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PREFACIO

O E-book intitulado “Qualidade de dleos vegetais: aspectos fisico-quimicos
e antioxidantes” retrata a importancia da qualidade dos dleos vegetais para a
saude do consumidor. O uso de 6leos na industria de alimentos é destacado
por sua versatilidade, pois sdo amplamente aplicados em frituras, producao de
cremes vegetais, molhos prontos e panificacdo, desempenhando um papel
fundamental no desenvolvimento de produtos com maior durabilidade e
estabilidade oxidativa. O conhecimento sobre as propriedades fisico-quimicas
e antioxidantes dos 6leos vegetais tem papel fundamental tanto do ponto de
vista tecnolégico, quanto nutricional. Avancos tecnolégicos recentes, como
técnicas de prensagem a frio e extracdo com solventes ecoldgicos, tém
contribuido para melhorar a qualidade nutricional dos o6leos vegetais,
reduzindo impactos ambientais e aprimorando sua aplicagao industrial.

Parte significativa do conteudo deste livro foi gerada por meio de dados
obtidos por autores do grupo de pesquisa “Matérias Graxas Alimenticias”,
como alunos de Iniciacao Cientifica e de Pés-Graduacao (Mestrado, Doutorado
e Pés-Doc). Os resultados experimentais obtidos em projetos de pesquisa,
desenvolvidos ao longo dos ultimos anos, foram apresentados aqui de modo
claro e conciso. Assim, o leitor tera a oportunidade de conhecer o trabalho de
pesquisadores brasileiros na area de 6leos vegetais comestiveis.

A descricao dos capitulos aborda aspectos fisico-quimicos e antioxidantes
de varios o6leos vegetais provenientes de diversas fontes. Os elementos
cientificos sao apresentados em capitulos com os seguintes tépicos: 1. Extratos
de uvas: antioxidantes naturais; 2. Oleos de frituras e analise sensorial de
batatas fritas; 3. Oleos de abacate sob estocagem; 4. Atividade antioxidante de’
extrato de louro em édleo de girassol; 5. Extrato de uva em dleo de soja sob
estocagem; 6. Oleo de macadamia: avaliagdo fisico-quimica e antioxidante; 7.
Oleo de pupunha e tucuma sob termoxidacdo; 8. Oleos compostos de soja e
uva; 9. Oleos compostos de soja e arroz sob termoxidacdo; 10. Oleo de
sementes de hibisco; 11. Oleos compostos de mamé&o e meldo sob estocagem e;
12. Oleos compostos de soja e amendoim.

Neuza Jorge
Carolina Médici Veronezi
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Capitulo 1

CARACTERIZACAO DO BAGACO E DO EXTRATO DE UVAS BRS
LORENA E NIAGARA ROSADA

Larissa da Rocha dos Santos'; Neuza Jorgez*

'Doutora em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Instituto de Biociéncias - UNESP.
’Docente do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP; *E-mail:
neuza.jorge@unesp.br

Resumo: Os residuos provenientes da uva contém uma variedade de espécies
biologicamente ativas, muitos deles ricos em compostos polifendlicos, que geralmente sdo
desperdicados pelas vinicolas. O presente trabalho teve como objetivos caracterizar os
bagacos de uvas BRS Lorena e Nidgara Rosada quanto a sua composicdo centesimal,
atividade de agua, cor e tocoferdis da fracdo lipidica e; medir o teor de compostos
fenodlicos e antocianinas totais, bem como a atividade antioxidante por DPPH e FRAP nos
extratos hidroalcoodlicos de bagagos de uvas. Os bagagos de uvas, BRS Lorena e Niagara
Rosada, mostraram-se bastante semelhantes em sua composi¢ao centesimal, diferenciando-
se apenas no teor de umidade e fibra bruta. O dleo extraido do bagago de Niagara Rosada
se destacou em relagdo aos tocoferdis totais (152,54 mg/kg), devido a sua grande
quantidade de y-tocoferol (113,05 mg/kg). O extrato de bagaco de uva Nidgara Rosada
apresentou maiores teores de compostos fenolicos totais (33,60 mg EAG/g) e atividade
antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP, além de conter antocianinas. Pode-se constatar
que estes extratos possuem potencial para eliminar os radicais livres e reduzir compostos
oxidantes.

Palavras-chaves: antioxidantes naturais; atividade antioxidante; composicdo quimica;
compostos fenolicos; tocoferois.




INTRODUCAO

Devido aos indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos, pesquisas estdo sendo direcionadas com o intuito de encontrar
produtos naturais com propriedades antioxidantes, visando a substituicdo ou redugdo dos
sintéticos nos alimentos, aliado ao fato de que os consumidores, preocupados com a saide,
tém demonstrado interesse por produtos naturais (Bastiirk et al., 2018). Além disso,
estudos epidemioldgicos sugerem que antioxidantes naturais podem ser benéficos ao
organismo humano, prevenindo doengas.

Antioxidantes naturais sd3o encontrados em alimentos como legumes, frutos, graos,
especiarias e ervas (Leopoldini; Russo; Toscano, 2011). Os residuos agricolas e industriais
também sdo fontes atraentes desses antioxidantes, como as cascas € as sementes de certos
frutos, que exibem atividade antioxidante mais elevada do que a propria polpa, € que o
perfil dos fitoquimicos antioxidantes ¢ diferenciado nestas partes do vegetal (Melo et al.,
2016).

A uva (Vitis ssp.) € um dos frutos mais cultivados no mundo, sendo uma boa parte
da colheita utilizada na vitivinicultura, produzindo volumes substanciais de residuos
organicos solidos, geralmente descartados. Contém varios nutrientes, tais como vitaminas,
minerais, carboidratos, fibras comestiveis e fitoquimicos (Tournour et al., 2015; Pinta¢ et
al., 2018).

Os residuos provenientes da uva contém uma variedade de espécies biologicamente
ativas, muitos deles ricos em compostos polifenolicos, que geralmente sdo desperdigados
pelas vinicolas. Os polifendis sdo os mais importantes porque possuem atividades
biologicas, benéficas para promocdo da saltde, incluindo propriedades cardioprotetoras,
anticarcinogénicas e anti-inflamatdrias (Peixoto et al., 2018). Os compostos fenolicos
incluem principalmente antocianinas, flavanoéis, flavonois, estilbenos (resveratrol) e acidos
fendlicos. As antocianinas sdo pigmentos, € existem principalmente em cascas de uva,
sendo os principais polifendis das uvas vermelhas, enquanto os flavan-3-ols sdo mais
abundantes em variedades brancas. Os flavonoides sao amplamente distribuidos em uvas,
especialmente em sementes e caules, e contém principalmente catequina, epicatequina e
procianidina (Deng; Penner; Zhao, 2011).

Desta forma, ¢ de suma importancia realizar estudos relacionados a atividade e
aplicabilidade de antioxidantes naturais provenientes de residuos de frutos. Sendo assim,
este trabalho teve como objetivo utilizar os bagagos de uvas provenientes do processo do
vinho, com o intuito de caracterizé-los quanto a sua composi¢do centesimal, atividade de
agua, cor e tocoferois da fracdo lipidica; além de avaliar os extratos de bagagos de uvas
quanto ao teor de compostos fenodlicos, antocianinas totais e atividade antioxidante por
meio dos sistemas DPPH e FRAP.

MATERIAL E METODOS
Material




Obtengdo e preparagdo dos bagacos

Foram utilizadas duas variedades de uva, Vitis vinifera e Vitis labrusca, cultivares
hibrida branca BRS Lorena (Malvasia Bianca x Seyval) e Nidgara Rosada (Concord x
Cassady), respectivamente.

O bagaco de uva BRS Lorena (cascas, sementes e engagos) foi gentilmente cedido
pela vinicola Goes, localizada na cidade de Sao Roque-SP, Brasil (latitude: 23° 31° 45 S,
longitude: 47° 08 07’ W). Aproximadamente 10 kg de bagaco foram coletados
diretamente da linha de produ¢do, armazenados em caixas isotérmicas e transportados para
o Laboratério de Oleos e Gorduras da Universidade Estadual Paulista — UNESP, Sdo José
do Rio Preto-SP, Brasil, onde foram imediatamente estocados a -18°C.

A uva Niagara Rosada foi adquirida da cidade de Jales-SP, Brasil (latitude: 20° 16'
08" S, longitude: 50° 32' 45" W). A fabricagdo do vinho foi realizada no proprio
Laboratério de Oleos e Gorduras da Universidade Estadual Paulista — UNESP, Sdo José do
Rio Preto-SP, Brasil, em escala laboratorial analoga a industrial.

O vinho foi elaborado processando cerca de 10 kg de uva in natura, onde
primeiramente foram retiradas as bagas deterioradas e separado o engaco. Uma pequena
amostragem foi utilizada para aferi¢do do °Brix. As uvas foram pesadas, para calcular o
rendimento, esmagadas manualmente e transferidas para o reator fermentativo de
polietileno. Em seguida, tratamento com metabissulfito de potéassio foi realizado, com a
funcdo de proteger o mosto contra processos oxidativos e contaminagdo microbiana. Apds
duas horas, fez-se a inoculacdo com a levedura Saccharomyces cerevisiae. E, entdo, a
maceragdo ocorreu por 7 dias, sendo feitas remontagens didrias. Por fim, realizou-se a
descuba, por meio de filtragdo e prensagem do bagago manualmente. O bagaco foi
coletado, homogeneizado com os engacos obtidos anteriormente e imediatamente
submetidos a -18°C.

Para eliminacdo da umidade, ambos os bagacos foram submetidos a -35°C/24 h e
liofilizados por 48 h (Liobras, modelo L101, Sdo Carlos, Brasil); em seguida, submetidos
em moinho de facas (Marconi, modelo MA 340, Piracicaba, Brasil), embalados
hermeticamente em potes de polietileno e armazenados a -18°C até o momento da
caracterizagao fisico-quimica e obtencdo dos extratos.

Extragdo dos dleos dos bagacos de uvas

Para a realizagdo da andlise de tocoferdis nos o6leos dos bagacos de uvas BRS
Lorena e Niagara Rosada, primeiramente fez-se a extracao da fracao lipidica. A obtencao
foi feita por meio do método modificado de Bligh e Dyer (1959), no qual, em um
erlenmeyer de 250 mL, contendo 10 g de bagaco triturados, foram adicionados 25 mL de
cloroférmio, 50 mL de metanol e 20 mL de dgua destilada. O erlenmeyer foi tampado e
colocado em mesa agitadora (Tecnal, modelo TE-141) por 30 min, em 200 rpm. Na
sequéncia foram acrescentados 25 mL de cloroférmio e 25 mL de solugdo de sulfato de
sodio 1,5%. Agitou-se a mistura por mais 2 min, em seguida a solugdo com amostra foi
filtrada com auxilio de bomba a vacuo (Tecnal, modelo TE-058) e o filtrado transferido
para um funil de separagao, onde ocorreu a formacao de sistema bifasico. Apos a separacao
das fases, a fase inferior foi filtrada em baldo de fundo chato utilizando papel de filtro
contendo sulfato de sodio anidro. O solvente foi recuperado em evaporador rotativo a 40°C




(Quimis, modelo Q344B2). O ¢leo foi transferido para vidro ambar, inertizado com
nitrogénio gasoso ¢ acondicionado a -18°C até a realizacdo da andlise de tocoferdis.

Extratos hidroalcodlicos

Aproximadamente 10 g de bagago liofilizado e triturado foram submetidos a
extragdo com 100 mL de solugdo hidroalcoolica 70% (30:70 v/v) em banho ultrassonico
(modelo 740 D, Odontobras, Ribeirdao Preto, Brasil) em temperatura ambiente por 15 min,
conforme metodologia adaptada de Goula, Thymiatis e Kaderides (2016). O extrato foi
centrifugado a 3000 rpm por 5 min, filtrado e rotoevaporado sob vacuo por meio do
evaporador rotativo (Quimis, modelo Q 344B2, Sao Roque, Brasil), congelado a -35°C/24
h e liofilizado por 48 h (Liobras, modelo L101, Sdo Carlos, Brasil). O extrato seco foi
pesado e ressuspenso em alcool etilico absoluto 99%, obtendo-se solugdes estoques
contendo 1 g de extrato para cada 10 mL de solvente (1:10 m/v) e armazenadas em
temperatura aproximada de -18°C até o momento das andlises.

Métodos
Caracterizag¢ao dos bagacos

Os bagacos das uvas BRS Lorena e Niagara Rosada foram caracterizados em
relacdo a composi¢do centesimal, atividade de agua, cor e tocoferdis obtidos da fragdo
lipidica dos bagacos.

Composigdo centesimal

As determinacdes analiticas de umidade (método Ca 2d-25), lipidios (método Ai 3-
75), cinzas (método Ba 5a-49) e fibra bruta (método Ba6-84) dos bagacos de uvas foram
realizadas de acordo com os métodos oficiais da AOCS (2009). As proteinas foram
determinadas pelo método de Kjeldahl de acordo com o método 984.13 da AOAC (2005) e
os carboidratos totais foram quantificados pela diferenca do valor obtido pela somatoéria de
umidade, lipidios, proteinas, cinzas e fibra bruta. Todos os resultados foram expressos em
porcentagem.

Determinagdo da atividade de dgua
A atividade de dgua dos bagagos foi determinada a 25°C, utilizando um analisador
de atividade de 4gua (Aqualab, 4TEV, EUA).

Determinacdo da cor

A avaliacdo da cor foi determinada utilizando-se um colorimetro Hunterlab, (Color
Flex 45/0, Reston, Estado Unidos) e software Universal versio 4.10 empregando
iluminante D65 e observador 10°. Utilizou-se o sistema CIE L'a’b’, em que: L" indica a
luminosidade, que varia de 0 (preto absoluto) a 100 (branco absoluto); a' representa a
variagdo entre o verde (valores negativos) ao vermelho (valores positivos); b’ corresponde
a variagdo de azul (valores negativos) ao amarelo (valores positivos). Também foram
obtidos os valores de croma (C*), que representa a intensidade ou saturagdo da cor, e 0s
valores de Hue (°h), que indicam 0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde e 270° =

azul, foram obtidos relacionando-se os valores de a e b* (Hue = tg "' b/a).



Teor de tocoferois dos oleos dos bagagos

Antes da andlise, foram extraidos os 6leos dos bagacos de uvas pelo método de
Bligh e Dyer (1959). A quantificagdo de tocoferois foi realizada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia pelo método Ce 8-89 da AOCS (2009). Amostra contendo 0,4 g do 6leo
foi pesada em baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com n-hexano. Uma
aliquota de 20 pL desta solugdo foi injetada no cromatografo liquido de alta eficiéncia
(Varian, modelo Pro Star 210, Walnut Creek, Estados Unidos), equipado com detector de
fluorescéncia. Condigdes de analise: coluna de ago inox, empacotada com silica
(Microsorb 100 Si, Varian Inc.) de 250 x 4,6 mm com poro de 5 um e comprimento de
onda de excitacdo em 290 nm e de emissdo em 330 nm. A separagdo cromatografica foi
realizada por elui¢do isocratica de fase mével constituida de n-hexano:alcool isopropilico
(99,5:0,5 v/v) com fluxo de 1,2 mL/min. Os tocoferois foram identificados por comparagao
com o tempo de retengdo dos padrdes puros analisados nas mesmas condi¢des das
amostras. A quantificacdo de cada isomero foi realizada por padronizagdo externa com
base nas areas dos picos, utilizando padrdes de a-, B-, y- e d-tocoferol (Supleco), com grau
de pureza de 99,9, 98,0, 99,4 e 99,6%, respectivamente. Os teores de tocoferdis foram
expressos como mg por kg de 6leo (mg/kg).

Andlises nos extratos

O rendimento dos extratos das duas variedades de uvas, BRS Lorena e Niagara
Rosada, foi calculado e os extratos foram caracterizados quanto aos compostos fenolicos
totais, antocianinas totais e capacidade antioxidante.

Rendimento

Apo6s a obtengdo do extrato, foi realizada a evaporagao para retirada do solvente e
da 4gua, obtendo-se o extrato seco, que posteriormente foi ressuspenso em etanol. Antes da
ressuspensao, os residuos secos obtidos foram pesados em balanga analitica (Ohaus,
modelo AS200, Florham Park, EUA), e calculada a percentagem de residuos recuperados
por g de bagaco seco inicial (% de rendimento de extragdo).

Conteudo de compostos fendlicos totais

A quantificagdo de compostos fenolicos totais foi determinada por
espectrofotometria (Shimadzu, modelo UV mini-1240, Quioto, Japdo) a 765 nm, por meio
do reagente Folin-Ciocalteu, segundo a metodologia descrita por Singleton e Rossi (1965).
Para a quantificacdo, foi feita uma curva de calibragdo, utilizando acido géalico em
concentragdes de 0 a 500 mg/L. O coeficiente de determinacio (R?) da curva analitica foi
de 0,9982. Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico (EAG)/g em
base seca (b.s.) de bagago.

Antocianinas totais

A concentragdao de antocianinas totais do extrato de bagaco de uva Niagara Rosada
foi determinado pelo método de descoloragdo com bissulfito sodico utilizando
espectrofotometro (Shimadzu, modelo UV mini-1240, Quioto, Japdao) no comprimento de
onda de 520 nm, segundo metodologia adaptada de Ribéreau-Gayon e Stonestreet (1965).




A concentracdo (mg/L) foi determinada a partir de uma curva de calibragdo obtida com
solugio padrio de malvidina 3,5-diglicosideo (mv35diglc), com R*= 0,9994. Os resultados
foram expressos em mg equivalente de mv35diglc/g de bagaco seco.

Atividade antioxidante

Sequestro do radical livre DPPH’ - O método do radical livre DPPH’ (2,2- difenil-1-
picrihidracil) utilizado foi descrito por Brand-Williams, Curvelier e Berset (1995), com
modifica¢des por Mensor et al. (2001). Esta metodologia permite a determinacdo do valor
da eficiéncia de concentragdo (ECsg). A eficiéncia de concentragdo consiste na quantidade
de antioxidante necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH' em 50%. Os
extratos (1,5 mL) em diferentes concentragdes (mg/mL) foram adicionados a 1,0 mL de
solugdo de DPPH'. Apds o tempo de reagdo de 30 min, a absorvancia foi lida em 517 nm
em espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo UV mini 1240, Quioto, Japao). O resultado foi
expresso em porcentagem de Atividade Antioxidante (AA) pela formula: AA (%) = 100 —
{[(AbSamostra — AbSpranco) X 100]/AbSconirole}, onde, Abs € a absorvancia. Também foi
preparada curva padrao com Trolox (Sigma Aldrich, USA), e a capacidade antioxidante foi
expressa em Mol Trolox/g de matéria seca.

Reducdo do ferro — FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) - A atividade
antioxidante dos extratos também foi determinada pelo método da redugdo do complexo
TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe'", conforme Szydtowska-Czerniak et al.
(2008). Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de 90 pL. da amostra para tubos
de ensaio e adicionados 270 pL de 4gua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP (25 mL de
tampao acetato 0,3 Mol/L, 2,5 mL de TPTZ 10 mMol e 2,5 mL de cloreto férrico 20
mMol). A mistura foi homogeneizada em agitador de tubos tipo vortex (Bioximer, modelo
QL-901, Curitiba, Brasil), e mantida em banho de aquecimento (Fisatom, modelo 550, Sao
Paulo, Brasil) a 37°C por 30 min. O coeficiente de determinacdo da curva utilizando as
solugdes de Trolox foi de R* = 0,9955. A absorvancia foi medida em espectrofotometro
(Shimadzu, modelo UV mini 1240, Quioto, Japao) a 595 nm e a atividade antioxidante foi
expressa em pMol Trolox/g.

Analise estatistica

As analises estatisticas da composi¢do centesimal, atividade de agua e cor, em
triplicata; teor de tocoferois do oleo dos bagacos e andlises dos extratos, em duplicata,
foram realizadas por meio do teste ¢-Student ao nivel de 5% de significancia, utilizando-se
0 software Minitab 17.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Bagacos de uva
Caracterizagao fisico-quimica

Na Tabela 1, em relagdo a composi¢do centesimal, somente os parametros umidade
e fibra bruta apresentaram diferenca estatistica entre as cultivares. O bagago de uva BRS
Lorena foi obtido da vinicola com umidade inicial de 68,92%, ja o bagaco de uva Niagara
Rosada, oriunda do processo de producdo de vinho em escala laboratorial, apresentou




umidade de 69,70%, nao apresentando diferenca estatistica entre as amostras. Corbin et al.
(2015) ao trabalharem com bagaco de uva das variedades Sauvignon Blanc e Cabernet
Sauvignon, encontraram teores de umidade similares (59 a 67%). Devido a essa alta
umidade, o bagago acaba se tornando um produto altamente perecivel, sendo propicio para
crescimento de micro-organismos, bem como para a degradagdo de substancias quimicas.

Tabela 1 - Caracterizagdo dos bagacos de uvas liofilizados.

R Cultivares
Parametros BRS Lorena Niagara Rosada
Composigdo centesimal
Umidade (%) 8,22 40,15 5,28 +0,25°
Lipidios (%) 9,00 + 0,30 9,95 + 0,22°
Proteinas (%) 11,52 +£0,02° 11,98 +£0,10°
Cinzas (%) 8,32 +0,14° 8,13 +0,60°
Fibra bruta (%) 24,36 + 0,03° 28,14 +0,38°
Carboidratos totais* 38,57 36,50
Atividade de dgua 0,491 + 0,001° 0,467 + 0,002
Atributos da cor
L’ 40,45 + 0,49° 52,63 + 0,60°
a’ 8,36 + 0,03° 10,88 = 0,06
b 18,22 +0,08° 26,37 0,33
c 20,04 + 0,08° 28,52 +0,33°
Hue (°) 65,36+0,11° 67,57 +0,15°

"Calculado por diferenca.
Médias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas néo diferem pelo teste t-Student (p > 0,05).

Por outro lado, as cascas de uvas contém grande quantidade de enzimas, dentre elas
as polifenoloxidases, que causam a oxida¢do dos compostos fenodlicos e podem, assim,
influenciar o processo de escurecimento (Torres et al., 2010). Por estes motivos, a
utilizacdo de bagaco de uva fresca ¢ inviavel e, portanto, requer um método de secagem
para sua preservacado, e essa escolha ¢ de suma importancia uma vez que pode influenciar
na disponibilidade dos compostos bioativos presentes no bagaco de uva.

Com o intuito de preservar os compostos bioativos, a liofilizacdo foi o método de
secagem escolhido neste trabalho. Diversos estudos quando comparam os métodos de
secagem convencional em estufa e liofilizagdo, demostraram que os métodos de secagem
nos quais o calor foi aplicado causaram mais perdas de compostos fendlicos e atividade
antioxidante quando comparados ao método de liofilizacdo (An et al., 2016; Michalska et
al., 2016).

Depois de serem liofilizados e triturados, os bagacos tiveram suas umidades
reduzidas para 8,22 e 5,28%, para as uvas BRS Lorena e Nidgara Rosada, respectivamente,
apresentando-se dentro dos padroes exigidos pela RDC 23/2005, que estabelece um teor
maximo de umidade de 15% para farinhas obtidas de frutos e sementes (Brasil, 2005).

Durante a secagem ocorre a ruptura das paredes celulares com a perda de umidade,
0 que auxilia no processo de extragdo do 6leo por solvente (Schwartzberg, 1987), tendo
grande importancia para o rendimento obtido neste estudo, que variou de 9-10%. Estes
valores foram quase trés vezes maiores do que o encontrado por Pereira et al. (2019), de




3,55% ao estudarem extracdo liquida pressurizada de compostos bioativos de bagago de
uva.

Sementes de uva contém 8-15% de lipidios com altos niveis de acidos graxos
insaturados, oleico e linoleico, que representam mais de 89% da composic¢ao total do 6leo,
e sao muito utilizadas na industria farmacéutica. Como as sementes compde uma boa parte
do bagaco, cerca de 47% (Zhang et al., 2017), este parametro € relevante, quando se trata
em reaproveitamento deste residuo, principalmente quando usada na industria farmacéutica
(Beres et al., 2017).

Os valores de proteinas para BRS Lorena (11,52%) e Nidgara Rosada (11,98%),
foram préximos aos encontrados por Pereira et al. (2019) (12%) e Deng, Penner e Zhao
(2011), ao analisarem bagacos das variedades de uvas Cabernet Sauvignon (12,34%),
Merlot (11,26%) e Pinot Noir (12,13%). Em contrapartida foram maiores aos encontrados
para as variedades Muller Thurgau (6,54%) e Morio Muscat (5,38%).

O teor de cinzas indica a quantidade de minerais presentes nos alimentos como
fosforo, magnésio, ferro, zinco, so6dio e cdlcio. Os bagagos apresentaram elevados
percentuais de cinzas, 8,32% para a uva BRS Lorena e 8,13% para a uva Nidgara Rosada.
Outros autores reportaram valores variando entre 2,5-8,1% (Muhlack; Nayak et al., 2018;
Potumarthi; Jeffery, 2018).

O bagago de uva ¢ uma interessante fonte de fibras (Sant’Anna et al., 2012),
tornando-se um excelente candidato para aplicagcdes nutricionais, médicas e alimenticias.
Além de oferecer funcionalidades fisiologicas, a fibra alimentar vem sendo associada a
potenciais beneficios para a satde, atribuidos as ligninas, e elevados teores de lignina
Klason e polifenodis ndo extraiveis nos bagagos de uvas de vinho, o que a torna interessante
para varias aplica¢des industriais (Apolinar-Valiente et al., 2015). Neste estudo, avaliou-se
o percentual de fibra bruta dos bagacos, onde o bagaco de uva Niagara Rosada apresentou
a maior porcentagem, 28,14%.

O componente dominante em ambas as cultivares foram os carboidratos, calculados
por diferenca. A uva BRS Lorena apresentou teor de carboidratos (38,57%), um pouco
maior que uva Nidgara Rosada (36,50%), o que pode ser devido ao fato de que o bagaco de
uva da produgdo de vinho branco ndo passa por fermentacdo. Corbin et al. (2015), ao
pesquisarem o bagaco de uva das variedades Cabernet Sauvignon e Sauvignon Blanc como
fonte de carboidratos para producao de bioetanol, encontraram teores de carboidratos totais
de 31,4 e 53,9%, respectivamente.

Pedras et al. (2017), ao analisarem a composicao do bagaco seco da uva do vinho
branco, encontraram 41,8% para carboidratos soluveis, que ele atribuiu ao elevado teor de
glicose e frutose.

Os carboidratos residuais que permanecem no bagaco apds o esmagamento das
uvas sdo predominantemente monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos soluveis
em agua e polissacarideos estruturais insoliveis em &gua da parede celular. Os
carboidratos soliveis podem ser extraidos com o minimo de energia e podem ser usados
diretamente como substrato bruto para fermentagdo, enquanto os polissacarideos da parede
celular precisam ser liberados através de pré-tratamento e sacarificacdo (Corbin et al.,
2015).




A atividade de agua quantifica a agua disponivel para crescimento de micro-
organismos e reagdes que causam deterioracdo dos produtos. Portanto, tendo em vista que
possibilita prever a estabilidade dos alimentos, ¢ considerada de grande importancia para a
industria de alimentos (Franco; Landgraf, 2003).

Os resultados encontrados neste trabalho para atividade de dgua foram 0,49 para
farinha de uva BRS Lorena e 0,47 para farinha de uva Niagara Rosada, valores
considerados baixos e seguros, visto que valores de atividade de agua abaixo de 0,6
reduzem drasticamente a possibilidade de crescimento de micro-organismos e as atividades
das reacgdes deterioradoras dos alimentos (Fellows, 2006). Resultados similares foram
encontrados por Machado et al. (2020) ao caracterizarem farinha de residuo de uvas Isabel
e BRS Violeta oriundo da produg¢ao de suco, obtiveram 0,44 de atividade de dgua.

Em relacdo aos parametros de cor (Tabela 1), a farinha de BRS Lorena apresentou
menor luminosidade, quando comparada com a de uva Nidgara Rosada, considerando que
o valor de L varia de 0 (preto) a 100 (branco) e as amostras mais escuras possuem valores
de L mais baixos. Os valores da coordenada de cor a” se aproximaram da coloracao
vermelha. No que diz respeito a coordenada de b, cujo valor varia de azul (-) a amarelo
(+), as farinhas do presente estudo apresentaram tendéncia para o amarelo.

A cromaticidade (C), conforme o CIE (1978) esta diretamente relacionada a pureza
da cor da amostra. Assim, quanto mais forte e brilhante for a cor, mais distante da origem
das coordenadas estardo os resultados, estando, portanto, esta variavel relacionada a
intensidade do atributo cor. A farinha de uva Nidgara Rosada, apresentou colora¢do mais
intensa, por outro lado a de uva BRS Lorena apresentou coloragdo menos intensa, talvez
por ser aquela que apresentou menor luminosidade.

De acordo com o sistema CIELAB (CIE, 1978), angulo Hue ou angulo de cor,
caracteriza a tonalidade da amostra analisada. Por se tratar de uma coordenada cilindrica,
diretamente relacionada as coordenadas a’ e b*, varia de 0° a 360° de acordo com o tom da
cor apresentada. As coloragdes aproximaram-se do croma amarelo.

Teor de tocoferois

Os oleos vegetais sao uma fonte importante de tocoferois, e o interesse por eles tem
aumentado, pois sdo compostos essenciais, assim, devem ser fornecidos por meio da dieta
em pequenas quantidades (Robledo et al., 2013). Os tocoferdis sdo excelentes
antioxidantes, que além de auxiliarem na preven¢ao da oxidacao de lipidios, que resultaria
na formag¢ao de compostos indesejaveis que provocam a deterioracdo do 6leo, apresentam
papéis importantes na prevencdo de doengas associadas ao envelhecimento, doengas
cardiovasculares e doenca de Alzheimer (Zhang et al., 2019).

Na Tabela 2, é possivel observar que todos os isomeros de tocoferdis foram
detectados nos 6leos extraidos do bagago de uvas BRS Lorena e Nidgara Rosada. Dentre as
cultivares, o isomero a-tocoferol apresentou maior quantidade no 6leo de BRS Lorena. Em
relagdo aos isdmeros B- € d-tocoferol, as amostras ndo apresentaram diferenca significativa
entre as cultivares de uva. Resultados similares nesta pesquisa para a- € d-tocoferol foram
encontrados por Silva e Jorge (2017), ao analisarem Oleo de sementes de uva (Vitis
labrusca L.) de residuo agroindustrial, obtendo 12,37 mg/kg de a-tocoferol e 12,8 mg/kg

de d-tocoferol.



O Oleo extraido do bagaco de Niagara Rosada se destacou em relagdo aos
tocoferdis totais, devido a sua grande quantidade de y-tocoferol. Este ¢ considerado o
isomero de grande potencial antioxidante, que ajuda a proteger os acidos graxos
insaturados da oxidagdo lipidica. De acordo com o Codex Alimentarius (2009), o 6leo de
uva tem em torno de 115-205 mg/kg de y-tocoferol, resultado proximo ao encontrado neste
estudo. Fatores genéticos, tipo de cultivar e condigdes ambientais, entre outros, podem
explicar diferencas entre teores de tocoferdis em meio as diferentes fontes vegetais, o que
pode explicar a baixa quantidade deste isdmero encontrado no 6leo extraido da farinha do
bagaco de BRS Lorena.

A vitamina E natural existe em oito formas diferentes: quatro tocofer6is e quatro
tocotriendis, sendo o a-tocoferol a forma mais ativa da vitamina E e também um poderoso
antioxidante bioldgico (San Andrés; Otero; Vera, 2011). As cultivares BRS Lorena e
Niagara Rosada apresentaram valores de 31,41 e 43,81 mg/kg, respectivamente.

Tabela 2 - Composigdo de tocoferois (mg/kg) nos 6leos dos bagacos de uvas.

. Cultivares

Tocoferéis (mg/kg) BRS Lorena Niagara Rosada
a-tocoferol 18,65 + 0,48 12,25+ 021°
B-tocoferol 15,20 £ 0,25% 12,60 + 0,20°
y-tocoferol 31,52+ 0,31° 113,05+ 0,21°
o-tocoferol 15,09 + 0,29% 14,64 +0,38°
Totais 80,46 + 0,71° 152,54 + 0,70°
Vitamina E" 31,41 +0,51° 43,81 +0,3°

"Quantidade de vitamina E (mg/kg) = a-tocoferol + (B-tocoferol + y-tocoferol) x 0,25 + d-tocoferol x 0,01.
Meédias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas ndo diferem pelo teste ¢-Student (p > 0,05).

Analises nos extratos

Os percentuais para rendimento de extracdo foram: 7,47% para os extratos de uvas
BRS Lorena e 8,09% para Nidgara Rosada (Tabela 3). Resultados inferiores foram
encontrados por Tournour et al. (2015), que analisando extratos hidroalcoolicos (80% v/v)
de bagacos de Touriga Nacional, Touriga Franca e Tinta Roriz, obtiveram valores que
variaram de 3,8-6,5%.

Tabela 3 - Rendimento, compostos fendlicos totais, antocianinas totais e atividade antioxidante dos extratos
de bagacos de uva.

Anilises Cultivares
BRS Lorena Niagara Rosada
Rendimento (%) 7,47 +0,37° 8,09 +0,07*
Compostos fendlicos totais (mg EAG/g) 16,47 0,37 33,60+ 0,41°
Antocianinas totais (mg mv35diglc/g) - 8,49 £ 0,60
Atividade antioxidante
DPPH' (AA%) 49,24 +£0,21° 51,05+0,08°
DPPH’ (uMol Trolox/g) 431£0,31° 7,26 +0,29°
ECs) (mg/mL) 15,29 £0,27° 12,68 +0,07*
FRAP (uMol Trolox/g) 51,30 = 0,45° 58,99 £0,16"

ECs ¢ definido como a concentragdo suficiente para obter 50% do efeito maximo, estimado em 100%.
Meédias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas ndo diferem pelo teste ¢-Student (p > 0,05).
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O rendimento de extragdo pode ser influenciado pelas condigdes em que o processo
¢ realizado, incluindo o tipo de método, solvente, temperatura e tempo. O uso de misturas
bindrias, por exemplo, pode ter um efeito sinérgico: enquanto um solvente aumenta a
solubilidade de compostos alvo, o outro pode favorecer sua dessor¢do, aumentando os
rendimentos de extragdo ( Pradal et al., 2016; Pereira et al., 2019).

A extragdo por métodos convencionais requer tempos prolongados e quantidades
relativamente grandes de solvente. J& a extragdo assistida por ultrassom, utilizada neste
trabalho, ¢ uma técnica ndo convencional, onde seus efeitos mecanicos proporcionam uma
maior penetragdo do solvente nos materiais celulares, promovendo a transferéncia de
massa, enquanto o rompimento das paredes celulares facilita a liberagdo de seu conteudo.
Esta técnica melhora consideravelmente a extragdo de componentes bioativos,
principalmente os sensiveis ao calor por utilizar temperaturas de processamento mais
baixas, tempo de processamento reduzido e menores volume de solvente (Gonzalez-
Centeno et al., 2015; Bonfigli et al., 2017).

A concentragdo dos compostos fendlicos totais presentes no extrato de bagaco de
uva BRS Lorena foi de 16,47 mg de equivalente de 4cido géalico (EAG) por grama de
extrato seco (Tabela 3). Os resultados mostraram que o extrato de uva Nidgara Rosada foi
significativamente maior (33,60 mg EAG/g). Outros autores, que pesquisaram bagacos de
uva de vinho branco e tinto, também relataram que o conteudo de compostos fenodlicos
totais ¢ normalmente menor em bagago de uva branca quando comparada com bagagos de
uvas tintas (Pedras et al., 2017; Pinta¢ et al., 2018).

Valores proximos foram encontrados por Deng, Penner e Zhao (2011) para bagaco
de uva branca das variedades Muller Thurgau e Morio Muscat, 15,8 e 11,6 mg EAG/g,
respectivamente; em extratos obtidos por ultrassom, sendo a solugdo extratora composta
por 0,1% de HCI, 70% de acetona e 29,9% de H,O (v/v/v).

A escolha de um solvente ideal para a extragdo de compostos fenodlicos do bagago
de uva depende de muitos fatores, dos quais o principal € quais classes de compostos que
precisam ser obtidas. Pinta¢ et al. (2018), ao trabalharem com varios solventes como
metanol, etanol, 4gua, acetona, acetato de etila e suas combinagdes, obtiveram rendimentos
significativos na extragdo, simplesmente mudando alguns de seus solventes. Como no caso
dos extratos de bagagco de uva branca das variedades Italian Reisling Agner e Italian
Reisling Bajilo, que apresentaram teores de compostos fendlicos de 16,9 e 24,1 mg EAG/g
quando extraidas com etanol:agua (80:20, v/v) e, 41,9 e 51,4 mg EAG/g com acetato de
etila, respectivamente.

O tipo de solvente, composicao e sua polaridade foram relatados para terem efeito
contributivo sobre o rendimento da extracdo, ja que os compostos vegetais a serem
extraidos apresentam natureza distinta e polaridades diferentes. Devido a polaridade dos
solventes, o etanol e o metanol sdo os solventes mais indicados como meios extratores para
determinagdo de compostos fenolicos totais, entretanto, o metanol, ndo ¢ indicado para uso
em alimentos (Nayak et al., 2018).

Os dados apresentados neste trabalho mostraram que os extratos hidroalcodlicos
obtidos de bagago de uva Nidgara Rosada exibiram propriedades antioxidantes satisfatorias
e comparaveis com outros dados publicados em termos de compostos fenolicos totais.
Rockenbach et al. (2011) obtiveram 32,62 mg EAG/g e Sant’Anna et al. (2012) reportaram




28,96 mg EAG/g para bagaco de uva Isabel. Pereira et al. (2019) encontraram em bagago
de uva tinta valores entre 16,08-36,74 mg EAG/g. Deng, Penner e Zhao (2011)
conseguiram 26,7 mg EAG/g para Cabernet Sauvignon, 25 mg EAG/g para Merlot e 21,4
mg EAG/g para Pinot.

Outros autores, entretanto, obtiveram valores superiores como Pinta¢ et al. (2018),
64,8 mg EAG/g para Cabernet Sauvgnon e 61,4 para Merlot, em extratos hidroalcoolicos.
Tournour et al. (2015), pesquisando o bagaco de quatro variedades de uva, encontraram
valores entre 69,3-131,7 mg EAG/g.

O teor de compostos fenolicos totais varia entre as diferentes variedades de uvas e
isto ¢ influenciado pela localizacdo, cultivo e condigdes ambientais. Além disso, sabe-se
que as condigdes experimentais de extragdo, como solvente, temperatura, tempo,
desempenham um papel significativo na recuperagdo dos compostos fenodlicos nos extratos
de bagaco (Nayak et al., 2018; Pereira et al., 2019).

Para o bagaco de uva, o etanol tem sido o solvente extrativo mais utilizado, devido
a sua presenga natural nos vinhos, por ser seguro, ndo téxico, podendo ser aplicado em
alimentos e por ser ecologicamente correto, quando comparado com outros solventes
organicos, como o metanol. Além disso, caracteristicas fisico-quimicas (baixo ponto de
ebulicdo) tornam as operagdes de recuperacdo de solvente mais faceis € com menor custo
energético (Tournour et al., 2015).

As antocianinas sdo uma das principais classes de compostos fendlicos presentes
em uvas tintas, estdo concentradas principalmente na casca, exceto em poucas variedades
que possuem também polpa pigmentada. Os pigmentos antocidnicos majoritarios em uvas
sdo malvidina-3-glicosidio, petunidina-3-glicosidio, cianidina-3-glicosidio, delfinidina-3-
glicosidio, peonidina-3-glicosidio (Han et al., 2019). Sendo assim, bagagos obtidos a partir
do vinho tinto sdo uma boa fonte de antocianinas (Bonfigli et al., 2017). O contetido de
antocianinas totais encontrado no bagago de uva Niigara Rosada (Tabela 3) foi de 8,49
expresso em mg malvidina-3-5diglicosidio por g de extrato seco, valor este superior aos
encontrados por Moreno, Cocero e Rodriguez-Rojo (2018), 3,72 mg mv35diglc/g e
Sant’Anna et al. (2012), 0,96 mg mv35diglc/g.

Rockenbach et al. (2011) relataram diferentes concentragdes de antocianinas
monoméricas, 1,84; 3,94; 7,02 e 11,22 mg mv3glc/g bagaco, em quatro diferentes
variedades de uvas: Isabel, Merlot, Cabernet Sauvignon e Bordeaux, respectivamente,
obtidas por extracdo com agitacdo mecanica. Resultados similares também foram relatados
por Pereira et al. (2019), em bagagos de uva obtidos por extragdao liquido pressurizada,
onde o contetido de antocianinas variou de 1,90-10,21 mg mv35diglc/g. Assim, como na
recuperagdo dos compostos fendlicos, o rendimento de extragdo das antocianinas varia em
funcdo do método de extracdo, tecnologia de processamento, cultivar, genética e clima
(Deng; Penner; Zhao, 2011).

Outro problema encontrado em relacdo a extragdo das antocianinas, ¢ que sdo
altamente influenciadas pela temperatura. Altas temperaturas podem reduzir a recuperagao
de antocianinas, uma vez que estes compostos sdo termicamente sensiveis e, portanto,
podem ser facilmente degradados. A degradagdo de antocianinas pode ser causada
principalmente por oxidacao, clivagem de ligagdes covalentes ou aumento das reagdes de




oxidacdo devido ao processamento térmico (Pereira et al., 2019). Por esse motivo, métodos
que utilizam calor ndo s3o indicados para este tipo de extragdo.

O DPPH’ permite a avaliagdio do comportamento antioxidante dos compostos
através da capacidade de sequestrar radical livre em determinado periodo de tempo
(Tournour et al., 2015). Os valores de atividade antioxidante (AA%) atingidos pelo método
do radical livre DPPH’ foram 49,24 e 51,05%, respectivamente, para os extratos de BRS
Lorena e Niagara Rosada (Tabela 3). Ambos os extratos apresentaram poder antioxidante
satisfatorio, ndo diferindo entre si pelo teste 7-Student, ao nivel de 5% de significancia.
Entretanto, melhores atividades antioxidantes foram relatadas na literatura (70,9-83,4%)
em extratos de bagaco de uva de espécies Vitis vinifera L. (Pinotage, Shiraz e Sauvignon),
extraidos em solucdo de acetona:agua:acido cloridrico (70:29,9:0,1, v/v/v) em banho de
ultrassom (Chikwanha et al., 2018).

Além de se expressar os resultados de DPPH™ em porcentagem de atividade
antioxidante, tem-se a possiblidade de interpretar os dados por meio de curva de dose-
resposta de um antioxidante padrdo, neste caso, Trolox, e os resultados podem ser
expressos como concentragao equivalente.

O extrato de bagaco de uva BRS Lorena apresentou 4,31 Mol Trolox/g de extrato
seco, resultado significativamente menor ao encontrado para o extrato de bagaco de uva
Niagara Rosada, 7,26 uMol Trolox/g. Nayak et al. (2018) ao estudarem extratos de bagaco
de uva Cabernet, com diferentes solventes, conseguiram maiores atividades antioxidantes,
10,3 uMol Trolox/g, em extratos hidroalcodlicos, do que em extratos aquosos, 3,75 pMol
Trolox/g.

Tournour et al. (2015) relataram baixas atividades antioxidantes, 0,52, 0,87, 1,09 e
0,81 uMol Trolox/g, em diferentes variedades de uvas, Touriga Nacional, Touriga Franca,
Tinta Roriz e um mix de Tempranillo e Aragonéz, respectivamente, obtidas por extracao
empregando etanol:agua (80:20, v/v) com agitagdo mecanica.

A atividade antioxidante dos compostos, representada pelo valor de ECsy, €
calculada pela redugio de 50% da concentragdo inicial de DPPH’. Assim, quanto menor o
valor de ECsp, maior o poder antioxidante do composto analisado. Os valores de ECsy,
obtidos por regressao linear, para os extratos de bagago de uva BRS Lorena (15,29 mg/mL)
e Niagara Rosada (12,68 mg/mL), apresentaram bons coeficientes de determinagdo, 0,9999
e 0,9884, respectivamente. Resultados estes, que demonstraram boa atividade antioxidante,
superiores ao relatado por Pedras et al. (2017), 20,8 e 35,1 mg/mL, ao analisarem extratos
de bagaco de uva branca.

O extrato de uva Nidgara Rosada apresentou maior poder redutor, 58,99 uMol
Trolox/g de extrato seco, pelo método FRAP em relagdo ao extrato de uva BRS Lorena,
51,30 uMol Trolox/g. Resultados similares foram relatados por Chikwanha et al. (2018),
analisando extratos das uvas Pinotage (47 uMol Trolox/g), Sauvignon Blanc (49,7 uMol
Trolox/g) e Shiraz (50,7 pMol Trolox/g). Em outro estudo, Gonzéalez-Centeno et al. (2015),
ao avaliarem extratos de uva tinta Syrah, obtidos por ultrassom, encontraram valor médio
de 18,3 uMol Trolox/g.

Vérios sao os fatores que podem influenciar significativamente na capacidade
antioxidante final: 1) composi¢do da matéria-prima (afetada pela variedade, condigdes
agricolas, sazonais e climaticas), 1) condi¢des de processamento e, iii) condi¢des de




extragdo (polaridade do solvente, tamanho da particula, relacdo solvente/s6lido, umidade
inicial, tempo, temperatura e nimero de etapas de extracdo) (Franco et al., 2018).

A partir dos resultados obtidos de compostos fenolicos totais e atividade
antioxidante dos extratos de uvas BRS Lorena e Niagara Rosada, pode-se verificar que
estes possuem potencial para eliminar os radicais livres e reduzir compostos oxidantes.

CONCLUSOES

Os bagacos de uvas, BRS Lorena e Nidgara Rosada, mostraram-se bastante
semelhantes em sua composi¢ao centesimal, diferenciando-se apenas no teor de umidade e
fibra bruta.

O ¢6leo extraido do bagaco de Niadgara Rosada se destacou em relagdo aos tocoferdis
totais (152,54 mg/kg), devido a sua grande quantidade de y-tocoferol (113,05 mg/kg).
Todos os isomeros de tocoferdis foram detectados nos 6leos extraidos dos bagacos. Dentre
as cultivares, o isdmero a-tocoferol apresentou maior quantidade no 6leo de BRS Lorena.

O extrato de bagaco de uva Nidgara Rosada apresentou maiores teores de
compostos fenolicos totais e atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP, além de
conter antocianinas.
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AVALIACAO DOS OLEOS DE FRITURA E ANALISE SENSORIAL
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Resumo: Oleos compostos sdo definidos como a jungdo de dois ou mais tipos de dleos que
podem conferir melhorias nas caracteristicas nutricionais e fisico-quimicas, além de
aumentar a diversidade de 4cidos graxos presentes. Os Oleos de soja e girassol sdo
predominantemente poli ¢ monoinsaturados, respectivamente, o que 0s tornam mais
instaveis sob elevadas temperaturas e susceptiveis a oxidag¢dao. Por outro lado, o 6leo de
coco, saturado, tem menor potencial para oxidacao e possui elevada estabilidade oxidativa.
Oleos compostos podem ser altamente benéficos e servirem como alternativas para
consumidores e industria alimenticia. Portanto, os objetivos do presente trabalho foram
avaliar os Oleos quando submetidos a altas temperaturas, e, verificar sensorialmente, a
aceitacdo e a diferenga no sabor de batatas fritas. Os 6leos de soja (S), girassol (G), coco
(C) e os compostos soja:coco (SC — 75:25, v/v) e girassol:coco (GC — 75:25, v/v) foram
avaliados quanto as propriedades fisico-quimicas, sob fritura (180°C/4 horas). A andlise
sensorial de batatas fritas nos oleos S, SC, G e GC foi realizada por meio dos testes
triangular de similaridade e afetivo com escala hedonica de 9 pontos. Na fritura de batatas,
SC e GC apresentaram maior indice de estabilidade oxidativa e menor oxidacdo quando
comparados a S e G. Na analise sensorial, em relagdo ao sabor, o 6leo SC ndo se
diferenciou estatisticamente do S, enquanto o GC se diferenciou do G. Portanto, ¢ viavel a
aplicacdo de oOleos compostos como SC e GC em processos que envolvam elevadas
temperaturas.

Palavras chaves: aquecimento; 6leos compostos; qualidade fisico-quimica e sensorial.




INTRODUCAO

Um o6leo composto ¢ definido como uma mistura de dois ou mais tipos de dleos,
que tem por intuito conferir melhorias nas caracteristicas nutricionais, ampliar a
diversidade de acidos graxos presentes, aumentar a estabilidade oxidativa, modificar as
caracteristicas fisico-quimicas, oferecer ao consumidor produtos de menores custos, dentre
outros (O’Brien, 2008).

O oleo de soja ¢ constituido principalmente por acidos graxos insaturados, (@3 e
6), altamente benéficos para a saude, pois podem reduzir os niveis de colesterol e LDLc
presentes no sangue e neutralizar os niveis da proteina da hepatite C no metabolismo
lipidico (Miyoshi et al., 2011). Contém compostos minoritarios importantes, os fitosterdis
(B-sitosterol, campesterol e estigmasterol) (Codex Alimentarius, 2015). Apresenta algumas
vantagens quando comparado com outros 6leos vegetais, destacando-se a alta producao
brasileira do grao, o baixo custo de fabricacdo do 6leo e o preco de venda acessivel. Por
outro lado, também apresenta algumas desvantagens, como a baixa estabilidade oxidativa
em processos envolvendo elevadas temperaturas, devido a presenca dos acidos poli-
insaturados que fazem com que o 6leo se oxide facilmente (Gunstone, 2011).

O oleo de girassol médio oleico quando comparado a outros 6leos vegetais,
apresenta elevadas estabilidades oxidativa e térmica devido a grande quantidade de acido
oleico (Seiler; Gulya, 2016). Contém componentes minoritarios presentes como
campesterol, [-sitosterol, a-tocoferol, P-tocoferol, etc. (Codex Alimentarius, 2015).
Apresenta cor clara e sabor suave, elevado ponto de fumaga e ¢ principalmente utilizado
como molho para saladas e em fritura, além de ser ingrediente para fabricagdo de
manteigas e margarinas (Sanchez-Muniz; Bastida; Benedi, 2016; Munder; Argyropoulos;
Muller, 2017).

