdo. Em seguida, foram
adicionados mais 50 mL de agua a 90 °C sob agitacdo por, aproximadamente, 2
minutos. O conjunto (encapsulante — agua) foi aquecido em forno microondas até
apresentar fervura. Apos resfriar, o conjunto foi levado a agitacdo constante a 4000
rom e, em seguida, foi adicionado o extrato lentamente, permanecendo em
constante agitacdo por 5 minutos. A concentracdo de sdlidos totais foi fixada em

20%. A emulséao resultante foi atomizada em spray dryer.
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O po obtido foi acondicionado em embalagem hermeticamente fechada e a

respectiva embalagem foi armazenada a temperatura de congelamento.

4.7.1 Eficiéncia da encapsulacéo (%)

Foi considerada como eficiéncia de encapsulacao a relacdo existente entre a
quantidade de compostos fendélicos ndo encapsulados, presentes na superficie das
microparticulas, e o total de compostos fendlicos que foram microencapsulados.

O experimento para eficiéncia da encapsulacao foi dividido em duas partes,
sendo a primeira a de extracdo dos compostos fendlicos que ndo foram
microencapsulados (item 4.7.1.1), e a segunda parte a ruptura das microparticulas,
para quantificacdo dos compostos fendlicos que nelas estavam contidos (item
4.7.1.2).

A eficiéncia de encapsulacgéo foi calculada usando a seguinte equacao:

Eficiéncia de encapsulagéo (%) = (FT- FS) / FT x 100 (Eq 2)

Onde FT (fendlicos totais apO6s a ruptura) € a quantidade de compostos
fendlicos de uma quantidade conhecida de microcipsulas e FS (fendlicos da
superficie) a quantidade de compostos fendlicos contidos na mesma quantidade de
microcapsulas (SEMALAT et al., 2009).

4.7.1.1 Extracdo dos compostos fendlicos ndo microencapsulados

Para extrair os compostos fenodlicos localizados nas superficies das
microparticulas foram dissolvidos 0,2 g do tomilho microencapsulado em 2,0mL de
etanol. A mistura foi agitada num agitador tubo e centrifugada a 4000xg durante 2
minutos. Em seguida foi quantificado o teor de compostos fendlicos do sobrenadante
em espectrofotometro UV, conforme metodologia descrita no item 4.7.1.3. O
resultado obtido foi utilizado para calculos da eficiéncia da encapsulacédo (item
4.7.1).
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4.7.1.2 Ruptura das microparticulas para liberacdo dos compostos fendlicos

microencapsulados

A ruptura das microparticulas foi realizada a fim de avaliar a eficiéncia da
microencapsulacdo. Segundo metodologia descrita por Nori et al. (2011), 0,2 g de
tomilho microencapsulado foi adicionado de 2,0mL de citrato de sédio 10% (m/v).
Em seguida, o pH foi elevado para 8,0 com solugdo de NaOH 0,1 mol.L™". Esta
mistura foi agitada num misturador de tubo vortex por dois minutos. Em seguida, 5,0
mL de etanol 99,5% (v/v) foram adicionados a mistura, mantendo em agitacao
durante mais dois minutos. A mistura foi centrifugada a 4000xg durante vinte
minutos. Em seguida, foi quantificado o teor de compostos fendlicos em
espectrofotometro UV, conforme descrito no item 4.7.1.3. O resultado obtido foi

utilizado para calculos da eficiéncia da encapsulacao (item 4.7.1).

4.7.1.3 Compostos fendlicos para eficiéncia da microencapsulacéo

Para analise de eficiéncia da microencapsulacdo foi realizado analise de
compostos fendlicos totais segundo metodologia descrita por Singleton et al. (1999),
porém com algumas modificac6es. Em um tubo com tampa de rosca, foi preparada
uma solucédo contendo 0,1 mL das amostras (produtos dos itens 4.7.1.1 e 4.7.1.2),
diluidas em 3,0 mL de agua destilada e 0,25 mL de reagente Folin-Ciocalteau. Apos
trés minutos de repouso foram adicionados 2,0 mL de solucdo de carbonato de
sodio a 7,5 %. Logo apos, o tubo foi devidamente tampado e encubado em banho
maria a 37 °C por trinta minutos. A seguir, foram feitas leituras das absorbancias em
espectrofotdbmetro a 765 nm. Uma amostra branca foi realizada utilizando 2,0 mL da
solucéo de carbonato de sodio a 7,5% e 3,0 mL de agua destilada.

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados por interpolacéo
da absorbéncia das amostras em uma curva de calibracdo construida com padrdes
de acido galico (50 a 500 mg.L™).

Os resultados obtidos foram utilizados para calculos da eficiéncia da

encapsulacéo (item 4.7.1).
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4.7.2 Analise da estrutura das microcapsulas

A estrutura e morfologia das microcapsulas foram observadas em microscopio
eletrbnico de varredura (MEV), TM-3000 Hitachi Tabletop Microscope da UTFPR,
Campus Pato Branco.

