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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da matéria insaponificavel do 6leo
de palma, comparada com o a-tocoferol, na estabilidade oxidativa de 6leo de soja
sob estocagem acelerada em estufa. O 6leo da polpa dos frutos da palma (Elaeis
guineensis), maduros e desidratados, foi extraido por prensagem a frio e avaliado
quanto as suas caracteristicas quimicas, propriedades bioativas e acédo antioxidante.
A matéria insaponificavel foi obtida por meio da saponificagdo com KOH 50% e
lavagem para retirada dos sabdes formados. Os antioxidantes naturais, a-tocoferol
comercial (T) e a matéria insaponificavel do éleo de palma (M), foram aplicados ao
Oleo de soja na concentragao de 200 mg/kg. O éleo de soja refinado (OSR) foi obtido
do comércio local, e purificado (OSP) por percolagdo em coluna aberta contendo
alumina, para eliminar interferentes. Os tratamentos: OSR, OSRT, OSRM, OSP,
OSPT e OSPM foram submetidos a estocagem acelerada em estufa (60 °C/20 dias)
e avaliados quanto a sua qualidade fisico-quimica e retencdo de compostos
bioativos. As caracteristicas quimicas e propriedades bioativas do 6leo de palma
estavam em conformidade com a literatura e com a legislagdo, além de ter
apresentado boa capacidade antioxidante. O 6leo de soja purificado sofreu maior
degradagao do que o 6leo de soja refinado, devido a retirada de seus antioxidantes
naturais durante o processo da purificagdo. A adicdo da matéria insaponificavel
auxiliou na preservacao da qualidade fisico-quimica dos 6leos de soja refinado e
purificado, reduzindo a formacao de peroxidos e dienos conjugados. Foi capaz de
fornecer carotenoides totais e preservou parte dos tocoferois e fitosterdis. Concluiu-
se que a matéria insaponificavel do 6leo de palma foi capaz de retardar o
aparecimento de produtos de degradagao no dleo de soja, impedindo parcialmente a

deterioragdo dos compostos bioativos presentes.

Palavras-chave: Antioxidantes naturais. Matéria insaponificavel. Oleo de palma.

Estabilidade oxidativa. Propriedades quimicas e bioativas.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of palm oil unsaponifiable matter,
compared to a-tocopherol, on oxidative stability of soybean oil under accelerated
storage in oven. The oil from the palm fruits pulp (Elaeis Guineensis), mature and
dehydrated, was extracted by cold pressing and evaluated as to their chemical
characteristics, bioactive properties and antioxidant action. The unsaponifiable matter
was obtained by saponification with 50% KOH, and washing to remove the soap
formed. Natural antioxidants, commercial a-tocopherol (T), and the unsaponifiable
matter of palm oil (M) were applied to soybean oil at a concentration of 200 mg/kg.
Refined soybean oil (OSR) was obtained from local businesses, and purified (OSP)
alumina column to remove interferents. Treatments: OSR, OSRT, OSRM, OSP,
OSPT and OSPM were subjected to accelerated storage in oven (60 °C/20 days) and
evaluated for their physicochemical quality and retention of bioactive compounds.
The chemical and bioactive properties of palm oil were in line with the literature and
the legislation, besides showing good antioxidant capacity. The purified soybean oil
suffered more degradation than refined soybean oil due to the removal of the natural
antioxidants during the purification process. The addition of unsaponifiable matter
helped the preservation of the physicochemical quality of refined and purified
soybean oils, reducing the formation of peroxides and conjugated dienes. It was able
to provide carotenoids and preserved portion of phytosterols and tocopherols. It was
found that the unsaponifiable matter of palm oil was able to retard the appearance of
degradation products in soybean oil, partially preventing the deterioration of bioactive

compounds.

Keywords: Natural Antioxidants. Unsaponifiable matter. Palm oil. Oxidative stability.

Chemical and bioactive properties.
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1. INTRODUGCAO

Os 6leos vegetais apresentam elevado grau de insaturagdo devido a
presenga de acidos graxos mono e poli-insaturados em sua composicéo, fato que
caracteriza seu baixo ponto de fusdo e sua alta susceptibilidade a processos
oxidativos, os quais irdo ocasionar a degradagao dos lipidios e a consequente
formacgao de odor, sabor e viscosidade desagradaveis ao paladar humano.

Além da qualidade sensorial, as qualidades nutricional e funcional também
sdo afetadas pela autoxidagdo, principalmente pela perda de &acidos graxos
essenciais, carotenoides, tocoferois, tocotriendis e de fitosterdis, e pela formacgao de
substancias toxicas. Para minimizar esta deterioracdo dos 6leos vegetais, deve-se
evitar o contato com o oxigénio atmosfeérico, utilizar baixas temperaturas e diminuir a
incidéncia de luz. Outra forma de controlar a oxidagdo se da por meio da utilizagao
de compostos com capacidade de desacelerar os processos oxidativos e hidroliticos,
os antioxidantes, de origem sintética ou natural.

Os antioxidantes sintéticos sdo compostos desenvolvidos em laboratdrio
para aplicagéao em alimentos com o objetivo de aumentar sua vida de prateleira. Por
muitos anos, eles tém sido largamente utilizados como aditivos alimenticios. Porém,
estudos tém demonstrado que o uso continuo destes compostos pode acarretar um
efeito toxico e também carcinogénico ao organismo humano.

Devido a este fato, pesquisadores tém buscado cada vez mais extrair
antioxidantes naturais de fontes vegetais para substituir os sintéticos e preservar a
saude do consumidor. Estes compostos presentes em alimentos de origem vegetal
podem ser de origem fendlica ou polifendlica, tocoferdis e tocotriendis, vitaminas,
enzimas e carotenoides; atuam na estabilizacdo dos radicais livres e sao os
responsaveis pelas propriedades preventivas de doengas.

Os tocdis, substancias precursoras da vitamina E, classificam-se em
tocoferdis e tocotriendis, e sdo os antioxidantes naturais mais estudados e aplicados
em alimentos para prevenir alteragbes oxidativas. Também exercem fungao
antioxidante em organismos vivos, e existem na forma de quatro isbmeros ativos: a-,
B-, v, e &-tocdis. Dentre os tocoferois, o de maior atividade in vitro € o &-tocoferol; in

vivo, 0 mais ativo é o a-tocoferol, por possuir maior atividade de vitamina E. O a-
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tocoferol, além de ser um constituinte natural de alguns alimentos, também pode ser
extraido e comercializado para aplicacdo em outros produtos alimenticios sem perda
da sua fungao antioxidante. O tocotrienol mais ativo € o y- tocotrienol, possui a maior
atividade antioxidante dentre os seus isbmeros, além de seu poder
anticarcinogénico. A maior fonte de tocotriendis € o 6leo de palma bruto, o que o
torna um alimento com alegagdes de funcionalidade, e a sua adigdo a dieta pode
prevenir doencgas e impedir o envelhecimento celular.

Recentemente, a matéria insaponificavel de 6leos vegetais tem sido alvo de
pesquisas cientificas e das industrias, por conter substancias com poder
antioxidante tais como carotenoides, hidrocarbonetos, tocois, esterdis, alcoois
terpénicos e outros compostos fendlicos, capazes de retardar o processo oxidativo
em alimentos. Além disso, os componentes da matéria insaponificavel apresentam
capacidade bioativa, podendo atuar na prevenc¢ao do envelhecimento celular, e de
doencas cardiovasculares e degenerativas.

Desta forma, o azeite de dendé, muito difundido na culinaria baiana, tornou-
se alvo deste trabalho por possuir matéria insaponificavel rica em fitosterdis,
tocoferdis, tocotriendis e carotenoides, compostos bioativos com excelentes
propriedades antioxidantes. Considerando-se o elevado consumo de 6leo de soja no
Brasil, utilizado principalmente no preparo de alimentos, o interesse em preservar
seus compostos bioativos e a tendéncia pelo uso de antioxidantes naturais, fez-se
necessario o estudo do potencial antioxidante da matéria insaponificavel do éleo de
palma comparada com o a-tocoferol comercial, quando adicionada em éleo de soja

submetido a estocagem acelerada em estufa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da matéria insaponificavel
do 6leo de palma, comparada com o a-tocoferol comercial, na estabilidade oxidativa

de 6leo de soja sob estocagem acelerada em estufa.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar o 6leo da polpa dos frutos da palma, extraido por prensagem a frio,
quanto a sua composi¢cao quimica, presenca de compostos bioativos e atividade
antioxidante para avaliar seu potencial como antioxidante natural;

e Avaliar a estabilidade oxidativa dos O6leos de soja refinado e purificado
adicionados da matéria insaponificavel do 6leo de palma em comparagdo com o
a-tocoferol comercial, submetido ao teste acelerado em estufa, por meio das suas

propriedades bioativas.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Lipidios

Os lipidios formam uma das trés principais classes de macronutrientes, ao
lado das proteinas e dos carboidratos. Entretanto, possuem uma caracteristica
incomum, que os diferencia dos demais constituintes dos alimentos: a insolubilidade
em agua e solubilidade em solventes organicos (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE,
2009).

Eles podem ser classificados em lipidios simples, ou insaponificaveis, como
os acidos graxos livres, esterois, carotenoides, monoterpenos e tocoferodis; e em
saponificaveis, dentre eles citam-se os mono, di e triacilglicerois, e os fosfo e
glicolipidios (OWUSU-APENTEN, 2004).

Outra abordagem bastante usual classifica os lipidios em relagdo a
polaridade de suas moléculas, os polares possuem caracteristica anfifilica devido a
presenca de uma cabeca polar, hidrofilica e uma cauda apolar, lipofilica, em sua
estrutura (Figura 1) e sdo exemplificados pelos fosfolipidios. Os apolares sao
representados pelos acidos graxos livres, mono, di e triacilglicerdis. As distingdes em
suas estruturas moleculares ocasionam propriedades fisico-quimicas e funcionais
diferentes (DEMAN, 2013).

Figura 1. Estrutura de lipidios polares.
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Os principais componentes dos lipidios sdo os acidos graxos, compostos
constituidos por uma cadeia alifatica e um grupo &cido carboxilico. Acidos graxos de
ocorréncia natural possuem, em sua maioria, numero par de carbonos, devido ao
processo biolégico de alongamento da cadeia, que se da pela adicdo de dois
carbonos por vez. No entanto, existem acidos graxos com quantidade impar de
atomos de carbono em lipidios de origem microbiana e animal. A presenca de uma
ou mais duplas ligagbes na cadeia lipidica torna o acido graxo insaturado, caso
contrario, ele é saturado (MCCLEMENTS; DECKER, 2008).

A configuracdo natural em moléculas de acidos graxos insaturados é a
posigao cis, em que os atomos de carbono estdo do mesmo lado da ligagao dupla.
Em acidos graxos poli-insaturados, as duplas ligagdes séo separadas por um grupo
metileno. Contudo, as moléculas podem sofrem mudangas em sua conformagao
pela acdo de diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, os quais dao origem a
posigao frans, com carbonos em lados opostos; e a duplas ligagbes conjugadas
(Figura 2) (AKOH; MIN, 2008).

Figura 2. Acidos graxos cis e trans, e duplas ligacdes isoladas e conjugadas.

= COOH
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3.2. Oleos e gorduras

Os dleos e as gorduras sao utilizados ha muito tempo, por diversos povos
antigos, como os arianos na india, que ofereciam manteiga para seus deuses, ou
como os hindus, que ungiam seus corpos com Oleo antes do banho. O uso em
preparacdes alimenticias também era feito, tanto para a conservacao, quanto para o
cozimento dos alimentos (CHAKRABARTY, 2009).
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Sé&o de extrema importancia para a nutrigdo humana, cada grama de 6leo ou
gordura ingerida contribui com 9 kcal, e funcionam como reserva energética para o
organismo (MERRIL; WATT 1973). Representam ainda boas fontes de vitaminas
lipossoluveis — A, D, E e K, acidos graxos essenciais — 6megas 3 e 6, e esterdis.
Além de contribuirem para o aumento da palatabilidade, proporcionando sabor,
aroma, e textura agradaveis aos alimentos (HO et al., 2013).

Por outro lado, o consumo excessivo de alimentos ricos em lipidios pode
acarretar problemas na saude do individuo, como obesidade, hipertenséo,
surgimento de doencgas cardiovasculares e cancer (PRZYBYLSKI; MCDONALD,
1995).

Os alimentos lipidicos podem ser 6leos ou gorduras, e sao diferenciados por
seu estado fisico a temperatura ambiente, sendo os primeiros, liquidos, e os ultimos,
sélidos. Existem algumas gorduras vegetais que recebem a denominagdo de
manteigas, como a manteiga de cacau e a de babacu. A nomenclatura azeite é
utilizada para 6leos provenientes da polpa de frutos como o abacate, a oliva e o
dendé (SHAHIDI, 2005).