A utilizac¢do do 6leo de coco tem aumentado devido aos possiveis efeitos na satide e
maior estabilidade oxidativa, ocasionada principalmente pelos acidos graxos saturados de
cadeia média, majoritariamente o acido laurico (C12:0) com aproximadamente 50% do
total de acidos graxos (Nitbani et al., 2016). A composi¢do em acidos graxos do 6leo de
coco contribui para o bom funcionamento do corpo humano, além de auxiliar na absor¢do
de outros nutrientes como vitaminas e minerais. Por ser rico em acidos graxos de cadeia
média, o 6leo de coco ¢ rapidamente hidrolisado por lipases.

O processo de fritura consiste na imersdo do alimento em um banho de 6leo ou
gordura que esteja em altas temperaturas (Koh; Surh, 2015). Durante a fritura, diversos
componentes presentes nos alimentos podem ser perdidos, tanto por lixiviagdo como a
umidade, ou mesmo degradados como o 4cido ascorbico. Além disso, podem ocorrer
mudangas fisicas e quimicas no 6leo. As mudangas fisicas sdo aumento de viscosidade,
escurecimento da cor, formagao de espuma e diminui¢ao do ponto de fumaga. Enquanto, as
mudangas quimicas sdo hidrolise, oxidacdo, polimerizagdo, diminuicdo da instauracdo de
acidos graxos e decomposi¢do de compostos em perdxidos, aldeidos, epdxidos e
acrilamida, que podem agravar o risco de obesidade e outras doengas (Ghidurus et al.,
2010). Por outro lado, esse processo promove a formacdo de caracteristicas sensoriais
desejadas no alimento, como sabor, cor caracteristica, sensacdo de saciedade e textura

crocante (Vauvre et al., 2014).



A qualidade do produto final, apos a fritura, estd diretamente ligada a qualidade do
6leo utilizado. O alimento frito pode absorver de 5 a 40% do 6leo de fritura, dependendo
do tipo de alimento (Rossel, 1998). Para melhorar a qualidade do 6leo, aumentando sua
estabilidade oxidativa e durabilidade, algumas técnicas podem ser implementadas, como o
uso de d6leos compostos, a busca por novas espécies de vegetais que produzam 6leos mais
estaveis ou o uso de antioxidantes sintéticos e naturais (Chammem et al., 2015).

Algumas atribuicdes sensoriais podem ser avaliadas nos alimentos fritos,
destacando-se aparéncia, cor, sabor, aroma, viscosidade, mastigabilidade, crocancia e
textura (Silva; Duarte; Cavalcanti-Mata, 2010). A aparéncia e a cor sdo os fatores
dominantes para a escolha de um determinado produto. Assim, ao analisar um produto, o
consumidor observara estas caracteristicas e decidird pela sua aceitagdo ou rejeicao. Logo,
podem ser os aspectos que mais interferem na aceitabilidade, tanto em produtos naturais
quanto industrializados. O sabor e aroma também influenciam na aceita¢do do consumidor,
embora ndo sejam analisados inicialmente, interferem na recompra do produto (Ferreira;
Mata; Braga, 2000).

O processo oxidativo de 6leos e gorduras ¢ responsavel pela degradacdo dos acidos
graxos que alteram as caracteristicas sensoriais dos produtos, além de degradar compostos
minoritarios como as vitaminas e acidos graxos essenciais, ¢ formar compostos toxicos ao
organismo. Tal contexto explica a importancia de conduzir estudos sobre 6leos vegetais
mais estaveis quando submetidos a elevadas temperaturas, porém que também fornegam
beneficios a satide humana ao serem consumidos.

MATERIAL E METODOS

Material

Os Oleos de soja (S) e girassol médio oleico (G) refinados sem adicdo de
antioxidantes sintéticos e o de coco (C) extra virgem, prensado a frio, foram adquiridos no
comércio local de Sao José do Rio Preto-SP. Para definir a formulagdo dos oleos
compostos foi realizado teste preliminar com a intengdo de se obter a proporcao
aproximada de 1:1:1 de &cidos graxos saturados, monoinsaturado e poli-insaturados,
respectivamente. Os 6leos S, G e C foram utilizados na propor¢ao de 100, enquanto S:C e
G:C na proporg¢ao 75:25 v/v.

No ensaio de fritura, as batatas pré-fritas e congeladas foram adquiridas no
comércio local, armazenadas a -18°C até o momento das frituras.

Fritura

A fritura foi realizada com os 6leos de soja, soja:coco, girassol e girassol:coco em
uma fritadeira elétrica (Modelo F-1b, Tedesco, Caxias do Sul, Brasil). Inicialmente foram
colocados 3 litros de 6leo na fritadeira e aquecidos por um periodo de 5 minutos. Cada lote
de batatas pré-fritas e congeladas, de aproximadamente 500 g, foi frito por 5 minutos,
empregando intervalo de 10 minutos entre cada fritura. Reposicdo de oleo novo foi
empregada a cada 2 horas para manter a relacdo S/V de 0,3/cm constante. O processo de
fritura foi realizado simultaneamente empregando duas fritadeiras, uma para cada tipo de
0leo. As amostras dos Oleos de fritura foram recolhidas nos tempos 0, 2 e 4 horas,




armazenadas em frascos de vidro ambar, inertizadas com nitrogénio gasoso €
acondicionadas a temperatura de -18°C até o momento das analises.

Métodos
Propriedades fisico-quimicas

A determinagdo de acidos graxos livres foi realizada de acordo com o método Ca
5a-40 e expressos em % de acido oleico; o indice de peroxidos foi determinado segundo a
norma Cd 8-53 e expresso em meq/kg; e o indice de p-anisidina foi obtido de acordo com a
norma Cd 18-90 (AOCS, 2009). O valor total de oxidacdo (Totox) foi calculado pela
relacdo existente entre o valor do indice de perdxidos (IP) e p-anisidina (IpA), por meio da
equacdo: Totox =2 IP + IpA (Shahidi, 2005). Os teores de compostos polares totais foram
determinados por meio do método cromatografico proposto por Dobarganes, Velasco e
Dieffenbacher (2000) e expressos em porcentagem. O indice de estabilidade oxidativa foi
obtido por meio do instrumento Rancimat (Modelo 743, Metrohm Ltd., Herisau,
Switzerland) a 110°C, com fluxo de ar de 20 L/h, segundo o método Cd 12b-92 da AOCS
(2009), expresso em horas.

Andlise sensorial

O projeto foi submetido ao comité de ética e aceito de acordo com o parecer de
numero 3.047.527. A andlise sensorial foi realizada em dois dias diferentes, o primeiro
com os Oleos soja e soja:coco e o segundo com girassol e girassol:coco, no intuito de
verificar a aceitagdo geral e a percep¢do de diferenca entre esses Oleos apos a fritura de
batatas. Em todas as etapas e procedimentos do ensaio sensorial foram utilizadas as boas
préaticas de fabricag¢do. Apds a fritura, os palitos de batata foram colocados em papel toalha
para remog¢ao do excesso de 0leo, codificados e apresentados aos julgadores ndo treinados
no Laboratorio de Andlise Sensorial do Departamento de Engenharia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao
José do Rio Preto-SP, em cabines individuais. Inicialmente, os 102 julgadores preencheram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A). O primeiro teste
realizado foi o teste triangular de similaridade (Anexo B), no qual o avaliador determinou
qual amostra foi a diferente (f = 0,01; o = 0,05 e Pd = 30%, Anexo C). Posteriormente foi
conduzido o teste de aceitagdo, no qual os julgadores foram orientados a atribuir notas de
acordo com a escala hedonica de 9 pontos (Anexo D). Esta escala serviu para classificar os
atributos textura, cor, aparéncia, sabor e aceitagdao global das batatas fritas.

Analise estatistica
Para o ensaio de fritura, as analises foram realizadas no delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial (tratamentos x tempos). Os resultados obtidos das
determinagdes analiticas para os tratamentos, em duplicata, foram submetidos a analise de
variancia e as diferengas entre as médias foram testadas a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey, por meio do programa ESTAT, versao 2.0 (Banzatto; Kronka, 2006).
A andlise estatistica para o teste de aceitacdo foi realizada com o fest t-Student,
por meio do programa Excel 2013, enquanto no teste triangular por similaridade foi




utilizada a Tabela A.2 (Anexo C), na qual observa-se o nimero maximo necessario de
respostas corretas para concluir que dois produtos sdo similares (ABNT, 2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fritura

O indice de acidos graxos livres para dleos de fritura podem atingir valor maximo
de 0,9% em oleico (Brasil, 2021). Foi possivel analisar que o indice de 4cidos graxos livres
aumentou para os Oleos, conforme o tempo de fritura (Tabela 1). Os o6leos de soja e
girassol apresentaram os maiores indices ao final de 4 horas, enquanto SC e GC
conseguiram evitar melhor a oxidagdo com indices mais baixos. Entretanto, ao final de 4
horas nenhum 6leo se encontrava de acordo com o padrao estipulado.

Os oleos G e GC atingiram os maiores indices de peroxidos ao final da fritura, com
5,30 e 7,35 meq/kg, respectivamente. Logo, ¢ possivel observar que, embora o 6leo de
girassol seja predominantemente monoinsaturado e o de coco saturado, a oxidacdo em
ambos foi maior quando comparada aos demais, possivelmente, devido a auséncia de o-
tocoferol que protege o 6leo da oxidagcdo. O menor indice foi observado para o SC, o que
demonstra que o 6leo de coco contribuiu de forma positiva, auxiliando na inibicdo da
oxidagdo do oleo. E importante ressaltar que os 0leos, ao final da fritura, possuem valores
abaixo de 10 meq/kg, limite estabelecido pelo Codex Alimentarius (2015).

O indice de p-anisidina aumentou gradativamente com o tempo de fritura e
demonstrou que os 6leos compostos obtiveram os menores resultados quando comparados
aos Oleos soja e girassol. Ao final de 4 horas de fritura, os 6leos apresentaram valores
acima do sugerido para um o6leo de boa qualidade, cujo valor de p-anisidina ndo deve
ultrapassar 10 (Guillén; Cabo, 2002). Em 4 horas de fritura, o SC apresentou menor
formagdo de p-anisidina com 18,85.

Berset e Cuvelier (1996) recomendam que o valor totox dos Oleos ndo deva
ultrapassar de 10, logo, nenhum dos 6leos, apds o tempo inicial, estdo dentro do valor
estipulado para um 6leo de boa qualidade. S e G tiveram um aumento de 90%, enquanto
SC e GC 80%, logo pode-se afirmar que o C contribuiu para que os 6leos se oxidassem
menos.

Ao analisar compostos polares, ¢ possivel concluir que em 4 horas, os 6leos estao
dentro do padrdo internacional que preconiza que um Oleo quando utilizado em altas
temperaturas (180°C), ndo deve ultrapassar 25% de compostos polares totais (Paul; Mittal,
1997; Lee, 2009).

A estabilidade oxidativa dos 6leos se diferenciou estatisticamente ao longo da
fritura, sendo o SC mais estavel. A presenca de antioxidantes naturais como o d-tocoferdis
contribuiu para evitar a oxidagdo, fazendo com que S e SC, apresentassem melhores
resultados em determinadas andlises.

Como o 6leo de soja possui maior quantidade de tocoferois, conseguiu uma maior
inibi¢do da oxidagdo, além disso, a adi¢dao do 6leo de coco, praticamente saturado, também
ajudou a aumentar a estabilidade oxidativa, o que fez com que o SC apresentasse maior
periodo de indugao.




Tabela 1 - Andlises da qualidade dos 6leos submetidos a fritura a 180 = 5°C por 4 horas.

Tempos de fritura (horas)

Tratamentos
0 2 4
AGL (%)
S 0,13 £ 0,00 2,96 + 0,40 4,50 + 0,04*
G 0,13 £ 0,00 2,85+ 0,02 4,14 + 0,00
SC 0,14 £ 0,00 2,42 +0,10" 3,62 +0,00*
GC 0,14 + 0,00 2,74 £ 0,17°8 3,72 + 0,058
IP (meq/kg)
S 1,04 +0,01™ 4,80 +0,10™ 5,30 + 0,02
G 1,40 + 0,00°*? 4,45+ 0,01 6,30 + 0,20°®
SC 1,71 +0,01* 4,00 + 0,10 4,85+ 0,01
GC 1,51 £0,01*8 6,40 +0,01°* 7,35 +0,01*
IpA
S 1,98 + 0,00 25,85 + 0,00 28,65 + 0,00
G 1,93 £0,01* 25,70 + 0,02°* 27,65+ 0,05
SC 1,75+ 0,01 15,42 + 0,088 18,85 = 0,01°¢
GC 1,67 + 0,00 14,48 + 0,05°¢ 17,45 + 0,05°°
Totox
S 4,06 + 0,16 35,45 +0,25% 39,05 + 0,25
G 4,72 + 0,00 34,60 + 0,10"* 40,25 + 1,13
SC 5,17 0,01 23,43 0,10 28,55 + 0,05
GC 4,68 + 0,01 27,28 +0,13% 32,15+ 0,13
CPT (%)
S 5,67 £ 0,06 10,25 + 0,13 15,10 + 0,02**
G 3,15+ 0,058 10,30 + 0,02°* 15,15+ 0,01*
SC 2,35+ 0,20BC 7,25+0,13%8 11,15+ 0,058
GC 2,30+ 0,18 7,20 +0,02°8 11,40 + 0,028
EO (h)
S 5,58 +0,01°® 5,49 + 0,098 5,26 + 0,008
G 5,80 + 0,025 5,13 +0,01%8 4,53 +0,50°
SC 7,49 + 0,25 7,15 +0,68%* 6,37 £0,77°
GC 8,32 +0,03* 5,99 + 0,058 5,28 £ 0,02%8

Meédias + desvios padrdes, seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas linhas e maitsculas nas colunas néo
diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

S: 6leo de soja; G: 6leo de girassol; C: dleo de coco; SC: (6leo de soja + coco); GC (6leo de girassol + coco)
IP: indice de peroxidos; IpA: indice de p-anisidina; Totox: valor total de oxidagdo; CPT: compostos polares
totais e EO: estabilidade oxidativa.

Analise sensorial

Os resultados obtidos foram avaliados de acordo com o numero de respostas
corretas. De acordo com o Anexo C, o nimero maximo de respostas corretas para garantir
similaridade entre duas amostras a partir do teste triangular ¢ de 42 pessoas, com 102
participantes, B = 0,01 e Pd = 30%, caso contrario, ficaria comprovada a diferenga entre as
amostras. A Tabela 2, demonstra o nimero de respostas corretas do teste de avaliagao.




Tabela 2 - Teste triangular de similaridade.

Oleos N°de B Pd (%) Respostas  Respostas
Avaliadores corretas do teste

S, S:C 102 0,01 30 <42 34

G, G:C 102 0,01 30 <42 47

Ao avaliarem os Oleos de soja e soja:coco, os participantes ndo detectaram a
diferenca na percepcao do sabor. Portanto, ¢ possivel confirmar, estatisticamente, que
ambos os 6leos sdo iguais quando comparados ao sabor deixado na batata frita. Entretanto,
ao analisarem os Oleos de girassol e girassol:coco, o nimero de respostas corretas do teste
foi maior do que o esperado pelo Anexo C, indicando assim, a diferenga perceptivel,
estatisticamente, entre ambos.

No teste afetivo, a amostra de batatas foi apresentada individualmente para o
avaliador (Anexo D), sendo cada batata frita em um tipo de 6leo. O teste foi avaliado de
acordo com a escala hedonica de 9 pontos no qual o avaliador determinava o quanto
gostava ou ndo da batata frita em relacdo aos seguintes atributos: textura, cor, aparéncia,
sabor e aceitacdo global. A andlise estatistica para amostras em comparacdo, ¢ realizada
por meio do teste de t-Student (Excel 2013), conforme Tabelas 3 e 4. Para determinar se as
amostras comparadas sdo iguais, estatisticamente, ou ndo, deve-se analisar a aceitagdo da
hipotese Hy (amostras iguais) ou a sua rejeicao. Quando o resultado de P (T <t) bi-caudal ¢
maior que (p > 0,05), aceita-se Hy, entretanto, se P (T < t) bi-caudal ¢ menor que (p < 0,05)
rejeita-se Hy,

Analisando a Tabela 3, ¢ possivel observar que para todos os atributos comparados,
P (T <t) bi-caudal > (p < 0,05), portanto, pode-se afirmar que todas as amostras foram
avaliadas igualmente e ndao houve diferengas estatisticas entre os Oleos testados. Os
atributos textura, aparéncia e aceitacao global obtiveram as maiores notas para o 6leo SC,
demonstrando que além da ndo percepcao de diferenca dos sabores dos oOleos os
avaliadores conferiram maiores notas ao 6leo composto, que além de ser melhor aceito,
possuiu maior estabilidade oxidativa.

De acordo com a Tabela 4 o unico atributo diferente, estatisticamente, foi a textura
das batatas fritas, pois P (T <t) bi-caudal < (p < 0,05). Entretanto, a maior média foi para a
amostra frita no 6leo girassol:coco. Os demais atributos foram igualmente analisados e nao
houve diferenga perceptivel. Com exce¢do do atributo textura, as maiores médias obtidas
foram para as batatas fritas em Oleo de girassol. Demonstrando assim, que o 6leo de
girassol sozinho agradou mais um determinado grupo de avaliadores, embora nao haja
diferencas estatisticas entre eles.

As Figuras 1 e 2 apresentam a frequéncia de respostas obtidas pelos avaliadores
sobre as amostras soja; soja:coco e girassol:coco, respectivamente. De acordo com a Figura
1, os atributos que receberam as maiores médias, aproximadamente nota 8 (gostei muito)
foram cor e aparéncia. E importante ressaltar que embora os 6leos permanecessem
aquecidos em 4 horas continuas, as amostras de batatas sempre apresentavam ao final de
cada fritada a mesma coloragdo e aparéncia, por isso, as notas para ambos os 6leos nao se
diferiram estatisticamente. As menores notas foram atribuidas a textura das batatas, isso
pode ter sido ocasionado pelo tempo de espera entre fritar a batata e o provador avalia-la.




Tabela 3 - Teste #-Student para batatas fritas em 6leos soja; soja:coco.

. Textura Cor Aparéncia Sabor Aceitagido global
Ses:C S SC S SC S S SC S SC
Média 6,2745  6,4313 7,9313  7,8431 7,7745 7,8823 7,4117 7,4509 7,4901 7,5588
Variancia 3,4684  3,1388 1,2747  1,4602 1,4238 1,1741 1,6505 1,5965 1,4206 1,2588
Observagoes 102 102 102 102 102 102 102 102 102
Hipotese de diferenca 0 0 202 0 0
GL 202 202 202 202 202
Stat t -0,6163 0,5390 -0,6757 -0,2197 -0,4234
P(T <t) uni-caudal 0,2691 0,2952 0,2499 0,4131 0,3362
T critico uni-caudal 1,6524 1,6524 1,6525 1,6524 1,6524
P(T <) bi-caudal 0,5383 0,5904 0,4999 0,82625 0,6724
T critico bi-caudal 1,9718 1,9718 1,9718 1,9717 1,9718
Tabela 4 - Teste ¢-Student para batatas fritas em 6leos de girassol e girassol:coco.

. Textura Cor Aparéncia Sabor Aceitagdo global
GeG:C G GC G GC G GC G GC G GC
Meédia 6,2921 6,3529 7,9313 7,6568  7,9705 7,8529 7,5686 7,3333  7,6176 7,3823
Variancia 3,2017 3,2207 1,1932 1,4751 11,0783 1,6712 1,8318 1,7887  1,6444 1,6246
Observagoes 102 102 102 102 102 102 102 102 102 102
Hipotese de diferenca 0 0 0 0 0
GL 202 202 202 202 202
Stat t 2,2660 1,6971 0,7165 1,2488 1,3143
P(T <) uni-caudal 0,0122 0,0456 0,2372 0,1065 0,0951
T critico uni-caudal 1,6524 1,6525 1,6527 1,6524 1,6524
P(T <) bi-caudal 0,0245 0,0912 0,4745 0,2131 0,1902
T critico bi-caudal 1,9717 1,9718 1,9723 1,9717 1,9717
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Figura 1 - Frequéncia de respostas de batatas fritas com 6leos de soja e soja:coco.
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Figura 2 - Frequéncia de respostas de batatas fritas com 6leos de girassol e girassol:coco.

Esse tempo de espera ¢ suficiente para que a batata murche, fazendo com que a
textura ndo seja agradavel ao paladar do avaliador. A aceitacdo global foi avaliada com
uma nota média de aproximadamente 7,5 (gostei muito) para ambos os O6leos,
demonstrando assim, que os avaliadores gostaram muito das amostras provadas e
principalmente, ndo perceberam a diferenca entre o gosto dos 6leos.

A Figura 2 demonstra que o atributo com a menor média foi a textura e que estes
valores se diferiram estatisticamente, ou seja, os avaliadores preferiram a batata frita com o
0leo de girassol. Os demais atributos tiveram média em torno de 7,5 (gostei muito), com
destaque para o dleo de girassol, sempre com as maiores médias. Embora, os avaliadores
preferiram a batata frita no 6leo de girassol, estatisticamente ndo houve diferenca para a
maioria dos atributos, provando assim, que ndo ha diferenga entre as amostras analisadas.

As batatas frituras nos 6leos estudados foram aceitas, atingiram médias na escala
hedonica maiores que 6 (gostei ligeiramente), sendo as maiores notas atingidas para o
atributo cor das batatas fritas nos 6leos S e SC, cor e aparéncia nos 6leos G e GC.




CONCLUSOES

Nas condigdes utilizadas no processo de fritura, ou seja, em um periodo de apenas 4
horas, observou-se que SC e GC obtiveram menor degradacdo quando comparado a S e G,
sendo SC com menor formacao de compostos primarios.

Na analise sensorial de batatas fritas, a presenca do C na composi¢ao do SC foi
imperceptivel, ou seja, ndo houve diferenga significativa entre as batatas fritas com S e SC
quando avaliadas quanto ao sabor. Por outro lado, os avaliadores detectaram diferenca
significativa no sabor entre G e GC.

Apesar do 6leo de girassol ser médio oleico e o de soja poli-insaturado, ambos
apresentaram bons resultados, quando se juntaram ao coco formando SC e GC. SC foi
resistente a oxida¢do devido a presenga de antioxidantes naturais provenientes do S e a
composicdo de acidos graxos saturados provenientes do C. Da mesma forma, GC
conseguiu resultados melhores que S e G devido a sua composicao equilibrada em 4acidos
graxos saturados e monoinsaturados. Portanto, ¢ vidvel a aplicagdo de 6leos compostos
como SC e GC em processos que envolvam elevadas temperaturas.
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Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
(Conselho Nacional de Salde, Resolucdo 466/2012/Resolucdo 510/2016)

Vore edasendo convidado a participar como voluntariodo projeto de pesquiss “Avaliacdo da gualidadd
fisto-quimica de dleos compostos por soja, girasol e coco sob elevadss temperaturss” sob respon=bilidads
da pesquisadora Andressa Alves Pinhero. O estudo sera redlizado com dferentes tipos de dleos vezetais g
compostos utilzados para a fritura de baatas comercializadas pre-frites e congeladas com o intuito de avalian
adiferenca de percepcdonosabor eaceitacdogeral Osrecosparaa s|Ude =0 minimos, pois os produtos foram
elaborados seguindo as Boss Praicas de Fabricacdo e ndo € recomendado paa pessoss que sofrem d
problemas cardiacos & nao consomem fritura, uma vez que, o excesso de fritura podera causar desconfortod
gbdominai edores de cabecacomo erkaquecas. Em casos de emergéncia, o corvidado poder & receber auwxilig
no posto medico dentro do campus universkario. Vocé podera consultar a pesquisadora responsavel em
qualguer época, pesoalmente ou pelo telefone da instituicdo, para exclarecimento de qualquer divida. Vocd
et livre parg, aqualquer momento, debaar de part par da pesquisa. Todas as nformacdes por vocé fornecid =
£ 05 resultad os obtidosserdo mantidos em sgilo, e estes Oitimos s0 ser a0 utilizados para divu lgacdo em reunioed
erevietas cientificas. Vocd sera informado detodos os resu tados obtid os, indgpendentemente do fao de ested
poderem mudar seu consentimento em paticipar da pesguis. Vocé ndo tera quasgquer beneficios ou direitod
financeiros sobre os eventuals resukados decorrentes da pesquisa. Este estudo € importante porque seus
resaultados fornecerdo nformacoes sobre oleos vegetais compostos € sua acetacdo geral. Alem disso, o
resultados obtidos poder 3o ser divulgados em eventos técnicos cientificos e por meio de artigos em revistay
egpecializados bem como na inddstria de alimentos. Diante das explicacdes, se vocé concorda em participar
deste projeto, forneca os dados solcitados e cologque sua a=inatura a segur.

Mome: R.G.
Endereco: Fone:
de de2d
A==inatura do Participante Asinatura do Pesqusador a responsayel
Mome Pesquisadora: Andressa Alves Pinheiro Cargo/Funcao: Mestranda
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Anexo B - Ficha de avaliagao sensorial, teste triangular de similaridade.

rlome: Crata:

Wocg esta recebendo trés amostras codificadas de batata frita. Duas
=ao iguais 2 uma e diferente. Prowe as amostras, da esquerda para a
direita, e circule o codigo da amostra diferente. “wocé precisa escaolher
urma amostra.

Comentarios:

Anexo C - Tabela A.2.

A2 Valores da Tabela A.2 sd0 0 nimero maximo de respostas corretas necessario para “similaridade”™
aos niveis escolhidos de py, B e n. Aceite a hipotese “ndo diferem” ac nivel de confianga 100(1-b) %
se o nimero de respostas corretas for menor ou igual ao valor da Tabela A.2.
Tabela A.2 — Numero maximo de respostas corretas necessario para concluir
que duas amostras sao similares baseado no teste triangular
Fa Fa
" g i | n Fil ~
10 %% 20 % 30 % 40 %a 50 % 10 % 20 % 30 % 40 % 50 %
18 0,001 o 1 2 3 5 66 0,001 14 18 22 26 a1
0,01 2 3 4 5 6 0,01 16 20 25 29 34
0.05 3 4 5 53 8 | 0.05 19 23 28 32 a7
0,10 4 5 G T a 0,10 20 25 29 a3 38
0.20 4 & 7 | 8 9 0,20 22 26 31 a5 40
24 0,001 2 3 4 | & a T2 0,001 15 20 24 29 34
0,01 3 5 L= 8 9 0,01 18 23 28 32 a8
0,05 5 L] 8 | 9 11 0,05 21 26 30 35 40
0,10 & i g 10 12 0,10 22 27 32 37 42
0,20 | 7 ] 10 L 13 | 0,20 24 | =2¢ 34 39 44
30 | 0,001 3 sy | B ‘s (| 11 | 78 |omo1| 17 [ == 27 32 38
0,01 =] Fi 2 11 13 0,01 20 25 30 36 41
0,05 7 9 11 13 15 0,05 23 28 33 39 44
2,10 a8 10 iR | 14 16 0.10 25 30 35 40 45
0,20 | =] 11 | 13 15 | 17 | 0,20 27 32 a7 42 | 48
36 | 0,001 = Il & 9 11 | 14 | 84 [oo001 | 19 | =24 30 35 41
0,01 i 9 11 14 16 0,01 22 28 33 39 45
0.05 9 11 13 16 18 0.05 25 31 a6 42 48
0,10 10 12 14 17 19 0.10 27 32 38 44 45
0,20 | 11 13| 16| 18 | 21 i | 920 | 200 34 40 46 | 51
42 0,001 G a9 11 14 17 [0 0,001 21 27 32 38 45
0.01 9 11 14 17 20 0.01 24 30 a6 42 48
0,05 11 13 16 19 22 0,05 27 33 a9 45 52
0,10 12 14 17 | =20 23 0,10 29 as 41 47 53
020 | 13 16 19 22 | 24 | 020 | 31 a7 43 49 | 85
48 0,001 a8 11 14 17 21 | 98 0,001 23 29 35 42 48
0,01 1 13 17 20 23 | 0,01 26 33 39 45 52
0,05 13 16 19 22 26 0,05 30 36 42 49 55
Q.10 14 17 20 23 27 Q.10 31 38 Al 50 57
0,20 15 18 22 25 28 0,20 33 40 48 53 59
54 0,001 10 13 17 20 24 102 0,001 25 3 38 45 52
0.01 12 16 19 23 27 0,01 28 35 42 49 56
0.05 15 18 22 25 29 0.05 32 38 45 52 59
0,10 16 20 23 27 31 0.10 33 40 47 54 61
0.20 18 21 25 28 32 0.20 36 42 49 56 63
60 0,001 12 15 19 23 27 108 0,001 27 34 41 48 55
0.01 14 18 22 26 30 0.01 31 37 45 52 59
0,05 17 21 25 29 33 0,05 34 41 48 55 63
0.10 18 22 26 30 34 0.10 36 43 50 57 65
0,20 20 24 28 32 36 0,20 38 45 52 60 &7
NOTA 1  Os valores na tabela sfo exatos porgue baseiam-se na distribuicio binomial. Para valores de n ndo inclusos na tabela,
calcula o limite da confianga superior de 100(1-#) % para gy com base na aproximacad normal para a binomial:
[15{x4) — 051+ 1,5 Zq Mrx— x5 n?
onde
X & o numers de respostas cometas; n & o ndmeras de avaliadores; Zy varia da seguinte maneira: 0,84 para 2 =0,20; 1,28 para
S =0,10; 1,64 para = 0,05; 2,33 parag= 0,01; 3,09 para F=0,001.
Sa o valor calculado & menor do gue o limite ascolhido para oy, entdo declare gue as amostras s&o similares ao nivel de significancia /7
MNOTA 2 Valoras da n-= 30 s8o usualmente ndo recomendados para o teste triangular de similaridadea.
MOTA 3  Adaplado da Referéneia [11].




Anexo D - Ficha de avaliagdo sensorial, teste de aceitagao.

Nome:

Sexo:

Bata:

[

Idade:

Codigo da amostra:

Voce esta recebendo uma amostra de batatas fritas. Por favor, prove-a e avalie cada atnbuto da tabela de acordo com as
notas da escala abaixo

Textura
(crocancia)

9 Extremamente crocante
(adorel)

8 Muito crocante

7 Moderadamente crocante
6 Ligeiramente crocante

5 Nem crocante nem murcha
4 Ligeiramente murcha

3 Moderadamente murcha

2 Muito murcha

1 Extremamente murcha

Demais atributos:
- Cor

- Aparéncia

- Sabor

- Aceitagdo global

9 Gostei extremamente
(adorel)

8 Gostei muito

7 Gostel moderadamente

6 Gostei ligeiramente

5 Nao gostel nem desgostel
4 Desgostei ligeiramente

3 Desgostel moderadamente
2 Desgostei muito

1 Desgostei extremamente
(odiei)

Atributo

Nota

- Textura
(crocdncia)

- Cor

- Aparéncia

- Sabor

- Aceitagéo

global
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Abstract: This work aimed to evaluate the oxidative stability during storage at room temperature of
avocado oil (Persea americana Mill.), from varieties Margarida and Hass, extracted from the pulp by
centrifugation. The samples were stored at room temperature in amber glass bottles and were
evaluated at 0, 4, 8, and 12 months considering peroxide value, conjugated dienes, oxidative stability
index, chlorophyll, composition of fatty acids, phytosterols, and tocopherols. After 4 months, the oils
exceeded the limit of peroxides estabilished by the legislation. At the end of the storage process,
Margarida and Hass presented 4.1 and 5.4 h of oxidative stability, respectively. Oleic acid was
predominant in oils, Margarida (57.3%) and Hass (54.7%). There was a significant increase in the
monounsaturated, in contrast, a significant reduction in saturated and polyunsaturated fatty acids in
the avocado oils during storage at room temperatre. The main constituents found were -sitosterol
and o-tocopherol, especially in Margarida. Hass avocado oil showed lower loss of fatty acids and
phytosterols during the storage process, compared to Margarida avocado oil. The effect of storage
time on tocopherols and vitamin E was higher in Hass avocado oil when compared to Margarida
avocado oil.

Keywords: oleic acid; physicochemical properties; phytosterols; vegetable oil.




INTRODUCTION

The avocado (Persea americana Mill.) belongs to the Lauraceae family and to the
Persea genus, of which there are more than 150 known species (Araujo et al., 2018).
Avocado is a fruit native to Central America, grown in warm temperate and subtropical
climates (Flores et al., 2019a). About six million tons of avocado are produced annually
worldwide, with 62% harvested five main countries; Mexico (33%), Dominican Republic
(10.5%), Peru (7.8%), Indonesia (5.7%) and Colombia (5.1%) (Salazar-Lopez et al., 2020).

Avocados have been recognized for their high nutritional value and therapeutic
importance for centuries (Bhuyan et al., 2019). Avocado pulp is a good source of protein
(1-3%), carbohydrates (0.8-4.8%), dietary fiber (1.4-3%; 70% insoluble and 30% soluble
fiber), vitamins (C, E, K, choline, niacin and pantothenic acid) and minerals (0.8-1.5%).
However, avocado fruit is most recognized for its high lipid content (12-24%), mostly
unsaturated fatty acids (> 70%) that are associated with beneficial health effects (Yahia;
Woolf, 2011). Its fruits have high levels of oleic and palmitoleic monounsaturated fatty
acids, low levels of linoleic polyunsaturated fatty acid (Cowan; Wolstenholme, 2016),
relatively high content of palmitic saturated fatty acid and lower content of stearic acid
(Duarte et al., 2016). In terms of its total fat content and fatty acid composition, avocado
oil is considered to be similar to olive oil (Swisher, 1988). A diet that is rich in
monounsaturated fatty acids, such as oleic acid, helps lower plasma low density lipoprotein
(LDL) without reducing high density lipoprotein (HDL) cholesterol, which reduces the risk
of cardiovascular diseases (Richard et al., 2008). It also contains more polar lipids, such
as glycolipids and essential phospholipids, especially in cell membranes (Wang et al.,
2015; Aragjo et al., 2018). However, the compositions of these fatty acids largely depend
on the cultivars, stage of maturity, and part of the fruit and geographic location of plant
growth (Duarte et al., 2016).

The mesocarp or pulp has other valuable bioactive phytochemicals, such as
carotenoids, tocopherols, phytosterols, lutein and vitamins (Lopez-Cobo et al., 2016;
Davila et al., 2017). These compounds have high biological value and can be used for the
development of new products in the pharmaceutical and cosmetic industries.

In avocado, sterols are the predominant group among the unsaponifiables, wherein
the main constituent is -sitosterol, accounting for about 80% (Law, 2000). In the human
body, phytosterols act in reducing cholesterol absorption in the small intestine by a
competition mechanism with consequent increase in fecal cholesterol excretion (Hicks;
Moreau, 2001).

Avocado oil must be extracted when the fruits are ripe, which is when they have
higher levels of oil. Different extraction methods have been used for oil extraction of
avocado. The solvent extraction methods are commonly used. However, environmental
risks caused by organic solvents generate search for more sustainable alternatives, which
preserve the bioactive compounds and the environmental, such as cold pressing (Santos et
al., 2014). Extraction with organic solvents is efficient, but it is harmful to the environment
due to the waste generated during the use of toxic substances. It also requires strict control
of factors such as the polarity of the solvent used, the extraction time and temperature, as
there may be loss or destruction of the antioxidant compounds (Andreo; Jorge, 2006). The




extraction by cold pressing uses mechanical or physical means at temperatures below
50°C, similar to those used for the extraction of extra virgin olive oil (Eyres; Sherpa;
Hendriks, 2001; Woolf et al., 2009).

There is interest in extraction techniques capable of producing avocado oil with
high levels of bioactive compounds, especially considering the compounds present in the
unsaponifiable fraction, still little investigated. Thus, with the purpose of preventing
diseases by ingesting functional foods that are enriched with bioactive compounds, as well
as showing the marketing potential of avocado oil in Brazil, it is necessary to investigate
the oxidative stability and bioactive compounds during storage at room temperature of
avocado (Persea americana Mill.) oil, from varieties Margarida and Hass, extracted from
the pulp by centrifugation.

MATERIAL AND METHODS

Oils

To perform the extraction process, 100 kg of each avocado variety, Margarida and
Hass, were transported to the Agricultural Research Corporation of Minas Gerais -
EPAMIG of Maria da Fé, MG, Brazil, where they were cleaned. The pulp was manually
removed, homogenized in a blender, and the paste obtained was poured through a sieve
and transferred into a thermo-beater, designed and manufactured for this work. The paste
was kept stirring in the equipment and was heated (40°C) for 40 minutes. Subsequently,
the paste was introduced into a horizontal centrifuge (Toscana Enologica Mori - TEM,
OLIOMIO 100, Italy, capacity of 100 kg/h and decant rotation of 4200 rpm) in order to
obtain the oil. The extracted oils were filtered through a sieve and packed in amber glass
bottles. The yields found for centrifugation extraction were 7.7% for Margarida and 8.8%
for Hass, and the residual fatty matter contents in the extracted pulp were 2.3 and 14.3%
for Margarida and Hass, respectively. They were, then, transported to the Laboratory of
Oils and Fats of the Department of Food Technology and Engineering, where they were
centrifuged, placed in smaller amber glass bottles, inertized with nitrogen gas, sealed with
screw caps, and appropriately labeled.

Experimental essay

The samples of Margarida and Hass avocado varieties oils were stored at room
temperature (average 25°C) in amber glass bottles and were evaluated at 0, 4, 8, and 12
months, in triplicate, considering peroxide values, conjugated dienes, oxidative stability
index, chlorophyll, fatty acid composition, phytosterols, and tocopherols.

Methods
Physicochemical properties

The physicochemical properties were determined according to the procedure
described by American Oil Chemists' Society (AOCS, 2009). The peroxide value was
determined using a potentiometric titrator (model 793, Metrohm Ltd., Herisau,
Switzerland), according to the COC 8b-90 method of AOCS (2009), expressed in meq
O,/kg. Conjugated dienoic acids were measured in a spectrophotometer at 233 nm (model




UV-VIS mini 1240, Shimadzu, Chiyoda-ku, Japan), according to the Ti la-64 method
proposed by AOCS (2009), expressed in %. The oxidative stability, expressed in h, was
determined according to the Cd 12b-92 method proposed by AOCS (2009) using the
Rancimat (743 model, Metrohm Ltd, Herisau, Switzerland) at 100°C with an airflow rate
of 20 L/h, 3 g of sample and 60 mL of distilled water in vials containing electrodes.
Chlorophyll was determined by spectrophotometry at 630, 670, and 710 nm wavelengths
(model UV-VIS mini 1240, Shimadzu, Chiyoda-ku, Japan), according to method Ch 4-91
(AOCS, 2009), expressed in mg/kg.

Fatty acids

Lipid fractions of avocado (50 mg) were transesterified to methyl esters using
potassium hydroxide in methanol and n-hexane, according to the Ce 2-66 method of AOCS
(2009). Fatty acid methyl esters (FAMEs) were analyzed using a GC 3900 gas
chromatograph (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA), equipped with a flame-ionization
detector (GC-FID), injector split and automatic sampler. FAMEs were separated by using a
CP-Sil 88 fused-silica capillary column (60 m x 0.25 mm i.d., 0.20 um film thickness,
Chrompack, Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA). The column oven temperature was
initially held at 90°C for 4 min, heated at 10°C/min at 195°C and maintained at 195°C for
20.5 min. The injector and detector temperatures were 230 and 250°C, respectively.
Samples of 1.0 uL were injected adopting a split ratio of 1:30. The carrier gas was
hydrogen with a flow rate of 30 mL/min. FAMEs were identified by comparing their
retention times with those of pure FAME standards (Supelco, Bellefonte, USA) under the
same operating conditions. The integration software computed the peak areas and
percentages of fatty acid methyl esters were obtained as weight percentage by direct
internal normalization.

Phytosterols

Phytosterols composition measured using gas chromatography with saponification
prior of the sample (50-80 mg). The saponification was performed according to Duchateau
et al. (2002). The analysis was performed using a GC-2010 Plus gas chromatograph
(Shimadzu, Chiyoda-ku, Tokyo, Japan) equipped with a flame-ionization detector (GC-
FID), injector split and automatic sampler. Conditions of analysis: RTX 5 fused-silica
capillary column (30 m x 0.25 mm id., 0.25 pm film thickness, Restek, Shimadzu,
Chiyoda-ku, Tokyo, Japan). The programming of column temperature was started at 100°C
for 2 min, heated at 15°C/min to 260°C and maintained in isothermal during 35 min. The
temperatures used in injector and detector were 280 and 320°C, respectively. Samples of
1.0 uL. were injected adopting a split ratio of 1:50. The carrier gas used was the hydrogen
with linear speed of 40 mL/min. The phytosterols (campesterol, stigmasterol, S-sitosterol
and stigmastanol) were identified by comparison with the retention time of pure standards
(Supelco, Bellefonte, USA) analyzed under the same conditions of the samples. The
quantification of each isomer was performed by standardizing internal (5a-cholestano-3/-
ol) based on the areas of the peaks. The contents of individual phytosterols were expressed
as mg by 100 g of oil (mg/100 g).




Tocopherols

Tocopherols composition was determined by Ce 8-89 method of AOCS (2009),
using HPLC system (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA) equipped with a fluorescence
detector. 40 mg of the lipid fraction was diluted with n-hexane and 20 pL sample were
injected. The operating conditions were A excitation 290 nm and A emission 330 nm. A
normal phase column (100 Si, 250 mm x 4.6 mm i.d., 0.5 um particle size, Microsorb,
Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA) was used with n-hexane/isopropanol (99.5/0.5, v/v)
as a mobile phase. The system was operated isocratically at a flow rate of 1.2 mL/min. The
identification of tocopherols (o-, B-, y- and 6-tocopherol) was conducted by comparing the
HPLC retention time with those of standard compounds (Supelco, Bellefonte, USA) under
the same operating conditions and the quantification was based on an external standard
method. The contents of tocopherols were expressed as mg/kg of oil.

Statistical analysis

The experiments were carried out in triplicate. The data obtained were analyzed
using analysis of variance and the differences between the averages were tested at 5%
probability by Tukey test, through the ESTAT program, version 2.0.

RESULTS AND DISCUSSION

The peroxide values obtained from Margarida and Hass avocado oils were 5.0 and
5.5 meq/kg, respectively, at the initial time (Figure 1). A significant increase in peroxide
values, about 4 times the initial value, can be observed, which is justified by the
development of lipid oxidation primary products. There was a significant difference
between the oils in times 4 and 8 months, while in the initial and final times did not differ.
In 4 months of storage at room temperature, avocado oils had already exceeded the limit
established by Codex Alimentarius (2009), which allows the maximum of 15 meq/kg,
reaching values of 21 and 17 meq/kg for Margarida and Hass, respectively.

There was a significant difference (p < 0.05) of conjugated dienes between the oils
studied. However, during the storage of Margarida avocado oil, there was no significant
difference. At the end of storage, values of 0.16 and 0.19% were found for Margarida and
Hass, respectively. The higher contents of conjugated dienes in Hass avocado oil may be
related to the lower contents of a-tocopherol. The high formation of dienes in the oil
indicates the formation of primary lipid oxidation compounds (Farhoosh et al., 2012).

Between the oils studied, Hass avocado oil showed higher oxidative stability index
in the initial time (5.6 h). Significant difference (p < 0.05) for oxidative stability index
between the oils studied was observed during storage, although they showed similar
behavior. The oils showed an increase between 0 and 4 months, of 19 and 21%, when they
reached values of 4.6 and 6.7 h for Margarida and Hass avocado oils, respectively. Later,
the oils presented a reduction of oxidative stability, which was significant for Hass
avocado oil and not significant for Margarida avocado oil.

The oils studied presented reduction in chlorophyll content during storage. At the
time 4 months, the amount of chlorophyll was reduced from 3.3 to 2.0 mg/kg in Margarida




and from 10.1 to 7.5 mg/kg in Hass avocado oils. Thereafter, chlorophyll content was not
detected in oils.
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Figure 1 - Means of peroxide value, conjugated dienes and oxidative stability index of avocado oils, and
times of storage at room temperature. For each time, means followed by the same capital letter do not differ

by Tukey test (p < 0.05). For each oil, means followed by the same small letter do not differ by Tukey test (p
<0.05).

Among the fatty acids, oleic acid was predominant in Margarida (57.3%) and Hass
(54.7%) avocado oils (Figure 2). According to a study conducted by Salgado et al. (2008),
Margarida avocado oil extracted with ketone and hexane (1:1) presented 55.8% of oleic
acid. Margarida avocado oil presented higher concentration of palmitic acid (23.3%) as
well as higher amount of linoleic (14.8%) and linolenic (1.2%) polyunsaturated fatty acids,
which produce benefits effects in the living organism. Hass avocado oil showed a
significant amount of palmitoleic acid (11.3%), 19. 4% of palmitic, 13.2% of linoleic and
0.83 of linolenic.

Linolenic acid showed the greatest variation of content beginning at four months of
storage. This fact can be attributed to increased susceptibility to oxidation, mainly due to
its unsaturation. The oils showed significant reductions in the percentage of fatty acids
during storage, with the exception of oleic acid (Figure 2).
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Figure 2 - Composition of main fatty acids in avocado oils and times of storage at room temperature. For
each time, means followed by the same capital letter do not differ by Tukey test (p < 0.05). For each oil,
means followed by the same small letter do not differ by Tukey test (p < 0.05).

There was a significant increase in the monounsaturated (21 and 10%), in contrast,
a significant reduction in saturated (33 and 13%) and polyunsaturated (30 and 26%) fatty
acids in the avocado oils, Margarida and Hass, respectively. Saturated fatty acids in
Margarida avocado oil were the ones that had their composition most modified during
storage. The effects of storage time were more intense for Margarida than those verified for

oil of the Hass variety.



In comparison to other vegetable oils, avocado oil is characterized by having high
levels of phytosterols (Piironen et al., 2003). The main component found was f-sitosterol,
especially in Margarida avocado oil (82.3 mg/100 g) (Figure 3).
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Figure 3 - Phytosterol composition for avocado oils and times of storage at room temperature. For each time,
means followed by the same capital letter do not differ by Tukey test (p < 0.05). For each oil, means followed
by the same small letter do not differ by Tukey test (p < 0.05).

Significant levels of A7-avenasterol were also identified in Margarida and Hass
oils, 13.6 and 13.7 mg/100 g, respectively. In a study by Gutfinger and Letan (1974), Hass
avocado oil showed 91.1% of B-sitosterol, higher than what found in the present study for




the same variety, which represented 81.5% of the total phytosterols. There was a
significant increase in phytosterols isomers in Hass avocado oil and a significant increase
of B-sitosterol in Margarida avocado oil, after 4 months of storage, followed by reduction.

The a-tocopherol was prevalent in the oils studied, particularly in Margarida
avocado oil (36.7 mg/kg) (Figure 4). According to the Codex Alimentarius (2009), oils that
predominantly present a-tocopherol content are sunflower (403-935 mg/kg), palm (30-280
mg/kg), and grape (16-38 mg/kg) oils. In addition, concentration of tocols have been
reported in the range of 551.24 to 3308.03 mg/kg of oil, where a-tocotrienol and o
tocoferol are the most abundant compounds (Flores et al., 2019b). According to Villa-
Rodriguez et al. (2020), a-tocopherol has been identified as the most abundant tocopherol
(> 70%) in ‘Hass’ avocado pulp, followed by y- and 6-tocopherols, 20.8 and 5.27%,
respectively, and these values vary with fruit ripeness. Manaf et al. (2018) identified a-, -,
Y-, and d-tocopherols in the oil of different avocado cultivars, whose concentration ranged
from 40-45, 0.8-2.0, 3.8-4.2 and 0.04-0.08 mg/kg, respectively.

The values of vitamin E in Margarida and Hass avocado oils were 40.41 and 33.52
Ul/kg, respectively, providing excellent source of this vitamin. It was observed that there
was a significant difference between the oils studied and a significant reduction of vitamin
E, 22 and 45%, throughout the storage of Margarida and Hass oils, respectively.
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Figure 4 - Means of a-tocopherol and vitamin E in avocado oils and storage times at room temperature. For
each time, means followed by the same capital letter do not differ by Tukey test (p < 0.05). For each oil,
means followed by the same small letter do not differ by Tukey test (p < 0.05).

CONCLUSION

Results demonstrate that, in 4 months of storage at ambient temperature, the
avocado oils had already exceeded the limit established by the legislation for peroxide
index. The oils behaved similarly during the experiment on oxidative stability. Oleic acid
was predominant in oils, Margarida (57.3%) and Hass (54.7%). Hass avocado oil showed
lower loss of fatty acids (13 and 26%, saturated and polyunsaturated, respectively) during
the storage process, compared to Margarida avocado oil. There was a significant increase
in total phytosterols in 4 months (25 and 59% for Margarida and Hass, respectively),
followed by a reduction. The effect of storage time on tocopherols and vitamin E was




higher in Hass avocado oil (45% reduction of tocopherols and 45% of vitamin E) when
compared to Margarida avocado oil (reduction of 22% of tocopherols and 22% of vitamin
E).
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF LAUREL EXTRACT (Laurus nobilis)
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Abstract: The present study aimed to evaluate sunflower oil added with ethanol extracts of
laurel leaves (Laurus nobilis), under accelerated storage in oven, through oxidative
stability and tocopherols analyses. Extracts were investigated in two ways: lyophilized
(LE) and dried in oven at 60°C (DE). The treatments consisting in sunflower oil without
and with natural (laurel extracts) and synthetic (TBHQ) antioxidants were submitted to
accelerated oven test at 60°C; samples were taken at intervals of 0, 7, 14 and 21 days,
before being analyzed. At the end of storage, a significant increase in Totox levels was
observed in all treatments; however, those containing only TBHQ or not, showed
significantly lower Totox levels than the others. At 21 days, it could be verified that the
treatments containing only natural extracts did not differ significantly from the sunflower
oil during the oxidative stability analysis. On the other hand, the treatments containing the
mixture of antioxidants had greater oxidative stability at all times, which indicates
synergism between the components. It was noted that the treatments containing the
mixtures of antioxidants were efficient in retaining tocopherols, making it possible to
partially replace TBHQ with natural laurel extract in sunflower oil.

Keywords: ethanol extract; oxidative stability; tocopherols.




INTRODUCTION

The most frequent causes of deterioration of oils and/or fats are the lipid oxidation
reactions. Oils with high levels of polyunsaturated fatty acids, such as vegetable oils, once
oxidized, bring about harmful effects on both the food and human health; they may
undergo changes in nutritional value and original flavor with the emergence of typical
rancid odor and taste, in addition to causing the loss of essential vitamins and irritation of
the intestinal mucosa (Chaiyasit et al., 2007; Baron; Pazinatto; Baron, 2020).