Pequenas quantidades de amostra foram colocadas na superficie de fitas
dupla face, fixadas em stubs. A amostra foi observada sistematicamente sob
ampliacdes a 1500, 2000, 3000 e 4000 vezes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AMOSTRAS

Apoés colheita, as partes aéreas do tomilho foram secas em estufa a 40 °C,
por aproximadamente, 72 horas. A amostra foi moida em moinho de facas Marconi
modelo MA — 630. O preparo do extrato etanolico foi realizado com etanol 80 % (v/v)
em incubadora Shaker Modelo SL 222, a 40°C, por 60 minutos. Em seguida, foi
realizada uma filtracdo em papel de filtro Whatman n° 5, e o filtrado (EET) foi
transferido para tubos de ensaio com tampas de rosca. Com o0s extratos foram
realizadas andlises de fendlicos totais, flavonoides totais, CLAE e atividade
antioxidante. Posterior as andlises, o extrato foi concentrado para
microencapsulacédo, até se obter uma solucdo com, aproximadamente, 20 % de

sélidos soluveis totais (°Brix).

5.2 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os compostos fendlicos tém sido estudados devido a sua influéncia na
qualidade e estabilidade dos alimentos, fazem parte desse grupo uma gama enorme
de substancias que, por sua constituicdo quimica, possuem propriedades
antioxidantes. Tais compostos sao multifuncionais como antioxidantes, podendo
atuar no combate aos radicais livres, quelando metais de transi¢cao, interrompendo a
reacdo de propagacao dos radicais livres na oxidacao lipidica, modificando o
potencial redox do meio e reparando a lesdo das moléculas atacadas pelos radicais
livres (SOARES, 2002; OETTERER, 2006).

As propriedades bioldgicas de compostos fendlicos estdo relacionadas com
atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. Para se medir
a capacidade antioxidante é necessaria a extragdo dos compostos fenolicos e, em
geral, solu¢des de etanol ou metanol contendo um pouco de agua sdo mais efetivos
na extracdo de compostos fendlicos do que solventes puros (RICE-EVANS et al.,
1997).
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A Tabela 2 apresenta os resultados dos teores de compostos fendlicos e

flavonoides totais do extrato de tomilho (Thymus vulgaris L.) (Figura 14).

Tabela 2 - Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais do EET

A . Fendlicos totais Flavonoides totais
mostra

(mg EAG*.g™" de amostra) (mg EQ**g™ de amostra)
Tomilho*** 33,55+0,45 23,46+0,10

Valores representam a média das triplicatas + desvio padrao; ***500ppm; *EAG: Equivalente em
acido gélico; **EQ: Equivalente a quercetina.

Flavonaides
Totais

Fendlicos
Totais

T T T T 1
1] 10 20 30 40
mg (EAG/EQ)/g

Figura 14 - Compostos fendlicos e flavonoides totais dos EET.

O teor de compostos fendlicos totais foi calculado através da equacao da reta
de uma curva padrao de acido galico (R2=0,999) (Figura 15). Durante o ensaio foi
observado o gradiente de coloracdo da curva padréo que variou de azul intenso até

azul claro.
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Figura 15 - Curva Padr&o de Acido Gélico para analise de compostos fendlicos totais.

Katalinic et al. (2006) trabalharam com 70 amostras de plantas medicinais e
também determinaram a concentracdo de compostos fendlicos pelo método de
Folin-Ciocalteau. Entre suas amostras, analisaram a erva tomilho encontrando 87,6
mg EAG.g*" de tomilho. Dormana et al. (2003) também estudaram amostra de
tomilho e encontraram valores de 95,6 mg EAG.g™* de amostra. Ambos os valores
mencionados foram superiores ao encontrado pelo presente estudo, que foi de 33,55
mg EAG.g™ de tomilho (Tabela 2).

O total de compostos fendlicos de extrato etandlico e aquoso de tomilho
também foram analisados por Mata et al. (2007), usando método de Folin-
Ciocalteau. Os valores encontrados foram de 113 e 74,9 mg EAG.g™ de amostra,
para extrato etandlico e aquoso, respectivamente. O resultado apresentado também
€ superior ao encontrado pelo presente estudo, porém evidencia a eficiéncia do
extrato etandlico perante o extrato aquoso

Esses resultados também séo superiores aos reportados por Zacari (2008),
gue determinou compostos fendlicos de cinco plantas pelo método de Folin-
Ciocalteau, sendo que, das plantas analisadas, o orégano e o tomilho foram as
ervas que se destacaram apresentando maiores concentracdes de compostos
fenodlicos. Para o tomilho foi encontrada concentracdo de 25,75 mg EAG.g™ de erva
seca em laboratério e 21,90 mg EAG.g™ de erva seca industrialmente. Esses valores
sdo inferiores ao encontrado pelo presente estudo que encontrou 33,55 mg EAG.g™
de tomilho (Tabela 2).
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Zeng e Wang (2001) determinaram a capacidade antioxidante e o teor de
compostos fendlicos de 27 ervas culinarias e 12 medicinais. Entre as amostras
analisadas estava o tomilho que apresentou 2,13 mg de &cido galico por grama de
amostra, valor este bem abaixo do encontrado pelo presente estudo.