Este fato se deve ao ponto de fusdo do composto lipidico, o qual possui
relagédo direta com a quantidade de duplas ligagées nas moléculas de acidos graxos
insaturados, com o teor destes no composto lipidico e com o tamanho da cadeia
carbonica (LAWSON, 1995).

Oleos e gorduras sdo majoritariamente constituidos por triacilglicerdis,
compostos formados pela esterificagdo de uma molécula de glicerol com trés

moléculas de acido graxo, como exemplifica a Figura 3.

Figura 3. Reacao de esterificagcao, formacao do triacilglicerol.
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Os componentes minoritarios dos oOleos e gorduras sao os fosfolipidios,
glicolipidios, esterois, carotenoides, tocoferois, tocotriendis e esqualeno. Reacdes de
degradacao, principalmente a hidrolise, ocasionam o rompimento das ligagdes éster,
e formam di, monoacilgliceréis e acidos graxos livres, os quais também séao
constituintes da fracdo minoritaria das matérias graxas (GUNSTONE; HARWOQOOD,
2012).

Devido a elevada quantidade de duplas ligagdes, os 6leos vegetais sao
susceptiveis a degradacao por agentes fisicos, quimicos e microbioldgicos, por isso,
neles estdo naturalmente presentes compostos com agéo protetora que impedem
sua alteragdo (OETTERER; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006).

As principais matérias-primas para obtenc¢ao de 6leo sdo babacgu, gergelim,
palma/palmiste, amendoim, canola, sementes de girassol, oliva, algodao, soja e
milho. Seus teores lipidicos estdo dispostos na Tabela 1. Recentes pesquisas tém
buscado fontes alternativas para obtencdo de d6leo com qualidade nutricional e
tecnolégica, dentre estas fontes estdo as sementes de frutos convencionais
(MALACRIDA; JORGE, 2013; VERONEZI; JORGE, 2012), de frutos exéticos (DIAS,
LUZIA, JORGE, 2013; LUZIA; JORGE, 2013) e de castanhas e nozes (COSTA-
SINGH; JORGE, 2012).

O aumento da consciéncia da populacdo em relagao a alimentacdo saudavel
vem diminuindo o consumo de gorduras de origem animal e elevando a ingestao de
Oleos vegetais. Em 2009, no Brasil, cada pessoa consumiu 7,1 kg de dleos vegetais
(IBGE, 2009).

O consumo mundial total atingiu cerca de 100 milhdes de toneladas,
representando um aumento de 62,5% em relagdo ao consumo registrado no ano
2000. Dessa forma, a demanda na producdo de Oleos vegetais também esta
crescendo. Desde 2000, a produgdo mundial de 6leos vegetais sofreu uma elevagao
de cerca de 80%, com aproximadamente 130 milhdes de toneladas produzidas
(ROSILLO-CALLE; PELKMANS; WALTER, 2009).

As principais matérias-primas utilizadas na produg¢ao de 6leos s&o a soja, o
6leo mais consumido no mundo, e a palma, representando, respectivamente, 22,6 e
18% do total de 6leo produzido mundialmente (PRABHAKARAN NAIR, 2010).
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Tabela 1. Teor lipidico de oleaginosas utilizadas

nas industrias de alimentos.

Oleaginosa Teor lipidico (%)
Babacu 65 — 68
Gergelim 50 - 55
Palma 45 - 50
Palmiste 45 - 50
Amendoim 45 - 50
Canola 40 — 45
Semente de girassol 35-45
Oliva 25-30
Algodao 18 - 20
Soja 18 — 20
Milho 3-5

Fontes: Chakrabarty, 2009; Gunstone, 2002.

3.3. Oleo de soja

A soja € um dos cultivos mais antigos conhecidos pelo homem, e surgiu na
China, ha cerca de 4500 anos. A espécie selvagem Glycine soja € um ancestral da
espécie cultivada atualmente em todo o mundo, a Glycine max. A distribuicdo desta
espécie primitiva é limitada a China, Japao, Coreia, extremo oriente da Russia e
leste da Asia. Era conhecida como “Shu”, nome que pode ser encontrado em antigos
livros chineses. O primeiro indicio da palavra “soja” foi encontrado em ossos e
cascos de tartarugas pertencentes as dinastias Yin e Shang (SINGH, 2010).

O primeiro cultivo de soja no Brasil data de 1882, na Bahia. Em 1908,
imigrantes japoneses trouxeram sementes de soja em sua bagagem. Em 1920
colonizadores trouxeram sementes de soja para o Rio Grande do Sul e se tornaram
os primeiros agricultores de soja do sul do pais. Sua expansao ocorreu por volta dos
anos 70, por interesse da industria de alimentos e pela demanda internacional
(SHURTLEFF; AOYAGI, 2009).

Desde entdo, seu mercado cresceu, de forma que a projecao para a
produgao mundial em 2014 chegou a 284 milhdes de toneladas de graos de soja e

44,6 milhdes de toneladas de 6leo de soja. O Brasil € o maior produtor de soja do
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mundo, com produgéo projetada de, aproximadamente, 88 milhdes de toneladas de
soja para 2014. No mesmo ano, serdo produzidos, no Brasil, 7,1 milhdes de
toneladas de o6leo de soja, ficando atras dos Estados Unidos, apenas (USDA,
2014a).

O gréo de soja seco possui elevado teor de proteina, em torno de 40%,
razao pela qual é utilizado como fonte de proteinas por individuos com alergia ou
intolerancia a proteinas de origem animal, e por vegetarianos. Este cereal também
fornece consideravel aporte de carboidratos e minerais, aproximadamente 34 e 5%,
respectivamente. A fracao lipidica corresponde a 20%, porcao de interesse para as
industrias de extragao e refino de 6leo (SHURTLEFF; AOYAGI, 2013). Este gréo é o
unico, dentre as sementes de oleaginosas, que possui um teor lipidico relativamente
baixo, em relagao ao teor de proteinas (ERICKSON; WIEDERMANN, 1990).

Devido a presenca de compostos funcionais em sua composigdo, a soja é
considerada um alimento com alegacbes de funcionalidade, cuja ingestéo
proporciona beneficios a saude e também a prevencao de doencas. Este grao pode
atuar no tratamento da hipertensdo devido a sua elevada concentragdo de potassio,
e prevenir o cancer de mama, a osteoporose, e doencas cardiovasculares devido a
presencga de isoflavonas. Seu conteudo de tocoferois e de lecitina pode prevenir o
aparecimento das doencas de Alzheimer e de Parkinson, e sua composicido de
fitosterdis € capaz de reduzir os niveis de lipoproteina de colesterol de baixa
densidade (LDLc) (KUMAR; RANI; CHAUHAN, 2010).

3.3.1. Propriedades fisico-quimicas e composicao

O odleo de soja bruto possui coloracdo amarelo-escura, elevadas viscosidade
e turbidez, fatores que se devem a presenga de pigmentos naturais, substancias
emulsificantes e impurezas. Trata-se de um Oleo resistente a cristalizagdo em
temperaturas de refrigeracdo, e dessa forma, ideal para saladas (Tabela 2).
Entretanto, € altamente susceptivel a reag¢des oxidativas por ser poli-insaturado
(O’BRIEN, 2010).

Os triacilglicerdis representam de 95 a 97% do 6leo de soja bruto, os demais
componentes sao 1,5 a 2,5% de fosfolipidios, 1,6% de matéria insaponificavel e
tracos de metais (HAMMOND et al., 2005).

Na composicado de triacilgliceréis do oleo de soja, prevalecem compostos

contendo dois ou mais acidos graxos insaturados (Tabela 3). Moléculas de acido
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palmitico e acido estearico possuem maior afinidade pela posicao n-1 dos
triacilglicerdis, do que pela n-2; o acido linoleico apresenta forte associagdo com a
posicdo n-2; enquanto que o acido oleico é indiferente. Esta conformagao permite
maior prote¢cdo contra o ataque de espécies reativas causadoras da degradacéao
oxidativa (WEISS, 1983).

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do 6leo de soja bruto.

Caracteristica Valores
Densidade, 25 °C 0,917 — 0,921
indice de refracdo, 25 °C 1,470 — 1,476
indice de iodo (g 12/100 g) 123 - 139
indice de saponificagdo (mg KOH/g) 189 — 195
Matéria insaponificavel (%) 06-1,6
Ponto de fusao (°C) (-20) — (-23)
Cold test (h) 25
Estabilidade oxidativa, 110 °C, 20 L/h (h) 22-33

Fonte: O’Brien, 2010.

E um odleo altamente insaturado, cujos acidos graxos mono e poli-
insaturados, em conjunto, constituem mais de 80% da fragéo lipidica, sendo que, os
acidos linoleico e linolénico representam, respectiva e aproximadamente, 53 e 8%
do total de acidos graxos (Tabela 3). Embora sejam acidos graxos essenciais, de
extrema importancia nutricional, eles tornam o 6leo mais susceptivel a alteragdes
degradativas, diminuindo a estabilidade frente a oxidagdo (WANG, 2011).

Os compostos minoritarios presentes no 6leo de soja s&o constituidos por
acidos graxos livres, mono e diacilglicerdis, resultantes de reagdes de degradacgao;
fosfolipidios, utilizados para producgao de lecitina, um subproduto do refino do d6leo
de soja; e fitosterdis e tocoferdis, compostos responsaveis pelo forte odor do dleo de
soja bruto, comercializados como o subproduto de maior valor agregado (CLARK,
1996).

Dentre os compostos minoritarios, a matéria insaponificavel é formada pelas
substancias que contém acgao bioativa: os fitosterdis e tocoferdis. A primeira classe
de componentes representa de 235 e 405 mg/100 g da fracéo lipidica, e € composta

pelos isébmeros B-sitosterol — 53%, campesterol — 29%, e estigmasterol — 18%. A
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segunda, consiste dos precursores da vitamina E, estdo presentes em quantidades
da ordem de 1370 mg/kg, e sua composi¢cao € formada por 10% do isbmero a-
tocoferol, 1% do B-, 64% do y-, e 25% do &- tocoferol. Estes componentes estédo
presentes no oleo de soja com o objetivo de atuar como antioxidantes, protegendo
os acidos graxos insaturados (GUNSTONE; HARWOOD, 2012).

Tabela 3. Composi¢cao em triacilglicerois e acidos graxos

do 6leo de soja.

Triacilglicerois %
Trissaturado (SSS) <0,1
Monoinsaturado (SIS) 6,6 —9,6
Monoinsaturado (SSI) 52-9.3
Di-insaturado (SlI) 14,0 — 34,2
Tri-insaturado (111) 55,2 -80,3
Acidos graxos %
Palmitico (16:0) 8-13,3
Estearico (18:0) 24-54
Oleico (18:1) 17,7 — 26,1
Linoleico (18:2) 49,8 - 57,1
Linolénico (18:3) 55-95
Outros <1

Qutros: miristico (14:0); palmitoleico (16:1); araquidico (20:0); behénico (22:0).
S: acido graxo saturado; I: acido graxo insaturado.

Fontes: Gunstone; Harwood, 2012; O’Brien, 2010.

3.3.2. Extragao e refino

O tipo de extracdo mais comum no mundo todo, para produgao de 6leo de
soja, emprega o n-hexano como solvente. E pode ser desenvolvida em extratores
continuos ou semicontinuos, nos quais a oleaginosa entra em contato com o
solvente diversas vezes, para uma extracdo completa, de forma que, ao final do
processo, o farelo contenha o minimo de 6leo. A miscela, mistura de solvente e dleo,
passa por destilacdo a vacuo para obtencdo do Oleo e recuperacdo do solvente
(FELLOWS, 2009).

O produto desta operagdo é o Oleo bruto, sua qualidade fisico-quimica

depende de diversos fatores, como estadio de maturagao, injurias, conservagao
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microbioldgica e tipo de preparo da matéria-prima, além de tipo/controle de variaveis
durante a extragdo. Contém compostos emulsificantes e pigmentos naturais, e é rico
em antioxidantes naturais (ERICKSON; WIEDERMANN, 1990).

Para a corregcado da qualidade do dleo, € realizado o processo de refino, o
qual consiste em remover compostos responsaveis pela cor, viscosidade, sabor e
odor indesejaveis ao paladar humano, e também aqueles que acometem a
qualidade fisico-quimica do 6leo. Entretanto, este processo também elimina as
substancias com propriedades bioativas, agao antioxidante e vitaminica, tornando o
Oleo altamente susceptivel ao processo de oxidagao (Tabela 4), sendo necessaria
sua reposicao pela aplicagdo de aditivos com acéo antioxidante (RASOR; DUNCAN,
2014).