The use of antioxidants is widely used in the food industry, mainly aiming to inhibit
or delay lipid oxidation of oils, fats, and fatty foods (Tiveron, 2010). They should be used
preventively, since they have no effect on oxidized fatty acids (Dergal, 2006) and it is
fundamental that they are not toxic, besides being highly active at low concentrations and
stable under the usual conditions of food processing (Belitz; Grosh; Schieberle, 2009).

The use of synthetic antioxidants in the food industry has been constantly
questioned as to their safety (Andreo; Jorge, 2007). In contrast, natural compounds have
been attracting attention due to the worldwide tendency to avoid or minimize the use of
artificial food additives. In addition to their important role in the food industry, natural
antioxidants also have health benefits as inhibitors of oxidation which is biologically
harmful to the body. A better understanding of the properties of natural antioxidants may
enable the development of food additives which can prevent oxidative spoilage of food
while providing health benefits. The advantages of using natural antioxidants may
overcome their associated limitations in effectiveness, price, flavors, and colors (Chaiyasit
et al., 2007).

Laurel, besides being a widely used condiment in cooking, has important
physiological functions, such as antioxidant, antidiabetic, antimicrobial, analgesic, anti-
inflammatory, antifungal and antiviral, given its high contents of bioactive compounds
(Emam et al., 2010; Ouchikh et al., 2011; Albayrak; Aksoy; Sagdic, 2012). The antioxidant
activity arouses most attention from the scientific community due to its benefits in public
health, contributing to the prevention of chronic diseases, such as cancer, cardiovascular
and neurological diseases, and the dysfunctions caused by oxidative stress. According to
different studies, the recognized medicinal value of laurel and other vegetables is enhanced
by various secondary metabolites, such as phenolic compounds, which are abundant in
them (Ouchikh et al., 2011; Inan; Ozcan; Juhaimi, 2012; Ramos et al., 2012; Borges;
Amorim, 2020).

Sunflower (Helianthus annuus L.) has great economic importance, and its oil is
consumed worldwide, ranking just behind soybean, palm, and canola oils (Leandro et al.,
2020). It stands out for being the fourth oilseed in grain production and the fifth in
cultivated area in the world (Castro et al., 2021).

Research has shown that the fatty acid composition of sunflower oil depends on
genetic and environmental conditions. In general, fatty acids determine its nutritional
properties and specific uses. It consists of a small amount of saturated fatty acids
(approximately 10%), mainly palmitic and stearic, and is rich in vitamin E (a-tocopherol).
It contains low levels of a-linolenic acid (< 0.2%), high linoleic acid (60 to 75%) and about




22% oleic acid (Berger; Hamilton, 1995; Zheljazkov et al., 2010). Its high unsaturated fatty
acid content makes it very susceptible to oxidation (Masuchi et al., 2008).

Accelerated oven storage allows the evaluation of the behavior of a sample over a
predetermined period of time. The oven method has fewer limitations than other
accelerated methods and the result correlates with the shelf-life test. It is necessary to point
out that the accelerated stability methods have limited validity, because as the sample is
subjected to heating, light, or contact with metals, the oxidation mechanism is altered.
Thus, the results obtained may deviate from the actual values, since the behavior of the oil
under these conditions will be different from the normal storage conditions (Frankel,
1993).

Oxidative stability is one of the most widely used methods for evaluating the
quality of oils and fats. The stability of different types of vegetable oils is mainly
influenced by the content of polyunsaturated fatty acids and amount of y- and 9d-
tocopherols (Masuchi et al, 2008).

Thus, the present study aimed to evaluate the sunflower oil added with ethanol
extracts of laurel leaves (Laurus nobilis), under accelerated storage in oven, through the
oxidative stability and tocopherols analyses.

MATERIAL AND METHODS

Vegetal oil
In this study it was used refined sunflower oil, without the addition of synthetic
antioxidants, purchased from the local market.

Laurel leaves

The laurel leaves were manually collected from a laurel tree on the campus of
IBILCE/UNESP, Sao José do Rio Preto (latitude: 20° 49' 13" South, longitude: 49° 22' 47"
West) in February 2021.

After harvesting, the leaves were washed under running water and dried at room
temperature. Part of the collected leaves was submitted to moisture analysis; then, the in
natura leaves were sanitized and ground with a domestic processor (Walita, Model HL
3252, Sao Paulo, Brazil).

The leaves were separated in three batches: one batch was used for in natura
extraction, the second one for lyophilized extraction, and the third batch was used for
extraction from the leaves dried in an oven at 60°C.

Extracts and antioxidants

To obtain the lyophilized extract (LE), the leaves were freeze-dried for 48 hours
(Liobras, Model L101, Sao Carlos, Brazil). In turn, to obtain the dry extract (DE), the
leaves were placed in aluminum trays and in an oven with forced air circulation (Marconi,
MA 035, Piracicaba, Brazil) at 60°C, until stabilization of the sample weight.

For both extracts, an alcohol solution was used (Ethanol 95° abv). The in natura
and the thermally treated leaves (20 g of each) were ground with a food processor (Walita,
Model HL 3252, Sao Paulo, Brazil), maintained under stirring with ethanol (200 mL) at




room temperature (25°C) for 30 minutes on orbital shaker table (Tecnal, Model TE-141,
Piracicaba, Brazil), at a ratio of 1:10 (1 part of leaves: 10 parts of solvent), out of the light.
The mixture was then centrifuged at 3,000 rpm for 10 minutes, and the supernatant
subjected to a filter paper containing anhydrous sodium sulfate. The solvent used was
removed under reduced pressure at 45°C by using a rotary evaporator (Quimis, Model Q
344B2, Sao Roque, Brazil).

The obtained extracts were inerted with nitrogen gas and maintained at -32°C for
24 hours. The extracts were then dehydrated in a lyophilizer (Liobras, Model L101, Sao
Carlos, Brazil), for 26 hours. The yield of the lyophilized extracts was obtained by weight
difference, and the extracts were stored at approximately -18°C until the time of analysis.
The extracts obtained were weighed and resuspended in ethanol (Figure 13), resulting in
stock solutions containing 1 gram of extract for each 10 mL of ethanol solvent (1:10), used
for direct applications in sunflower oil.

The synthetic antioxidant TBHQ, at concentrations of 100 and 200 mg/kg, was used
in commercial form, supplied by the company Danisco S/A.

Accelerated oven storage

The following treatments were submitted to accelerated storage: Sunflower Oil
(SO); SO added of 200 mg/kg TBHQ (TBHQ»¢0); SO added of 200 mg/kg total phenolic
compounds of lyophilized extract (LE,); SO added of 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg
total phenolic compounds of lyophilized extract (TBHQpotLE00); SO added of 200
mg/kg total phenolic compounds of the oven-dried extract (DE»q); SO added of 100 mg/kg
TBHQ + 100 mg/kg total phenolic compounds of the oven-dried extract (TBHQ 0o+DE¢0);
and SO added of 100 mg/kg total phenolic compounds of lyophilized extract + 100 mg/kg
total phenolic compounds of the oven-dried extract (LE;pptDEqo).

The treatments were maintained for 21 days in an oven (Marconi, MA 035,
Piracicaba, Brazil), heated to 60°C + 2°C, using 60 mL amber glasses containing 30 mL of
each sample, with a surface to volume ratio of 0.3/cm. Samples at different time intervals
(0, 7, 14 and 21 days) were taken, inerted with gaseous nitrogen and stored at -18°C until
the time of analysis.

Analysis of the oil
Total oxidation value (Totox)

The total oxidation value corresponds to the total content of compounds produced
by oxidation of the oils. The Totox value (TV) was obtained through the mathematical
equation that combines the results of the peroxide, Cd 8-53, (AOCS, 2009), and the p-
anisidine, Cd 18-90 (AOCS, 2009) indices: TV = 2 PI + Al, where PI is the value for the
peroxide index and Al is the p-anisidine index.

Oxidative stability

The evaluation of the oxidative stability of the oil added of the extracts was
conducted according to the method Cd 12b-92 from AOCS (2009) and was performed at
110°C, with 20 L/h airflow, using 3 g of sample and distilled water volume of 60 mL in the
flasks containing the electrodes. Through this method, a curve for electrical conductivity x




time is automatically recorded throughout the reaction and the test, and the induction
period is expressed in hours.

Tocopherols

The chromatographic analysis of tocopherols was performed according to the Ce 8-
89 method from AOCS (2009), using a high efficiency liquid chromatograph (Varian,
Model Pro Star 210) equipped with a fluorescence detector. According to the conditions of
the analysis, a 250 x 4.6 mm silica column with pores of 5 um, flow rate of 1.2 mL/min,
excitation wavelength at 290 nm and emission at 330 nm was used; as for the mobile
phase, a mixture of 99.5% n-hexane and 0.5% isopropanol was used, all of them with
purity grade for HPLC. The identification of tocopherols was carried out by comparison
with the retention time from Sigma standards grade 95% purity. These were quantified by
external standardization and tocopherol contents expressed in terms of mg/kg.

Statistical analysis

The study was carried out in an entirely randomized factorial design (Banzatto;
Kronka, 2006). The results obtained from the analytical determinations, in triplicate, were
submitted to the analysis of variance (ANOVA) and the Tukey’s test at 5%, through the
STATISTICA software, version 2.0.

RESULTS AND DISCUSSION

The increased Totox value indicates lower stability of the oil against oxidative
rancidity. Data in Table 1 show that the Totox values of the treatments increased over the
period of storage in the oven. None of the treatments showed a result below 10, according
to a reference indicating good quality oil with greater stability against lipidic oxidation
(Cuvelier; Richard; Berset, 1996).

Table 1 - Totox index means for treatments X times interaction in oils submitted to 60°C oven storage.

Storage time (days)

Treatments 0 7 14 o1

SO 1739+ 091 118.18 +2.42°* 27452+ 031"  384.00+0.19*®
TBHQ:y, 16.18 + 1.76™ 24.73 +0.89° 33.69 + 0.49"C 52.73 + 1.58*
LE 19.59 + 0.87*®  107.64 +2.14® 23498 +9.82"®  414.46+2.31*
TBHQ,pp+LE; 2034+ 1.66°" 21.39+ 1.6°° 39.73 + 3.45° 48.21 + 0.96"
DEsp 20.92 + 0.06** 95.64+1.57°C  239.23+5.13"®  336.34 +7.35%°
TBHQpp+DE;gy  19.64+0.77%%  24.01 +£0.62" 37.71 £ 0.67° 50.60 + 1.53*
LE 140+DE 99 20.71+£0.55%  101.32+2.825¢ 24821+ 1.84"®  358.57 +2.84°

SO: sunflower oil, TBHQ;p: SO + 200 mg/kg TBHQ, LE,p: SO + 200 mg/kg lyophilized extract,
TBHQ,po+LEo0: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg lyophilized extract, DE,p: SO + 200 mg/kg dry
extract, TBHQ¢+DE;p: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg dry extract, LE oy+DE;oy: SO + 100 mg/kg
lyophilized extract + 100 mg/kg dry extract.

Means + standard deviations of the determinations followed by the same lower-case letters in the rows and
upper-case in the columns do not differ by Tukey's test (p > 0.05).

At 21 days, the LE,q treatment showed a pro-oxidant effect, with a significantly
higher value than the SO, thus demonstrating that it contributed to greater formation of




compounds originated from oxidation. DE;y and LE;o+DE;o had significantly lower
Totox values than SO. The treatments with lower Totox levels and consequently lower
lipid oxidation were TBHQ200, TBHQ100+LE100, and TBHQ109+SE90 with no significant
difference between them (p > 0.05), which indicates synergism between the natural extract
and the synthetic compound.

Data in Table 2 show that there was a decrease in oxidative stability over the
storage time, demonstrating degradation of the antioxidant compounds under the
conditions to which the treatments were subjected throughout the storage.

Table 2 - Oxidative stability (h) for treatment x storage time interaction in a 60°C oven.

Storage time (days)

Treatments 0 5 14 o1

SO 5.97+0.16° 2.56 +0.23" 0.96 + 0.03°¢ 0.18 + 0.00°
TBHQO:y 16.56 + 0.08** 13.83 £ 0.30" 11.65+0.28* 9.44 +0.10%
LE 5.72+0.18 3.24 +0.06™ 1.58 +0.16° 0.37 + 0.04°
TBHQ;99+LE 109 11.19+£0.10°® 9.26 +0.14™ 7.72 +0.45® 5.89+0.00%"
DEs 6.09 +0.16" 3.29+0.31" 1.62 +0.35° 0.50 + 0.02%°
TBHQ;49+DE 1 11.39£0.15® 9.44 +0.18™ 7.68 +0.09°® 5.96+0.16"™
LE 140+DE 9 6.00 +0.11* 3.31+0.06™ 1.73 £ 0.43 0.95+0.16

SO: sunflower oil, TBHQj: SO + 200 mg/kg TBHQ, LE;y: SO + 200 mg/kg lyophilized extract,
TBHQgo+LE 0o: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg lyophilized extract, DE,y: SO + 200 mg/kg dry
extract, TBHQgp+DEg: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg dry extract, LE;oy+DE;g: SO + 100 mg/kg
lyophilized extract + 100 mg/kg dry extract.

Means + standard deviations of the determinations followed by the same lower-case letters in the rows and
upper-case in the columns do not differ by Tukey's test (p > 0.05).

SO had 5.97 h induction period of oxidative stability at time 0. This result is
consistent with that found by Pinheiro and Jorge (2021), who reported 5.80 h for sunflower
oil under the same conditions. During storage, it can be seen that the treatments containing
laurel extracts (LE and DE), did not differ significantly from SO. However, the treatments
containing the extract and TBHQ showed greater oxidative stability at times 0, 7, 14 and
21 compared to SO, which indicates synergism between the antioxidants.

The treatments containing only TBHQ had greater oxidative stability, suggesting
efficiency of the synthetic antioxidant throughout the storage period.

Pinheiro and Jorge (2021) evaluated sunflower oil at 180°C throughout a 15-hour
period and found 0.66 h of oxidative stability. Rocha and Almeida (2014) studied the
effects of temperature and light on the physicochemical characteristics of sunflower and
soybean oils during storage and found less oxidative stability of sunflower oil compared to
soybean oil. They also reported that in the four-week period of storage, the treatments
containing sunflower oil with temperature control (room temperature) and without
exposure to light had 4.68 hours of oxidative stability, while soybean oil, under the same
conditions, had 7.18 hours.

According to Masuchi et al. (2008), this difference in the oxidative stability value
may be related to the low content of gamma tocopherols and omega in sunflower oil. In a
study conducted by Grilo et al. (2015), a percent reduction in the concentration of a-




tocopherol was observed, higher than that observed for y-tocopherol in the vegetable oils
studied (canola, sunflower, corn, and soybean) at all storage times.

The difference in oxidative stability of the oils may also be associated with the
unsaturation degree of the fatty acids. The presence of high levels of linoleic acid, as is the
case of sunflower oil, increases the speed of the oxidation reaction (Masuchi et al, 2008).
Oxidative stability also depends on the chemical composition, the quality of the raw
material, the conditions to which the product was subjected during processing, the storage
conditions of the seed and oil, the presence of soaps, phospholipids and pigments in the oil,
and the conditions of the deodorization process (Antoniassi, 2001).

The decrease in a-tocopherol concentrations during storage occurred as expected
(Table 3), since the antioxidant potential of vitamin E acts to protect unsaturated fatty acids
in vegetable oils.

Table 3 - Mean tocopherols for treatment x time interaction in oils submitted to 60°C oven storage.

Storage time (days)
Treatments 0 7 14 1
a-tocopherol (mg/kg)
SO 139.00 + 0.14"  136.44 +0.04F 5239+ 0.03“  0.00 +0.00%
TBHQx00 160.00+0.11°° 13921+ 0.10™ 117.10+0.14° 111.93+0.11%
LEax0 137.92+0.09°°  132.03+0.03°  84.71 +0.08F  4.95+0.13%"

TBHQ 00+ LEj00
DExp

TBHQ 09+ DE 109
LE p+DEigo

152.17 + 0.06
164.62 + 0.14%8
157.14 + 0.07°°
175.79 £ 0.16*

147.39 + 0.10°8
142.58 + 0.16°¢
137.75 + 0.08F
149.93 + 0.08™*

144.38 + 0.02°8
108.72 + 0.01°
156.72 + 0.12*
104.82 + 0.03°°

143.99 + 0.12%
32.39 + 0.05%°
139.51 + 0.26*8
19.79 + 0.03%"

Total tocopherol (mg/kg)

SO

TBHQz0

LExq0
TBHQ00+LE 00
DEpo
TBHQ,00+DE 0
LE +DEg

139.00 + 0.14*F
160.00 + 0.11%
137.92 + 0.09°¢
152.17 + 0.06**
164.62 + 0.14%®
157.14 + 0.07*°
175.79 £ 0.16*

136.44 + 0.04°"
139.21 + 0.10°°
132.03 + 0.03*¢
147.39 +0.10*®
142.58 + 0.16*¢
137.75 + 0.08F
149.93 +0.08™*

52.39 + 0.03%¢
117.10 + 0.14C
84.71 + 0.08°F
144.38 + 0.02°¢
108.72 +0.01°
156.72 £ 0.12*
104.82 + 0.03°°

0.00 + 0.00%
111.93 £0.11%
4.95+0.13%"
143.99 + 0.12%
32.39 +0.05%
139.51 +0.26"®
19.79 + 0.03%"

Vitamin E (1U/kg)

SO

TBHQ200

LExq0
TBHQ00+LE 00
DEp
TBHQ0tD

LE +DEg

152.92 + 0.16*
176.01 £ 0.12%
151.72 £ 0.10%C
167.40 + 0.06*
181.10 £ 0.16*®
172.87 + 0.08*°
193.39 £0.17*

150.10 + 0.05""
153.15+0.11°°
145.25 + 0.03%¢
162.15+0.11°8
156.85 + 0.18*
151.54 + 0.09%
164.94 + 0.09°*

57.63 +0.03%¢
128.82 £ 0.16
93.19 + 0.09"
158.83 + 0.02°¢
119.60 + 0.01°
172.40 + 0.13*
115.31 = 0.03°

0.00 + 0.00%¢
123.14 + 0.129
5.45 +0.14%
158.40 + 0.13%
35.63 +0.05%
153.47 + 0.29°®
21.77 +0.03%

SO: sunflower oil, TBHQ;p: SO + 200 mg/kg TBHQ, LE,p: SO + 200 mg/kg lyophilized extract,
TBHQ,po+LEo0: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg lyophilized extract, DE,pp: SO + 200 mg/kg dry
extract, TBHQ¢+DE;p: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg dry extract, LE oy+DE;oy: SO + 100 mg/kg
lyophilized extract + 100 mg/kg dry extract.

Means =+ standard deviations of the determinations followed by the same lower-case letters in the rows and
upper-case in the columns do not differ by Tukey's test (p > 0.05).




It is also noticeable that the content of a-tocopherol corresponds to the total
tocopherol content, showing that the other isomers were not detected in the treatments.
Choe and Min (2006) reported that the concentration of tocopherols in sunflower oil had a
significant degradation at different storage times, temperature, and exposure to light in
their study.

Freitas (2015) analyzed different vegetable oils for tocopherol contents and
observed that refined sunflower oil showed lower oxidative stability indices compared to
the others; this is mainly because there is a considerable quantity of linoleic acid in the oil,
which promotes oxidation. The very low or non-existent y- and - also contributed to the
lower oxidative stability of the oil. The same was reported by Silva et al. (2010) when
analyzing refined soybean, corn, and sunflower oils. When isomers y- and 6- tocopherols
are either absent or found in low quantity in the oils, this may contribute to the low
oxidative stability.

The amount of a-tocopherol found in SO was lower than that found by Cavalcanti
(2020), who detected 205.54 mg/kg at the initial time.

According to Table 4, the TBHQ;oo+LE oo treatment had the highest a-tocopherol
content at the end of 21 days of storage with 94.6% retention, followed by the
TBHQ;00+DE 90 and TBHQz09, with 88.8% and 70%, respectively. It is noticeable that the
combination of antioxidants showed higher retention of tocopherols when compared to the
treatment containing only TBHQ, thus indicating synergism between the synthetic and
natural components.

Table 4 - Residual a-tocopherol content (%) in sunflower oil.

Treatments Storage time (days)

0 7 14 21
SO 100 98.16 37.69 0
TBHQ5y9 100 87.01 73.19 69.96
LE5p 100 95.73 61.42 3.59
TBHQ 99+ LE 199 100 96.86 94.88 94.62
DE 100 86.61 66.04 19.68
TBHQ 99+DE 199 100 87.66 99.73 88.78
LE p9+DE 99 100 85.29 59.63 11.26

SO: sunflower oil, TBHQ,: SO + 200 mg/kg TBHQ, LEyp: SO + 200 mg/kg lyophilized extract,
TBHQgo+LE 0o: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg lyophilized extract, DE,q: SO + 200 mg/kg dry
extract, TBHQ;qp+DEg: SO + 100 mg/kg TBHQ + 100 mg/kg dry extract, LE;oy+DE;q: SO + 100 mg/kg
lyophilized extract + 100 mg/kg dry extract.

At 14 days of storage, the treatments containing natural extracts alone showed more
than 50% retention of tocopherols in the oil, while SO retained 37.7%. At 21 days, SO did
not show a significant amount of a-tocopherol, which is indicative of its degradation over a
long storage time.

According to Brewer (2011), the antioxidant activity of y-tocopherol is about twice
as high as a-tocopherol; however, it decreases as temperature increases, especially above
110°C and both lose their activity above 150°C.




Masuchi et al. (2008) reported from 8 to 50% tocopherol losses in the sunflower oil
and concluded that, even though it is a minor component, the processing conditions can
directly affect the tocopherol content.

Treatments containing only laurel extract achieved more effective results in
preserving a-tocopherol when compared to SO; DE, achieved 19.7% retention at 21 days
and was significantly higher than LE,¢y and LE ¢y + DE;¢o. The same behavior is observed
for the vitamin E analysis.

CONCLUSIONS

An increase in total oxidation was observed for the treatments throughout storage in
the oven, and those containing TBHQ, alone or combined with laurel leaf extracts, had
lower values when compared to sunflower oil. The treatments containing only natural
extracts had lower Totox values compared to SO up to 14 days of storage. At 21 days, they
presented significantly higher Totox results than sunflower oil, suggesting a pro-oxidant
effect.

In the evaluation of oxidative stability, it was noted that the treatments containing
the mixture of natural and synthetic antioxidants had greater stability at all times.

The treatments containing natural extract and TBHQ showed higher percent
retention of tocopherols; they were significantly higher than the treatments containing only
TBHQ, which indicates synergism between the antioxidants, making it possible to partially
replace TBHQ with laurel extract in sunflower oil.
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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante do
extrato de bagaco de uva Nidgara Rosada sobre a estabilidade oxidativa do 6leo de soja
durante estocagem acelerada em estufa e, também, o efeito sinérgico com o antioxidante
sintético terc-butil-hidroquinona (TBHQ). O extrato hidroalcodlico de bagago de uva e
TBHQ foram aplicados na concentragdo de 200 mg/kg ao dleo; cujas combinagdes dos
antioxidantes foram 100 mg/kg de TBHQ + 100 mg/kg de compostos fenolicos totais
(CFT) de uva, e 50 mg/kg de TBHQ + 150 mg/kg de CFT de uva. Os tratamentos foram
submetidos a estocagem acelerada em estufa (60°C) e as amostras analisadas em 0, 7, 14 e
21 dias quanto ao teor de 4cidos graxos livres, dienos conjugados, indice de peroxidos, p-
anisidina, valor de oxidagdo total, estabilidade oxidativa, ganho de massa e teor de
tocoferdis. O antioxidante TBHQ provou ser mais eficiente na prevengdo da reagdo de
oxidagdo em relagcdo ao antioxidante natural utilizado. Entretanto, os tratamentos contendo
as combinacdes dos antioxidantes demonstraram eficicia similar ao antioxidante sintético,
viabilizando a aplicagdo do extrato com o intuito de reduzir a concentra¢do do antioxidante
sintético no oleo de soja.

Palavras chaves: antioxidantes; estabilidade oxidativa; 6leo de soja; oxidagdo; sinergismo.




INTRODUCAO

A oxidagao lipidica ainda ¢ uma das principais preocupagdes no processamento de
alimentos, especialmente em Oleos vegetais (Albuquerque; Oliveira; Costa, 2018), que
pode alterar os parametros da qualidade como cor, sabor, aroma, textura e comprometer a
qualidade nutricional, devido a degradacao dos acidos graxos essenciais ¢ a producao de
compostos toxicos (Ramadan, 2013; Redondo-Cuevas et al., 2018).

O teste acelerado em estufa, conhecido como Schaal Oven Test, ¢ um dos métodos
mais utilizados em 06leos vegetais, com o intuito de acelerar o processo de oxidacao para
produzir resultados que podem ser traduzidos em parametros de qualidade, se tornando
uma importante ferramenta de controle de qualidade para prever o prazo de validade dos
alimentos. Um dia de armazenamento sob as condigdes do teste acelerado em estufa a
60°C ¢ equivalente a um més de armazenamento em temperatura ambiente (Chong et al.,
2015; Douny et al., 2016).

Os oleos vegetais sao susceptiveis a degradacdo oxidativa, fazendo-se necessario a
adicao de antioxidantes para preservar suas qualidades nutricionais ¢ aumentar a vida de
prateleira, entretanto, a utilizacdo de antioxidantes sintéticos tem sido alvo de constante
preocupagdo quanto a sua inocuidade, motivando a busca de antioxidantes naturais que
possam substitui-los total ou parcialmente (Manzocco et al., 2016; Bastiirk et al., 2018;
Bao; Chen; Liu, 2019; Grosshagauer; Steinschaden; Pignitter, 2019). Em alguns paises o
uso dos sintéticos esta se tornando limitado ou ja sdo proibidos, devido as preocupagdes
com sua toxicidade, pois mesmo em baixos niveis, possuem efeitos negativos sobre a
satide humana (Melo et al., 2016).

Os tecidos vegetais sdo considerados fontes naturais de antioxidantes por conterem
diferentes tipos de compostos como vitaminas (4acido ascorbico, tocoferdis), carotendides
(taninos condensados, xantofilas e carotenos), flavonoides (flavonas, isoflavinas, flavonadis,
flavanois, flavanonas), acidos fendlicos (hidroxil benzdico e cindmico), alcoois fendlicos,
estilbenos, lignanos, taninos, antioxidantes contendo enxofre e compostos neoformados
(melanoidinas) (Dasgupta; Klein, 2014; Oroian; Escriche, 2015; Comert; Gokmen, 2018).

A uva (Vitis spp.) € um dos frutos que possui concentragcdes significativas
compostos fenolicos, principalmente os flavonoides. Esses compostos foram identificados
e quantificados em diversos frutos e vegetais, e apresentam alta correlagdo com a atividade
antioxidante (Zhang et al., 2017). Além das fontes in natura, a maioria dos residuos
agroindustriais contém uma variedade de compostos que, através de diferentes
mecanismos, podem prevenir danos oxidativos quando adicionados a alimentos contendo
lipidios (Melo et al., 2016).

Residuos agroindustriais de uva, como os bagagos, compostos por sementes, cascas
e engago sao uma rica fonte de antioxidantes naturais e os mais abundantes subprodutos do
processo de vinificacdo, que em sua maioria sdo descartados pela industria (Porto;
Natolino; Decorti, 2015; Beres et al., 2017; Muhlack; Potumarthi; Jeffery, 2018).

Desta forma, ¢ de suma importincia estudos relacionados a aplicabilidade de
antioxidantes naturais provenientes de residuos de frutos. Estes possuem altos teores de
compostos fendlicos, descartados pelas industrias de alimentos, e sua utilizagdo pode

contribuir para agregar valor ao produto.



Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do extrato de
bagaco de uva proveniente das industrias processadoras de vinho, como antioxidante
natural, frente a oxidagdo lipidica em 6leo de soja, submetido a estocagem acelerada em
estufa (60°C/21 dias).

MATERIAL E METODOS

Material

Foi utilizada a variedade de uva Vitis labrusca, Nidgara rosada (Concord x
Cassady), adquirida da cidade de Jales, Sao Paulo, Brasil (latitude: 20° 16' 08" S,
longitude: 50° 32' 45" W), em 2019. A fabrica¢do do vinho foi realizada na Universidade
Estadual Paulista — UNESP, Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil, processo analogo ao
industrial. O bagago foi estocado a -35°C /24 h e liofilizado por 48 h (Liobras, modelo
L101, Sao Carlos, Brasil); em seguida, submetido em moinho de facas (Marconi, modelo
MA 340, Piracicaba, Brasil), embalado hermeticamente em potes de polietileno e
armazenado a -18°C.

O extrato hidroalcodlico foi preparado de acordo com metodologia adaptada de
Goula, Thymiatis e Kaderides, (2016). O bagaco (10 g) foi submetido a extracdo com 100
mL de solugdo hidroalcoolica 70% (30:70 v/v) em banho ultrassonico (modelo 740 D,
Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil) em temperatura ambiente por 15 min. Entdo, a mistura
foi centrifugada a 3.000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi filtrado. Depois disso, o
solvente usado foi removido, sob pressdo reduzida a 45°C em rotoevaporador (Quimis,
modelo Q 344B2, Sao Roque, Brasil), e a 4gua removida por liofilizagdo, durante 48 horas.
O extrato seco foi pesado e ressuspenso em alcool etilico absoluto 99%, obtendo-se
solugdo-estoque contendo 1 g de extrato para cada 10 mL de solvente (1:10), armazenada
em -18°C até o momento das analises.

O ¢leo de soja refinado, isento de antioxidantes sintéticos (TBHQ e acido citrico),
foi adquirido no comércio local de Sdo José do Rio Preto-SP, Brasil. O antioxidante
sintético TBHQ na forma comercial, com grau de pureza de 99%, foi fornecido pela
empresa de ingredientes alimentares DuPont™ Danisco®.

Estocagem acelerada em estufa

Foram formulados cinco tratamentos, dentre eles o controle, 6leo de soja refinado
sem antioxidantes. Nos demais tratamentos foram adicionados antioxidante sintético e o
extrato de bagago de uva, conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Especificagdes dos tratamentos.

Abreviagoes Tratamentos

oS Oleo de soja

OS+TBHQ;y Oleo de soja + 200 mg/kg de TBHQ

OS+CF Ty Oleo de soja + 200 mg/kg de CFT de uva

OS+TBHQ 99+CFT Oleo de soja + 100 mg/kg de TBHQ + 100 mg/kg de CFT
OS+TBHQs0+CFT;sg Oleo de soja + 50 mg/kg de TBHQ + 150 mg/kg de CFT

TBHQ: terc-butil-hidroquinona; CFT: Compostos fendlicos totais




A concentragdo de 200 mg/kg foi estabelecida como méxima para os ensaios
realizados, por ser a quantidade maxima permitida do antioxidante sintético TBHQ para
aplicagdo em Oleos vegetais, segundo a legislagdo brasileira (Brasil, 2005). E para avaliar o
efeito sinérgico dos antioxidantes, combinac¢des contendo 100 mg/kg de TBHQ + 100
mg/kg de compostos fendlicos totais do extrato; e 50 mg/kg de TBHQ + 150 mg/kg de
compostos fendlicos totais do extrato, foram realizadas. Os tratamentos foram submetidos
a estocagem acelerada em estufa a 60 = 2°C (Marconi, MA 035, Piracicaba, Brasil) por 21
dias, utilizando-se vidros ambar de 100 mL contendo 80 mL de 6leo com relacao
superficie/volume de 0,3/cm. As amostras, em diferentes intervalos de tempos (0, 7, 14, 21
dias), foram recolhidas, inertizadas com nitrogénio gasoso ¢ armazenadas a -18°C até o
momento das andlises.

Analises nas amostras de 6leo

As andlises de acidos graxos livres, dienos conjugados, indices de peroxidos, p-
anisidina e valor total da oxidagdo (Totox) foram realizadas de acordo com métodos da
American Oil Chemists' Society (AOCS, 2009).

A estabilidade oxidativa foi determinada de acordo com o método oficial da
American Oil Chemists' Society (AOCS, 2009), empregando Instrumento Rancimat
(modelo 743; marca Metrohm, Herisau, Suica). A determinagao ocorreu a 110°C e fluxo de
ar de 20 L/h. O periodo de indugdo foi determinado em horas.

A andlise de ganho de massa, descrita por Igbal e Bhanger (2007), foi realizada
pesando-se 2,0 g de amostra em placa de Petri, sendo colocada em estufa com circulagdo
de ar (Marconi, modelo 033, Piracicaba, Brasil) e aquecida a 60°C. A taxa de oxidagdo, em
termos de ganho de massa, foi medida a cada 24 horas em um intervalo de 30 dias. O
tempo necessario para um aumento de 0,5% no peso do 6leo foi considerado como indice
de estabilidade.

A composi¢do de tocoferdis dos oleos foi determinada pelo método oficial da
American Oil Chemists' Society (AOCS, 2009), utilizando cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Varian, modelo Pro Star 210, Walnut Creek, Estados Unidos), equipado com
detector de fluorescéncia nas seguintes condigdes: coluna de silica de 4,6 x 250 mm com
poro de 5 um; como fase movel, mistura de n-hexano e isopropanol (99,5:0,5 v/v); 1,2
fluxo de mL/min, comprimento de onda de excitacdo de 290 nm e comprimento de onda de
emissdo de 330 nm. A quantificacdo de cada isdmero foi realizada por padronizagdo
externa com base em areas de pico, usando padrdes de a-, B-, y - e d-tocoferol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), cujos resultados foram expressos em mg/kg.

Analise estatistica

As analises foram realizadas em esquema fatorial (5 tratamentos x 4 tempos), no
delineamento inteiramente casualizado, cujos resultados obtidos das determinagdes
analiticas foram submetidos a andlise de variancia e as diferencas entre as médias foram
testadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey por meio do programa ESTAT —
Sistema para Analises Estatisticas, versao 2.0.




RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 pode-se verificar que dentre os tratamentos estudados, a quantidade de
acidos graxos livres variou de 0,12 a 0,15% no inicio da estocagem. Ao fim dos 21 dias
houve um aumento nos indices para os tratamentos, com niveis de 0,24-0,28%.

De acordo com o Codex Alimentarius (2009), o teor de acidos graxos livres do 6leo
de soja refinado e para outros oleos vegetais, como canola, milho, girassol, amendoim,
expresso em g de acido oléico/100 g da amostra de 6leo, ¢ de no maximo 0,3%. Desta
forma, os tratamentos analisados apresentaram valores abaixo do limite estabelecido.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos tratamentos sob estocagem em estufa a 60°C.

Anélises/ Tempos (dias)
Tratamentos 0 7 14 21
Acidos graxos livres (%)
0S 0,13+0,01*  0,24+0,02"  0,25+0,01"  027+0,01*
OS+TBHQ,0 0,13+0,01°  0,15+0,01°°  0,15+0,01°°  0,24+0,01°8
OS+CFTag 0,13+0,01*  0,19+0,02°®  0,20+0,01"°  028+0,01**
OS+TBHQ,o+CFTy0  0,15+0,01"  0,15+0,01°  0,23+0,01**®  0,24+0,01*"
OS+TBHQs¢+CFT;50  0,12+0,01%*  0,16+0,02°°  0,17+0,01°"  0,27+0,01*
Dienos conjugados (%)
0S 0,32+0,01  042+0,01*  0,65+0,01" 1,19 +0,02*
OS+TBHQ,o 0,32+0,01°*  0,34+0,01"®  0,34+0,01">  0,36+0,01""
OS+CFTag 0,31+0,01  035+0,01®  047+0,01"® 0,83 +0,01°8
OS+TBHQ,po+CFTjo0  0,33+0,01*  0,36+0,01"® 0,36 +0,01°®  0,39+0,01*
OS+TBHQso+CFT;5o  0,33+0,01"  0,34+0,01"®  0,37+0,01* 0,37 +0,01°°
Peroxidos (meq/kg)
0S 1,17+0,07**  12,00+0,10** 4437+0,11" 65,28 +0,55*
OS+TBHQ,00 1,26+0,01%  241+0,07°  3,98+0,08"  6,27+0,103*
OS+CFTay 1,38+ 0,04 2,.89+0,13  30,18+0,51"™  52,64+0,19"
OS+TBHQ,0o+CFTyp 1,19 £ 0,04% 2,48 + 0,08 5,41 +0,04°° 8,43 +0,33%°
OS+TBHQs¢+CFT5,  1,35+0,14% 3,31+ 0,29® 7,31 £0,07°° 13,12+ 0,43
p-anisidina
OS 0,84 +0,03  341+021"*  643+0,25"  9,77+0,12*
OS+TBHQ»o 0,58 £ 0,05 2,01 +0,04™ 1,34 + 0,02 1,48 +£0,10°°
OS+CFTsy 0,45 + 0,04 1,00 + 0,02°¢ 3,99 +0,02"® 8,36 + 0,08
OS+TBHQ,00+CFTg0 0,77 +0,02°*® 0,95+ 0,02°°  0,91+0,02"> 1,25+ 0,06
OS+TBHQs¢+CFTis 0,43 £0,01® 0,72 + 0,03 0,28 + 0,02%F 3,55+ 0,38%
Totox
0S 3,17+0,16  27.40+0,02** 95,16+ 0,47 140,33 £ 0,98**
OS+TBHQ, 3,00 +0,03  6,83+0,00%  931+0,17° 14,01 £ 0,15
OS+CFTsy 321+0,13% 6,78 +0,27° 64,34+ 1,03 113,63+ 0,47
OS+TBHQ,0o+CFTgp 3,14 £ 0,07 591+018°C  11,74+0,10 18,11+ 0,59*°
OS+TBHQs¢+CFTi5p 3,12 +0,26™ 733+0,62% 14,90+ 0,13 29,79 + 0,47

Meédias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas linhas e
maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Observa-se pela Tabela 2 que houve aumento progressivo na formacdo de dienos
conjugados ao longo do tempo de estocagem para os tratamentos.




Ao final do periodo de estocagem, corroborando com as demais andlises, os
tratamentos OS e OS+CFT, foram os que apresentaram as maiores porcentagens para
dienos conjugados, sendo o dleo de soja controle (OS), o de maior indice. Embora, ao final
do teste acelerado em estufa, o tratamento OS+CFT, tenha obtido valor préximo ao
encontrado para o tratamento OS, o extrato de bagaco de uva Nidgara rosada proporcionou
uma reducao de 30,25% de dienos conjugados.

Pitaro, Fiorano e Jorge (2013) encontraram 1,20 e 1,14% de dienos conjugados,
quando adicionaram 2.000 mg/kg de extrato de manjericdo e orégano, respectivamente, ao
6leo de soja, resultados acima dos encontrados neste trabalho para todos os tratamentos,
inclusive para o tratamento contendo apenas o extrato com antioxidante natural
(OS+CFT200).

O antioxidante sintético adicionado ao 6leo de soja (OS+TBHQ;), reduziu em
69,7% os dienos conjugados em relagdo ao controle em 21 dias. Resultados similares
foram relatados por Silva e Jorge (2012) e Franco e Jorge (2017), em que o antioxidante
sintético apresentou 65,4 ¢ 62,8%, respectivamente, de redu¢ao dos compostos em relagao
ao controle ao final de 21 dias de estocagem.

O tratamento OS+TBHQs,+CFTsp, contendo 150 mg/kg de extrato de bagaco de
uva Nidgara rosada e 50 mg/kg de TBHQ adicionado ao 6leo de soja, conseguiu reduzir em
68,9% os dienos conjugados, porcentagem proxima da encontrada para o tratamento
OS+TBHQ;p0. Com relagdo a concentragdo, Agregan et al. (2017a) precisaram de 1.000
mg/kg de extrato aquoso de Bifurcaria bifurcata para reduzir a formagdo de dienos
conjugados em 72,78% em relacdo ao controle.

Pode-se constatar que os tratamentos apresentaram aumento significativo (p < 0,05)
nos indices de peroxidos ao longo do periodo de estocagem. Quanto maior o tempo, mais
compostos primarios de degradacao foram formados.

A partir do 14° dia de estocagem, o tratamento contendo 200 mg/kg de extrato de
uva aplicado no 6leo de soja apresentou resultado elevado, permanecendo abaixo apenas
do tratamento OS. Shaker (2006) relatou ag¢do pro-oxidante quando investigou extratos de
cascas ¢ sementes de uvas vermelhas francesas da variedade Cardinal sobre a oxidacao
lipidica em 0leo de girassol, armazenado por 7 dias a 60°C.

Ao final de 21 dias, os tratamentos OS e OS+CFT,( foram os que apresentaram os
maiores indices de peroxidos. Apesar disso, estes valores foram menores do que os
relatados por Pitaro, Fiorani e Jorge (2013), que obtiveram indices de peroxidos de 79,55 e
81,71 meq/kg ao avaliarem o poder antioxidante de extratos de manjericdo e orégano,
respectivamente, em Oleo de soja submetido a teste de estocagem por 10 dias. E
corroborando também com os resultados encontrados por Silva e Jorge (2012), que em 15
dias de estocagem acelerada em estufa, obtiveram 41,53 meq/kg, em O6leo de soja
adicionado de 3.500 mg/kg de extrato de Lentinus edodes, valor superior aos verificados
neste trabalho aos 14 dias de estocagem. Adicionar uma concentracdo maior de extrato de
bagaco de uva poderia ter contribuido na redugdo da formagdo de peroxidos no 6leo
estudado.

Agregan et al. (2017a), ao final da oxidacao acelerada de 16 dias, relataram que a
adicao de 600 mg/kg de extrato aquoso de Bifurcaria bifurcata ao 6leo de canola mostrou
efeito inibitorio dos compostos primarios da oxidagdo de lipidios comparavel ao BHT a




200 mg/kg, ou seja, uma concentragdo trés vezes maior foi necessaria para obter a mesma
inibicdo do antioxidante sintético. Rehman et al. (2004) usando extratos de cascas de
batata, necessitaram de concentracdes 8 a 12 vezes superiores as dos antioxidantes
sintéticos para controlar a oxidagao de dleo de soja durante estocagem por 60 dias a 45°C.

O tratamento OS+TBHQ;o foi considerado o mais eficiente contra a peroxidagao
lipidica, uma vez que impediu a formagao de peréxidos no final da estocagem em mais de
90%, em relagdo a amostra controle, OS. Resultados similares foram encontrados por Dias,
Menis e Jorge (2015), em que o TBHQ foi adicionado ao 6leo de soja e impediu a
formagao de peroxidos em 89,7%, e a mistura contendo extrato de alecrim liofilizado com
TBHQ, impediu em 88% em relagdo ao controle.

O tratamento contendo a mistura de 100 mg/kg de CFT e de TBHQ foi o que mais
se aproximou do valor obtido pelo tratamento contendo 200 mgkg de TBHQ,
demonstrando um possivel sinergismo entre os dois tipos de antioxidantes.

A legislagdo brasileira (Brasil, 2021) e o Codex Alimentarius (2009) estabelecem
limite méximo de 10 meq/kg de indice de perdxidos para 6leos vegetais refinados. Os
valores dos indices de perdxidos para os tratamentos OS+TBHQ»o (6,27 meq/kg) e
OS+TBHQ00+CFTjg0 (8,43 meq/kg) permaneceram dentro dos padrdes estabelecidos pela
legislacao até o final do periodo de estocagem avaliado.

Durante a estocagem em estufa houve aumento da formagdo de produtos
secundarios da oxidacdo. Sabe-se que elevados valores de p-anisidina podem influenciar
negativamente na estabilidade dos 6leos durante a estocagem. O tratamento contendo 200
mg/kg de extrato e o controle apresentaram os maiores indices de p-anisidina ao final do
periodo estudado.

Com base nestes resultados, os melhores resultados para o 6leo de soja durante o
ensaio de estocagem de 21 dias foram OS+TBHQ00+CFTjg9 (1,25) e OS+TBHQ2¢ (1,48).
Esses resultados demostram um possivel efeito sinérgico entre o extrato natural e o
antioxidante sintético, visto que ndao houve diferenca estatistica entre eles.

Segundo a literatura, 6leos refinados podem ser considerados de boa qualidade
quando apresentarem valores de p-anisidina abaixo de 10 (Allen; Hamilton, 1983; Tena et
al., 2019), e, como observado neste trabalho, mesmo havendo aumento nos indices de p-
anisidina nos tratamentos ao longo do periodo de estocagem, nenhum tratamento excedeu
o limite recomendado.

Conforme a Tabela 2, no inicio da estocagem, ndo houve diferenca significativa (p
> (0,05) entre os tratamentos, porém com o decorrer do tempo os valores aumentaram. Ao
final dos 21 dias de estocagem, em relacdo ao 6leo de soja, o tratamento OS+TBHQ2g0
apresentou o menor valor Totox (14,01), seguido do tratamento OS+TBHQ;¢o+CFTg0
(18,11).

O valor totox mais elevado indica uma menor estabilidade da amostra de 6leo
contra rancidez oxidativa, e, apesar do tratamento contendo somente extrato ter obtido
resultado elevado ao final do periodo de estocagem, pode-se verificar que o 6leo de soja
adicionado de 200 mg/kg de extrato de bagago de uva Nidgara rosada (OS+CFTyy)
manteve resultado comparavel com o 6leo de soja adicionado de 200 mg/kg de TBHQ
(OS+TBHQ:z00), até o 7° dia de estocagem em condicao acelerada, o que corresponderia a 7

meses em condigdes normais.



Os tratamentos contendo extrato e antioxidante sintético adicionados ao o6leo
apresentaram inibi¢ao de 87,1% (OS+TBHQ;00+CFTig0) € 79,9% (OS+TBHQs¢+CFT;s0),
tdo bons quanto ao 6leo de soja adicionado de 200 mg/kg de TBHQ, OS+TBHQz0o,
(90,4%).

Como ilustra a Figura 1, houve reducao na estabilidade oxidativa dos 6leos durante
o periodo de estocagem para todos os tratamentos, demonstrando que a estocagem nas
condigdes estudadas degradou os compostos antioxidantes presentes nos tratamentos,
diminuindo sua resisténcia a reagao oxidativa.
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Figura 1 - Estabilidade oxidativa dos tratamentos sob estocagem em estufa a 60°C. Para cada tratamento,
médias seguidas das mesmas letras mintsculas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). Para cada tempo
de estocagem, médias seguidas das mesmas letras maitsculas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

No tempo inicial, observa-se que o tratamento OS+TBHQ;o apresentou
estabilidade oxidativa de 16,4 h. Ao final da estocagem, o tratamento
OS+TBHQ90+CFTio9 foi o que obteve o maior periodo de indugao (6,6 h) depois do
tratamento OS+TBHQ,o que atingiu 12,4 h de estabilidade oxidativa.

O antioxidante sintético TBHQ, que ¢ o mais usado nos o6leos vegetais
comercializados no Brasil, foi mais eficiente que o antioxidante natural, apresentando
maior estabilidade ao final do estudo, para o 6leo de soja. Umeda e Jorge (2021) ao
estudarem a aplicacdo de extrato de cebola roxa e outros antioxidantes naturais e sintéticos
em o6leo de soja, também observaram que o TBHQ foi o mais eficiente, obtendo 10 h de
estabilidade ao final dos 21 dias.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo proximos aos encontrados em estudo sobre
a atividade antioxidante de pimenta malagueta. Jorge, Veronezi e Pereira (2018) relataram
que os periodos de inducdo do dleo de soja adicionado de extrato de pimenta malagueta na
concentragdo de 200 mg/kg de compostos fendlicos, foram de 3,1 h ao final de 20 dias de




estocagem. Neste trabalho, o extrato de uva Nidgara Rosada, em condigdes similares
apresentou indice de estabilidade de 3,5 h.

Inicialmente, o ganho de massa ndo foi significativo, mas um aumento repentino
pode ser observado, seguido de declinio em todos os tratamentos durante a estocagem
(Figura 2). O declinio do ganho de massa se deve ao fato de que os peroxidos podem ser
degradados em compostos de baixa massa molecular, ou seja, substancias mais volateis.
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Figura 2 - Taxa de oxidacdo em termos de ganho de massa para os tratamentos sob estocagem em estufa a
60°C.

Os tempos requeridos para alcangar 0,5% do aumento de massa para os tratamentos
realizados com 6leo de soja foram de 9 dias para o controle, 11 dias para OS+CFT20, 12
dias para OS+TBHQs0+CFT;so, 15 dias para OS+TBHQ;¢+CFTjo0 € 16 dias para
OS+TBHQ200.

O ¢leo de soja controle manteve-se estavel até o 9° dia, seguido de aumento até o
13° dia assumindo o méaximo de 4,3% de aumento de massa, com posterior decréscimo. Os
tratamentos OS+CFTo0 € OS+TBHQs¢+CFT,s apresentaram comportamento similar ao
controle, assumindo maiores ganhos de massa em 13 e 15 dias de estocagem, com 4,7 e
5,1%, respectivamente.

Ribeiro e Jorge (2017) relataram efeito sinérgico entre os antioxidantes sintéticos
BHA e TBHQ com o extrato de cascas de café, onde o antioxidante natural contribuiu para
um inicio do ganho de massa mais tardio do que o demonstrado pelo antioxidante BHA,
assumindo maior ganho de massa em 17 dias, com 4,0%. E quando em combinacao
mostrou efeito similar ao adquirido pelo 6leo de soja adicionado apenas de TBHQ.

A retencdo de tocoferdis € uma forma de avaliar a eficiéncia do TBHQ e do extrato
de uva adicionado ao 6leo de soja durante a estocagem acelerada. No inicio do ensaio,
observou-se maiores teores dos isomeros a- € y-tocoferol, sendo o y-tocoferol considerado
um dos antioxidantes lipossoliveis mais eficazes, € o a-tocoferol o principal contribuinte
para a atividade de vitamina E (Zhang et al., 2019). Entretanto, houve reducdo dos
isdmeros de tocoferois ao longo do periodo de estocagem e o isdmero B-tocoferol ndo foi

detectado (Tabela 3).



