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RESUMO

O interesse atual por antioxidantes naturais de fontes vegetais vem crescendo
no Brasil, principalmente por antioxidantes bioativos. O hibisco (Hibiscus sabdariffa
L.) é rico em compostos bioativos, além de possuir propriedades antioxidantes e
antimicrobianas. O calice € 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 estudo teve
como objetivo avaliar o efeito antioxidante do extrato etandlico de hibisco na
estabilidade oxidativa de Oleo de soja sob estocagem acelerada em estufa. Os
extratos etandlicos de célices e sementes de hibisco foram avaliados quanto ao teor
de compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante por meio dos métodos
DPPH, FRAP e sistema [B-caroteno/acido linoleico. O extrato de calices de hibisco
apresentou maiores quantidades de compostos fendlicos totais (64,18 mg EAG/g) e
atividade antioxidante (65%), portanto, foi adicionado no Oleo de soja. Os
tratamentos: OS (6leo de soja), Tocoferol (6leo de soja + 300 mg/kg de a-tocoferol),
Extrato (6leo de soja + 300 mg/kg de compostos fendlicos de extrato) e Mistura (6leo
de soja + 300 mg/kg de a-tocoferol + 300 mg/kg de compostos fendlicos de extrato)
foram preparados e submetidos a estocagem acelerada em estufa a 60°C. As
amostras foram analisadas em 0, 6 e 12 dias quanto ao indice de perdxidos, p-
anisidina, valor total de oxidacao, estabilidade oxidativa e teor de tocoferéis. Dentre
0s tratamentos, o Extrato promoveu maior eficiéncia na inibicdo da formacédo de
compostos primarios e secundarios da oxidacéo lipidica, além de proporcionar maior
estabilidade oxidativa e maior retencdo de tocoferdis totais (96%) na estocagem. E
ao final da estocagem, o Extrato também se mostrou eficaz na reducdo das
alteracbes fisico-quimicas ocorridas no 6leo de soja, superando o antioxidante
natural a-tocoferol. Embora o 6leo de hibisco ndo tenha demonstrado valores

relevantes de fitosterdis, apresentou clorofila, vitamina E e tocoferdis totais.

Palavras-chave: antioxidantes, compostos fendlicos, a-tocoferol, estabilidade

oxidativa.



ABSTRACT

The current interest in natural antioxidants from vegetable sources has been
increasing in Brazil especially regarding bioactive antioxidants. Bioactive compounds
can be found in hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.), which is also rich in vitamins and
minerals, and has important antioxidant and antimicrobial properties. The calyx of
hibiscus is the most used part of the plant due to its high content of phenolic
compounds, while its seeds are rich in polyunsaturated fatty acids and are
considered a by-product of the industry. This study aims to evaluate the antioxidant
effect of ethanolic hibiscus extract on the oxidative stability of soybean oil in
accelerated storage test. The ethanolic extracts of calyces and hibiscus seeds were
evaluated to determine the total phenolic compounds and their antioxidant activity
using DPPH, FRAP and B-carotene/linoleic acid methods. Compared to the seed
extract, the extract of hibiscus calyces presented a greater amount of phenolic
compounds (64,18 mg EAG/g), as well as antioxidant activity (65%), so it was added
in soybean oil. The treatments used were: OS (soybean oil), Tocopherol (soybean oil
+ 300 mg/kg of a-tocopherol), Extract (soybean oil + 300 mg/kg of phenolic
compounds from the extract) and Misture (soybean oil + 300 mg/kg of a-tocopherol +
300 mg/kg of phenolic compounds from the extract) were prepared and subjected to
accelerated storage in an oven at 60°C. The samples were analyzed on days 0, 6
and 12 to determine the content of peroxides, p-anisidine, total oxidation value,
oxidative stability and tocopherols. Among the treatments, Extract was more efficient
at inhibiting the formation of primary and secondary compounds from the lipid
oxidation. It also provided higher oxidative stability and higher tocopherols retention
(96%) during the storage. At the end of the storage, Extract was also efficient at
reducing physical and chemical changes in the soybean oil, which surpassed the
activity of the natural antioxidant a-tocopherol. Although the hibiscus oil did not
present relevant quantity of phytosterols, it presented chlorophyll, vitamin E and total

tocopherols.

Keywords: antioxidants, phenolic compounds, a-tocopherol, oxidative stability.
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1 INTRODUCAO

Os 0leos e gorduras sao compostos soluveis em solventes organicos, estando
entre 0s principais componentes dos alimentos. S&o0 macronutrientes que
desempenham funcdes energéticas, estruturais e hormonais no organismo. Dentre
0s Oleos vegetais, 0 mais consumido no Brasil € o de soja em relacdo aos outros
Oleos comercializados.

Durante o processo de obtengdo e armazenamento, os Oleos sofrem o
processo de degradacdo conhecido como oxidacao lipidica. A oxidacdo lipidica é
uma das principais causas da deterioracdo de Oleos e gorduras e € responsavel pelo
desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis, modificando as caracteristicas
sensoriais, além de provocar alteracBes que irdo afetar a qualidade nutricional
devido a degradacdo de vitaminas lipossoliveis e de acidos graxos essenciais, e
também a integridade e seguranca dos alimentos.

Com a finalidade de retardar a oxidacédo lipidica, a indUstria de alimentos tem
empregado o uso de aditivos alimentares como antioxidantes, que podem ser de
origem sintética ou natural. Os antioxidantes sintéticos sdo os mais utilizados pelas
industrias, dentre eles estdo: butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT),
terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (GP). Porém, o uso continuo
desses antioxidantes pode provocar efeitos toxicos e carcinogénicos ao organismo.

Dessa forma, pesquisas buscam extrair antioxidantes naturais de fontes
vegetais para que sejam eficientes na estabilidade oxidativa e possibilitem a
substituicdo do uso de antioxidantes sintéticos por naturais. Os antioxidantes
naturais estdo presentes em vegetais, sendo as principais fontes os 6leos vegetais,
sementes oleaginosas e especiarias. Dentre 0s principais antioxidantes naturais
estdo os tocoferdis, carotenoides e acidos organicos. Os tocofer6is sédo os
antioxidantes naturais mais estudados e aplicados em alimentos a fim de prevenir
alteracbes oxidativas, sendo o a-tocoferol, o mais biologicamente ativo no
organismo.

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) também conhecido popularmente como
vinagreira, Roselle, azedinha, groselheira, € uma espécie vegetal pertencente a
familia Malvaceae e cultivada em regifes tropicais e subtropicais. Rica em

compostos bioativos, vitaminas e minerais tem poder antioxidante, diurético e
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antimicrobiano. E utilizado em diferentes preparagdes culinarias como chas, vinhos,
geleias, sorvetes e sucos.

As partes da planta mais utilizadas séo as folhas e os calices, caracterizadas
por uma coloracdo avermelhada e um sabor adstringente, o que chama a atencao
das industrias farmacéutica e alimenticia. Os calices de hibisco apresentam elevado
teor de compostos fendlicos, acidos organicos, vitamina C e antocianinas. As
sementes sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados e fitosterdis, sendo
consideradas como subproduto da industria.

As sementes oleaginosas sdo importantes componentes da agricultura
tradicional. Nutricionalmente, os 0Oleos obtidos a partir destas sementes fornecem
calorias, proteinas, vitaminas e acidos graxos essenciais na dieta, sendo facilmente
digeridos e possuem um custo relativamente baixo. Pensando na economia, ja que
muitas vezes essas sementes sao descartadas pela industria, o 6leo de sementes
de hibisco pode ser usado como ingrediente para consumo na culinaria.

Sendo assim, tendo em vista o alto consumo de 6leo de soja no Brasil,
utilizado principalmente em preparacdes culinarias, a importancia em conservar suas
propriedades bioativas e a tendéncia em se utilizar antioxidantes naturais, além das
propriedades funcionais do hibisco, faz-se necesséario o estudo do potencial
antioxidante do extrato de hibisco adicionado em Oleo de soja sob estocagem

acelerada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antioxidante do extrato etandlico de hibisco (Hibiscus
sabdariffa L.) na estabilidade oxidativa de 6leo de soja sob estocagem acelerada em

estufa.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os teores de compostos fendlicos totais nos extratos etandlicos de
calices e sementes de hibisco.

e Avaliar o efeito antioxidante dos extratos etanodlicos de célices e sementes de
hibisco pelos métodos do sequestro de radicais livies DPPH, FRAP e sistema
B-caroteno/acido linoleico.

e Analisar o 6leo de soja adicionado de extrato por meio das medidas dos
indices de peréxidos, p-anisidina, valor total de oxidacdo, estabilidade
oxidativa e teor de tocoferdis durante estocagem acelerada em estufa a 60°C
por 12 dias.

e Caracterizar os compostos bioativos do Oleo extraido das sementes de

hibisco.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Oleos e gorduras

Os lipidios sdo macronutrientes que desempenham funcfes energéticas,
estruturais e hormonais no organismo. Além de funcdes tecnoldgicas, atuam como
emulsificantes, texturizantes, umectantes e aromatizantes na industria de alimentos
(KANNER, 1994).

Apresentam importante func¢do nutricional ja que sdo importantes fontes de
energia, cada grama de lipidio corresponde a 9 kcal, atuam como carreadores de
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) e sdo fontes de acidos graxos essenciais como
os acidos linoleico e a-linolénico. Contribuem ainda para as caracteristicas
sensoriais dos alimentos, como sabor, cor, odor e textura, além de atuar como meio
de transferéncia de calor em processos de aquecimento, promovendo qualidade e
caracteristicas desejaveis (BOCKISCH, 1998).

Oleos e gorduras sdo os principais constituintes dos lipidios e s&o
caracterizados como insoluveis em agua e soluveis em solventes organicos. Se
diferenciam de acordo com o estado fisico em que se encontram a temperatura
ambiente, os 6leos sao liquidos e as gorduras, solidas (LAWSON, 1995).

Sao constituidos majoritariamente por triacilgliceréis, compostos formados
pela esterificacdo de uma molécula de glicerol com trés moléculas de acido graxo.
Dentre os componentes minoritarios estdo os fosfolipideos, glicolipideos, esterais,
carotenoides, tocoferéis, tocotriendis e esqualeno. As reacdes de hidrolise
ocasionam o rompimento das ligacdes éster formando mono, diacilglicerois e acidos
graxos livres (SEVANIAN; HOCHSTEIN, 1985).

3.1.1 Oleos vegetais

Os Oleos vegetais possuem altas concentragcbes de tocoferdis e sao
consumidos pela populacédo, constituindo-se nos alimentos como maior contribuicdo
pela ingestao de vitamina E (TAGHVAEI; JAFARI, 2015).

No Brasil, os 6leos vegetais mais consumidos séo: soja, milho, amendoim,

algodao, babacu e palma. Cerca de 80% da producdo dos Oleos vegetais sao
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aplicados na industria de alimentos e os 20% restantes sdo destinados para
aplicacdes industriais na producdo de detergentes, cosméticos, lubrificantes, tintas,
vernizes e plasticos (TRINDADE et al., 2015).

O Brasil € o segundo maior produtor de soja no mundo, sendo que a
producdo da safra de 2016/2017 foi de 114 milhdes de toneladas, ficando atras
apenas para os Estados Unidos com producdo de 117 milhGes de toneladas.
(CONAB, 2017). Segundo a ABIOVE (2018), a producéo de 6leo de soja no Brasil
em 2018 foi de 8.650 toneladas com consumo domestico de 7.600 toneladas.

O Oleo de soja € composto de &cidos graxos insaturados que representam
85% do total de lipidios e aproximadamente 60% destes sdo constituidos pelos
acidos graxos essenciais, como linoleico e linolénico. Dentre 0s compostos
minoritarios do 6leo de soja, estdo os tocoferdis que despertam grande interesse
devido a seu caréater vitaminico e a sua atividade antioxidante (JIANG, 2014). O 6leo
de soja, devido ao grande consumo em nivel mundial, é o principal contribuinte para
a ingestao de vitamina E pela populacao (GUINAZI et al., 2009).

