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Resumo

A oxidacdo lipidica é o principal meio de degradacdo dos dleos e, para prevenir esta
reacao, antioxidantes sintéticos sao amplamente utilizados. Os mais comuns para uso em
alimentos sdo o butil-hidroxitolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e terc-butil-
hidroguinona (TBHQ), entretanto eles estdo sendo associados a diversos efeitos colaterais
e problemas a saude dos consumidores. A alternativa que vem sendo estudada é o uso de
extratos naturais, obtidos, principalmente, de frutas, de vegetais e de sementes, cuja
atividade antioxidante estd relacionada a presenca de compostos fendlicos. Neste
contexto, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a capacidade de um extrato
natural, rico em compostos fendlicos, em retardar os efeitos da oxidacdo de um dleo
vegetal. O extrato foi obtido a partir da torta de girassol, e o experimento foi realizado
com 6leo de soja. Seis amostras com diferentes tratamentos foram estudadas: Controle,
sem qualquer adicdo; antioxidante sintético, com 100 ppm de BHT adicionados; Mistura,
50 ppm de BHT e 50 ppm de compostos fendlicos; e amostras com concentra¢des de 100,
500 e 1200 ppm de compostos fendlicos. Os tratamentos foram submetidos a um teste
de estocagem acelerada, no qual permaneceram em estufa, por 17 dias, a
aproximadamente 64 °C. Aliguotas foram coletadas nos dias 3, 6, 10 e 17 e analisadas
quanto ao indice de perdxidos, dienos e trienos conjugados. Os resultados indicaram que
o extrato é eficiente para atender ao que foi proposto e, quanto maior a concentragao de
compostos fendlicos, maior é este efeito. O tratamento com 1200 ppm, além de
apresentar os melhores resultados durante todas as analises, foi o Unico que, ao final do
processo, apresentou diferencas significativas (p < 0,05) quando comparado ao controle,
com uma redugao de 22% de perdxidos e quase 50 % de trienos conjugados. Para os
dienos, ndo houve diferenca estatistica entre as amostras.
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1 Introducgao

Oleos sdo lipidios que se encontram no estado liquido quando em temperatura
ambiente. Os dleos vegetais sdo extraidos, principalmente, de sementes de oleaginosas,
sendo suas principais aplicagdes em farmacos, cosméticos, lubrificantes, tintas,
polimeros, combustiveis e na alimentagcao humana. As moléculas de éleo sdo formadas
por trés longas cadeias de acidos graxos contendo duplas ligacdes. Podem ser obtidos por
meio de prensagem das sementes e/ou extragdo por solvente, tendo como subproduto a
torta e o farelo, respectivamente.

A oxidagao, especialmente a autoxida¢ao, é a reacao de degradagdo mais comum em
Oleos, afetando as propriedades organolépticas, vida de prateleira e qualidade
nutricional. E uma reacdo em cadeia, que pode ser dividida em 3 etapas: iniciac3o,
propagacdo e término. Basicamente, consiste na formacdo de um radical, seguido da
incorporagdo de oxigénio com consequente formag¢ao de produtos primarios e
secundarios.

A aplicacdo de antioxidantes é o método mais utilizado para retardar a oxidacdo. Eles
podem atuar de diferentes maneiras, seja evitando a reacdo em cadeia ou a
interrompendo. Os antioxidantes mais comuns sdo os sintéticos, no entanto, eles vém
sendo associados a problemas, tais como toxicidade e carcinogenicidade. Aliado a esses
problemas, a busca dos consumidores por produtos mais naturais esta exigindo o
desenvolvimento de novas substancias para serem utilizadas para esse fim.

Diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas para o uso de extratos naturais como
antioxidantes. Os extratos podem ser obtidos, principalmente, de frutas, vegetais e
sementes. Sua capacidade antioxidante é atribuida a presenca de compostos fendlicos,
que, além de atuarem na conservacao de alimentos, estdo relacionados a prevencdo de
doengas, tais como neuroldgicas, cardiovasculares, inflamatdrias e cancerigenas. Isso se
deve a sua habilidade em conter os radicais livres presentes no organismo.

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta de ampla adaptabilidade a diversos
climas e solos. Suas principais aplicacdes estdo na producdo de biodiesel e dleo
comestivel. Do processo de extracdo do 6leo, obtém-se subprodutos com alto teor de
proteinas, podendo ser utilizados para alimentacdo animal. A presenca de compostos
fendlicos, contudo, pode reduzir a qualidade nutricional do concentrado protéico,
podendo ser necessaria a remoc¢do desses compostos por extracao.

Diante do exposto acima, o objetivo deste trabalho é a aplicacdo de um extrato,
obtido a partir da torta de girassol, em 6leo de soja para avaliar sua capacidade de
prevencdo a oxidacdo lipidica em dleos. Deste modo, visa-se a uma torta com qualidade
nutricional para alimentacdao animal e a substituicdo parcial ou completa de antioxidantes
sintéticos através do reaproveitamento de um extrato natural.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Oleos Vegetais

Lipidios é o termo designado para diversas substancias que apresentam solubilidade
em solventes organicos e sdo insollveis em agua. Sdo chamados de gordura, se sdlidos a
temperatura ambiente, e de dleos, quando liquidos (Jorge, 2009). O dleo vegetal é um
produto extraido, principalmente, de sementes de oleaginosas. Os mais comuns sdo o de
palma, canola, soja, girassol, coco e améndoas, mas podem ser obtidos a partir de mais
de 350 culturas (Mcnutt e He, 2016).

Oleos vegetais sdo mais comumente utilizados em cosméticos, farmacos,
lubrificantes, tintas, polimeros, combustiveis e na alimenta¢cdo. Sua utilizacdo em
combustiveis acontece na producdo do biodiesel, um combustivel biodegradavel e de
fonte renovavel, podendo ser mais benéfico ao meio ambiente se comparado aos
combustiveis fésseis. Quanto a alimentacao, seu principal uso é em frituras. Vale ressaltar
gue o dleo de cozinha, apds sua utilizacdo, tem um poder altamente poluidor, portanto
alternativas para seu reaproveitamento, como na producdao de sabdo e biodiesel, sdo
incentivadas (Balat, 2006; Zucatto et al., 2013; retirado do site FEDIOL?).

A producdo de dleos vegetais no mundo tem aumentado cada vez mais, como é
possivel observar na Figura 2.1. Isso acontece devido a sua ampla aplicabilidade nas
industrias, mas também por poder ser obtido a partir de diversas fontes, o que o torna
amplamente disponivel no mundo. Além disso, sao éleos de fontes renovaveis, natureza
nao-téxica, custo competitivo e tém potencial para transformagdes quimicas (Alagi et al.,
2016).

Figura 2.1 - Producdo mundial de 6leos vegetais de 1995 a 2014, expressa em 1000 toneladas.
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Fonte: retirado e adaptado do site FEDIOL®.

Quanto ao cenario no Brasil, o pais é um dos principais produtores de soja e palma
(retirado do site FEDIOLP), sendo duas culturas importantes para a economia, devido as
exportacbes e a geracdo de empregos (retirado do site da ABIOVE). Em relagdo as
perspectivas de mercado até 2030, projeta-se que a producdo de soja atingird 165
milhdes de toneladas, o que representa um crescimento médio anual de 2,5% de area
plantada. Quanto ao cultivo de palma, a area plantada esta expandindo e calcula-se que,
até o mesmo periodo, tenha-se a geracdo de 2,4 milhdes de toneladas de dleo (ABIOVE,
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2016). Na Figura 2.2, é possivel observar os principais 6leos vegetais produzidos por
diferentes paises no ano de 2014.

Figura 2.2 - Principais 6leos e quantidades produzidas por diferentes paises em 2014, expressos
em 1000 toneladas.
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Fonte: retirado e adaptado do site FEDIOLY.

Os dleos vegetais sdao constituidos basicamente por triglicerideos, que variam de 95 a
98%. O restante é formado por diversos compostos, tais como mono e diglicerideos,
fitoesterois, tocoferois, dcidos graxos livres, entre outros (Sripalakit e
Saraphanchotiwitthaya, 2016). As moléculas majoritarias dos 6leos vegetais sdo formadas
por trés longas cadeias de acidos graxos contendo duplas ligacdes, conforme ilustrado na
figura 2.3. O tamanho da cadeia e as insaturacdes sao os fatores que influenciam nas
propriedades fisico-quimicas dos d6leos (Alagi, Choi e Hong, 2016).