Embora o tratamento com o extrato OS+CFT,g ¢ a mistura OS+TBHQs¢+CFT;5
tenham apresentado niveis mais elevados do isomero o-tocoferol no tempo inicial, as
misturas OS+TBHQ¢o+CFT90 € OS+TBHQs¢+CFT)s0 expressaram maiores eficiéncias na
retencdo desse isomero, 65 ¢ 62%, respectivamente, ao final dos 21 dias. O mesmo ocorreu
para o isomero y-tocoferol, as misturas OS+TBHQ;¢o+CFTi90 € OS+TBHQs50+CFT)s0
apresentaram maiores taxas de retencdo 59 e 58%, respectivamente. E para o isdmero o-
tocoferol, retengao de 67% foi encontrada nestes tratamentos.

Em relagdo aos tocoferdis totais, houve reducdo desses compostos com o tempo de
estocagem. Mas ao final de 21 dias, altos niveis de a-, y- e d-tocoferdis ainda foram
encontrados nos tratamentos OS+TBHQ0o+CFT;oo ¢ OS+TBHQ5¢0+CFT;s59, demostrando
efeito sinérgico entre o extrato natural e o antioxidante sintético.

Desta maneira, verifica-se que a adi¢do do extrato de uva Niadgara Rosada atuou em
sinergia com o antioxidante sintético TBHQ na prote¢do dos tocoferodis presentes no dleo
de soja, e que o y-tocoferol foi o antioxidante mais eficaz em impedir a degradacdo dos
tocoferais.

Tabela 3 - Teores de tocoferdis dos tratamentos sob estocagem em estufa a 60°C.

Tocoferdéis (mg/kg)/ Tempos (dias)
Tratamentos 0 7 14 21

o-tocoferol

OS 46,25+0,16"  36,66+0,32°C 2445+0,17F 13,65+ 0,26
OS+TBHQ,0 46,35+ 0,03 43,43+0,12°* 29,50+ 0,12° 2549+ 0,23
OS+CFTy 4728 £0,35 41,10+ 0,08 2830+0,16° 24,84 + 0,25
OS+TBHQ,o0+CFT1p0 46,42 +0,07*® 43,42 +0,06™ 35,81 £0,25* 29,96 + 0,69
OS+TBHQs+CFTis50 47,67 +0,17** 43,13 +0,40"  31,82+0,23°® 29,33 +0,33"

y-tocoferol

0S 137,71 £0,23** 9828 +0,37"" 76,77+ 0,21 46,16 + 0,14
OS+TBHQ,0 136,16 £ 0,06 113,20+ 0,06 84,97+ 0,07 63,30 + 0,25
OS+CFTy 136,15+ 0,11°® 11821 +0,65"® 81,60+0,28° 76,16+ 0,14

OS+TBHQ40+CFTgp
OS+TBHQs¢+CFTs

135.73 + 0,258
137,67 + 0,04**

121,60 + 0,24°*
117,58 + 0,258

93,77 + 0,47°*
90,31 + 0,42

80,40 + 0,114
80,45 + 0,43%

o-tocoferol

0S 35,74+ 0,14 27,80+0,15°°  20,24+0,01°° 16,44 + 0,40
OS+TBHQ0 37,96 +0,03*®  31,24+0,17°®  22,72+0,33°C  21,69+0,01®
OS+CFTyg 36,28 +0,18°C  32,84+0,77"*  22,73+0,33°C  20,94+031%®
OS+TBHQ,00+CFTg0 38,97 + 0,024 32,38 £0,22°*  25,85+0,04* 24,09+ 0,09

OS+TBHQs¢+CFTs

37,90 + 0,13

31,20 + 0,238

23,72 + 0,448

24,12 + 0,25

Totais
0S 219,70 + 0,25*® 162,73 +0,83°® 121,46+ 0,37 76,25 + 0,80%°
OS+TBHQ, 220,47 + 0,06 187,87 +0,35°° 137,19+ 0,52 110,48 + 0,04
OS+CFTa 219,70 + 0,42°® 192,14+ 1,34*® 132,62+ 0,11°° 121,94 + 0,42
OS+TBHQ,00+CFTyg0 221,12+ 0.21°® 197,39 + 0,08 155,43 + 0,68 134,45+ 0,90

OS+TBHQs¢+CFTs

223,23 +0,34*

191,91 £ 0,37°8

145,85 + 0,638

133,90 + 1,01%

Meédias + desvios padrdes

das determinagdes

seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).




CONCLUSOES

Na estocagem acelerada em estufa, o TBHQ foi mais eficiente contra a formagao
dos compostos primarios da oxidagdo para o 6leo de soja, seguido pela combinagao (1:1),
mostrando efeito sinérgico entre os antioxidantes. Este efeito também pode ser observado
na inibi¢do da formacdo de compostos secundarios da oxidacdo lipidica, em que
independente da proporcao estudada, as combinacdes obtiveram resultados similares ao
uso de apenas TBHQ.

O TBHQ mostrou maior estabilidade oxidativa no 6leo vegetal quando submetidos
a estocagem acelerada. Entretanto, a combinacdo entre o antioxidante sintético e o extrato
de uva apresentou as maiores retengdes de tocoferdis para o 6leo de soja.

Assim, o efeito sinergistico entre o antioxidante natural e TBHQ possibilitou a
reducdo da concentragdo do TBHQ a ser aplicado ao dleo vegetal quando submetido a
estocagem acelerada em estufa. Tendo em vista os efeitos adversos dos antioxidantes
sintéticos e a davida sobre a sua inocuidade, a diminuicdo do uso destes ja ¢ algo
promissor contribuindo para uma melhor seguranga a satde.
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Resumo: O presente trabalho teve como objetivos analisar a composi¢do quimica da noz
macadamia (Macadamia integrifolia) e avaliar a influéncia de diferentes métodos de
extracao sobre a qualidade e capacidade antioxidante dos oleos, visando utilizagdo para
fins alimenticios. A composi¢ao centesimal da noz foi medida por meio dos teores de
umidade, proteinas, lipidios, carboidratos totais e cinzas. Os 6leos foram extraidos da
oleaginosa empregando os seguintes métodos: Prensagem a frio, Soxhlet e Bligh & Dyer.
A caracterizagdo fisico-quimica dos 6leos foi realizada por meio de métodos analiticos
padrdes para 6leos e gorduras, sendo avaliados o teor de acidos graxos livres, indices de
peroxidos, refracdo, iodo, saponificacdo e matéria insaponificavel. A estabilidade oxidativa
foi determinada com Rancimat, a 110°C e fluxo de ar de 20 L/h. Ainda, os tratamentos
também foram analisados diariamente quanto ao ganho de massa, sob estocagem a 60°C.
Medidas espectrofotométricas foram utilizadas para as determinagdes de compostos
fenolicos totais e atividade antioxidante dos 6leos. A noz macaddmia mostrou-se rica fonte
de lipidios (55,06%), proteinas (8,9%) e carboidratos (33,59%), além de alto valor calérico
(669,8 kcal/100 g). A extragdo por Soxhlet apresentou maior rendimento de lipidios totais
(55,06%). As propriedades fisico-quimicas dos oOleos de macadamia, extraidos pelos
diferentes métodos, foram comparaveis as de 6leos convencionais de boa qualidade, o que
foi evidenciado pelos baixos teores de acidos graxos livres (0,65-,07%) e indice de
perdxidos (0,51-0,76 meq/kg) e, elevados indices de estabilidade oxidativa (28->96 h).
Quanto ao ganho de massa, os tempos requeridos para se alcangar 0,5% de aumento de
massa foram de 26 dias para Soxhlet, 21 dias para Prensagem a frio e 66 dias para Bligh &
Dyer. O método de extragdo por Bligh & Dyer foi o mais eficiente para extrair compostos
fenolicos, destacando-se com 126,93 mg EAG/kg, enquanto os métodos Prensagem a frio e
Soxhlet se sobressairam na obten¢cdo de DPPH (33%) e FRAP (48,84 uMol Trolox/100 g),
respectivamente. Dentre os métodos usados no presente trabalho, o Bligh & Dyer se
destacou pelos maiores niveis de compostos fenolicos totais, que contribuiram para a maior
estabilidade oxidativa, evidenciada pelo ganho de massa.

Palavras-chave: caracterizacao fisico-quimica, estabilidade oxidativa, ganho de massa.




INTRODUCAO

A noz macadamia ¢ uma améndoa nativa da Australia e pertencente a familia das
Proteaceae, as mesmas das grevileas e do carvalho nacional, a qual apresenta quatro
espécies, com destaque para Macadamia integrifolia, Unica no plantio comercial e
Macadamia tetraphylla (Sobierajski et al., 2006).

A noz ¢ originada de uma arvore de cerca de 10 metros de altura, com folhas verde-
escuras ¢ flores produzidas em cachos com 75 ou mais flores, rendendo cerca de 20 frutos
apenas por cacho (Franga, 2007), Figura 1. Os frutos da planta arbérea macadamia sdo
arredondados, com casca avermelhada e polpa carnosa com coloragdo creme-esverdeada
(pericarpo), terminando em uma outra casca (noz) marrom, que contém a améndoa de
coloragdo creme em seu interior (Silva et al., 2011; Fedalto et al., 2018), Figura 2.

(a) (c)

i} HXRR™ & AR
Figura 1- Aspectos gerais da Macadamia integrifolia: arvore (a), flores (b), frutos (c).
Fonte: Imagens elaborada por Jorge, N.

FRUTO
Figura 2 - Caracteristicas do fruto e da noz macadamia.
Fonte: Piza e Moriya (2014).




No Brasil, ¢ um segmento considerado ainda pequeno, sendo o oitavo maior
produtor ¢ o Estado de Sao Paulo destaca-se com aproximadamente 50% da producao
nacional. Os maiores produtores mundiais da noz sdo Africa do Sul, Austrélia, Quénia,
China e Estados Unidos. A noz macadamia, com elevado valor nos mercados interno e
externo, representa um nicho com potencial de expansdo. O consumo de macadamia ¢
altamente competitivo com as outras variedades de nozes e concorre principalmente com
as castanhas de caju e do Para (Martin, 1992; Sobierajski et al., 2006).

Por seus diversos beneficios, a améndoa ¢ procurada entre distintas industrias,
desde a de cosméticos para fabricagdo de hidratantes e cremes, as industrias farmacéuticas
e de alimentos devido as suas propriedades e beneficios a saude na fabricagdo de remédios,
producdo de 6leos e confeitaria, sendo utilizadas in natura, desidratadas ou torradas (Silva
etal., 2011).

A améndoa macadamia possui uma quantidade relativamente alta de o6leo, sendo
entre 66,3% a 81,2% (Mason; Wills, 2000), onde foram encontrados também por Shuai et
al. (2021) quantidades entre 73 e 78% de contetido lipidico em 14 variedades de
macadamia e a umidade varia entre 1,2% a 5,5% (Silva, 2003), dependendo da qualidade,
variedade do fruto, condi¢des climaticas e cultivo da planta, influenciando diretamente em
sua composic¢ao nutricional.

A macadamia apresenta em sua composicdo quimica todos os aminoacidos
essenciais, sendo a maioria deles encontrada em niveis otimos (Franga, 2007). Dessa
forma, o consumo dessas nozes contribui para suprir a auséncia de aminoacidos essenciais
aos seres humanos (Freitas; Naves, 2010). Além disso, a macadamia contém uma série de
componentes que promovem complementos nutritivos e saudéveis ao organismo. Estes
incluem gorduras monoinsaturadas, proteinas, fibras alimentares, minerais, vitaminas e
fitoquimicos (Shuai et al., 2022a).

A macadamia é uma améndoa de alto valor comercial, é rica em nutrientes,
compostos bioativos e gorduras boas, 6leos monoinsaturados (principalmente acidos
graxos oleico e palmitoléico) sendo de grande importancia para a saude humana, devido a
sua capacidade de reduzir o risco de doengas cardiovasculares e os niveis de colesterol
ruim (LDL) no sangue (Shuai et al., 2021).

O oleo de macadamia apresenta coloracdo amarelo claro, cristalino, com sabor
suave e agradavel (Franca, 2007). Possui alto teor de triacilglicerdis, sendo que
aproximadamente 80% destes sdo acidos graxos monoinsaturados, 12% de acidos graxos
saturados e 4,0% de acidos graxos poli-insaturados (Hu et al., 2022; Shuai et al., 2022a). O
0leo de macadamia ¢ similar ao azeite de oliva na composi¢do e uso por apresentar teores
baixos em gorduras saturadas e em gorduras poli-insaturadas.

A maior vantagem deste 0leo ¢ a grande quantidade de 4cido palmitoléico presente
em sua composi¢do. E o tinico dleo vegetal com a maior concentragdo desse acido, que ¢
responsavel pelo metabolismo dos lipidios (Franga, 2007).

Comercialmente, a extracdo de 6leos vegetais pode ser realizada por meio de
diferentes processos de extragdo como: prensagem mecanica (hidraulica e continua),
extracdo por solventes, ou a combinagdo desses dois processos, chamado de misto (Jorge,
2009). A extragao mecanica ¢ o método mais antigo de extragdao de dleo, que consiste na
aplicacdo de pressdo através do uso de prensas. Sendo este um processo simples, de facil




manuseio, facil aquisicdo e ndo utiliza produtos quimicos, utilizados para materiais de
baixa umidade como améndoas com alto teor de dleo. Entretanto, a eficiéncia do processo
mecanico na extragdo de 6leo ¢ inferior ao compara-lo com o processo por solvente. A
torta, coproduto da extracdo mecanica, pode conter uma quantidade apreciavel de oleo
residual em média de 8 a 14% de 6leo ndo extraido. Enquanto o residuo da extracdo por
solvente contém em média 0,5 a 0,6% (Nunes, 2013), tornando-se a extragao do 6leo com
a utilizacao de solventes o caminho mais viavel. Por esse motivo, quando a matéria-prima
tem alto teor de 6leo, acima de 35% em peso, o processo industrial poderd combinar a pré-
prensagem seguida da extragdo por solvente (Rodrigues, 2011).

Por conta do alto valor no mercado e a presenca forte na regido, viu-se a
necessidade de estudar as melhores condi¢des de extragdo do odleo da macadamia
proveniente da Regido Noroeste de Sdo Paulo, visando a obtencdo de um método eficiente
com melhor rendimento e qualidade. Para tanto, o presente estudo teve como objetivos
analisar a composi¢do centesimal da noz macadamia e avaliar a influéncia de diferentes
métodos de extracao sobre a qualidade e capacidade antioxidante dos 6leos obtidos.

MATERIAL E METODOS

Material

Macadamia

As nozes foram obtidas pela empresa Macadamia Bela Vista, localizada na regido
de Amparo/SP, em embalagens plasticas laminadas sob vacuo e entregues no Laboratorio
de Oleos e Gorduras da Universidade Estadual Paulista “Jtlio de Mesquita Filho”, Campus
de Sdo José do Rio Preto-SP.

Oleos

Ap0s o recebimento das nozes, os 6leos foram obtidos pelos diferentes métodos de
extragdo. No método por extracdo a frio com solvente foram utilizados cloroférmio,
metanol e agua na proporcao de 2:1:0,8 (v/v/v), respectivamente, conforme método de
Bligh e Dyer (1959). O processo fisico de extragdo a frio foi realizado por prensa
hidraulica (Tecnal, Modelo TE-098), em temperatura ambiente, com pressao de 3-12
toneladas (Costa; Veronezi; Jorge, 2020). Também foi obtido pelo método de extracdo com
éter de petroleo quente a 40-60°C, em extrator Soxhlet com refluxo por 6 horas (AOCS,
2009).

Apds a extragdo, os Oleos foram acondicionados em frascos de vidro ambar,
inertizados com nitrogénio gasoso, fechados com tampas de rosca e armazenados em
freezer (-18°C) até o momento das analises.

Métodos

Composic¢ao centesimal

Umidade, por aquecimento a 70°C em estufa a vacuo até peso constante de acordo com o
método da AOCS (2009);

Lipidios, por extracdo com éter de petroleo a 40-60°C utilizando um extrator Soxhlet, de

acordo com o método AOCS (2009);



Proteinas, por micro Kjeldahl de acordo com o método 984.13 AOAC (1995);
Cinzas, por calcinagdo a 550°C de acordo com o método Ba 5a-49 AOCS (2009);
Carboidratos e fibras, por diferenga.

Propriedades fisico-quimicas dos 6leos

Acidos graxos livres, expressos em % de acido oleico, pelo método proposto pela AOCS
(2009);

Indice de peréxidos, expressos em meq/kg, conforme o método proposto pela AOCS
(2009);

Indice de refracdo, determinado a 40°C utilizando o refratometro de Abbé de acordo com
o método proposto pela AOCS (2009);

Indice de iodo, determinado pelo método proposto pela AOCS (2009);

indice de saponificagdo, expresso em KOH/g, sendo utilizado o método proposto pela
AOCS (2009);

Matéria insaponificavel, de acordo com o método oficial AOCS (2009);

Indice de estabilidade oxidativa, realizado utilizando o método da AOCS (2009), com o
uso do instrumento Rancimat (Modelo 743, Metrohm Ltd., Herisau, Switzerland),
temperatura de 110°C e fluxo de ar de 20 L/h. Os resultados foram expressos em horas;
Ganho de massa, nessa analise, 2,0 g de amostra de cada tratamento foram pesados em
placas de Petri e colocados em estufa (Marconi, MA 035, Piracicaba, Brasil) a 60°C. A
taxa de oxidac¢do, em termos de ganho de massa, foi medida a cada 24 horas num intervalo
de 84 dias em balancga analitica (Ohaus, mod. AS200, Florham Park, Estados Unidos). O
indice de estabilidade foi definido como o tempo requerido para um aumento de massa de
0,5% (Igbal; Bhanger, 2007).

Atividade antioxidante dos 6leos

Compostos fendlicos totais, com a extragao realizada de acordo com o método proposto
por Parry et al. (2005). A quantificacdo foi determinada conforme a metodologia descrita
por Singleton e Rossi (1965), utilizando reagente de Folin-Ciocalteu e detectados a A = 765
nm em espectrofotometro (Modelo UV-VIS mini 1240, Shimadzu, Chiyoda-ku, Tokyo,
Japao), sendo os resultados expressos em mg EAG/g;

Método DPPH', determinado conforme metodologia descrita por Kalantzakis et al. (2006).
Este método consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2, difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH). A medida da atividade antioxidante foi feita
espectrofotometricamente em 517 nm e os valores medidos foram convertidos em
porcentagem de atividade antioxidante (%);

Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), realizado de acordo com
Szydtowska-Czerniak et al. (2008). O ensaio FRAP estd baseado na capacidade dos fendis
em reduzir o Fe’* em Fe*". Quando isto ocorre, na presenga de 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ), a redug¢ao ¢ acompanhada pela formagao de um complexo corado com o Fe®",
assim, a cor da solugdo muda de amarela para verde dependendo do poder do antioxidante
(Pulido, Bravo, Saura-Calixto, 2000). O ensaio foi expresso em pMol Trolox/100 g.




Analise estatistica

O trabalho foi realizado no delineamento inteiramente casualizado. Os resultados
obtidos das determinagdes analiticas foram submetidos a analise de varidncia e as
diferengas entre as médias foram testadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, por
meio do programa ESTAT, versao 2.0 (Banzatto; Kronka, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao centesimal da noz

A composicdo centesimal ou percentual exprime de forma geral, o valor nutritivo
de um alimento e corresponde a propor¢cdo dos grupos homogéneos de substancias
presentes em 100 g do alimento considerado. Os grupos de substincias considerados
homogéneos sdo aqueles que se encontram em todos os alimentos, a saber: umidade,
proteinas, cinzas, lipidios ou extrato etéreo, fibras e carboidratos totais, quando
determinados por diferenca (Taco, 2011).

As analises e parametros da composi¢do centesimal da noz macadamia estdo
descritos na Tabela 1. A umidade, caracteristica importante relacionada a estabilidade,
qualidade e composi¢cdo da noz, apresentou valor de 1,22%, condizente com estudo
realizado por Shuai et al. (2021), que obtiveram 1,68%, em média, para 15 cultivares na
China. Baixo teor de umidade ¢ importante para manter a qualidade e vida de prateleira da
noz, pois com a umidade baixa e, consequente, baixa atividade de 4gua se tem uma
reducdo na probabilidade de crescimento microbiano, na fermentag¢do injustificada, na
germinagdo prematura da noz e, também, em muitos processos bioquimicos indesejaveis.

Tabela 1 - Composi¢do centesimal da noz macadamia.

Parametros (%)
Umidade 1,22 £ 0,04
Lipidios 55,06 + 3,85
Proteinas 8,85 +£0,08
Cinzas 1,28 £0,03
Carboidratos totais* 33,59

Valor energético (kcal/100 g) 669,8

*Calculado por diferenca.

A noz estudada mostrou-se importante fonte de lipidios, com quantidade superior a
50% desse macronutriente. Estudo realizado com nozes comerciais de mercados irlandeses
relatou teor de lipidios de 59,2% para a noz macadamia, valor superior ao encontrado no
presente trabalho (Maguire et al., 2004). O teor de proteinas obtido foi de 8,85%,
corroborando com outros resultados obtidos por Shuai et al. (2021) que avaliaram 15
cultivares de nozes macadamia na China e obtiveram, em média, 8,07% de proteinas.

O teor de cinzas indica presen¢a de minerais, que sao importantes para fungdes
vitais do organismo, tendo presentes em maiores quantidades, potassio, magnésio, fésforo
e calcio. No presente trabalho obteve-se valor de 1,28% para cinzas, estando de acordo
com Shuai et al. (2021), cujo valor encontrado foi de 1,29% e com Venkatachalam e Sathe




(2006), que obtiveram 1,16%. A noz macadamia apresentou 33,59% de carboidratos totais,
revelando-se como importante fonte desse macronutriente quando incluida na dieta.

A noz estudada pode constituir importante aporte energético, uma vez incluida na
dieta. Utilizando o fator de correcao de 4 kcal/g para os teores de proteinas e carboidratos,
e 9 kcal/g para lipidios, foi possivel estimar o aporte calorico da oleaginosa que forneceu
669,8 kcal/100 g, no entanto, Fedalto et al. (2018) obtiveram para a noz macadamia valor
energético de 700,08 kcal/100 g.

Extracao dos o6leos

Dentre os métodos de extracdao, os rendimentos foram de 55,06% para Soxhlet,
49,04% para Bligh & Dyer e 12,37% para a Prensagem a frio. Evidencia-se que, os
métodos de extragcdo lipidica por solvente sdo mais eficientes, com maior quantidade
extraida e menor acimulo de 6leo residual na torta, a partir de interagcdes com solvente,
porém, apresentaram valores abaixo da média (75,98%) obtida por Shuai et al. 2021 ao
avaliarem 15 cultivares de noz macadamia. O baixo teor pode ser justificado pela
granulometria da améndoa no momento da extragdo, pois quanto menor o didmetro da
particula da améndoa, maior a area superficial de contato com solvente, logo, melhor a
extracdo e rendimento, havendo grande influéncia o modo e condi¢cdes de preparo da
amostra para a extragcdo do 6leo (Ferreira, 2015). Os resultados de rendimentos da extragdo
dos 6leos encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Rendimentos das extra¢bes dos 6leos.

Métodos (%)

Prensagem a firio 12,37+ 0,01°
Soxhlet 55,06 + 3,85°
Bligh & Dyer 49,04 +5,18"

Meédias + desvios padrdes seguidas de mesmas letras na coluna ndo
diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A extragdo por prensagem a frio pode ser uma opg¢ao viavel em termos de qualidade
do 6leo, pois 0 mesmo, ndo sofre possiveis alteragdes devidas ao processo de aquecimento
quando comparado ao Soxhlet, obtendo 6leo bruto rico, apresentou baixa extracao,
podendo ser ocasionada pelas condi¢cdes de extragdo manual e pela retencdo de 6leo
contido no pano filtrante e torta residual, podendo ser retirado por métodos com solvente.
Os métodos de extracdo mostraram comportamento semelhante aos encontrados por Shuai
et al. (2022a), onde os métodos por solvente tiveram maiores rendimentos.

Caracterizacao dos oleos

A porcentagem de acidos graxos livres pode ser um indicativo de degradagao,
indicando a qualidade do 6leo relacionado ao desenvolvimento de reagdes hidroliticas no
6leo, onde a rancidez ¢ acompanhada geralmente pela formagdo de acidos graxos livres
indicando a quebras de moléculas em sua cadeia, sendo influenciada pela luz e
temperatura, causando perda da qualidade (Ferreira, 2015). Conforme Tabela 3, os valores
obtidos variaram de 0,65 a 1,07%, para Soxhlet e Prensagem a frio, respectivamente.




Menor porcentagem de &cidos graxos livres reflete em menor degradacdo do oleo,
representando melhor qualidade e estabilidade. Para a legislagdo brasileira, a acidez livre
deve ser de no maximo 0,6 mg KOH/g (0,3% de acidez) para o6leos e gorduras refinados e
um maximo de 4,0 mg KOH/g (2% de acidez) para o6leos prensados a frio e ndo refinados.
Observa-se que os 6leos estudos encontram-se dentro dos padrdes (Brasil, 2021).

Tabela 3 - Analises fisico-quimicas dos 6leos de macadamia.

Analises Prensagem a frio Soxhlet Bligh & Dyer
Acidos graxos livres (% oleico) 1,07 £0,02° 0,65 £0,04° 0,84 +0,02°
Indice de peroxidos (meq/kg) 0,51+0,01° 0,76 + 0,07 0,66 + 0,07*
Indice de refracdo (40°C) 1,4610 = 0,0007° 1,4608 + 0,0004" 1,4593 £ 0,0004°
Indice de iodo (g 1./100 g) 90,68 + 0,90° 92,93 + 1,45° 91,31 +7,41°
Saponifica¢io (mg KOH/g) 195,11+ 1,27° 195,38 +2,63" 289,44 + 0,02°
Matéria insaponificavel (%) 0,94 +0,03° 1,05+0,01° 0,53 +£0,02°
Estabilidade oxidativa (h) 27,74 £ 0,43¢ 47,49 + 1,03° > 96"

Meédias + desvios padroes seguidas de mesmas letras nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O indice de perdxidos ¢ uma medida utilizada para detectar a quantidade de
produtos primdrios gerados da oxidacdo em oOleos. Os resultados obtidos apresentaram
menor valor de 0,51 meq/kg para extra¢ao por Prensagem, 0,66 meq/kg para Bligh & Dyer
e maior valor de 0,76 meq/kg pelo método de Soxhlet, pela agdo da temperatura durante a
extragdo, sendo um indicativo de maior degradacdo do 6leo. Os valores encontrados foram
similares e encontram-se abaixo dos relatados por Ribeiro et al. (2020), 0,95 meq/kg para
0leo de macadamia extraido por prensagem hidraulica sem tratamento. Em estudo
realizado por Costa e Jorge (2012) caracterizando castanhas e nozes foram encontrados
0,30 e 0,90 meq/kg para noz Peca e Noz, respectivamente. A legislacdo brasileira
preconiza que os indices de peroxidos devem ser no maximo 10 e 15 meq/kg para oleos e
gorduras refinados e oOleos prensados a frio e ndo refinados, respectivamente, estando
dentro dos padrdes. (Brasil, 2021).

O indice de refracdo indica o grau de saturagdo e a razdo entre as duplas ligacGes
cis/trans dos acidos graxos, obtendo valor de 1,4593 na extragdo por Bligh & Dyer, 1,4608
pelo método de Soxhlet e 1,4610 por Prensagem a frio, valores consistentes com os
encontrados por Shuai et al. (2022a) para 6leos de macadamia (1,467). De acordo com
Costa e Jorge (2012), o indice de refracdo mais elevado foi encontrado para o 6leo de Noz
(1,4698), seguido pelo de noz Peca (1,4667), valores consistentes com os encontrados para
0leos convencionais como algodao (1,458-1,466), milho (1,465-1,468) e soja (1,466-1,470)
(Codex Alimentarius, 2009).

O indice de iodo indica o grau de insaturacdo do lipidio, sendo o menor valor
obtido pela Prensagem de 90,68 g 1,/100 g, pelo método de Soxhlet 92,93 g 1,/100 g e
maior por Bligh & Dyer com 91,31 g I,/100 g, indicando que os métodos de extragdo nado
se diferenciando estatisticamente entre si. Os valores encontrados foram acima dos obtidos
por Ribeiro et al. (2020) quando empregaram 6leos provenientes de prensa hidraulica (82,7
g [,/100 g) e prensa tipo parafuso (78,1 g I,/100 g) e Shuai et al. (2022a) quando utilizaram




6leos obtidos por diferentes métodos de extragdo, prensagem e solvente, 70,31 e 70,01 g
I,/100 g, respectivamente.

O indice de saponificacdo ¢ inversamente proporcional a massa molecular média
dos acidos graxos dos acilglicerdis presentes, ou seja, um indice de saponificagdo elevado
indica acidos graxos de massas moleculares baixas e vice-versa. Conforme Tabela 3, pode-
se notar que apenas o indice de saponificagdo do método Bligh & Dyer diferiu
significativamente das demais oleaginosas. Nos oOleos extraidos da noz macadamia
verificou-se menores indices de saponificagdo para Prensagem a frio e Soxhlet (195 mg
KOH/g) e maior indice para Bligh & Dyer (289 mg KOH/g). Os métodos por prensagem e
solvente estdo condizentes com os resultados encontrados por Shuai et al. (2022a) que
obtiveram 191,12 189,36 mg KOH/g, respectivamente. Por outro lado, Rengel et al. (2015)
obtiveram 214,1 mg KOH/g para 6leos de macadamia extraido por solvente.

Com relagdo ao teor de matéria insaponificavel, as porcentagens encontradas
diferiram significantemente entre os métodos empregados. O menor teor foi obtido para
6leo obtido por Bligh & Dyer (0,53%), seguidos dos 6leos extraidos por Prensagem a frio
(0,94%) e Soxhlet (1,05%). Kornsteiner, Wagner e FElmadfa (2006) estudaram as
caracteristicas dos 6leos de diferentes castanhas e nozes, reportando teores de matéria
insaponificavel desde 0,27% para o dleo da aveld até 0,52% para castanha do Brasil,
enquanto os 6leos da Noz e da noz Peca continham 0,33 e 0,38%, respectivamente. Souza
et al. (2007) avaliando 6leos de noz macadamia encontraram valores variando de 0,45 -
0,64%.

A estabilidade oxidativa de um oleo ¢ definida pelo tempo necessario para que
atinja um nivel minimo de rancidez detectavel e mudancas de oxidagdo lipidica, este
parametro ¢ de grande importdncia na indastria de alimentos, para determinacdo e
utilizacao para produtos de qualidade (Antoniassi, 2001). Entre os 6leos analisados houve
diferenca significativa para a estabilidade oxidativa, sendo o de maior periodo de inducdo o
6leo obtido pelo método Bligh & Dyer (> 96 h), seguido pelos 6leos extraidos por Soxhlet
e Prensagem a frio, com 47,49 e 27,74 h, respectivamente.

Shuai et al. (2022a) avaliando 6leos de noz macadamia obtidos por diferentes
métodos de extragdo (prensagem, solvente e aquoso) encontraram indices de estabilidade
oxidativa utilizando Rancimat com fluxo de ar de 20 L/h e temperatura de 110°C de 15,33
e 13,86 h, para os 6leos extraidos por prensagem e por solvente, respectivamente.

Ribeiro et al. (2020) determinaram a estabilidade oxidativa do 6leo de macadamia,
sob diferentes condigdes de extracdo, e obtiverram resultados de 18,6 e 48,7 h, para oleos
extraidos em prensa tipo parafuso e prensa hidraulica, respectivamente.

Amaral et al. (2006) caracterizando oleos de 19 cultivares de avelds portuguesas,
obtiveram estabilidade oxidativa, sob as mesmas condic¢des de estudo, oscilando entre 8,9 e
16,3 horas. Com relagdo aos 6leos analisados neste trabalho o método Bligh & Dyer
apresentou maior estabilidade oxidativa que os demais Oleos, apresentando boa
estabilidade quanto a vida de prateleira.

O valor de estabilidade oxidativa superior a 96 h, obtido para o 6leo de macadamia,
encontra-se entre os mais altos ja relatados na literatura para 6leos vegetais (Souza et al.,
2007). Maiores indices indicam maior estabilidade do 6leo nas condigdes analisadas.
Entretanto, as comparagdes sdo dificultadas pelas diferencas entre condi¢des de andlise




como temperatura, fluxo de ar e quantidade de oleo. A alta estabilidade oxidativa esta
associada com a composicdo em dacidos graxos, que no caso do 6leo de macadamia ¢
bastante favoravel em funcdo dos altos teores de acidos graxos monoinsaturados e baixo
em poli-insaturados (C18:2 e C18:3) (Silva et al., 2011). Os maiores niveis de compostos
fendlicos totais também podem ter contribuido para a maior estabilidade oxidativa (Tabela
3), evidenciada pelo ganho de massa, conforme Figura 3.
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Figura 3 - Taxa de oxidag@o em termos de ganho de massa (%) dos tratamentos submetidos a estocagem
acelerada em estufa a 60°C.

Desta maneira, os resultados obtidos por este trabalho mostraram uma boa
estabilidade oxidativa do 6leo de macadamia, quando comparado a outros 6leos vegetais
comerciais mais comuns, como Oleos de soja, milho, girassol e canola, que apresentam
valores de estabilidade acima de 10 h em sua maioria, sendo maior o 6leo de soja, variando
entre 4 e 26 h (média ~14,5 h) e menor o de girassol, variando entre 1 e 5 horas (média
~4,3 h), descritos por Freitas e Jorge (2022). Portanto, o 6leo de macadamia possui grande
potencial por suas Otimas propriedades, também sendo observado que a composicao dos
oleos e métodos de extracao tem capacidade de influenciar na qualidade final do 6leo.

Conforme Tabela 4, nos primeiros dias, observa-se que o ganho de massa nao foi
significativo, mantendo o peso constante. Porém, ao longo do tempo de estocagem ¢
notavel um aumento repentino, seguido de um declinio para os tratamentos, havendo uma
variagao entre o inicio e o fim do ganho de massa durante o periodo analisado, até obter
novamente um peso constante.

Para os métodos de extragdo alcancarem 0,5% de ganho de massa foram
necessarios aproximadamente 26 dias para Soxhlet, 21 dias para Prensagem a frio e 66 dias
para Bligh & Dyer. Os picos maximos de ganho de massa aconteceram nos dias 36, 32 e
74, com percentuais de aproximadamente 2,5, 2,9 e 2,3% para Soxhlet, Prensagem a frio e

Bligh & Dyer, respectivamente.



Tabela 4 - Médias de ganho de massa (%) para os métodos de extracdo x tempos de
estocagem a 60°C.

Tempo Métodos de extracao

(dias) Prensagem a frio Soxhlet Bligh & Dyer
6 0+ 0,00 0+ 0,00 0+ 0,00™°
12 0+ 0,00 0+ 0,00 0+ 0,00™°
18 0,27 + 0,06 0+ 0,00 0+ 0,00™
24 2,04+0,01*® 0,65+ 0,02 0+ 0,00
30 2,87 40,01 2,23 40,01 0+ 0,00
36 1,79 + 0,05"® 2,19+0,03* 0+ 0,007
42 0+ 0,00 0,39 + 0,23%¢ 0+ 0,00°°
48 0+ 0,00 0+ 0,00 0+ 0,00™"
54 0+ 0,00 0+ 0,00 0+ 0,00™"
60 0+ 0,00 0+ 0,00 0+ 0,00™"
66 0+ 0,00°° 0+ 0,00°° 1,22 +£0,28%®
72 0+ 0,00°° 0+ 0,00°° 2,35+0,12%
78 0+ 0,00°° 0+ 0,00°° 0,65 + 0,66
84 0 + 0,00* 0+ 0,00* 0+ 0,00°°

Médias + desvios padrdes seguidas de mesmas letras mintisculas nas linhas e maiusculas nas
colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O decréscimo do ganho de massa apresentado pela Figura 3, pode ser explicado
pela degradacao dos peroxidos em outros compostos de baixo peso molecular, além de
substancias volateis (Jorge; Veronezi; Pereira, 2018).

Atividade antioxidante dos o6leos

Os compostos fenolicos se destacam por sua acdo antioxidante, inibindo a
peroxidagdo lipidica e a lipoxigenase in vitro. Estes compostos desempenham um papel
importante, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo.
Antioxidantes fenolicos funcionam como sequestradores de radicais livres, doando um
atomo de hidrogénio a um radical lipidico, e, algumas vezes como quelantes de metais
(Hung et al., 2009; Pyrzynska; Biesaga, 2009).

Observando a Tabela 5, as concentragdes variaram entre 86,60 mg EAG/kg, para o
6leo extraido por prensagem a frio, e 126,93 mg EAG/kg para o dleo extraido por solvente,
metodo Bligh & Dyer, com diferenca significativa entre o 6leo extraido por Bligh & Dyer
e os demais tratamentos. Em estudo realizado por Shuai et al. (2022a) com 6leos de noz
macadamia obtidos por diferentes métodos de extracdo (prensagem, solvente e aquoso),
foram encontrados teores de compostos fendlicos totais de 39,74; 31,62 e 36,37 mg
EAG/kg, respectivamente, valores abaixo dos encontrados no presente estudo. Em outro
trabalho, Shuai et al. (2022b) avaliaram o6leos de macadamia extraidos por solvente,
provenientes de diferentes regides de cultivo da China, e obtiveram teores de 21,98 a 71,04
mg EAG /kg.




O solvente de extracdo apresenta influéncia na determinacdo de compostos
fenolicos totais, uma vez que a polaridade do solvente interfere nos tipos de compostos
extraidos, ou seja, quanto maior a polaridade do solvente de extragdo, maior a quantidade
de compostos fenolicos totais extraidos.

Tabela 5 - Determinagdes de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos 6leos.

Determinagoes Prensagem a frio Soxhlet Bligh & Dyer
Fendlicos (mg EAG/kg) 86,60 + 1,89b 88,93 + 2,36b 126,93 £ 0.47°
DPPH (%) 33,00 £ 0,06" 22,94 £ 0,49° 28,96+ 0,18°
FRAP (uMol Trolox/100 g) 35,18+ 1,59b 48,84 +1,00° 33,42 +0,77°

Meédias + desvios padroes seguidas de mesmas letras nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

No método de DPPH" mede-se a capta¢do de um radical por meio da diminui¢do da
absorvancia, que acontece devido a redu¢do de um antioxidante ou por reagdo com
radicais. Os Oleos demonstraram baixa capacidade sequestradora do radical DPPH’, no
entanto, o método de extracdo por Prensagem mostrou maior capacidade antioxidante
(33%) em relacdio aos demais, 28,96 e 22,94% para Bligh & Dyer e Soxhlet,
respectivamente. Em estudo realizado por Shuai et al (2022a), ao avaliarem diferentes
métodos de extracao de 6leo de macadamia, encontraram maior resultado para o método de
extragdo por prensagem, preservacdo de compostos minoritarios presentes no 6leo.

A capacidade antioxidante medida por FRAP mostrou maior resultado para o
método Soxhlet, com 48,84 pMol Trolox/100 g, enquanto Prensa e Bligh & Dyer foram
obtidos 35,18 e 33,42 uMol Trolox/100 g, respectivamente. Observa-se que as fracdes
lipidicas apresentaram comportamento semelhante entre os métodos Prensagem a frio e
Bligh & Dyer. Wall (2010) obteve entre 40,03 e 65,78 nMol Trolox/g para sete cultivares
de macadamia.

O sistema FRAP ¢ comumente utilizado para estudar a capacidade antioxidante de
frutos e plantas. Outros autores encontraram resultados semelhantes para dleos de oliva e
girassol, 152 e 65,3 uMol Trolox/100 g, respectivamente, e valores de 40,0, 10,8, 15,3 e
10,0 uMol Trolox/100 g foram obtidos para 6leos de canola, azeite, girassol e milho,
respectivamente (Saura-Calixto, Goiii, 2006; Cheung; Szeto; Benzie, 2007).

CONCLUSOES

De acordo com os resultados, a noz macadamia mostrou-se rica fonte de lipidios
(55,06%), proteinas (8,9%) e carboidratos (33,59%), além de alto valor caldrico (669,8
kcal/100 g). Verificou-se que a noz estudada constitui fonte significativa de lipidios, sendo
uma fonte alternativa para 6leos vegetais comestiveis. A extragdo por Soxhlet apresentou
maior rendimento de lipidios totais (55,06%).




As propriedades fisico-quimicas dos o6leos extraidos da noz macadamia, pelos
diferentes métodos, foram comparaveis as de 6leos convencionais de boa qualidade, o que
foi evidenciado pelos baixos teores de acidos graxos livres (0,65-1,07%) e indice de
peroxidos (0,51-0,76 meq/kg), inferindo baixa degradagdo hidrolitica e oxidativa, além de
elevados indices de estabilidade oxidativa (28->96 h).

Quanto ao ganho de massa, os tempos requeridos para se alcancar 0,5% de aumento
de massa foram de 26 dias para Soxhlet, 21 dias para Prensagem a frio e 66 dias para Bligh
& Dyer.

O método de extracao por Bligh & Dyer foi o mais eficiente para extrair compostos
fenolicos, destacando-se com 126,93 mg EAG/kg, enquanto os métodos Prensagem a frio e
Soxhlet se sobressairam na obten¢do de DPPH (33%) ¢ FRAP (48,84 uMol Trolox/100 g),
respectivamente. A extragdo por Soxhlet apresentou maior rendimento de lipidios totais e
foi mais eficiente na extracdo de matéria insaponificavel, além de apresentar melhor
atividade antioxidante por FRAP.

Dentre os métodos empregados no presente trabalho, o Bligh & Dyer se destacou
pelos maiores niveis de compostos fendlicos totais, que contribuiram para a maior
estabilidade oxidativa, evidenciada pelo ganho de massa.

Analisando a composi¢do da noz macadamia e as propriedades gerais dos 6leos
obtidos pelos diferentes métodos, pode-se verificar grande potencial para aplicagdo tanto
em alimentos como nas industrias quimica, farmacéutica e cosmética. Contudo, estudo
futuros sdo necessarios sobre as lacunas desta investigacao.
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Resumo: A demanda de 6leos vegetais com constituintes bioativos vem aumentando nos
ultimos anos devido a presenga de componentes especiais, 0S quais caracterizam esses
0leos como alimentos funcionais. Por ser um campo de estudo relativamente recente, ha
necessidade de um maior nimero de pesquisas sobre os Oleos vegetais que contém
substancias biologicamente ativas assim como sobre a estabilidade destes compostos sob
aquecimento. O presente estudo teve como objetivo principal avaliar a estabilidade dos
compostos bioativos de 6leos extraidos de polpas de frutos de palmeiras amazonicas, sob
aquecimento. Os Oleos destes frutos, extraidos via Soxhlet, foram analisados fisico-
quimicamente, bem como foram determinados seus compostos bioativos, com o intuito de
avaliar a possivel aplicag@o desses 6leos especiais como alimentos com alegagdo funcional.
Os ¢6leos de pupunha e tucuma foram submetidos as andlises da estabilidade de seus
compostos bioativos quando submetidos ao processo de termoxidagao a 180°C/9 horas. O
acido oleico foi quantificado nos o6leos de pupunha e tucumd, predominando com
concentragdes de 64,72 e 79,22%, respectivamente, demonstrando potencial para novas
fontes de dleo “alto-oleico”. O o6leo de tucuma se apresentou mais insaturado, enquanto o
de pupunha se mostrou mais saturado. Os 6leos de pupunha e tucuma quando submetidos
ao aquecimento apresentaram boas retengdes dos compostos bioativos, fitosterois e
compostos fendlicos. Apos avaliar a composicao dos 6leos obtidos dos frutos amazonicos,
pode-se constatar importantes fontes de bioativos a serem empregados como potenciais
aditivos alimentares com alegagdes de propriedades funcionais.

Palavras-chave: 4acidos graxos, compostos bioativos, estabilidade oxidativa, frutos
amazonicos.




INTRODUCAO

O Brasil e a América Latina apresentam um grande potencial a ser explorado com
relacdo aos alimentos funcionais e seus compostos bioativos (Ter Steege et al., 2019). A
biodiversidade existente no Brasil oferece perspectivas em longo prazo no
desenvolvimento de alimentos funcionais, mas depende de questdes econdOmicas, de
informacao do consumidor, da legislacdo e dos investimentos em pesquisa (Fadavi;
Barzegar; Azizi, 2006).

O conhecimento do conteido de alguns constituintes, como os minerais € as
vitaminas, também tem se tornado uma importante preocupagao dos profissionais da area
de satde e da ciéncia de alimentos, estendendo-se até o consumidor, que cada vez mais se
interessa em consumir alimentos que promovam a melhoria da qualidade de vida (Sir6 et
al., 2008).

Devido destaque deve ser dado aos fitosterois, tocoferdis, compostos fendlicos e
carotenoides por possuirem elevada atividade antioxidante, atuando como substancias que
retardam ou impedem a acdo de radicais livres no organismo, assim como atuam no
controle do teor de colesterol sanguineo e na prevencdo de doengas cardiacas (Ettinger,
2013).

A identificacdo destes compostos ¢ de importancia fundamental no sentido de
caracterizar novas fontes alternativas de compostos bioativos com alegagdes de
propriedades funcionais que possam incorporar caracteristicas desejaveis quando utilizadas
no preparo de novos produtos, ou mesmo quando consumidas in natura.

Os alimentos de origem vegetal constituem uma das principais fontes de compostos
biologicamente ativos, o que tem dado suporte para muitos estudos na tentativa de
encontrar espécies vegetais ricas em tais compostos. Dentre essas espécies, os frutos
amazonicos merecem destaque, pois sdo utilizados e aproveitados pela populagdo nativa,
podendo ser consumidos in natura ou na fabricagdo de doces, geleias, licores, sucos,
sorvetes, bolos, paes e biscoitos (Pereira, 1996; Arboleda et al., 2007).

Desta forma, o estudo da biodiversidade da vegetacdo amazonica tem despertado
interesse dos pesquisadores, visando o manejo adequado e o melhor aproveitamento das
espécies frutiferas na alimentacdo humana. Além disso, existe o interesse dos
pesquisadores na identificacdo de novas fontes de matéria-prima de baixo custo, com
disponibilidade de 6leo e proteina e com elevado potencial industrial (Costa; Veronezi;
Jorge, 2022).

Estudos ja tém reportado que determinados frutos amazdnicos contém relevantes
quantidades de oleo, entretanto, maiores investigagdes sobre a composicdo quimica e
propriedades bioativas sdo necessarias para avaliar o seu potencial como fontes de matéria-
prima de boa qualidade para a industria (Souza et al., 2020).

O aumento no interesse pelos Oleos vegetais e seus derivados também esta
relacionado a gradual tendéncia de substituicdo na dieta humana das gorduras de origem
animal, inclusive em paises tradicionais no consumo de gorduras animais. O uso de 6leos
vegetais para fins ndo alimenticios como, por exemplo, pelas induastrias quimica,
farmacéutica e cosmética, também tem contribuido para o aumento no consumo destes

oleos.



A fim de explorar e utilizar estes recursos naturais presentes no pais, em especial os
frutos amazonicos, fez-se necessario realizar um estudo da composi¢do de Oleos,
provenientes de polpas e améndoas, com a finalidade de identificar compostos bioativos
potenciais para o desenvolvimento de alimentos com alegacdo funcional, além de avaliar a
estabilidade destes compostos bioativos sob aquecimento.

MATERIAL E METODOS

Material
Obtencao dos frutos

Os frutos de espécies nativas da Amazonia utilizados no presente trabalho foram
provenientes das regides Norte do Brasil, situada na latitude de 01°2721"S e longitude de
48°30'16"W (Figura 1). Os frutos, pupunha (Bactris gasipaes) e tucuma (Astrocaryum
aculeatum), foram adquiridos no mercado Ver o Peso, localizado na cidade de Belém —
PA, e transportados in natura por via aérea.

g il . Al
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Figura 1 - Frutos amazdnicos. a: Pupunha; a.l: Fruto; a.2: Mesocarpo; a.3: Améndoa. b: Tucuma;
b.1: Fruto; b.2: Mesocarpo; b.3: Améndoa.
Fonte: Fonte: Imagens elaborada por Costa, T.

Preparo das amostras

Os lotes de cada espécie de frutos, pesando entre 600-1.100 g, logo apos a chegada,
foram homogeneizados em recipiente de plastico e imediatamente embalados a vacuo,
devidamente rotulados e armazenados a temperatura de -18°C. Conforme necessario para
analises, os frutos inteiros foram secos em estufa com circulacdo de ar for¢ada a 40°C, por
3 h.

ApoOs secagem prévia separou-se a polpa do carogo dos frutos com auxilio de faca
inox. Entdo, a polpa foi novamente seca em estufa de circulagao de ar forgada a 40°C até
atingir umidade inferior a 10%. Na sequéncia, foram armazenados em recipientes plasticos




vedados com tampas de rosca e devidamente rotulados, armazenados a temperatura
ambiente e ao abrigo de luz, para anélises posteriores.

Extracdo dos 6leos

Para extracdo dos oleos das polpas foram feitos cartuchos com papel de filtro,
contendo 10 g de amostra previamente triturada em moinho de faca. Os o6leos foram
obtidos por extragdo com éter de petroleo a 40-60°C utilizando extrator Soxhlet, com
refluxo por 6 h. Posteriormente, foram acondicionados em frascos de vidro ambar,
inertizados com nitrogénio gasoso, selados e armazenados a -18°C até o momento das
analises.

Termoxidacio

Os o6leos das polpas de pupunha e tucuma foram submetidos a termoxidagdo. Dez
gramas de cada 6leo foram aquecidos a 180°C por 0, 3, 6 € 9 horas em tubos sem tampas
do Rancimat (Metrohm), sem injecdo de fluxo de ar. As amostras foram recolhidas e
inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a temperatura de -18°C até o momento
das analises. As amostras termoxidadas foram analisadas quanto aos dienos conjugados,
compostos polares totais e estabilidade oxidativa, assim como, compostos fenolicos totais,
perfil de acidos graxos e composicdo em fitosterais.

Métodos
Dienos conjugados

Foi utilizado o método oficial AOCS Ti 1a-64 (2009). O 6leo foi diluido em iso-
octano (2,2,4-trimetilpentano), de forma que a leitura de absorvancia estivesse entre 0,2 e
0,8. Foram utilizados, portanto, baldes volumétricos de capacidade adequada para diluicao
da amostra dependendo do estado oxidativo da mesma. A absorvancia foi medida a 233
nm.