O contetdo de tocofer6is em Oleos vegetais esta diretamente relacionado
com o tipo de processamento aplicado e ao armazenamento, de acordo com as
formas de estocagem, exposicao a luz, oxigénio, temperatura e dentre outros fatores
(CICHON, 2002; JIANG, 2014).

3.1.2 Oxidacéo lipidica

A oxidagdo lipidica € a principal reagcdo de deterioracdo durante o
processamento e armazenamento dos alimentos. E responsavel pelo
desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis, o que torna os alimentos
improprios para consumo (ANGELO, 1996). Além disso, pode provocar outras
alteracdes que poderdo afetar a qualidade nutricional, devido a degradacdo de
vitaminas lipossolUveis e de acidos graxos essenciais e também pode alterar a
integridade e seguranca dos alimentos, ja que ocorre a formacdo de compostos
secundarios toxicos (LAWSON, 1995). A Figura 1 mostra o mecanismo de acéo da

oxidacao lipidica que envolve trés estagios: iniciacdo, propagacao e término.
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Figura 1 — Mecanismo de a¢ao da oxidacao lipidica.

Iniciagao RH—-R +H’
Propagagéo R + O, —» ROO’
FROO' + RH - ROOH + R°
|
Término ROO’ + R - ROOR Produtos
ROO* + ROO® — ROOR + 05 estaveis
R'+R'— RR

RH = Acido graxo insaturado; R* = Radical livre; ROO® = Radical peréxido; ROOH = Hidroperéxido

Fonte: adaptada de Ramalho e Jorge (2006).

A deterioracdo dos acidos graxos € iniciada com a primeira fase da
autoxidacao que € caracterizada pela formacao de radicais livres (R*). A presenca de
catalisadores, tais como luz visivel, radiacédo ultravioleta, metais ou metaloproteinas
quebra o &cido graxo insaturado liberando radicais livres e hidrogénio tornando a
molécula altamente reativa e capaz de reagir com qualquer composto situado
proximo a sua Orbita externa, apresentando uma funcdo oxidante ou redutora de
elétrons (SIMIC, 1981).

Os radicais livres formados s&o susceptiveis ao ataque do oxigénio
atmosférico (Oz), originando o radical peroxila (ROQO"), o qual, ao receber um atomo
de hidrogénio de outro acido graxo insaturado (RH) produz hidroperéxidos (ROOH) e
outro radical livre, contribuindo para a reagédo em cadeia (SIMIC, 1981).

Os produtos primarios da oxidacéo lipidica (peroxidos e hidroperoxidos) sao
de natureza instavel e, com o decorrer da reacdo, se decompdem em compostos
secundarios responsaveis pelo odor caracteristico de ran¢o, como aldeidos, cetonas
e acidos (LAWSON, 1995).

Na ultima fase da autoxidagdo, devido a reducdo da quantidade de &cidos
graxos insaturados presentes no sistema, as moléculas de radicais livres combinam-
se originando produtos estaveis (ROOR ou RR), os quais sdo conhecidos como
produtos secundarios da oxidacdo, como 0s epoOxidos, compostos volateis e nao
volateis. Nesta fase, as alteragbes sdo mais fortes, podendo resultar em mudancas

na cor e na viscosidade do lipidio (SIMIC, 1981).
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3.2 Teste acelerado em estufa

A avaliacdo do estado de oxidagdo do 6leo € um meio de controlar e garantir
a qualidade dos produtos comercializados. Existem diferentes métodos para
avaliacdo da estabilidade oxidativa de Oleos e gorduras. Cada método fornece
informacdes sobre um estado especifico do processo oxidativo que pode variar em
funcdo das condicdes aplicadas. Por isso, procura-se avaliar em condi¢des
padronizadas, de acordo com um determinado periodo de indugcdo da reacdo, ou
seja, 0 tempo necessario para se atingir o ponto critico de oxidacéo. A determinacao
do periodo de inducédo ndo deve ser restrita a um determinado momento, deve ser
realizada ao longo do tempo, de forma que represente o shelf life do produto
(HORUZ; MASKAN, 2015).

E possivel determinar a estabilidade oxidativa nas condicbes normais de
armazenamento, em tempo real, ou através de testes preditivos como os testes de
envelhecimento acelerado. Os testes acelerados permitem estimar de forma rapida a
eficdcia de um antioxidante quando adicionado aos 6leos e gorduras (ANTONIASSI,
2001).

Um dos métodos acelerados para se avaliar a estabilidade oxidativa € o teste
acelerado em estufa. Neste método, o Oleo é mantido a 60°C estocado e
posteriormente é analisado periodicamente por meio de métodos de identificacdo de
produtos de oxidacdo primaria e secundaria. Para acelerar a oxidacao, estes testes
incluem elevacdo de temperatura, adicdo de metais, aumento da pressdo de
oxigénio, estocagem sob luz e agitagdo. Porém, o aquecimento € o meio mais
utilizado e eficiente.

A condicdo de armazenamento acelerado em estufa envolve colocar uma
guantidade de amostra de 6leo em estufa com circulacdo de ar forcado, onde um dia
de teste de armazenamento em estufa acelerada a 60°C é equivalente a um més de
armazenamento em temperatura ambiente (CHONG et al., 2015; GUO et al., 2016).

Desta forma, € possivel conhecer a vida de prateleira do Oleo, ja que o0s
resultados fornecidos pelo teste apresentam uma boa correlacdo com a avaliacao

efetuada em condi¢cées ambientais de armazenamento (ANTONIASSI, 2001).
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3.3 Antioxidantes

As espécies reativas de oxigénio (ERO) séo produzidas no organismo como
intermediarios necessarios e funcionam como mensageiros secundarios na
sinalizacdo celular. Podem causar efeitos prejudiciais a saude, ja que em altas
concentracbes no DNA e RNA podem levar a condicbes patoldgicas
(SARANGARAJAN et al., 2017). As ERO sao produzidas principalmente nas
mitocdndrias, peroxissomas e reticulo endoplasmético e através da cadeia
respiratéria mitocondrial, na qual ocorre altas taxas de producdo de adenosina
trifosfato (ATP), oxidacdo de acidos graxos e desintoxicacdo dos processos
xenobidticos. O equilibrio na producdo de ERO e sua eliminacdo através dos
antioxidantes determinam um equilibrio no sistema. A interrupcdo desse equilibrio
leva ao estresse oxidativo (MURPHY, 2009; NIMSE; PAL, 2015).

Por isso, a demanda por inibidores eficientes nos processos de oxidagao
tornou-se essencial. Sabe-se que os antioxidantes tém importante papel de protecéo
contra doencas, ja que esses compostos eliminam as ERO. Além disso, 0 uso de
antioxidantes em 6leos comestiveis interrompe as reacdes em cadeia, eliminando os
radicais livres e s&8o importantes na prevencdo e tratamento de doencas
relacionadas (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2008).

Durante a oxidacéo lipidica nos alimentos, os antioxidantes podem atuar na
ligacdo com ions metalicos, no sequestro de radicais livres e na decomposicéo dos
perdxidos, impedindo o desencadeamento das reacfes oxidativas (POKORNY,
2007).

Os antioxidantes sdo componentes que impedem a autoxidacdo de Oleos e
gorduras, doando seu hidrogénio aos radicais livres formados nos estagios de
iniciacao e propagacao da autoxidacdo (TAGHVAEI; JAFARI, 2015).

A utilizacdo de antioxidantes em alimentos € uma estratégia para evitar as
reagOes oxidativas no processamento e armazenamento dos alimentos. Tém sido
utilizados pelas industrias a fim de prevenir ou mediar o dano oxidativo eliminando
os radicais livres antes da fase de propagacdo da oxidacdo lipidica (JOHNSON;
DECKER, 2015).

Atualmente, a tendéncia das industrias de alimentos € substituir a utilizacéo

de antioxidantes sintéticos pelos naturais a fim de minimizar a utilizacdo de produtos
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sintéticos e manter a estabilidade oxidativa dos O6leos comestiveis e demais

produtos.

3.3.1 Mecanismo de acao

De acordo com seu mecanismo de acao, os antioxidantes sao classificados
como primarios e secundarios. Os primarios sdo compostos fendlicos que atuam
interrompendo a reacdo em cadeia através da doacdo de elétrons ou hidrogénio
promovendo a remocéao ou inativagdo dos radicais livres formados durante a fase de
iniciacao e propagacao, transformando-os em produtos mais estaveis (A) e inativos
(ROOH e RH) para a propagacao das reacdoes (BERDHAL; NAHAS; BARREN,
2010). A Figura 2 representa o mecanismo de transferéncia de hidrogénio dos

antioxidantes primarios.

Figura 2 — Mecanismo de ac¢ao para os antioxidantes primarios.

ROO" + AH > ROOH + A’
R + AH > RH + A’

ROO- e B = Radicais livres; AH = Antioxidante com um atomo
de hidrogénio ativo; A" = Radical inerte

Fonte: Ramalho e Jorge (2006).

Os principais antioxidantes deste grupo sdo os polifendis, como butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), galato de propila (GP) e terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), que s&o sintéticos, e o0s tocoferdis, que sao naturais
(GUZMAN et al., 2009).

Os antioxidantes secundarios, também chamados de sinergistas, sdo capazes
de aumentar a atividade dos antioxidantes primarios quando utilizados em
combinacdo adequada. Sua acdo antioxidante retarda a reacdo oxidativa por meio
de diversos mecanismos, como a complexacdo com metais, sequestro de oxigénio,
decomposicdo de hidroperdxidos com consequente formacdo de compostos mais
estaveis. O &cido citrico € um agente quelante, o qual possui a capacidade de

sequestrar ions metalicos como cobre e ferro que catalisam a oxidacéo lipidica. Ja
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os removedores de oxigénio, como o acido ascorbico, sdo compostos que atuam
capturando o oxigénio presente no meio através de rea¢des quimicas, tornando-o
indisponivel para propagacdo da autoxidacdo. Os principais antioxidantes
secundarios s&o: acidos citrico, ascorbico e tartarico (POKORNY, 2007).

3.3.2 Antioxidantes sintéticos

Sao comumente incorporados aos alimentos a fim de prevenir a oxidagéo e
prolongar a sua vida util. Tém a vantagem por sua estabilizacdo em gorduras e alta
eficiéncia, j& que séo lipossoliveis. Embora ndo possuam cor, odor e sabor, a
maioria deles perde sua atividade antioxidante em temperaturas elevadas
(POKORNY, 2007; SASSE; COLINDRES; BREWER, 2009).

Esses antioxidantes sdo considerados seguros, embora alguns estudos
indicam o contrario. Em alguns paises seu uso € regulamentado devido seu
potencial efeito de citotoxicidade e carcinogénese, que pode ser observado em
estudos toxicoldgicos (TAGHVAEI; JAFARI, 2015).

Por estes motivos, o uso destes antioxidantes em alimentos € limitado. Em
paises como Japdo, Canada e em alguns paises europeus (Inglaterra, Dinamarca,
Noruega e Suica), o uso de TBHQ em alimentos ndo é permitido (LIU et al., 2016).
No Brasil, 0 uso de antioxidantes sintéticos € controlado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que limita o uso de 200 mg/kg para BHA e TBHQ, e
100 mg/kg para BHT e GP, como concentracfes maximas permitidas para os 6leos
vegetais (BRASIL, 2008).

Os principais antioxidantes sintéticos utilizados sdo: BHA, BHT, GP e TBHQ.
A estrutura fendlica destes compostos apresentada na Figura 3, permite a doacéo
de um préton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e
interrompendo a propagacgéao da reacdo de oxidacado (GUZMAN et al., 2009).

Atualmente, as industrias de alimentos buscam alternativas mais seguras
para implementacdo desses aditivos em alimentos, visando a substituicdo desses
antioxidantes sintéticos pelos naturais. Neste ambito, estdo sendo desenvolvidas
pesquisas com extratos naturais a base de sementes, cascas e especiarias, a fim de
avaliar sua atividade antioxidante e a viabilidade de sua aplicagcdo em alimentos
(ALMEIDA et al., 2015; CHONG et al., 2015; GUO et al., 2016; MELO et al., 2016).



24

Figura 3 — Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos.
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Fonte: Guzman et al. (2009).