Dentre estes compostos bioativos, sdo também eliminados os tocoferdis, os
antioxidantes naturais mais importantes para o 6leo de soja. Eles estdo presentes
para proteger os acidos graxos poli-insaturados, linoleico e a-linolénico, do ataque

dos radicais livres e da consequente peroxidagao lipidica (LUSAS, 2010).

Tabela 4. Composigao de 6leo de soja bruto x refinado.

Componentes Bruto Refinado
Triacilgliceréis (%) 95 -97 > 99
Fosfolipidios (%) 1,5-25 0,003 — 0,045
Acidos graxos livres (%) 0,3-0,7 < 0,05
Matéria insaponificavel (%) 1,6 0,3
Fitosterdis (%) 0,33 0,13
Tocoferois (%) 0,15-0,21 0,11 -0,18
Hidrocarbonetos (esqualeno) (%) 0,014 0,01
Metais-traco (mg/kg)

Ferro 1-3 0,1-0,3

Cobre 0,03-0,05 0,02 - 0,06

Fonte: Pryde, 1980.

3.4. Oleo de palma

As palmeiras sao pertencentes a familia Arecaceae, podem possuir

formacao arbdrea ou arbustiva; as maiores alcangam até 60 metros, e as menores
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medem, no minimo, 25 centimetros. Sua diversidade morfolégica € muito grande, e
suas folhas, troncos, frutos e sementes sdo extremamente variaveis. Sao plantas
nativas da regido dos tropicos, presentes em florestas tropicais, semideciduas,
montanhosas, proximas a rios ou ainda em desertos, onde costumam ser
predominantes na vegetagdo. E uma das maiores familias de plantas, tanto em
extensdo territorial, quanto em abundancia. No Brasil, existem em torno de 39
géneros que se distribuem em 119 espécies (JOHNSON; IUCN/SSC, 1996).

A palmeira de dendé, ou dendezeiro, pode atingir 15 a 30 metros de altura,
com 35 a 60 folhas de até 16 metros de comprimento dispostas em uma haste
vascular, é tipica de solos umidos e ricos em nutrientes, comuns em florestas
tropicais, e cada arvore pode durar até 300 anos. Sao produzidas cerca de 600 a
1500 flores amarelas, as quais produzem frutos que crescem e amadurecem durante
6 meses, cada cacho maduro pesa entre 5 a 50 kg e possui entre centenas e
milhares de frutos. Os frutos sdo compostos por uma améndoa dura, envolvida por
uma casca (endocarpo) recoberta por uma camada carnosa (mesocarpo), esta polpa
possui em torno de 49% de 6leo, e a améndoa, cerca de 50%. O tipo mais comum
de fruto é o nigrescens, o qual possui coloracdo violeta a preta antes do
amadurecimento, vermelha quando maduro e mesocarpo de cor amarelo intensa, e
€ rico em carotenoides (Figura 4). Outro tipo € o virescens, de cor verde; o
albescens € 0 menos comum, e apresenta baixo teor de carotenos no mesocarpo
(CORLEY; TINKER, 2008).

O 6leo de palma é obtido a partir do mesocarpo do fruto do dendé. E o
segundo mais consumido no mundo, depois do 6leo de soja. Em temperatura
ambiente (25 °C), o 6leo de palma se divide em duas fragdes, uma sélida, a
estearina, rica em acido estearico, e uma fragao liquida, a oleina, rica em acido
oleico. Possui sabor caracteristico, intenso, e coloracdo avermelhada, pode ser
utilizado para fins alimenticios ou para produgao de sabdes, detergentes, resinas,
biodiesel, entre outros produtos (BERGER, 2003).

Em estudo de blends de azeite de oliva com 6leo de palma refinado, De
Leonardis e Macciola (2012) verificaram que a estabilidade oxidativa (Rancimat, 130
°C, fluxo de 20 L/h) é diretamente proporcional a porcentagem de azeite de dendé.
Dessa forma, a maior estabilidade encontrada foi a do 6leo de palma puro, com
aproximadamente 7,5 h, fato que possibilita sua utilizacdo em processos de fritura

de alimentos com seguranca.
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Figura 4. a) Caracteristicas morfolégicas da palmeira, b) cacho de frutos, c) fruto

da palma maduro e d) fruto cortado ao meio.

Entretanto, os valores de estabilidade oxidativa do 6leo de palma bruto
podem ser considerados baixos se comparados com outros 6leos vegetais. Isto se
deve aos fosfatideos presentes em concentracbes de até 15 mg/kg em o6leos de
palma de boa qualidade fisico-quimica. A remogao desses compostos durante as
etapas de degomagem e branqueamento no refino é capaz de elevar a estabilidade
do dleo de palma (ZIN, 2006).

Embora seu teor de matéria insaponificavel ndao seja elevado, 1,2%, sua
qualidade em composicao de fitosterdis (300 a 700 mg/kg), tocoferdis e tocotriendis
(150 a 1500 mg/kg), e carotenoides (500 a 2000 mg/kg) (CODEX ALIMENTARIUS,
2009) conferem elevada atividade antioxidante, com valores variando entre 98,2 e
128,7 ymol de Trolox/100 g (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al.,, 2011), o que faz

motivar a aplicagdo da matéria insaponificavel deste 6leo como antioxidante natural.
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3.4.1. Produgao mundial

O ¢6leo de palma é uma das maiores commodities do mundo, sua produgéao é
dominada por Malasia e Indonésia, cujo mercado domina entre 80 e 85% da
produgdo mundial (ROSILLO-CALLE; PELKMANS; WALTER, 2009).

Para a Malasia, a area de plantacdo de palmeiras de dendé possui
estimativa de crescimento para 4,8 milhées de hectares do ano de 2014 para 2015,
com 2,55 milhdes de equivalentes de hectares totalmente amadurecidos. Pelo
menos 20 dos principais produtos da palma estdo disponiveis na Malasia, e seu
principal importador € o Paquistdo, com uma aquisigdo anual de 9.230 toneladas
(PRABHAKARAN NAIR, 2010; USDA, 2014b).

3.4.2. Propriedades fisico-quimicas e composicao

O oleo de palma bruto possui sabor e aroma agradaveis, e pode ser
denominado 6leo de palma vermelho, devido aos seus pigmentos naturais, cuja
coloragdo € o vermelho intenso em estado liquido e o alaranjado quando sdlido.
Apos o refino, o 6leo passa a ser denominado 6leo de palma branco, devido a
coloragao branca apresentada quando em estado soélido, no estado liquido sua cor é
amarelo claro (MARANGONI; NARINE, 2002). Suas propriedades fisico-quimicas

sao apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Propriedades fisico-quimicas do 6leo de palma.

Caracteristica Valores
Densidade, 25 °C 0,891
indice de refracao, 25 °C 1,453 — 1,459
indice de iodo 46 — 60
indice de saponificagdo (mg KOH/g) 196 — 209
Acidez (mg KOH/qg) 2-15
Matéria insaponificavel (%) 0,3-1,2
Ponto de fusao (°C) 27 - 50

Fonte: Nagaraj, 2009.

Em temperatura ambiente, observa-se uma separacao de fases no 6leo de
palma, sendo uma liquida, menos densa, e outra sélida. Este fenbmeno ocorre

devido aos teores equivalentes de acidos graxos saturados e insaturados (Tabela 6),
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e que permite o processo de fracionamento, resultando em oleina, a fragao liquida, e
estearina, a sodlida (RAJAH, 2014).

Embora o teor de acidos graxos essenciais do 6leo de palma nao seja
elevado, a presenga destes compostos auxilia 0 metabolismo humano na prevengao
da aterosclerose e consequentes doengas do sistema cardiovascular (VAN DER
VOSSEN; MKAMILO, 2007).

Tabela 6. Composigdo em triacilglicerois e acidos graxos

do dleo de palma.

Triacilglicerdis %

Trissaturado (SSS) 6,4
Monoinsaturado (SIS) 44,7
Di-insaturado (Sll) 37,7
Tri-insaturado (ll1) 6,5
Diacilgliceréis (DAG) 4,9
Acidos graxos %

Palmitico (16:0) 44 1
Estearico (18:0) 4,4
Oleico (18:1) 39,0
Linoleico (18:2) 10,6
Linolénico (18:3) 0,3
Outros 1,6

Outros: miristico (14:0); palmitoleico (16:1); araquidico (20:0); behénico (22:0).
S: acido graxo saturado; I: acido graxo insaturado.

Fonte: Gunstone; Harwood, 2012.

O dleo de palma é uma das maiores fontes alimentares de [(-caroteno
(Tabela 7), sendo capaz de combater a deficiéncia de vitamina A da populacgéao.
Consiste em melhor fonte de pré-vitamina A do que cenouras, ndo somente pelo
conteudo em [-caroteno, mas também por ser um o6leo. Os carotenos sao
lipossoluveis, e necessitam de um substrato lipidico para serem eficientemente
convertidos em vitamina A (FIFE, 2007).

O ¢dleo de palma é rico em y-tocotrienol, ao contrario de outras fontes
vegetais, que apresentam elevados teores de a-tocoferol, e por este fato é relatado

como o unico 6leo comestivel capaz de fornecer tocotriendis a dieta. Este tocotrienol
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€ o composto de maior atividade antioxidante dentre os isémeros de tocotriendis,
confere estabilidade oxidativa ao 6leo e atua também em células humanas. Estudos
(NESARETNAM et al. 1998; SCHAUSS; ENDRES; CLEWELL, 2012) tém
demonstrado sua eficacia na prevencado de doengas cardiovasculares e de alguns

tipos de céancer.

Tabela 7. Composicdo tipica dos principais

compostos bioativos do oleo de

palma bruto.
Carotenoides %
a-caroteno 36,2
B-caroteno 54,4
y-caroteno 3,3
Licopeno 3,8
Xantofilas 2,2
Tocois %
a-tocoferol 21
a-tocotrienol 23
y-tocotrienol 45
O-tocotrienol 11
Total (mg/kg) 600 — 1000
Fitosterois %
Colesterol 2,7-13
Campesterol 46,4 — 150
Estigmasterol 26,3 —-65,7
B-sitosterol 120 — 369,5
Total 210 -620

Fontes: Gunstone, 2002; Nagaraj, 2009.

O o6leo de palma contém em torno de 600 a 1.000 mg/kg de vitamina E, 25%
deste conteudo esta presente na forma de tocoferdis, e 75% na forma de
tocotriendis (Tabela 7). Os tocoferdis e tocotriendis sdo os precursores da vitamina
E, o mais poderoso antioxidante, capaz de promover beneficios a saude pela

eliminagdo dos radicais livres do corpo humano, provenientes do metabolismo
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celular (FIFE, 2007).

A composicao de fitosterois do 6leo de palma apresenta mais de 60% de B-
sitosterol (Tabela 7), o esterol majoritario na maioria dos 6leos vegetais. E, devido
ao aporte de esterois vegetais presentes, a ingestdao do oleo de palma promove
beneficios a saude pela reducdo dos niveis de colesterol no sangue, e dos niveis
séricos de LDLc (NAGARAJ, 2009).

3.5. Oxidacgao lipidica

A oxidacdo lipidica € causada por agentes microbiolégicos, fisicos e
quimicos, como ataques de bactérias e fungos, acédo da luz e do calor, do oxigénio
atmosférico, e de enzimas. Estes ultimos fatores atuam como catalisadores das
reagcdes de degradagdo lipidica, a qual acarreta o surgimento de caracteristicas
desagradaveis ao paladar e prejudiciais a saude do ser humano. Os 6leos alterados
possuem menor teor de vitaminas lipossoluveis, acidos graxos essenciais, além de
serem formados compostos téxicos e substdncias de coloragdo, aroma e sabor
desagradaveis (MCCLEMENTS; DECKER, 2008). Existem diferentes mecanismos
de acao responsaveis pela ocorréncia da oxidagao lipidica, os quais sao elucidados

abaixo.

3.5.1. Alteracéao hidrolitica

A alteracao hidrolitica pode ser desencadeada por enzimas presentes nos
frutos e sementes de oleaginosas, as quais sao ativadas por processo de corte,
fatiamento ou trituracéo, por elevadas temperaturas utilizadas no processamento e
pelo contato com a agua do alimento em frituras por imersdo (POKORNY, 1999). As
principais enzimas envolvidas neste tipo de alteracdo sido as lipases, sua acao €&
propiciada por ambientes levemente acidos em temperaturas préximas a 37 °C
(WANG; HAMMOND, 2010).