Figura 2.3 - Estrutura quimica genérica de triglicerideos
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Fonte: adaptado de Conn e Stumpf (2014)

Os métodos para obtencdo de 6leos mais comuns sdo a prensagem e a extracdo por
solvente. Quando a matéria-prima apresenta teor de dleo abaixo de 20%, apenas a
extracdo por solvente é utilizada. Nos casos em que o teor é maior, os dois processos sao
usados em sequéncia (Ramalho e Suarez, 2013). O processo de obtencdao de dleo esta
apresentado, em forma de fluxograma, na Figura 2.4. O termo torta refere-se ao
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subproduto da prensagem; farelo, ao subproduto da extracdo por solvente; e micela é a
mistura do dleo extraido com o solvente (Gioielli, 1996).

Figura 2.4 - Fluxograma do processo de obtencdo dos 6leos
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Fonte: prépria autora

A matéria-prima é prensada para extracdo parcial do 6leo. Desta etapa, obtém-se a
torta e o dleo bruto. A torta segue para o processo de extracdo por solvente, enquanto o
6leo é encaminhado para purificagdo. Quando ndo hd necessidade de refino apds a
prensagem, dependendo da temperatura que ocorreu o processo, o 6leo recebe a
denominacdo de virgem (aproximadamente 70°C) ou extravirgem (temperatura
ambiente) (Jorge, 2009; Ramalho e Suarez, 2013).

Na extragdo por solvente, este entra em contato com o éleo remanescente na torta, e
formam-se a micela e o farelo. Ambos, ao sairem do extrator, passam por um processo de
evaporac¢ao do solvente, que retorna ao processo. Os produtos obtidos sdo o 6leo bruto e
o farelo. O primeiro também é encaminhado para refino, enquanto o outro segue para
tratamento, podendo ser utilizado como ragdo, por exemplo (Jorge, 2009; Ramalho e
Suarez, 2013).

O refino é o processo responsdvel por tornar o éleo bruto préprio para consumo. Para
isso, alguns componentes devem ser removidos a fim de ndo afetarem caracteristicas
como cor, odor, sabor e vida de prateleira. Este tratamento é constituido por quatro
etapas principais, a saber: degomagem, neutralizacdo, clarificacdo e desodorizacdo
(Mcclements, 2007).

Na degomagem, o objetivo é remover especialmente os fosfolipideos, proteinas e
substancias coloidais, responsaveis pela forma¢ao de gomas. Basicamente, a remogao
ocorre pela adicdo de dgua, com formacdo de emulsdes e entdo a mistura é centrifugada.
Em seguida, ocorre a neutralizagcdo, em que se adiciona hidréoxido de sédio ao dleo para
reagir com os acidos graxos livres e formar sabdo. Os acidos graxos sao responsaveis por
acelerar a oxidacdo, bem como por causar sabor desagradavel e por formar fumaca e
espuma (Jorge, 2009; Mcclements, 2007).

A clarificagdo, também conhecida por branqueamento, é uma etapa para remogao de
coloracdo indesejada, causada por corantes naturais, como carotenoides e clorofila. Para
a remogado, sdo utilizados adsorventes, como argila, silica e carvao ativado. Por fim, tem-
se a desodorizacdo, etapa destinada para retirada de componentes responsaveis pelo
mau odor e sabor, tais como aldeidos, cetonas e alcoois. Esse processo consiste numa
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destilacdo por arraste de vapor, em que os compostos mais voldteis sdo separados do
6leo (Jorge, 2009; Mcclements, 2007).

2.2 Oxidagao

A oxidacdo é a alteracdao mais frequente em lipideos. Os triacilglicerdis presentes nos
6leos sdo o produto da reacdo de esterificacdo de uma molécula de glicerol, com até trés
de acidos graxos. Os acidos graxos insaturados sdo os componentes dos éleos mais
susceptiveis a oxidacao (Food Ingredients Brasil, 2014).

Essa reacdo é um processo espontaneo, que afeta as propriedades organolépticas, a
vida de prateleira e a qualidade nutricional, causando descoloragdo, formacao de aromas
e sabores desagradaveis e comprometendo a seguranca do alimento. Luz, calor, presenca
de oxigénio e umidade sdo alguns dos fatores que contribuem para a oxidag¢do. Esta
reacdao pode acontecer por mecanismos de oxidacdo enzimatica, reacOes hidroliticas,
fotoxidagao ou autoxidacao, sendo o Ultimo o mecanismo mais comum em dleos e o que
serd estudado neste trabalho (Abdelazim et al., 2013; Ramalho e Jorge, 2006).

A autoxidacdo é uma reacdo em cadeia com um mecanismo que envolve um radical
livre. A reacdo é mais rapida em dleos que contém maior quantidade de acidos graxos
insaturados. A presenca de catalisadores - como ions de metais de transi¢cdo, enzimas,
exposicdo a luz e/ou alta temperatura e grande quantidade de oxigénio disponivel - é
necessaria. As etapas desta reacgdo sdo: iniciacao, propagacao e término, sendo as duas
ultimas simultaneas (Aluyor e Ori-Jesu, 2008; Patil, 2013). As etapas estdo representadas
na Figura 2.5.

Figura 2.5 - Esquema do mecanismo de oxidacado lipidica

Iniciagdo RH = R*"+H"
Propagacdo R"+0; = ROOD"

ROO*"+RH —» ROOH+R"

Término ROO*+R* = ROOR
ROO" + ROO* =5 ROOR+ O, Produtos
Estdveis
R*+R" = RR

onde: RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre: ROO" - Radical perdxido
e ROOH - Hidroperoxido

Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

A primeira etapa é a de iniciacdo. Nesta fase, ocorre a formacao dos radicais livres por
meio da retirada de um hidrogénio alilico, devido a acdo de algum dos catalisadores
anteriormente mencionados. Na fase de propagacdo, ha um elevado consumo de
oxigénio e tem-se a formacdo dos produtos primdrios da oxidacdo. O radical formado
reage com o oxigénio atmosférico, originando um radical peroxila. Este é considerado um
propagador da reacdo, ja que remove um atomo de hidrogénio de outra molécula de
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acido graxo, originando um hidroperdxido e outro radical, que poderd repetir este
processo (Jorge, 2009; Ramalho e Jorge, 2006).

Na propagacdo, comecam as alteracbes das propriedades organolépticas. O
hidroperdxido é instavel e se decompde, originando os produtos secundarios da oxidacgao,
responsdveis pelo surgimento de odor e sabor desagraddaveis. Esses produtos sdo estaveis
e sdo de cadeias organicas menores, tais como alcoois, cetonas, aldeidos, ésteres e outros
hidrocarbonetos, sendo também formados na etapa de término. Na etapa final, ocorre a
diminuicdo dos dacidos graxos insaturados, bem como do consumo de oxigénio. Os
radicais, entdo, ligam-se, formando os produtos secundarios da oxidacdo e consolidam a
degradacdo do dleo (Jorge, 2009; Ramalho e Jorge, 2006).

Para retardar essa reacdo de degradacdo, o método mais utilizado é a adicdo de
antioxidantes. Esses devem estar presentes em concentragdes muito pequenas, serem
estaveis, ndo alterarem caracteristicas do 6leo, como cor, odor e sabor e ndo serem, e
nem formarem, produtos de oxidagdo toxicos. Além disso, quando adicionados em
alimentos, os antioxidantes devem ser de facil aplicacdo, compativeis com o alimento e
estdveis nas condicbes de processo e armazenamento deste, atentando sempre a
legislagdo vigente (Inan¢ e Maskan, 2012; Ramalho e Jorge, 2006).

Existem diferentes classificacbes de antioxidantes, que variam de acordo o seu
mecanismo de acdo. As duas principais sdo as seguintes: antioxidantes primarios e
antioxidantes secunddrios. Os primdrios atuam doando um elétron ou um atomo de
hidrogénio para os radicais livres, interrompendo, deste modo, a reacdo em cadeia. Os
secunddrios, por sua vez, possuem diferentes mecanismos de a¢ao, tais como remogao de
oxigénio, complexacdo de ions metdlicos, absorcdo de radiacdo UV e decomposicao dos
hidroperéxidos em espécies nao radicalares. H4, ainda, as substancias sinergistas, que
possuem pouca atividade antioxidante, entretanto potencializam a acdo dos primarios
guando combinados (Luzia e Jorge, 2009; Ramalho e Jorge, 2006).