3.3.3 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais estao presentes em diferentes tipos de alimentos,
principalmente os de origem vegetal. Entre as principais fontes incluem os gréos e
sementes de oleaginosas, de cereais, de frutas, castanhas, legumes e especiarias
(CHONG et al.,, 2015; GUO et al., 2016; JORGE; VERONEZI; PEREIRA, 2016;
MELO et al., 2016).

Além de combaterem os radicais livres presentes nos alimentos, 0s
antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidacao celular, retardando o envelhecimento
das células e o surgimento de doencas imunomodulatérias, como o cancer e a
doenca de Alzheimer (CHICHON, 2002).

Os principais compostos bioativos capazes de atuar como antioxidantes
naturais sdo os tocoferodis, os compostos fendlicos, os carotenoides, e alguns tipos
de acidos organicos, como 0s acidos ascorbico e citrico.

Os tocoferéis, compreendem o grupo da vitamina E e estdo presentes
naturalmente nos 6leos vegetais. S&o substancias lipossolUveis, precursores da
vitamina E e apresentam quatro isbmeros: a-, B-, y- e d-tocoferol (Figura 4). Os

isdmeros mais abundantes nos alimentos sdo a e y-tocoferol. Sua acéo antioxidante
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consiste na capacidade de doacdo de seus hidrogénios fendlicos a radicais livres a
fim de estabiliza-los (GUINAZI et al., 2009).

Figura 4 — Estrutura quimica dos tocoferais.
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Fonte: Jiang (2014).

Entre os isbmeros da vitamina E, o a-tocoferol é considerado o mais
biologicamente ativo, ja o y e &-tocoferol sdo considerados os de maior atividade in
vitro, atuando como antioxidantes mais eficientes. Porém, a atividade antioxidante
relativa dos tocoferdis depende de varios parametros, incluindo temperatura,
composicdo, os métodos testados, os substratos utilizados, o nivel de oxidacao
empregado e as metodologias utilizadas para o0 monitoramento da oxidacao
(GUINAZI et al., 2009).

O a-tocoferol pode ser produzido por sintese, sendo constituinte natural de
alguns alimentos, e também é comercializado como aditivo para aplicacdo na
indastria de alimentos. Segundo o Codex Alimentarius Comission (2009), a
concentragdo maxima permitida € de 300 mg/kg de adi¢cdo de a-tocoferol em o6leos
vegetais.

Os compostos fendlicos sédo potentes antioxidantes, podendo agir como
redutores de oxigénio singlete, atuando nas reacBes de oxidacao lipidica.
Caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e
um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula. Os produtos da
reacao dos compostos fendlicos sdo relativamente estaveis devido a ressonancia do
anel aromatico existente na estrutura, e a sua capacidade redutora, permitindo que
estes compostos apresentem propriedades antioxidantes (POKORNY, 2007).

A presenca de compostos fendlicos nos alimentos, tais como flavonoides,
acidos fendlicos e antiocianinas, vitaminas C, E e carotenoides, contribuem para os
efeitos benéficos destes alimentos (BROINIZI et al., 2007; LINARES et al., 2015).

No hibisco, os principais compostos fendlicos presentes sado o0s &cidos
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hidroxicinamicos, como o0 acido cafeico e p-cumarico, que se encontram
esterificados ao acido quinico, formando os acidos clorogénicos, conforme Figura 5
(OLIVEIRA; BASTOS, 2011; RIAZ; CHOPRA, 2018). E também rico em isdmeros de
glicosideos de quercetina e kaempferol que auxiliam na atividade anti-inflamatoria e
apresentam consideravel atividade antioxidante (RIAZ; CHOPRA, 2018).

Figura 5 — Férmula estrutural dos acidos clorogénicos.
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Fonte: Oliveira e Bastos (2011).

Os carotenoides representam um grupo de pigmentos naturais presentes em
vegetais, com coloracdo que varia entre o vermelho e o amarelo. Apresentam
atividade antioxidante protegendo a célula contra a oxidacdo lipidica, e sao
precursores para a biossintese da vitamina A. Sua acdo na desativacao do oxigénio
singlete ou como sequestradores de radicais peroxila, reduz a incidéncia de doencas
degenerativas no organismo, como cancer e cardiopatias (BASU et al., 2001).

Os acidos organicos, tais como ascorbico e citrico, também sao encontrados
em frutas e vegetais e agem como antioxidantes protegendo contra a acao dos
radicais livres. Atuam como quelantes de ions metélicos e removedores de oxigénio
que catalisam a oxidac&o lipidica (POKORNY, 2007).

3.3.4 Sinergismo
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Sinergismo € a associacdo de duas substancias dotadas de capacidade
antioxidante que interagem uma com a outra, evidenciando melhor acao antioxidante
do que a verificada em cada uma, isoladamente (POKORNY, 2007; MELO et al.,
2016).

O mecanismo de acdo varia com o tipo de antioxidante, pois atuam
complexando metais pro-oxidantes, regenerando o0s antioxidantes primarios ou
inibindo a decomposicédo de peroxidos, interrompendo o processo de autoxidagao
(RAMALHO; JORGE, 20086).

Hras et al. (2000) investigaram o sinergismo entre antioxidantes naturais e
verificaram que o extrato de alecrim (20 mg/kg) com os antioxidantes palmitato de
ascorbila (10 mg/kg) e éacido citrico (10 mg/kg) adicionados em Oleo de girassol
armazenado a 60°C apresentaram efeito sinergistico em ambos os tratamentos. Foi
observado que a atividade antioxidante foi maior para estes tratamentos quando
comparados individualmente. Ja ao comparar com o tratamento de 6leo adicionado
de a-tocoferol (10 mg/kg) conclui-se que reduziu a atividade antioxidante, agindo
como pré-oxidante.

Ao avaliar o efeito sinergistico da mistura de 2500 mg/kg de extrato de
gengibre com 50 mg/kg de antioxidante sintético TBHQ em 06leo de soja sob
estocagem acelerada em estufa, Andreo e Jorge (2007) concluiram que este
tratamento apresentou capacidade antioxidante semelhante ao do 6leo de soja
adicionado de 50 mg/kg de TBHQ, portanto, ndo houve sinergismo neste tratamento
ja que a eficiéncia em retardar a oxidacéao lipidica do 6leo de soja no teste acelerado
em estufa foram iguais para ambos os tratamentos.

Luzia e Jorge (2009) avaliaram a atividade antioxidante do extrato de
sementes de limao adicionado em 0leo de soja e constataram que a mistura do
extrato de sementes de limdo na concentracdo de 2400 mg/kg com 50 mg/kg de
TBHQ mostrou-se eficiente em relacdo a formagdo dos compostos primarios de
oxidagao.

Por isso, com 0 aumento da demanda por produtos que contribuam para a
melhoria da qualidade de vida, provenientes especialmente de fontes naturais,
novas pesquisas tém sido realizadas visando a substituicdo dos antioxidantes
sintéticos ou até mesmo a associacdo a eles ou a outros antioxidantes naturais,

possibilitando atividade sinergistica.



28

3.4 Hibisco

O hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) € uma planta pertencente a classe das
Dicotyledonae, familia Malvaceae e género Hibiscus, e é cultivado em regibes de
clima tropical e subtropical (ISMAIL; IKRAM; NAZRI, 2008). Também conhecido
popularmente como roselle, vinagreira, quiabo-azedo, caruru-da-guiné e azedinha. E
uma planta nativa da Africa Oriental, e foi introduzida no Brasil pelos escravos. Rica
em compostos bioativos, vitaminas e minerais. As antocianinas presentes sao
responsaveis pela capacidade antioxidante e pela coloracdo vermelha dos calices,
apresentada na Figura 6a (WANG et al., 2000; LINARES et al., 2015; YOUSSEF; EL
KADY; NAGY, 2015; RIAZ, CHOPRA, 2018).

Figura 6 — Hibisco: planta (a) e flor (b).
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E um herbaceo anual, ereto e espesso que pode crescer de 0,5 até 3 m de
altura, com hastes cilindricas, coloracdo avermelhada e lisa aveludada. As folhas
sdo lobadas e profundas e variam de 8 a 15 cm de comprimento, dispostas em
hastes cilindricas e avermelhadas (RIAZ; CHOPRA, 2018). As flores séao axilares, ou
seja, estdo presentes nas axilas das folhas, com cerca de 12,5 cm de largura. As
pétalas sdo brancas com um centro avermelhado na base da coluna estaminal,
como mostra a Figura 6b (ROCHA et al., 2014).
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A planta leva cerca de trés a quatro meses para chegar ao ponto de
maturidade antes que as flores sejam colhidas. Existem mais de 300 espécies
distribuidas em diversas regifes de climas tropicais e subtropicais com chuvas bem
distribuidas de 1500 a 2000 mm/ano. Tolera um clima mais quente e Uumido, solos
bem drenados e temperatura noturna superior a 21°C (ISMAIL; IKRAM; NAZRI,
2008; RIAZ; CHOPRA, 2018).

Pode-se observar que a morfologia do hibisco é composta basicamente do
calice (Figura 7a), tipicamente vermelho, fruto (Figura 7b) aveludado contendo uma
capsula de 1,25 a 2 cm de comprimento, com coloracdo verde quando imaturo,
contendo 5 valvulas internas, cada valvula com 3 a 4 sementes (Figura 7c) que
possuem formato de rim, coloracdo marrom claro, com comprimento de 3 a 5 mm
(MAHADEVAN; SHIVALI; KAMBOJ, 2009).

Figura 7 — Morfologia do hibisco: célice (a), fruto (b) e semente (c).

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4.1 Célices

O calice é composto de cinco sépalas com um colar de 8 a 12 bracteas finas
e pontiagudas em torno da base das sépalas que envolvem o fruto com semente
(MAHADEVAN; SHIVALI; KAMBOJ, 2009). Os célices maduros e comestiveis sao
colhidos ap6s 15 a 20 dias da floracdo. O restante da plantacdo é deixado no campo
até as sementes estarem prontas para debulhar. Como apresentados na Figura 8,
os calices de hibisco geralmente sdo consumidos na sua forma seca.

A composicdo nutricional dos calices de hibisco evidencia a presenca de
proteinas, vitaminas e minerais, tais como ferro, fésforo, célcio, manganés, aluminio,
magnésio, sodio, potassio e acido ascorbico (MAHADEVAN; SHIVALI; KAMBOJ,
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2009).

Figura 8 — Calices de hibisco.

Fonte: Elaborada pelo autor

Na Tabela 1 podem-se observar os constituintes fisico-quimicos dos calices e
sementes de hibisco nas mesmas concentracdes. As sementes apresentaram maior

teor de proteinas, lipidios e fibras quando comparadas aos calices.

Tabela 1 — Constituintes fisico-quimicos dos calices e sementes

de hibisco.

Constituintes fisico-quimicos (%) Célices’ Sementes™
Proteinas 7,51 18,8 - 22,3
Lipidios 0,46 19,1-22,8
Fibras 11,17 39,5-42,6

*Abou-arab et al. (2011).
“Mahadevan, Shivali e Kamboj (2009).

Linares et al. (2015) avaliaram o perfil fitoquimico e a capacidade antioxidante
de 25 variedades de hibisco, e em relacdo aos compostos fendlicos totais dos
extratos de calices de hibisco, analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), encontraram valores que variavam de 24 a 100 mg EAG/g. Ja4 o conteludo
de flavonoides variou de 419 a 2260 mg EQ/100 g.

A quantificacdo dos compostos fendlicos do extrato aquoso de calices de
hibisco por CLAE detectou 17 compostos diferentes, como podem ser observados
na Tabela 2.

J& o teor de antocianinas encontrado nos calices de hibisco foi de 107,3
mg/100 g, valor proximo ao encontrado no mirtilo, cerca de 113,55 mg/100 g, sendo

este considerado um alimento fonte de flavonoides com potencial atividade
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antioxidante (SELLAPAN; AKOH; KREWER, 2002).

Tabela 2 - Quantificacdo das fracdes de compostos fendlicos no
extrato de calices de Hibiscus sabdariffa.