As variacdes aqui apresentadas podem estar relacionadas ao cultivar, ao
efeito do gendtipo, a sazonalidade, as condi¢cdes de crescimento e época de colheita
da planta, que influenciam as concentracdes de fendlicos numa variedade de plantas
(POIROUX-GONORD et al., 2010).

A maneira mais precisa de se identificar e quantificar flavonoides em produtos
naturais € a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Entretanto, faz-se
necessario a introducao de alternativas mais simples e baratas que permitam analise
rapida. Uma das técnicas que se adéquam a esse contexto € a determinacdo de
flavonoides totais por espectrofotometria na regido do UV, utilizando nitrato de
aluminio. Nesse meétodo, o céation aluminio forma complexos estaveis com o0s
flavonoides em etanol, ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para
maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo da absorcdo. Na analise a
leitura é feita em espectrofotdbmetro a 415 nm, utilizando-se nitrato de aluminio em
etanol. Assim, o complexo flavonéide-Al absorve em comprimento de onda bem
maior do que o flavonoide sem a presenca do agente complexante (MARCUCCI et
al., 1998).

O teor de flavonoides totais foi calculado através da equacao da reta de uma
curva de quercetina (R?=0,999) (Figura 16). O resultado encontrado foi de 23,46 mg
EQ.g™ de tomilho (Tabela 2).
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Figura 16 - Curva Padrado de quercetina para analise de compostos flavonoides totais.

Poucos sdo os resultados encontrados na literatura para analise de
compostos flavonoides totais do tomilho, o que caracteriza a importancia dessa
andlise no presente estudo. Porém, o manjericio membro da familia Lamiaceae foi
estudado por Genovese et al. (2011) quanto ao seu teor de compostos flavonoides
totais e foi encontrado valores de 8,65 mg EQ.g*. Assim sendo, o tomilho

apresentou melhores valores quando comparado ao manjericao.

5.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Realizar a caracterizagdo quimica de uma amostra atraves dos
meétodos espectrofotométricos de quantificacdo de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais e CLAE traz a perspectiva do qudo promissor sdo as
propriedades bioativas da amostra, uma vez que estdo relacionadas a atividade
antioxidante. Muitos autores encontram uma correlacdo positiva entre quantidade
de fenodlicos e a capacidade antioxidante em alimentos (FALLARERO, 2003;
KUSKOSKI, 2005).
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A utilizacdo da técnica analitica CLAE, visou identificacdo e quantificacao de
compostos fendlicos presentes no extrato etanolico de tomilho. A identificacdo dos
compostos da amostra foi realizada utilizando detector de arranjo de diodo,
comparando-se o tempo de retengdo, o espectro de absorcdo e cromatografias com
os padrbes disponiveis. Os resultados da analise quantitativa e qualitativa se

encontram na Tabela 3.

Tabela 3 -Compostos fenolicos identificados na andlise cromatografica do EET.

Comp. De
Compostos onda (nm) TR Tomilho

fendlicos (min)*  (mg.100g™)

Acido galico 280 6,77 0,489

Rutina 370 25,14 44,113

Resveratrol 320 25,93 0,967

Miricetina 320 28,057 18,067

Acido trans-cinamico 320 32,61 4,816

*Tr: Tempo de Retengc&o em minutos.

O perfil cromatografico do EET indicou a presenca de varios compostos com
perfis distintos, aproximadamente, 78 compostos, entretanto, s6 foi possivel
identificar e quantificar cinco compostos fenélicos, sendo dois acidos fenélicos (acido
galico e acido trans-cinamico), dois flavonoides (rutina e miricetina) e o polifenol
resveratrol (Tabela 3).

Os compostos identificados para o EET variam de 44,113 mg.100g™ a 4,816
mg.100g™ de planta, sendo o majoritario a rutina e o minoritario o acido galico
(Tabela 3).

O cromatograma representativo com absor¢cdo de 280nm é apresentado na
Figura 17, o qual demonstra uma composicdo complexa com varios picos em

diferentes tempos de retencao.
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Figura 17 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do EET.

As espécies da familia Lamiaceae, como o tomilho, sdo conhecidas por conter
uma série de metabolitos secundarios, assim sendo, Roby et al. (2013) analisaram
extratos de manjerona, salvia e tomilho por CLAE e foram encontrados, com base
em comparacdo por padrbes auténticos e tempo de retencdo, os compostos acido
cafeico, acido p-cumarico, acido ferdlico, acido cindmico e acido rosmarinico em
ambos os extratos.

Park (2011) analisou os principais compostos fendlicos do manjericéo,
tomilho, horteld, orégano, sélvia e alecrim por CLAE e foi identificado o &cido
rosmarinico como sendo o de maior atividade antioxidante. Também foram
identificados o acido galico, o acido cafeico e o ferulico, todos com elevado potencial
antioxidante.