Os principais antioxidantes utilizados na industria alimenticia sdo o butil-hidroxi-anisol
(BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ). S3o sintéticos,
possuem boa efetividade, apresentam custo baixo e alta estabilidade, entretanto sua
utilizacdo vem sendo questionada. Isso porque estdo sendo associados a efeitos
colaterais e considerados toxicos e carcinogénicos. Em alguns paises, seu uso é proibido,
enquanto que, no Brasil, de acordo com a RDC n? 3, de 15 de janeiro de 2007, o uso para
BHA e TBHQ é limitado em 200 mg/kg, e para BHT, em 100 mg/kg (ANVISA, 2007; Inang e
Maskan, 2012).

Tendo em vista os problemas associados aos antioxidantes sintéticos e a crescente
busca do consumidor por produtos mais saudaveis e com menos aditivos, diversas
pesquisas estdo voltadas para estabilizacdo de dleos e gorduras, utilizando antioxidantes
naturais. Esses podem ser encontrados em frutas, vegetais, ervas, sementes, cascas e
oleaginosas. Os estudos ja realizados mostram que antioxidantes naturais, ou uma
mistura deles, tém igual ou maior eficiéncia em prevenir a oxidagao do que os sintéticos.
Essa atividade se deve, principalmente, a presenca de compostos fendlicos encontrados
em sua composicao (Asnaashari et al., 2015; Embuscado, 2015; Kmiecik et al., 2015).
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2.3 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias facilmente encontradas na natureza. Estao
presentes, principalmente, em frutas e vegetais, na forma de pigmento ou produtos de
metabolismo secundario, para protecdo contra micro-organismos e auxiliando no
crescimento e reproducgao. Eles influenciam na qualidade do alimento, especialmente na
cor, na atividade antipatogénica, no aroma, na textura, adstringéncia e na estabilidade
oxidativa (Angelo e Jorge, 2007; Rocha et al., 2011).

Os compostos fendlicos sdao formados por, pelo menos, um anel aromatico, ligado a
um ou mais substituintes hidroxilicos, apresentando-se de forma simples ou como
estruturas com alto grau de polimerizacdo. Os compostos que apresentam mais de um
anel aromatico sdao chamados de polifendis. A grande variedade dessas substancias na
natureza acontece devido as diversas combinac¢des que podem ser formadas (Angelo e
Jorge, 2007; Cheynier, 2012).

Ha diversas classificacOes diferentes utilizadas para esses compostos. De maneira
geral, as classes dos fendlicos sdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Classes de compostos fendlicos

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Ce

Acidos hidroxibenzoicos Ce-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Cs-C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides  Cg-Cs
Nafitoquinonas Ce-Ca
Xantonas Ce-C1-Co
Estilbenos, antoquinonas Cs-C2-Cs
Flavonoides, isoflavonoides C6-C3-Co
Lignanas, neolignanas (Ce-C3)2
Biflavonoides (C6-C3-Cé)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (Ce-C3-Co)n

Fonte: Angelo e Jorge(2007)

Dentre as classes mencionadas acima, destacam-se os flavonoides e os acidos
fendlicos. Os flavonoides sdao compostos de baixa massa molar e estdo amplamente
presentes na natureza em frutas e vegetais. S3o encontrados, principalmente, no café,
maca, cebola, vinho tinto e cha. Apresentam estrutura Cs-C3-Ce, isto é, sdo formados por
dois anéis aromaticos interligados por outros trés carbonos, sendo estes, normalmente,
uma cadeia heterociclica. Substituicdes nos anéis originam diferentes compostos, como
flavondis, flavonas, catequinas, antocianinas e isoflavonas, transformando-os no grupo
mais diversificado do reino vegetal (Balasundram et al., 2006; Silva et al., 2010).

Os 4dcidos fendlicos estdo divididos em dois grupos: os hidroxibenzoicos e os
hidroxicinamicos. Os primeiros sdo derivados do acido benzoico e apresentam estrutura
Ce-C1, entretanto sao menos abundantes nos vegetais. Como exemplo, pode-se citar os
acidos galico, vanilico e siringico. Ja os hidroxicinamicos estruturam-se em Ce-C3 € podem
ser exemplificados pelo acido cafeico, p-cumarico, ferulico e sindpico. Normalmente,
estdo ligados a outros componentes ou moléculas e estdo presentes em diversos
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alimentos, tais como café, erva mate, maca, cereais, entre outros (Lee et al., 2016;
Oliveira e Bastos, 2011).

Devido a sua atividade antioxidante, os compostos fendlicos estdo sendo amplamente
estudados. Eles agem como quelantes dos ions metalicos que catalisam a reag¢do ou pelo
sequestro de radicais livres. No primeiro, o mecanismo de acdo é com atuacdo dos
compostos antes da etapa de iniciagdo, evitando a formag¢ao dos radicais livres. No
segundo, o principio é a interrupcdo da reacdo em cadeia, evitando a propagacdo da
oxidacdo, por meio da doacdo de um dtomo de hidrogénio. Apesar de ter a formagao de
um radical fendlico, a reacdo ndo é prosseguida, devido a estabilizacdo por ressonancia
do anel aromatico (Zamora e Hidalgo, 2016).

Os compostos fendlicos, além da conservacdo do alimento e de suas propriedades,
estdo sendo associados a prevencao de diversas doengas, tais como as neuroldgicas,
cardiovasculares, inflamatdrias e cancerigenas. Isto porque, nos processos bioldgicos, ha
a formacdo de radicais livres, que podem alterar as células do organismo e, com isso,
desenvolverem patologias. Apesar de contribuirem positivamente para a saude humana
e para qualidade do alimento, esses compostos n3ao devem ser utilizados em grandes
concentracdes, sob o risco de apresentarem interacdo com proteinas, carboidratos e
minerais, além de escurecimento enzimatico (Rocha et al., 2011; Silva et al., 2010).

2.4 Girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) é uma planta originadria do continente americano e
tem como caracteristica ampla adaptabilidade a diferentes condi¢cdes de clima e de solo
(EMBRAPA, 1996). Isso contribui para que seja uma espécie que se desenvolve bem na
maioria dos solos agriculturdveis, podendo ser cultivada em diferentes latitudes e
longitudes. Suas principais aplicacGes estdo na industria de dleos comestiveis, na
producdo de biodiesel, na alimentacdo animal (na forma de graos para passaros e na
forma de farelo para outros animais) e, até mesmo, na ornamentacao (retirado do site da
EMBRAPA).

Devido a ampla adaptabilidade, o girassol é cultivado no mundo todo, sendo o
principal produtor a Russia, seguido de paises do leste europeu e Argentina. A
produtividade média mundial é de, aproximadamente, 1300 kg/ha, enquanto, no Brasil,
este valor é de 1500 kg/ha. Nacionalmente, ele é cultivado, principalmente nos estados
de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e Rio Grande do Sul, e estima-se que, tanto a
produtividade, quanto a area cultivada, aumentardo nos préximos anos (Conab, 2016;
retirado do site da EMBRAPA; retirado do site FEDIOL®).

Existem dois tipos de semente de girassol: as ndo oleosas e as oleosas. As primeiras
sdo maiores, com listras pretas e com casca grossa, sendo consumidas em misturas de
granolas, bolos, snacks e racdo para passaros. Ja as oleosas sdao mais importantes
economicamente, pois € possivel a obtencdo do farelo e do dleo de girassol. A
composicdo das sementes varia de acordo com as condi¢bes de cultivo, mas, em geral,
sdo compostas por agua, proteina, 6leo, carboidratos, minerais e vitaminas (Embrapa,
1994).
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O principal método para obtencdo do 6leo de girassol é por prensagem, seguido da
extracdo por solvente. O dleo é considerado de alta qualidade nutricional devido a boa
relacdo de acidos graxos poliinsaturados/saturados (65%/11%), sendo a maior parte dos
acidos graxos poli-insaturados composta pelo acido linoleico, um componente essencial,
gue ndo pode ser sintetizado pelo organismo. Para cada tonelada de graos, em média,
obtém-se 400 kg de dleo, 250 kg de casca e 350 kg de torta (EMBRAPA, 1996; retirado do
site FEDIOL®).

Devido a quantidade de proteina, as tortas e os farelos sdao aproveitados para
alimentacdo animal. Seu uso, porém, deve ser limitado em fun¢cdo da quantidade de
fibras oriundas da casca, que podem influenciar no seu valor energético (Louvandini etal.,
2007). Além disso, o farelo apresenta teor de lisina muito baixo, sendo necessdria uma
suplementagdo para atender as necessidades nutricionais dos animais. Entretanto,
conforme estudos ja realizados, a inclusdo do girassol ndo influi significativamente na fase
de crescimento e terminagao dos animais (Costa et al., 2005).