Compostos fenolicos mg/kg
Acido hidroxicitrico 8288,03 + 397,63
Acido hibiscus 31122,02 + 1128,39
Acido clorogénico (isémero I) 2755,15 £ 62,42
Acido clorogénico 1923,72 + 38,69
Acido clorogénico (isémero I1) 1041,19 + 16,96
Miricetina 3-arabinogalactose 57,32 £2,51
Quercetina 3-sambubiosideo 304,02 + 5,90
Acido 5-O-caffeyolshikimico 171,47 + 6,92
Quercetina 3-arabinogalactose 495,70 £ 4,34
Quercetina 3-glucosideo 143,74 £ 2,16
Kaempferol 3-O-rutinosideo 91,86 + 2,28
N-Feruloiltiramina 98,97 +£ 1,80
Kaempferol 3-O-(p-comarilglucosideo) 28,37 £ 0,48
Quercetina 121,24 + 2,01
7-Hidrocumarina 1839,20 + 25,34
Delfinidina 3-sambubiosideo 2701,21 £ 165,55
Cianidina 3-sambubiosideo 1939,15 + 39,27

Fonte: Arroyo et al. (2011).

Nas indias Ocidentais, os calices in natura sdo utilizados para produgdo de
vinho, gelatina, xarope, bebidas, pudim e bolos, e célices secos sao usados para
cha, geléia, marmelada, sorvetes, tortas e outras sobremesas. No Egito e no Sudao
€ muito comum a producdo de refrigerante & base de calice de hibisco,
popularmente conhecido como karkade. Sdo também usados como aditivos de cor e
sabor no rum (MAHADEVAN; SHIVALI; KAMBOJ, 2009). Além disso, sao utilizadas
pela industria farmacéutica para fabricacdo de produtos para aliviar sintomas de
bronquite e tosse (ISMAIL; IKRAM; NAZRI, 2008). No Brasil, sdo consumidos na
forma de cha, conservas, sucos, temperos e geleias (DUARTE; BOTELHO;
AKUTSU, 2017). No Maranhéo, as folhas do hibisco também sao muito utilizadas na

culinaria tradicional como ingrediente base para preparacdo do arroz de cuxa
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(BRASIL, 2010).

Estudos mostram que os calices de hibisco apresentam diversos beneficios
para a saude atuando como antioxidante (AL-HASHIMI, 2012), hepatoprotetor
(EZZAT et al, 2016), anti-inflamatério (SHEN et al., 2016), antibacteriano,
antifingico, anti-hipertensivo (WAHABI et al., 2010) e antitumoral (MALACRIDA et
al., 2016).

Hopkins et al. (2013) analisaram inUmeros ensaios clinicos randomizados que
mostraram que o consumo diario de cha ou extrato de célices de hibisco teve
influéncia favoravel no perfil lipidico, incluindo redugdo do colesterol total, das
fracOes de colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e das triglicérides,
além do aumento das fracGes de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL).

Além de diminuir o risco de doencas cardiovasculares.
3.4.2 Sementes

As sementes apresentam formato de rim, coloracdo marrom-clara, 3 a 5 mm
de comprimento e pesam aproximadamente 5 g (Figura 9). S&o ricas em acidos
graxos poli-insaturados e antioxidantes lipossoluveis, em especial o &-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 calcio, ferro, fésforo e magnésio (MAHADEVAN; SHIVALI,
KAMBOJ, 2009).

Figura 9 — Sementes de hibisco.

Fonte: Elaborada pelo autor.



33

Estudos feitos por Halimatul et al. (2007) e Hainida et al. (2008) mostraram
que as sementes de hibisco contém proteina de boa qualidade, semelhante a
caseina, ja que é rica em aminoacidos essenciais. Outro estudo demonstrou que as
sementes podem reduzir o colesterol total e LDL quando administrada a ratos
hipercolesterolémicos (HAINIDA et al., 2008).

No México, essas sementes sdo torradas e consumidas como substituto do
café, e no Suddo sédo cozidas e fermentadas como substituto da carne e na
fabricacdo de 6leos comestiveis (MENDOZA et al., 2008). As sementes apresentam
também propriedades medicinais, atuando como diurético e laxante (ISMAIL;
IKRAM; NAZRI, 2008).

O tratamento térmico das sementes causa uma série de modificacbes
desejaveis a sua composicdo quimica, propriedades nutricionais e organolépticas,
porém, pode induzir a perdas de vitaminas e aminodacidos essenciais (ISMAIL;
IKRAM; NAZRI, 2008).

Hainida et al. (2008) analisaram a composicdo nutricional das sementes de
hibisco e encontraram 9,9% de umidade, 33,5% de proteinas, 22,1% de lipidios,
13,0% de carboidratos e 18,3% de fibras alimentares totais. De acordo com Nyam et
al. (2014), as sementes sdo consideradas fontes de fibras dietéticas ja que
apresentam inumeros beneficios para saude, como a reducdo do colesterol total,
alteracdo nos niveis de insulina e diminuicdo do risco de cancer de célon. A casca
da semente € composta de uma quantidade substancial de fibra insoltvel, enquanto
que a parte interna da semente contém fibra solavel.

Em relacdo aos acidos graxos presentes nas sementes, sdo altamente
semelhantes as propriedades do 6leo de milho, assim como ambos s&o ricos em
fitosterodis, como pode ser observado na Tabela 3.

Além disso, o 6leo de sementes de hibisco é rico em clorofila, um grupo de
diferentes pigmentos verdes tipicos em organismos que realizam fotossintese, com
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e antimutagénicas presentes nos
vegetais (CRUZ; CASAL, 2018).

Durante o processamento de sementes oleaginosas, a clorofila é extraida, e
se estiver presente em grande concentracdo, transmite coloracdo esverdeada e
pode interferir na qualidade do O6leo extraido (DIOSADY, 2005). A clorofila é

responsavel pelo aumento da acidez no 6leo, gerando um custo maior para o0 seu
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refinamento.

Tabela 3 — FracgOes de fitosterdis em 6leos de hibisco e milho.

Fracbes (mg/100 g) Hibisco Milho
Campesterol 107,0+ 6,1 115,3+7,3
Campestanol - 8,5+0,7
Estigmasterol 50,6 £2,5 45,7 3,6
B-Sitosterol 559,3+8,5 458,0+9,1
B-Sitostanol 32,9+6,5 42,4+ 1,5

Médias * desvios padrdes das andlises em triplicata
Fonte: Atta e Imaizumi (2002).

Por isso, o contetdo de clorofila é considerado um parametro de qualidade,
devendo ser removida durante o processo de refino para aumentar a estabilidade
oxidativa do 6leo. Esses pigmentos promovem a autoxidacdo do Oleo quando
expostos a luz, devido as suas caracteristicas fotossensibilizantes do anel porfirina
dessas moléculas facilitando a formacéo 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 reduzir custos e evitar problemas de

remocao desses residuos.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Hibisco

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Oleos e Gorduras da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP/IBILCE), campus
Séo José do Rio Preto, SP, Brasil.

O hibisco foi proveniente do sitio Sdo Bom Jesus, localizado na cidade de
Barretos, SP, Brasil (latitude 20°51°50” S e longitude 48°63'64” O) durante a safra
2017. O ponto de colheita foi quando os célices atingiram cerca de 4 a 6 cm de
comprimento, com hastes firmes e textura tenra. A colheita pode ser feita de 15 em
15 dias e a floragcédo perdura por até 6 meses.

Primeiramente, a colheita dos ramos de hibisco foi feita em fevereiro de 2017,
no periodo matutino. Os hibiscos foram transportados em bolsa térmica para cidade
de S&o José do Rio Preto. Os ramos de hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) in natura
foram identificados botanicamente e encaminhados como exsicatas (Figura 10) para
registro no Herbario do Departamento de Zoologia e Botanica, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP/IBILCE, recebendo a identificacao
SJRP 33201.

Figura 10 — Exsicata do hibisco.

:

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os ramos de hibisco foram higienizados em agua corrente e separados
manualmente os célices e os frutos com sementes. Os célices e sementes foram
selecionados neste estudo tendo em vista a capacidade antioxidante presente, e as
sementes por serem consideradas subprodutos da industria (ATTA; IMAIZUMI,
2002; LINARES et al., 2015). Os calices foram separados e cortados em pequenos
pedacos de 3 cm e as sementes separadas dos frutos e reservadas para posterior
secagem em estufa. Os componentes vegetais (calices e sementes) do hibisco
foram colocados, separadamente, em estufa (modelo MA-035, Marconi, Piracicaba,

Brasil) a 40°C durante 48 horas para secagem (Figura 11).

Figura 11 — Hibisco secos: calices (a) e sementes (b).
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4.1.2 Extratos

Os célices e sementes de hibisco secos em estufa foram triturados em mini
processador de alimentos (modelo MPR514, Cadence, Balneario Picarras, Brasil)
até a obtencdo de um pé homogéneo.

Para obtenc¢éo dos extratos foi utilizado o método de Carvajal-Zabarral et al.
(2009), onde 135 g de célices e sementes de hibisco secos e triturados foram
adicionados em 500 mL de etanol (96%) a temperatura ambiente. Durante 8 dias
essa mistura foi mantida imersa em frasco ambar com tampa, e foram feitas
agitacbes manuais em dias alternados, seguido por filtragdo a Vvacuo.
Posteriormente, o filtrado foi submetido em rotaevaporador (modelo Q 344B2,
Quimis, Sao Roque, Brasil) a 38°C para remoc¢éao do solvente e obtencéo do extrato

seco. A Figura 12 apresenta os extratos de calices e sementes de hibisco. Os
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extratos secos de hibisco foram ressuspensos em etanol na propor¢cao 1:20 (m/v) e
armazenados em vidros ambar a -18°C para analises posteriores.

A escolha do solvente foi feita de acordo com estudos que obtiveram
melhores resultados na extracdo de compostos fendlicos (CARVAJAL-ZABARRAL et
al., 2009; GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010; MOHD-ESA et
al., 2010; SINDI; MARSHALL; MORGAN, 2014; LINARES et al. 2015).

Figura 12 — Extrato de hibisco: célices (a) e sementes (b).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para cada extrato foram feitas as analises de teor de compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante determinada pelos métodos DPPH, FRAP e j-

caroteno/acido linoleico.
4.1.3. Antioxidante natural

O antioxidante natural utilizado foi o a-tocoferol, em sua forma comercial,
fornecido pela empresa GNTLab, marca Sigma Aldrich, 96% de pureza. Foi
adicionado em dleo de soja na concentracdo de 300 mg/kg.

4.1.4. Oleo de soja

Utilizou-se o 6leo de soja refinado sem adicdo de antioxidantes sintéticos,
proveniente do comércio local na cidade de Séo José do Rio Preto, SP, Brasil.
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4.1.5. Oleo de hibisco

O oleo de sementes de hibisco foi extraido por meio do método proposto por
Bligh e Dyer (1959). As sementes de hibisco foram secas e trituradas em mini
processador de alimentos (modelo MPR514, Cadence, Balneario Picarras, Brasil) e,
em seguida, foram pesados 10 g de sementes de hibisco e adicionados de 40 mL de
cloroférmio, 80 mL de metanol e 32 mL de agua destilada. Essa mistura foi colocada
em mesa agitadora orbital (modelo TE-141, Tecnal, Piracicaba, Brasil) por 30
minutos. Novamente foram adicionados 40 mL de cloroférmio e 40 mL de sulfato de
sédio e agitado por 2 minutos. Foi feito o processo de filtracdo a vacuo seguido pelo
baldo de separacao durante 1 hora e 30 minutos.

Apds o processo de extracdo, a mistura de solvente e 6leo foi filtrada com
filtro de papel contendo sulfato de so6dio anidro. O solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida a 40°C e o Oleo obtido foi acondicionado em vidro ambar,
inertizado com nitrogénio gasoso e armazenado a -18°C para posterior realizacao

das analises.

4.2 Teste acelerado em estufa

O extrato de calices de hibisco foi 0o que apresentou maior atividade
antioxidante e por isso, foi adicionado no Oleo de soja na concentracdo de 300
mg/kg, baseando-se no teor de compostos fendlicos totais presentes, e estocado em
estufa a 60°C por 12 dias.