Hossain et al. (2010) analisaram quatro ervas da familia Lamiaceae por
CLAE, tomilho, orégano, salvia e manjericdo. Foram identificados cerca de trinta e
oito compostos diferentes por comparacao dos tempos de retencdo e espectros de

absorcdo. Os compostos encontrados foram acidos hidroxicinamicos, derivados de
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acidos hidroxibenzoicos e flavonoides. Para o tomilho foram identificados e
quantificados compostos como acido galico, acido cafeico, acido siringico, acido
vanilico, acido p-cumarico, acido ferulico, rutina, acido rosmarinico, quercetina e
timol.

Wojdylo et al, 2007 em estudo com 32 plantas também encontrou diferenca
significativa nos resultados obtidos por espectrofotometria e CLAE para compostos
fendlicos. Pelos dados obtidos foram identificados e quantificados, para o tomilho, os
compostos fendlicos acido cafeico e acido ferulico, sendo o cafeico, o majoritario.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELOS METODOS ABTS™, DPPH’, FRAP E B-
CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

Diversas técnicas tém sido empregadas para avaliar a atividade antioxidante
in vitro, de forma a permitir uma rapida selecdo de substancias potencialmente
interessantes. A realizacdo de mais de um ensaio é recomendado, visto que 0s
principios dos métodos variam de acordo com a matriz do meio reacional (MELO,
2010).

Para determinacdo da atividade antioxidante, quatro métodos distintos, com
diferentes principios foram utilizados, visando caracterizar a atividade biologica da
amostra. A fim de comparar a amostra com antioxidantes ja reconhecidos pela
industria alimenticia, foram utilizados como controles positivos o BHA e o BHT

(Tabela 4).

Tabela 4 - Atividade Antioxidante obtida para o tomilho pelos métodos: ABTS, FRAP, DPPH e
B-caroteno.

ABTS-+ FRAP DPPH’ B-caroteno
(umol TEAC .g™h) (umol de Fe**.g™) (mmol de trolox.g™) (%)
Tomilho 265,79+3,02 314,72+6,04 132,29+1,8 89,62+0,48 "
BHA** 3173,33,22+98,42 3288,32+240,45 474,04+10,0 68,06+0,22
BHT** 2662,22+96,47 2960,75+76,67 427,33+12,67 63,68+0,18

Valores representam a media das triplicatas + desvio padrao; "TEAC: capacidade equivalente em
trolox; 3000ppm;**100ppm.
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A atividade antioxidante pelo método do DPPH’ é determinada por uma
substancia sequestradora do radical DPPH'. O composto antioxidante age como
doador de atomos de hidrogénio, quando este é adicionado a solucéo alcodlica de
DPPH’ obtém-se a hidrazina e a coloracdo da solucdo é modificada de violeta para
amarelo palido (ALVES et al., 2010).

O resultado para atividade antioxidante pelo método do DPPH’ foi calculado
com base em equagédo da reta de uma curva padrédo (R2=0,998). Os resultados
foram expressos em mmol de trolox.g™, sendo 132,29 mmol de trolox.g™ de tomilho
(Tabela 4).

Goncalves et al. (2013), em seu estudo da atividade antioxidante de infusdes
de plantas medicinais do mediterraneo, analisaram Tomilho (Thymus lotocephalus)
pelo método do DPPH’' seguindo metodologia de Brand-Williams et al. (1995), e
encontraram valores de 2,56+0,18 mmol trolox.g" de amostra para infusdo fria e
19,50+0,02 mmol trolox.g™ de amostra para infusdo quente. Valores estes inferiores
ao que foi encontrado pelo presente estudo.

O método ABTS™ baseia-se na avaliacdo da atividade antioxidante total pela
captura do radical livre ABTS™, assim o potencial antioxidante é determinado pela
descoloracdo do ABTS™ na presenca de agentes antioxidantes, medindo-se tal
reducdo em espectrofotometro. O resultado foi calculado a partir da equacéo da reta
de uma curva padréo de trolox (R?=0,999), e os resultados expressos em umol de
TEAC.g' de amostra, sendo 265,79 pmol de TEAC.g™ de tomilho (Tabela 4).

Os métodos pela captura dos radicais livres ABTS™ e DPPH’ estdo entre os
mais empregados na avaliacdo do potencial antioxidante de frutas e vegetais.
Ambos sdo caracterizados por apresentarem excelente reprodutibilidade sob
determinadas condicbes de ensaio, mas eles também apresentam diferencas
singulares. O método do DPPH’ ndo requer preparo prévio especial, ao passo que 0
método do ABTS™ necessita ser gerado por enzimas ou reagdes quimicas. Outra
diferenca importante esta no fato de que o ABTS™ pode ser solubilizado tanto em
meios organicos quanto em meios aquosos, onde a atividade antioxidante pode ser
medida considerando-se a natureza hidrofilica e lipofilica dos compostos em andlise.
Ao contrario deste, o método do DPPH’ s6 pode ser dissolvido em meios organicos
limitando assim a interpretacdo do papel dos antioxidantes hidrofilicos (WOJDYLO et
al., 2007)
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O ensaio FRAP (Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro), baseia-se na
avaliacdo direta da capacidade de um antioxidante reduzir Fe®>* em Fe**, reducao do
complexo ferritripiridiltriazina (Fe®*" - TPTZ) a ferroso tripiridiltriazina (Fe** TPTZ) que
é caracterizada pela formacdo de um complexo de cor azul intenso com o Fe?'
(RUFINO et al., 2006).