O farelo de girassol apresenta grandes quantidades de componentes fendlicos, sendo
o principal o acido clorogénico, seguido do cafeico (Salgado et al., 2012). O acido
clorogénico, apesar de ndo ser toxico, é indesejavel, pois, sob processamento em meio
aquoso ou alcalino, devido a reacdes enzimaticas, resulta em coloragdo verde escura e
marrom. Além disso, os compostos fendlicos afetam a qualidade da proteina do girassol,
alterando suas propriedades funcionais e organolépticas, sua estabilidade, sua vida de
prateleira e reduzem sua digestibilidade (Antoniassi e Gongalves, 2011; EMBRAPA, 1992).

Ndo ha um método que seja aplicdvel para extracdao de todos os compostos fendlicos.
Diversos processos sao propostos, pois fatores como natureza quimica, tamanho de
particula, tempo e condi¢Oes de armazenamento, presenca de substancias interferentes e
tipo de solvente influenciam na sua extracdo. Contudo, solventes organicos como
metanol, etanol, propanol, acetona, acetato de etila, dimetilformamida e suas
combinacgbes, juntamente com d4gua, sdo frequentemente utilizados para a remocao
desses componentes (Naczk e Shahidi, 2004).

Para o acido clorogénico, segundo Antoniassi e Gongalves (2011), a extragao com
metanol é mais eficiente do que com etanol anidro. Devido ao seu carater toxico, porém,
o extrato com o primeiro solvente teria aplicacdo na oleoquimica, sendo o etanol mais
recomendado para uso na alimentagdo. Além disso, o aumento do tempo de contato e da
temperatura influencia positivamente no rendimento.

Apds o processo de extragao dos compostos fendlicos, sao produtos finais a torta ou
farelo (com qualidade nutricional adequada para alimentacdo animal) e o extrato com
componentes fendlicos como residuo. Estudos comprovam que extratos naturais de
gengibre (Andreo e Jorge, 2007), sementes de limdo (Luzia e Jorge, 2009), gergelim
(Mohdaly et al., 2011) e framboesa (Asnaashari et al.,, 2015), por exemplo, podem
retardar a oxidacdo lipidica em dleos vegetais. De Leonardis et al. (2005) estudaram a
atividade antioxidante do extrato de girassol, que, apds a extracdo dos compostos
fendlicos, foi submetido a hidrdlise. Esse extrato foi adicionado ao éleo de girassol, em
que a capacidade antioxidante foi avaliada com o equipamento Rancimat, a 130 °C,
mostrando que esse extrato também pode ser eficaz para tal finalidade.
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3 Materiais e Métodos

Este capitulo tem como objetivo abordar os materiais e métodos utilizados para
avaliar a eficdcia do extrato de girassol como antioxidante em Odleos. Nele, serdao
apresentados a metodologia, bem como os equipamentos, os reagentes e os métodos
analiticos empregados. Os experimentos e analises ocorreram no Laboratério de
Tecnologia e Processamento de Alimentos (LATEPA) e na Central Analitica, ambos
situados no Anexo | da Saude, no departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.1 Materiais
Oleo

O dleo utilizado para o desenvolvimento do trabalho foi o de soja, tendo passado
somente pelo processo de degomagem. O dleo foi fornecido pela empresa Oleoplan S.A,,
situada na cidade de Verandpolis, cuja principal atividade é a producdo de dleo para
biodiesel. O dleo estava isento de qualquer tipo de antioxidantes.

Antioxidantes

O extrato natural foi obtido do trabalho de doutorado do aluno do Programa de Pds-
Graduagdo em Engenharia Quimica da UFRGS, Ivanor Zardo. Esse extrato foi produzido a
partir da torta de girassol, fornecida pela industria Pazze Industria de Alimentos LTDA
(Panambi, RS, Brasil) como subproduto da producdo de éleo de girassol. O método de
obtencdo do mesmo foi por extracdo sélido-liquido, com solvente de concentracdo fixa de
45% de etanol em dgua. Utilizou-se o extrato concentrado, tendo em vista a redugdo de
volume a ser adicionado nas amostras, a imiscibilidade da dgua com o dleo e a
possibilidade de forma¢ao de gomas.

Quanto ao antioxidante sintético, o BHT foi utilizado no desenvolvimento do trabalho
para comparagcdo com o antioxidante natural. O BHT foi cedido sob forma de pdé pela

professora Simone Flores, do ICTA (Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da
UFRGS).

Reagentes

Os reagentes cloroférmio 99,8%, iodeto de potdssio P.A., tiossulfato de sédio 0,01N e
isoctano P.A. foram adquiridos da NEON (S3o Paulo, Brasil). J& o acido acético (glacial)
P.A. foi adquirido da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), enquanto a solugdo
amido 1% foi adquirida da MediQuimica Industria Ltda. (Rio Grande do Sul, Brasil). O
reagente de Folin-Ciocalteu foi adquirido da Fator 1 (Rio Grande do Sul, Brasil), e o
carbonato de sédio da empresa Dindmica Quimica Contempordnea Ltda. (S3o Paulo,
Brasil).

3.2 Caracterizacaodo Extrato

O método modificado de Singleton et al.(1999) foi adotado para determinacdo dos
compostos fendlicos totais, a fim de caracterizar o extrato. Em funcdo deste ser
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concentrado, primeiramente diluiu-se a amostra 250 vezes. Adicionou-se 850 pL de dgua
destilada em tubo falcon de 15 mL, seguido de 200 pL do extrato e 100 pL do reagente de
Folin-Ciocalteu.

A mistura foi entdo agitada em vértex (Phoenix Luterco, modelo AP 56) e aguardou-se
5 minutos até adigdo de 850 L de solugdo carbonato de sédio 7%. Apds nova agitagao no
mesmo equipamento, transferiu-se a amostra para cubetas de plastico, que ficaram uma
hora em repouso, a temperatura ambiente e ao abrigo de luz.

A medida da absorbancia foi realizada em um espectrofotémetro (PG Instruments Ltd,
modelo T80 UV/VIS Spectrometer), no comprimento de onda de 765 nm. Para
quantificacdo do teor de compostos fendlicos da amostra, foi utilizada uma curva de
calibragao previamente elaborada no LATEPA. A curva de concentragao de acido gdlico
(mg/L) versus absorbancia foi elaborada usando solugdes de acido galico (Sigma Aldrich,
St. Louis, Estados Unidos) com concentracdes de, aproximadamente, 10, 20, 30, 50, 70 e
80 mg/L. Os resultados sdo apresentados em miligramas de equivalentes de acido gélico
por litro.

3.3 Testede Estocagem Acelerada

Para avaliar alteragdes devido a oxidacdo, os dleos sdao comumente submetidos a
testes de oxidacdo acelerada, em que o aumento da temperatura e da pressdao de
oxigénio, a adicdo de metais, a exposi¢ao a luz e agitacdo sdo alguns parametros para
acelerar a reacdo. Em condi¢cdes ambientes, esse processo ocorre de forma muito lenta,
dificultando avaliagdo das mudancgas e reprodutibilidade, visto que ndao ha um controle
das condi¢cdes do meio. Deve-se ter a nocdo, entretanto, de que as caracteristicas do
processo poderdo ser alteradas, conforme o parametro escolhido e que os valores
poderdo variar de acordo com a area superficial em contato com o oxigénio. A adicdo de
calor, através do uso de temperatura controlada, é o fator mais utilizado para este tipo de
experimento, pois traz menores diferencas em relacdo as condi¢cdes geralmente
encontradas no armazenamento de 6leos (Frankel, 1993).

No experimento realizado, comparou-se a estabilidade oxidativa de seis amostras.
Primeiramente, aproximadamente 50 g de 6éleo foram pesados em recipientes cilindricos
de aluminio, com diametro de 7 cm. Dissolveu-se o BHT em etanol a fim de obter uma
solucdo de concentragdo conhecida para ser adicionada na quantidade necessdria ao
dleo. Quanto ao extrato da torta de girassol, a concentracdo de compostos fendlicos no
momento da adi¢do ja era conhecida, conforme segdo 3.2.