O 6leo de soja adicionado de extrato foi posteriormente inserido no ultrassom
(modelo 740D, Ultrasonic Cleaner, Ribeirdo Preto, Brasil) durante 15 minutos, para
se obter a homogeneizacéao eficiente do extrato no oOleo.

O teste acelerado em estufa foi realizado com os tratamentos apresentados
na Figura 13, sendo OS (6leo de soja), Tocoferol (6leo de soja + 300 mg/kg de a-
tocoferol), Extrato (6leo de soja + 300 mg/kg de fendlicos) e Mistura (6leo de soja +
300 mg/kg de a-tocoferol + 300 mg/kg de fendlicos).

A concentragcdo de 300 mg/kg de extrato e de a-tocoferol foi definida de
acordo com a quantidade maxima de a-tocoferol permitida pela legislagéo brasileira
(BRASIL, 2008).
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Os tratamentos foram mantidos em estufa aquecida com circulacdo de ar
(modelo MA-035, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 60°C por 12 dias, utilizando-se
béqueres de 100 mL contendo 70 mL de amostra com relagédo superficie/volume de
0,3/cm. As amostras, em diferentes intervalos de tempos (0, 6 e 12 dias), foram
recolhidas, inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a -18°C até o
momento das analises de indices de peréxidos, p-anisidina, estabilidade oxidativa e

perfil de tocoferadis.

Figura 13 — Tratamentos: OS (a), Tocoferol (b), Extrato (c) e Mistura (d).

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Métodos

4.3.1 Analises nos extratos

¢ Rendimento
Os calices e sementes de hibisco foram pesados em balanca analitica
(modelo AS200, Ohaus, Florham Park, EUA) apdés secagem em estufa e
armazenados em vidros ambar hermeticamente fechados. E posteriormente, o
extrato seco foi pesado apOs passagem pelo rotaevaporador. O calculo do
rendimento foi expresso em porcentagem: Rendimento (%) = (peso do extrato seco /

peso do hibisco seco) x 100.
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e Umidade
Foi realizada em estufa a vacuo (modelo TE-395, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a
70°C com pesagem a cada duas horas, até obtencdo de peso constante, segundo o
método Ca 2d-25 da AOCS (2009).

e Compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados pelo método
proposto por Singleton e Rossi (1965), no qual uma amostra de 100 pL da solucédo
etandlica do extrato de hibisco foi adicionada de 500 pL do reagente de Folin-
Ciocalteau, de 1,5 mL de solucéo saturada de carbonato de sédio 20% e de 6 mL de
agua destilada, em tubos de ensaio ambar. Os tubos de ensaio ficaram em repouso
no escuro em temperatura ambiente. Apos 2 horas, a absorvancia foi determinada a
760 nm em espectrofotometro (modelo UV mini-1240, Shimadzu Corp., Kyoto,
Japao).

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi efetuada com base na
curva padréo de acido galico. O coeficiente de determinacéo da curva analitica foi de
R? = 0,9998. Os resultados dos compostos fendlicos totais foram expressos em

miligramas de equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/q).

e Meétodo do radical livre DPPH

Determinado pelo método proposto por Brand-Williams, Curvelier e Berset
(1995) e Mensor et al. (2001), onde foi preparada uma solucédo etandlica de DPPH
(2,2- difenil-1-picrihidracil) a 0,06 mM. A amostra foi preparada com extrato etandlico
de célices de hibisco com concentracdo de 1 g/mL e com extrato etandlico de
sementes de hibisco com concentracdo de 0,12 g/mL. No procedimento foram
pipetados 100 pL da amostra em 3,9 mL de solucdo do radical DPPH em tubo de
ensaio ambar e homogeneizada em voértex. Apés 0 armazenamento no escuro
durante 30 minutos, a absorvancia foi lida a 515 nm, em espectrofotometro (modelo
UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japao). O resultado foi expresso em porcentagem
de Atividade Antioxidante (AA) pela férmula: AA (%) = 100 — {[(AbSamostra — AbSbranco)
x 100] / Abscontrole}, onde, Abs € a absorvancia.

Paralelamente, foi conduzido um branco com 1 mL de solugdo DPPH e uma

solucéo controle de etanol com a solugdo DPPH.
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e Método FRAP

Segundo método descrito por Szydtowska-Czerniak et al. (2008), a presenca
de um antioxidante reduz o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe**-TPZ) ao complexo
ferroso (Fe?*-TPZ) em condicdes acidas. O complexo formado por esta reagdo
apresenta coloracdo azul intensa, a absorbancia é lida a 595 nm, permitindo assim o
monitoramento da atividade redutora do extrato (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al.,
2008).

Foram preparadas solucées de HCI 40 mM, TPTZ 10 mM, cloreto férrico 20
mM, tampdao acetato 0,3 M e o reagente FRAP. Em ambiente escuro, foi transferida
uma aliquota de 90 uL da amostra para tubos de ensaio ambar e adicionada 270 uL
de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP (25 mL de tampao acetato 0,3 M, 2,5
mL de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de cloreto férrico 20 mM). A mistura foi
homogeneizada em agitador de tubos tipo vortex (modelo QL-901, marca Biomixer,
Curitiba, Brasil), e mantida em banho de aquecimento (modelo 550, Fisatom, Sao
Paulo, Brasil) a 37°C por 30 minutos.

O coeficiente de determinacéo da curva utilizando as solu¢des de trolox foi de
R?=0,9947. A absorvancia foi medida em espectrofotdmetro (modelo UV mini 1240,
Shimadzu, Kyoto, Japédo) a 595 nm. A atividade antioxidante foi expressa em uM
Trolox/g.

e Sistema B-caroteno/acido linoleico

Foi empregada a metodologia proposta por Marco (1968) e modificada por
Miller (1971). Foi preparada uma emulsao de [(B-caroteno/acido linoleico, pela adi¢éo
de 2 mg de B-caroteno em 10 mL de cloroférmio, e posterior homogeneizagdo em
agitador de tubos do tipo vortex (modelo QL-901, Biomixer, Curitiba, Brasil). Uma
aliquota de 1 mL desta solucao foi transferida para um baldo de fundo redondo
contendo 25 pL de acido linoleico e 200 puL de Tween 40. O cloroférmio da mistura
foi evaporado com nitrogénio gasoso. Apds a evaporagdo, foram adicionados a
mistura 50 mL de &gua destilada aerada (saturada em oxigénio por 30 minutos). Em
seguida, foi agitada em vortex até a formacdo da emulsdo de B-caroteno/acido
linoleico.

Para a andlise, a leitura do branco foi realizada em 5 mL da emulsao de B-

caroteno/acido linoleico. Uma amostra controle foi feita com 5 mL da emulsao de [3-
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caroteno/acido linoleico adicionada de 500 pL de etanol. Para analise do extrato, 500
uL de extrato de hibisco foi adicionada a 5 mL da emulsdo, e em seguida, foi
aquecida em banho de aquecimento (modelo 550, Fisatom, S&o Paulo, Brasil) a
50°C durante 15 minutos. A leitura foi realizada a 470 nm, em espectrofotdmetro
(modelo UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japdo), em intervalos de 15 minutos
durante 2 horas. A atividade antioxidante foi determinada em porcentagem de
inibicdo (1%). As absorvancias foram convertidas em porcentagem de inibicao
oxidativa: 1% = (TDc — TDa) /TDc x 100, onde, 1% é a porcentagem de inibicao
relativa ao controle, TDc € taxa de degradacdo do controle e TDa é taxa de
degradacéo da amostra. A taxa de degradacéo € a diferenca entre a absorvancia no

tempo zero e no tempo 120 minutos.

4.3.2 Analises nos 6leos

Para o 6leo de soja foram realizadas as andlises de indice de peroxidos,
indice de p-anisidina, valor Totox, estabilidade oxidativa e perfil de tocoferdis. E para
0 6leo de sementes de hibisco foram analisados clorofila, perfil de tocoferdis, perfil

de acidos graxos e perfil de fitosterois.

e indice de peréxidos
Foi determinado segundo a norma Cd 8-53 da AOCS (2009), a qual mede o
iodo liberado a partir da reacdo do iodeto de potassio com os peroxidos. Foi

calculado em miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de matéria graxa.

e indice de p-anisidina
A determinacgéo do indice de p-anisidina foi realizada de acordo com a norma
Cd 18-90 da AOCS (2009), a qual quantifica compostos secundarios de degradacao,
como os aldeidos, por meio de medida espectrofotométrica a 350 nm. O resultado
foi calculado conforme a equacao: IpA = [V x (1,2 x Absz — Absi)]/m, onde, IpA é o
indice de p-anisidina, V € o volume de iso-octano em mL, Absz, a absorbancia inicial,

Absi, a absorbéncia final, e m, a massa em gramas.
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e Valor total de oxidagéo (Totox)

O valor Totox (VT) foi obtido pela equacdo matemética que combina os
resultados dos indices de peréxidos e p-anisidina. Foi realizado com base na
seguinte equacédo: VT = 2 IP + IA, onde, IP o valor de indice de peréxidos e IA, o
indice de p-anisidina. O resultado representa o total de compostos produzidos pela

autoxidacao dos 0leos.

e Clorofila
A andlise 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, Japdo), nos comprimentos de onda de 630, 670 e 710 nm para quantificacao
de clorofila. O resultado foi expresso em mg/kg pelo seguinte célculo: C = [As70 —
(As30 + A710) / 2] / 0,1016 x L, onde, C é a concentracdo de pigmentos em mg/kg de
Oleo, A é a absorvancia em seus respectivos comprimentos de onda e L é a

espessura da cubeta em cm.

o Estabilidade oxidativa

Os tratamentos foram analisados conforme método proposto pela norma Cd
12b-92 da AOCS (2009), com utilizacdo do equipamento Rancimat (modelo 743,
Metrohm, Herisau, Suica), baseando-se na determinacdo da condutividade elétrica
dos produtos volateis de degradacdo. A determinacdo foi realizada a 110°C, com
fluxo de ar de 20 L/h, utilizando 3 g de amostra e 60 mL de agua destilada nos
frascos contendo os eletrodos. Por este método € possivel observar a curva de
condutividade elétrica versus tempo registrada com o decorrer da reagéo e o periodo

de inducédo que foi expresso em horas.

e Perfil de tocoferois
A andlise de determinacédo de tocoferdis foi feita pelo método AOCS Ce 8-89
(2009) utilizando o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (modelo ProStar 210,
Varian, Walnut Creek, Estados Unidos) equipado com detector de fluorescéncia. Foi
utilizada coluna de a¢o 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 excitacdo em 290 nm e de emissdo em 330 nm e como
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fase movel foi utilizado o n-hexano/alcool isopropilico (95,5:0,5 v/v). A identificacédo
de tocoferadis foi feita por comparacdo com o tempo de retencédo dos padrées puros
analisados nas mesmas condi¢cfes das amostras. A quantificacdo de cada isbmero
foi realizada por padronizacdo externa com base nas areas dos picos, utilizando
padrbées de a-, B-, y- e d-tocoferol (Supelco, Bellefonte, Estados Unidos), com grau
de pureza de 99,9, 98, 99,4, e 99,6%, respectivamente. Os teores de tocoferodis

foram expressos em mg/kg de dleo.

e 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 de metilacdo alcalina a frio da amostra e extracdo com n-hexano. Para a
analise cromatografica de acidos graxos utilizou-se cromatografo gasoso, (modelo
GC 3900, Varian, Walnut Creek, Estados Unidos), equipado com detector de
ionizacdo de chama, injetor 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 de filme de 0,20 um. 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 gas de arraste foi o hidrogénio com
velocidade linear de 30 mL/min. Os acidos graxos foram identificados pela
comparacao dos tempos de retencdo de padrbes puros de ésteres metilicos de
acidos graxos com os componentes separados das amostras e a quantificacao foi
feita por normalizacdo de area (%). Utilizando-se como padrdo uma mistura
composta de 37 ésteres etilicos de acidos graxos (Supelco, Bellefonte, Estados
Unidos), de C16:0 a C18:3n3, com pureza entre 99,1 e 99,9%.

e Perfil de fitosterois
Determinada por cromatografia gasosa, a partir da matéria insaponificavel,
realizada conforme Duchateau et al. (2002). Foi utilizado cromatdgrafo gasoso
(modelo GC-2010 Plus, Shimadzu, Toquio, Japdo) equipado com detector de
ionizacdo de chama, injetor e amostrador automatico. Os compostos foram

separados em coluna capilar de silica fundida Restek RTX 5, de 30 m de
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comprimento, com diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 um. A
temperatura da coluna inicializou-se em 300°C por 12 min, 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 15 mL/min. Os fitosterdis foram
identificados por comparacédo dos tempos de retencdo dos padrées puros analisados
nas mesmas condicfes das amostras. A quantificacdo de cada isdmero foi feita por
padronizacao interna (B-colestanol = 5a-cholestano-33-ol, grau de pureza de 95%)
com base nas areas dos picos, utilizando padrées de campesterol, estigmasterol, [3-
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.