O resultado da atividade antioxidante pela reducdo do ferro para o extrato de
tomilho foi calculado a partir da equacgéo da reta obtida pela curva padréo de sulfato
ferroso (R2= 0,998), onde foi possivel quantificar a concentracdo de Fe?" presente
em solucao, sendo 314,72 pmol de Fe**.g™ de tomilho (Tabela 4).

Wojdylo et al. (2007), avaliaram a atividade antioxidante de trinta e duas ervas
da Pol6nia pelos métodos DPPH’, ABTS e FRAP. Dentre as ervas analisadas estava
o tomilho que apresentou resultados de 295 pmol de trolox.100g™* de amostra para
DPPH" que, devido a diferenca na expressdo dos resultados, dificulta uma
comparacao. O mesmo ocorreu com 0s resultados apresentados pelos autores para
anélise de ABTS e FRAP que foram expressos em pmol de trolox.100g™ de amostra,
sendo 35,4 pmol de trolox.100g™ para ABTS e 694 umol de trolox.100g™ para FRAP.
Essas diferencas na forma de expressar os resultados impedem uma comparacgao
mais aprofundada dos mesmos.

Segundo Alves et al. (2010), o método pelo sistema B-caroteno/acido linoleico
nos permite analisar o potencial de uma determinada substancia de inibir, ou
retardar, a oxidacao do B-caroteno, protegendo-o dos radicais livres produzidos na
peroxidacao do acido linoleico. Assim, os resultados sao expressos em porcentagem
de inibicdo da oxidacéo, sendo que o tomilho inibiu 89,61 %, na concentracao final
de 3000 ppm (Tabela 4).

Segundo Tiveron (2010), um dos fatores de grande influéncia nesta analise é
0 meio reacional, que se caracteriza por uma emulsdo, apresentando regides
polares e apolares ao mesmo tempo. Assim, dependendo da polaridade da amostra,
esta podera interagir de maneira diferente com a emulsao.

Del Ré et al. (2011) avaliaram amostras de orégano, manjericdo e tomilho da
cidade de Bebedouro —SP, pelo método da oxidagdo do B-caroteno induzido por
produtos de degradacdo oxidativa (acido linoleico). Os resultados obtidos foram
semelhantes entre as amostras, sendo o orégano e o tomilho os que apresentaram

os melhores resultados, 54,78% e 52,32%, respectivamente. Por critério de
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comparacao, foi utilizado o padrdo comercial BHT (100 mg.Kg™) que apresentou
uma atividade superior, 89,33%.

A presenca de antioxidante no sistema protege o &cido linoleico prorrogando a
formacdao de radicais livres e, consequentemente, a oxidagao do 3-caroteno.

O extrato de tomilho foi comparado com os antioxidantes sintéticos comerciais
BHA e BHT (Tabela 4), que foram utilizados como padrbes de referéncia, sendo
estes analisados na concentracdo final de 100 ppm, para os quatro métodos de
avaliacdo da atividade antioxidante realizados neste estudo. Entre os controles
positivos testados, o que apresentou melhor resultado em todos os métodos
avaliados foi o BHA.

Quando se compara os valores apresentados pelos antioxidantes sintéticos e
pelo extrato de tomilho (Tabela 4), verifica-se que a amostra apresenta valores
inferiores em trés dos quatro métodos avaliados. Isso pode ser explicado pelo fato
de que os antioxidantes sintéticos sdo analisados na sua forma pura e sao
reconhecidos por apresentarem alto poder antioxidante.

No método sistema B-caroteno/acido linoleico, o extrato de tomilho apresentou
percentuais superiores aos padrdes sintéticos BHA e BHT (Tabela 4). Entretanto, os
compostos sintéticos, mesmo em concentracdo menor, apresentaram boa
capacidade antioxidante indicando, dessa forma, maior atividade antioxidante.

Trabalhos disponiveis na literatura sobre a atividade antioxidante do extrato
tomilho (Thymus vulgaris L.), envolvendo as matrizes dos métodos aqui analisados,
SA0 escassos, 0 que caracteriza a importancia deste trabalho. Devido as diferencas
de especificidade entre os métodos néo foi possivel empregar quantias iguais de
extrato em cada ensaio. Dessa forma, em vista do uso de concentracdes distintas e
das diferentes formas de expressar os resultados, torna-se dificil uma comparacao.

Considerando a preocupacdo atual com os efeitos adversos que o0s
antioxidantes sintéticos podem causar ao organismo, 0s extratos de especiarias
como o tomilho apresentam-se como fontes acessiveis de antioxidantes naturais.
Sua adicao a dieta pode evitar a deterioracdo oxidativa em varios sistemas, além de
servir como suplemento alimenticio e farmacéutico.