As amostras preparadas estdo apresentadas na tabela 3.1:

Tabela 3.1 - Amostras de 6leo preparadas para estudo de estabilidade oxidativa

Amostra Adigdo

Controle Sem qualquer adicdo de antioxidante
Sintético 100 ppm de BHT

Mistura 50 ppm de BHT + 50 ppm de compostos fendlicos
100 ppm 100 ppm de compostos fendlicos

500 ppm 500 ppm de compostos fendlicos
1200 ppm 1200 ppm de compostos fendlicos
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Os experimentos foram realizados em duplicata. O éleo adicionado de extrato natural
ficou heterogéneo, sendo necessdria a utilizagdao de ultrassom (Sonics, modelo Vibra-Cell),
por 15 segundos, com 90% de poténcia, o que corresponde a amplitude de onda de 103
pum, para melhor homogeneizagdo. Para manter um padrdao de igualdade, todas as
amostras passaram por este processo. Os dleos que continham o extrato, apds essa
homogeneizagdo, apresentaram-se turvos. Fotografias das amostras preparadas estdao
apresentadas na Figura 3.1.

Figura 3.1 - Amostras adicionadas de antioxidantes: (a) antes do ultrassom, com a presenca de
duas fases naquelas que tiveram extrato adicionado; e (b) depois do ultrassom, com essas
amostras apresentando turbidez.

As amostras foram armazenadas em estufa (De Leo, modelo A3, Brasil), por 17 dias,
sob temperatura de 64 * 2 °C. Tais parametros foram escolhidos com base na literatura. E
importante ressaltar que, nos dias 11 e 12 do armazenamento, a estufa foi desligada ndo
intencionalmente e a variacdo destes dias ndo entrou na média da temperatura. Avaliou-
se que a situagdo pode comprometer somente o valor final das amostras, e ndo a relagao
entre as mesmas, de modo que o experimento ainda é valido para o objetivo do trabalho.
O dleo foi analisado antes do inicio da armazenagem e coletas de, aproximadamente, 9 g
foram feitas nos dias 3, 6, 10 e 17. As amostras retiradas foram armazenadas refrigeradas
a 5 °C, vedadas e ao abrigo de luz até o momento da andlise, ndo excedendo o periodo de
uma semana.

3.4 indicede Perdxidos

Um método bastante comum para avaliar a oxidacdo de éleos é medir o indice de
peroxidos, visto que é um dos principais produtos iniciais da rea¢do. A técnica consiste na
capacidade desses componentes oxidarem um componente indicador. O mais comum é a
medicdo do iodo liberado, a partir da oxidacdio do iodeto de potdssio pelos
hidroperéxidos. Este método pode ser empregado para todos os dleos e gorduras
(Mcclements, 2007).

Para realizacdo da analise, baseou-se no método da American Qil Chemists' Society
(AOCS, 1990), descrita na 12 Edicao Digital de Métodos Fisico-Quimicos para Anadlise de
Alimentos, do Instituto Adolfo Lutz, de 2008. Pesou-se 2,5 gramas de dleo a ser analisado
em um frasco Erlenmeyer, seguido da adicdo e posterior agitacdo de 15 mL de solugdo
acido acético-cloroférmio (3:2). Foi, entdo, adicionado 250 puL de solugdo saturada de
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iodeto de potdssio e a solugdo foi mantida em repouso, ao abrigo de luz, por um minuto.
Logo depois, adicionou-se 15 mL de dgua destilada e agitou-se.

A etapa seguinte constituiu-se na titulacdo com tiossulfato de sédio, 0,01 N, até
diminuicdo da cor amarela. Neste momento, acrescentou-se 250 pL da solugdo indicadora
de amido 1% e prosseguiu-se com a titulacdo até desaparecimento da cor azul. Para as
andlises realizadas no dia 10, reduziu-se a metade as quantidades de amostra e dos
reagentes, mantendo-se as mesmas propor¢des, em fungao do consumo excessivo de
solugdo titulante de tiossulfato de sédio 0,01 N. Foram preparadas amostras em branco
para descontar o valor obtido. As andlises foram feitas em duplicata e os resultados foram
expressos em miliequivalentes de oxigénio (mEq) por 1000 gramas de dleo. A Equacao (1)
foi utilizada para cdlculo do indice de perdxidos de cada amostra.

IP (mEq/1000 g de amostra) = (R—S)x N x f x 1000 "

m

onde:

R: volume, em mililitros, da solucdo de tiossulfato de sédio 0,01 N gasto na titulacao
da amostra;

S: volume, em miililitros, da solucao de tiossulfato de sddio 0,01 N gasto na titulacado
do branco;

N: normalidade da solugdo de tiossulfato de sdédio, no caso 0,01;

f: fator da solucdo de tiossulfato de sédio, no caso 1,0109;

m: massa da amostra em gramas.

3.5 Dienose Trienos Conjugados

Outro método utilizado para avaliar a estabilidade oxidativa dos oleos é pela
quantidade de dienos e trienos conjugados. Conforme explicado no Capitulo 2, com a
remocao do hidrogénio na etapa inicial, tem-se a forma¢ado de um radical e deslocamento
das duplas ligagdes, com consequente formagao de dienos conjugados (Jorge, 2009). Os
dienos conjugados sdo os produtos primarios da oxidacdo, enquanto que os trienos, os
secunddrios. A formagdo de dienos conjugados estd representada na Figura 3.2.

Figura3.2 - Formacdo de duplas ligacGes conjugadas durante oxidacdo de lipidios poliinsaturados

CH~CH=CH-CH,~CH=CH-CH

l

~CH,~CH=CH-"CH-CH=CH-CH.~

AN

=CH~"CH-CH=CH-CH=CH-CH_~ ~CH,-CH=CH-CH=CH-"CH-CH.—

Fonte: adaptado de Vieira et al. (2015)
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A técnica foi baseada no método da American Qil Chemists' Society (AOCS, 2004) e
consiste na diluicdo do 6leo em solvente adequado, seguido de medida da absorbancia
em espectrofotdmetro. Os dienos tém um mdaximo de absorbancia em comprimento de
onda 232 nm e os trienos, em 270 nm. Deve-se ter o cuidado, entretanto, para que nao
haja compostos presentes no meio que absorvam em comprimentos de onda préximo, a
fim de evitar interferéncias.

Experimentalmente, pesou-se 100 mg de 6leo em um baldo volumétrico de 5 mL e
completou-se o volume com isoctano. Em seguida, transferiu-se determinado volume
deste baldo para outro, também de 5mL, a fim de rediluir a amostra, completando-se o
volume com isoctano novamente. A quantidade retirada do primeiro baldo para
rediluicdo foi medida de forma que a absorbancia ficasse dentro da faixa ideal de leitura
(de 0,2 a 0,8).

Para medicdo da absorbancia, utilizou-se cubetas de quartzo e espectrofotémetro (PG
Instruments Ltd, modelo T80 UV/VIS Spectrometer). As andlises foram feitas em
duplicata, e a quantidade de dienos e trienos conjugados de cada amostra foi avaliada
através da Equacdo (2), nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm, respectivamente. O
resultado foi expresso como extin¢do especifica (E*1cm), ou seja, a absortividade da
solugdo a 1% de dleo no solvente especificado, numa espessura de 1 cm.

A
E™ m=—"(2
lcm Cxl()

onde:

E™, .. extingdo especifica ou absortividade no comprimento de onda A;
A: absorbancia no comprimento de onda A;

c: concentrag¢do da solucdo, em g/100 mL;

I: largura da cubeta, em cm.

3.6 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos das analises foram expressos em funcdo da média e desvio
padrdo. Para comparar a influéncia dos tipos de antioxidantes e das diferentes
concentracdes do extrato, os resultados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e ao teste de Tukey, com nivel de 5% de significancia. O programa utilizado para
realizacdo da andlise estatistica foi o Statistica 7.0 (StaSoft, USA, 2005). Todos os
experimentos e analises foram realizados em duplicata.
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4 Resultados e Discussoes

Este capitulo é destinado a apresentacdo dos resultados obtidos no presente
trabalho. Inicialmente, esta apresentada a caracterizacdo do extrato, seguida do
comportamento do dleo quando submetido ao teste de estocagem acelerada. Os
resultados a cada dia de coleta sdao discutidos, e as andlises de indice de perdxidos e
dienos e trienos conjugados realizadas estdo interpretadas.

4.1 Caracterizag¢daodo Extrato

A fim de caracterizar o extrato, determinou-se o teor de compostos fendlicos totais.
Para quantificacdo dos fendlicos presentes no extrato, utilizou-se uma curva padrao
previamente preparada. A equacao y = 0,0121 x + 0,0330 foi gerada a partir desta, em
que y é a concentracdao em miligramas de equivalentes de acido galico por litroe x é a
absorbancia. O coeficiente de correlacdo foi de 0,9982.