Os produtos de degradacdo mais importantes formados pelas reacgdes
hidroliticas séo di e monoacilglicerdis, acidos graxos livres e glicerol, resultantes da
quebra das ligagdes éster dos triacilglicerdis. As mudangas ocasionadas por esta
alteracdo podem ser identificadas pela elevagao da acidez, ou em casos de maior
deterioragao, diminui¢do do ponto de fumaga (NICHOLS; JORDAN; KERR, 2011).
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3.5.2. Degradacéo enzimatica

As enzimas, em especial as lipoxigenases, sao responsaveis por catalisar
reacOes de adicdo de atomos de oxigénio em moléculas de acidos graxos poli-
insaturados. Esta adigdo forma perdxidos e hidroperoxidos, compostos altamente
reativos, que irdo reagir formando novos produtos de degradagdo (SMITH;
MURPHY, 2008).

3.5.3. Fotoxidacao

A luz atua como catalisador de reagdes de retirada de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados, influenciando na degradacdo de hidroperoxidos e
favorecendo a formacéao de radicais livres, esta reacado € acelerada na presencga de
agentes fotossensibilizadores, como os diferentes pigmentos vegetais: clorofila,
heme proteinas e riboflavina. A energia luminosa também age sobre os atomos de
oxigénio, transformando oxigénio triplete (°0,) em oxigénio singlete ('0,), espécie
500 vezes mais reativa que a primeira, a qual acelera o processo oxidativo, tornando
a fotoxidacdo cerca de 1500 vezes mais rapida que a autoxidacdo (MARQUEZ-
RUIZ; HOLGADO; VELASCO, 2014).

3.5.4. Autoxidagao

Do ponto de vista da qualidade, a autoxidacdo € a reacdo mais importante
em Oleos e gorduras. Trata-se de um processo oxidativo irreversivel, uma vez
iniciado. Sua ocorréncia se da quando uma molécula de oxigénio reage com um
acido graxo insaturado, o processo é formado por um conjunto de reagdes que
levam a formacao de compostos sensorialmente indesejaveis, além de ter seu valor
nutricional reduzido (FARHOOSH; PAZHOUHANMEHR, 2009). Farmer, Koch e
Sutton (1943) propuseram reag¢des associadas, divididas em trés etapas (Figura 5),
para explicar o mecanismo da autoxidacao.

A primeira etapa consiste na iniciagcdo, em que os acidos graxos poli-
insaturados sofrem a reacdo de quebra da ligagdo com um atomo de hidrogénio,
favorecida por luz e calor. Este composto se torna um radical livre, substancia
altamente reativa devido a presenga de um elétron desemparelhado, cuja agao
desencadeia a reacao oxidativa (KOLAKOWSKA; BARTOSZ, 2014).

A Segunda etapa € a propagacao, caracterizada pela intensa interacao entre

os radicais livres e as moléculas de oxigénio atmosférico. Como produto desta
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reagcdo surgem os radicais perdéxido, que irdo reagir com outro acido graxo para
formar uma molécula de hidroperoxido e mais um radical livre, elemento que ira
alimentar a reacdo em cadeia. A quantidade de acidos graxos insaturados presentes
€ o fator limitante, a oxidagdo ocorre até que todas as cadeias hidrocarbonadas
insaturadas se tornem radicais livres e, posteriormente, produtos de degradagao
(FRANKEL, 2005).

Figura 5. Mecanismo da oxidagao lipidica exemplificado em etapas.

talisad
Iniciagéo RH =0 R® + H°
Propagacio —R*+ 0O, — ROOQ*

ROO®* + RH — > ROOH + IIT

Terminagao ROO®* + R®* — > ROOR
ROQ®* + ROO®* — > ROOR + 0O,

R*+R*— RR

RH: acido graxo insaturado; R°®: radical livre; ROO®: radical peroxido; ROOH: hidroperoxido;
ROOR e RR: produtos de degradacgéo estaveis; Catalisador: luz, calor, metais.

Fonte: Farmer; Koch; Sutton, 1943.

A terceira etapa é denominada terminacédo, nesta fase da reacgao, diminui o
consumo de oxigénio, e os radicais livres passam a interagir entre si, formando
compostos secundarios de degradagao, produtos estaveis, causadores dos odores e
sabores inaceitaveis. Eles podem ser aldeidos e cetonas (KAMAL-ELDIN;
POKORNY, 2008).

Para inibir a oxidagdo de 6leos vegetais deve-se evitar o contato com o
oxigénio atmosférico, utilizar baixas temperaturas, diminuir a incidéncia de luz e
remover tracos de metais. Outra forma de controlar a oxidagdo se da por meio da
utilizacdo de compostos com capacidade de desacelerar os processos oxidativos e
hidroliticos, os antioxidantes (SHAHIDI, ZHONG, 2005).

3.5.5. Medida da alteragao de 6leos e gorduras

Diversos métodos podem ser utilizados para quantificar os compostos de
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degradagao dos lipidios, e possibilitam verificar o grau de decomposigéao do 6leo.

Os indices de acidos graxos livres e acidez estdo relacionados com a
hidrdlise parcial dos triacilglicerdis, reagcao responsavel por liberar acidos graxos
para o meio, e elevar, dessa forma, a acidez do 6leo. Sua medida é realizada por
titulacdo, e o ponto final desta analise é de dificil avaliacgdo em amostras com
coloragdo intensa ou em emulsdes. Para tais situagdes, pode ser utilizado um
titulador potenciométrico, o qual detecta o ponto final da titulagdo por meio de um
eletrodo. Nao existe uma relagao entre o teor de acidos graxos livres e a qualidade
dos Oleos, pois estas cadeias hidrocarbonadas sao facilmente convertidas a
produtos de degradacdo secundaria, que sdo, em sua maioria, volateis (GUPTA,
WARNER; WHITE, 2004).

O indice de peroxidos € um indicativo da reacdo de autoxidagdo, os
peréxidos e hidroperdxidos sdo compostos primarios de degradacéo, isto é, séo
formados nas etapas iniciais da oxidagdo, sdo altamente instaveis e sofrem cisédo
formando compostos secundarios de degradacdo, de menor peso molecular. Por
isso, este indice ndo evidencia a qualidade do o6leo, um produto em avangado
estado de alteracdo pode apresentar baixo teor de perdoxidos devido a
decomposicdo destas substancias (MEDINA-MEZA; BARNABA; BARBOSA-
CANOVAS, 2014).

Outro indice que permite avaliar a formacao de compostos de degradacéao
primarios € o teor de acidos dienoicos e trienoicos conjugados, gerados pela
mudancga na localizagdo das duplas ligagdes, apos o ataque de radicais livres em
hidrogénios do grupo metileno que separavam as insaturagées nestes compostos.
Este método pode ser utilizado como indice da estabilidade de lipidios, juntamente
com o indice de peroxidos ou individualmente (KIOKIAS et al., 2010).

Compostos secundarios de degradagdo podem ser quantificados por
andlises como indice de p-anisidina, o qual quantifica aldeidos formados nos
estagios mais avangados, principalmente 2-alquenal e 2,4-alquenodial, em lipidios
de origem vegetal e animal (WHITE, 1995).

A analise cromatografica em coluna aberta € utilizada para quantificacéo de
compostos polares totais. Estes produtos sédo caracterizados por possuirem maior
polaridade que os triacilglicerois, e baixa volatilidade. Sua formagao ocorre sob
elevadas temperaturas, em torno de 180 °C, como as utilizadas em processos de

fritura de alimentos, na presencga de oxigénio e umidade (MARQUEZ-RUIZ, 2009).
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3.6. Estocagem acelerada em estufa

Para determinar a vida de prateleira de 6leos e gorduras, os produtos sao
mantidos em condigdes semelhantes as de armazenagem em estabelecimentos
comerciais, e sao realizados testes periddicos que quantificam os compostos de
degradagao e analisam a qualidade sensorial. Entretanto, esta determinacdo pode
durar um longo periodo de tempo e despender muito recurso financeiro (MAN,
2004).

Em alternativa ao método de estocagem em temperatura ambiente, a vida
de prateleira de 6leos e gorduras pode ser predita por meio da estocagem acelerada
em estufa. Esta analise permite simular as alteragbes oxidativas sofridas pela
amostra durante seu shelf life, em menor tempo, por meio da elevacdo da
temperatura para em torno de 60 a 70 °C, e de aeracao forgcada, para aceleragao
dos processos oxidativos (ANTONIASSI, 2001). Em estudo sobre a estabilidade de
Oleo de canola durante a vida de prateleira, Malcolmson (1994) constatou que as
alteragdes sensoriais sofridas em um dia de estocagem acelerada em estufa
equivalem as sofridas em um més de estocagem sob temperatura ambiente.

Este teste também possibilita verificar a susceptibilidade dos 6leos a
oxidacao, e determina-se o final do processo quando as caracteristicas sensoriais do
lipidio apresentam elevada alteragao. Coletam-se, periodicamente, as amostras e
avalia-se o grau de oxidacdo por meio de analises de quantificagdo de compostos
primarios e secundarios de oxidacdo, além de analises sensoriais (MIZRAHI, 2004).

Lee e Choe (2012) avaliaram a formagao de compostos off-flavor em 6leo de
gergelim tostado durante o teste acelerado em estufa. Foi utilizada a temperatura de
70 °C, e o teste teve duracdo de 30 dias. Os compostos hexanal, heptanal e 1-
pentanol foram formados apds uma semana sob as condicbes de oxidacao
acelerada, e houve aumento na concentragdo de todos os compostos off-flavor
presentes no oleo.

A estocagem em estufa € o método mais usado para avaliar a eficiéncia de
antioxidantes sobre a estabilidade de 6leos. A substancia antioxidante € aplicada a
amostra de 6leo, e submetida as condicdes de oxidagado acelerada. Realizam-se
analise sensorial, indice de perdxidos, dienos e trienos conjugados para avaliar a
capacidade do aditivo em manter/aumentar a estabilidade oxidativa do dleo
analisado (ELLIS; MAN, 2000).
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Silva e Jorge (2012) aplicaram extrato de cogumelo (Agaricus blazei) em
Oleo de soja e verificaram inibicdo de, aproximadamente, 88% da producdo de
peroxidos e 63% da formacdo de acidos dienoicos conjugados ap6s 20 dias de

estocagem acelerada a 60 °C.

3.7. Antioxidantes

Antioxidantes sao substancias que, presentes em baixas concentragdes, sao
capazes de interromper a reacdo em cadeia da oxidagao, protegendo o alimento da
degradagao oxidativa. Em organismos vivos, os antioxidantes combatem os radicais
livres impedindo o envelhecimento celular e a ocorréncia de doengas cronico-
degenerativas. Sao compostos aromaticos com uma ou mais hidroxilas, doadoras de
atomos de hidrogénio para estabilizagéo dos radicais livres (PACKER, 2001).

Para impedir que o produto sofra intensa oxidacao durante a vida prateleira,
as industrias de oleos vegetais repdem o conteudo de antioxidantes perdido durante
o processo de refino para conservar o 6leo por mais tempo, mantendo-o com as
mesmas caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas até o fim do prazo de validade
declarado no rotulo da embalagem. Porém, para que possa ser utilizada pelas
industrias de alimentos, a substancia deve atender a alguns pré-requisitos, tais como
atoxicidade, elevada eficacia em baixas concentragbes, e resisténcia ao

processamento do alimento no qual sera aplicada (VENSKUTONIS, 2013).

3.7.1. Mecanismo de agao

De acordo com seu mecanismo de agao, os antioxidantes podem ser
classificados em primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios sao
moléculas doadoras de atomos de hidrogénio, capazes de estabilizar ou inativar
radicais livres e interromper a reacdo oxidativa durante as fases de iniciagdo ou
propagacao (BERDHAL; NAHAS; BARREN, 2010). O mecanismo de ag¢ao dos
antioxidantes primarios € ilustrado pela Figura 6. Atuam por este mecanismo de
agao os antioxidantes: TBHQ - terc-butil-hidroquinona, BHA — butil-hidroxianisol,
BHT — butil-hidroxitolueno, GP — galato de propila e os tocoferdis.

Os antioxidantes secundarios atuam de forma diferente do que os primarios,
em vez de interromper ou desacelerar a reagdo oxidativa, seus diversos caminhos

de reacao impedem que a reacao aconteca por desativagdo de catalisadores,



39

substrato e espécie reativa. Podem apresentar acdo quelante, caracterizada pela
capacidade de complexar ions metalicos catalisadores da oxidacdo. S&o
exemplificados pelo acido citrico e pelo EDTA — acido etileno diamino tetra acético
(JADHAV et al., 1995).

Figura 6. Mecanismo de acéo de antioxidantes primarios.

AH+R®*—— » RH + A*
AH + ROO* — > A®* + ROOH
AH + ROQ*—— ROO™-AH**— > ROOH + A®

AH: antioxidante; R®* e ROO*®: radicais livres; A®: radical estavel.