Muitas evidéncias demonstram que novos antioxidantes podem ser
incorporados aos alimentos em substituicAo aos antioxidantes sintéticos. Porém,
apesar de toda pesquisa existente em volta dos antioxidantes, poucos s&o

relacionados a atuacéo destes in vivo, o que dificulta sua aplicagdo. Outro empecilho
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guanto ao uso dos antioxidantes naturais pela industria de alimentos esta no fato de
estes ndo se encontram em sua forma pura, ao passo que 0sS compostos sintéticos
sdo evidentemente eficazes. Uma alternativa interessante é a utilizacdo dos
antioxidantes naturais em sinergismo com o0s sintéticos, visando diminuir as
concentracfes desses nos alimentos.

Estudos relacionados a substituicdo dos antioxidantes sintéticos pelos
naturais estdo em ascensdo, porém o0 emprego efetivo desses em produtos
processados pode ocasionar mudancas nas caracteristicas organolépticas dos
produtos. As ervas aromaticas, por exemplo, apresentam odor e aroma bem
caracteristicos e coloracao forte que pode acarretar efeito sensorial negativo. Uma

alternativa a este problema é apresentada pelos processos de microencapsulacao.

5.5 MICROENCAPSULACAO

Atualmente, o crescente interesse de algumas industrias de alimentos para
encontrar aditivos naturais, tem aumentado esforcos tanto na obtencdo de
compostos bioativos a partir de matérias-primas naturais, quanto no
desenvolvimento estavel e funcional de produtos derivados. A microencapsulagéo se
apresenta como um método alternativo que pode reduzir problemas encontrados
pela industria de alimentos na aplicacdo de matérias-primas naturais. Esta técnica
pode ser utilizada para proteger os produtos de condicBes ambientais adversas,
prolongar a vida atil de produtos alimentares e mascarar compostos com sabores
desagradaveis (SILVA et al., 2013).

Na microencapsulacéo, a formacéo da emulséo tem papel crucial na obtencéo
de um bom resultado do processo. A emulsao foi preparada conforme metodologia
no item 4.6., a partir da mistura de 70 % de maltodextrina comum (DE 10) e 30 % de

Capsul® (Figura 18), que foi utilizada como material de parede.
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70%
MALTODEXTRINA
COMUM

+

30% CAPSUL

Figura 18 - Componente da emulsao Maltodextrina e Capsul.

Numerosos materiais de parede ou agentes encapsulantes estdo disponiveis
para uso em alimentos, sendo que as maltodextrinas estdo entre as mais comuns.
Porém para melhorar as caracteristicas da emulsdo sdo utilizadas misturas de
maltodextrinas e biopolimeros, como os amidos modificados.

A emuls@o produzida deveria se manter estavel durante todo processo de
microencapsulagéo por spray drying, que tem um tempo de duragdo em torno de 50
minutos. Durante o tempo de observacdo a emulsdo se manteve estavel e nenhuma
separacdo de fases foi observada (Figura 19). Segundo Barbosa et al. (2005),

guanto mais estavel for a emulsdo mais eficiente sera a encapsulacéo.
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Figura 19 - Emulsdo Homogeneizada em Ultraturax (Tomilho - Maltodextrina - Capsul).

As microcapsulas do presente estudo foram produzidas em spray dryer
modelo MSD 1.0, da marca LABMAQ do Brasil, com vazdo maxima de 1L.ht. O
spray dryer utilizado para secagem (Figura 20) é constituido principalmente por um

sistema de entrada da amostra, camara de secagem, ciclone e sistema coletor de

amostra.
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Figura 20 - Spray Dryer utilizado para microencapsulacdo da amostra de tomilho.

Os principais fatores que devem ser cuidados na secagem por aspersao sao:
temperatura de alimentacdo, temperatura de entrada de ar, e temperatura de saida
de ar. A temperatura de alimentacdo modifica a viscosidade da emulsdo e
consequentemente a sua capacidade de secar de forma homogénea (RE, 1998). As
temperaturas utilizadas foram de 150 °C e 100°C do ar de secagem de entrada e
saida do secador, respectivamente.

A alimentacdo deve ser ajustada para assegurar que cada particula atinja o
nivel de secagem desejado antes mesmo de entrar em contato com a camara de
secagem (RE, 1998). O presente estudo utilizou fluxo de ar de secagem de 3,6

m3.min™* e vazéo de alimentac&o de 0,60 L.h™.
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A maior perda de volateis se da durante o0s estagios iniciais da
microencapsulagéo por spray-dryer, antes da formacgédo da crosta de secagem na
superficie das particulas. Entretanto, o emprego de emulsionantes ou amidos
modificados, podem modificar as propriedades de secagem das microesferas,
diminuindo perdas (REINECCIUS, 1995).

A microencapsulagéo por spray drying € muito utilizada na encapsulacdo de
ingredientes alimenticios como aromas, lipidios e corantes. Como um processo de
secagem € caracterizado por aprisionar o material ativo numa matriz junto ao
encapsulante e, durante o processo, a evaporacdo do solvente € muito rapida e o
aprisionamento do material ativo é quase que instantaneo (HORST, 2009).

Segundo Azeredo (2005), a rapida evaporacao do solvente se d& devido a
alta relacdo da area de superficie/volume das particulas durante a
microencapsulacdo. Assim, o tempo de exposicdo das particulas ao calor é
relativamente curto (poucos segundos), e a temperatura do nicleo nao ultrapassa a
temperatura de saida do atomizador, reduzindo assim, altera¢des indesejaveis em
compostos termossensiveis.