4.4 Analise estatistica

O trabalho foi realizado em esquema fatorial 4 x 3 (tratamentos x tempos de
estocagem), no delineamento inteiramente casualizado, cujos resultados obtidos das
determinacdes analiticas foram submetidos a analise de variancia e as diferencas
entre as meédias foram testadas a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey por meio

do programa ESTAT — Sistema para Analises Estatisticas, versao 2.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélises nos extratos

5.1.1 Rendimento

No presente estudo, os valores de rendimento dos extratos etandlicos de
calices e sementes de hibisco foram 8,4% e 1,08%, respectivamente (Tabela 4).
Orisakwe; Husaini e Afonne (2004) e Jung e Joo (2013) encontraram rendimentos de
22% e 38%, respectivamente, para os extratos aquosos de célices de hibisco. A
diferenca entre os resultados encontrados pode ser justificada pelos diferentes
métodos utilizados para extracdo, tipos de solventes e diferencas no teor de

umidade.

Tabela 4 - Rendimento, umidade, compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante dos extratos de calices e sementes de hibisco.

Andlises Calices Sementes
Rendimento (%) 8,402 1,08°
Umidade (% b.u.) 88,73 + 0,207 75,98 + 3,31°
Compostos fenélicos totais (mg EAG/Q) 64,18 £ 0,012 5,06 £ 0,02°
Atividade antioxidante
DPPH (%) 65,40 + 1,992 24,30 + 2,07°
FRAP (UM trolox/g) 155,25 + 0,032 13,14 £ 0,07°
B-caroteno/4cido linoleico (%) 39,30 £ 0,012 41,20 £ 0,012

Médias + desvios padrdes das analises em duplicata.
Médias seguidas de mesma letra minascula nas linhas néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Diversos estudos tém mostrado que a eficiéncia da extracdo de compostos
antioxidantes pode ser influenciada pelas condicbes em que o processo de extragao
€ realizado, incluindo o tipo de solvente, temperatura e tempo de extracdo
(GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010; MOHD-ESA et al., 2010;
SINDI; MARSHALL; MORGAN, 2014).

Como cada fonte natural apresenta caracteristicas especificas de estrutura e

composicdo, quando combinados com solventes, o resultado da interagao soluto-
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solvente tem comportamento imprevisivel (SOUSA et al., 2008).

5.1.2 Umidade

De acordo com os resultados obtidos, os célices e sementes de hibisco
apresentaram contetudos de umidade de 88,73 e 75,98%, respectivamente, em base
Uumida (Tabela 4). Resultado similar foi encontrado por Ismail, lkram e Nazri (2008)
que mostraram que os célices de hibisco in natura contém 84,5% de umidade. Para
as sementes, o teor de umidade obtido por Hainida et al. (2008) foi de 99,3%, valor
superior a este estudo. Essa diferenca possivelmente pode ser devido a variacéo
climatica, estagio de maturacao, quantidade de incidéncia solar e local da plantacao.
Por outro lado, Rao (1996) encontrou teor de umidade de 76% das sementes, valor
préximo ao obtido deste estudo.

5.1.3 Compostos fendlicos totais

A concentracdo dos compostos fendlicos totais presentes no extrato de
calices de hibisco foi de 64,18 mg de equivalente de acido galico (EAG) por grama
de extrato (Tabela 4). Linares et al. (2015) avaliaram os teores de compostos
fendlicos totais de extratos etandlicos de célices em diferentes variedades de
hibisco, e valores semelhantes a este estudo foram encontrados em trés variedades
(60, 64 e 68 mg EAG/g), assim como o estudo de Mercado et al. (2015), que
apresentaram teor de compostos fendlicos totais de 63,65 mg EAG/g de extrato de
calices de hibisco.

O teor de compostos fenolicos totais presentes no extrato de sementes de
hibisco foi de 5,06 mg de EAG/g de extrato, semelhante ao encontrado por Mohd-
esa (2010) que, ao comparar o teor de compostos fendlicos totais de diferentes
partes do hibisco, concluiu que no extrato metandlico de hibisco obteve-se 4,87 mg
EAG/g em comparacdo com outras partes do hibisco (flores, folhas e célices). Isso
mostra que em ambos 0s processos de extracdo alcodlica, tanto etandlica quanto
metanolica, os valores de compostos fendlicos totais presentes foram similares.
Devido a polaridade dos solventes, o etanol e o metanol sdo os solventes mais

indicados como meios extratores para determinacdo de compostos fendlicos totais,
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uma vez que, a escolha apropriada do solvente € importante jA que 0s compostos
vegetais a serem extraidos apresentam natureza distinta e polaridades diferentes
(ALOTHMAN; BHAT; KARIM, 2009).

Diante desses resultados, o extrato de célices de hibisco foi adicionado ao

Oleo de soja para ser estocado em estufa a 60°C por 12 dias.

5.1.4 Atividade antioxidante

As analises de variancia para a atividade antioxidante estdo apresentadas no
Apéndice 1. Observa-se que o teste foi significativo (p < 0,01) para os tratamentos
estudados para os métodos de DPPH e FRAP.

A Tabela 4 apresenta atividade antioxidante dos extratos de calices e
sementes de hibisco de acordo com métodos de DPPH, FRAP e B-caroteno/acido
linoleico. O extrato de calices de hibisco apresentou maior atividade antioxidante
guando comparado ao extrato de sementes, demonstrando sua eficacia na inibicao
da reacdo oxidativa por meio dos mecanismos de acao dos métodos DPPH e FRAP.

Linares et al. (2015) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos
etandlicos de 25 variedades de hibisco cultivadas em mesmas condi¢des, pelo
método de DPPH. Os valores encontrados variaram de 27,4 a 112,0 uM trolox/g
hibisco e apontaram quatro variedades de extrato de célices de hibisco que
apresentaram valores semelhantes a este estudo de atividade antioxidante pelo
método de DPPH. Ainda, concluiram que, a variedade de hibisco é importante em
relacdo ao conteudo total e a distribuicdo dos fitoquimicos (fendlicos e flavonoides),
ja que em diversas variedades provavelmente possuiam diferentes estruturas
quimicas e concentracdes de compostos bioativos, que vao estar diretamente
relacionadas com a atividade antioxidante.

Anokwuru et al. (2011) utilizaram diferentes tipos de solventes para obtencéo
dos extratos de célices de hibisco e avaliaram a atividade antioxidante pelo método
DPPH. O método de extracdo utilizando etanol como solvente apresentou 69% de
atividade antioxidante, enquanto que, pela extracdo aquosa foi de 63%, ambos os
valores proximos a este estudo. A diferenca é provavelmente devido a caracteristica
do solvente que pode afetar os compostos extraidos da planta. A mudanca na
polaridade do composto antioxidante devido ao uso do solvente utilizado faz com
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que aumente a polaridade do solvente, obtendo maior rendimento de extracdo
destes compostos. Outros fatores que podem influenciar fortemente a atividade
antioxidante sdo a concentracao de antioxidantes, a temperatura e pH (MOHD-ESA
et al., 2010).

Ou et al. (2002) ao comparar atividade antioxidante de diferentes vegetais
(cenoura, ervilha, tomate, cebola, repolho, brécolis, espinafre, beterraba) verificaram
que a atividade antioxidante pelo método FRAP variou de 17 a 86 pM trolox/g,
valores inferiores ao encontrado neste estudo, quando comparados ao extrato de
calices de hibisco. Assim como Jorge et al. (2015) avaliaram a capacidade
antioxidante de extratos de diferentes variedades de pimenta, sendo que os valores
de FRAP foram inferiores variando de 48,9 a 143,1 uM de Trolox/mg.

Pelo sistema [-caroteno/acido linoleico, Mohd-esa (2010) avaliou atividade
antioxidante de diferentes partes do hibisco e encontrou 61,5% de atividade
antioxidante nos extratos metanolicos de calices e 78,7% no extrato de sementes.
Valores superiores aos encontrados neste estudo, para o extrato de sementes, que
pode ser explicado pela diferenca de solvente utilizado na metodologia de extracao,
ja que a extracao foi feita com metanol. Em ambos os extratos, calices e sementes
de hibisco, ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) de atividade
antioxidante por este método.

Pela curva cinética da taxa de degradacéo versus tempo (Figura 14) pode-se
observar que houve um baixo decaimento da absorbancia nos primeiros 40 minutos
de reacdo e, apos este periodo, a curva se manteve constante para o extrato de
calices de hibisco.

A presenca de antioxidantes no sistema B-caroteno/acido linoleico protege o
acido linoleico, prolongando o periodo de formac&o dos radicais livres. Quanto
menor a queda na absorbancia da amostra, mais potente é o antioxidante em
impedir a degradagao do B-caroteno (HUANG; WANG, 2004).
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Figura 14 — Curva cinética da atividade antioxidante do extrato de calices de hibisco

para o sistema (3-caroteno/acido linoleico.
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Pode-se observar na Figura 15, que para o extrato de sementes de hibisco, a
curva se manteve constante apdés 20 minutos. Isso mostra que o extrato de
sementes atuou como antioxidante assim como mostra os valores de atividade
antioxidante que foi semelhante para o extrato de sementes quando comparado ao

extrato de calices de hibisco.

Figura 15 — Curva cinética da atividade antioxidante do extrato de sementes de

hibisco para o sistema [3-caroteno/acido linoleico.
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5.2 Andlises no 6leo de soja

As andlises de variancia para as determinacfes de peréxidos, p-anisidina,
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valor Totox e estabilidade oxidativa apresentaram diferenca significativa (p < 0,01)

para os tratamentos, tempos e interacdo tratamentos x tempos (Apéndice 2). As

médias dos valores estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Médias de indice de peroxidos, p-anisidina, valor Totox e

estabilidade oxidativa para a interacdo tratamentos x tempos de estocagem a

60°C.
Anélises / Tempos de estocagem (dias)
Tratamentos 0 6 12
Peréxidos (meq/kg)
oS 0,82 + 0,04#¢ 25,98 + 1,118 51,92 + 0,4438
Tocoferol 0,49 + 0,024¢ 27,38 + 0,080 64,75 £ 0,6742
Extrato 0,20 £ 0,014 2,71 + 0,01 9,88 + 0,02¢2
Mistura 1,27 + 0,024¢ 5,16 £ 0,20¢° 7,18 £ 0,03P2
p-anisidina
oS 4,36 + 0,094¢ 6,82 + 0,05%° 8,97 £ 0,114
Tocoferol 4,03 £ 0,014 5,97 + 0,028 9,35+ 0,074
Extrato 2,93 + 0,048B2 2,67 £0,11¢ 3,34 £0,0182
Mistura 2,39 + 0,01FB° 2,64 + 0,08 3,90 £ 0,3482
Valor Totox
oS 6,01 £ 0,03%¢ 58,79 + 5,444 112,81 + 0,985
Tocoferol 5,01 £ 0,124¢ 60,73 £ 0,504° 138,85 + 1,907
Extrato 3,33 £ 0,044 8,10 + 0,06 23,10 + 0,09¢
Mistura 4,93 + 0,114¢ 12,96 + 0,388 18,27 + 0,942
Estabilidade oxidativa (h)
oS 4,50 + 0,03¢ 3,39 £ 0,02¢° 2,26 £ 0,01¢
Tocoferol 4,61 +£0,01¢ 3,47 £ 0,01¢° 2,40 £ 0,01¢¢
Extrato 10,39 £ 0,014 7,40 £ 0,017° 5,41 + 0,024
Mistura 9,68 + 0,03B2 6,64 + 0,02B° 4,89 + 0,018¢

OS: 6leo de soja; Tocoferol: 6leo de soja + 300 mg/kg de a-tocoferol; Extrato: 6leo de soja +
300 mg/kg de fendlicos; Mistura: 6leo de soja + 300 mg/kg de a-tocoferol + 300 mg/kg de
fendlicos. Médias * desvios padrdes seguidas de mesmas letras minlUsculas nas linhas nao
diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + desvios padrfes seguidas de mesmas letras
mailsculas nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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5.2.1 indice de peroxidos

Houve um aumento significativo do indice de perdxidos para os tratamentos
ao longo do tempo de estocagem. Para Extrato e Mistura houve menor formagéo de
peréxidos em comparacdo ao OS e Tocoferol, revelando a eficacia do extrato de
hibisco na conservacdo da qualidade do 6leo. E mesmo em 12 dias de estocagem,
os valores de peroxidos para Extrato e Mistura foram inferiores ao valor maximo
permitido para Oleos vegetais refinados (10 meg/kg) (CODEX ALIMENTARIUS
COMISSION, 20009).