Compostos polares totais

Determinacao realizada empregando o método cromatografico 2.507 proposto pela
IUPAC (Dobarganes; Velasco; Dieffenbacher, 2000). A utilizacdo da cromatografia em
coluna permite a separa¢do de duas fragdes, a primeira contendo a parte do dleo que nao
sofreu alteragdes fisico-quimicas, os trigliceridios (por¢dao apolar); enquanto, na outra, se
concentram os produtos de degradacdo do o6leo, constituida de triacilglicerdis oxidados,
polimeros, dimeros, digliceridios e acidos graxos livres (por¢do polar). A diferenca de
polaridade entre ambos os grupos de compostos constitui a base desta separagao.

Indice de estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa foi determinada pelo método proposto pela AOCS Cd 12b-
92 (2009), utilizando o Rancimat que ¢ baseado na formagdo de compostos volateis que
sao medidos pelo aumento na condutividade elétrica. Neste aparelho, o fluxo de ar passa
através do oleo, que ¢ mantido sob aquecimento em temperatura de 100°C a 140°C.
Depois, borbulha em &gua destilada, arrastando os dacidos carboxilicos volateis,
principalmente o acido formico, gerados do processo de oxidagdo, que se solubilizam,




aumentando a condutividade elétrica da dgua (Antoniassi, 2001). A determinagdo foi
realizada a 100°C, com fluxo de ar de 20 L/h, utilizando-se 3 g de amostra ¢ volume de
agua destilada de 80 mL nos frascos contendo o eletrodo. O periodo de inducdo foi
determinado em horas.

Compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais foram extraidos das amostras de 6leo seguindo
procedimento descrito por Parry et al. (2005). Uma aliquota de 1 g de amostra foi pesada
em um tubo e agitada em vortex com 3 mL de alcool metilico, em seguida centrifugada a
3.000 rpm por 10 min e o sobrenadante coletado. Este procedimento foi repetido mais duas
vezes. Os trés sobrenadantes foram combinados em um baldo volumétrico de 10 mL e o
volume completado com alcool metilico.

Os compostos fenodlicos totais foram quantificados no extrato resultante por
espectrofotometria (Shimadzu, Chiyoda-ku, Tokyo, Japan), modelo Uv-Vis mini 1240,
utilizando reagente Folin-Ciocalteu (Singleton; Rossi, 1965). Este método baseia-se na
reducdo dos 4cidos fosfomolibdico e fosfotingstico em solucdo alcalina, e ¢ o mais
utilizado para a determinacdo de compostos fendlicos totais em alimentos. Para
quantificagdo criou-se uma curva de calibragdo utilizando acido galico como padrio, em
concentragdes de 0 a 500 mg/L, nas mesmas condi¢des descritas acima. Os teores de
compostos fendlicos totais nos 6leos foram expressos como mg de equivalentes de acido
galico por grama de 6leo (mg EAG/g).

Perfil em acidos graxos

As composigdes em acidos graxos dos Oleos extraidos da polpa dos frutos foram
determinadas por CG apds esterificacdo prévia das amostras segundo procedimento
descrito por Hartman e Lago (1973). Para as determinacdes dos acidos graxos foi utilizado
o método Ce 1-62 da AOCS (2009) com adaptagdes. As andlises foram realizadas em
cromatografo a gas (Varian Inc., Walnut Creek, CA, USA), modelo CG 3900, equipado
com detector de ioniza¢do de chama, injetor split e amostrador automatico. Os compostos
foram separados em coluna capilar de silica fundida CP-Sil 88 de 60 m de comprimento,
com diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,20 pm.

A programacao de temperatura da coluna foi iniciada em 90°C por 4 min, aquecida
a 10°C/min até 195°C e mantida em isoterma durante 16 min. As temperaturas utilizadas
no injetor e no detector foram 230 e 250°C, respectivamente. As amostras foram injetadas
no volume de 1 pL, adotando-se a razdo de divisdao de 1:30. O gés de arraste foi o
hidrogénio com velocidade linear de 30 mL/min.

Os acidos graxos foram identificados pela comparacao dos tempos de retencao de
padrdes puros de ésteres metilicos de 4cidos graxos com os componentes separados das
amostras e a quantificacdo foi feita por normalizacdo de area (%). Utilizaram-se como
padrdo uma mistura composta de 37 ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco,
Bellefonte, USA), de C4:0 a C24:1, com pureza entre 99,1 e 99,9%.

Fitosterois
Os conteudos de fitosterdis dos o6leos extraidos das polpas dos frutos foram




determinados por CG apo6s saponificacdo prévia das amostras. A saponificacdo foi
realizada conforme Duchateau et al. (2002). Pesou-se aproximadamente 0,5 g de 6leo em
um tubo de ensaio com tampa de rosca, adicionou-se 100 pL. do padrio interno -
colestanol e 1 mL de solu¢do alcoolica de hidroxido de potassio. Em seguida,
homogeneizou-se em vortex a solucao por dez segundos e colocou-se em banho-maria a
70°C por cinquenta minutos, homogeneizando a cada cinco minutos em vortex.

Apo6s, adicionou-se 1 mL de agua destilada e 5 mL de n-hexano. Agitou-se
vigorasamente, e transferiu-se a camada organica para outro tubo de ensaio contendo
sulfato de s6dio anidro. Esta operagdo foi repetida mais duas vezes com 5 ¢ 4 mL de n-
hexano. As fases organicas foram combinadas, homogeneizadas e deixadas em repouso até
ficarem limpidas. Durante todo o procedimento, o tubo de ensaio foi coberto com papel
aluminio para evitar degradagado dos fitosterois pela agdo da luz.

Para as determinagdes dos teores de fitosterois foi utilizado o método Ch 6-91 da
AOCS (2009) com adaptagdes. As analises foram realizadas em cromatdgrafo a gas
modelo CG 2010-Plus (Shimadzu, Chiyoda-ku, Tokyo, Japan), equipado com detector de
ionizagdo de chama, injetor split e amostrador automatico. Os compostos foram separados
em coluna capilar de silica fundida (Restek RTX 5) de 30 m de comprimento, com
diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 pm.

A programacdo de temperatura da coluna foi iniciada em 300°C e mantida em
isoterma durante 12 minutos. As temperaturas utilizadas no injetor e no detector foram 280
e 320°C, respectivamente. As amostras foram injetadas no volume de 1 pL, adotando-se a
razdo de divisdo de 50:1. O gas de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de 40
mL/min.

Os fitosterois foram identificados por comparacdo com o tempo de retengdo dos
padrdes puros analisados nas mesmas condi¢cdes das amostras. A quantificagdo de cada
1sdmero foi realizada por padronizagao interna (p-colestanol = Sa-cholestano-33-ol, grau
de pureza de 95%) com base nas areas dos picos, utilizando padrdoes de colesterol,
campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e estigmastanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
com grau de pureza de 99, 99, 95, 98 e 97,4%, respectivamente. Os teores de fitosterdis
individuais foram expressos como mg por 100 g de d6leo (mg/100 g).

Analise estatistica

Os resultados obtidos das medidas analiticas, em triplicata, foram submetidos as
analises de variancia, no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial. As
analises de variancia e testes de Tukey para as médias a 5% foram obtidas através do
programa ASSISTAT, versao 7.6.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A oxidagdo de lipidios pode ocorrer durante a estocagem, processamento e
aquecimento dos alimentos e constitui uma das maiores causas de rancificacdo de produtos
alimenticios, acelerando sua deterioragdo. A deterioracdo oxidativa pode resultar em
alteracdes das caracteristicas sensoriais, como sabor e aroma, dos alimentos, tornando-os




inaceitaveis pelos consumidores. Além disso, lipidios oxidados podem trazer efeitos
indesejaveis para o organismo humano (Shyamala et al., 2005).

Experimentos realizados em laboratério, envolvendo fritura ou termoxidagdo,
buscam o entendimento dos efeitos indesejaveis causados pelas diferentes variaveis
envolvidas nestes processos, tornando possivel a melhoria da qualidade dos alimentos.

A formacao de dienos conjugados estd relacionada com a oxidagdo dos acidos
graxos poli-insaturados do 6leo, formados pelo deslocamento de duplas ligagdoes (Hamilton
et al., 1983; Silva; Borges; Ferreira, 1999). Independentemente do tempo de aquecimento,
a porcentagem encontrada de dienos diferiu significativamente entre os tipos de oOleos.
Inicialmente, o maior teor foi obtido para o 6leo de tucuma, com 0,34%. Durante o ensaio
foi constatado aumento significativo em 9 horas de aquecimento, para ambos os 6leos, com
elevagdo de 42,9 e 205,9% para pupunha e tucuma, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Dienos conjugados, compostos polares totais ¢ estabilidade oxidativa para 6leos x tempos de
aquecimento a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Determinacées

0 3 6 9

Dienos conjugados (%)

Pupunha 0,21 +0,01°® 0,19+0,01*® 0,23 +0,01°® 0,30 +0,01°®

Tucumi 0,34+0,01"*  086+0,01" 0,95+ 0,01 1,04 +0,01*
Compostos polares totais (%)

Pupunha 10,77+ 036" 15,66+ 0,35**  17,61+0,62* 27,08 +0,26"

Tucumi 8,35 + 0,04%® 9,40 + 0,038 10,35 + 0,04 11,91 + 0,23
Estabilidade oxidativa (h)

Pupunha 112,89 +0,15* nd nd nd

Tucuma 43,88 + 0,68 6,10 £ 0,29 5,67+ 0,08 551+0,12°

Médias + desvios padrdes das analises realizadas em triplicata seguidas de mesmas letras mintsculas nas
linhas e maiasculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
nd - ndo detectado.

Observa-se que quanto menor a estabilidade oxidativa, maior a quantidade de
compostos polares totais presente no Oleo. A estabilidade oxidativa ¢ uma andlise que
mede, através da condutividade elétrica, o total de compostos carbonilicos e a resisténcia
do 6leo a oxidagdo. Enquanto, a formacdo de compostos polares indica o nivel de
degradacdo da qualidade do 6leo, por isso sdo inversamente proporcionais (Gaméz-Meza et
al., 2009; Gharachorloo et al., 2010).

Segundo Lumley (1988), os valores dos compostos polares totais em 6leos sem uso
devem oscilar entre 0,4 e 6,4%, abaixo dos encontrados para os 6leos de pupunha e
tucuma, 10,77 e 8,35%, respectivamente, antes do aquecimento (Tabela 1). Independente
do tempo de termoxidacao, observa-se que houve diferenca significativa entre os 6leos,
destacando-se o de pupunha com maiores teores de compostos polares totais, inicialmente
com 10,77% e atingindo ao final do aquecimento 27,08%. De acordo com algumas
regulamentagdes internacionais, que estipulam até 25% de compostos polares totais, esses
Oleos estdo adequados para o consumo, exceto o dleo de pupunha termoxidado por 9 horas.

Pela Tabela 1, observa-se que houve diferenga significativa para a estabilidade
oxidativa entre os 6leos, sendo que o que obteve maior periodo de indugdo foi o d6leo de
pupunha (112,89 h), enquanto o de tucuma apresentou 43,88 h.
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O indice de estabilidade oxidativa ndo foi detectado nos o6leos de pupunha
submetidos a termoxidacao. Mesmo depois de 122 h submetidos ao estresse oxidativo, as
curvas de condutividade elétrica de tais amostras ndo apresentaram crescimento
exponencial. O dleo de pupunha apresentou maior teor de acidos graxos saturados quando
comparado com o 6leo de tucumad. De acordo com Souza et al. (2007), estudando 6leos
extraidos de améndoas de pistache em diferentes tempos de armazenamento da matéria
prima, para casos em que nao houve aumento na taxa de oxidagao apds 96 horas de anélise,
o equipamento foi desligado e o valor da estabilidade reportado como maior que 96 h. No
entanto, nas amostras de tucuma do presente estudo, ao longo do aquecimento, observou-se
reducdo de 87,44% na estabilidade oxidativa aos 21 dias.

Veronezi, Costa e Jorge (2014), em estudo com o6leo de soja submetido a
termoxidagdo, constataram uma significativa reducdo da estabilidade oxidativa em
decorréncia do tempo de aquecimento, enquanto o inverso foi observado quanto aos teores
de compostos polares totais. Assim como Casarotti e Jorge (2014) ao avaliarem 6leo de
soja sob termoxidagdo, encontraram uma elevacdo nos valores de compostos polares ao
longo do aquecimento e reducdo no indice de estabilidade oxidativa.

A Tabela 2 mostra a quantidade média de compostos fendlicos totais presentes nos
Oleos extraidos das polpas dos frutos. Verifica-se, inicialmente, que ambos os Oleos
apresentaram importantes teores de compostos fenolicos, porém a quantidade foi
significativamente superior no o6leo tucuma (2,98 mg EAG/g). Com o decorrer do
aquecimento houve redugao no teor de compostos fendlicos presentes em ambos os 6leos,
e ao final de 9 horas de aquecimento constatou-se retengdes de 64,2 e 74,8% para pupunha
e tucuma, respectivamente.

Tabela 2 - Composi¢do em compostos fenolicos totais para 6leos x tempos de aquecimento a 180°C.

Fendlicos totais Tempos de aquecimento (horas)

(mg EAG/g) 0 3 6 9
Pupunha 2,82+0,01%8 2,42 +0,02° 1,89 0,02  1,81+0,01%
Tucuma 2,98 + 0,02 2,42+0,01" 2,29+0,01° 223+0,01

Médias + desvios padrdes das analises realizadas em triplicata seguidas de mesmas letras minusculas nas
linhas e maiasculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

E possivel observar pela Tabela 3 que nos 6leos extraidos das polpas de ambos os
frutos, os acidos graxos majoritarios foram o palmitico (C16:0) e o oleico (C18:1),
perfazendo mais de 90% do total, com o acido oleico predominante.

Comparando os Oleos estudados, observa-se na Tabela 4 que o de pupunha se
sobressai com maior teor de saturados, ou seja, 27,66%. Dentre os acidos graxos saturados,
o acido palmitico (C16:0) foi predominante em ambos os Oleos, seguido pelo acido
estearico (C18:0). Este resultado ¢ coerente com o fato de que o 4cido palmitico ¢ o acido
graxo saturado mais abundante nos lipidios vegetais, sendo o 4cido estedrico menos
comum.

De acordo com a Tabela 3, quantidades significantes de acidos graxos insaturados
foram encontradas nos 6leos analisados no inicio do processo de termoxidacdo, cujos
resultados foram 72,27% (pupunha) e 81,50% (tucuma). O &cido oleico (C18:1n-9¢) foi
predominante nos 6leos das polpas com concentragdes variando entre 64,72%, no 6leo de
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pupunha, e 79,22%, no 6leo de tucumd. O 4&cido palmitoleico (C16:1) também foi
encontrado no 6leo de pupunha, com valor de 3,97%, perfazendo um total de 68,69% de
monoinsaturados. Bony et al. (2012) também encontraram, em 6leo extraido da polpa de
tucuma, o acido oleico como o majoritario com 63,5%, seguido pelos acidos palmitico e
estedrico com 25 e 2,4%, respectivamente. Assim, os 6leos das polpas de ambos os frutos
podem ser classificados como monoinsaturados, ja que cerca de 70% ou mais de suas
composigdes devem-se a esta classe de acidos graxos, com destaque para o 6leo de tucuma
com 79,22% (Tabela 4).

Tabela 3 - Perfil de acidos graxos para 6leos x tempos de aquecimento a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

3 L))

Acidos graxos (%) 0 3 6 9

Pupunha
Palmitico (C16:0) 26,33 + 0,02 26,43 £ 0,04 26,35+ 0,05 26,31 £0,05
Palmitoleico (C16:1) 3,97 £0,01 3,95+ 0,01 3,92 +0,01 3,88 £0,01
Estearico (C18:0) 1,21 £0,01 1,23 £0,01 1,23 +£0,01 1,25+0,01
Oleico (C18:1 n9c¢) 64,72 + 0,03 64,49 + 0,05 64,74 + 0,05 64,90 + 0,07
Linoleico (C18:2 n6c) 2,75 +£0,01 2,86 £0,01 2,74 £0,01 2,69 £0,01
Araquidico (C20:0) 0,12 +0,01 0,13 +£0,01 0,12+ 0,01 0,13+0,01
a-linolénico (C18:3 n3) 0,83 +£0,01 0,84 £0,01 0,82+ 0,01 0,79 £ 0,01
Saturados 27,66 = 0,02 27,78 £ 0,03 27,71 +£ 0,04 27,68 +£ 0,05
Monoinsaturados 68,69 + 0,03 68,44 £ 0,04 68,66 + 0,04 68,77 £ 0,05
Poli-insaturados 3,58 £ 0,01 3,70 £ 0,01 3,56+ 0,01 3,48 £ 0,01
Nio identificados 0,07 £0,01 0,07 £0,01 0,07 £0,01 0,06 + 0,01

Tucuma
Caproico (C6:0) 0,12+0,01 nd nd nd
Caprilico (C8:0) 0,13+0,01 nd nd nd
Miristico (C14:0) 0,17 £0,01 0,18 £ 0,01 0,18 +0,01 0,19 +£0,01
Palmitico (C16:0) 16,15+ 0,07 17,07 £ 0,02 17,02 £ 0,04 17,20 + 0,01
Estearico (C18:0) 1,81 £0,01 1,90 £ 0,01 1,92 £ 0,01 1,93 £ 0,01
Oleico (C18:1 n9c¢) 79,22 £0,10 78,56 + 0,03 78,67 £ 0,04 78,51+ 0,01
Linoleico (C18:2 n6c¢) 1,38 £ 0,03 1,38 +0,01 1,36 £ 0,01 1,33 +0,02
a-linolénico (C18:3 n3) 0,90 + 0,01 0,72 +£ 0,01 0,68 + 0,01 0,63 +0,01
Saturados 18,39 + 0,07 19,15+ 0,01 19,12 + 0,04 19,31 £ 0,01
Monoinsaturados 79,22 +£0,10 78,56 £ 0,03 78,67 £ 0,04 78,51 £0,01
Poli-insaturados 2,28 £0,03 2,11 £0,02 2,04 £0,01 1,97 £ 0,02
Nao identificados 0,23 +£0,01 0,19+ 0,01 0,18 £ 0,01 0,21 £0,01

Meédias + desvios padroes das analises realizadas em triplicata. nd: ndo detectado.

Tabela 4 - Composi¢ao em acidos graxos dos 6leos das polpas de frutos amazoénicos.

Oleos Saturados Monoinsaturados Poli-insaturados
Pupunha 27,66 £ 0,02° 68,69 + 0,03b 3,58+0,01°
Tucumd 18,39 + 0,07° 79,22 +0,10° 2,28 + 0,03

M¢édias + desvios padrdes das analises realizadas em triplicata seguidas de mesmas letras
minusculas nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os o6leos de pupunha e tucuma apresentaram comportamentos distintos quanto ao
perfil de 4cidos graxos ao longo do aquecimento (Tabela 3). Para o 6leo de pupunha, os
acidos graxos saturados mantiveram-se estdveis ao longo das 9 horas de aquecimento,
enquanto houve aumento de 0,1% nos monoinsaturados e reducdo de 2,8% de poli-
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insaturados. Ja para o 6leo de tucuma, houve aumento de 5% de acidos graxos saturados e
reducdo de 0,9 e 13,6% para os acidos graxos mono e poli-insaturados, respectivamente.

Em estudo realizado por Berasategi et al. (2012), com 6leo de abacate submetido a
termoxidagdo em Rancimat a 180°C por 9 horas, foi possivel observar quanto ao perfil de
acidos graxos que houve aumento significativo para acidos graxos saturados (0,21%) e
reducdo de monoinsaturados (-0,25%), enquanto nos poli-insaturados nao houve diferenca
significativa.

Coimbra e Jorge (2011b), em estudo realizado com Odleos extraidos das polpas e
améndoas de frutos de palmeiras, encontraram alta concentragdo de acido graxo oleico
para 6leo extraido da polpa de macauba (52,57%), valor inferior ao encontrado para as
amostras analisadas neste estudo.

Independentemente do tempo de aquecimento, a quantidade de fitosterois totais foi
significativamente maior no 6leo tucuma do que no de pupunha. Inicialmente, os valores
de esterdis totais foram de 34,37 mg/100 g para o 6leo de pupunha a 105,53 mg/100 g para
pupunha (Tabela 5). Os valores totais obtidos sdo comparaveis aqueles reportados pelo
Codex Alimentarius (2009) para dleos vegetais, como o de palma (30-70 mg/100 g) e coco
(40-120 mg/100 g). Ambos os 6leos apresentaram os isdmeros campesterol e [-sitosterol
em suas composi¢des, sendo este o mais abundante. O estigmasterol foi detectado apenas
nas amostras de tucuma. Bony et al. (2012) analisaram o 6leo extraido da polpa de tucuma,
e obteveram teores de fitosterois totais de 149,72 mg/100 g, tendo o B-sitosterol como
predominante (48,82 mg/100 g).

Durante o aquecimento, observou-se um evidente decréscimo da concentragdo de
todos os isdmeros de fitosterdis identificados, em ambos os oleos (Tabela 5). No entanto,
ao decorrer das 9 horas de termoxidacdo houve retencao de fitosterdis totais de 75,1 e
67,6% para os 6leos de pupunha e tucuma, respectivamente.

Tabela 5 - Composi¢@o em fitosterois para 6leos x tempos de aquecimento a 180°C.

Fitosterois Tempos de aquecimento (horas)
(mg/100 g) 0 3 6 9
Campesterol
Pupunha 1,13 +0,09* 0,96 + 0,03 0,97 + 0,02 0,83 +0,07°"
Tucuma 17,17 + 0,84** 16,66 + 0,38 15,57 + 0,24** 13,93 + 0,07
Estigmasterol
Pupunha nd nd nd nd
Tucumi 5,75 +0,19% 6,03 £0,12° 5,41 +0,27° 4,40 +0,28°
p-sitosterol
Pupunha 33,24 + 0,04 31,36+ 0,198 29,44 +£0,32®  24,99+0,10"®
Tucumi 82,61 +0,42%A 73,86 + 0,35 65,46 + 0,54 52,96 + 0,43%
Totais
Pupunha 34,37+ 0,06" 32,32+0,19°® 30,41 £0,33®  25,82+0,14%®
Tucumai 105,53 £ 0,50** 96,56 + 0,78"* 86,43 + 0,56°* 71,29 £ 0,614

Médias + desvios padrdes das andlises realizadas em triplicata seguidas de mesmas letras mintisculas nas
linhas e maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
nd - ndo detectado.

Segundo Dias, Luzia e Jorge (2013), em estudo realizado com polpa e sementes de
jatobd (Hymenaea courbaril), 81,72 mg/100 g de fitosterois totais foram encontrados no
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6leo extraido da polpa do fruto, com predomindncia de B-sitosterol, assim como nas
amostras analisadas.

Teores de tocoferdis nao foram detectados nas amostras termoxidadas. Stell,
Dobarganes e Barrera-Arellano (2006), ao estudarem a formacdo de compostos de
polimerizacdo em O6leos de algodao durante termoxidagdo em Rancimat a 180°C,
verificaram a influéncia da insaturacao sobre a formacdo de dimeros e polimeros, além
disso, constataram rapida degradacdao de a- e y- tocoferdis durante o aquecimento, com
niveis residuais proximos a zero depois de 10 horas de termoxidagdo. No entanto, em
termoxidagdo a 180°C, o teor de tocoferdis totais reduziu em torno de 88% entre os tempos
0 e 20 horas de aquecimento para o 6leo de soja (Veronezi; Costa; Jorge, 2014). Por outro
lado, Warner e Gehring (2009) detectaram maior degradacdo de a- e d-tocoferol apos o
o6leo de soja ser submetido a 65 horas de fritura. Assim como os teores de tocoferois, os de
carotenoides totais ndo foram detectados em nenhuma amostra termoxidada.

CONCLUSOES

O d6leo de tucuma apresentou maiores teores de dienos conjugados, embora tenha
apresentado menores teores de compostos polares totais, mostrando-se longo do
aquecimento, apto para o consumo, enquanto o 6leo de pupunha termoxidado por 9 horas
ultrapassou os limites recomendados pela legislacdo. O 6leo extraido da polpa de pupunha
apresentou, inicialmente, periodo de inducdo significativamente superior em relagdo ao
o6leo de tucuma, o qual manteve-se estavel ao longo do aquecimento.

Os é&cidos, palmitico (C16:0) e oleico (C18:1), foram quantificados em maiores
porcentagens em ambos os Oleos, predominando o 4cido oleico com concentragdes de
64,72 e 79,22%, nos 6leos de pupunha e tucuma, respectivamente, demonstrando potencial
para novas fontes de dleo “alto-oleico”. O 6leo de tucuma se apresentou mais insaturado,
enquanto o de pupunha se mostrou mais saturado.

Com o decorrer do aquecimento houve redugdo no teor de compostos fendlicos
presentes em ambos os 6leos, e, ainda assim, ao final de 9 horas de aquecimento constatou-
se retengdes de 64,2 e 74,8% para pupunha e tucuma, respectivamente.

Independentemente do tempo de aquecimento, a quantidade de fitosterois totais foi
significativamente maior no 6leo tucuma, cuja concentracdo inicial foi de 105 mg/100 g,
atingindo ao final do processo 71,29 mg/100 g. Entre os isomeros detectados, o -sitosterol
se sobressaiu em ambos os 0leos, sendo este mais abundante no 6leo de tucuma. Porém, as
retencoes de fitosterdis totais em 9 horas de aquecimento corresponderam em 75,1 e
67,6%, para os 6leos de pupunha e tucuma, respectivamente.
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Capitulo 8

AVALIACAO DA ESTABILIDADE OXIDATIVA DE OLEOS
COMPOSTOS DE SOJA (Glycine max L.) E UVA (Vitis vinifera L.)
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Resumo: Os oleos vegetais sdo largamente consumidos por serem fontes de energia e
conferirem valor nutricional, sabor, textura, aroma e palatabilidade aos alimentos. Sao
constituidos predominantemente por triacilglicerdis, produtos da esterificacdo de &cidos
graxos com glicerol. Os acidos graxos sdo responsaveis pelo estado fisico, padrao de
cristalizagdo e, principalmente, pelas diferencas de estabilidade a oxidagdo. Assim, este
projeto teve como objetivos obter informagdes sobre a composi¢cdo quimica do 6leo de
sementes de uva (Vitis vinifera L.) e avaliar sua contribui¢do na estabilidade oxidativa do
0leo de soja sob estocagem acelerada em estufa (60°C/21 dias). Para a formulagdo dos
oleos compostos foram utilizadas diferentes proporcdes de 6leos de soja (S) e de uva (U):
S (100:0 p/p), U (100:0 p/p), SU; (75:25 p/p) e SU, (50:50 p/p). Os oleos foram
armazenados em estufa a 60°C e analisados em 0, 7, 14 e 21 dias de estocagem quanto as
suas propriedades fisico-quimicas e antioxidante. As andlises fisico-quimicas realizadas na
caracterizacdo dos Oleos demonstraram que o 6leo de uva obteve menor oxidagdo,
sobretudo, maior estabilidade oxidativa. Apds estocagem de 21 dias a 60°C, o 6leo de uva
conseguiu impedir a formacdo de compostos primarios € secundarios em 25% quando
comparado ao 6leo de soja, evidenciada pelo valor Totox, e, ainda, obteve maior retencao
de tocoferodis totais (84,5%). Dessa forma, o 6leo de uva, nas condigdes estudadas, pode
contribuir para a manutencao da estabilidade do 6leo de soja, aumentando, assim, sua vida
de prateleira.

Palavras-chave: estabilidade oxidativa, Oleos vegetais, propriedades fisico-quimicas,
tocoferdis.
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INTRODUCAO

O consumo de oleos vegetais ¢ crescente, por serem uma alternativa ao uso de
gorduras de origem animal, geralmente associadas a problemas de saude (Wang et al.,
2019) e, também, serem empregados diretamente no preparo de alimentos ou em industrias
(Karunarathna et al., 2019). Os 6leos compdem o grupo de macronutrientes denominados
lipidios, que juntamente com as proteinas e carboidratos compreendem uma das trés
maiores classes dos constituintes dos alimentos. Como componentes essenciais das
estruturas biologicas, os lipidios desempenham importantes fungdes na fisiologia humana,
atuando como isolante térmico e promovendo protecdo dos orgdos e da pele, além de
serem precursores na sintese de compostos como hormdnios e lipoproteinas (Quentin,
2016). Além disso, sdo consumidos por serem fontes de energia e de acidos graxos
essenciais; agirem como veiculo para vitaminas lipossoluveis; conferirem valor nutritivo,
sabor, textura, aroma ¢ palatabilidade aos alimentos; atuarem como meio de transferéncia
de calor durante o processo de fritura; e proverem consisténcia e caracteristicas de fusao
especifica aos produtos que os contém (Mahan; Escott-Stump, 2013).

Segundo a legislagdo brasileira, Oleos vegetais sdo produtos constituidos
principalmente de glicerideos de acidos graxos, podendo conter pequenas quantidades de
outros lipidios tais como fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e dcidos graxos livres
naturalmente presentes no 6leo ou na gordura, obtidos das partes das espécies vegetais
(Brasil, 2021). Possuem, em sua maioria, acidos graxos com cadeia de 16 a 18 atomos de
carbono (Nawar, 2007), diferindo-se quanto ao numero de ligagdes duplas, na ramificagdo
da cadeia de hidrocarbonetos, na posicdo e orientacdo das ligagdes duplas, na adi¢do de
grupos polares e glicosilacdo (Burdge; Calder, 2015). Os diferentes tipos de 4cidos graxos
presentes sdo os principais responsaveis pela estabilidade oxidativa dos oleos vegetais,
sendo que os acidos graxos saturados sdo mais estaveis do que os insaturados (Faria et al.,
2002). No entanto, quando os acidos graxos saturados sdo ingeridos em excesso podem
causar graves problemas como obesidade, alteracdo no balango endodcrino, aumento do
colesterol no sangue, cardiopatias, modulacdo do tipo e da quantidade de eicosanoides
produzidos, modificagdo na expressdo génica e na fluidez da membrana, alteracdo no
metabolismo de energia e fun¢des imunoldgicas (Mahan; Escott-Stump, 2013).

O o6leo de soja ¢ o segundo mais consumido (28%), sendo amplamente utilizado no
preparo de assados, margarinas, maioneses e, em processos de frituras. Em comparagdo a
outros 6leos vegetais, o de soja apresenta vantagens como a capacidade de ser hidrogenado
parcialmente; facilidade de remoc¢do de fosfatos; e presenga de antioxidantes naturais
(Jorge, 2009). Por outro lado, devido a ser constituido por cerca de 85% de acidos graxos
insaturados, e destes, 60% serem 4acidos graxos essenciais como o linoleico e a-linolénico
(Savva; Kafatos, 2015) apresenta uma reduzida estabilidade a oxidacao (Do et al., 2019).

O bagaco de uva (cascas e sementes) apresenta teor de 6leo de 8-15%, com mais de
89% da composicdao em acidos graxos insaturados, destacando o oleico e linoleico (Zhang
et al., 2017), associados a promog¢ao do valor nutricional (Lachman et al., 2015). Este 6leo
também € rico em outros constituintes lipofilicos, como os tocoferdis, destacando-se o -
tocoferol (31,52-113,54 mg/kg) (Silva; Jorge, 2017; Santos, 2021); e compostos fenolicos
(38,86 g GAE/kg), especialmente epicatequinas, além de apresentar atividade antioxidante,
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auxiliando na reducdo da oxidagdo lipidica do 6leo de milho (Cisneros-Yupanqui et al.,
2022). Devido aos elevados niveis intrinsecos de acidos graxos, vitamina E, esterol e
fenois, o 6leo de uva tem diferentes atividades biologicas, como antioxidante, anti-
inflamatoria, alivia doengas metabolicas e promove a cicatrizagao da pele e feridas (Yang
et al., 2021). Estudos revelaram também que o oOleo de sementes de uva aumenta
efetivamente a resposta antitumoral de carcinoma espinocelular de lingua (Al-Ashmawy et
al., 2023).

Embora os 6leos de soja e uva tenham um elevado valor nutricional, um fator
preocupante da industria ¢ a oxidacao lipidica, que pode ocorrer durante o processamento €
armazenamento, diminuindo a qualidade nutricional do produto (Huyan et al., 2019). Logo,
¢ grande a busca por Oleos vegetais alternativos, que possam ser utilizados em elevadas
temperaturas e, a0 mesmo tempo, trazerem beneficios nutricionais. Assim, surgiram 0s
0leos compostos, que sao definidos como produtos obtidos a partir da mistura de duas ou
mais matérias graxas, podendo ser adicionados de especiarias ou outros ingredientes com
finalidade de fornecer sabor, desde que ndo descaracterize o produto como 6leo ou gordura
(Brasil, 2021). Estudos demonstraram que as interagdes que ocorrem entre oS
triacilglicerdis na formulacido de 6leos compostos promovem alteragdes nas propriedades
fisicas dos mesmos, porém em um nivel de intensidade menor do que outros processos de
modificacdo de gordura, como hidrogenagdo, interesterificacao e fracionamento (Gioielli,
1998). Aragao ¢ Maximo (2024) constataram que a mistura entre 6leo de soja e gorduras
de tucuma, murumuru e bacuri poderia ser usada como matéria-prima para produtos
lipidicos e aplicada em produtos como margarinas, pois melhoram a espalhabilidade das
gorduras e outras propriedades tecnoldgicas.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a contribui¢do do 6leo de uva em
diferentes propor¢des no 6leo de soja com o intuito de aumentar a estabilidade oxidativa do
6leo de soja sob estocagem em estufa (60°C/21 dias).

MATERIAL E METODOS

Obtenciao dos dleos

Os oleos de soja e sementes de uva foram obtidos no comércio local de Sao José do
Rio Preto-SP. Os 6leos de soja (S), uva (U) e compostos SU; (75:25 p/p) e SU; (50:50 p/p)
foram analisados quanto as propriedades fisico-quimicas apds serem submetidos a
estocagem acelerada em estufa.

Estocagem acelerada em estufa

Os oleos (80 mL) foram colocados em frascos de vidro ambar, inertizados com
nitrogénio gasoso, estocados em estufa com circulagdao de ar a 60°C e analisados em 0, 7,
14 e 21 dias de estocagem.

Métodos

Acidos graxos livres, expressos em % de acido oleico, obtido pelo método proposto da
AOCS (2009);

Dienos conjugados, de acordo com o método proposto pela AOCS (2009);
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Indice de peréxidos, expressos em milequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de
6leo, conforme o método proposto da AOCS (2009);

Indice de p-anisidina (IpA), determinado por espectrofotometria a 350 nm, conforme o
método AOCS (2009);

Valor da oxidagao total (Totox), obtido pela equagdao VT =2 IP + IpA, onde, IP, o valor de
indice de peroxidos e IpA, o indice de p-anisidina, conforme Shahidi (2005).

Indice de estabilidade oxidativa, expresso em horas, determinado utilizando o equipamento
Rancimat a 110°C, com fluxo de ar de 20 L/h, segundo o método proposto pela AOCS
(2009);

Teores de tocoferois, pelo método AOCS (2009). A anélise foi realizada em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de fluorescéncia. Os valores das
concentragdes foram calculados em base da area dos picos de excitacdo da leitura e
expressos em valores de cada isomero separadamente. Uma curva padrdo de tocoferois foi
elaborada para expressar o teor de tocoferdis em mg/kg.

Compostos fendlicos totais, expresso em mg EAG/g, realizado por espectrofotometria
utilizando reagente de Folin-Ciocalteu e curva padrdo de acido gélico conforme método
descrito por Singleton e Rossi (1965);

Método DPPH", determinado conforme metodologia descrita por Kalantzakis et al. (2006).
Este método consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical livre 2,2, difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH). A medida da atividade antioxidante foi feita
espectrofotometricamente em 517 nm e os valores medidos foram convertidos em
porcentagem de atividade antioxidante (%);

Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), realizado de acordo com
Szydtowska-Czerniak et al. (2008). O ensaio FRAP est4 baseado na capacidade dos fenois
em reduzir o Fe’™ em Fe*". Quando isto ocorre, na presenga de 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ), a redugiio é acompanhada pela formagio de um complexo corado com o Fe",
assim, a cor da solu¢cdo muda de amarela para verde dependendo do poder do antioxidante
(Pulido, Bravo, Saura-Calixto, 2000). O ensaio foi expresso em uMol Trolox/100 g.

Analise estatistica

Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (4
0leos x 4 tempos). Os resultados obtidos das determinagdes analiticas foram submetidos a
analise de variancia e as diferencas entre as médias foram testadas a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey, por meio do programa estatistico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Propriedades fisico-quimicas
Acidos graxos livres

A porcentagem de acidos graxos livres e o indice de acidez estdo relacionados com
o desenvolvimento de reacdes hidroliticas no 6leo (Hamilton; Rossel, 1986). Oleos com
elevado indice de acidez podem conferir sabor e odor desagradaveis aos alimentos, assim
como apresentar caracteristicas quimicas comprovadamente nocivas a saude.
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Na Tabela 1 pode-se verificar que, para os tratamentos S, U e SUj, os valores
aumentaram ao longo do periodo de estocagem apresentando diferenca significativa ao
final do tempo de estocagem. Por outro lado, o SU; ndo diferiu significativamente ao longo
da estocagem. Dentre os tratamentos estudados, a quantidade de acidos graxos livres
variou de 0,17 a 0,28% no inicio da estocagem. Ao fim dos 21 dias houve um aumento nos
indices para os tratamentos, com niveis de 0,26 a 0,54%.

Da Silva (2019) avaliando o o6leo de sementes de uva extraido por Soxhlet
constatou 0,13% de 4cidos graxos livres até 30 dias de estocagem em condigdes ambientes.
De acordo com o Codex Alimentarius (2009), o teor de 4cidos graxos livres do 6leo de soja
refinado e outros 6leos vegetais, como canola, milho, girassol, amendoim, expresso em g
de 4cido oleico/100 g da amostra de 6leo, ¢ de no maximo 0,3%. Desta forma, aos 21 dias,
os tratamentos analisados apresentaram valores acima do limite estabelecido.

Tabela 1 - Acidos graxos livres (% oleico) para a interagdo tratamentos x tempos de estocagem em estufa a

60°C.
Oleos Tempos de estocagem (dias)

0 7 14 21
S 0,28 +0,01°* 0,27 +£0,01°* 0,28 +0,01"* 0,34 +0,01°8
U 0,23 +0,01°* 0,23 +£0,01°* 0,23 +0,01"* 0,31 +0,01°8
SU, 0,17 £0,01 0,23 +£0,01°* 0,23 +0,01"* 0,54 + 0,01
SU, 0,23 +0,01** 0,23 +0,01** 0,23 +0,01** 0,26 +0,01°¢

S: soja, U: uva, SU,:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.
Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Dienos conjugados

O acompanhamento dos espectros de absor¢do na faixa do ultravioleta das amostras
de oleo fornece uma boa indicacdo das alteracdes que ocorrem durante o processo
oxidativo. Por serem instaveis, os peroxidos sdo rapidamente formados e quebrados em
compostos menores, porém, os dienos conjugados que se formam concomitantemente
permanecem no 6leo aquecido (Pitaro; Fiorani; Jorge, 2013).

De acordo com a Tabela 2, observa-se que os 6leos sofreram aumento ao longo da
estocagem. Ao final da estocagem, os 6leos compostos obtiveram menores indices de
acidos dienoicos, quando comparados aos 6leos de soja e uva, demonstrando o efeito
sinergistico da composi¢ao.

Tabela 2 - Dienos conjugados (%) para a interagdo tratamentos x tempos de estocagem em estufa a 60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oleos 0 7 14 21

S 0,28 + 0,01 0,39+ 0,018 2,55+0,01° 3,55+ 0,01
U 0,25+ 0,01 0,29 +0,01°¢ 0,91 +0,01° 2,61+0,01°®
SU, 0,30 + 0,01 0,88 + 0,01 1,52 +0,01°® 1,73 +0,01°°
SU, 0,28 £0,01* 0,29 + 0,01 0,79 +0,01°° 2,25+0,01*

S: soja, U: uva, SU;:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.

Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e
maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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indice de peroxidos

A medida do indice de peroxidos em Oleos ¢ utilizada como um indicador dos
estagios iniciais de oxidacao lipidica, tendo como consequéncia a destrui¢ao de vitaminas
lipossoluveis e acidos graxos essenciais, além da formacao de subprodutos com sabor e
odor fortes e desagradaveis sendo, assim, um importante fator relacionado a qualidade dos
Oleos vegetais comestiveis (Lim; Han, 2016).

Conforme Tabela 3, inicialmente, ndo houve diferenga significativa entre os 0leos,
para indice de perdxidos, apresentando menores valores quando comparados aos demais
tempos de estocagem. Como mostrado na tabela, houve um aumento no indice de
peroxidos para os Oleos até 21 dias, havendo diferenca significativa entre os tempos de
estocagem.

Com 14 dias de estocagem, foi possivel observar que o 6leo de uva atingiu 14,17
meq/kg, valor menor que o limite de 15 meq/kg estabelecido pela legislagdo. Em 21 dias, o
0leo de soja e os Oleos compostos apresentaram maiores valores, ndo diferindo
significativamente entre si. Todos os dleos apresentaram valores acima do preconizado em
legislacdo para 6leos refinados com 10 meq/kg (Codex Alimentarius, 2009).

Tabela 3 - indice de perdxidos (meq O,/kg) para a interagdo tratamentos x tempos de estocagem em estufa a
60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oleos 0 7 14 21

S 1,82 + 0,024 12,35+ 0,01 43,94 +0,51° 71,89 +9,03*
U 0,10 +0,01% 4,25 + 0,02 14,17 + 0,02°¢ 53,87 + 0,002
SU, 1,32 +0,01% 6,28 + 0,188 45,87+ 1,31° 72,9 + 1,00
SU, 1,01 +0,20% 5,16 + 0,088 39,28 +0,51°® 72,19 + 0,74*

S: soja, U: uva, SU;:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.
Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e
maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

indice de p-anisidina

Para confirmar os resultados da oxidagdo primadria, ¢ necessaria a detecgdo
simultanea de produtos lipidicos primarios e secundarios. O valor de p-anisidina fornece
uma estimativa dos produtos secundarios da oxidagdo (principalmente 2-alcalinos e 2, 4-
alcadienais), gerados pela decomposi¢do de hidroperoxidos (Taghvaei et al., 2014).

O indice de p-anisidina dos 6leos apresentou aumento significativo na formacgao de
compostos secundarios (Tabela 4). De acordo com Guillén e Cabo (2002), um 6leo de boa
qualidade teve ter limite maximo de p-anisidina igual a 10, logo, até 14 dias, todos os 6leos
eram considerados bons. Aos 21 dias, os 6leos de soja e o composto SU; nao diferiram
estatisticamente e apresentaram os maiores valores de p-anisidina, 12,66 e 12,59,
respectivamente. Por outro lado, o 6leo de uva e o composto SU, ainda se mantiveram
abaixo de 10, ou seja, apresentando boa qualidade.

Shinagawa (2015), avaliando 6leos de sementes de uva de diversas localidades
brasileiras, constatou que nos prensados a frio a presenca de compostos secundarios
medidos pela p-anisidina foram menores (3,29-8,36) do que nos o6leos refinados (11,28-
16,35). Estudos também mostram que a presenca de 0,01% de polifenois naturais, como os
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presentes em uvas, tem maior poder antioxidante que os compostos sintéticos (BHT e PG)

em inibir o acumulo de p-anisidina, reduzir os compostos polares totais e preservar a
composicao dos acidos graxos nos 6leos (Bohn et al., 2024; Duan et al., 2024).

Tabela 4 - indice de p-anisidina para a interagdo tratamentos x tempos de estocagem em estufa a 60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oleos 0 7 14 21

S 4,65 +0,01 4,63 + 0,03 7,95 +0,01°* 12,66 + 0,02**
U 4,03 +0,01® 4,57 +0,01 5,70 = 0,01°® 8,70 + 0,01
SU, 2,74 £ 0,01 3,94 +0,01® 7,95 +0,01°* 12,59 + 0,04**
SU, 3,28 +0,01° 3,44 + 0,01 5,26 +0,01°¢ 9,11 +0,01*®

S: soja, U: uva, SU,:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.
Meédias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Valor da oxidagao total (Totox)

O valor de oxidagao total (Totox) ¢ a medida do total dos compostos de primeiro
estagio de oxidagdo e dos produtos finais resultantes da oxidacdo secundaria (Stauffer,
1999).

Os o6leos tiveram seus valores totox aumentados conforme o tempo de estocagem,
como mostrado na Tabela 5. Berset e Cuvelier (1996) propdem que o limite maximo para
os calculos de totox seja 10, portanto, inicialmente, os 6leos encontram-se abaixo desse
limite. Aos 21 dias, o 6leo S e os compostos SU; e SU, apresentaram maiores variagoes
nos valores de totox, devido as elevadas quantidades de perdxidos e, posterior
decomposicdo destes em compostos secundarios. Por outro lado, o 6leo de uva, apesar de
obter aumento linear ao longo da estocagem, conseguiu impedir a forma¢ao de compostos
primdrios e secundarios em 25,57% quando comparado ao 6leo de soja.

Tabela 5 - Valor totox para a interag@o tratamentos x tempos de estocagem em estufa a 60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oleos 0 7 14 21

S 8,30 +0,16* 29,34 + 0,22 95,84 +2,02° 156,44 + 6,18
U 424 +0,01% 13,08 + 0,13 34,06 + 0,08 116,44 + 0,08
SU, 5,38 + 0,01 16,49 + 0,878 99,69 + 4,96 158,40 + 4,92**
SU, 5,30 + 0,07 13,77 + 0,32°® 83,84 + 1,94 153,49 +2,97*

S: soja, U: uva, SU,:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.
Médias + desvios padrdes das determinacdes seguidas pelas mesmas letras minasculas nas linhas e
maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Estabilidade oxidativa

Inicialmente, conforme Tabela 6, o 6leo de uva e o composto SU, apresentaram
maior estabilidade oxidativa. Apesar do 6leo de sementes de uva ser altamente insaturado,
especialmente pelo teor do 4cido linoleico, a sua estabilidade pode estar atribuida a
presenca de antioxidantes naturais como tocoferdis (169,28 mg/kg) e compostos fenolicos
totais (131,93 mg EAG/g) que podem contribuir para prote¢do dos acidos graxos mono e
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poli-insaturados, contra a oxidacdo. Ao longo da estocagem houve uma reducao
significativa da estabilidade nos 6leos, equivalendo de 70 a 75%.

Tabela 6 - Estabilidade oxidativa (h) para a interagdo tratamentos x tempos de estocagem em estufa a 60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oteos 0 7 14 21

S 7,58 + 0,01 4,37 +0,01°¢ 2,97 +0,01 2,27 +0,03%®
U 9,52 +0,03** 7,02 + 0,03 4,76 + 0,02 2,72 +0,01%
SU, 8,54 +0,01°® 536 +0,01™ 3,14 +0,01°5¢ 2,31+0,01%®
SU, 9,40 + 0,04 5,70+ 0,01 3,35+0,01" 2,38 £ 0,018

S: soja, U: uva, SU,:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.
Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Compostos bioativos e atividade antioxidante
Perfil de tocoferois

Em relacdo aos teores de tocoferdis totais, o Oleo de uva apresenta maior
quantidade de a-tocoferol (86,42 mg/kg), enquanto no de soja, o y-tocoferol (135,39
mg/kg) ¢ majoritario (Tabela 7). Corroborando com Xue et al. (2023) ao estudarem
diferentes o6leos comestiveis, o de uva apresentou elevada quantidade de o-tocoferol
(150,05 mg/kg) quando comparada aos isomeros y- e d-tocoferdis.

Inicialmente, o composto SU; apresentou maior quantidade de tocoferdis totais
(240,98 mg/kg). Por outro lado, aos 21 dias o 6leo de soja se destacou com 164,13 mg/kg
(80%). Logo, € possivel inferir que, inicialmente, o 6leo de uva contribuiu com o teor de
tocoferois no SU;. Porém, como o isdmero o-tocoferol ¢ menos resistente ao longo da
estocagem a 60°C, em 21 dias sobressaiu o 6leo de soja.

Quanto a vitamina E, o 6leo de uva mostrou maior quantidade, devido a presenga
elevada de a-tocoferol (86,42 mg/kg), influenciando no tratamento SU,, que também
apresentou grande quantidade se comparado ao SU; e 6leo de soja. Com o decorrer da
estocagem, a vitamina E diminuiu em todos os 6leos, porém o oleo de soja manteve-se
constante até 7 dias, provavelmente devido a elevada quantidade de y-tocoferol (135,39
mg/kg). Shinagawa (2015), avaliando Oleos refinados de uva provenientes de varias
localidades brasileiras, encontrou de 88,1-481,2 mg/kg de vitamina E, expressa como
equivalente de a-tocoferol.

O conteudo de vitamina E dos 6leos estd amplamente condicionado ao genotipo da
matéria-prima, tecnologia de extracdo e outros pardmetros, como praticas agricolas e
ambientais (G'orna’s et al., 2019).