Fonte: Charles, 2012.

O segundo mecanismo de acédo de antioxidantes secundarios consiste no
sequestro de oxigénio do meio, o mais conhecido dentre estes compostos é o acido
ascorbico, que reage com o oxigénio e forma acido desidroascorbico, esta reagéo
elimina o oxigénio livre, impedindo a autoxidagcdo, outros exemplos deste tipo de
agentes sao o palmitato de ascorbila e o acido eritérbico (PANGLOSSI, 2006).

Outra forma de acdo se da pela decomposicdo dos hidroperdxidos e
formacéo de produtos estaveis, como exemplo, podem ser citados os fosfolipidios.
Os absorvedores de radiagao ultravioleta impedem que a energia luminosa catalise
a conversao do oxigénio triplete a singlete. Por fim, existem antioxidantes capazes
de regenerar os antioxidantes primarios a fim de que possam combater a reagao
oxidativa (JOMOVA; VALKO, 2013).

3.7.2. Classificacao quimica

Quanto a sua origem, os antioxidantes podem ser classificados em sintéticos
ou naturais. Os antioxidantes sintéticos sdo os aditivos mais disseminados nas
industrias de 6leos e gorduras e de alimentos gordurosos. Sao adicionados aos
produtos alimenticios para prevenir a oxidacdo durante a vida de prateleira, e
possuem, em sua maioria, estrutura fendlica, como o TBHQ, o BHA, o BHT e o GP,

cujas estruturas quimicas séo elucidadas pela Figura 7 (GORDON, 2004).
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Figura 7. Estrutura quimica de antioxidantes sintéticos.

OH OH OH OH
C(CH3)3 C(CH3)3  (H3C)5C C(CH3); HO OH
OH OCH;4 CHsy COOC4H;
TBHQ BHA BHT GP

O TBHQ é comumente utilizado em produtos de origem animal, embora
também possua aplicacdo em produtos vegetais. Possui excelente estabilidade
frente a oxidacdo em temperatura ambiente, porém, em temperaturas elevadas,
como as utilizadas em fritura de alimentos, sofre decomposigao e perde atividade. O
BHA e o BHT s&o os antioxidantes mais utilizados para preservagao tanto de
alimentos quanto de produtos derivados do petréleo (CAROCHO; FERREIRA,
2013).

Embora seja relatada boa eficiéncia como antioxidantes, estudos revelam
atividade carcinogénica em BHA e BHT. Com isto, a Autoridade Europeia de
Seguranga Alimentar (European Food Safety Authority — EFSA) reavaliou a ingestéao
diaria aceitavel (IDA) do BHA e do BHT entre os anos de 2011 e 2012, e
restabeleceu os valores para 0,25 e 1 mg/kg de peso/dia, respectivamente (EFSA,
2011; 2012). Em 2004, a EFSA publicou um parecer cientifico afirmando nao
existirem provas cientificas a respeito da carcinogenicidade do TBHQ em humanos e
esclarecendo dados conflitantes anteriores (EFSA, 2004).

A legislacdo internacional (CODEX ALIMENTARIUS, 2009) prevé como
concentracdo maxima permitida de aplicagdo do TBHQ, BHA, BHT e GP como
aditivos alimentares, os valores de 120, 175, 75 e 100 mg/kg, respectivamente. Para
o Brasil, o ministério da saude permite até 200 mg/kg de TBHQ e BHA, e 100 mg/kg
de BHT e GP (BRASIL, 2005).

Devido a estes conflitos em relagao a toxicidade dos antioxidantes sintéticos,
pesquisadores encontraram como alternativa ao uso destes compostos, a aplicagcao
de antioxidantes extraidos de fontes naturais. Nesse ambito, estdo sendo
desenvolvidas pesquisas com fontes vegetais para avaliar sua atividade antioxidante

e a viabilidade de sua aplicagdo em alimentos. Ja foram avaliadas oleorresinas
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vegetais (JORGE; DEL RE, 2013), extratos de especiarias e de sementes de frutas
(CASAROTTI; JORGE, 2014; LUZIA; JORGE, 2013; VERONEZI; COSTA; JORGE,
2014).

Os antioxidantes naturais estdo presentes em diversos alimentos,
principalmente os de origem vegetal. Os compostos com propriedades bioativas,
capazes de atuar como antioxidantes sao os tocoferdis, compostos fendlicos,
carotenoides e alguns acidos organicos como o ascorbico e o citrico (TERRY, 2011).

A vantagem no uso de antioxidantes naturais, em detrimento da aplicagao
dos sintéticos, se encontra nos beneficios a saude que estes aditivos promovem.
Além de combaterem os radicais livres presentes no alimento, eles também sao
capazes de inibir a oxidagao celular, retardando o envelhecimento das células e o
surgimento de doengas imunomodulatérias, tais como o cancer, e doenga de
Alzheimer (CICHON, 2002).

O consumo de oxigénio pelas células possui efeito paradoxal, pois, por um
lado exerce importancia vital, mas por outro, ocasiona o estresse oxidativo celular,
capaz de alterar globalmente o metabolismo celular. Por isso, o organismo humano
produz antioxidantes préprios para combater este processo, além de ser necessaria
a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes para compensar o desequilibrio
metabdlico celular (SHILS; SHIKE, 2006).

3.7.3. Medida da atividade antioxidante

A atividade antioxidante de um composto é determinada pela sua
capacidade em retardar o processo oxidativo por meio da inativacao de radicais
livres, doacgao de elétron de atomos de hidrogénio, complexagado de ions metalicos
ou interacdo com o oxigénio molecular e/ou dissolvido no meio. Quando duas
substancias dotadas de capacidade antioxidante interagem uma com a outra,
evidenciando melhor ag¢ao antioxidante do que a verificada em cada uma,
isoladamente, tem-se o sinergismo, este efeito pode ocorrer entre antioxidantes
sintéticos e naturais (BENZIE; CHOI, 2014).

A maioria dos métodos empregados para determinar o potencial antioxidante
de um alimento se baseia em medicbes colorimétricas, por meio de
espectrofotometria na regidao do visivel, em que a descoloracdo da amostra esta
diretamente relacionada ao aumento da atividade antioxidante, e € resultante do
sequestro dos radicais livres adicionados (CAROCHO; FERREIRA, 2013).
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O método do sequestro do radical DPPH" avalia a capacidade da amostra
em interagir diretamente com este radical estavel provocando decaimento da
absorvancia mensurada a 517 nm. O radical, quando livre, possui coloragao roxa,
que sofre mudancga para amarelo claro quando o radical se liga a um atomo de
hidrogénio estabilizando-se (Figura 8). O DPPH’ é o radical sintético mais comum
empregado no estudo da atividade sequestrante de radicais livres, dos compostos
fenolicos (CHENG; MOORE; YU, 2006).

Figura 8. Estabilizagdo do radical livre DPPH'".

N—N- NO, 4+ R — = N—N NO;
O,N O,N
Roxo Amarelo claro

O radical catiénico ABTS™ é formado pela reagdo do ABTS com perssulfato
de potassio durante 16 horas, resultando em uma coloragdo caracteristica azul-
esverdeada, com absorgdo maxima na faixa de 734 nm. Apds a doagdo de um
atomo de hidrogénio do antioxidante para o radical, este é reduzido a sua forma nao-
radical, que € incolor, provocando o decaimento da absorvancia (Figura 9). O
resultado é expresso em porcentagem de inibicdo do ABTS™, em comparacéo com o
decaimento da absorvancia provocado por um padrdo, geralmente o Trolox,
antioxidante sintético de estrutura semelhante a do tocoferol (EREL, 2004).

O método do sistema B-caroteno/acido linoleico se baseia no principio de
que o acido linoleico é poli-insaturado, e € oxidado por espécies reativas de
oxigénio, produzidas no processo de oxigenagdo da agua. Os produtos de
degradagdo formados iniciam a oxidagdo do [-caroteno, e conduz a sua
consequente descoloracdo. O antioxidante atua impedindo a peroxidagdao do acido
linoleico, diminuindo o grau de descoloracado do [(B-caroteno. A atividade é medida a
470 nm (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).
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Figura 9. Estabilizagéo do radical ABTS™ por um antioxidante (AA), e sua formagéao

pela reacdo com persulfato de potassio.

Verde-escuro Verde-claro

O ferric reducing antioxidant power (FRAP) € um método que mensura a
capacidade de reducdo do composto bis(tripiridil triazina)Fe(lll) [Fe(TPTZ),]** para o
ferroso [Fe(TPTZ),]**, em meio acido. A espécie oxidante Fe** ¢ utilizada em
excesso estequiométrico, e o antioxidante provoca mudanga de coloracéo, do azul
claro para o azul-escuro, ao reduzir o composto (Figura 10). Medida realizada a 593
nm (BENZIE; STRAIN, 1996).

Figura 10. Reducao do complexo [Fe(TPTZ),**
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Azul-claro Azul-escuro

3.8. Estabilidade oxidativa

Métodos para determinagcdo da estabilidade oxidativa surgiram pela
necessidade de predizer a vida de prateleira de lipidios, nos quais a reacdo de
oxidagao é acelerada para obtencao de resultado em menor tempo. Sua medicéo é
feita pelo periodo de inducdo: tempo necessario para que o 6leo atinja nivel de
rancidez detectavel, ou aumento exponencial da taxa oxidativa. Este indice é

influenciado pelo conteudo de acidos graxos saturados e insaturados, presenca de
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antioxidantes endogenos (naturais) ou adicionados, sejam eles naturais ou sintéticos
e, ainda, pela interferéncia de agentes fotossensibilizadores ou pro-oxidantes
(KILCAST; SUBRAMANIAM, 2000).

Existem diversos métodos acelerados, utilizados para considerar o final da
reacdo. O método Cd 12-57 da AOCS (2009) consiste no método do oxigénio ativo
(active oxygen method — AOM), em que 20 g de 6leo séo colocados em estufa a
98 °C, e amostras de 1 g sao retiradas periodicamente e analisadas quanto ao indice
de perodxidos. O periodo de indugéo € determinado pelo tempo necessario para que
o Oleo atinja indice de peroxidos igual a 100 meqg/kg.

O indice de estabilidade oxidativa, método Cd 12b-92 (AOCS, 2009), € um
substituinte automatizado do AOM, e pode ser conduzido em dois equipamentos, 0
Rancimat e o Oxidative Stability Instrument (OSI). Neste método, de 3 a 5 g de dleo
sao mantidos em temperatura constante, podem ser utilizadas temperaturas entre 80
e 140 °C. Um fluxo de ar constante € injetado na amostra para promover a oxidagao
acelerada, e os compostos volateis formados sao arrastados e borbulhados em agua
deionizada, fazendo com que a sua condutividade aumente. O periodo de indugao é
determinado pelo tempo necessario para provocar um aumento exponencial da
condutividade da agua (TALBOT, 2011).

As vantagens deste método sdo sua reprodutibilidade, por se tratar de um
equipamento automatico; e o seu baixo custo de analise, devido a ndo necessitar de
reagentes quimicos. Por outro lado, os custos para a aquisicdo e a manutencao do
equipamento sdo elevados, além do periodo de indug¢do variar muito de um autor
para outro, devido a diferengas nas condi¢coes de analise utilizadas, como fluxo de
ar, temperatura e quantidade de amostra (VELASCO; DOBARGANES; MARQUEZ-
RUIZ, 2000).

3.9. Matéria insaponificavel de oleos vegetais

A matéria insaponificavel é constituida pelos compostos minoritarios dos
Oleos e gorduras, e é definida como o conjunto de produtos contidos em um 6leo ou
gordura, obtida por meio de saponificagdo com um alcali, extragdo com solvente
organico e posterior lavagem com agua para remogao dos sais de acidos graxos
(sabdes) formados (FONTANEL, 2013).

Esta fragdo contém, em sua composicdo, hidrocarbonetos, carotenoides,

tocoferdis e esterdis, compostos responsaveis pelas propriedades bioativas de um
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Oleo, por apresentarem capacidade antioxidante. Alguns compostos indesejaveis
para a qualidade do 6leo também compdem a fragao insaponificavel, como oleos
minerais, pesticidas e outras impurezas. Cada classe de compostos € representada
por um numero de componentes responsaveis por caracteristicas indicativas da
identidade do 6leo (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

Oleos brutos, em especial os obtidos por prensagem a frio, possuem longa
vida de prateleira sem necessidade da adi¢ao de antioxidantes, devido ao arraste da
matéria insaponificavel e seus compostos bioativos durante o processo de extragao.
Entretanto, este conjunto de compostos representa uma pequena porcentagem do
oleo (Tabela 8), sendo constituida majoritariamente por fitoesterodis, 70%
(HERNANDEZ; KAMAL-ELDIN, 2013).