Nyam et al. (2013) encontraram resultado similar ao analisar a estabilidade
oxidativa do Oleo de girassol adicionado de extrato de cdlices de hibisco sob
estocagem acelerada, e obtiveram valores de peréxidos menores quando
comparados ao 0Oleo adicionado de antioxidante sintético BHA durante a estocagem,
evidenciando maior potencial antioxidante do extrato de hibisco.

No inicio da estocagem, ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos. Ja nos tempos 6 e 12 dias, o Extrato e a Mistura também apresentaram
valores inferiores quando comparados com o OS e Tocoferol.

5.2.2 Indice de p-anisidina

O indice de p-anisidina para os tratamentos apresentou-se menor para o
Extrato e Mistura, independentemente do tempo de estocagem. A formacéo desses
compostos secundarios da oxidacdo lipidica foi mais estavel nestes tratamentos
conforme os tempos de estocagem. Para o Extrato, ndo houve diferenca significativa
(p > 0,05) entre os tempos de estocagem, o que indica que o extrato de hibisco
apresentou potencial atividade antioxidante para a formacdo destes compostos
secundarios, inclusive em comparac¢ao ao antioxidante natural a-tocoferol.

Nyam et al. (2013) avaliaram o efeito antioxidante do extrato de calices de
hibisco em comparacédo ao antioxidante sintético BHA e concluiram que o BHA foi
mais eficaz ao retardar a oxidagdo de produtos secundarios em comparacao com 0s
produtos de oxidag&o primaria, quando adicionados no 6leo de girassol. No presente
estudo, o contetdo de p-anisidina do 6leo de soja adicionado de extrato de hibisco

foi menor do que o 6leo de girassol suplementado com extrato de hibisco.
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Entre Extrato e Mistura, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05), conforme
0s tempos de estocagem. Em contrapartida, entre os tratamentos OS e Tocoferol,

em 6 dias de estocagem, o Tocoferol apresentou menor formacéo de p-anisidina.

5.2.3 Valor Totox

Os valores Totox dos tratamentos aumentaram em funcdo do tempo de
estocagem. No inicio da estocagem, ndo houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre os tratamentos. Aos 6 e 12 dias, o Extrato e Mistura apresentaram menores
valores Totox em relacdo ao OS e Tocoferol. Isso mostra que o a-tocoferol nao foi
tdo eficaz quanto o extrato, o que retrata que na Mistura o extrato de hibisco atuou

como melhor antioxidante.

Ao final do periodo de estocagem, os valores Totox dos tratamentos contendo
extrato de hibisco mostraram-se significativamente menores, uma vez que 0S
compostos fendlicos presentes atuam inibindo ou interrompendo a fase de iniciacdo
e propagacdo da oxidacao lipidica. Estes antioxidantes funcionam como receptores
de radicais livres e os produtos formados sdo compostos estaveis e inativos para
propagacdo das reacfes, além de atuarem prevenindo, também, a formacdo de
novos radicais livres no processo de oxidacdo lipidica (BERDHAL; NAHAS;
BARREN, 2010).

Houve um aumento do valor Totox em fun¢do do tempo de estocagem para
os tratamentos. E importante que o valor Totox seja inferior a 10, pois quanto menor
o valor, maior a estabilidade contra a oxidacéo lipidica (BERSET; CUVELIER, 1996).

5.2.4 Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa € um parametro muito utilizado para avaliar os sinais
de deterioracdo do Oleo durante o armazenamento, simulando a vida de prateleira
do produto, além de verificar a eficiéncia da adicdo de antioxidantes. Verifica-se que
ao longo da estocagem, houve uma diminuicéo significativa no periodo de inducao
para todos os tratamentos.

Dentre os tratamentos, o Extrato foi o que obteve maiores valores de
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estabilidade oxidativa, visto que o periodo de inducéo foi de 2,3 vezes maior quando
comparado ao OS nos tempos 0, 6 e 12 dias de estocagem. O extrato de hibisco foi

0 antioxidante natural mais eficiente durante todo o periodo de estocagem.

De acordo com Ramalho e Jorge (2008), ao avaliar estabilidade oxidativa do
Oleo de soja adicionado de 1000 mg/kg de extrato de alecrim concluiram que, 0s
periodos de inducédo foram 5,85, 0,60 e 0,41 horas para 0, 5 e 10 dias de estocagem
acelerada em estufa, respectivamente, valores inferiores ao encontrado neste
estudo. A Mistura apresentou maior estabilidade oxidativa que OS e Tocoferol. Os
tratamentos contendo extrato de hibisco apresentaram maiores valores de
estabilidade  oxidativa quando comparados aos demais tratamentos,
independentemente do tempo de estocagem. Assim como nao houve diferenca

significativa (p > 0,05) entre OS e Tocoferol.

A Mistura apresentou maior estabilidade oxidativa que OS e Tocoferol. Os
tratamentos contendo extrato de hibisco apresentaram maiores valores de
estabilidade  oxidativa quando comparados aos demais tratamentos,
independentemente do tempo de estocagem. Assim como nao houve diferenca

significativa (p > 0,05) entre OS e Tocoferol.

5.2.5 Perfil de tocoferdis

Observa-se pela Tabela 6 que houve uma reducéo dos isbmeros de tocoferois
ao longo do periodo de estocagem e o isémero B-tocoferol ndo foi detectado.

Embora o Tocoferol tenha apresentado maiores teores do isdmero a-tocoferol,
0 Extrato expressou maior eficiéncia na retencédo deste isomero (96%) ao final da
estocagem. Embora a-tocoferol € considerado o principal contribuinte para a
atividade de vitamina E; o y-tocoferol é considerado um antioxidante mais eficiente
(AMAROWICZ; PEGG, 2008).

Para o isdmero y-tocoferol, o Extrato e a Mistura demonstraram maiores taxas
de retencdo, 99 e 96%, respectivamente. Ao final da estocagem, o Extrato diferiu
significativamente (p < 0,05) entre os tratamentos, com maior teor de y-tocoferol.

Entretanto, para o isbmero &-tocoferol, OS e Tocoferol apresentaram maiores

teores de d-tocoferol aos 12 dias de estocagem.



Tabela 6 — Médias de tocoferdis para a interacdo tratamentos x tempos de

estocagem a 60°C.

Andlises / Tempos de estocagem (dias) %
Tratamentos 0 6 12 retencéo
a-tocoferol (mg/kg)
oS 38,62 £ 0,01¢ 35,29 + 0,01P" 18,00 + 0,01°¢ 46,6
Tocoferol 184,76 £ 0,014 149,53 + 0,01"> 94,04 + 0,044¢ 50,9
Extrato 38,28 + 0,02¢ 37,77 £ 0,01¢° 36,75 + 0,02¢¢ 96
Mistura 170,74 £ 0,022 149,08 + 0,01B> 58,53 + 0,01B¢ 34,3
y-tocoferol (mg/kg)
oS 161,60 + 0,0182 153,43 £ 0,01¢» 149,95 + 0,01B¢ 92,8
Tocoferol 179,51 +0,01%* 157,33+ 0,01 145,30 + 0,03¢¢ 80,9
Extrato 154,61 + 0,01°2 153,97 £ 0,01B> 153,38 + 0,16/ 99,2
Mistura 155,63 + 0,01°@ 152,64 + 0,04P> 149,54 + 0,088 96,1
o-tocoferol (mg/kg)
oS 51,33 +0,01¢ 50,38 + 0,01Bb 46,94 + 0,0468¢ 91,4
Tocoferol 54,18 + 0,014 51,42 + 0,034 49,38 + 0,014¢ 91,1
Extrato 51,48 £ 0,01 44,42 + 0,05 43,90 + 0,01 85,3
Mistura 52,22 + 0,012 47,40 + 0,01 46,20 £+ 0,01 88,5
Totais (mg/kg)
oS 251,55 +0,01°@ 239,11 +0,03°* 214,90 + 0,11P° 85,4
Tocoferol 418,25 + 0,017 358,28 + 0,01*° 288,72 + 0,08*° 69,0
Extrato 244,38 £ 0,03P2 236,17 £ 0,02°° 234,03 + 0,45 95,7
Mistura 378,59 £ 0,058 349,13 + 0,07%° 254,27 + 0,015¢ 67,2
Vitamina E*
oS 61,12 £ 0,01¢2 56,67 + 0,01P° 38,88 + 0,01°F¢ 63,6
Tocoferol 209,73 +£0,01%& 171,45+ 0,01~* 114,30 + 0,05%¢ 54,5
Extrato 59,84 + 0,02P 59,18 + 0,01 58,06 + 0,04¢¢ 97,0
Mistura 192,44 +0,0382 170,33 £ 0,018 79,35+ 0,015¢ 41,2

OS: dleo de soja; Tocoferol: 6leo de soja + 300 mg/kg de a-tocoferol; Extrato: 6leo de soja +
300 mg/kg de fendlicos; Mistura: 6leo de soja + 300 mg/kg de a-tocoferol + 300 mg/kg de
fendlicos. Médias + desvios padrées seguidas de mesmas letras mindsculas nas linhas néo
diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + desvios padrbes seguidas de mesmas
letras mailsculas nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

*Vitamina E (mg/kg) = a-tocoferol + (B-tocoferol + y-tocoferol) x 0,25 + d-tocoferol x 0,01
(KORNSTEINER; WAGNER; ELMADFA, 2006).
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Silva e Jorge (2014) avaliaram a retencdo de tocoferdis no Oleo de soja
adicionado de extratos de cogumelos e antioxidantes sintéticos, e concluiram que o
tratamento com extrato de cogumelo A. blazei e com TBHQ foram os mais eficazes
na retencédo de B, y e 6-tocoferol. O a-tocoferol foi o isdbmero menos resistente ao
periodo de estocagem.

Em relacdo aos tocoferdis totais houve uma reducdo em funcdo do tempo de
estocagem. Tocoferol e Mistura apresentaram o0s maiores valores. O Extrato
destacou-se na retencdo dos tocoferdis totais (95%) ao final da estocagem, similar
ao estudo de Ramalho e Jorge (2008) que avaliaram o 6leo de soja adicionado de
extrato de alecrim (1000 mg/kg) submetido a 10 horas de termoxidacédo, e
concluiram que o alecrim apresentou boa eficiéncia em proteger o 6leo de soja (95%
de retencdo de tocoferdis totais).

Observa-se que os teores de vitamina E decairam significativamente ao longo
do tempo de armazenamento. A vitamina E atua como antioxidante ndo enzimatico,
sendo o a-tocoferol o antioxidante capaz de interromper as reagdes de oxidacao
lipidica agindo diretamente na remoc¢&o dos radicais livres, conferindo protecdo dos
acidos graxos das membranas celulares e lipoproteinas.