Deste modo, apds a obtencdao da média dos resultados das analises realizadas em
triplicata deste extrato, a concentracdo de compostos fendlicos totais do extrato da torta
de girassol foi de 13.651 + 41mg de acido galico por litro (mg EAG/L). Esta concentragcdo
foi utilizada para calcular o volume de extrato a ser adicionado nas amostras, de acordo
com a concentra¢ao desejada.

4.2 Testede Estocagem Acelerada

Em funcdo da oxidagcdo ser um processo lento, os testes acelerados, apesar de ndo
simularem exatamente o mesmo processo oxidativo, sdo importantes para se ter uma
nocdao do comportamento das amostras quando ocorre reagdo de oxidagdo. Eles
permitem uma avaliacdo relativamente rdpida da qualidade do dleo ao longo do
experimento. Sendo assim, é possivel observar desde mudangas na composicdo deles, até
mesmo na cor e odor. Na figura 4.1, sdo apresentadas fotografias das amostras em cada
dia de coleta.

Figura 4.1: Amostras submetidas ao teste de estocagem acelerada fotografadas em cada dia de
coleta.

(a) Dia O
Sintético
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(e) Dia 17

Dia 3

Ao coletar as amostras para realizacdo da primeira analise, uma avaliacao visual foi
feita, em que dois fatores sdo observados. O primeiro, com bastante destaque, é a
presenca de sélidos na superficie de algumas amostras, conforme mostra a Figura 4.1 (b).

Os sélidos foram observados nas amostras em que tinham sido adicionadas extrato da
torta de girassol. A amostra com 1200 ppm de compostos fendlicos totais foi a que
apresentou maior quantidade de sélidos, seguida da de 500 ppm. As amostras de 100
ppm e a Mistura, que contém 50 ppm de extrato, ndo apresentaram diferengas fisicas
guando comparadas com a Controle e a adicdo de antioxidante sintético. Isto indica que,
acima de uma determinada quantidade de extrato adicionada, ocorre o surgimento
destes sélidos, aumentando sua presenca quanto maior é o volume de extrato
adicionado.

Ao comparar a Figura 4.1 (b) com a Figura 4.1 (a), referente ao dia zero, observa-se
outra alteracdo fisica. Na Figura 4.1 (a), apds o uso do ultrassom, as amostras com
maiores quantidades de extrato ficaram turvas, ndo apresentando transparéncia como a
Controle e a Sintético. Na Figura 4.1 (b), é possivel observar que esta diferenca ndo existe
mais e que, desconsiderando a presenca dos soélidos citados anteriormente, todas as
amostras se apresentam livres de turbidez.

Dia 6

No dia 6, o segundo dia de coleta, foi possivel observar que os sdlidos presentes na
superficie no dia 3 haviam diminuido. Entretanto, ficou visivel a presenca de precipitados
em algumas amostras. A aparéncia das amostras no dia 6 estd exposta na Figura 4.1 (c).

Como era de se esperar devido ao histérico, as amostras que apresentaram
precipitados em maior quantidade foram as com concentragao de compostos fendlicos de
1200 ppm, seguidas das amostras com 500 ppm. Novamente, as amostras com 100 ppm e
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a Mistura ndo apresentaram resultados tdo expressivos, mas € possivel notar no fundo do
recipiente uma certa deposi¢ao. Ja as amostras Controle e Sintético ndo apresentaram
alteracodes.

Dia 10

No décimo dia do experimento, equivalente ao terceiro dia de coleta, ndo apareceram
novas alteracdes fisicas nas amostras. E possivel observar que o éleo com 500 e 1200
ppm de compostos fendlicos totais apresenta grande quantidade de precipitados.
Conforme as aliquotas das amostras foram sendo retiradas e o nivel de éleo foi baixando,
os sélidos, que inicialmente estavam na superficie das amostras, ficaram aderidos na
parede do recipiente. A Figura 4.1 (d) representa as amostras no dia 10 e a Figura 4.2, os
sélidos formados na amostra de 1200 ppm.

Figura 4.2 - Amostra de 1200 ppm de compostos fendlicos, no décimo dia, com a presenca de
solidos aderidos a superficie do recipiente.

Dia 17

Ao final do experimento, no ultimo dia de coleta, outra alteracao fisica foi observada.
As amostras estavam mais claras, sem tanta coloracdo amarela, e menos viscosas. Tal fato
pode ser observado na Figura 4.1 (e), que também evidencia a presenca dos precipitados
nas amostras 1200 e 500 ppm.

Conforme mencionado no Capitulo 2, como consequéncia das reacdes de oxidagao, os
Oleos podem apresentar alteracdes em sua coloracdo e viscosidade. Segundo Hraset al.
(2000), uma das consequéncias da oxidacdo em lipidios é a descoloracdo do mesmo. Ja a
viscosidade é afetada por diversos fatores, tais como densidade, ponto de fusdo, massa
molar e grau de insaturacdo (lgwe, 2004).

A Figura 4.3 mostra alguns frascos com oéleo para representar as alteragOes visuais
gue ocorreram entre os dias 10 e 17.
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Figura 4.3 - Avaliacdo de alteracdo na cor entre os dias 10 e 17: (a) das amostras controle (com o
primeiro frasco coletado no dia 17 do experimento, seguido de frasco com coleta no dia 10) e
sintético (terceirofrasco coletado no dia 17 do experimento, seguido de frasco com coleta no dia
10) e (b) amostras 500 ppm (com o primeiro frasco coletado no dia 17 do experimento, seguido
de coleta no dia 10) e 1200 ppm (terceiro frasco coletado no dia 17 do experimento, seguido de
coleta no dia 10).

(b)

Na Figura 4.3, é possivel observar uma alteragdo de cor nas amostras. Essa
modificacdo é mais facil de ser visualizada nas amostras controle e sintético. Na amostra
500 ppm, a alteracdo na cor ndo é tdo evidente, enquanto que na amostra 1200 ppm, ndo
é possivel observar diferenca. Isso pode significar que a modificacdo na cor, de fato, esta
relacionada com o grau de oxidacdao das amostras e que, entdo, a adicdo do extrato,
especialmente em concentracdo de 1200 ppm de compostos fendlicos, se mostra
eficiente para retardar a oxida¢ao do éleo.

Quanto a viscosidade, ja é sabido que o aumento da temperatura provoca uma
diminuicdo desta propriedade em o6leos. No experimento, entretanto, a diferenca na
viscosidade sé foi percebida no ultimo dia, sendo que ndo houve alteracdo na
temperatura quando comparada aos outros dias. Ainda, esta alteracdo estava presente
nas amostras que apresentaram descoloracdo. Segundo Melo (2014), a viscosidade
decresce com o grau de insaturagcao, podendo ser esta uma justificativa para o fenébmeno
observado, j3 que a amostra estaria mais oxidada. Quando em temperatura de fritura,
entretanto, é esperado escurecimento e aumento na viscosidade dos 6leos (Sanibal e
Mancini-Filho, 2002).

Em relacdo a presenca dos solidos, o fato de estarem presentes somente nas
amostras de 1200 e 500 ppm leva a crer que a presenca do extrato é o que os formou. A
guantidade de extrato adicionada também influi e pode estar relacionada a formacao de
gomas. Como ha a presenca de agua no extrato, quando em contato com o dleo, pode
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ocorrer a formacdo de uma emulsdo e posterior formacdo das gomas. Quando se tentou
a evapora¢dao completa de agua do extrato, este tornou-se extremamente viscoso, nao
sendo possivel sua utilizacdo. A possibilidade de o sélido ser um produto de reacdo de
polimerizacdo pode ser desprezada em fungdo de terem aparecido somente nas amostras
com extrato e logo no inicio do experimento, quando elas ainda estavam pouco oxidadas.

Cabe ressaltar que um dos objetivos em retirar os compostos fendlicos da torta apds
obtencdo de 6leo é para que ndo prejudiquem a qualidade nutricional do subproduto.
Essa perda de qualidade se dd por meio da interacdo e precipitacdo das proteinas
(Balasundram et al., 2006). Na extracdo dos compostos fendlicos, proteinas também sdo
removidas da torta, permanecendo dissolvidas no meio. Acredita-se que os precipitados
observados nas amostras sejam decorrentes da precipitacdo destas proteinas presentes
no extrato.