Tabela 8. Conteudo maximo de matéria insaponificavel

de alguns 6leos vegetais.

Oleo MI (%)
Algodao 1,5
Canola 2,0
Gergelim 2,0
Girassol 1,5
Milho 2,8
Palma 1,2
Soja 1,5

Fonte: Codex Alimentarius, 2009.

Devido a acao de seus componentes, a matéria insaponificavel, e ainda,
suas fragbes isoladas, s&o capazes de retardar a oxidagcdo (FARHOOSH,;
TAVASSOLI-KAFRANI; SHARIF, 2011), bem como a formagdo de compostos
polares em O6leos submetidos a elevadas temperaturas, como as utilizadas em
frituras de alimentos (FARHOOSH; TAVASSOLI-KAFRANI, 2010).

Os constituintes mais importantes da matéria insaponificavel com suas

estruturas, fungdes e agao antioxidante sao elucidadas a seguir.

e Carotenoides

Os carotenoides sdao um grupo de pigmentos naturais presentes em
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vegetais, sua coloragdo varia entre o amarelo e o vermelho. Em plantas verdes e
frutos imaturos, sdo mascarados pelas clorofilas. Existem mais de 700 carotenoides
isolados de fontes naturais, destes, cerca de 500 tiveram suas estruturas estudadas
até o momento. Sao constituidos de um tetraterpeno formado por 40 carbonos, com
oito unidades isoprenoides de cinco carbonos cada. A molécula possui entre 9 e 15
insaturagbes em um sistema conjugado que permite a absor¢do de radiagao
eletromagnética na regido visivel do espectro. Este sistema de duplas ligagdes
conjugadas € o responsavel pela fungdo de estabilizacdo destes pigmentos
(BRITTON; LIAAEN-JENSEN; PFANDER, 2004; POPOVA; ANDREEVA, 2013).

Esta classe de compostos pode ser dividida em dois subgrupos: os
carotenos, apolares, e as xantofilas, as quais diferem dos primeiros pela presenga
de, pelo menos, um atomo de oxigénio em sua molécula. A Figura 11 ilustra a

estrutura quimica de um caroteno, o B-caroteno, e de uma xantofila, a luteina.

Figura 11. Estrutura quimica dos principais carotenoides presentes em

Oleos vegetais.

HO CHs Luteina

Nos vegetais, os carotenoides estdo localizados em organelas
fotossintéticas, associados a outros compostos isoprenoides como os tocoferdis e as
clorofilas, e desempenha diversas fungdes fisiolégicas como absorcdo de luz,
fotoprotecao, transferéncia e sequestro de elétrons, além de fungdes estruturais.
Outra importante fungdo dos carotenoides em organismos fotossintéticos é a de
pigmento acessorio, suas moléculas captam a luz em frequéncias que as clorofilas
nao sao capazes de absorver e transferem para as clorofilas por meio do

mecanismo singlet-singlet, ampliando assim a regiao espectral da luz solar utilizada
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(POPOVA; ANDREEVA, 2013).

Os carotenoides apresentam acdo de desativagcdo do oxigénio singlete, a
forma mais reativa do oxigénio, ou como sequestradores de radicais peroxila,
reduzindo a incidéncia de doencgas degenerativas no organismo por diminuir o efeito
oxidativo em lipidios e no material genético. Porém, estes compostos possuem
atividade 6tima apenas em niveis muito baixos de oxigénio, em altos niveis ocorre a
destruicdo dos carotenos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O licopeno possui atividade antioxidante e impede a formagao de radicais
livres no organismo por reagdo com perdxidos e oxigénio, retardando o
envelhecimento. E muito conhecido por prevenir o aparecimento do cancer de
prostata (DELLA LUCIA et al., 2008).

Além de combaterem os radicais livres, os carotenoides também fornecem
precursores para a biossintese de vitamina A (all-trans-retinol). Sua geracédo no
organismo se inicia a partir da ingestdo de carotenoides, por meio dos anéis - néo
modificados. O mais eficiente dentre os carotenoides & o B-caroteno, devido a sua
capacidade de formar duas moléculas de retinol pela presenca de dois anéis B-
ionona nao hidroxilados em sua estrutura. O a-caroteno e a B-criptoxantina também
possuem potencial de pré-vitamina A, mas originam apenas uma molécula de
vitamina A (CUTTRISS et al., 2011).

A ingestao de quantidade insuficiente de carotenoides causa deficiéncia de
vitamina A no organismo, responsavel por retardo no crescimento, cegueira noturna
e aumento da susceptibilidade a doencas infecciosas. As quantidades de vitamina A
diarias recomendadas para criancas e para adultos sao, respectivamente, 300-600 e
900-1300 pg, o que é equivalente a ingestdo de 3 a 6 mg de B-caroteno por dia
(SIZER; WHITNEY; PICHE, 2012). Este aporte deve ser adquirido pela ingestéo

cinco ou mais porgdes diarias de frutas e vegetais.

e Tocois

Os tocdis estao naturalmente presentes na maioria dos 6leos vegetais, séo
substancias lipossoluveis, precursoras da vitamina E, e classificadas em dois
grandes grupos: os tocoferdis e os tocotriendis, os quais se diferem pelas
insaturagcdes em sua cadeia alifatica. Cada classe de compostos apresenta quatro
isbmeros, a-, B-, y- € O-. A Figura 12 elucida a estrutura quimica dos tocoferdis e
tocotriendis (BARCIA et al., 2010).
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Figura 12. Estrutura quimica dos tocois.
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Podem ser encontrados em oleo de algoddo, palma, coco, canola,
amendoim, entre outros. Porém, o 6leo de milho é o mais rico nestes compostos. O
conteudo de tocoferdis presente em um 6leo vegetal esta diretamente ligado ao
processo de obtencdo e transformacao deste; 6leos refinados tém 80% de seu
conteudo vitaminico reduzido (GUINAZI et al., 2009).

Sao potentes antioxidantes naturais, amplamente utilizados como protetores
dos o6leos contra a oxidagao lipidica, sua acido antioxidante consiste na capacidade
de doacdo de seus hidrogénios fendlicos a radicais livres para estabiliza-los,
tornando-se os radicais tocoferila, os quais se estabilizam por ressonancia, para
impedir a continuidade da reagdo em cadeia (Figura 13). Podem ser produzidos por
sintese e comercializados para aplicagdo em alimentos, como aditivo. O Codex
Alimentarius Comission (2009), prevé a concentragdo maxima de 300 mg/kg para
adicao de a-tocoferol em 6leos vegetais; ja para legislagao nacional, o valor é de 500
mg/kg (BRASIL, 2005).

Além da sua atividade antioxidante no alimento, os tocoferdis possuem
atividade pro-vitaminica E. Dentre os isdmeros, o a-tocoferol possui a maior
atividade de vitamina E no organismo. Devido a seletividade de proteinas de
transferéncia de tocoferol do figado, as moléculas de a-tocoferol sdo metabolizadas
e 0s demais isbmeros sao eliminados. O a-tocoferol atua inibindo o envelhecimento

celular e, consequentemente, prevenindo doengas (BELLOCK, 2007).
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Figura 13. Mecanismo de ac&o antioxidante do tocoferol.
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Entretanto, quando aplicado em grandes quantidades, a partir de 600 mg/kg,
submetido a variagdes de temperatura e interacdo entre hidroperdxidos e radicais a-
tocoferoxila, o a-tocoferol pode deixar de atuar como antioxidante e acelerar o
processo oxidativo por meio de seus radicais a-tocoferila e a-tocoferoxila
(CHAPMAN; KIM; MIN, 2009), tanto nos alimentos, como no organismo humano. Os
radicais podem capturar o hidrogénio de outras moléculas e células, causando
quebras cromossémicas do DNA e surgimento de peroxidos lipidicos nas moléculas
de DNA. Além de serem susceptiveis a luz, ao calor e ao oxigénio, ndo sendo
capazes de proteger 6leos aquecidos e/ou utilizados para fritura de alimentos
(FENECH, 2002).

Com o intuito de analisar a agao pré-oxidante dos tocoferéis, Jung e Min
(1992) aplicaram os isdmeros a, y e d-tocoferol oxidados em 6leo de soja purificado,
submetido a estocagem em 55 °C, em diferentes concentracdes. Verificou-se que o
aumento da concentracdo dos isbmeros oxidados elevou o indice de peréxidos,

além de se concluir que o a-tocoferol possui a maior atividade pré-oxidante.

o Fitosterois

Os esterdis sdo um tipo de esteroides, horménios lipofilicos presentes na
composicao das membranas celulares, responsaveis pela regulacdo da fluidez da
membrana de animais e vegetais em diferentes temperaturas. Os fitosterdis sao
esterdis de origem vegetal com fungédo analoga e estrutura quimica semelhante a do
colesterol, nos animais (Figura 14). Sao divididos em esterdis e estandis, e diferem-
se pelas insaturagcdes presentes nas moléculas do segundo grupo. Apresentam os
isdmeros brassicasterol, campesterol, estigmasterol, sitosterol e avenasterol. O

isdmero mais abundante em 6leos vegetais é o B-sitosterol (DELLAPENA; MENE-
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SAFRANE, 2011).

Os oleos vegetais brutos contém em torno de 1,5 g/kg de fitosterois, o 6leo
de soja bruto apresenta de 3,0 a 4,4 g/kg, ja os 6leos de canola e milho sao
excecdes, com 7,8 a 11,1, e 6,8 a 8,8 g/kg, respectivamente. Oleos especiais,
presentes em pequenas quantidades em suas fontes botanicas, apresentam
elevados teores de fitosterodis, por exemplo, o éleo de gérmen de trigo possui entre
17 e 26 g/kg (PIIRONEN; LAMPI, 2003).

Figura 14. Estrutura quimica dos principais esterdis presentes em 6leos

vegetais.

B-sitosterol Campesterol

Estes compostos possuem atividade biolégica hipocolesterolémica, sua
baixa absor¢do no intestino humano impede a absorgdo do colesterol por meio de
um mecanismo de inibigdo competitiva. Depositam-se nas micelas intestinais
impedindo a absorgédo do colesterol, que é eliminado juntamente com o bolo fecal,
esta acéo diminui o colesterol total em até 25%. Esta atuagao resulta na diminuigao
dos niveis de colesterol sérico em humanos, e consequentemente, na prevengao de
doencas cardiacas, imunomodulatorias, inflamacdes e cancer (ACTON, 2012).

Além de possuirem acdo antioxidante, atuam em processos de oxidacao,
isomerizagao, hidrélise e desidrogenacao. No entanto, o processo de refino de 6leos
causa perdas na quantidade total de fitosterois, dependendo das condi¢cdes do
processamento. Temperaturas mais elevadas e maiores tempos de processamento
provocam maior degradagcdo dos compostos. As consequéncias da redugao do
conteudo de fitosteréis do 6leo ocasionam maior susceptibilidade a peroxidagao
lipidica, e menor vida de prateleira (ALUKO, 2012).

Muitas industrias alimenticias vém buscando adicionar fitosteréis como
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aditivos em seus produtos para repor e/ou acrescentar fitosterdis aos produtos
alimenticios com o intuito de melhorar a qualidade dos alimentos ingeridos pelos
consumidores. O creme vegetal enriquecido com ésteres de fitosterois, desenvolvido
por Rodrigues et al. (2004), evidenciou maior resisténcia ao calor, em comparagao

com o produto convencional, e obteve boa aceitagdo sensorial.
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4. MATERIAL E METODOS

4 1. Material

4.1.1. Coleta e preparo dos frutos

Os frutos da palmeira de dendé (Elaeis guineensis) foram provenientes da
cidade de Tailandia, PA, Brasil, latitude S 02° 31’ 31.3”, longitude W 048° 47’ 46.0”,
média da umidade relativa do ar 90,1%, temperatura média na plantacado 26,4 °C,
pluviosidade média de 252,1 mm/ano (ano base 2013), colhidos entre os meses de
dezembro de 2013 e margo de 2014. A coleta dos frutos foi realizada por
colaboradores, com o auxilio de sachos, para palmeiras menores, e foices, para
palmeiras maiores. Apos este processo, os cachos com os frutos cairam ao chéo,
foram recolhidos por tratores de coleta e levados ao container da empresa. Para o
transporte, os frutos foram retirados dos cachos. As amostras foram enviadas
congeladas, em sacos plasticos dentro de caixas de papelado, via correios. Os frutos
chegaram ao laboratério com 21,57% de umidade, foram selecionados, retirando-se
aqueles que apresentavam injurias, sinais de podriddao e/ou ataque por insetos ou
outros animais, lavados, secos com toalhas de papel e armazenados a -18 °C até o
momento da extracao de 6leo. Imediatamente antes desse processo, os frutos foram
secos por 24 h a 40 °C em estufa com circulacdo de ar forgada para redugado da
umidade até valores abaixo de 10%, o teor obtido foi de 5,97%. Apds a secagem, as
polpas foram separadas manualmente das améndoas com o auxilio de uma faca

inox, e homogeneizadas.