O produto final da secagem foi caracterizado como po verde, leve e de facil
dispersdo em agua (Figura 21). Uma vez encapsulado, o tomilho em pdé pode ser
facilmente transportado e armazenado, apresentando assim caracteristicas

interessantes para a industria.
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Figura 21 - Tomilho, apés secagem, produzido por spray drying.

Dorrmann et al. (2013) produziram microencapsulado de suco de maracuja
por spray drying e, ao final do processo obtiveram p6 também facilmente diluido em
agua, com leve aroma e sabor de maracuja. O encapsulante utilizado nesse estudo
foi o Capsul® que, segundo os autores, conseguiu reter de forma excelente a

vitamina C presente no suco de maracuja.

5.5.1 Eficiéncia da Microencapsulacao

Através de ensaios realizados conforme metodologia descrita nos item 4.7.1,
foi calculada a eficiéncia da microencapsulacéo. A eficiéncia da encapsulagcao define
a quantidade de substancia retida no interior das microesferas e depende, entre
outros fatores, da afinidade entre o material de parede e a substancia
microencapsulada. O resultado encontrado para a eficiéncia da encapsulagéo foi de
68%, com base em equacao descrita no item 4.7.1.

Carneiro et al. (2013), analisaram diferentes materiais de parede quanto a
eficiéncia da microencapsulacdo de 6leo de linhaca por spray drying, e obtiveram
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valores que variaram de 62,3 a 95,7 % de eficiéncia, sendo a mistura de
maltodextrina/Capsul®a segunda melhor.

Resultados semelhantes foram encontrados por Charve e Reineccius (2009)
ao estudarem a retencdo de volateis em microparticulas produzidas por spray
drying, onde as particulas produzidas com amido modificado mostraram maior
retencdo de Oleo, quando comparado particulas produzidas com goma arabica e
com proteina de soro de leite.

Materiais derivados de amido como [-cliclodextrina tem sido usado para
microencapsular extratos fenolicos de amora preta obtendo-se uma eficiéncia de 52
% (ROSA, 2012). Nori et al. (2011) avaliaram microencapsulado de propolis com
pectina e proteina isolada quanto a eficiéncia e obtiveram valores superiores ao

encontrado pelo presente estudo (72,01 %).

5.5.2 Microscopia eletronica de varredura

A analise estrutural das particulas do po foi realizada por meio de microscopia
eletrbnica de varredura. Foram utilizadas quatro ampliacfes diferentes a fim de uma
melhor visualizacdo, sendo elas 1500, 2000, 3000 e 4000 vezes. As Figuras 22 e 23
mostram as fotomicrografias do p6 de tomilho obtido por spray drying, onde se pode
observar as estrutura externa (Figura 22) e interna (Figura 23).

A Figura 22 representa a estrutura externa das particulas preparadas de
tomilho com mistura de maltodextrina e Capsul®, nas ampliacdes 2000 (a), 1500 (b),
4000 (c) e 3000 (d) vezes. Pode-se observar que as particulas ndo apresentaram
fissuras ou rachaduras aparentes, o que é um ponto positivo uma vez gue essa
caracteristica representa menor permeabilidade a gases externos e aumenta a
protecdo do material ativo. Resultados semelhantes foram encontrados por Muller
(2011), na microencapsulacao de 6leo essencial de laranja com amido modificado e
maltodextrina.

Também é possivel visualizar a presenca de microparticulas com volumes
esféricos, porém com tamanhos irregulares, o que segundo Carneiro (2011) e
Carneiro et al. (2013), é uma caracteristica tipica de particulas produzidas por spray
drying. Caracteristicas similares foram encontradas por Tonon et al. (2011) e por

Trindade e Grosso (2000), na microencapsulacdo por spray drying de o6leo de
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linhaca e de acido ascorbico, respectivamente. Segundo Martinez et al. (2004),
dependendo do material utilizado na alimentacdo e das condi¢cdes da operacao, a
producdo do p6 de secagem pode atingir dimensfes que variam desde muito
pequenas (10-50 um) até particulas de grande dimenséo (2-3 mm).

Percebe-se também, mais nitidamente na Figura 22.c, leve aderéncia das
particulas menores a superficie das maiores, fato também observado por Silva
(2011) e Silva et al. (2013), na microencapsulacdo de polifendis e antocianinas de
jabuticaba, e na microencapsulacdo de extratos de casca de jabuticaba,
respectivamente.

Pode-se observar uma superficie lisa por parte das microparticulas
produzidas de tomilho (Figura 22), com poucas rugosidades. Segundo Rosenberg et
al. (1990), microparticulas com superficies rugosas interferem nas condicdes de
escoamento do material, sendo desejavel superficies lisas. Além disso, particulas
com superficies rugosas apresentam maior superficie de contato que particulas de
superficie lisa e, consequentemente, pode torna-las mais suscetiveis a reacdes de
degradac&o como a oxidacao.