4.3 indice de Peréxidos

O indice de perodxidos é um dos métodos mais comuns para avaliar a oxidacdo de
lipidios no estagio inicial. De acordo com a RDC n2. 270, de 22 de setembro de 2005, o
limite maximo para dleos e gorduras refinadas é de 10 mEq/kg, enquanto para éleos
prensados a frio e n3o refinados, o limite é de 15 mEq/kg (ANVISA, 2005). A medida dos
peroxidos é limitada, devido a rdpida decomposicao desses elementos, especialmente em
temperaturas elevadas. Deste modo, é uma analise que determina a diferenca entre
formacdo e decomposicdo dos perdxidos, aumentando somente quando a taxa de
formacdo supera a de destruicdo (Poiana, 2012; Silva et al., 1999).

Os resultados obtidos para o indice de peréxidos estao expressos na Figura 4.4, onde
tem-se o indice de perdxidos (IP) plotado em funcdo do tempo. Os pontos experimentais
deste grafico foram unidos por retas para facilitar a visualizagcdo. A Tabela 4.1, mostra
esses valores comseus desvios-padrao seguidos do teste de Tukey para um mesmo dia de
andlise.

Figura 4.4 - indice de perdxidos (IP), expresso em mEq/1000g de 6leo, ao longo dos 17 dias de
experimento, para todos os tratamentos realizados.
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Com base neste grafico, é possivel verificar, visualmente, um aumento do indice de
peroxidos em todos os tratamentos ao longo do tempo. Segundo a analise de variancia, o
aumento no indice de perdxidos foi significativo no terceiro dia em relacdo ao dia zero
somente para a amostra Controle. Para as outras, esse valor foi significativo a partir do
dia 6.

Com base nesses resultados, é possivel observar que, no dia 3, as amostras Controle,
Sintético e Mistura ndo tiveram diferencas significativas (p < 0,05) entre si, apresentando
os maiores IP. A amostra contendo 100 ppm de compostos fendlicos apresentou um
resultado inferior de IP em relacdo aqueles obtidos para a Controle, Sintético e Mistura.
J& as amostras contendo 500 e 1200 ppm apresentaram os menores resultados e ndo
tiveram diferenca significativa entre si. Isso indica que, desde o inicio, as amostras
contendo somente o extrato foram mais eficientes para evitar a formagdo dos produtos
primarios de oxidacdo, indicando efetividade para retardar a reagao.

No sexto dia, a amostra com 1200 ppm apresentou o menor valor de IP, com
diferenga significativa dos demais tratamentos, evidenciando sua eficacia para ser
utilizada como antioxidante. Quanto ao restante das amostras, a Sintético, a Mistura e a
100 ppm ndo mostraram diferencas entre si, o que indica que poderia ser possivel a
substituicao do BHT parcial ou totalmente, sem altera¢Ges estatisticas no resultado. As
amostras de 100 e 500 ppm ndo diferiram entre si também.

No décimo dia, o terceiro ponto de coleta, os resultados nao foram tao significativos,
pois apenas o controle diferiu estatisticamente da amostra de 1200 ppm. Isso evidencia,
porém, que este tratamento foi superior a todos os outros em termos de redugdao da
formacdo de perdxidos e consequente retardo da reacdo de oxidacdo apds 10 dias de
estocagem acelerada.

Ao final do experimento, o indice de perdxidos aumentou consideravelmente para
todas as amostras, indicando aumento na degradacdo dos Oleos por oxidagao.
Significativamente, entre as amostras, o resultado repetiu o do dia 10: apenas a amostra
Controle e a de 1200 ppm diferiram. A amostra de 1200 ppm apresentou quantidade de
peréxidos 22% menor em relacdo aquela sem adi¢des. Isso confirma que a adicdo do
extrato utilizado é eficaz para retardar a oxidagao.

A avaliacdo das amostras com diferenca significativa para os mesmos dias de coleta
podem ser melhor visualizadas na Tabela 4.1.

Tabela4.1 - indice de peréxidos (mEq/1000g) com andlise de diferencas significativas para todos
os tratamentos durante os dias de coleta.

Dia0 Dia3 Dia 6 Dia 10 Dia17
Controle | 2,01 +£0,27 | 8,57 £ 0,442 | 38,17 +0,17° | 92,27 +0,31° 221,8 £ 2,432
Sintético | 2,01+0,27 | 7,91 +0,40% | 30,49 0,17° | 75,11 + 13,69%° 192,47 + 13,442
Mistura | 2,01 +0,27 | 7,95 + 0,452 | 31,68 + 2,93 | 84,22 + 11,712" | 199,47 + 14,763
100ppm | 2,01 +0,27 | 5,69+ 0,26° | 28,38 + 1,07°° | 84,94 + 0,21%° | 204,76 + 9,0323P
500ppm | 2,01+0,27 | 4,34 +0,07° | 24,74 £0,05° | 80,47 1,923b 198,22 + 9,862
1200ppm | 2,01 +0,27 | 3,69 £0,21¢ | 13,57 1,02¢ | 55,39 # 3,36° 172,98 + 4,37°

As médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.




22 Reaproveitamento do extrato da torta de girassol como antioxidante em éleo de soja

Igbal et al.(2008) avaliou a capacidade antioxidante de compostos fendlicos extraidos
da roma. Foram adicionados ao d6leo de girassol o extrato em concentragdo de 250, 500 e
1000 ppm, e 200 ppm de BHT para comparacao. A oxidacdo foi avaliada a 65 °C, por 24
dias. Todas as amostras tiveram um aumento na quantidade de perdxidos, sendo os
valores mais elevados observados nos seguintes tratamentos, em ordem decrescente:
amostra controle, seguida de 250 ppm, 500 ppm, BHT e 1000 ppm. No vigésimo dia, o
controle apresentou um maximo e, entdo, o indice de perdxidos decresceu, fato que pode
ser atribuido a degradacao dos perdxidos formados.

Em outro estudo, a capacidade antioxidante de extrato de cogumelo foi estudada
quando adicionado em dleo de soja refinado. Adicionou-se 0,1% de compostos fendlicos e
comparou-se ao BHT (100 ppm), ao TBHQ (50 ppm) e a amostra controle. No teste de
armazenamento acelerado, por 16 dias a 60 °C, todos os tratamentos apresentaram um
aumento no indice de perdxidos. O tratamento com TBHQ, contudo, foi o mais eficiente
para protecdo do dleo contra a formagao destes compostos, seguido do extrato de
cogumelo e BHT. A diferenca entre os tratamentos comecou a ser significativa
estatisticamente a partir do quarto dia (Silvaet al., 2009).

Quando a capacidade antioxidante de sementes de girassol foi avaliada, utilizou-se
6leo da mesma semente e o experimento ocorreu a 30 °C, por 180 dias. Para todas as
amostras, o indice de perodxidos aumentou exponencialmente em fungao do tempo.
Deste modo, pode-se concluir que, nesta temperatura, o extrato fendlico de girassol em
concentracao de 300 ppm foi mais eficiente na estabilizacdo do dleo de mesma semente
do que o antioxidante sintético BHA, na mesma concentragao (De Leonardis et al., 2003).

4.4 Dienose Trienos Conjugados

A quantificacdo de dienos e trienos conjugados é um bom método para saber o grau
de oxidacdo do dleo. Sua vantagem para avaliacdo da oxidacdo primaria sobre o indice de
peroxidos estd na simplicidade e na rapidez, ndo sendo dependente de uma reagao
guimica ou do surgimento de cor que necessite ser detectados a olho nu. Ainda, a
quantidade de amostra utilizada é muito pequena, cerca de 100 mg foi utilizado para este
trabalho. Contudo, o método é menos especifico e sensivel do que a medida do indice de
peréxidos e ndao pode ser utilizado para comparar amostras de diferentes d6leos, em
virtude das insatura¢des ndo serem iguais (Shahidi e Zhong, 2005; Telles, 2006).

Os resultados das anadlises dos dienos e trienos conjugados foram organizados em
forma de grifico para melhor visualizacdo das alteracGes ao longo do periodo de
armazenamento. Os valores obtidos para os dienos estao apresentados na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Dienos conjugados, expressos em extingao especifica de solu¢do a 1% de dleo no
solvente especificado, numa espessura de 1 cm e comprimento de onda 232nm, ao longo dos 17
dias de experimento, para todos os tratamentos realizados.
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Observando a Figura 4.5, é possivel observar um aumento na quantidade de dienos
conjugados em todas as amostras. Inicialmente, o aumento foi de forma gradual, sendo
que do dia zero até o dia trés, ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) para nenhuma
amostra. A partir do dia 3, o aumento passou a ser de forma mais acentuada, sendo que,
do dia 10 ao dia 17, a taxa de formacdo de dienos aumentou drasticamente, para todas as
amostras.