Compostos fenolicos totais

Quanto aos compostos fendlicos totais, o 6leo de uva e o SU, também mostraram
maiores quantidades iniciais (Tabela 8). Com o decorrer da estocagem, houve uma
diminuic¢do dos teores de fendlicos, embora, os 6leos de uva e SU;.apresentaram valores
constantes até 7 dias. Por outro lado, aos 21 dias, esses mesmos Oleos apresentaram
maiores perdas de fenolicos (81 e 82%, respectivamente), quando comparados com o 6leo
de soja (61%).
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Tabela 7 - Perfil de tocoferdis e vitamina E (mg/kg) para a interacdo tratamentos x tempos de estocagem em

estufa a 60°C.
. Tempos de estocagem (dias)
Ofeos 0 7 14 21
a-tocoferol
S 37,62 +0,01*° 37,45 +0,02°° 23,36 +0,13°° 8,42 +0,01°°
U 86,42 +0,01** 82,15 +0,01° 82,16 +0,01** 62,07 +0,01*
SU, 59,95 +0,01* 55,23 +0,01°¢ 38,71 + 0,01 12,01 +0,01%
SU, 66,39 + 0,02 60,79 + 0,06°® 54,4+ 0,05 21,61+ 0,05%®

y-tocoferol
S

135,39+ 0,01*®

133,86 + 0,01°*

133,19+ 0,014

124,17 + 0,01

U 64,48 + 0,03*° 64,19 = 0,09*° 63,62 +0,01°° 63,31 + 0,08°°
SuU, 142,77+ 0,01** 131,76 £0,01"®  129,53+0,01®  101,27+0,01®
SU, 109,90 + 0,01*° 98,67 + 0,04 97,36+ 0,01 86,70 = 0,01

o-tocoferol
S

31,32+ 0,01°°

31,43+ 0,12*®

31,74 + 0,03

31,53 +0,07**

U 18,37 +0,01°° 17,70 + 0,02°° 17,77 +0,01°¢ 17,79 + 0,01°¢
SU, 38,25+ 0,01** 36,65+ 0,02 36,60 + 0,04 31,50+ 0,014
SU, 31,92 +0,01*® 29,32 + 0,12 28,57 £ 0,01 27,36 + 0,02®
Totais
S 204,34 +0,01°° 202,74+ 0,01°® 188,29 + 0,01°® 164,13 + 0,029
U 169,28 +0,03*°®  164,05+0,21°®  163,55+0,01°° 143,18 + 0,06
SuU;, 240,98+ 0,11 223,65+0,05**  204,84+0,04**  144,79+0,13®
SU, 208,21 + 0,04 188,79 + 0,15 180,34 + 0,10° 135,67 + 0,119
Vitamina E
S 56,37 +0,01*° 55,99 + 0,02*° 41,81 +0,12°° 25,64 +0,01°
U 95,38+ 0,01** 91,06 + 0,01** 91,00 +0,01°* 70,86 + 0,01°*
SU, 79,77 + 0,02 73,53 +0,01°¢ 56,70 + 0,01 26,11 +0,02%
SU, 81,66 +0,02° 74,51 + 0,058 67,94 + 0,05 33,69 + 0,058

S: soja, U: uva, SU;:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p. Expressa em equivalente de a-tocoferol.

Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e

maiutsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Tabela 8 - Compostos fenolicos totais (mg EAG/g) para a interagdo tratamentos x tempos de estocagem em

estufa a 60°C.

. Tempos de estocagem (dias)

Oleos 0 7 14 21

S 118,93 + 4,24 99,93 + 0,88°° 86,60 + 8,00°® 46,26 + 3,30
U 131,93 + 3,56™ 131,60 + 2,00** 97,93 + 0,88 24,93 + 5,54
SU, 124,6 + 8,00°5¢ 123,26 + 0,88 26,93 + 2,00°° 21,93 + 0,88
SU, 129,93 + 0,888 106,93 + 5,54 45,93 + 3,56 38,6 + 3,86

S: soja, U: uva, SU;:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.

Médias + desvios padrdes das determinacdes seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e
maitsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Segundo Ianni e Martino (2020) e Blackford et al. (2021), os principais compostos
fenolicos encontrados em uvas sdo quercetina, astilbina, engeletina, catequina e
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epicatequina. Esses compostos, de acordo com Trost et al. (2016), tém a capacidade de se
unir aos radicais livres gerados, promovendo a diminui¢do tanto dos radicais quanto dos
fenolicos presentes.

Curko et al. (2023), analisando os compostos fendlicos em o6leos de uva extraidos
por prensagem a frio e extragdo supercritica com CQO;, observaram que o composto
fendlico mais encontrado, do ponto de vista quantitativo, pertencia ao grupo dos flavan-3-
0is e a quantidade destes compostos foi superior quando a extracao foi feita por prensagem
a frio.

DPPH e FRAP

No inicio da estocagem, os valores de atividade antioxidante (AA%) obtidos pelo
método do radical livre DPPH™ foram, em média, 90,74%, para os Oleos estudados,
apresentando poder antioxidante elevado, ndo diferindo entre si pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significancia (Tabela 9). Ao longo da estocagem, observa-se que houve
reducdo significativa da atividade antioxidante. Aos 21 dias de estocagem, verifica-se,
ainda, que os 6leos mantiveram elevada atividade antioxidante, sobretudo o 6leo composto
SU; que apresentou atividade antioxidante acima de 85%.

Tabela 9 - Atividade antioxidante por DPPH (%) e FRAP (uMol Trolox/100 g) para a interagdo tratamentos
x tempos de estocagem em estufa a 60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oleos 0 7 14 21
DPPH
S 89,26 + 0,10 88,24 + 0,01*8 79,00 + 0,29°¢ 75,19 + 0,220
U 91,10+ 0,01* 87,78 + 0,01°8 84,24 + 0,04 76,69 + 0,66%
SU, 91,29 + 0,52* 89,49 + 0,06™ 87,23 + 0,55 85,45+ 1,18%
SU, 91,29 +0,01* 87,19+ 0,01°8 86,70 + 0,294 79,86 + 0,018
FRAP
S 51,01 +8,32* 50,05 + 8,97** 40,8 +0,05"® 45,31+ 0,01°8
U 41,38 +0,05*® 43,3 + 0,678 40,17 + 6,448 38,19 + 0,58
SU, 52,17 + 2,53 41,3 + 0,89 58,63 + 0,05 49,81 + 3,362
SU, 37,55+ 1,37 43,63 +9,37" 55,55+ 1,37* 51,48 +0,01**

S: soja, U: uva, SU,:75:25 p/p, SU,: 50:50 p/p.
Meédias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas linhas e
maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Inicialmente, o 6leo de soja e o composto SU; apresentaram maior poder redutor,
51,01 e 52,17 uMol Trolox/100 g, respectivamente, pelo método FRAP, em relagdo aos
Oleos de uva (41,38 uMol Trolox/100 g) e SU, (37,55 uMol Trolox/100 g). Ao final da
estocagem, os 0leos compostos se destacaram com maiores atividade antioxidante FRAP,
devido a contribui¢do do 6leo de soja.

Conforme Ferreira-Santos et al. (2023), os extratos de bagago de uvas tém
moléculas antioxidantes de elevada atividade de eliminagdo de radicais e poder de redugao
de antioxidante, porém os valores variam de acordo com o ensaio utilizado, devido a
estrutura quimica dos radicais, moléculas e mecanismos de a¢do, bem como o tipo de
compostos fenolicos presente.
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CONCLUSOES

As andlises fisico-quimicas realizadas na caracterizagcdo dos 6leos demonstraram
que o o6leo de uva obteve menor oxidagdo, sobretudo, maior estabilidade oxidativa. Apos
estocagem de 21 dias a 60°C, o 6leo de uva conseguiu impedir a formagao de compostos
primdrios e secunddrios em 25% quando comparado ao 6leo de soja, evidenciada pelo
valor Totox, e, apesar de apresentar perda significativa de compostos fendlicos (81%), por
outro lado, obteve maior retengdo de tocoferdis totais (84,5%). Dessa forma, o 6leo de uva,
nas condicdes estudadas, pode contribuir para aumentar os compostos bioativos e
estabilidade oxidativa do 6leo de soja.
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Resumo: Quando utilizados em altas temperaturas, os Oleos vegetais podem sofrer
degradacdo oxidativa, resultando na formag¢do de compostos nocivos e na perda de
propriedades sensoriais e nutricionais. Para mitigar esses efeitos, os 6leos compostos tém
se mostrado uma estratégia promissora, combinando diferentes Oleos vegetais para
melhorar a estabilidade oxidativa. Este estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade
oxidativa de 6leos compostos de soja e arroz nas proporgdes de 75:25 (p/p) e 50:50 (p/p)
sob condicdes de termoxidagdo a 180°C por 20 horas. Amostras foram tomadas em 0, 10 ¢
20 horas de aquecimento e submetidas as analises fisico-quimicas, que incluiram acidos
graxos livres, indices de peroxidos, p-anisidina, compostos polares totais, valor Totox,
estabilidade oxidativa, compostos fendlicos totais, carotenoides totais, tocoferois, além da
atividade antioxidante por DPPH e FRAP. Ao final do ensaio de termoxidacdo, os
resultados demonstraram que o 6leo de arroz (A) obteve menores indices de perdxidos,
compostos polares totais, estabilidade oxidativa e Totox, indicando maior resisténcia a
formagao de produtos primarios e secundarios da oxidagdo; e apresentou maiores retengoes
de carotenoides totais, tocoferdis totais e, ainda, conseguiu cerca de 40% de atividade
antioxidante por DPPH. Os 6leos compostos, SA; e SA;, minimizaram os niveis de
compostos da degradacao, e quando comparados ao 6leo de soja (S), conseguiram reduzir
em 23% a formagao de compostos polares totais ao final do processo. Apesar de ambos os
6leos apresentarem comportamento bastante similar, o SA, apresentou maior indice de
estabilidade oxidativa e teor de tocoferois totais, enquanto o SA; apresentou menor indice
de peroxidos ao final de 20 horas de termoxidacdo. Portanto, ¢ viavel a aplicagdo de 6leos
compostos como SC e GC em processos que envolvam elevadas temperaturas.

Palavras-chave: atividade antioxidante, 6leos vegetais, propriedades fisico-quimicas,
tocoferais.
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INTRODUCAO

Os dleos vegetais desempenham um papel crucial na induastria alimenticia devido a
sua versatilidade, propriedades sensoriais e valor nutricional. No entanto, quando
submetidos a altas temperaturas, como em processos de fritura, enfrentam desafios
relacionados a degradacdo oxidativa. A termoxidagdo ¢ um processo amplamente utilizado
para avaliar as caracteristicas dos Oleos vegetais sob elevadas temperaturas, simulando
condicoes semelhantes as de fritura continua, mas sem a interferéncia de alimentos no
processo. Durante este processo ocorre reagdo de hidrolise com formacao de acidos graxos
livrtes e outros compostos de degradagdo, comprometendo a qualidade sensorial,
nutricional e funcional do 6leo (Al Amin et al., 2023; Barani; Bonetti; Parker, 2023).
Estudos tém demonstrado que a termoxidagdo também leva a degradagdo de compostos
bioativos, como tocoferdis e fitoesterdis, além de promover o acimulo de produtos toxicos,
como aldeidos e cetonas, que podem ter impactos na saude humana (Franca et al., 2019;
Kasprzak et al., 2020).

Uma abordagem promissora para mitigar esses efeitos ¢ a formulacdo de oleos
compostos, que consiste em misturas de diferentes oleos vegetais para combinar perfis
lipidicos e antioxidantes complementares. Essa estratégia tem demonstrado resultados
positivos ao prolongar a vida util e melhorar a estabilidade oxidativa dos 6leos sob
condi¢des de aquecimento intenso. Estudos Recentes indicam que o uso de antioxidantes
naturais, presentes em 6leos como o de arroz e o de soja, pode proporcionar protecao
sinérgica contra os efeitos da termoxidagdo, além de melhorar a qualidade funcional dos
6leos compostos (Hussain et al., 2018; Ramroudi et al., 2022; Wang et al., 2022).

O oleo de soja, amplamente utilizado na indistria alimenticia, apresenta boa
composi¢do nutricional, mas ¢ altamente suscetivel a oxidag¢do devido ao seu elevado teor
de 4cidos graxos poli-insaturados (Vali Zade et al., 2024). Por outro lado, o 6leo de arroz
contém compostos antioxidantes como y-orizanol, tocoferdis e compostos fenolicos, que
aumentam sua resisténcia a oxidagdo e tornam a sua combinagdo com o6leo de soja uma
estratégia interessante para formulagdes mais estaveis (Huang et al., 2022; Liu et al.,
2023).

Com base nesse cenario, o presente estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade
oxidativa de oleos compostos de soja e arroz, formulados nas proporg¢des de 75:25 e 50:50
(p/p), sob condicdes de termoxidacdo a 180°C por 20 horas. Foram analisadas propriedades
fisico-quimicas e a atividade antioxidante das formulacdes, buscando compreender os
efeitos sinérgicos das combinagdes de Oleos e suas implicagdes para aplicagdes na industria
alimenticia.

MATERIAL E METODOS

Obtencio dos dleos

Os o6leos utilizados foram adquiridos no comércio local de Sdo José¢ do Rio Preto-
SP, sendo o o6leo de soja do tipo 1 e refinado, enquanto o de arroz, 6leo bruto obtido por
extragdo a frio, sem processamento adicional. Os 6leos de soja (S), arroz (A) e compostos,
SA; (75:25 p/p) e SA; (50:50 p/p) foram analisados quanto as propriedades fisico-quimicas
e antioxidantes quando submetidos ao ensaio de termoxidacao.
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Termoxidacio

Os o6leos (160 mL) foram submetidos a termoxidacao de modo descontinuo em dois
dias, empregando em cada dia de aquecimento 10 horas continuas. A termoxidagdo foi
conduzida em chapa aquecida a 180 = 5°C com 0,4/cm de superficie/volume. Amostras
foram tomadas em 0, 10 e 20 horas de aquecimento, armazenadas em frascos de vidro
ambar, inertizadas com nitrogénio gasoso e¢ acondicionadas a temperatura de -18°C até o
momento das analises (dcidos graxos livres, perdxidos, p-anisidina, compostos polares
totais, estabilidade oxidativa, compostos fendlicos totais, carotenoides totais e teor de
tocoferois, além da atividade antioxidante por DPPH e FRAP.

Métodos

Propriedades fisico-quimicas

Acidos graxos livres, expressos em % de 4cido oleico, pelo método Ca 5a-40 proposto pela
AOCS (2009);

Indice de peréxidos (IP), expressos em milequivalentes de oxigénio ativo por quilograma
de o6leo, conforme o método Cd 8-53 proposto pela AOCS (2009);

Indice de p-anisidina (Ip4), determinado por espectrofotometria a 350 nm, conforme o
método Cd 18-90 da AOCS (2009);

Valor total de oxidag¢do (valor Totox), obtido por meio de uma equagdo matematica que
integra os resultados dos indices de perdxidos e p-anisidina (VT = 2 IP + IpA). Este
parametro indica a quantidade total de compostos formados durante o processo de
autoxidagdo dos 6leos (Shahidi, 2005).

Compostos polares totais, determinacdo realizada utilizando o sensor do instrumento Testo
(270, Testo, Campinas, Brasil), que foi inserido nas amostras dos Oleos previamente
aquecidos a 90 = 5°C. A leitura do teor de compostos polares foi exibida no display do
aparelho, com o resultado em porcentagem sendo apresentado apds 30 segundos de
imersdo, conforme o indicativo luminoso do dispositivo (Osawa; Gongalves; Mendes,
2010). Antes da andlise, o sensor foi calibrado utilizando 6leo fornecido pelo fabricante.
Ap0s cada medigdo, o equipamento foi higienizado com agua morna, detergente neutro e
devidamente seco.

Indice de estabilidade oxidativa, expresso em horas, determinado utilizando o equipamento
Rancimat a 110°C, com fluxo de ar de 20 L/h, segundo o método Cd 12b-92 proposto pela
AOCS (2009);

Compostos fendlicos totais, extraidos pelo método proposto por Parry et al. (2005) e
quantificados por espectrofotometria utilizando reagente de Folin-Ciocalteu e curva padrao
de 4cido galico conforme método descrito por Singleton e Rossi (1965), sendo expresso em
mg/kg;

Carotenoides totais, segundo metodologia descrita por Rodriguez-Amaya (2001) e para a
quantifica¢do serd utilizado o espectro de absor¢dao UV-visivel (350 - 550 nm, expressos
em pg fB-caroteno/g de 6leo;

Teores de tocoferois, pelo método Ce 8-89 da AOCS (2009). A andlise foi realizada em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de fluorescéncia. Os valores
das concentragdes foram calculados em base da area dos picos de excitagdao da leitura e
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expressos em valores de cada isomero separadamente. Uma curva padrdo de tocoferois foi
elaborada para expressar o teor de tocoferdis em mg/kg;

Vitamina E, calculada de acordo com o método descrito por McLaughlin e Weihrauch
(1979), sendo os fatores de conversao os seguintes: a-tocoferol x 1,0; B-tocoferol x 0,40; y-
tocoferol x 0,10 e d-tocoferol x 0,01, e o resultado expresso como equivalentes de a-
tocoferol (mg/kg).

Atividade antioxidante

Capacidade de eliminagdo do radical DPPH', determinada conforme a metodologia
descrita por Kalantzakis et al. (2006). O 6leo foi diluido em acetato de etila (1:10 v/v) e 1
mL desta solugdo foi adicionado 4 mL da solugdo de DPPH (40 pg/mL). A mistura foi
agitada imediatamente em agitador de tubos (Vortex, QL 901, Qilinbei instruments
manufacture, China) e deixada em repouso a 25°C no escuro por 30 min. Entdo, foi medida
a absorvancia a A = 517 nm em espectrofotometro. Além, disso, foi feita uma amostra
controle, com acetato de etila ¢ DPPH nas mesmas condi¢des. A capacidade em sequestrar
o radical DPPH foi determinada usando a seguinte equacdo: atividade antioxidante (%) =
[(Ao — A1)/A,] x 100, onde A, representa a absorvancia da amostra controle ¢ A; a
absorvancia da amostra. Os resultados foram expressos em percentual de inibi¢ao do
radical DPPH (%).

Poder antioxidante de redugdo do ferro (FRAP), realizado pela metodologia descrita por
Szydlowska-Czerniak et al. (2008), que ¢ baseada na capacidade dos fendis em reduzir o
complexo Fe™-TPTZ (férrico tripiridiltriazina) ao complexo Fe™-TPTZ (ferroso
tripiridiltriazina) em pH 3,6. Primeiramente, 20 mg do 6leo foram misturados com 1000
pL de alccol etilico e agitado em agitador de tubos (QL 901, Qilinbei instruments
manufacture, China). Entdo, 2700 uL do reagente FRAP (25 mL de tampao acetato 0,3
Mol/L, pH 3,6; 2,5 mL de solucao de 10 mMol do complexo Fe”-TPTZ em 40 mMol HCI
mais 2,5 mL de FeCl;.H,O a 20 mMol) foram misturados com 90 pL da amostra e 270 uL.
de agua destilada. Essa mistura foi mantida por 30 min em banho maria a 37°C ¢ a
absorvancia foi medida a A = 595 nm em espectrofotometro. Os resultados foram expressos
em uMol Trolox/100 g.

Analise estatistica

Foi empregado o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (0leos
x tempos de aquecimento). Os resultados obtidos das determinagdes analiticas, em
duplicata, foram submetidos a andlise de variancia e as diferencas entre as médias, testadas
a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, por meio do programa ESTAT, versdo 2.0
(Banzato; Kronka, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Propriedades fisico-quimicas

Os acidos graxos livres sdo importantes indicadores de degradacdo lipidica em
Oleos vegetais, sendo mais suscetiveis ao processo de oxidagdo que os acidos esterificados
ao glicerol (Jorge, 2009). De acordo com a Tabela 1, os 6leos apresentaram aumento
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significativo dos indices de &4cidos graxos livres com o decorrer da termoxidagao.
Independentemente do tempo de aquecimento, ndo houve diferenga significativa entre os
6leos.

A legislagao vigente (Brasil, 2021; Codex Alimentarius, 2023) estabelece limites
maximos de 0,6 mg KOH/g (0,3% de acidez) para 6leos e gorduras refinados, e 4,0 mg
KOH/g (2% de acidez) para 6leos prensados a frio e ndo refinados. Apesar da degradagdo
observada na Tabela 1, os 60leos puros € os compostos permaneceram dentro destes limites
ao longo do periodo de estocagem, garantindo seguranga para consumo.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas para os 6leos sob aquecimento a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Oleos 0 10 20
Acidos graxos livres (%)
S 0,17 +0,014 0,19 +0,01°* 0,33 +0,01**
A 0,20 +0,01°* 0,20 +0,01°* 0,25 +0,01*
SA, 0,17 +0,014 0,28 +0,01°* 0,33 +0,01**
SA, 0,19+ 0,014 0,25 +0,01°* 0,31 +0,01**
Indice de peréxidos (meq/kg)
S 2,78 0,17 4,99 + 0,34 5,31 £0,17*8
A 7,56 +0,17** 5,34 +0,16™ 3,16 £ 0,01
SA, 3,38 +0,02°8 5,69 +0,01** 3,98 + 0,5
SA, 7,43 +037* 6,13 020" 5,45+0,31"
Anisidina
S 3,58 £0,01" 44 85 + 3.46°® 55,78 + 4,36™*
A 7,93 £0,01%4 40,53 + 1,60 52,81 +2,46™
SA, 3,44 +£0,01® 46,88 +0,01°* 54,72 +£0,01**
SA, 4777 +0,01°8 52,69 +0,01** 54,68 +0,01**
Compostos polares totais (%)
S 7,00 0,014 24,50 +0,01°* 39,00 £0,01*
A 6,00 0,014 14,00 + 0,01°¢ 21,00 +£0,01°¢
SA, 7,00 0,014 21,50 +0,01°® 30,25 +0,12°®
SA, 7,50 £ 0,014 21,50 +0,01°® 29,50 +£0,01°®
Estabilidade oxidativa (h)
S 7,14 +0,01* 2,18 +£0,02°¢ 1,49 +0,01°¢
A 5,64 +0,01°° 3,37 +0,01°" 2,3+0,01
SA, 6,64 +0,01*" 2.8+0,01"® 1,45 +0,01°¢
SA, 6,34 + 0,04 2,61 £0,01°8 1,73 £0,01®

S: soja, A: arroz, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.
Meédias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e
maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

De acordo com o Codex Alimentarius (2009), limites sdo estabelecidos para indices
de peroxidos de 10 e 15 meq O,/kg para oleos refinados e brutos, respectivamente.
Conforme a Tabela 1, os 6leos puros e compostos atenderam a esses limites ao longo de
todo o periodo de aquecimento, com destaque para SA;, que apresentou reducdo de 25%
no indice de peroxidos em relagdo ao 6leo de soja puro apds 20 horas, evidenciando maior
resisténcia a oxidagdo primaria. A formulacao SA,, embora tenha apresentado valores mais
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elevados, também permaneceu dentro dos limites aceitdveis, indicando o papel protetor dos
antioxidantes naturais presentes, como tocoferdis e compostos fenodlicos, que sdo
reconhecidos por sua capacidade de inibir a formagdo de hidroperoxidos (Ghosh et al.,
2019; Aly; Ali; Abdeldaiem, 2021). Esses resultados refor¢gam o potencial das formulagdes
compostas, especialmente SA;, como estratégias eficazes para prolongar a estabilidade
oxidativa e atender as exigéncias de processos industriais.

Os produtos oriundos da oxidacao inicial podem ser degradados ou polimerizados,
formando produtos secundarios de oxidagdo. Quando o valor do indice de p-anisidina - que
mede os produtos secundarios - for inferior a 10, O 6leo pode ser considerado de boa
qualidade (Guillén; Cabo, 2002). No presente estudo, todos os 6leos ultrapassaram esse
limite ja as 10 horas de aquecimento, evidenciando a rapida formagdo de compostos
secundarios em condi¢des de termoxidagdo. O dleo de arroz apresentou os maiores valores
iniciais, indicando que os produtos secundarios j& estavam presentes em maior quantidade
no inicio do processo. Os 6leos compostos SA| e SA, apresentaram indices de p-anisidina
estatisticamente superiores aos 6leos puros no estagio intermediario (10 horas), sugerindo
maior formagdo de aldeidos e cetonas nesse periodo. Contudo, ao final de 20 horas, os
indices se estabilizaram e ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos, indicando
que os antioxidantes naturais presentes nas misturas compostas, como tocoferdis e
compostos fenolicos, ajudaram a retardar o avanco da oxidagdo secundaria ao longo do
tempo (Hussain et al.,, 2018; Maszewska et al., 2018). Esses resultados mostram que,
embora os compostos secundarios tenham se acumulado mais rapidamente nos o6leos
compostos em estdgios intermedidrios, as formulacdes foram eficazes em limitar o avango
oxidativo em periodos prolongados, sendo promissoras para aplica¢des industriais.

O valor Totox (Valor Total de Oxidagdo) ¢ a combinagdo entre o valor de indices
de peroxidos e p-anisidina. Esta combinacdo permite correlacionar o nivel de perdxidos,
que representa o potencial de degradacdo da qualidade organoléptica, e os aldeidos,
representativos do estado de deterioragdo efetivo. Considera-se que uma matéria graxa bem
conservada deve apresentar valor totox inferior a 10 (Metzner Ungureanu et al., 2020).
Como ilustrado na Figura 1, houve aumento significativo nos valores totox, onde, desde o
inicio do processo, os 0leos ja apresentaram valores acima do recomendado, excetuando o
6leo de soja (S). Em 10 horas de aquecimento, o d6leo de arroz (A) também se destacou
como o mais estavel, possivelmente devido a presenca de antioxidantes naturais, como 7y-
orizanol e tocoferdis, que retardam a formagdo de produtos oxidativos (Zaunschirm et al.,
2018).

Os compostos polares totais sdo indicadores importantes da degradag¢dao dos oOleos
durante o aquecimento, sendo diretamente relacionados a formagdo de produtos de
oxidagdao (Wei et al., 2023). Observa-se que os Oleos estudados apresentaram aumento
significativo nos teores de compostos polares com o decorrer do tempo de aquecimento,
refletindo a degradagdo oxidativa dos 6leos.

Segundo Informe Técnico n° 11 de 5 de outubro de 2004 da ANVISA, o limite
maximo recomendado para compostos polares totais em 6leos aquecidos ¢ de 25% (Brasil,
2004). Inicialmente, os o6leos nao diferiram significativamente quanto aos teores de
compostos polares totais. Até 10 horas de aquecimento, os 6leos ndo ultrapassaram o limite
de 25%, destacando-se com o maior acumulo o de soja (S), com 24,5%, diferindo
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significativamente dos demais. Este aumento significativo estd de acordo com a literatura,
que constata elevagdo nos teores de compostos polares totais em 6leos submetidos a altas
temperaturas, evidenciando a degradacdo dos 4cidos graxos e a formacdo de compostos
polares (Pop; Semeniuc, 2022). Ao final das 20 horas de termoxidacao, o 6leo de soja e os
compostos ultrapassaram o limite de 25%, evidenciando niveis de degradagdo que
comprometem sua qualidade e seguranga para o consumo (Brasil, 2004), enquanto o 6leo
de arroz (A) atingiu valor abaixo do recomendado, ou seja, 21%.
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Figura 1 - Valor total de oxidag¢do (Totox) dos 6leos submetidos a termoxida¢do a 180°C. Para cada
tratamento, médias seguidas das mesmas letras mintisculas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). Para
cada tempo de estocagem, médias seguidas das mesmas letras maitsculas ndo diferem pelo teste de Tukey (p
>0,05). S: soja, A: arroz, SA1:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.

Independentemente do oleo, observa-se na Tabela 1, redugdo significativa dos
indices de estabilidade oxidativa com o decorrer do aquecimento. Entre os 6leos puros
analisados, destacou-se o 6leo de soja (S), que inicialmente apresentou o maior indice de
estabilidade oxidativa (7,14 h), corroborando com os estudos de Zufarov e Serkayev
(2023), que atribuiram essa resisténcia a presenga de antioxidantes naturais. Em
contrapartida, inicialmente, o 6leo de arroz (A) apresentou o menor indice, 5,64 h. Porém,
a partir de 10 horas, se destacou com maiores indices, diferindo significativamente,
conseguindo ao final de 20 horas, maior estabilidade oxidativa (2,3 h).

Apesar da redugdo observada ao longo do aquecimento para os 6leos compostos,
destaca-se que SA; apresentou o melhor desempenho em 20 horas, mantendo um indice de
estabilidade 42% maior que SA;. Esse comportamento destaca o papel dos compostos
fenolicos e tocoferdis presentes no 6leo de arroz na melhoria da estabilidade oxidativa
(Zhao et al., 2019).

Compostos bioativos e atividade antioxidante

No inicio do processo, verifica-se que os 0leos SA; e S se destacaram com maiores
quantidades, 224,25 e 122,69 mg/kg, respectivamente, diferindo estatisticamente dos
demais 6leos (Tabela 2). Observa-se que ao longo do processo de termoxidacao, os 6leos
apresentaram aumento predominante nos teores de compostos fendlicos totais,
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possivelmente devido a reagdo do reagente de Folin-Ciocalteu com grupos fendlicos
provindos da degradagdo de tocoferdis, visto que a presenga destes compostos, facilmente
oxidaveis resulta na formagdo de complexos azuis, causando uma superestimacdo dos
compostos fenodlicos totais (Chen; Cheng; Liang, 2015).

Tabela 2 - Teores de compostos fenodlicos totais e carotenoides totais dos oleos sob
aquecimento a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

(o)
€os 0 10 20
Compostos fendlicos totais (mg/kg)
S 122,69 + 2,50 162,37 + 7,458 189,56 + 9,53*
A 89,56 + 0,78 127,06 + 0,78°¢ 155,50 + 4,87
SA, 110,18 + 7,03 173,00 + 9,59% 175,50 + 1,778
SA, 22425 + 4,87 158,94 + 3,128 178,93 + 7,038
Carotenoides (ug f-caroteno/g)
S 5,60 + 0,01 5,74+ 0,01 8,47 + 0,01
A 49,88 + 3,48 5,99 + 0,01 31,08 + 3,828
SA, 61,37 + 8,42** 56,98 + 3,73* 56,11 +0,01**
SA, 58,43 + 2,94* 60,50 + 9,79** 57,89 +£9,02*4

S: soja, A: arroz, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.
Meédias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Estudos anteriores corroboram essas mesmas observacdes, indicando que, durante a
termoxidagdo, pode ocorrer aumento nos compostos fenolicos totais devido a
decomposi¢ao de antioxidantes como tocoferois, resultando em maiores concentragdes de
compostos fenolicos detectaveis (Corbu; Rotaru; Nour, 2020). Michiu et al. (2022)
observaram que os compostos fendlicos atuam como antioxidantes, e sua concentragao
pode aumentar sob certas condi¢des durante o aquecimento. Ozcan e Kose (2023) também
relataram aumento nos compostos fendlicos totais em 6leos de girassol durante o processo
de termoxidacao.

Observa-se na Tabela 2 que os teores de carotenoides mantiveram-se constantes ao
longo do processo de termoxidacao, excetuando o 6leo de arroz que passou por oscilagdes.
Geralmente, o que acontece ¢ que a degradacao térmica ocorre porque carotenoides, como
0 P-caroteno, sdo compostos sensiveis ao calor e ao oxigénio. Estudos mostram que a
degradacao desses compostos segue um padrdo previsivel durante o aquecimento a altas
temperaturas (Gheonea et al., 2020), podendo resultar em perdas consideraveis nas
concentragdes de carotenoides, comprometendo suas propriedades antioxidantes e sua
estabilidade.

Em relagdo aos oleos puros, no final da termoxidagdo, o 6leo de arroz (A) se
destacou com o maior teor de carotenoides, com reten¢do de aproximadamente 62%,
enquanto o 6leo de soja (S) apresentou o menor teor, com retencao de apenas 13%. Essa
diferenca reflete a maior estabilidade do 6leo de arroz em comparacdo ao o6leo de soja,
indicando perdas mais acentuadas de carotenoides (Symoniuk et al., 2022a).

Entre os 6leos compostos, os valores foram estatisticamente semelhantes, indicando
comportamento consistente entre as formulagdes. O 6leo composto SA, demonstrou
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elevada retengdo (99%), evidenciando a eficacia das formulagdes na preservagdo de
carotenoides durante o aquecimento. Esses dados ressaltam o papel dos 6leos compostos
na preservagdo dos carotenoides, sugerindo sua eficdcia em prolongar a estabilidade
oxidativa, evidenciando que combinagdes especificas podem ampliar o potencial
antioxidante dos dleos, reforcando sua estabilidade durante o aquecimento.

Estudos sugerem que a adi¢cdo de carotenoides naturais, provenientes de extratos de
tomate ou algas, pode melhorar a estabilidade antioxidante e a coloracdo dos o6leos
submetidos ao aquecimento, ampliando seu potencial para aplicagdes industriais e
alimenticias (Nour et al., 2018; Murillo et al., 2022).

Os tocoferdis sdo compostos que agem como antioxidantes, aumentando a
estabilidade oxidativa de dleos vegetais, reduzindo a peroxidacdo de acidos graxos poli-
insaturados e, consequentemente, os danos causados pelo radical peroxila (ROO) ao
endotélio vascular e tecido cardiaco (Clarkson; Thompson, 2000). Porém, de acordo com
Jung e Min (1990), essa a¢do ¢ dependente da concentracdo, sendo consideradas Otimas
100 mg/kg para a-, 250 mg/kg para y- e 500 mg/kg para d-tocoferol a temperatura de 55°C.
Conforme Tabela 3, foram detectados os isdmeros a-, y- € o-tocoferol nos oOleos
termoxidados, cujos cromatogramas encontram-se ilustrados na Figura 2.

Tabela 3 - Perfil de tocoferdis e vitamina E para os 6leos sob aquecimento a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Oleos 0 T 20
a-tocoferol (mg/kg)
S 47,00 + 0,01°° 10,07 + 0,01°° 1,15 +0,05°
A 96,73 + 0,01** 60,14 +0,01°* 20,18 + 0,014
SA, 60,46 + 0,04*C 19,54 + 0,12°¢ 2,35 £ 0,04
SA, 66,35 + 0,02°° 2221+0,01"® 5,60+ 0,01
y-tocoferol
S 186,95 + 0,45** 33,60 + 0,01°° 3,99 +0,01°°
A 111,28 +0,01%° 52,70 £ 0,01% 12,23 £ 0,03
SA, 161,96 + 0,03 50,77 + 0,038 7,48 + 0,01
SA, 132,47 + 0,19* 42,83+ 0,01 11,30 + 0,01

o-tocoferol
S

52,23 +0,01**

33,04 +0,01°8

21,30+ 0,01°¢

A 37,19+ 0,01*° 31,86 + 0,01°° 23,37+ 0,018
SA, 48,92 +0,01*® 34,22 +0,01° 15,60 + 0,05°
SA, 40,34 + 0,02% 32,66 + 0,02°¢ 27,13+ 0,01
Totais
S 286,19 + 0,67** 76,72 + 0,01°° 26,45 + 0,04
A 24520+ 0,01% 144,71 £ 0,01°* 55,78 £0,11°*
SA, 271,35+ 0,01*8 104,53 + 0,248 25,44 + 0,15
SA, 239,16 + 0,17°° 97,70 + 0,01°¢ 44,03 + 0,018
Vitamina E
S 72,97 + 0,04 14,95 +0,01°° 0,73 +0,01°¢
A 112,24 +£0,01** 67,62 = 0,01°* 22,06 + 0,024
SA, 82,99 + 0,04 26,77 £ 0,14°¢ 0,14 +0,01°°
SA, 84,78 + 0,04 28,35+ 0,01°® 1,79 £ 0,018

S: soja, A: arroz, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.

:
expressa como alfa tocol.

M¢édias + desvios padroes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e

maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Figura 2 — Cromatogramas dos perfis de tocoferois dos 6leos de soja (a), farelo de arroz (b), SA; (c) e SA; (d). S: soja, A: arroz, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.
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O o-tocoferol, conhecido por sua baixa estabilidade térmica, foi rapidamente
degradado em todos os 6leos. O 6leo de soja apresentou perda superior a 95% desse isomero
em 20 horas de aquecimento, corroborando com estudos prévios que apontam a rapida
degradacao do a-tocoferol em temperaturas mais elevadas (Kmiecik et al., 2019). Este
comportamento reflete sua menor capacidade antioxidante em condigdes de aquecimento
prolongado (Schmidt; Pokorny, 2005). Segundo Martins (2006), sua estabilidade diminui pela
metade a cada 10°C, quando acima de 40°C. No presente estudo, o aquecimento a 180°C
intensificou demasiadamente sua degradagao, evidenciando sua alta sensibilidade térmica.

De acordo com a Figura 3a, os resultados indicam que o 6leo de arroz (A) foi o mais
eficiente na retencao de a-tocoferol, com 20,86%. Em contraste, o 6leo de soja (S) apresentou
baixa retencao (2,45%), refletindo a baixa capacidade das formulagdes em preservar o
isdmero durante a termoxidagao.

Por outro lado, o 7y-tocoferol foi o isdmero majoritario em todos os Oleos,
sobressaindo, inicialmente, o 6leo de soja (S) com 186,95 mg/kg. Apesar disso, os Oleos
apresentaram baixa resisténcia térmica, sobretudo o de soja (A) com apenas 2,13% de
reten¢do em 20 horas de termoxidacgao (Figura 3b).

Apesar do d-tocoferol estar presente em menores concentragdes, suas perdas foram
progressivas ao longo do aquecimento (Figura 3c). Porém, foi o isdmero que apresentou
maiores taxas de retengdo (40,78-67,25%), sobressaindo o 6leo de arroz (A) e o o6leo
composto SA,, com 62,84 e 67,25%, respectivamente, o que evidencia a sua maior
estabilidade térmica. Estudos como os de Szydlowska-Czerniak et al. (2022) reforgam que a
composicdo do perfil lipidico, incluindo o grau de insaturagdo e a presenca de outros
compostos bioativos, desempenha um papel fundamental na retencdo ou auséncia de
determinados tocoferois.

Os teores totais de tocoferdis diminuiram significativamente em todos os dleos ao
longo do aquecimento (Figura 3d). Inicialmente, destacam-se com maiores teores o 6leo de
soja (S) e a mistura SA;, com 286,19 e 271,35 mg/kg, respectivamente. Porém, ao final de 20
horas de termoxidagao, suas retengdes foram as mais baixas, equivalentes ao redor de somente
9%, sugerindo que a adicdo de o6leo de arroz ndo proporcionou prote¢do adicional
significativa aos tocoferdis totais durante o aquecimento.

A vitamina E, amplamente reconhecida por seu papel antioxidante na protegdo contra
a peroxidacao lipidica (Schmidt; Pokorny, 2005), apresentou reducdes significativas em todos
os Oleos apds 20 horas de termoxidagdo. Inicialmente, o 6leo de arroz (A) apresentou
quantidade mais expressiva de vitamina E, e, ainda, foi o que obteve maior retengdo, 19,65%,
em 20 horas de aquecimento. Contudo, os demais Oleos apresentaram perdas superiores a
97%, refletindo sua menor estabilidade térmica.

DPPH ¢ FRAP

No método de DPPH™ mede-se a captagdo de um radical através da diminuigdo da
absorbancia, que acontece devido a redu¢ao de um antioxidante ou por reagdo com radicais.
Pode-se observar na Tabela 4 que, a atividade antioxidante dos Oleos reduziu de forma
significativa ao longo do aquecimento.
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Figura 3 - Retengdes de tocoferois e seus homologos dos dleos ao final da termoxidagdo a 180°C. S: soja, A: arroz, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.
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Tabela 4 - Atividade antioxidante por DPPH e FRAP para os d6leos sob aquecimento a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Oleos 0 10 20

DPPH (%)
S 82,39 + 2,028 52,13+ 0,15 31,17 + 0,02°®
A 84,25+ 0,86™* 68,38 + 0,39°* 39,80 + 0,094
SA, 63,73 + 0,01* 60,55 + 0,01°8 27,45 + 3,07
SA, 80,58 + 1,64 60,17 + 0,86°® 30,36 + 2,585C

FRAP (uMol Trolox/100 g)
S 113,99 + 1,44C 125,24 + 3,38 164,69 + 6,84**
A 95,04 + 0,50°° 181,29 + 2,64* 116,09 + 3,80°¢
SA, 171,54 +0,01** 154,19 + 0,408 130,94 + 0,98®
SA, 165,89 + 1,80 149,54 + 0,188 126,64 + 0,01

S: soja, A: arroz, SA;:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.
Meédias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Inicialmente, o 6leo de arroz, seguidos por soja € SA, sobressairam com maiores
teores de DPPH’ (> 80%). Além do mais, o 0leo de arroz destacou-se por manter uma
elevada capacidade antioxidante ao longo de todo o periodo de aquecimento. Esse
comportamento pode ser atribuido a presenca de compostos como y-orizanol e tocoferois,
conhecidos por sua eficiéncia na neutralizagdo de radicais livres. Estudos prévios
corroboram essa observacao, destacando o farelo de arroz como uma fonte rica em
antioxidantes que promovem resisténcia significativa a degradagado térmica (Li et al., 2014;
Sharma; Chakkaravarthl; Bhattacharya, 2023).

A Tabela 4 apresenta a capacidade antioxidante dos o6leos, medida pelo método
FRAP, ao longo do aquecimento. Inicialmente, observa-se que os oleos SA; e SA;
destacaram-se por exibirem as maiores capacidades antioxidantes, atribuidas a presenga de
compostos bioativos, como tocoferdis e carotenoides, conhecidos por suas propriedades
antioxidantes robustas.

Com o decorrer do aquecimento, notou-se uma diminui¢do na capacidade
antioxidante dos Oleos, especialmente em SA; e SA,, que apresentaram os menores valores
finais. Esta diminuicao pode ser atribuida a degradagdo térmica dos compostos antioxidantes
presentes nos 6leos, como observado em estudos recentes. Melchior et al. (2023) relataram
que a atividade antioxidante medida pelo FRAP em oOleos essenciais diminui
significativamente com o tempo de aquecimento, refletindo a degradacao dos antioxidantes
naturais.

CONCLUSOES

As andlises fisico-quimicas realizadas nos 6leos puros demonstraram que o 6leo de
arroz (A), ao final do ensaio de termoxidagdo, obteve menores indices de peroxidos,
compostos polares totais, estabilidade oxidativa e Totox, indicando maior resisténcia a
formacgdo de produtos primarios e secundarios da oxidacdo. Além disso, apresentou maiores
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retengdes de carotenoides totais, tocoferdis totais e, ainda, conseguiu cerca de 40% de
atividade antioxidante por DPPH, em 20 horas de aquecimento.

Os 6leos compostos, SA; e SA,, minimizaram os indices de compostos primarios e
secundarios de degradacdo, e quando comparados ao 6leo de soja (S), conseguiram reduzir
em 23% a formagdo de compostos polares totais ao final do processo. Apesar de ambos os
Oleos apresentarem comportamento bastante similar, ao comparar os 6leos compostos, o SA;
apresentou maior indice de estabilidade oxidativa e teor de tocoferdis totais, enquanto o SA;
apresentou menor indice de perdxidos ao final de 20 horas de termoxidacao.

Esses resultados evidenciam que os Oleos compostos com arroz, em proporc¢oes
adequadas, apresentam maior resisténcia a oxidacdo em altas temperaturas ¢ que podem
contribuir para melhorar suas caracteristicas fisico-quimicas e provavel melhoria na
qualidade nutricional, uma vez que mais compostos bioativos poderao estar presentes.
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Capitulo 10

AVALIACAO QUIMICA DO OLEO DE SEMENTES DE Hibiscus
sabdariffa L.
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Resumo: O interesse atual por antioxidantes naturais de fontes vegetais vem crescendo no
Brasil, principalmente por antioxidantes bioativos. O Hibiscus sabdariffa L. (hibisco) ¢
rico em compostos bioativos, além de possuir propriedades antioxidantes e
antimicrobianas. O cdlice ¢ a parte da planta mais utilizada, devido seu elevado teor de
compostos fendlicos, e suas sementes sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados, sendo
consideradas como subproduto da industria. Este trabalho teve como objetivo caracterizar
0os compostos bioativos do o6leo extraido das sementes de H. sabdariffa. O O6leo das
sementes de H. sabdariffa foi extraido por meio do método proposto por Bligh & Dyer.
Para tanto, o 6leo foi avaliado quanto ao teor de clorofila, perfil de acidos graxos, teores de
fitosterdis e tocoferdis. As sementes de H. sabdariffa sao uma boa fonte de lipidios. O 6leo
de H. sabdariffa demonstrou valores relevantes de clorofila e foi classificado como do tipo
insaturado (> 60%), constituido essencialmente pelos acidos graxos oleico C18:1 (26,10
%) e linoléico C18:2 (35,04 %). Embora o 6leo de H. sabdariffa ndo tenha apresentado
valores significativos de fitosterdis, apresentou teores expressivos de tocoferois totais
(465,78 mg/kg), sobretudo de a-tocoferol (356,55 mg/kg), o que pode garantir sua
aplicagdo nas industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética.

Palavras-chave: Acidos graxos, fitosterdis, tocoferdis.
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INTRODUCAO

O Hibiscus sabdariffa L. (hibisco) também conhecido popularmente como
vinagreira, Roselle, azedinha, groselheira, ¢ uma espécie vegetal pertencente a familia
Malvaceae ¢ cultivada em regides tropicais e subtropicais (Ismail; Ikram; Nazri, 2008). A
planta ¢ rica em compostos bioativos, vitaminas e minerais tem poder antioxidante,
diurético e antimicrobiano (Borras-Linares et al., 2015). E utilizado em diferentes
preparagdes culinarias como chds, vinhos, geleias, sorvetes e sucos (Duarte; Botelho;
Akutsu, 2019). No Maranhdo, as folhas do hibisco também sdo muito utilizadas na
culindria tradicional como ingrediente base para preparagdo do arroz de cuxa. Além
disso, sdo utilizadas pela induastria farmacéutica para fabricagdo de produtos para aliviar
sintomas de bronquite e tosse (Riaz; Chopra, 2018).

As partes da planta mais utilizadas sdo as folhas e os calices, caracterizadas por
uma coloragdo avermelhada e um sabor adstringente, o que chama a aten¢do das industrias
farmacéutica e alimenticia. Os calices de H. sabdariffa apresentam elevado teor de
compostos fenolicos, acidos organicos, vitamina C e antocianinas, responsaveis pela
capacidade antioxidante e pela coloracdo vermelha dos célices, conforme Figura la
(Sellappan; Akoh; Krewer, 2002; Arroyo et al., 2011; Borras-Linares et al., 2015). Estudos
mostram que os calices de hibisco apresentam diversos beneficios para a saude atuando
como antioxidante (Al-Hashimi, 2012; Hiromoto; Umeda; Jorge, 2021), hepatoprotetor
(Ezzat et al., 2016), anti-inflamatodrio (Shen et al., 2016), antibacteriano, antifiingico, anti-
hipertensivo (Wahabi et al., 2010) e antitumoral (Malacrida et al., 2016).

As sementes apresentam formato de rim, coloragdo marrom-clara, 3 a 5 mm de
comprimento e pesam aproximadamente 5 g (Figura 1b). So ricas em acidos graxos poli-
insaturados e antioxidantes lipossoliiveis, em especial o d-tocoferol (Mohamed et al., 2007;
Mahadevan; Shivali; Kamboj, 2009). Sdo compostas de 18,8-22,3% de proteinas, 19,1-
22,8% de lipidios e 39,45-42,6% de fibras, e ricas em minerais como célcio, ferro, fosforo
e magnésio (Mahadevan; Shivali; Kamboj, 2009). Além disso, o 6leo de sementes de
hibisco € rico em clorofila (Figura 1c), um grupo de diferentes pigmentos verdes tipicos
em organismos que realizam fotossintese, com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e antimutagénicas presentes nos vegetais (Cruz; Casal, 2018).

Por isso, o conteudo de clorofila ¢ considerado um parametro de qualidade,
devendo ser removida durante o processo de refino para aumentar a estabilidade oxidativa
do dleo. Esses pigmentos promovem a autoxidagdo do 6leo quando expostos a luz, devido
as suas caracteristicas fotossensibilizantes do anel porfirina dessas moléculas facilitando a
formacgao de oxigénio singlete (Gomes et al., 2003).

As sementes de hibisco muitas vezes sdo removidas e descartadas como subproduto
concomitante ao cultivo em larga escala. Por isso, a importancia em realizar estudos com
as sementes, a fim de utilizar o 6leo como ingrediente para consumo na gastronomia.
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Figura 1 - Hibisco: planta (a), sementes (b) e 6leo (c).

MATERIAL E METODOS

Sementes

As sementes de H. sabdariffa foram provenientes de plantas cultivadas no sitio Sao
Bom Jesus, localizado na cidade de Barretos, SP, Brasil (latitude 20°51°50°” S e longitude
48°63°64° O), safra 2017.

Apos higienizagdo com agua corrente, os frutos com sementes foram separados e
cortados em pequenos pedacos de 3 cm e as sementes foram separadas dos frutos, lavadas
com agua corrente e secas em estufa (modelo MA-035, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 40°C
durante 48 horas. Em seguida, as sementes foram trituradas em mini processador de
alimentos (modelo MPR514, Cadence, Balneério Picarras, Brasil) até a obten¢do de um p6
homogéneo.

Extracao do 6leo

O dleo das sementes de H. sabdariffa foi extraido por meio do método proposto por
Bligh e Dyer (1959). Dez gramas de sementes secas e trituradas foram pesados e
adicionados de 40 mL de cloroféormio, 80 mL de metanol e 32 mL de 4gua destilada. Essa
mistura foi colocada em mesa agitadora orbital (modelo TE-141, Tecnal, Piracicaba,
Brasil) por 30 minutos. Novamente foram adicionados 40 mL de cloroféormio e 40 mL de
sulfato de sddio, sob agitagdo por 2 minutos.

Ap6s o processo de extracdo, a mistura de solvente e dleo foi filtrada empregando
filtro de papel contendo sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado sob pressao
reduzida a 40°C e o 6leo bruto obtido foi acondicionado em vidro ambar, inertizado com
nitrogénio gasoso e armazenado a -18°C para posterior realizagcao das analises.

Analise de clorofila

A anélise de clorofila foi feita de acordo com o método da AOCS Ch 4-91 (2009)
por meio da leitura por espectrofotometro (modelo UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto,
Japao), nos comprimentos de onda de 630, 670 e 710 nm. O resultado foi expresso em
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mg/kg pelo seguinte célculo: C = [Ag70 — (Agzo + A710)/2]/0,1016 x L, onde, C ¢ a
concentragdo de pigmentos em mg/kg de 6leo, A ¢ a absorvancia em seus respectivos
comprimentos de onda e L ¢ a espessura da cubeta em cm.

Perfil de acidos graxos

Foi determinada pelo método da AOCS Ce 2-66 (2009) por meio de cromatografia
em fase gasosa com esterificacdo prévia das amostras. O método consiste em metilagao
alcalina da amostra, seguida por metilagdo acida e extragdo com n-hexano. Para a analise
cromatografica de acidos graxos utilizou-se cromatdgrafo gasoso, (modelo GC 3900,
Varian, Walnut Creek, Estados Unidos), equipado com detector de ioniza¢do de chama,
injetor ¢ amostrador automatico. Os compostos foram separados em coluna capilar de
silica fundida CP-Sil 88 de 60 m de comprimento, com diametro interno de 0,25 mm e
espessura de filme de 0,20 pm. A temperatura inicial da coluna foi 90°C por 4 minutos,
aquecida a 10°C/min até 195°C e mantida em isoterma durante 16 minutos. As
temperaturas utilizadas no injetor e no detector foram 230 e 250°C, respectivamente. O gés
de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de 30 mL/min. Os 4cidos graxos foram
identificados pela comparagcdo dos tempos de retencdo de padrdes puros de ésteres
metilicos de acidos graxos com os componentes separados das amostras e a quantificagdo
foi feita por normalizagdo de area (%). Utilizando-se como padrao acidos graxos (Supelco,
Bellefonte, Estados Unidos), com pureza entre 99,1 ¢ 99,9%.