4.1.2. Obtencao do 6leo de palma

A polpa seca apresentava, inicialmente, 65,71% de lipidios, método Ba 3-38
AOCS, 2009. O dleo foi obtido por prensagem a frio, em prensa hidraulica de aco
inox com capacidade para 15 toneladas de pressédo, modelo TE — 098 (Tecnal,
Piracicaba, Brasil), obteve-se o rendimento de 20,32%. Utilizou-se papel de filtro
com sulfato de sodio anidro para a filtragem, frasco ambar para acondicionamento, e
nitrogénio gasoso para a inertizacao. O frasco foi lacrado e armazenado a -18 °C até

o momento das analises.
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4.1.3. Obtengao da matéria insaponificavel

A matéria insaponificavel do 6leo de palma foi quantificada de acordo com o
método oficial Ca 6b-53 AOCS (2009). Apds a extragao, o solvente foi removido sob
pressao reduzida a 40 °C. Para aplicagao no 6leo de soja, apds obtencéo, a matéria
insaponificavel foi armazenada a -18 °C até o momento das analises, e utilizada na

concentracéo de 200 mg/kg.

4.1.4. Oleo de soja

O dleo de soja refinado foi adquirido no comércio local, sem a adigdo de
antioxidantes sintéticos e acido citrico, em embalagens de 900 mL. A purificagdo do
Oleo de soja refinado comercial com alumina foi realizada de acordo com o método
descrito por Steel (2002), sendo a alumina ativada em estufa a 180 °C por 2 horas.
O processo foi realizado respeitando-se a proporgdo de 150 g de oOleo de soja
refinado comercial para 75 g de alumina (Al,O3). Utilizou-se coluna aberta de 2 cm
de didmetro para fins cromatograficos, empregando-se areia do mar tratada e um
tampao de algodao para reter o conteudo. A amostra percolou a alumina por duas
vezes com o auxilio de uma bomba de vacuo, ficando retidas as impurezas e os
compostos bioativos contidos no 6leo; o produto da segunda passagem foi utilizado
para o preparo dos tratamentos que foram submetidos a estocagem acelerada em

estufa.

4.1.5. Antioxidante comercial
O antioxidante a-tocoferol, em sua forma comercial, foi fornecido pela
empresa GNTLab, marca Sigma Aldrich, 96% de pureza. Foi adicionado ao 6leo de

soja na concentragao de 200 mg/kg.

4.2. Estocagem acelerada em estufa

O teste acelerado em estufa foi realizado para os tratamentos: 6leo de soja
refinado (OSR), 6leo de soja refinado + a-tocoferol (OSRT), éleo de soja refinado +
matéria insaponificavel (OSRM), o6leo de soja purificado (OSP), 6leo de soja
purificado + a-tocoferol (OSPT) e 6leo de soja purificado + matéria insaponificavel
(OSPM). Os tratamentos foram mantidos em estufa aquecida a 60 °C por 20 dias,

utilizando-se béqueres de 100 mL contendo 60 mL de amostra com relagao
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superficie/volume de 0,3/cm. Todas as amostras, em diferentes intervalos de tempo
(0, 5, 10, 15 e 20 dias), foram recolhidas, inertizadas com nitrogénio gasoso e

armazenadas a -18 °C até o momento das analises.

4.3. Métodos

4.3.1. Acidos graxos livres

O teor de acidos graxos livres indica o nivel de decomposi¢cdo dos
triacilglicerois presentes no 6leo. Este indice foi determinado pelo método Ca 5a-40
da AOCS (2009), expresso em % de acido palmitico. A determinacao foi realizada
com a utilizacdo de titulador potenciométrico modelo 794 Basic Titrino (Metrohm,

Herisau, Suica).

4.3.2. Perdxidos

O indice de peroxidos determina todas as substancias que oxidam o iodeto de
potassio (Kl), em miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de matéria graxa.
Estas substancias sdo geralmente consideradas como peréxidos ou outros produtos
similares da oxidagéo de gorduras. Este indice foi determinado segundo a norma Cd
8-53 da AOCS (2009), com utilizagao de titulador potenciométrico modelo 794 Basic
Titrino (Metrohm, Herisau, Suica), a qual mede o iodo produzido a partir da reacao

do iodeto de potassio com os peroxidos.

4.3.3. Dienos conjugados

O método determinou dienos conjugados presentes na matéria graxa,
expressos como porcentagem de acidos dienoicos conjugados, apods leitura da
absorvancia a 233 nm em espectrofotdbmetro UV/vis modelo UV Mini 1240
(Shimadzu, Kyoto, Jap&o). Para esta determinagéo foi utilizado o método Ti 1a-64
AOCS (2009).

4.3.4. Ganho de massa

Na analise de ganho de massa, 2,0 g de cada amostra de 6leo foram
pesados em placas de Petri e colocados em estufa a 60°C. A taxa de oxidagdo, em
termos de ganho de massa, foi medida a cada 24 horas num intervalo de 30 dias. O

indice de estabilidade é definido como o tempo requerido para um aumento de
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massa de 0,5% (IQBAL; BHANGER, 2007).

4.3.5. Estabilidade oxidativa

A medida da estabilidade oxidativa foi conduzida conforme método proposto
pela metodologia Cd 12b-92 AOCS (2009) que utiliza o equipamento Rancimat
(Metrohm Ltd., Herisau, Suica), e se baseia na determinagdo da condutividade
elétrica dos produtos volateis de degradagao. A determinacgao foi realizada a 110 °C,
com fluxo de ar de 20 L/h, com utilizacdo de 3 g de amostra e volume de agua
destilada de 60 mL nos frascos contendo os eletrodos. O periodo de inducao foi

expresso em horas.

4.3.6. Perfil de acidos graxos

Foi realizada a analise de perfil de acidos graxos dos tratamentos ja citados
para verificar a possivel alteragao dos acidos graxos presentes no 6leo de soja apods
o periodo de estocagem. Com o objetivo de avaliar se a presenca da matéria
insaponificavel e do a-tocoferol € capaz de impedir a modificacdo dos acidos graxos.
A composigao de acidos graxos foi determinada por meio dos ésteres metilicos dos
acidos graxos presentes nos oleos segundo procedimento descrito pela Ce 2-66 da
AOCS (2009). Para a determinac&o dos acidos graxos foi utilizado o método Ce 1-62
da AOCS (2009) com adaptacgdes. A analise foi realizada em cromatografo gasoso
modelo GC 3900 (Varian, Walnut Creek, USA) com detector de ionizagao de chama,
injetor split e amostrador automatico. Condi¢cdes de analise: coluna capilar de silica
fundida CP-Sil 88 (Varian, Walnut Creek, USA) de 60 m de comprimento, com
diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,20 ym. A programacao de
temperatura da coluna foi iniciada em 90 °C por 4 minutos, aquecida a 10 °C/min até
195 °C e mantida em isoterma durante 16 min. As temperaturas utilizadas no injetor
e no detector foram 230 e 250 °C, respectivamente. O gas de arraste foi o hidrogénio
com velocidade linear de 30 mL/min. Os acidos graxos foram identificados pela
comparagao dos tempos de retengdo de padrbes puros de ésteres metilicos de
acidos graxos com os componentes separados das amostras e a quantificagao foi
feita por normalizagédo de area. Foi utilizada como padrdo uma mistura composta de
5 ésteres metilicos de acidos graxos FAME MIX GLC-10 (Supelco, Bellefonte, USA),
C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C18:3, com pureza entre 99,1 e 99,9%. Os resultados

foram expressos como g/100 g de dleo.
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4.3.7. Composicao tedrica de triacilglicerois
A composicdo provavel de triacilglicerdis do éleo de palma foi determinada
pelo uso do programa computacional desenvolvido por Antoniosi Filho, Mendes e

Lancas (1995), a partir da composig¢ao de acidos graxos da amostra.

4.3.8. Carotenoides totais

Para a obtengao do teor de carotenoides totais do 6leo de palma e do dleo
de soja foi utilizada a metodologia descrita por Rodriguez-Amaya (1999) para
extracdo dos carotenoides. A quantificacdo dos carotenoides totais expressos em [3-
caroteno/g foi determinada no comprimento de onda de absorgdo maxima e valor de
A de 2592, em éter de petréleo. Foi utilizado o espectrofotdbmetro modelo UV Mini
1240 (Shimadzu, Kyoto, Japao).

4.3.9. Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram quantificados colorimetricamente pelo
método de Folin-Ciocalteau. Este método € o mais utilizado para a determinacao de
compostos fendlicos totais em alimentos e se baseia na reducdo dos acidos
fosfomolibdico e fosfotungstico em solugdo alcalina. A cor azul produzida pela
reducdo do reagente Folin-Ciocalteau pelos compostos fendlicos € medida por
espectrofotometria (SINGLETON; ROSSI, 1965). Neste procedimento, os compostos
fendlicos do 6leo de palma e do 6leo de soja foram extraidos utilizando metanol, de
acordo com Parry et al. (2005); 100 pL desta solugéo foram adicionados de 500 uL
do reagente Folin-Ciocalteau, com posterior adi¢do de 1,5 mL de solugédo saturada
de carbonato de sodio 20% e 6,0 mL de agua destilada. Apds duas horas, a
absorvancia foi determinada a 765 nm em espectrofotémetro UV/vis modelo UV Mini
1240 (Shimadzu, Kyoto, Jap&o). Para a quantificagéo, foi feita uma curva analitica
utilizando acido galico em concentragbes de 0 a 500 mg/L, a equagao da reta obtida
por regressao linear foi y = 0,0017x + 0,0185, e coeficiente de determinagdo de
0,9992. Os teores de compostos fendlicos totais foram expressos como miligrama de

equivalente em acido galico por grama de 6leo (mg EAG/q).

4.3.10. Perfil de tocoferdis
Para a analise cromatografica de tocoferdis, segundo o método AOCS Ce 8-

89 (2009), foi utilizado o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, modelo Pro Star
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210-263 (Varian, Walnut Creek, USA), equipado com detector de fluorescéncia. De
acordo com as condi¢cdes da analise, foi utilizada a coluna de ago inox empacotada
com silica Microsorb 100 Si (Varian, Walnut Creek, USA) de 250 x 4,6 mm com
poros de 5 ym, fluxo de 1,2 mL/min, comprimento de onda de excitagcdo em 290 nm
e de emissdo em 330 nm e como fase movel a mistura de 99,5% de n-hexano e
0,5% de isopropanol, todos com grau de pureza para CLAE. A identificacdo de
tocoferdis foi feita por comparagao com o tempo de retengdo dos padrdes puros. A
quantificacdo de cada isébmero foi realizada por padronizagcéo externa com base nas
areas dos picos, utilizando padrdes de a-, B-, y- e d -tocoferol (Supelco, Bellefonte,
USA) com grau de pureza de 99,9, 98,0, 99,4 e 99,6%, respectivamente. Os teores

de tocoferdis individuais foram expressos como mg/kg.

4.3.11. Perfil de fitosterdis

Os conteudos de fitosterdis foram determinados por cromatografia gasosa
apo6s saponificacdo prévia das amostras. A saponificagdo prévia das amostras foi
realizada conforme Duchateau et al. (2002). Pesou-se aproximadamente 0,8 g de
6leo em um tubo de ensaio com rosca e tampa, adicionou-se 100 yL do padrao
interno B-colestanol e 1 mL de solucdo alcodlica de hidroxido de potassio. Em
seguida, homogeneizou-se em vortex a solugdo por 10 segundos e colocou-se em
banho-maria a 70°C por 50 min, homogeneizando a cada 5 min em vortex. Apos,
adicionou-se 1 mL de agua destilada e 5 mL de n-hexano. Agitou-se vigorasamente,
e transferiu-se a camada organica para outro tubo de ensaio contendo sulfato de
sodio anidro. Esta operacao foi repetida mais duas vezes com 5 e 4 mL de n-
hexano. As fases organicas foram combinadas, homogeneizadas e deixadas em
repouso até ficar limpida. Durante todo o procedimento, o tubo de ensaio foi coberto
com papel aluminio para evitar a degradacao dos isémeros de fitosterois pela agao
da luz. Para as determinacdes dos teores de fitosterdis foi utilizado o método Ch 6-
91 da AOCS (2009) com adaptagdes. As analises foram realizadas em cromatografo
a gas marca Shimadzu, modelo CG 2010-Plus, equipado com detector de ionizacao
de chama, injetor split e amostrador automatico. Os compostos foram separados em
coluna capilar de silica fundida (Restek RTX 5) de 30 m de comprimento, com
diametro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 pm. A programacéao de
temperatura da coluna foi iniciada em 300°C e mantida em isoterma durante 12 min.