Segundo Ré (1998) e Kalab (1979), as rugosidades e depressfes formadas
durante os processos de spray drying sdo formadas quando ha um lento processo
de formacdo de filme durante a secagem das goticulas atomizadas, associando a
presenca de depressOes superficiais ao colapso sofrido pelas gotas durante os
estagios iniciais da secagem.

As imagens (Figura 22 e 23) também sugerem a escala “micro”,
caracterizando o pé produzido como microencapsulado. Segundo Barros e
Stringheta (2006), o processo de encapsulamento é classificado como micro quando
o didmetro das particulas varia de 0,2 a 5000 pm.

Resultados semelhantes ao presente estudo também foram encontrados por
Dorrmann et al. (2013) na analise de MEV de microencapsulado de suco de
maracuja produzido por spray drying. Os autores relatam ter observado particulas

esféricas, sem fissuras aparentes e, em sua maioria, lisas.
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20um  (d) HL D55 x3.0K

(c) HL D55 x4,0k 30 um

Figura 22 - Micrografias das particulas de p6 proveniente de extrato de Tomilho, submetidos a
secagem em spray drying.

A Figura 23 representa a estrutura interna das particulas preparadas de
tomilho com mistura de maltodextrina e Capsul®, nas ampliacées 4.000 vezes (a) e
3.000 vezes (b). Observa-se o vazio no interior da microparticula e a presenca de
uma quantidade relativamente grande de aberturas dentro da matriz polimérica,
formando uma matriz porosa com indicios de que o material microencapsulado ficou
aderido &s paredes do encapsulante.

Carneiro (2011) encontrou resultados semelhantes ao microencapsular 6leo
de linhaca com diferentes proporcdes de Maltodextrina/Capsul®. Obteve, pela
analise de MEV, imagens de microparticulas ocas em seu interior revestidas por
uma matriz polimérica repleta de microporos, indicando também que o
microencapsulado produzido estava disperso na parede do material encapsulante.
Silva et al. (2013) avaliaram microparticulas de prépolis produzidas por spray drying
em MEV, e identificaram imagens semelhantes ao do presente estudo, onde a
estrutura interna das microparticulas produzidas eram ocas, e 0s autores as

caracterizaram como sendo microesferas.
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Segundo Azeredo 2005, as capsulas produzidas pelos processos de
microencapsulacdo podem ser dividas em microcapsulas ou microesferas. As
primeiras séo caracterizadas por um nucleo nitidamente concentrado na regido
central envolvido por um filme do material de parede, ja as microesferas séo
caracterizadas por um nucleo vazio uniformemente disperso em uma matriz porosa.

Sendo assim, pela Figura 23, podem-se classificar as microparticulas produzidas

neste estudo como sendo microesferas.

(a) HL D52 0k  20um ()

HL D52 x30k 30um

Figura 23 - Micrografias das particulas de p6 proveniente de extrato de Tomilho, submetidos a
secagem em spray drying.

A formagédo de microesferas também foi observada por Rocha et al. 2012, na
microencapsulacéo por spray drying de licopeno com amido (Capsul®) e por Rocha
et al. (2009), na microencapsulagéo de hidrolisados de caseina por spray drying com
maltotodextrinas DE 10 e 20 como transportadores.

Assim, pode-se concluir que a microencapsulagdo foi bem sucedida e
agregou valor ao extrato de tomilho, visto que este agora apresenta caracteristicas
importantes do ponto de vista industrial, além de ser um efetivo antioxidante.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que a erva aromética
analisada (Thymus vulgaris L.), apresenta elevados teores de compostos fendlicos e
flavonoides totais, podendo ser utilizada pela industria alimenticia em sinergismo
com o0s antioxidantes sintéticos, visando diminuir a concentracdo destes nos
alimentos. A analise de CLAE identificou cinco compostos fendlicos aumentando a
perspectiva quanto a bioatividade do tomilho.

Na analise da atividade antioxidante, a mesma tendéncia citada anteriormente
foi verificada, o que sugere uma relacdo positiva entre compostos fendlicos e
atividade antioxidante. O tomilho apresentou excelente atividade antioxidante pelos
quatros métodos analisados, demonstrando capacidade de capturar radicais livres,
reduzir o ferro, evitando assim a catalise deste nas reacdes em cadeia da producéo
de radicais livres, e inibindo a oxidacao lipidica.

Visando aplicar tomilho como ingrediente alimenticio, a microencapsulacéo foi
realizada com sucesso. Foram produzidas microesferas pequenas, sem fissuras e
rachaduras, homogéneas quanto a forma e estrutura, mais nem tanto quanto ao
tamanho, caracteristicas proprias apresentadas pelas microparticulas produzidas por
spray drying. O presente trabalho também pode ser considerado de extrema
importancia, visto que poucos sao os estudos relacionados a microencapsulacao de
extratos de ervas aromaticas, podendo este contribuir de forma positiva com a
literatura existente.

O tomilho, com elevada capacidade antioxidante e microencapsulado, pode
ser considerado um produto de alto valor agregado, visto que o p0 produzido

apresenta caracterisiticas interessantes do ponto de vista industrial.
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