Perfil de fitosterois

Determinada por cromatografia gasosa, a partir da matéria insaponificavel,
realizada conforme Duchateau et al. (2002). Foi utilizado cromatografo a gas (modelo GC-
2010 Plus, Shimadzu, Toéquio, Japao) equipado com detector de ionizacdo de chama,
injetor ¢ amostrador automatico. Os compostos foram separados em coluna capilar de
silica fundida Restek RTX 5, de 30 m de comprimento, com didmetro interno de 0,25 mm
e espessura do filme de 0,20 pum. A temperatura da coluna inicializou-se em 100°C por 2
min, aquecida a 15°C/min até 260°C e mantida em isoterma durante 35 minutos. As
temperaturas utilizadas no injetor e no detector foram 280 e 320°C, respectivamente. O gas
de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de 40 mL/min. Os fitosterdis foram
identificados por comparagdo dos tempos de retencdo dos padrdes puros analisados nas
mesmas condigdes das amostras. A quantificagdo de cada isdmero foi feita por
padronizacao interna (B-colestanol = 5Sa-cholestano-3p-ol, grau de pureza de 95%) com
base nas areas dos picos, utilizando padrdes de campesterol, estigmasterol, -sitosterol e
estigmastanol (Supelco, Bellefonte, Estados Unidos), com grau de pureza de 99, 95, 98 e
97,4%, respectivamente. Os teores de fitosterois individuais foram expressos como mg/kg
de 6leo.

Perfil de tocoferois

A andlise de determinacdo de tocoferdis foi feita pelo método AOCS Ce 8-89
(2009) utilizando cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (modelo ProStar 210, Varian,
Walnut Creek, Estados Unidos) equipado com detector de fluorescéncia. Foi utilizada
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coluna de ago inox, empacotada com silica (marca Microsorb 100 Si, Varian, Walnut
Creek, Estados Unidos) de 250 x 4,6 mm x 5 um, fluxo de 1,2 mL/min e comprimento de
onda de excitagdo em 290 nm e de emissdo em 330 nm e como fase mével foi utilizado o
n-hexano/alcool isopropilico (95,5:0,5 v/v). A identificagdo de tocoferois foi feita por
comparag¢ao com o tempo de retencdo dos padrdes puros analisados nas mesmas condigdes
das amostras. A quantificacdo de cada isomero foi realizada por padronizagdo externa com
base nas areas dos picos, utilizando padroes de a-, B-, y- e d-tocoferol (Supelco, Bellefonte,
Estados Unidos), com grau de pureza de 99,9, 98, 99,4, ¢ 99,6%, respectivamente. Os
teores de tocoferois foram expressos em mg/kg de 6leo.

Analise estatistica
Os resultados das determinacdes analiticas, em triplicata, foram expressos em
média + DP (desvio padrao).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a Tabela 1, o teor de 6leo obtido nas sementes de H. sabdariffa foi
de 20%, similar aos estudos de Nzikou et al. (2011) e Mohamed et al. (2007) que
encontraram rendimentos de 20 e 19% para o o6leo de H. sabdariffa, respectivamente. Por
outro lado, segundo Porto, Porretto e Decorti (2013), as sementes de uva possuem menor
teor de dleo (14%) quando comparadas com as sementes de H. sabdariffa.

Tabela 1 - Médias de teores lipidico, clorofila e dcidos graxos para o 6leo de H. sabdariffa.

Determinacgoes Valores obtidos” Nzikou et al. (2011)
Teor lipidico (%) 20 20,43
Teor de clorofila (mg/kg) 21,24 -

Acidos graxos (%)

Miristico (C14:0) - 0,31 +0,42
Palmitico (16:0) 33,37+0,13 21,15+0,15
Estearico (18:0) 5,10+ 0,01 5,97 +£0,21
Oleico (C18:1n9c) 26,10+ 0,08 31,84 £0,12
Linoleico (C18:2n6c¢) 35,04 £ 0,06 39,16 £ 0,34
a-linolénico (C18:3n3) 0,41 £0,01 1,57 +£0,28
n-9/n-6 0,74 0,81
n-6/n-3 85,46 24,94
Saturados 38,46 £ 0,13 27,43
Insaturados 61,54+ 0,13 72,57
Sat/Ins 1/1,60 1/2,65

"Médias + desvios padrdes das analises em triplicata.

O o6leo de sementes de H. sabdariffa é liquido em temperatura ambiente, apresenta
coloracdo esverdeada e ¢ considerado um alimento valioso j4 que sdo compostos
predominantemente de acidos oleico e linoleico, além dos fitosterdis, responsaveis pela
redugdo do colesterol dietético (Nyam et al., 2009).

O teor de clorofila presente no 6leo de H. sabdariffa foi de 21,24 mg/kg, elevado
quando comparado ao 6leo de abacate (18,96 mg/kg) e ao azeite de oliva (13,53 mg/kg),
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ambos com coloragdo esverdeada (Jorge et al., 2015; Nora; Iynda; Henchiri, 2016).

A quantidade de clorofila presente no 6leo de H. sabdariffa é considerada alta,
tendo em vista que o 6leo apresenta coloragdo esverdeada, porém isso pode influenciar na
qualidade do 6leo j& que a clorofila em grandes concentragdes pode atuar como pro-
oxidante, reduzindo a estabilidade oxidativa e, consequentemente, sua vida util.

A porcentagem de acidos graxos insaturados totais no oleo de H. sabdariffa foi de
1,6 vezes maior que os saturados. O 6leo de sementes de H. sabdariffa ¢ constituido por
38,46% de acidos graxos saturados e 61,54% de insaturados (Tabela 1). Os principais
acidos graxos saturados encontrados no 6leo de H. sabdariffa foram palmitico (33,37%) e
estearico (5,10%). Este resultado é coerente, ja que o palmitico ¢ o acido graxo saturado
mais abundante em 6leos vegetais (Orsavova et al., 2015).

A qualidade dos o6leos vegetais comestiveis ¢ determinada pela quantidade e
composicdo em acidos graxos insaturados. Dentre os acidos graxos insaturados presentes,
os majoritarios foram o &cido linoleico (35,04%) e oleico (26,10%). A presenca de 4cidos
graxos essenciais ¢ muito importante do ponto de vista nutricional, uma vez que sdo
responsaveis por varias fungdes no organismo, como a manuten¢cdo da membrana celular,
funcdo cerebral, sintese de hemoglobina e na divisdo celular. Os acidos graxos essenciais
ndo sdo sintetizados pelo organismo, sendo necessario serem adquiridos pela dieta
(Meinhart et al., 2017).

E quanto maior a quantidade de acido oleico em relacdo ao linoleico, melhor a
qualidade do 6leo, contribuindo nutricionalmente para redugao do colesterol total, LDL e
triglicérides (Rastogi et al., 2004). No presente estudo, o valor da relagdo oleico/linoleico
(n-9/n-6) foi de 0,74, maior quando comparado ao oleo de feijao preto, que foi de 0,58
(Umeda; Luzia; Jorge, 2018) e muito inferior ao 6leo de abacate, 45,6 (Jorge et al., 2015).
A relagdo entre o teor de acido oleico e linoleico ¢ indicativo de qualidade do 6leo, pois
quanto maior a quantidade de acido poli-insaturado em relagdo ao mono-insaturado, menor
¢ sua vida util.

Dentre os acidos graxos essenciais, existem dois tipos: a série dos acidos graxos n-
6, derivada do 4cido cis-linoleico (C18:2), e a serie dos n-3, derivada do 4cido a-linolénico
(C18:3) (Undurti; Das, 2006). A relacdo n-6/n-3 do oleo de H. sabdariffa foi de 85,5, valor
superior em comparacao aos estudos de Nzikou et al. (2011) que obtiveram 24,94 e Martin
et al. (2006) que encontraram para os Oleos vegetais valores que variaram de 0,2 a 45,1
para os 6leos de canola (0,2), soja (7,5), oliva (12,8) e milho (45,1).

Mohamed et al. (2007) avaliaram a caracteriza¢do e a atividade antioxidante do
oleo de H. sabdariffa extraido pelo método de Soxhlet e obtiveram maiores teores de
acidos oleico, 28,67%, e linoleico, 40,10%, quando comparados com este estudo, o que
evidencia sobre a influéncia do método de extragdo. Nzikou et al. (2011) avaliaram o perfil
de acidos graxos de H. sabdariffa L. pelos métodos Blih & Dyer e Soxlhet e, também,
encontraram maiores valores para os acidos graxos oleico e linoleico, 32,06 e 39,31%,
respectivamente.

O maior teor de acidos graxos insaturados presentes no oleo de H. sabdariffa ¢
consistente com a quantidade de antioxidantes presentes, evidenciada pela presenga de
fitosterdis e tocoferdis (Tabelas 2 e 3). E uma importante fonte de acidos graxos poli-
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insaturados, fibras e proteinas que sdo responsaveis pela redu¢do na absorc¢ao do colesterol
e do risco de doencas cardiovasculares (Hainida et al., 2008).

Comparando a relacdo entre o total de acidos graxos saturados e insaturados
(Sat/Ins) deste trabalho pode-se observar que foi inferior aos citados por Malacrida,
Kimura e Jorge (2012) para os 6leos de sementes de laranja (1/2,08), limao (1/2,96) e
tangerina (1/2,40), valores estes mais préximos ao encontrado por Nzikou et al. (2011), ou
seja, 1/2,65 (Tabela 1).

Os fitosterdis exercem diversas fungdes como, por exemplo, a redugdo de colesterol
e propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antifingicas, antiulcerativas e
antitumorais (Mohamed et al., 2007).

De fato, cerca de 95% dos fitosterois totais encontrados nos alimentos sao
compostos de B-sitosterol, campesterol e estigmasterol. Dentre os isomeros de fitosterois
detectados no 6leo de H. sabdariffa, o B-sitosterol foi o mais abundante (27,71 mg/kg),
representando 60,9%, assim como na maioria dos oleos vegetais (Tabela 2). Yang (2009)
avaliou o teor de fitosterdis em diversos tipos de castanhas e o -sitosterol também foi o
isdmero em maior concentracao, seguidos pelo campesterol e estigmasterol.

Tabela 2 - Médias de fitosterdis para o 6leo de H. sabdariffa.

Fitosterois mg/kg %
Campesterol 8,29+ 0,13 18,22
Estigmasterol 3,78 £ 0,59 8,31
[-sitosterol 27,71 £ 0,30 60,90
Estigmastanol 5,72 +£0,25 12,57
Totais 45,50 £ 0,67 100

Meédias = desvios padrdes das andlises em triplicata.

O isdomero B-tocoferol nao foi identificado no 6leo de H. sabdariffa como pode ser
observado na Tabela 3. Em contrapartida, o a-tocoferol foi o isdmero que apresentou maior
quantidade (356,55 mg/kg), seguido pelo y-tocoferol (109,23 mg/kg). Semelhante ao
estudo de Yang (2009) que avaliou o teor de tocoferdis de diferentes tipos de castanhas
(améndoa, castanha do Brasil, nozes, macaddmia, amendoim, pistache) também nao
encontrou B-tocoferol, e apenas dois isomeros foram detectados, o a- e y-tocoferol.

Tabela 3 - Médias de tocoferdis para o 6leo de H. sabdariffa.

Tocoferois mg/kg %
a-tocoferol 356,55+ 0,49 76,55
y-tocoferol 109,23 + 0,87 23,45
Totais 465,78 £ 0,37 100
Vitamina E° 371,44 + 0,38 79,74

Meédias + desvios padroes das analises em triplicata.
*Vitamina E (mg/kg) = a-tocoferol + (B-tocoferol + y-tocoferol) x 0,25 + &-tocoferol x 0,01 (Kornsteiner;
Wagner; Elmadfa, 2006).

Esta classe de isomeros, além de atuar como antioxidante para proteger o alimento
da oxidagdo e consequentemente conferir estabilidade, ainda ¢é capaz de promover
inameros beneficios a saude humana, por meio de sua atividade de vitamina E. A vitamina

146



E ¢ uma vitamina lipossoluvel responsavel pelo combate ao envelhecimento celular, ja que
retarda os danos causados pelos radicais livres, além de prevenir doengas cardiovasculares
e degenerativas (Peh et al., 2016).

O teor de tocoferois evidenciado pelo 6leo de H. sabdariffa pode ser convertido
para 371,44 mg/kg de vitamina E, expressa em o-tocoferol, por ser o isomero que
apresenta a maior atividade de vitamina E em organismos vivos. Conforme Institute of
Medicine (2000), a ingestao diaria recomendada (IDR) de vitamina E para adultos varia de
11 a 15 mg/dia de a-tocoferol. De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, o oléo
de H. sabdariffa pode ser considerado fonte dessa vitamina.

CONCLUSAO

Este estudo mostrou que as sementes de Hibiscus sabdariffa L. sio uma boa fonte
de lipidios. O 6leo de H. sabdariffa demonstrou valores relevantes de clorofila e foi
classificado como do tipo insaturado (> 60%), constituido essencialmente pelos éacidos
graxos oleico C18:1 (26,10%) e linoléico C18:2 (35,04%). Embora o 6leo de H. sabdariffa
ndo tenha apresentado valores significativos de fitosterois, apresentou teores expressivos
de tocoferodis, sobretudo de a-tocoferol, o que pode garantir sua aplicacdo nas industrias de
alimentos, farmacéutica e cosmética.
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Resumo: Os 6leos vegetais sdo susceptiveis a oxidacao lipidica, devido a sua composi¢do
quimica, em particular a presenca de compostos bioativos que podem sofrer reagdes de
degradacdo. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-
quimcias e antioxidantes dos 6leos de soja (S), mamado (Ma) e meldo (Me) para a obtengdo
dos Oleos compostos SMa (80:20 p/p), SMe (80:20 p/p) e SMaMe (60:20:20 p/p/p)
submetidos a estocagem a temperatura ambiente por 12 meses. Os 6leos passaram por uma
leve deterioracdo, visto que os teores de acidos graxos livres, indice de peroxidos, indice
de p-anisidina e valor totox aumentaram ao longo dos 12 meses de estocagem. Todavia,
esse aumento foi menor nos 6leos compostos, sobretudo no SMaMe. Com o decorrer da
estocagem, os teores de carotenoides e fitosterdis totais diminuiram, no entanto, o dleo
SMaMe reteve 82% dos carotenoides e SMa manteve 84% de estigmasterol, no final do
processo. Dos isomeros de tocoferdis encontrados nos dleos estudados, destacou-se a
presenca de y-tocoferol, exceto no de mamao, que apresentou maior quantidade de a-
tocoferol. Ao final da estocagem, observaram-se maiores retengdes de tocoferois totais nos
0leos compostos SMa (97%) e SMaMe (98%). Os 6leos estocados a temperatura ambiente
mostraram signiticativa atividade antioxidante, embora com oscilagdes, possivelmente
devido a presen¢a de alguns compostos, como carotenoides e tocoferdis que agem como
pro-oxidantes em elevada concentracdo. Pode-se concluir que os Odleos compostos
apresentaram boa qualidade fisico-quimica e se mostraram estdveis sob estocagem a
temperatura ambiente até 12 meses. Além do mais, o uso das sementes de mamao e meldo
para a extracdo de Oleos minimiza o impacto ambiental causado por estes residuos
agroindustrias.

Palavras-chave: atividade antioxidante; mamao; melao; propriedades fisico-quimicas
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INTRODUCAO

Os O6leos comestiveis sdo produtos obtidos de espécies vegetais constituidos,
principalmente de gliceridios de acidos graxos, podendo conter pequenas quantidades de
fosfolipidios, constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres (Brasil, 2005). Sao
fontes energéticas para os seres humanos, contribuindo com 30-40% do total de energia
consumida. Além disso, fornecem dacidos graxos essenciais € transportam vitaminas
lipossoluveis (A, D, E, K), carotenoides e esterois (O’Brien, 2008).

Porém, os 6leos vegetais sdo bastante susceptiveis a oxidagdo lipidica, devido a sua
composi¢do, em particular a presenga de moléculas insaturadas, que podem sofrer reagdes
de degradacdo, levando a perdas nutricionais e formag¢do de compostos toxicos para a
saude humana. Essa degrada¢do, embora de maneira relativamente lenta, pode ocorrer
durante a estocagem do produto final, afetando a sua vida de prateleira (Casal et al., 2010).

A estocagem a temperatura ambiente pode ser influenciada por agentes
catalisadores e cromoforos, que desencadeiam as reagdes de autoxidacao e fotoxidagao. Os
mecanismos dessas reagdes se diferenciam, sendo que a autoxidagdo se inicia na fase de
inducdo, em que os radicais livres sdo formados pela retirada de um 4tomo de hidrogénio
do carbono adjacente a dupla ligacdo do 4cido graxo insaturado, enquanto que a
fotoxidagdo ¢ a reagdo direta da luz ativada e do oxigénio singlete com acidos graxos
insaturados formando hidroperoxidos (Pokorny; Yanishlieva; Gordon, 2001). Para evitar
tais problemas e aumentar a estabilidade dos 6leos, ¢ necessario excluir a presenca de
tracos de metais como ferro, cobre e cromo; impedir o contato com oxigénio e elevadas
temperaturas; eliminar as substancias pro-oxidantes e bloquear a formacgdo de radicais
livres por meio de antioxidantes, os quais, em pequenas quantidades, atuam inibindo ou
retardando o processo de oxida¢do dos lipidios (Choe; Lee; Min, 2005).

A formulagdo de Oleos compostos também surgiu como uma alternativa para
aumentar a estabilidade, além de elevar o valor nutricional dos 6leos vegetais. Porém, esta
area de pesquisa emergente, ainda ¢ pouco explorada. Visto que, alguns residuos
agroindustriais, como as sementes de mamao e meldo, possuem um excelente perfil
nutricional, este estudo teve como objetivo avaliar o comportamento dos 6leos de soja,
mamao, meldo e os 6leos compostos (soja + mamao, soja + meldo, soja + mamao + melao)
estocados a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C/12 meses) quanto as
propriedades fisico-quimicas e atividade antioxidante, a fim de verificar a contribui¢ao dos
6leos de mamao e meldo no aumento da vida de prateleira do 6leo de soja estocado.

MATERIAL E METODOS

Material

Foram utilizadas sementes de mamao (Carica papaya L.), variedade Formosa
(cultivar Mamao-formosa) e meldao (Cucumis melo L.), variedade Inodorus (cultivar
amarelo) oriundas da regido Nordeste brasileira. As sementes foram secas em estufa com
circulacao de ar forcado (Marconi, modelo MA 035) a 40 + 0,5°C/48 horas ¢ armazenadas
ao abrigo de luz em recipientes de vidro vedados com tampas de rosca até a extracdo dos
oleos.
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As sementes, aproximadamente 10 kg de cada, foram encaminhadas ao Instituto de
Tecnologia de Alimentos (Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e, entdo foi realizado o processo
de laminacdo e extragdo dos Oleos. As sementes foram laminadas em mini prensa (MPE
40, Ecirtec, Bauru, Sao Paulo, Brasil). Apos a laminagao, a extragdo dos dleos foi realizada
por meio de circulagdo de hexano (20 L) em temperatura de 45-50°C. Este processo foi
dividido em quatro etapas, havendo diferenca no tempo de circulagdo do hexano sobre a
amostra (10 a 20 minutos). Depois da extracdo, o solvente foi removido com aplicagao de
vapor e de vacuo de 200 mmHg/3 horas. As porcentagens de 6leos extraidos das sementes
de mamao e meldo foram 11,7 e 15,3%, respectivamente. Foi utilizado também, o6leo de
soja refinado sem adicdo de antioxidantes sintéticos para a formulacdo dos oOleos
compostos, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Formulagdo dos 6leos compostos.

Abreviagdes Oleos Proporcoes
S Soja 100
Ma Mamao 100
Me Melao 100
SMa Soja:mamao 80:20 p/p
SMe Soja:meldo 80:20 p/p
SMaMe Soja:mamao:meldo 60:20:20 p/p/p

Estocagem a temperatura ambiente

Cem gramas de cada o6leo foram colocados em recipientes de vidro ambar,
inertizados com nitrogénio gasoso e analisado em 0, 6 e 12 meses de estocagem em
temperatura ambiente ( 25,2°C).

Métodos
Propriedades fisico-quimicas

Para as determinagdes de acidos graxos livres, indices de perdxidos, p-anisidina,
acidos dienodicos conjugados e estabilidade oxidativa foram utilizados os métodos da
AOCS (2009). O valor total da oxidagao (totox) foi calculado pela relacdo existente entre o
valor do indice de peroxidos (IP) e p-anisidina (I pA), por meio da equagdo: Totox =2 IP +
I pA (Shahidi, 2005)

O perfil de acidos foi realizado por cromatografia em fase gasosa a partir dos 6leos
esterificados pelo método descrito por Hartman e Lago (1973). Foi utilizado um
cromatografo a gas (modelo CG 3900, Varian, Walnut Creek, Estados Unidos) com coluna
capilar de silica fundida (CP-Sil 88 de 60 m de comprimento, com didmetro interno de
0,25 mm e espessura do filme de 0,20 um), detector de ioniza¢do de chama, injetor split e
amostrador automatico. O gés de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de 30
mL/min., a temperatura da coluna iniciada em 90°C/10 min., com aumento de 10°C/min.
até 195°C e mantida em isoterma por 16 min. As temperaturas utilizadas no injetor e
detector foram 230 e 250°C, respectivamente, e razao de divisao de 1:30. A identificacao
dos acidos graxos foi realizada por comparagao dos tempos de reten¢ao das amostras teste
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com o tempo de retencdo de padrdes cromatograficos de ésteres metilicos. Utilizou-se
como padrdo uma mistura composta de 37 ésteres metilicos de acidos graxos (Supelco,
Bellefonte, Estados Unidos), de C4:0 a C24:1, com pureza entre 99,1 e 99,9%. Por meio de
uma distribui¢do randémica, que leva em consideracdo o perfil de acidos graxos, foi
determinada a composicdo provavel de triacilglicerois utilizando o programa
computacional desenvolvido por Antoniosi Filho, Mendes e Langas (1995). Grupos com
concentragdo total de triacilglicerdis menor que 0,5% ndo foram considerados.

Carotenoides totais foram determinados utilizando um espectrofotdmetro (Modelo
UV-VIS mini 1240, Shimadzu, Chiyoda-ku, Tokyo, Japao) segundo metodologia descrita
por Rodriguez-Amaya (2004). A quantificacdo foi calculada por meio da absor¢do no
comprimento de onda de absor¢do méaxima e valor de absortividade de 2592 em éter de
petréleo, utilizando a equagdo: ug/g de 6leo = [(Abs x 25 x 1000)/2592 x P], onde Abs
representa a absorvancia da amostra em A = 450-477 nm, e P € o peso da amostra de 6leo.

Os compostos fenodlicos totais foram extraidos de acordo com o método proposto
por Parry et al. (2005) e analisados conforme metodologia descrita por Singleton e Rossi
(1965), utilizando um espectrofotometro (Modelo UV-VIS mini 1240, Shimadzu, Chiyoda-
ku, Tokyo, Japao) com deteccdo 765 nm, reagente de Folin-Ciocalteu e curva padrao de
acido galico (R* = 0,998). Os resultados foram expressos em mg EAG/kg.

Os fitosterdis foram analisados por cromatografia em fase gasosa a partir da matéria
insaponificavel. A saponificagdo foi realizada conforme metodologia descrita por
Duchateau et al. (2002). Os teores de fitosterois foram determinados conforme AOCS
(2009), em cromatdgrafo a gas (modelo Plus-2010, Shimadzu, Chiyoda-ku, Toquio, Japao)
equipado com detector de ionizag¢do de chama, sistema de injegdo split e coluna capilar de
silica fundida (Restek RTX 5, Shimadzu, Chiyoda-ku, Toquio, Japao). A temperatura do
forno foi mantida em isoterma a 300°C/12 min. e as temperaturas utilizadas no injetor € no
detector foram de 280 e 320°C, respectivamente. Os fitosterois foram identificados por
comparagao com o tempo de retencdao dos padroes com grau de pureza de 95-99% (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), analisados nas mesmas condi¢des das amostras. A quantificacao
de cada um dos isdmeros foi efetuada por normalizagdo interna (5a-cholestano-33-ol), com
base nas areas dos picos e os resultados expressos em mg/100 g.

A composicao de tocoferois, utilizando o método da AOCS (2009) foi realizada em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (modelo 210-263, Varian, Walnut Creek, Estados
Unidos), com detector de fluorescéncia, coluna de ago inox, empacotada com silica (100
Si, Microsorb, Varian, Walnut Creek, Estados Unidos) e comprimentos de ondas de
excitacdo e emissao de 290 e 330 nm, respectivamente. Os valores das concentragdes
foram calculados com base nas areas dos picos de excitacdo da leitura e expressos em
valores de cada isomero separadamente. Uma curva padrao de a-, B-, y- e d-tocoferol
(Supelco, Bellefonte, Estados Unidos) com elevado grau de pureza foi elaborada para
expressar o teor de tocoferdis em mg/kg.

Atividade antioxidante
A capacidade antioxidante foi realizada em espectrofotometro (modelo UV-VIS
mini 1240, Shimadzu, Chiyoda-ku, Toquio, Japdo). A anélise de DPPH’ foi realizada
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conforme metodologia descrita por Kalantzakis et al. (2006). O 6leo foi diluido em acetato
de etila (1:10 v/v) e 1 mL desta solugdo foi adicionado 4 mL da solu¢ao de DPPH (40
pg/mL). A mistura foi agitada imediatamente em agitador de tubos (Vortex, QL 901,
Qilinbei instruments manufacture, China) e deixada em repouso a 25°C no escuro por 30
min. Apds, foi medida a absorvancia a 517 nm e os resultados expressos em porcentagem.

O método de captura do radical livie ABTS™ foi realizado segundo Re et al. (1999).
O radical ABTS™ foi preparado pela reagdo de 10 mL da solu¢io de ABTS (7 mM) com
176 pL de solucdo de persulfato de potdssio (140 mM). Essa mistura foi mantida a
temperatura ambiente (25°C) no escuro por 12-16 h. A solugdo de ABTS foi diluida com
alcool etilico até uma absorvancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm. Entdo, 30 uL de cada 6leo foi
misturado com 3 mL da solu¢do de ABTS. A mistura foi agitada em agitador de tubos (QL
901, Qilinbei instruments manufacture, China) colocada no escuro e apoés 6 min a
absorvancia foi medida a 734 nm em espectrofotometro, sendo os resultados expressos em
uMol Trolox/100 g.

O método FRAP empregado foi o descrito por Szydlowska-Czerniak et al. (2008),
cujos resultados foram expressos em puMol Trolox/100 g. Primeiramente, 20 mg do dleo
foram misturados com 1000 pL de alccol etilico e agitado em agitador de tubos (QL 901,
Qilinbei instruments manufacture, China). Entdo, 2700 pL do reagente FRAP (25 mL de
tampao acetato 0,3 Mol/L, pH 3,6; 2,5 mL de solugdo de 10 mMol do complexo Fe*-
TPTZ em 40 mMol HCI mais 2,5 mL de FeCl;xH,0 a 20 mMol) foi misturado com 90 uL.
da amostra e 270 pL de agua destilada. Essa mistura foi mantida por 30 min em banho
maria a 37°C e a absorvancia foi medida a A = 595 nm em espectrofotometro

Analise estatistica

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial (tratamentos x tempos). Os resultados obtidos das determinagdes analiticas foram
submetidos a analise de variancia e as diferengas entre as médias foram testadas a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey, por meio do programa ESTAT, versao 2.0 (Banzatto;
Kronka, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A oxidagdo lipidica a temperatura ambiente ocorre de forma relativamente lenta,
porém também provoca modificagcdes na qualidade e perdas nutricionais nos 6leos. Com
excecao do oOleo de soja, no qual nao foram detectados acidos graxos livres em 0 e 12
meses, o 0leo composto SMe foi o que apresentou menor valor ao longo do processo,
variando de 0,23 a 0,33% (Tabela 2). Porém, tanto o 6leo de soja quanto o SMe mostraram
elevados valores de indice de perdxidos, podendo concluir que embora apresentem baixa
degradag¢ao hidrolitica, sdo bastante propensos a degradagdo oxidativa. Analisando os 6leos
compostos SMa e SMaMe, constatou-se uma variagdo na quantidade de acidos graxos
livres, porém em 12 meses, atingiram baixos indices de perdxidos, 0,75 e 0,70 meq Oy/kg,
respectivamente. Possivelmente, os baixos indices de perdxidos, sejam devido a formagao
de outros compostos secundarios.
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos 6leos.

Dete’r minacoes Tempos S Ma Me SMa SMe SMaMe
analiticas (meses)

Aidos eraos 0 nd 5,52 +0,44** 1,42 0,05 0,68 +0,01%P 0,23 + 0,024 1,11 +0,07*
livres ((5 oleico) 6 0,82 + 0,04 3,69 + 0,05 1,11 +0,01°® 0,89 + 0,04 0,33 £0,01* 1,06 + 0,02°*
? 12 nd 2,60 + 0,03%¢ 0,65 + 0,03 0,64 +0,01°® 0,24 +0,01°* 0,74 +0,01°®
Peréxidos (me 3,15 £ 0,09% nd 1,24 + 0,028 1,27 + 0,04 2,68 + 0,03 1,04 £ 0,04®
0./kg) q 6 5,59 + 0,08 nd 1,27 + 0,02 1,28 + 0,05 4,18 +0,07™ 1,92 + 0,05
/g 12 921+0,11* nd 3,66 + 0,02 0,75 +0,01® 4,58 +0,10° 0,70 + 0,02%
0 3,91 +£0,12°8 1,42 + 0,14 0,85 + 0,029 0,11 +0,01°¢ 2,61 +0,01°° 0,11 +0,01®
p-anisidina 6 4,17 +0,16* 2,68 +£ 0,07 1,25+ 0,028 1,49 + 0,08 2,89 + 0,07 0,64 +0,08™
12 4,02 + 0,018 1,68 + 0,08 1,92 + 0,10 0,86 + 0,088 2,69 + 0,13 0,13 +0,01™
0 10,21 + 0,24 1,42 + 0,148 3,33 £0,05%® 5,36 £ 0,19 7,97 +0,07°8 2,78 + 0,04
Totox 6 15,35 + 0,02°® 2,68 +0,07% 3,79 + 0,028 4,05 +0,18® 11,25 + 0,07 4,48 + 0,07
12 22,44 + 0,21 1,68 + 0,088 9,24 + 0,09 2,36 + 0,08 11,85 + 0,34°* 1,53 + 0,05
Aeidos dienoicos  © 0,41 +0,01% 0,25+ 0,01® 0,96 + 0,01% 0,39+ 0,01 0,53 +0,01° 0,48 + 0,018
conjugados (%) 6 0,45+ 0,01 0,29 + 0,01 1,19+0,01* 0,45 + 0,02 0,57 +0,01°* 0,56 £0,01°*
yug: ? 12 0,47 £ 0,014 0,26 +0,01® 1,07 +0,01°8 0,46 + 0,01 0,55 +0,01® 0,57+ 0,01°*
Estabilidade 0 6,65 + 0,35% 17,33 + 0,46™ 13,70 + 0,42°* 9,29 +0,11°C 8,82 +0,30°* 9,55 + 0,36
oxidativa (h) 6 6,63 0,21 23,42 + 0,78 12,22 + 0,47 10,13 £ 0,255¢ 7,88 0,27 9,71 £ 0,07
12 6,08 + 0,084 23,82 + 0,26 9,33 +0,16° 10,90 + 0,50** 7,96 + 0,14 9,83 + 0,204

S: 6leo de soja, Ma: 6leo de mamao, Me: 6leo de meldo, SMa: 6leo de soja:mamao, SMe: 6leo de soja:meldo, SMaMe: 6leo de soja:mamao:meldo.

Médias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas e letras maitsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

nd: ndo detectado
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De acordo com Guillén e Cabo (2002), o 6leo ¢ de boa qualidade quando apresenta
indice de p-anisidina abaixo de 10. Pode-se inferir que todos os Oleos analisados se
mantiveram bom estado durante o periodo de estocagem, pois apresentaram valores
inferiores a este patamar. Embora estejam dentro dos padrdes considerados, o o6leo
composto SMaMe foi o que obteve os menores indices de p-anisidina (0,11-0,64) e o 6leo
de soja apresentou os teores mais elevados (3,91-4,17).

Considerando-se que uma matéria graxa bem conservada deve apresentar um valor
Totox inferior a 10 (Berset; Cuvelier, 1996). Verificou-se que o 6leo de soja ndo se
encontrava nesta condicdo, pois apresentou valores Totox de 10,21-22,44. Foi possivel
observar também que o o6leo de soja influenciou o 6leo de meldo, visto que o dleo
composto SMe apresentou mas condigdes de conservagdo aos 6 meses de estocagem. Este
fato ndo ocorreu com os Oleos compostos SMa ¢ SMaMe, devido, supostamente, a
presenca do 6leo de mamao que se apresentou com valores baixos.

Quanto aos acidos diendicos conjugados, os dleos apresentaram aumento com o
decorrer da estocagem a temperatura ambiente, porém o 6leo de meldo, comparado aos
6leos de soja e mamao, mostrou maior quantidade de acidos diendicos conjugados. Por
isso, os oleos compostos SMe (0,53-0,57%) e SMaMe (0,48-0,57%) apresentaram maior
degradagdo do que o 6leo de soja (0,41-0,47%).

Como mostra a Tabela 2, os 6leos de mamao e meldo apresentaram no inicio da
estocagem elevada estabilidade oxidativa, 17,33 e 13,70 h, respectivamente, enquanto o
6leo de soja mostrou apenas 6,65 h. Como o 6leo de soja ¢ refinado, a tendéncia ¢
apresentar menor estabilidade oxidativa, devido a auséncia e/ou baixos valores de
compostos, como o y- € d-tocoferol. Com o decorrer da estocagem, os 6leos compostos
SMe e SMaMe e 6leo de soja mantiveram-se bastante estaveis, contudo, os compostos
apresentaram valores superiores ao 60leo de soja. O 6leo de mamao e o 6leo composto SMa
apresentaram maior estabilidade ao final do processo de estocagem, 23,82 e¢ 10,90 h,
respectivamente. Este aumento ao longo do processo pode estar atribuido as propriedades
antioxidantes. Pode-se inferir que os oOleos de mamdo e meldo influenciaram na
estabilidade oxidativa do 6leo de soja.

Foram encontrados 11 diferentes tipos de acidos graxos. Em relacdo aos acidos
graxos saturados totais (Tabela 3), o 6leo de mamao apresentou maiores quantidades
durante todo o processo. Por outro lado, este mesmo 6leo apresentou baixa quantidade de
acido miristico, € mesmo assim, influenciou o aparecimento desse acido graxo nos dleos
compostos, SMa e SMaMe. Durante a estocagem, a quantidade de 4cidos saturados
aumentou em todos os 0leos, sobressaindo o palmitico, provavelmente devido a quebra das
ligacdes duplas de outros acidos graxos por oxidagdo. Os 6leos compostos, SMa e SMaMe,
apresentaram aumento de 1,36 e 1,84% na formacao de acido palmitico, respectivamente,
aos 12 meses de estocagem. Provavelmente, essa pequena formagdo de acido palmitico,
quando comparado aos demais Oleos, seja devido ao 6leo de mamao, visto que mostrou
menor aumento quando comparado ao 6leo de soja. Logo, € possivel verificar que o 6leo
de mamao minimizou a formagao de 4cidos graxos saturados no 6leo de soja.
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Tabela 3 - Perfil de acidos graxos saturados dos 6leos.

Acidos graxos Tempos

(%) (meses) S Ma Me SMa SMe SMaMe
Miristico 0 nd 0,25 + o,oo4i nd nd nd nd
(C14:0) 6 nd 0,26 + 0,004A nd nd nd 0,12 + 0,004
' 12 nd 0,28 + 0,004 nd 0,11 0,004 nd 0,12 + 0,01
. 0 11,39 + 0,05 16,82 + 0,03% 10,81+ 0,01 12,53 + 0,04 11,35+ 0,01°¢ 12,49 + 0,02°°
Palmitico 6 11,56 + 0,05 17,02 + 0,02 10,94 + 0,05 12,70 + 0,08"* 11,53 +0,06" 12,54 + 0,06
(C16:0) ’ PO ’ P A ’ > dA ’ > AbA ’ PO ’ POIN
12 11,73 0,02 17,16 + 0,02 11,02 + 0,02 12,70 + 0,02 11,66 + 0,03 12,72 £ 0,01
Estedrico 0 429 + 0,01:‘; 472 + 0,0045;A 487+ o,ooﬁA 4,40 + 0,00422 434 + o,m"fA 4,45+ 0,0122
(C13:0) 10 4,30+ 0,01 " 4,68 + o,me 4,89 + 0,01 N 4,44 + 0,004 N 4,40 + 0,004A 4,49 + o,mbA
: 20 4,28 + 0,004 4,50 + 0,02 4,82 +0,004° 435 +0,004° 442 +0,01° 4,52 £0,03
Araquidico 0 0,38 + 0,01;“2 0,37 + 0,0132 0,25 + 0,011;; 0,38 + 0,01‘&2 0,34 + 0,01b2 0,32 + 0,02"2
(C20:0) 6 0,22 + 0,01 X 0,36 + o,maB 0,23 + 0,01cLB 0,42 + o,maA 0,14 + 0,01;A 0,12 + 0,01;A
' 12 0,68 +0,01° 0,34 +0,01° 0,22 + 0,01 0,68 + 0,01 0,62 + 0,01 0,57 + 0,01
Behénico 0 0,42 + 0,01“; 0,24 + 0,04“: nd 0,38 + 0,04::/: 0,32 + o,ori 0,29 + o,o4ji
(C22:0) 6 0,40 +0,01° 0,24 +0,01° nd 0,38 + 0,04 0,33 +0,04° 0,31+ 0,01
' 12 0,39 +0,01°8 0,23 + 0,01 nd 0,34 +0,01°® 0,33 +0,01** 0,30 £ 0,048
0 16,48 + 0,047 22.39 + 0,05 15,93 + 0,018 17,70 + 0,03°C 16,35+ 0,01 17,56 + 0,028
Saturados totais 6 16,48 + 0,04%® 22,33+ 0,03 16,06 + 0,05 17,95+ 0,07°® 16,41 + 0,06% 17,59 + 0,062
12 17,08 + 0,02 22,51 +£0,03* 16,06 = 0,024 18,18 = 0,02°* 17,02 £ 0,03 18,22 + 0,03

S: 6leo de soja, Ma: 6leo de mamédo, Me: 6leo de meldo, SMa: 6leo de soja:mamao, SMe: 6leo de soja:meldo, SMaMe: 6leo de soja:mamao:meldo.

Meédias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas e letras maitsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

nd: nio detectado
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Quanto aos insaturados (Tabela 4), o 6leo de mamao destacou-se com maiores
quantidades de acidos graxos monoinsaturados durante a estocagem, variando de 71,64-
72,03%, prevalecendo o oleico. Pode-se verificar também que este mesmo o6leo foi o
responsavel pelo aumento de acido oleico nos 6leos compostos, quando comparado ao
6leo de soja, visto que os 0leos compostos, SMa e SMaMe, apresentaram 41-43% e 41-
44% de aumento de acido oleico em relagdo ao 6leo de soja, respectivamente, enquanto o
oleo composto SMe apresentou valores mais baixos do que o 6leo de soja durante o
processo (22,07-22,15%).

O ¢6leo de melao foi o que apresentou maior quantidade de acidos graxos poli-
insaturados, 62,17-61,74%, sendo o acido linoleico, o predominante. Em todos os 6leos, os
acidos graxos poli-insaturados diminuiram com o decorrer da estocagem, porém essa
diminui¢do foi, apenas, de 1-2%, possivelmente por ser um tratamento em que a
degradacdo ocorre lentamente.

Com base nos acidos graxos, foi tragado o perfil de triacilglicerdis, como consta na
Tabela 5. Nota-se a presenca de 9 diferentes tipos de triacilglicer6éis. O LLnL aparece
exclusivamente no 6leo de soja, provavelmente por apresentar maior quantidade de o-
linolénico em relagdao aos demais. POO, SOO e OOO surgiram apenas no 6leo de mamao,
por ser um 6leo considerado alto oleico. Foi detectada maior presenca do triacilglicerol
OLL nos o6leos, com excecdo do 6leo de mamao, que apresentou elevada quantidade de
000 (43,2-42,9%), pelo fato de ser um Oleo bastante monoinsaturado e com baixa
quantidade de 4cido linoleico. Com o decorrer da estocagem, grande parte dos
triacilglicerdis permaneceu constante nos 6leos, havendo pouca redugdo e/ou aumento da
quantidade ao final do processo.

Pela Tabela 6, verifica-se que no inicio da estocagem o 6leo composto SMaMe
apresentou maior quantidade de carotenoides totais (52,11 pg/g), o que pode ser
atribuido, principalmente ao 6leo de meldo, visto que o 6leo composto SMe apresentou
maior quantidade de carotenoides totais (19,83 pg/g) em relagdo ao 6leo de soja (14,43
ug/g) e o 6leo composto SMa (13,92 pg/g).

Durante o periodo de estocagem, os carotenoides totais de todos os Oleos
diminuiram, porém, o 6leo composto SMaMe mostrou maior quantidade em 12 meses
em relacdo aos demais. O 6leo de soja foi o tinico que ndo apresentou carotenoides totais
ao final da estocagem. Isso demonstrou que os 6leos de mamao e meldo auxiliaram
expressivamente nas retencdes finais de 63,86; 42,26 e 82,49% de carotenoides totais
nos oleos compostos SMa, SMe e SMaMe, respectivamente.

No inico da estocagem, observa-se que o o6leo de meldo mostrou maior
quantidade de compostos fendlicos totais, 145,3 mg/kg, seguidos pelos 6leos de mamao
(119,73 mg/kg) e SMe (102,84 mg/kg). Ao longo da estocagem, esperava-se que 0S
compostos fendlicos diminuissem, porém aumentaram, provavelmente devido a reagdo
do reagente de Folin-Ciocalteu com grupos fendis provindos da degradagdo de outros
compostos, como os tocoferdis, fitosterois e carotenoides. Sabe-se que a presenca destes
compostos, facilmente oxidaveis, resultam na forma¢do de complexos azuis, podendo
levar a uma superestimagao dos compostos fenolicos totais (Prior; Wu; Schaich, 2005).
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Tabela 4. - Perfil de 4cidos graxos insaturados dos 6leos.

?)/cl)dos graxos r{;‘:&‘g S Ma Me SMa SMe SMaMe
(1)
Palmitoleico 0 nd 0,40 + 0,01 nd nd nd nd
(C16:1) 6 nd 0,41 +0,018 nd nd nd 0,16 + 0,01
' 12 nd 0,44 +0,01* 0,13 +0,01 0,15 +0,01 0,10 = 0,01 0,16 0,01
Oleico 0 22,32+ 0,01 70,90 + 0,06™* 21,90 + 0,01 31,45+ 0,01" 22,14 + 0,03" 32,04 + 0,02°
(C18:1n9) 6 21,94 + 0,02 70,86 + 0,02** 21,79+ 0,01® 31,42+ 0,01 22,07 + 0,06™ 31,62 + 0,02
' 12 22,26 + 0,02 70,84 + 0,02** 21,74 + 0,048 31,60 + 0,02°* 22,15 + 0,04 31,65 + 0,038
Eicosenoico 0 0,71 +£0,01** 0,38 + 0,04°" nd 0,45 +0,03°* 0,33 £0,01% 0,26 +0,01°*
(C20-1) 6 0,43 +0,01° 0,76 + 0,03 nd 0,34 +0,01°® 0,33 £ 0,04 0,28 + 0,04
' 12 0,29 + 0,04°C 0,36 +0,01*® 0,33 +0,01 0,37 + 0,04® 0,34+ 0,01°* 0,25 +0,01°*
0 23,04 + 0,02 71,68 + 0,05 21,90 +0,01™ 31,90 + 0,05 22,47 + 0,038 32,31 +0,01°
2 Mono 6 22.37 + 0,029 72.03 + 0,03 21,79 + 0,01 31.76 + 0,01 22.39 + 0,05 32.07 + 0,02°8
lnsaturadOS b b B b b B b b dA b b bA b b A b b bB
12 22.55+0,02° 71,64 + 0,02° 22,20+ 0,01 32,12 +0,02 22,59 +0,04° 32,06 + 0,03
o 0 53,94 + 0,03 5,58 +0,01™ 61,80 + 0,02% 4528 + 0,05 56,01 + 0,02°® 46,17 +0,03%
Linoleico 6 54,65 + 0,02 5,64 +0,04™ 61,80 + 0,05** 4527 + 0,06 56,32 + 0,02 46,73 + 0,05%
(C] 8.3’13) b 2 CA b b fB b b aB b b eB b 2 bB 2 b dB
12 54,60 + 0,02 5,51 40,01 61,63 +0,01 45,12+ 0,01 55,95+ 0,03 46,38 £ 0,06
o linolénico 0 5,97 +0,02** 0,34+ 0,004 0,38 + 0,004 4,67+0,02° 4,71+0,01" 3,63 0,04
(C18:3n3) 6 595+0,01* 0,34 + 0,004 0,35 + 0,004 4,62 +0,01°® 4,66 +0,01° 3,47 + 0,028
' 12 5,77 +0,01°® 0,34 +0,01°* 0,11 +0,004™ 4,57 + 0,02 4,45 + 0,038 3,34 + 0,004%
linoleico 0 0,57 + 0,04 nd nd 0,46 + 0,04 0,46 + 0,04 0,34 + 0,04
?c 18:3n6) 6 0,55 + 0,04 nd nd 0,39 + 0,03 0,23 + 0,01 0,15+0,01
N 12 nd nd nd nd nd nd
5 Poli 0 60,49 + 0,02°" 5,92 +0,02% 62,17 +0,02** 50,41 + 0,03% 61,18 +0,02°* 50,14 + 0,02°"
osaturados 6 61,15+ 0,03 5,64 + 0,04 62,15 + 0,05 50,29 + 0,08°" 61,20 + 0,03** 50,35 + 0,06
12 60,37 + 0,03 5,85+0,01% 61,74 + 0,02°" 49,69 + 0,02°¢ 60,40 + 0,048 49,72 + 0,06

S: dleo de soja, Ma: 6leo de mamao, Me: 6leo de meldo, SMa: 6leo de soja:mamdo, SMe: 6leo de soja:meldo, SMaMe: 6leo de soja:maméao:meldo.

Meédias + desvios padroes seguidas pelas mesmas letras nas linhas e letras maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

nd: nio detectado
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Tabela S - Perfil de triacilglicerois dos 6leos.

'l:)rlacllgllcerol Tempos Ma Me SMa SMe SMaMe
(%) (meses)
POO (52:2) 0 - 30,7 - - - -
6 - 30,9 - - - -
12 - 31,3 - - - -
PLO (52:3) 0 12,2 - 10,4 17,7 12,8 17,4
6 12,2 - 10,5 17,9 12,9 17,3
12 12,5 - 10,5 17,9 13,2 17,6
PLL (52:4) 0 14,8 - 14,7 12,7 16,2 12,6
6 15,2 - 14,8 12,9 16,4 12,8
12 15,3 - 14,9 12,8 16,6 12,8
SO0 (54:2) 0 - 8,6 - - - -
6 - 8,5 - - - -
12 - 8,2 - - - -
000 (54:3) 0 - 43,2 - - - -
6 - 429 - - - -
12 - 42,9 - - - -
OLO (54:4) 0 11,9 10,2 10,5 22,2 12,5 223
6 11,5 10,2 10,5 22,1 12,4 21,8
12 11,9 10,0 10,4 22,3 12,5 21,9
OLL (54:5) 0 28,9 - 29,7 32,0 31,7 32,2
6 28,7 - 29,6 31,8 31,5 32,3
12 29,1 - 29,5 31,8 31,4 32,1
LLL (54:6) 0 234 - 279 15,4 26,8 15,5
6 23,9 - 27,9 15,3 26,8 15,9
12 23,7 - 27,9 15,1 26,4 15,6
LLnL (54:7) 0 8,6 - - - - -
6 8,5 - - - - -
12 7,6 - - - - -

P palmitico, O oleico, L linoleico, S estearico, Ln a-linolénico

Na Tabela 7, verifica-se a presenga de quatro diferentes fitosterois: campesterol,
estigmasterol, estigmastanol e B-sitosterol. Dentre os Oleos analisados no inicio da
estocagem, o de soja apresentou maiores quantidades de campesterol (16,73 mg/100 g) e
estigmasterol (22,82 mg/100 g), enquanto no oOleo de meldao se destacaram o
estigmastanol (60,44 mg/100 g) e o P-sitosterol (797,10 mg/100 g). E possivel observar
que o Oleo de meldo e os odleos compostos SMe e SMaMe foram os tUnicos a
apresentarem o estigmastanol. Este ¢ um fitosterol saturado, que embora esteja menos
sujeito a degradacdo oxidativa, possui carbonos terciarios, que o torna propenso a
degradacdo e formacdo de uma variedade de derivados oxidados com potencial efeito
maléfico a saide (Rudzinska; Przybylski; Wasowicz, 2014).