A analise de varidancia indica que, no terceiro dia, a amostra contendo 1200 ppm de
extrato fendlico apresentou quantidade de dienos significativamente menor do que a
Mistura e a de 100 ppm, entretanto foi estatisticamente igual a de 500 ppm. A amostra
de 500 ppm, por sua vez, foi diferente da amostra de 100 ppm. No dia seis, a amostra de
1200 ppm apresentou o menor teor de dienos estatisticamente em relacdo a todas as
outras amostras, exceto a de 500 ppm. Para os dias dez e dezessete, ndo houve diferenca
significativa entre as amostras.

O resultado obtido para esta analise é compativel com aquele obtido para o indice de
peréxidos. O acompanhamento das alteracdes é feito com base na formacdo de radical
livre, seguido da incorporagdao do oxigénio e consequente formag¢ao de perdxidos e
dienos conjugados nos estagios iniciais da oxidacdo (Andreo e Jorge, 2007). Desta forma,
um aumento na quantidade de dienos, juntamente com os perdxidos, indicam que a
reacdo de oxidacdo esta de fato acontecendo, podendo ser retardada com a presenca de
antioxidantes adicionados.

A medicao dos produtos de oxidacdo secundarios é feita com base nos trienos
conjugados. Quando um acido graxo insaturado é oxidado e possui mais de duas duplas
ligacdes, a conjugacdo é estendida para inclusdo de outra dupla ligacdo, formando, entdo,
os trienos conjugados. Isso ocorre porque em alta temperatura os dienos sdo instaveis e
acabam se decompondo ( Douny et al., 2016; Poiana, 2012).
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A Figura 4.6 demonstra a evolucdo dos trienos conjugados durante os 17 dias de
estocagem acelerada.

Figura 4.6 - Trienos conjugados, expressos em extingdo especifica de solugdo a 1% de éleo no
solvente especificado, numa espessura de 1 cm e comprimento de onda 270nm, ao longo dos 17
dias de experimento, para todos os tratamentos realizados.
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De acordo com a andlise estatistica realizada, para a amostra Controle, o aumento na
quantidade de trienos conjugados passou a ser significativo somente apds o sexto dia.
Para os outros tratamentos, esse valor foi a partir do dia 10. Analisando o gréfico,
entretanto, é possivel observar um aumento gradual, exceto para o 1200 ppm, na
extingdo especifica das amostras até o dia 10. Do dia 10 ao 17, houve um aumento brusco
nesse valor para todos os tratamentos.

Embora, visualmente, algumas das amostras possam diferir entre si, de acordo com a
analise estatistica realizada, no terceiro e sexto dia de experimento, ndo houve diferengas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos. Isto significa que, segundo os resultados
deste teste, até o dia 6, a escolha do método para retardar a oxidagdo é indiferente. No
dia 10, porém, diferencas estatisticas entre os resultados comecaram a ser observadas. A
amostra com 1200 ppm de compostos fendlicos apresentou uma menor formacgao de
trienos, quando comparada as amostras sem o extrato natural. J& a Mistura, quando
comparada com os recipientes de 100, 500 e 1200 ppm, apresentou uma maior formacao
dos componentes.

No ultimo dia, porém, apesar de a Figura 4.6 indicar uma diferenca entre as amostras,
apenas a 1200 ppm e a Controle apresentaram diferenca significativa, devido ao elevado
erro obtido em algumas analises. Quando comparada ao Controle, a amostra de 1200
ppm diminuiu a formacdo dos trienos em 47,48%, ou seja, quase metade do valor. Isso
mostra que a adi¢cdo de 1200 ppm de compostos fendlicos do extrato obtido a partir da
torta de girassol foi eficiente na prevencao da formacdo dos trienos conjugados.

Em outro estudo, o extrato de alho foi utilizado em concentra¢des de 250, 500 e 1000
ppm como antioxidante natural para d6leo de girassol. A formacdo de dienos e trienos
conjugados, apds a aplicacdo deste extrato, foi comparada com amostras contendo 200
ppm de BHA, 200 ppm de BHT e sem adicdo de antioxidantes (controle), em experimento
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de estocagem acelerada por 24 dias, a 65 °C. A quantidade de produtos de oxidacao
primarios e secundarios cresceu gradativamente, com a taxa de formacdo de trienos
aumentando ao longo do armazenamento. Para os dienos, a amostra controle e a com
menor concentracdo de extrato apresentaram quantidade consideravelmente superior
das demais, enquanto que os trienos apresentaram resultados significativamente
diferentes, sendo esta a ordem decrescente de quantidade: amostra controle, 250 ppm,
500 ppm, BHA, 1000 ppm e BHT (lgbal e Bhanger, 2007).

De Leonardis et al. (2003) analisaram os compostos fendlicos das sementes de girassol
como antioxidantes para o 6leo da mesma semente. Amostras foram submetidas a 30 °C,
por 120 dias, e comparadas com BHA. Concluiu-se que as amostras com o extrato foram
as que apresentaram as menores quantidades de dienos formados.

Mohdaly et al. (2011) avaliaram o potencial do extrato da torta de gergelim como
antioxidante para os dleos de soja e girassol, a 70 °C, por 72 horas. Como resultado para o
teste de dienos e trienos formados no dleo de soja, foi verificado um aumento no teor
desses produtos com o passar do tempo. A taxa de formacdo de dienos foi caindo ao
longo do periodo de estocagem, enquanto que o inverso aconteceu com os trienos. Para
a formacdo dos dienos e trienos, com exce¢do do controle, que teve uma quantidade
bem maior, o restante das amostras que continha diferentes antioxidantes sintéticos e
concentracdes de extrato apresentou valores bastante préximos entre si, resultado
também observado neste trabalho.
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5 Conclusoes e Trabalhos Futuros

Com base na pesquisa e no experimento realizado, pode-se concluir que o extrato
natural obtido a partir da torta de girassol possui capacidade de retardar os efeitos da
oxidacdo lipidica. Foi observado, também, que, quanto maior a quantidade de compostos
fendlicos adicionados ao dleo, maior foi a eficiéncia antioxidante observada. Tais
resultados ainda mostraram que, dependendo da quantidade adicionada, o extrato
natural pode apresentar efeito superior ao do BHT.

As analises de indice de perdxidos e trienos conjugados, além de indicarem que a
presenca do extrato reduz a formagao de produtos de oxidagdao primdrios e secundarios,
indicaram que a amostra contendo 1200 ppm de compostos fendlicos foi a Unica que
mostrou diferenga significativa em relagdo ao controle apds 17 dias de estocagem
acelerada. Tais analises mostram que houve uma reducdo de 22% de perdxidos e de 47%
de trienos, quando comparadas com a amostra sem adi¢cOes. Ja para os dienos
conjugados, a escolha de qualquer um dos tratamentos utilizados ndo influenciou no
resultado, pois ndo houve diferencas estatisticas entre eles ao final do experimento.

Diante do que foi exposto, os compostos fendlicos, especialmente o dcido clorogénico
(composto fendlico majoritario da torta de girassol), pode ser considerado como um
potencial substituto, parcial ou até mesmo total, dos antioxidantes sintéticos. Para
aplicacdo na industria, entretanto, outros fatores precisam ser avaliados. Em fung¢do de
aceitacao no mercado, a presenca dos precipitados e gomas nao deve existir. Além disso,
deve-se avaliar se o extrato ndo altera as propriedades organolépticas dos dleos.

Para trabalhos futuros, sugere-se um estudo de termoxidacdo. Este estudo consiste
na avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos, comparando com uma amostra
controle e com um antioxidante sintético a 180 °C. Esta temperatura é escolhida para
simular e para observar o comportamento dos éleos, quando em condi¢do de fritura. Tal
experimento ocorre em menor periodo de tempo, em um dia, por exemplo, com
amostras sendo coletadas em intervalos de algumas horas.

Outra sugestdo é purificar o extrato antes da adicdo nos 6leos com o uso de filtros
para remocdo das proteinas. Acredita-se que essa remocdo evitaria a formacdo de
precipitados no 6leo. Além disso, a presenca de dgua nos extratos pode ser evitada,
utilizando apenas etanol para extrair os compostos fendlicos da torta de girassol. Deste
modo, ndo haveria a presenca de agua para formar emulsdes e gomas apds aplicacao nas
amostras.
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