Dentre os tratamentos, o Tocoferol e Mistura foram os que apresentaram
maiores teores de vitamina E. Porém, a Mistura ndo promoveu sinergia entre 0s
antioxidantes naturais, jA& que apresentou valor inferior de vitamina E quando

comparado ao Tocoferol.

5.3 Analises no 6leo de hibisco

5.3.1 Teor lipidico

O teor de Oleo das sementes de hibisco foi de 20%, similar ao estudo de
Mohamed et al. (2007) que encontraram rendimento de 19% para o 6leo de hibisco.
As sementes de uva possuem menor teor de 6leo presentes quando comparados a
semente de hibisco, sendo 14% (PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013).

O 6leo de sementes de hibisco € liquido, em temperatura ambiente, apresenta

coloracdo esverdeada e é considerado um alimento valioso j& que apresenta

conteudo proteico e caldrico e quantidades substanciais de fibras e micronutrientes
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(Figura 16). Sdo compostos predominantemente de acidos oleico e a-linolénico,
além dos fitosterois, responsaveis pela reducéo do colesterol dietético (NYAM et al.,
2009).

Figura 16 — Oleo de hibisco.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3.2 Clorofila

O teor de clorofila presente no 6leo de hibisco foi de 21,24 mg/kg, elevado
quando comparado ao Oleo de abacate, 18,96 mg/kg, e ao azeite de oliva, 13,53
mg/kg, ambos com coloracao esverdeada (JORGE et al., 2015; NORA et al., 2016).

A quantidade de clorofila presente no 6leo de hibisco é considerada alta, ja
que o Oleo apresenta coloracdo esverdeada, porém isso pode influenciar na
qualidade do 6leo ja que a clorofila em grandes concentragdes pode atuar como proé-

oxidante, reduzindo a estabilidade oxidativa e a vida de prateleira.

5.3.3 Perfil de acidos graxos

A porcentagem de acidos graxos insaturados totais no 6leo de hibisco foi de
1,6 vezes maiores que os saturados. O 6leo de sementes de hibisco consiste em
38,46% de gorduras saturadas e 61,54% de &cidos graxos insaturados.

Os principais acidos graxos saturados encontrados no 6leo de hibisco foram o
palmitico e o estearico como pode ser observado na Tabela 7. Este resultado é

coerente jA que o palmitico é o acido graxo saturado mais encontrado nos 6leos
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vegetais (ORSAVOVA et al., 2015).

Tabela 7 — Médias de acidos graxos para o 6leo de hibisco.

Acidos graxos %
Palmitico (16:0) 33,37 +0,13
Estearico (18:0) 5,10 £ 0,01
Oleico (C18:1n9c) 26,10 + 0,08
Linoleico (C18:2n6c) 35,04 + 0,06
a-linolénico (C18:3n3) 0,41 + 0,01

Oleico/linoleico 0,74
Saturados 38,46 + 0,13
Insaturados 61,54 £0,13

SAT/INS 1/1,60

Médias * desvios padrfes das analises em duplicata.

A gualidade dos Oleos vegetais comestiveis é determinada pela quantidade e
composicdo em acidos graxos insaturados. Dentre os acidos graxos insaturados
presentes, 0os majoritarios foram o acido linoleico, oleico e a-linolénico. A presenca
de acidos graxos essenciais, como o acido linoleico e o a-linolénico sdo muito
importantes nutricionalmente ja que sao responsaveis por varias funcbes no
organismo, como a manutencdo da membrana celular, funcéo cerebral, sintese de
hemoglobina e na divisdo celular. Estes acidos graxos essenciais nao Ssao
sintetizados pelo organismo, sendo necessario serem adquiridos pela dieta
(MEINHART et al., 2017).

E quanto maior a quantidade de acido oleico em relacao ao linoleico, melhor a
qualidade do dleo, contribuindo nutricionalmente para reducdo do colesterol total,
LDL e triglicérides (RASTOGI et al., 2004). No presente estudo o valor da relagédo
oleico/linoleico foi de 0,74, maior quando comparado ao 0Oleo de feijdo preto, na qual
a relacdo oleicol/linoleico foi de 0,58 (UMEDA; LUZIA; JORGE, 2018) e inferior ao
Oleo de abacate, 45,6 (JORGE et al., 2015). A relacdo entre o teor de acido oleico e
linoleico é indicativo de qualidade do 6leo, pois quanto maior a quantidade de acido
poli-insaturado em relacdo ao mono-insaturado, menor € a vida de prateleira e a
formacéo do colesterol LDL.

Mohamed et al. (2007) avaliaram a caracterizacao e atividade antioxidante do
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Oleo de hibisco extraido pelo método de Soxhlet e obteve maiores teores de acidos
oleico, 28,67%, e linoleico, 40,10%, ao comparar com este estudo.

Assim como Umeda, Luzia e Jorge (2018) avaliaram os compostos bioativos
do dleo de feijdo em diferentes tratamentos e verificaram mais de 50% de &cidos
graxos insaturados presentes. O alto teor de acidos graxos insaturados também
presentes no 6leo de hibisco € consistente com a alta quantidade de antioxidantes
presentes, além da presenca de fitosterdis e tocoferodis (Tabela 9 e 10). E uma
importante fonte de &cidos graxos poli-insaturados, fibras e proteinas que séo
responsaveis pela reducdo na absorcdo do colesterol e do risco de doencas
cardiovasculares (HAINIDA et al., 2008).

Comparando a relacdo entre o total de acidos graxos saturados e insaturados
deste trabalho pode-se observar que foi inferior aos citados por Malacrida, Kimura e
Jorge (2012) para os Oleos de sementes de laranja (1/2,08), limdo (1/2,96) e
tangerina (1/2,40).

A capacidade antioxidante também é considerada um dos fatores
responsaveis pelo efeito hipocolesterolémico, porém, neste estudo, as sementes ndo

tiveram resultados satisfatorios quanto ao seu efeito antioxidante.

5.3.4 Perfil de fitosterois

Os fitosterois exercem diversas fungées como, por exemplo, a reducdo de
colesterol e propriedades antiinflamatérias, antibacterianas, antifungicas,
antiulcerativas e antitumorais (MOHAMED et al., 2007).

De fato, cerca de 95% dos fitosterois totais encontrados nos alimentos séo
compostos de [(-sitosterol, campesterol e estigmasterol (YANG, 2009). Dentre os
isbmeros de fitosterdis que foram detectados no 6leo de hibisco, o B-sitosterol foi o
mais abundante, representando 27,71%, assim como na maioria dos 6leos vegetais
(Tabela 8). Yang (2009) avaliou o teor de fitosterdis em diversos tipos de castanhas
e 0 [-sitosterol também foi o isbmero em maior concentragdo, seguidos pelo

campesterol e estigmasterol.
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Tabela 8 — Médias de fitosterois para o 6leo de hibisco.

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

Médias + desvios padrdes das analises em duplicata.

5.3.5 Perfil de tocoferois

O isébmero B-tocoferol ndo foi identificado no 6leo de hibisco como pode ser
observado na Tabela 9. Em contrapartida, o a-tocoferol foi o isbmero que apresentou
maior quantidade, seguido pelo y-tocoferol. Semelhante ao estudo de Yang (2009)
que avaliou o teor de tocoferbéis de diferentes tipos de castanhas (améndoa,
castanha do Brasil, nozes, macadamia, amendoim, pistache) também ndo encontrou

B-tocoferol, e apenas dois isdbmeros foram detectados, o a- e y-tocoferol.

Tabela 9 — Médias de tocoferois para o 6leo de hibisco.

Tocoferodis 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

Médias + desvios padrdes das analises em duplicata.
*Vitamina E (mg/kg) = a-tocoferol + (B-tocoferol + y-tocoferol) x 0,25 + &-
tocoferol x 0,01 (KORNSTEINER; WAGNER; ELMADFA, 2006).

Esta classe de isbmeros, além de atuar como antioxidante para proteger o
alimento da oxidacdo e consequentemente conferir estabilidade, ainda é capaz de
promover inumeros beneficios a saude humana, por meio de sua atividade de
vitamina E. A vitamina E é uma vitamina lipossolUvel responsavel pelo combate ao
envelhecimento celular, ja que retarda os danos causados pelos radicais livres, além
de prevenir doencgas cardiovasculares e degenerativas (PEH et al., 2016).

O teor de tocoferdis evidenciado pelo Oleo de hibisco pode ser convertido
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para 371,44 mg/kg de vitamina E expressa em a-tocoferol, por ser o isbmero que
apresenta a maior atividade de vitamina E em organismos vivos. Segundo as Dietary
Reference Intakes (INSTITUTE DE MEDICINE, 2000), a ingestdo diaria
recomendada 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 hibisco pode ser

considerado fonte dessa vitamina.
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6 CONCLUSOES

O extrato de calices de hibisco apresentou maiores teores de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante (métodos DPPH e FRAP) em relacdo ao
extrato de sementes. Pelo método B-caroteno/acido linoleico, ndo houve diferenca
significativa entre os extratos de calices e sementes.

Dentre os tratamentos, o Extrato promoveu maior eficiéncia na inibicdo da
formacdo de compostos primarios e secundarios da oxidagdo lipidica, e
proporcionou elevada estabilidade oxidativa ao 6leo de soja quando comparado com
o a-tocoferol. Porém, ndo se observou efeito sinergistico entre os antioxidantes
naturais.

Ainda, o Extrato promoveu maior retencdo de tocoferdis, principalmente dos
isdmeros a- e y-tocoferol, que apresentaram maior estabilidade durante a estocagem
acelerada em estufa.

Dentre os antioxidantes naturais estudados, o extrato de hibisco apresentou
maior atividade antioxidante e capacidade em retardar a oxidacgéo lipidica do dleo de
soja durante a estocagem acelerada em estufa.

Embora o 6leo de hibisco ndo tenha demonstrado valores relevantes de

fitosterdis, apresentou clorofila, vitamina E e tocoferdis totais.
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APENDICES

Apéndice 1 — Andlises de variancia para atividade antioxidante representada pelos métodos DPPH, FRAP e B-

caroteno/acido linoleico para os extratos de calices e sementes de hibisco.

Quadrados médios

Fator de variacéo G.L.

DPPH FRAP B-caroteno/acido linoleico
Tratamentos 1 1755,6100** 20193,8310** 1,8360"
Residuo 2 0,5252 0,0010 14,5863
Desvio padréao 0,7200 0,0300 3,8200
Coeficiente de variacéo (%) 1,58 0,04 9,01

**teste significativo (p < 0,01).
"Sndo significativo
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Apéndice 2 — Andlises de variancia para determinacao de indice de peroxidos (IP), indice de p-anisidina (I1A), valor total de

oxidacao (Totox) e estabilidade oxidativa (EO).

Quadrados médios

Fator de variacao G.L.

IP IA Totox EO
Tratamentos 3 1188,6007** 26,0503** 5472,0600** 31,8836**
Tempos 2 2151,7012** 17,9752** 9408,4973** 25,5417*
Tratamentos x tempos 6 435,0852** 2,9123** 1879,6452** 1,2494**
Residuo 12 0,2179 0,0778 0,8841 0,0120
Desvio padréao 0,47 0,28 0,94 0,11
Coeficiente de variagcéo (%) 2,83 5,83 2,49 5,42

**teste significativo (p < 0,01).
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Apéndice 3 — Analises de variancia para determinacao do perfil de tocoferois.
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Quadrados médios

Fator de variacéo G.L.

a-tocoferol y-tocoferol o-tocoferol Totais Vit E
Tratamentos 3 20457,0915** 76,1875** 26,5159** 22627,9125** 20620,5358**
Tempos 2 6780,0915** 362,5434** 67,881** 11584,9924** 7188,5432**
Tratamentos x tempos 6 1578,7027** 110,1783** 3,5345** 2004,7139** 1629,2795**
Residuo 12 0,0139 0,0287 0,0156 0,0726 0,0169
Desvio padrdo 0,12 0,17 0,12 0,27 0,13
Coeficiente de variacéo (%) 0,14 0,11 0,25 0,09 0,12

**teste significativo (p < 0,01).