Durante a estocagem, os fitosterois sofreram reducdo, independentemente do tipo
de oleo. Porém, analisando entre os tipos de fitosterois, verificou-se que o estigmastanol,
foi o que sofreu menor redugdo, principalmente no 6leo de meldo, no qual se manteve
constante durante o processo.
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Tabela 6 - Carotenoides totais, retencdo de carotenoides e compostos fendlicos totais dos 6leos

Dete,r {ninag:(“)es Tempos S Ma Me SMa SMe SMaMe
analiticas (meses)
Carotenoides 0 1443 + 1,05 33,51+057"  31,33+2,09"  13,92+0,37* 19,83 +0,56" 52,11 +0,28*
totais (ug/g) 6 6,83+0,28°  2210+0,16™ 11,79+ 1,09®  8,78+0,18"® 12,74+ 0,62 46,22 £ 1,05
12 nd 21,95+0,63"®  11,34+027®  8,75+0,37"® 8,38 + 0,54% 42,99 + 0,22°¢
Retencio 0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
%) 6 4733 65,95 37,63 63,07 64,24 88,69
12 0,00 65,50 36,19 63,86 4226 82,49
Fendlicos totais 0 81,73 + 1,76dei 119,73 + 3,3322 145,29 + 1,39“1‘; 73,73 + 5,3323A 102,84 + 2,69°i 90,40 + 2,00ddcB
(mg /kg) 6 143,96 + 3,67* 163,29 +2,04"® 202,18 + 1,02*® 123,07 + 1,33 140,40 + 4,37° 130,18 + 3,01
g8 12 102,84 + 1,68 186,18 + 6,68 403,96 + 1,02** 125,51 £5,05** 141,73 + 6,43 150,40 + 7,214

S: 6leo de soja, Ma: 6leo de mamao, Me: 6leo de meldo, SMa: 6leo de soja:mamao, SMe: 6leo de soja:meldo, SMaMe: 6leo de soja:mamao:meldo.
Meédias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas e letras maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). nd: ndo detectado

Tabela 7 - Perfil de fitosterois dos 6leos.

Fitosterois Tempos
(mg/100 g) (meses) S Ma Me SMa SMe SMaMe
0 16,73 +0,12** 15,28 +0,10°* nd 13,73+ 0,10 13,34 +0,18% 13,56 + 0,14cdA
Campesterol 6 13,39+ 0,37 12,30+ 0,08 nd 11,53 £0,13®  11,12+0,14"® 9,49 £ 0,03¢B
12 10,73 £ 0,09 12,12 + 0,08 nd 10,78 + 0,09°¢ 8,42 +0,17% 9,26 + 0,05¢cB
0 22,82 +0,07** 9,38 +0,13% nd 15,15+ 0,12 12,86 +0,16 13,00 + 0,03cA
Estgmasterol 6 20,34+031°® 6,50+ 0,24" nd 12,63 +£0,17"® 12,41 +0,22"® 10,15+ 0,20cB
12 19,11 & 0,05 5,89 +0,07°¢ nd 11,46 £ 0,41 10,61 +£0,16° 9,71 + 0,03dC
0 nd nd 60,44 + 0,06 nd 14,40 + 0,07} 15,80 + 0,06
Estigmastanol 6 nd nd 60,49 + 0,32** nd 14,09 + 0,06™® 13,22+ 0,15
12 nd nd 60,65+ 0,11** nd 14,06 + 0,048 12,99 + 0,02°®
0 334,72 + 0,09 634,36 +0,12°* 797,10 +0,08** 310,50 £ 0,05™ 350,75 + 0,03% 423,84 + 0,09
p-sitosterol 6 312,55+ 0,22 605,23 +0,19"® 776,46 + 0,45 285,20+ 0,14® 319,34+ 0,07*® 394,54 + 0,27
12 308,13+ 0,06 603,39 +0,18°° 75831 +0,26 280,37+0,43C 318,16+ 0,07 389,60 + 0,17
0 37427+ 0,07 659,02 +0,13°* 857,53 +0,11** 339,38 +0,12" 391,36 +0,13% 466,19 + 0,27
Totais 6 34628 + 021 624,09+ 0,38  836.95+0,56" 309,37+0,22® 356,96 + 0,229 427,40 + 0,33
12 337,97 £0,08°C  621,40+0,16°° 818,96+ 0,17° 302,61 £ 0,36 351,25+ 0,38% 421,56 + 0,19°

S: 6leo de soja, Ma: 6leo de mamao, Me: 6leo de meldo, SMa: 6leo de soja:maméo, SMe: 6leo de soja:meldo, SMaMe: 6leo de soja:mamao:meldo.
Meédias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas e letras maitisculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). nd: ndo detectado
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Segundo Ferrari et al. (1996), a susceptibilidade dos fitosterois a oxidagdo por
espécies reativas de oxigénio, luz, ions metdlicos e elevadas temperaturas depende do grau
de insaturacao dos mesmos. Quanto aos fitosterdis totais, houve reducao de 5 a 10% ao
longo da estocagem. No entanto, no final do processo, o 6leo de melao se sobressaiu com
818,96 mg/100 g de fitosterdis totais, correspondendo a 95% de retengao.

Quanto ao perfil de tocoferdis (Tabela 8), com exce¢cdo do 6leo de mamao, os
demais 6leos apresentaram predominantemente y-tocoferol, com quantidades superiores a
250 mg/kg ao longo de todo o processo. O isdmero d-tocoferol ndo foi detectado no dleo
de meldo; e no 6leo de mamao, somente no inicio da estocagem. Durante o processo de
estocagem, os Oleos mostraram oscilagdes nos teores de tocoferdis, porém, os Oleos
compostos apresentaram maiores quantidades, em 6 meses de estocagem,
independentemente do tipo de isdmero. Uma possivel explicagdo para esta oscilagao € que,
inicialmente, os tocoferdis podem ter participado de reacdes laterais, iniciando uma reagao
oxidativa em cadeia. Porém, ao longo dos 6 meses, podem ter sido regenerados, devido a
presenca de substincias, como vitamina C, ascorbato, 4cido urico e/ou glutationa
(Freedberg et al., 2003).

Ao final do processo de estocagem, observaram-se maiores retengdes de tocoferdis
totais nos 6leos compostos SMa (97%) e SMaMe (98%), provavelmente pelo efeito
sinérgico entre os tocoferdis dos 6leos de soja e mamao. Quanto a prote¢ao de dleos contra
a oxidagdo, estudos sugerem que na presenga de luz, os 6leos sdo mais protegidos devido
aos tocoferois e carotenoides. Porém, na auséncia de luz, a principal reacdo ¢ a auto-
oxidagdo e as substancias fendlicas parecem estar envolvidas mais do que os outros
antioxidantes existentes (Caponio et al., 2005).

A atividade antioxidante dos Oleos vegetais comestiveis pode estar associada a
atributos de qualidade dos 6leos, especialmente a sua bioatividade e possivelmente a sua
estabilidade oxidativa. Diversas técnicas tém sido utilizadas para se determinar a atividade
antioxidante in vitro, devido a grande variedade de antioxidantes naturais e/ou sintéticos,
que podem agir por meio de transferéncia de atomos de hidrogénio e/ou de um elétron.
Além disso, os compostos antioxidantes presentes nos Oleos vegetais podem produzir
sinergismo ou inibi¢do entre si (Castelo-Branco; Torres, 2011).

No teste de reducdo do radical DPPH’, que se baseia na capacidade do DPPH’
reagir com os doadores de hidrogénio, no inicio da estocagem sobressaiu-se o 6leo de soja
(94,60%), seguido pelo 6leo composto SMe (85,47%), conforme Tabela 9. Durante o
processo de estocagem foram detectadas oscilagdes, porém os 6leos de melao e o oleo
composto SMe foram os unicos a apresentarem aumento em 12 meses de estocagem,
quando comparado ao inicio do processo. Este fato, possivelmente ocorreu pela existéncia
de compostos, como os carotenoides, que podem ter agido como pro-oxidantes no inicio,
porém, apos a degradacdo e consequentemente, menor concentragdo dos carotenoides, a
atividade antioxidante aumentou.
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Tabela 8 - Perfil de tocoferois dos 6leos.

;[n(:;?liegl)‘ms r{;:lsig)s S Ma Me SMa SMe SMaMe
a-tocoferol 0 57,60 + 0,10 52,13 +0,70°" 39,77+ 0,21 53,60+ 0,61 51,07+0,51 43,33+£0,32%
6 48,30 + 0,30*® 25,53 0,23 30,25 + 0,25 62,17 +0,47** 52,10 + 0,36 53,67 + 0,45
12 45,63 + 0,06 31,60 + 0,35 32,30 = 0,69 51,33 + 0,74°C 41,43 + 0,46 36,26 + 0,58%
ocoferol 0 383,47 + 0,35 29,83 + 0,40 467,70 + 0,40** 304,70 + 0,44 363,10 + 0,82 278,67 + 0,31
y-tocojero 6 320,30 + 0,53 nd 355,80 + 0,40 343,20+ 0,17% 367,47 + 0,12 344,63 + 0,29
12 363,37 + 0,06°® nd 371,37 + 0,29* 293,33 + 0,40% 318,03 + 0,12 277,23 + 0,45%
5-tocoferol 0 109,90 +0,30* 10,60 + 0,60 nd 90,87 +0,35™ 83,70 £ 0,17 61,33+ 0,65
6 100,90 + 0,87 nd nd 101,73 £0,21* 88,53 + 0,06™* 75,20 + 0,704
12 109,27 + 0,75 nd nd 91,77 + 0,498 78,20 + 0,35 62,60 + 0,66
0 550,97 + 0,47** 92,57 + 1,66™ 507,47 + 0,49 449,17 + 0,74% 497,87 + 0,83 38333 + 1,27
Totais 6 469,50 + 1,01 25,53 + 0,23 386,05 + 0,65 507,10 + 0,44 508,10 = 0,26** 473,50 + 1,18
12 518,27 + 0,75 31,60 + 0,35 403,67 + 0,878 436,43 + 1,00°° 437,67 + 0,23 376,07 + 0,81%

S: dleo de soja, Ma: 6leo de mamao, Me: 6leo de meldo, SMa: 6leo de soja:mamao, SMe: 6leo de soja:meldo, SMaMe: 6leo de soja:mamao:meldo.

Médias + desvios padrdes seguidas pelas mesmas letras nas linhas e letras maitsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). nd: ndo detectado

Tabela 9 - Atividade antioxidante dos 6leos.

Determinacoes Tempos

S Ma Me SMa SMe SMaMe
(meses)

DPPH 0 94,60 + 1,19*‘2 67,25 + 0,37‘1;*1:3 61,33 + 0,19? 79,04 + 0,63“2 85,47 + 0,41:B 79,18 + 0,414
o 6 93,90 + 0,98° 68,83 = 0,30 46,64 + 0,36° 73,15 + 0,05° 85,52+ 0,36"® 72,07 £ 0,26
(%) 12 94,24 + 1,16 66,58 + 2,05 80,17 + 0,65 77,10 + 0,57 87,85+ 1,19 76,12 + 1,17
ABTS™ (uMol 13,20 + o,33°‘§ 31,31 +£0,5 1;’* 8,42 + 0,51:‘; 9,87 + 0,58°:B 28,53 + 1,33"2 19,64 + 1,68°g
Trolow/100 g) 6 16,27 + 0’3323 9,27 +0,33 B 10,60 + 0,33 . 14,60 = 0,33 K 12,71 + 0,38;3 12,27 + 0,67°B

12 14,71 £ 0,38 10,27 + 0,33¢ 11,38 £0,51° 18,49 + 0,19° 14,27 £ 1,00 11,71 £0,19°
FRAP (uMol 0 76,12 + 3,47“; 118,21 + 3,89“](; 185,99 + 4,922‘]‘3 110,12 + 0,32;23 137,15 + 3,28:‘ 148,84 + 1,6122
Trolox/100 g 6 68,04 + 3,28°A 127,51 + 1,72**A 118,90 + 3,633C 83,18 + 6,54 N 93,13 + 0’42;3 113,01 + 2,04bB

12 79,15 + 0,86° 142,57 + 2,00° 110,54 + 8,83° 126,60 + 2,13 9921+ 0,75 125,71 £ 0,75

S: 6leo de soja, Ma: 6leo de mamao, Me: 6leo de melao, SMa: 6leo de soja:mamao, SMe: 6leo de soja:meldo, SMaMe: 6leo de soja:mamao:melao.
Meédias + desvios padroes seguidas pelas mesmas letras nas linhas e letras maiusculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Segundo Palozza (1998), existem evidéncias da atividade prd-oxidante do [-
caroteno e de outros carotenoides, tanto in vitro como in vivo, sendo que o potencial pro-
oxidante depende de vdrios fatores, como a concentragdo e a interacdo com outros
antioxidantes (especialmente vitaminas C e E). Além disso, podem existir compostos
interferentes, que superestimam o valor da porcentagem de remog¢do do DPPH’, visto que o
DPPH’ apresenta absorvincia maxima na mesma regido espectral de outros compostos
(Huang; Ou; Prior, 2005).

Dentre os métodos quimicos utilizados, o ABTS é um dos mais rapidos, além de
permitir a andlise da atividade antioxidante de compostos tanto de natureza lipofilica,
quanto hidrofilica, como os flavonodides (Kuskoski et al., 2005). O 6leo de mamao
apresentou 31,31 uMol Trolox/100 g no inicio da estocagem. Ao final do processo houve
um decaimento da atividade antioxidante, apenas no 6leo composto SMaMe, atingindo
11,71 uMol Trolox/100 g, cuja reducdo foi de 40%. Porém, os demais dleos apresentaram
oscilacdes durante a estocagem. Essas oscilacdes podem ter ocorrido porque o radical
ABTS™ reage com os compostos fendlicos em duas etapas. Em primeiro lugar, uma
molécula do radical retira um elétron ou 4tomo de hidrogénio a partir do composto
fenolico, formando um radical semiquinona e regenerando-se em ABTS. Em segundo
lugar, o radical semiquinona reage com outra molécula de radical ABTS™, formando um
produto instavel que ¢ facilmente degradado em outros compostos. Assim, é possivel
comprovar as alteracdes de concentragio do radical ABTS™ que desaparece no sistema de
medic¢ao devido a sua redugdo e degradagdo (Osman; Wong; Fernyhough, 2006).

No método FRAP destacou-se o 6leo de meldo no inicio da estocagem com maior
atividade antioxidante, 185,99 uMol Trolox/100 g. O 6leo de meldo e o 6leo composto
SMe apresentaram reducdo na atividade antioxidante durante a estocagem, atingindo
110,54 e 99,21 uMol Trolox/100 g em 12 meses de estocagem, respectivamente. Nos
demais o6leos estudados houve oscilagdes durante a estocagem, provavelmente devido a
concentracdo e/ou interacdo de compostos pro-oxidantes, como os carotenoides e
tocoferois (> 250 mg/kg) (Castelo-Branco; Torres, 2011).

CONCLUSOES

Na estocagem a temperatura ambiente os 6leos se degradaram de forma lenta. Os
valores de acidos graxos livres, indice de peroxidos, indice de p-anisidina e valor totox dos
0leos aumentaram durante os 12 meses de estocagem, porém essa elevacdo foi menor nos
0leos compostos, principalmente no 6leo SMaMe. Em relagdo aos 4cidos graxos, os
saturados aumentaram durante a estocagem, porém o Oleo composto SMa apresentou
aumento de apenas 2,71%, enquanto os insaturados tiveram uma pequena diminui¢do, 1-
2%.

Quanto aos carotenoides totais e fitosterois Houve diminui¢do nas quantidades de
carotenoides totais e fitosterdis totais com o decorrer da estocagem, sendo que o 6leo
composto SMaMe apresentou retengdes de 82 e 90% desses compostos, respectivamente.
Foram observadas maiores retengdes de tocoferdis totais nos 6leos compostos SMa (97%)
e SMaMe (98%). Os oleos sob estocagem mostraram significativa atividade antioxidante,
embora alguns compostos, como carotenoides e tocoferdis tenham agidos como pro-
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oxidantes no inicio da estocagem.

Por meio deste estudo ficou evidenciado que os 6leos de mamao e meldo podem ser
empregados em formulagdes de Oleos compostos, valorizando esses residuos
agroindustriais. Sob condi¢des de estocagem a temperatura ambiente, verificou-se que os
0leos compostos apresentaram boa qualidade fisico-quimica e estabilidade adequada para
armazenamento por um periodo de 12 meses. Além do mais, os 6leos de mamao e melao
auxiliaram no aumento do valor nutricional do 6leo de soja, contribuindo na retengdo de
carotenoides, fitosterdis e tocoferdis. Porém, ainda ¢ necessario estudos a respeito da
presenca ou ndo de elementos toxicos nesses 6leos.
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Capitulo 12

QUALIDADE DE OLEOS COMPOSTOS DE SOJA (Glycine max L.) E
AMENDOIM (Arachis hypogaea L.) SOB ESTOCAGEM EM ESTUFA
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Resumo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento dos 6leos de
soja, amendoim e seus compostos, formulados nas propor¢des 75:25 e 50:50 (p/p), em
condi¢des de estocagem acelerada em estufa a 60°C por 21 dias. Amostras foram tomadas
a 0,7, 14 e 21 dias e submetidas as analises fisico-quimicas que incluiram &cidos graxos
livres, indices de perdxidos, dienos conjugados, p-anisidina, estabilidade oxidativa, valor
Totox, compostos fenolicos totais, carotenoides totais, tocoferdis, além da atividade
antioxidante por DPPH e FRAP. Ao final de 21 dias de estocagem em estufa, o dleo de
amendoim (A) se sobressaiu com menores formagdes de compostos primarios e
secundarios da oxidag¢do, enquanto o O6leo de soja (S) se destacou com maiores
concentragdo de tocoferois (93%) totais e atividade antioxidante. Ao final da estocagem, o
SA, apresentou menores alteragdes oxidativas e, maior indice de estabilidade oxidativa,
teores de carotenoides totais e vitamina E; enquanto o SA; apresentou maiores teores de
tocoferois e atividade antioxidante por DPPH. Ambos os 6leos mantiveram retengdes finais
significativas de cerca de 80% para tocoferois totais. Conclui-se que a formulagao de 6leos
compostos ¢ uma alternativa eficaz para aumentar a estabilidade e a funcionalidade do 6leo
de soja, apresentando potencial para diversas aplica¢des industriais.

Palavras-chave: atividade antioxidante, 6leos vegetais, propriedades fisico-quimicas,
tocoferdis.
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INTRODUCAO

A producdo e o consumo mundial de 6leos vegetais tém crescido continuamente
devido a sua importancia como componentes essenciais na dieta humana, sendo fontes
significativas de acidos graxos essenciais, como ®3 ¢ ®w6. Além de fornecerem energia,
desempenham fungdes vitais, como transporte de vitaminas lipossoliveis € manutengao da
temperatura corporal (Yang et al., 2018). Oleos como os de soja (Glycine max L.) e
amendoim (Arachis hypogaea L.), apresentam propriedades nutricionais e funcionais que
promovem a saude.

O o6leo de soja, por exemplo, supre as necessidades de 4acidos graxos poli-
insaturados, fornecendo quantidades recomendadas de ®3 e w6, essenciais para a saude
cardiovascular (Gerde et al., 2020; Telle-Hansen et al., 2022). J4 o 6leo de amendoim, com
alto teor de vitamina E, contribui para a reducdo do colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (LDLc) (Wien; Oda; Sabaté, 2014; Tan; Tan; Tan, 2020).

Oleos ricos em acidos graxos monoinsaturados, como o de amendoim, destacam-se
por sua maior resisténcia as reagdes oxidativas quando comparados ao Oleo de soja,
predominantemente poli-insaturado. Essa caracteristica proporciona maior estabilidade
oxidativa, preservacao de propriedades sensoriais e valor nutricional, mesmo em condig¢des
adversas de temperatura e oxigénio (Ananth et al., 2019; Dun et al., 2019). Nesse contexto,
a combinagdo desses 6leos com o 6leo de soja tem se mostrado uma solugdo eficaz para
superar os desafios associados a degradagdo oxidativa.

Além de seus beneficios nutricionais, os 0leos vegetais sdo amplamente utilizados
na culinaria, influenciando textura, cor e sabor dos alimentos. No entanto, sob condi¢des
adversas de temperaturas, esses 0leos estdo sujeitos a degradacdo, resultando na formagao
de compostos toxicos e comprometendo suas propriedades sensoriais (Kaseke; Opara;
Fawole, 2021; Machado et al., 2023). Para mitigar esses efeitos, a formulagdao de 6leos
compostos, unindo caracteristicas complementares de Oleos monoinsaturados e poli-
insaturados, apresenta-se como uma abordagem tecnologica vantajosa, promovendo maior
resisténcia a oxidacao, preservacao de compostos bioativos e vida util prolongada.

A formulagdo de 6leos compostos tem sido amplamente aplicada em alimentos para
atender requisitos tecnologicos e nutricionais, sem comprometer a satide. Dado o elevado
potencial de valor agregado dos 6leos de soja e amendoim, este estudo explorou suas
propriedades para a formulacdo de 6leos compostos, visando aprimorar a estabilidade
oxidativa e ampliar suas possibilidades de aplicacdo. Dessa forma, ressalta-se a
necessidade de realizar estudos sobre a formulagdo de dleos compostos, focando nos
efeitos das misturas em condi¢cdoes de estocagem acelerada em estufa, que simulam
cenarios reais de uso e armazenamento. Essa abordagem busca fornecer subsidios
cientificos para o desenvolvimento de produtos alimenticios mais estaveis, funcionais e
alinhados as demandas tecnoldgicas e nutricionais do mercado.

MATERIAL E METODOS

Obtenciao dos oleos
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Os o6leos utilizados foram adquiridos no comércio local de Sao José do Rio Preto-
SP, sendo o 6leo de soja do tipo 1 e refinado, enquanto o de amendoim, 6leo bruto obtido
por extragdo a frio, sem processamento adicional. Os 6leos de soja (S), amendoim (A) e os
compostos, formulados nas propor¢des SA; (75:25 p/p) € SA; (50:50 p/p) foram analisados
quanto as propriedades fisico-quimicas e antioxidantes quando submetidos ao ensaio de
termoxidacao.

Estocagem acelerada em estufa

Os oleos (200 mL) foram colocados em frascos de vidro ambar, estocados em
estufa com circulagdo de ar a 60°C e analisados em 0, 7, 14 e 21 dias de estocagem quanto
aos indices de 4acidos graxos livres, peroxidos, acidos dienoicos conjugados, p-anisidina,
valor totox, estabilidade oxidativa, compostos fendlicos totais, carotenoides totais e teor de
tocoferois, além da atividade antioxidante por DPPH e FRAP.

Métodos

Propriedades fisico-quimicas

Acidos graxos livres, expressos em % de acido oleico, determinados pelo método Ca 5a-40
proposto pela AOCS (2009);

Indice de peréxidos (IP), expressos em milequivalentes de oxigénio ativo por quilograma
de o6leo, conforme o método Cd 8-53 proposto pela AOCS (2009);

Dienos conjugados, de acordo com o método Ti 1a-64 proposto pela AOCS (2009);

Indice de p-anisidina (IpA), determinado por espectrofotometria a 350 nm, conforme o
método Cd 18-90 da AOCS (2009);

Valor total de oxidagdo (valor Totox), obtido por meio de uma equagdo matematica que
integra os resultados dos indices de peroxidos e p-anisidina (VT = 2 IP + IpA). Este
parametro indica a quantidade total de compostos formados durante o processo de
autoxidac¢do dos 6leos (Shahidi, 2005).

Indice de estabilidade oxidativa, expresso em horas, determinado utilizando o equipamento
Rancimat a 110°C, com fluxo de ar de 20 L/h, segundo o método Cd 12b-92 proposto pela
AOCS (2009);

Compostos fendlicos totais, extraidos pelo método proposto por Parry et al. (2005) e
quantificados por espectrofotometria utilizando reagente de Folin-Ciocalteu e curva padrao
de 4cido galico conforme método descrito por Singleton e Rossi (1965), sendo expresso em
mg/kg;

Carotenoides totais, segundo metodologia descrita por Rodriguez-Amaya (2001) e para a
quantificagdo serd utilizado o espectro de absor¢ao UV-visivel (350 - 550 nm, expressos
em pg B-caroteno/g de 6leo;

Teores de tocoferois, determinados pelo método Ce 8-89 da AOCS (2009). A andlise foi
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de
fluorescéncia. Os valores das concentracdes foram calculados em base da area dos picos de
excitacdo da leitura e expressos em valores de cada isomero separadamente. Uma curva
padrao de tocoferois foi elaborada para expressar o teor de tocoferdis em mg/kg. Vitamina
E foi calculada de acordo com o método descrito por McLaughlin e Weihrauch (1979),
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sendo os fatores de conversdo os seguintes: a-tocoferol x 1,0; B-tocoferol x 0,40; v-
tocoferol x 0,10 e d-tocoferol x 0,01, e o resultado expresso como equivalentes de o-
tocoferol (mg/kg).

Atividade antioxidante

Capacidade de eliminagdo do radical DPPH', determinada conforme a metodologia
descrita por Kalantzakis et al. (2006). O 6leo foi diluido em acetato de etila (1:10 v/v) e 1
mL desta solugdo foi adicionado a 4 mL da solucdo de DPPH (40 pg/mL). A mistura foi
agitada imediatamente em agitador de tubos (Vortex, QL 901, Qilinbei instruments
manufacture, China) e deixada em repouso a 25°C no escuro por 30 min. Entdo, foi medida
a absorvancia a A = 517 nm em espectrofotometro. Além, disso, foi feita uma amostra
controle, com acetato de etila e DPPH nas mesmas condi¢des. A capacidade em sequestrar
o radical DPPH foi determinada usando a seguinte equacdo: atividade antioxidante (%) =
[(Ao — A1)/Ap] x 100, onde A, representa a absorvancia da amostra controle ¢ A; a
absorvancia da amostra. Os resultados foram expressos em percentual de inibicdo do
radical DPPH (%).

Poder antioxidante de redugdo do ferro (FRAP), realizado pela metodologia descrita por
Szydlowska-Czerniak et al. (2008), que ¢ baseada na capacidade dos fendis em reduzir o
complexo Fe”-TPTZ (férrico tripiridiltriazina) ao complexo Fe™>-TPTZ (ferroso
tripiridiltriazina) em pH 3,6. Primeiramente, 20 mg do 6leo foram misturados com 1000
pL de éalccol etilico e agitado em agitador de tubos (QL 901, Qilinbei instruments
manufacture, China). Entdo, 2700 pL do reagente FRAP (25 mL de tampao acetato 0,3
Mol/L, pH 3,6; 2,5 mL de solu¢do de 10 mMol do complexo F e"-TPTZ em 40 mMol HCI
mais 2,5 mL de FeCl3.H,O a 20 mMol) foram misturados com 90 pL da amostra e 270 pL.
de agua destilada. Essa mistura foi mantida por 30 min em banho maria a 37°C e a
absorvancia foi medida a A = 595 nm em espectrofotometro. Os resultados foram expressos
em puMol Trolox/100 g.

Analise estatistica

Foi empregado o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (6leos
x tempos de aquecimento). Os resultados obtidos das determinagdes analiticas, em
duplicata, foram submetidos a analise de variancia e as diferencas entre as médias, testadas
a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, por meio do programa ESTAT, versao 2.0
(Banzato; Kronka, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Propriedades fisico-quimicas

A legislacdo brasileira (Brasil, 2021) e as diretrizes do Codex Alimentarius (2023)
estabelecem limites maximos de 0,6 mg KOH/g (0,3% de acidez) para 6leos e gorduras
refinados, e 4,0 mg KOH/g (2% de acidez) para 6leos prensados a frio e ndo refinados.
Apesar da degradacdo observada na Tabela 1, os o6leos puros € os compostos
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permaneceram dentro destes limites ao longo do periodo de estocagem, garantindo

seguranga para consumao.

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas para os 6leos submetidos a estocagem acelerada em estufa a 60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oleos
0 7 14 21
Acidos graxos livres (%)
S 0,17 £0,01°¢ 0,31 +0,01° 0,31 +0,01° 0,34 +0,01°®
A 0,48 +0,01°* 0,79 + 0,01* 0,79 +0,01* 0,84 + 0,01
SA, 0,310,018 0,37 +0,01°5¢ 0,34 +0,01° 0,37 +0,01°®
SA, 0,36 + 0,01*8 0,44 +0,01°8 0,47 +0,01°8 0,47 +0,01°8
Indice de Peréxidos (meq/kg)
S 2,78 + 0,178 6,74 + 0,22 41,04 + 0,56 59,21 + 0,36
A 3,98 +0,18% 5,67 + 0,09 15,82 + 0,27°° 24,06 + 0,19°°
SA, 1,49 + 0,08® 6,46 + 0,10 30,33 + 0,538 37,31 £0,15%
SA, 2,09 £ 0,32% 5,97+ 0,19 21,72 +0,19°¢ 32,66 % 0,35%
Dienos conjugados (%)
S 0,28 + 0,014 0,32+ 0,01 0,52 +0,01°* 0,63 +0,01°®
A 0,19+ 0,01 0,26 +0,01° 0,39 +0,01°° 0,51 +0,01°°
SA, 0,28+ 0,01 0,30 + 0,018 0,47 +0,01°® 0,84 +0,01*
SA, 0,26+ 0,01 0,27 +0,01°¢ 0,43 +0,01°¢ 0,54 +0,01°¢
Anisidina
S 3,58 £0,01* 1,03 + 0,02 2,29+0,01 3,16 + 0,01
A 2,56+ 0,01 0,14+0,01% 1,34+ 0,01°¢ 3,06 +0,01°¢
SA, 2,85+ 0,01°¢ 1,13+0,01% 1,73+ 0,018 3,63+ 0,01
SA, 3,20+0,01%8 0,53 + 0,093 1,96 + 0,01 3,39 +£ 0,058
Estabilidade oxidativa (h)
S 7,14 +0,01°° 5,06 +0,01° 4,09 +0,01°5¢ 3,73+0,01®
A 10,20 +0,12** 7,92+ 0,09°* 5,80+0,01 4,75 + 0,09
SA, 8,12+0,01% 5,42 +0,01° 4,04 + 0,03 2,33+0,01%
SA, 8,86+ 0,01°" 6,36+ 0,01 4,54+ 0,01 3,96+0,01%

S: soja, A: amendoim, SA:75:25 p/p, SA;: 50:50 p/p.

Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os resultados mostram que os 6leos puros apresentaram comportamento similar, ou
seja, os teores de acidos graxos livres aumentaram até 7 dias e depois mantiveram-se
estaveis até o final da estocagem. J& os 6leos compostos, apresentaram niveis constantes do
inicio até o final dos 21 dias. Apesar do 6leo de amendoim apresentar maiores teores de
acidos graxos livres durante todo o periodo de estocagem, o limite estabelecido pela
legislacao vigente ndo foi ultrapassado em nenhum momento.

Conforme Tabela 1, ao longo da estocagem houve aumento significativo nos
indices de perdxidos para os 6leos analisados, tanto puros, quanto compostos; o que €
esperado devido a aceleracdo das reagdes de oxidagdo sob as condi¢des de temperatura
(Sharma; Ghosh; Ramaswamy, 2019). Como observado, at¢ 7 dias da estocagem, os
indices de peroxidos dos oOleos puros mantiveram-se dentro dos limites maximos
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estabelecidos pela legislacdo (Brasil, 2021; Codex Alimentarius, 2023), que preconizam 10
meq/kg para Oleos e gorduras refinados e 15 meq/kg para 6leos prensados a frio e ndo
refinados. Porém, a partir de 14 dias ja ndo se encontravam adequados para o consumo.

Assim como os indices de perdxidos, os teores de dienos conjugados apresentaram
aumento significativo ao longo do periodo de estocagem, promovendo a formacao de
produtos primarios da reagdo oxidativa. Dentre os 6leos analisados, destaca-se o 6leo de
amendoim, com menores teores de dienos conjugados independentemente do tempo de
estocagem. Por se tratar de um 6leo monoinsaturado, apresenta maior resisténcia natural a
oxidagdo, oferecendo maior estabilidade oxidativa quando comparado ao 6leo de soja (A),
que ¢ predominantemente poli-insaturado (Vali Zade et al., 2024).

Quando o valor do indice de p-anisidina ¢ inferior a 10, o 6leo pode ser considerado
de boa qualidade (Achlina; Nurazizah, 2024). Na Tabela 1, observa-se que os o6leos
conseguiram manter o indice de p-anisidina abaixo do limite de 10 ao longo dos 21 dias de
estocagem acelerada, sugerindo uma boa estabilidade oxidativa.

Na Figura 1, observa-se aumento significativo nos niveis de Totox para os 6leos ao
longo dos 21 dias de estocagem, evidenciando a degradacdo oxidativa continua em todos
os tratamentos. O 6leo de amendoim se destacou apresentando menor oxidagdo total
(Totox) em todos os tempos analisados, influenciando positivamente na estabilidade
oxidativa dos 6leos compostos SA; e SA,, visto que em 21 dias apresentaram 78,26 e
68,71, respectivamente, valores bem abaixo quando comparados ao 6leo de soja (121,60).
Tais resultados se explicam pelo fato deste oleo ser considerado monoinsaturado. Esses
achados corroboram a superioridade dos 6leos compostos no controle da oxidagao lipidica,
prolongando sua vida util (Garg et al., 2021; Esu; Pyo; Cho, 2024).
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Figura 1 - Valor total de oxidagdo (Totox) dos 6leos submetidos a estocagem acelerada em estufa a 60°C.
Para cada tratamento, as médias seguidas das mesmas letras mintsculas nao diferem pelo teste de Tukey (p >
0,05). Para cada tempo de estocagem, médias seguidas das mesmas letras maitsculas ndo diferem pelo teste
de Tukey (p > 0,05). S: soja, A: amendoim, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.

No presente estudo, os Oleos apresentaram reducdo significativa da estabilidade
oxidativa ao longo do periodo de estocagem. O 6leo de amendoim destacou-se como o
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mais resistente a oxidagdo em todos os periodos, devido, certamente, & sua composi¢ao rica
em acidos graxos monoinsaturados e antioxidantes naturais que retardam os processos de
oxidacdo (Peng et al., 2024). Entre os 6leos compostos, SA, apresentou maior estabilidade,
evidenciando que a maior propor¢ao de 6leo de amendoim na mistura contribuiu para
retardar, ainda mais, o processo oxidativo.

Compostos bioativos e atividade antioxidante

Os teores de compostos fendlicos totais variaram ao longo do periodo de
estocagem, refletindo diferencas na capacidade antioxidante dos oleos (Tabela 2).
Retengdes superiores a 100% observadas em alguns 6leos, como exemplo o de amendoim,
podem ser atribuidas a reagdes secundarias entre compostos antioxidantes ou interferéncias
analiticas associadas ao método Folin-Ciocalteu, que podem superestimar os teores de
compostos fendlicos (Peng et al., 2024).

Tabela 2 -Teores de compostos fenolicos totais e carotenoides totais dos 6leos submetidos a estocagem
acelerada em estufa a 60°C.

Tempos de estocagem (dias)

Oleos
0 7 14 21
Compostos fendlicos totais (mg/kg)
S 122,69 + 2,50 97,06 + 3,12°8 100,81 + 9,538 106,75 +9,59°¢
A 136,12 + 9,55 174,56 + 7,03** 160,19 + 3,12 160,81 + 0,78
SA, 147,37 £ 0,20** 103,94 + 3,128 89,25 + 3,67 112,69 + 3,12°5¢
SA, 121,75 + 0,19*¢ 103,62 + 6,20°" 94,56 + 0,78"5¢ 118,31 + 7,03*®
Carotenoides (ug p-caroteno/g)
S 5,69 + 0,02°¢ 17,82 + 0,85 45,55 +5,58% 42,59 +0,09°8
A 57,31 +2,83"8 47,69 + 1,624 63,71 + 1,02** 42,88 +0,91
SA, 58,38 + 0,90 5,76 £ 0,07 30,49 + 1,04°° 4324 + 1,668
SA, 70,04 + 2,81** 11,33 £ 0,28 53,00+ 0,10"® 51,65 + 0,44

S: soja, A: amendoim, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.
Meédias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e
maiusculas nas colunas nio diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Em contrapartida, estudos recentes, como o de Lobo-Prieto et al. (2023),
demonstraram que compostos fenolicos em o6leos vegetais tendem a diminuir gradualmente
em condi¢des de degradagdo oxidativas, impactando negativamente a estabilidade e a
qualidade dos 6leos ao longo do tempo.

O 6leo de amendoim manteve os maiores teores de compostos fendlicos em relacao
aos demais a partir de 7 dias de estocagem, demonstrando maior resisténcia a degradacao
oxidativa. O 6leo composto SA;, apesar de iniciar com valores elevados, sofreu reducao de
aproximadamente 23% ao final da estocagem; enquanto o SA,, mesmo com teores iniciais
inferiores, mostrou maior estabilidade, retendo cerca de 97% dos compostos fendlicos. O
6leo de soja, por sua vez, exibiu os menores teores ao longo de todo o periodo de
estocagem.

Os teores de carotenoides totais variaram ao longo da estocagem, refletindo
diferencas na estabilidade dos 6leos. O 6leo de soja apresentou aumento nos teores até os
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14 dias, estabilizando-se até o final do periodo de estocagem. Dentre os 6leos estudados, o
SA, se sobressaiu com maior retengdo de carotenoides totais (cerca de 74%) ao final da
estocagem, diferindo estatisticamente dos demais, destacando a influéncia da maior
propor¢ao de 6leo de amendoim na formulagdo. No entanto, apenas SA, demonstrou
resultados estatisticamente superiores ao 6leo de soja puro, comprovando sua eficacia em
melhorar a estabilidade antioxidante. Esses resultados corroboram os achados de Ramroudi
et al. (2022), que destacaram o papel da combinagdo de 6leo de soja e amendoim na
reducdo da degradacdo oxidativa; de Jia et al. (2021), que evidenciaram que essa
combinagdo pode aumentar a estabilidade dos carotenoides e retardar a degradagdo
oxidativa; e de Olmedo, Ribotta e Grosso (2018), que destacaram os antioxidantes naturais
e acidos graxos monoinsaturados do 6leo de amendoim como diferenciais importantes. Por
outro lado, o 6leo composto SA; apresentou desempenho estatisticamente semelhante ao
6leo de soja puro, indicando que a propor¢do utilizada nao foi suficiente para proporcionar
uma melhoria significativa.

Pela Tabela 3, observa-se que os 6leos apresentaram degradacdo dos tocoferois ao
longo do tempo de estocagem, resultado das condi¢des de temperatura mais elevada e
presenga de oxigénio, conforme observado na literatura (Réblova; Tichovska; Dolezal,
2009; Kmiecik et al., 2019).

O a-tocoferol, reconhecido por sua notavel atividade antioxidante e baixa
estabilidade térmica (Traber, 2023; Tian et al., 2024b), apresentou maior teor inicial no
6leo de amendoim puro (A), com 70,40 mg/kg, seguidos pelos seus compostos, SA, e SA|,
com teores iniciais de 57,93 e 54,26 mg/kg, respectivamente. Em contrapartida, o 6leo de
soja (S) foi o que apresentou a menor quantidade deste isomero, contribuindo apenas com
47,00 mg/kg, conforme Figura 2. Apesar disso, foi o que obteve maior reten¢ao ao final da
estocagem, cerca de 79%, quando comparado com os demais (Figura 3a).

Dentre os O6leos analisados, o de amendoim se sobressaiu com maiores
concentragdes de a-tocoferol ao longo de todo o periodo de estocagem, atingindo maior
quantidade ao final da estocagem, 45,27 mg/kg e, diferindo estatisticamente dos demais
6leos.

Adicionalmente, os 6leos compostos com amendoim (SA; e SA;) demonstraram
retengdes de aproximadamente 67 e 75%, respectivamente, evidenciando que essas
formulagdes também apresentaram bom desempenho na preservacdo do a-tocoferol,
conforme Figura 3. Esses resultados evidenciam o efeito benéfico das combinacdes de
Oleos na protecao antioxidante. Além disso, a degradagdao do a-tocoferol em condigdes
oxidativas, observada neste estudo, corrobora amplamente as conclusdes da literatura
(Kreps; Burcova; Schmidt, 2017; Syamila et al., 2019; Cano-Ochoa; Ruiz-Aracama,;
Guillén, 2022).

Dentre os isomeros de tocoferdis, o y-tocoferol foi o que mais se sobressaiu
quantitativamente com valores iniciais entre 127,01 mg/kg para o 6leo de amendoim a
186,95 mg/kg para o 6leo de soja (Tabela 3). Observa-se que houve reducao significativa
dos teores deste isdmero ao longo da estocagem para os 6leos estudados. Porém, dentre os
Oleos analisados, verifica-se que o de soja se destacou, do inicio ao fim da estocagem, com
maiores concentragdes. E importante ressaltar que, ao final de 21 dias de estocagem, o oleo
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de soja tambem foi o0 que proporcionou maior retencao (> 95%), conforme Figura 3b. Esse
comportamento ¢ consistente com estudos que mostram o y-tocoferol como o isdmero
predominante e mais resistente a degradagdo oxidativa, particularmente em dleos ricos em
antioxidantes naturais (Baskirovs et al., 2024).

Tabela 3 - Perfil de tocoferdis e vitamina E para os 6leos submetidos a estocagem acelerada em estufa a
60°C.

Tempos de estocagem (dias)
0 7 14 21

Oleos

a-tocoferol (mg/kg)

S 47,00 + 0,01%° 45,68 +0,01°¢ 41,55+ 0,01 37,19 + 0,039
A 70,40 + 0,01* 70,39 +0,01* 53,46 + 0,02°* 4527 + 0,03
SA, 54,26 + 0,01 44,10 + 0,05°° 44,06 + 0,01°® 36,27 +0,01°°
SA, 57,93+ 0,01 54,67 +0,01°8 43,93 £ 0,018 43,53 + 0,04
y-tocoferol (mg/kg)
S 186,95 + 0,45 179,32 +0,01% 179,25 +0,01°* 178,96 + 0,02°*
A 127,01 +0,01°° 126,37 + 0,01 108,30 + 0,01°° 105,38 + 0,12
SA, 169,38 +0,11%° 140,65 + 0,018 140,13 + 0,01°B 139,41 £ 0,01°®
SA, 149,54 + 0,16 140,30 + 0,06°8 124,10 + 0,01C 124,46 + 0,12

o-tocoferol (mg/kg)

49,89 + 0,01

49,92 + 0,01

S 52,23 +0,01% 50,45+ 0,01

A 34,77 £ 0,01%° 34,17 + 0,04°¢ 30,42 + 0,070 28,61 +0,01°
SA, 47,22 +0,01°8 40,43 + 0,03 40,12 +0,01°® 38,94 + 0,01
SA, 41,70 + 0,03 40,37 + 0,03 37,40 + 0,06°¢ 36,39 + 0,089

Totais (mg/kg)
S 286,19 + 0,67** 275,45 +0,02° 270,70 + 0,034 266,07 + 0,084
A 232,18 +0,01%° 230,94 +0,01°¢ 192,19 + 0,23 179,27 +0,01%°
SA, 270,86 + 0,09 225,19 +0,10°° 224,32 + 0,018 214,63 +0,07®
SA, 249,18 + 0,34 235,35+0,12°8 205,43 +0,19%¢ 204,39 + 0,089
Vitamina E (mg/kg)

S 66,23 + 0,040 64,12 +0,01°¢ 59,98 + 0,01 55,59 + 0,039
A 83,45+ 0,01* 83,37 +0,01** 64,60 + 0,02°* 56,10 + 0,024
SA, 71,67 £ 0,01% 58,57 + 0,04°° 58,48 +0,01°¢ 50,61 + 0,01
SA, 73,31 +0,01® 69,11 +0,01°® 56,72 +0,01°° 56,35 + 0,05

S: soja, A: amendoim, SA:75:25 p/p, SA;: 50:50 p/p.

Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas linhas e
maitsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O o-tocoferol foi quantificado em baixas concentracdes, com reducao significativa
ao longo do periodo de estocagem para os 6leos em questdo. O maior teor inicial de o-
tocoferol foi observado no 6leo de soja puro (52,23 mg/kg), diferindo significativamente
dos demais. Ao longo do periodo de estocagem se destacou com maiores concentragdes e,
ao final de 21 dias, apresentou > 95% de retencdo, embora o 6leo de amendoim (A) e os
compostos SA; e SA, também tenham demonstrado elevados indices de preservagao,
alcangando retengdes de 82,28, 82,47 e 87,27%, respectivamente (Figura 3c). Esses
resultados evidenciam que as combinagdes com o6leo de amendoim sdo eficazes para
preservar o o-tocoferol em condigdes oxidativas prolongadas (Zhang et al., 2023).
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Figura 2 - Cromatogramas dos perfis de tocoferdis dos 6leos de soja (a), amendoim (b), SA; (c) e SA; (d). S: soja, A: amendoim, SA:75:25 p/p, SA;,: 50:50 p/p.
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Figura 3 - Retengdes de tocoferois e seus homologos dos 6leos submetidos a estocagem acelerada em estufa a 60°C. S: soja, A: amendoim, SA:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.




Em relacdo aos tocoferdis totais, inicialmente, o 6leo de soja puro (S) destacou-se
pelo maior teor (286,19 mg/kg), seguidos pelos 6leos compostos SA; (270,86 mg/kg) e
SA, (249,18 mg/kg). Ao final do periodo de estocagem, o 6leo de soja (S) apresentou
retengdo mais elevada (92,97%). Por outro lado, os 6leos compostos, SA;| e SA,, apesar de
terem apresentado teores iniciais mais baixos, mas, ainda assim, mantiveram retencdes
finais significativas de 79,24% e 82,03%, respectivamente, enquanto o Oleo puro de
amendoim apresentou retengdo mais baixa, 77,21% (Figura 3d). Esses resultados refletem
que, apesar das menores concentracdes iniciais, essas formulagdes apresentaram
desempenho antioxidante satisfatério em condi¢des oxidativas (Frank et al., 2008; Li et al.,
2014; Kreps et al., 2017; Syamila et al., 2019).

Na Tabela 3, observa-se reducao significativa dos teores de vitamina E nos 6leos ao
longo da estocagem. Dentre os 6leos analisados, o de amendoim (A) se destacou com
maiores concentracdes, diferindo significativamente dos demais até 14 dias de estocagem.
Por outro lado, os 6leos compostos (SA; e SA;) apresentaram niveis de retencdo ao final
do periodo com valores de 70,62% e 76,87%, respectivamente. Esses resultados refletem
um desempenho antioxidante significativo frente as condigdes aceleradas de estocagem,
reforcando o potencial das misturas com amendoim para aplicagdes praticas.

DPPH ¢ FRAP

No inicio do ensaio de estocagem, o Oleo de soja (S) e o composto (SA)
apresentaram maior capacidade de elimina¢do do radical DPPH’, destacando-se entre os
tratamentos analisados (Tabela 4). O 6leo composto SA; se sobressaiu, em média, com
aproximadamente 84% de atividade antioxidante, ndo apresentando diferenga significativa
ao longo do periodo de estocagem. J4, 6leo puro de amendoim (A) e o 6leo composto SA;
mantiveram niveis semelhantes de capacidade antioxidante ao final da estocagem.

Esses resultados corroboram a literatura cientifica, que destaca a importancia das
propriedades antioxidantes de oOleos compostos. Alam, Majumdar e Alam (2021)
apontaram que Oleos ricos em dacidos graxos monoinsaturados, como o de amendoim,
apresentam maior estabilidade oxidativa em comparagdo aos poli-insaturados. Além disso,
Javani-Seraji, Bazargani-Gilani e Aghajani (2023) reforcam que 6leos compostos com alto
teor de antioxidantes t€ém maior resisténcia a degradagdo oxidativa. Os achados de Saeed et
al. (2022) também evidenciam que essas formulagdes podem preservar sua atividade
antioxidante durante o armazenamento.

Ao analisar a Tabela 4, pode-se observar que os valores da atividade antioxidante
por FRAP oscilaram ao longo do periodo de estocagem os 6leos estudados. Inicialmente, o
0leo composto SA; apresentou o maior poder antioxidante de reducao do ferro (FRAP),
com 131,14 pMol Trolox/100 g, diferindo significativamente dos demais tratamentos
analisados. Aos 21 dias de estocagem, o d6leo de soja puro (S) exibiu maior desempenho,
enquanto as formulagdes SA; e SA, apresentaram valores similares. Ja, o oleo de
amendoim (A) exibiu o menor valor de FRAP. No caso do 6leo de soja puro (S), a retengdo
superior a 100% pode ser explicada pela presenca natural de tocoferois, que possuem alta
reatividade frente a espécies reativas de oxigénio, conforme descrito por Pazzotti et al.
(2018). Esses compostos antioxidantes podem exercer uma dupla fungdo, agindo tanto na
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protecdo contra a oxidagdo inicial quanto na regeneracdo de atividade antioxidante ao
longo do tempo.

CONCLUSOES

Ao final de 21 dias de estocagem em estufa, o 6leo de amendoim (A) se sobressaiu
com menores indices de peroxidos, dienos conjugados e totox e, pelos maiores indices de
estabilidade oxidativa, teores de compostos fendlicos totais e vitamina E. Por outro lado, o
6leo de soja (S) se destacou com menor indice de acidos graxos livres e maior
concentragdo de tocoferois (93%) totais e atividade antioxidante — DPPH e FRAP.

Ao comparar os 6leos compostos, 0 SA, apresentou menores alteragdes quanto ao
indice de perdxidos, dienos conjugados e totox e, maior indice de estabilidade oxidativa e
teores de carotenoides totais e vitamina E, enquanto o SA; apresentou maior teor de
tocoferdis e atividade antioxidante por DPPH, ao final de 21 dias de estocagem. Por outro
lado, ambos os 0leos, apesar de terem apresentado, inicialmente, teores de tocoferois totais
mais baixos, ainda assim, mantiveram retenc¢des finais significativas de cerca de 80%.
Formulagdes com o6leo de amendoim demonstraram boa retencdo de compostos
antioxidantes e aumento da estabilidade oxidativa.

Tabela 4 - Atividade antioxidante por DPPH e FRAP para os 6leos submetidos a estocagem acelerada em
estufa a 60°C.

. Tempos de estocagem (dias)
Oleos

0 7 14 21

DPPH (%)

S 82,39 +2,02% 85,77 + 0,024 84,78 + 0,45 80,43 + 0,024

A 76,86 + 2,938 80,47 + 0,20 74,81 + 0,05°¢ 74,52 +0,37°®

SA, 83,05 + 0,40** 84,13 + 0,05 83,08 + 2,49** 82,12 + 0,00

SA, 77,61 + 0,62°8 84,92 + 0,024 79,74 + 0,208 76,28 + 0,01®
FRAP (uMol Trolox/100 g)

S 113,99 + 1,44%C 106,24 + 7,224 110,64 + 1,288 117,54 + 0,324

A 107,39 + 0,84°° 103,24 + 0,188 113,34 +0,32** 74,34 + 4,58

SA, 131,14 +0,72** 100,14 + 0,08" 86,99 + 5,449 111,89 + 0,01

SA, 122,04 +0,32°® 106,54 + 0,50 108,54 + 0,02°" 108,04 + 2,00

S: soja, A: amendoim, SA;:75:25 p/p, SA,: 50:50 p/p.
Médias + desvios padrdes das determinacdes seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas e
maitsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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