As temperaturas utilizadas no injetor e no detector foram 280 e 320°C,
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respectivamente. As amostras foram injetadas no volume de 1 pL, adotando-se a
razao de divisdo de 50:1. O gas de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de
40 mL/min. Os fitosteréis foram identificados por comparagdo com o tempo de
retengdo dos padrdes puros analisados nas mesmas condigcbes das amostras. A
quantificacdo de cada isémero foi realizada por padronizagéo interna (3-colestanol =
5a-cholestano-3B3-ol, grau de pureza de 95% em terc-butil-metil-éter, na
concentracdo de 3 mg/mL) com base nas areas dos picos, utilizando padrées de
colesterol, campesterol, estigmasterol, B-sitosterol e estigmastanol (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) com grau de pureza de 99, 99, 95, 98 e 97,4%, respectivamente. Os

teores de fitosterois individuais foram expressos como mg por 100 g de 6leo (mg/100

g9)-

4.3.12. Atividade antioxidante do 6leo de palma
e Método do radical livre DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A capacidade antioxidante determinada pelo método do radical livre DPPH’
conforme metodologia descrita por Kalantzakis et al. (2006) consistiu na utilizagao
de uma solugdo de DPPH’ em acetato de etila na concentragdo de 40 yg/mL. Apds o
tempo de reacdo de 30 minutos no escuro, a absorvancia foi lida a 517 nm em
espectrofotdbmetro UV/vis modelo UV Mini 1240 (Shimadzu, Kyoto, Japao). Foram
feitos um branco para a amostra, sem adigdo da solugdo de DPPH’, e um controle,
sem adi¢cdo de amostra. O resultado foi expresso em porcentagem, e calculado de

acordo com a férmula a seguir:

Abscontrole - (Absamostra - Absbranco) X

AA (%) = 100

Abscontrole

Onde:

AA = atividade antioxidante em porcentagem,;
Abs onirore = @bsorvancia do controle a 517 nm;
Absgmostra = @bsorvancia da amostra a 517 nm;

Abspranco = @bsorvancia do branco a 517 nm,;

e Método do radical livre ABTS™
A atividade antioxidante total por meio do método de captura do radical livre
ABTS™ foi determinada segundo metodologia descrita por Re et al. (1999). O radical

ABTS™ foi formado pela reacédo da solugdo de ABTS a 7 mmol/L com a solugdo de
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perssulfato de potassio a 140 mmol/L, que foi mantida no escuro por 16 horas. A
leitura das amostras foi realizada a 734 nm, em espectrofotdmetro UV/vis modelo UV
Mini 1240 (Shimadzu, Kyoto, Japao), ap6s 6 minutos de reacéo. Para quantificagao,
foi gerada uma curva de calibracdo utilizando Trolox como padrdo, em
concentragdes de 50 a 2.000 mmol/L, cuja equagéo da reta obtida foi y = -0,0003x +
0,6761 com coeficiente de determinacdo de 0,9979 e o resultado expresso em umol
Trolox/100 g;

e Sistema B-caroteno/acido linoleico

Consiste no método de descoramento do [B-caroteno descrito por Marco
(1968) e modificado por Miller (1971). Este método se baseia na descoloragao do B-
caroteno induzida pelos produtos da degradagao oxidativa do acido linoleico. Uma
aliquota da solugao de 3-caroteno (0,2 mg/mL em cloroférmio) foi misturada ao acido
linoleico e ao Tween 40, sendo o cloroférmio, em seguida, completamente
evaporado com nitrogénio gasoso. Apos adigdo de 100 mL de agua deionizada
incorporada com oxigénio, aliquotas de 5,0 mL da emulsdo [(-caroteno/acido
linoleico foram misturadas a 0,5 mL da solugido da amostra de 6leo em etanol. A
absorvancia a 470 nm foi monitorada em espectrofotémetro UV/vis modelo UV Mini
1240 (Shimadzu, Kyoto, Japao), a cada 15 minutos, durante 2 horas com os tubos
mantidos em banho-maria a 50 °C. Durante as leituras, um branco foi preparado
substituindo-se a amostra por 0,5 mL de etanol. A atividade antioxidante foi
calculada em termos do porcentual de inibicao (%), relativa ao controle, de acordo
com a equacao a seguir:

(TDc —TDa)
— X

Inibicdo (%) = TDe

100

Onde:

TD = taxa de degradagao = diferenga entre a Absorvancia no tempo zero e no tempo
de 120 min;

TDc = taxa de degradagao do branco;

TDa = taxa de degradagao da amostra.

O célculo do fator cinético foi feito a partir do grafico da curva cinética da

taxa de degradacao versus tempo. A partir da curva do controle e da curva referente
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a amostra foram calculados os valores de F1 e F2 por meio da equagao:

F=tg,/tgy
Onde:

tg, = tangente da curva cinética da amostra;

tgp = tangente da curva cinética do branco;

Foi considerado como valor referente as tangentes o coeficiente resultante
da divisdo entre o cateto oposto (obtido pela diferenga entre as absorvancias dentro
do tempo avaliado) e cateto adjacente (obtido pela diferenga entre os tempos). O
valor de F1 foi calculado no intervalo de 15 a 45 min enquanto o valor de F2, de 75 a
105 min, quanto mais proximos de zero forem os fatores maior é a eficiéncia do

antioxidante.

e Método da redugéo do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante foi determinada pela redugdo do complexo TPTZ
(2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe®** segundo metodologia descrita por
Szydtowska-Czerniak et al. (2008), empregando mistura de tampao acetato a 300
mM, solugdo 10 mmol/L de TPTZ em 40 mM de &acido cloridrico e 20 mmol/L de
solucdo aquosa de cloreto férrico. Esse sistema foi mantido, aproximadamente, a 37
°C por 30 minutos e a absorvancia foi medida a 593 nm em espectrofotdmetro
UV/vis modelo UV Mini 1240 (Shimadzu, Kyoto, Japao). Para a quantificagado, foi
gerada uma curva de calibragédo utilizando Trolox como padrdo, em concentragdes
de 50 a 2.000 mmol/L, a atividade antioxidante foi calculada substituindo-se o valor
de absorvancia lido na equacéao da reta obtida (y = 0,0016x - 0,0207, R2 = 0,9990) e

o resultado foi expresso em umol de Trolox/100 g.

4.4. Analise estatistica

O trabalho foi realizado em esquema fatorial no delineamento inteiramente
casualizado, cujos resultados, obtidos das determinagbes analiticas, em triplicata,
foram submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade,

por meio do programa ASSISTAT, verséo 7.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Oleo de palma

5.1.1. Caracteristicas quimicas

Os resultados das caracteristicas quimicas do o6leo de palma avaliadas
encontram-se na Tabela 9. O teor de acidos graxos livres (1,38%) obtido para o 6leo
de palma avaliado, permite comparar sua qualidade a do 6leo de palma bruto de
qualidade premium analisado por Zulkurnain et al. (2012), cuja porcentagem

encontrada foi de 1,34%.

Tabela 9. Caracteristicas quimicas do 6leo de palma.

Parametro Valores

Acidos graxos livres (% &cido palmitico) 1,38 £ 0,05
Perdxidos (meq/kg) 3,86 £ 0,03
Matéria insaponificavel (%) 2,01 +£0,04
Estabilidade oxidativa (horas) 461+0,72

O indice de peroxidos quantifica compostos de degradagdo primaria,
formados nos estagios iniciais da reagao de autoxidacéo. O 6leo de palma avaliado
neste trabalho apresentou 3,86 meq de oxigénio ativo/kg de oleo, valor que
representa, aproximadamente, 26% do valor maximo permitido para 6leos vegetais
brutos e/ou extraidos por prensagem a frio, que é de 15 meg/kg (CODEX
ALIMENTARIUS, 2009).

No estudo de Azlan et al. (2010), o 6leo de palma e o azeite de oliva
refinados evidenciaram indice de peroxidos de 7,98 meqg/kg, valor superior ao
encontrado neste trabalho para o 6leo de palma bruto (3,86 meq/kg).

A matéria insaponificavel é constituida pelos compostos minoritarios do 6leo,
como 6leos minerais, carotenoides, tocoferdis, fitosterdis e impurezas (FONTANEL,
2013). O Codex Alimentarius Comission (2009) especifica como teor maximo de
matéria insaponificavel em 6leo de palma, o valor de 1,2%, sendo que a amostra
analisada apresentou teor mais elevado, de 2,01%. Entretanto, Morales et al. (2012)

encontraram teor de 2,5% de matéria insaponificavel no 6leo de palma, em estudo
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de matérias-primas para producado de biodiesel, demonstrando que o valor pode
variar, e ser maior que o indicado pela legislagdo internacional.

O periodo de indugao obtido para o 6leo de palma bruto avaliado no neste
estudo, 4,61 horas, pode ser considerado baixo quando comparado ao oOleo de
palma refinado estudado por Corsini, Silva e Jorge (2009), que foi de 141,34 horas.
A determinacao foi realizada em equipamento Rancimat, a 100 °C, e fluxo de 20 L/h.
Esta divergéncia se deve ao processo de refino, o qual retira os fosfatideos
presentes no 6leo bruto, responsaveis pela redugcédo da estabilidade oxidativa (ZIN,
2006). O estudo de Mozzon et al. (2013) reitera esta informacgéo, pois o periodo de
inducédo evidenciado pelo 6leo de palma bruto extraido a partir de frutos hibridos
(Elaeis guineensis x Elaeis oleifera) foi de 5,7 horas, proximo ao obtido no presente
trabalho. A determinagao se deu pela utilizagado de 5 g de amostra, submetida a 110
°C e fluxo de ar de 20 L/h.

A Tabela 10 apresenta a composigao de acidos graxos e triacilgliceréis do
Oleo de palma. O dleo de palma pode ser considerado um 6leo alto oleico, 49,51%,
importante do ponto de vista nutricional, pela capacidade do acido oleico em elevar
os niveis sanguineos do colesterol bom, HLDc, e diminuir as concentra¢cdes do
colesterol ruim, LDLc. Também foram evidenciados acidos graxos saturados em
grande proporg¢ao, dentre eles, o palmitico apresentou o maior percentual, 41,82%.
O elevado aporte de acidos graxos saturados e monoinsaturados encontrado
confere estabilidade oxidativa ao 6leo.

O odleo de palma em estudo apresentou teores de acido palmitico e a-
linolénico similares aos encontrados por Mozzon et al. (2013) em 6leo de palma da
espécie Elaeis guineensis. Em seu estudo, foi avaliada a composi¢cao de acidos
graxos do 6leo obtido a partir de planta hibrida Elaeis guineensis x Elais oleifera em
comparagao com a espécie pura Elaeis guineensis. O produto obtido apresentou-se
mais insaturado, exibindo aproximadamente a metade do teor de acido palmitico e
uma pequena diminuicdo da porcentagem de acido estearico.

Os 6leos de palma comumente apresentam quantidades quase igualitarias
de acidos graxos saturados e insaturados, com proporgao de saturados/insaturados

préxima de 1 (BERGER, 2003), no presente estudo esta proporgéao foi de 0,80.
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Tabela 10. Composig¢ao de acidos graxos e triacilglicerois do 6leo de palma

(Elaeis guineensis).

Acidos graxos (%)
Palmitico (C16:0) 41,82 + 0,04
Estearico (C18:0) 2,55 0,01
Oleico (C18:1) 49,51 £ 0,04
Linoleico (C18:2) 5,88 £ 0,03
a-linolénico (C18:3) 0,24 + 0,01
Saturados 44,37 + 0,03
Insaturados 55,63 £ 0,03
Poli-insaturados 6,12 £ 0,03
Saturados/Insaturados 0,80 + 0,01
Triacilgliceroéis (%)
PPP (48:0) 7,50 £ 0,01
SPP (50:0) 1,38 £ 0,03
POP (50:1) 26,67 + 0,03
PLP (50:2) 3,18 £ 0,00
SOP (52:1) 3,28 £ 0,06
POO(52:2) 31,59 £ 0,04
PLO (52:3) 7,53 £ 0,01
SO0 (54:2) 1,94 + 0,04
000 (54:3) 12,47 £ 0,02
OLO (54:4) 4,46 + 0,01

P: palmitico; S: estearico; O: oleico; L: linoleico; Ln: a-linolénico.

De acordo com a Tabela 10, dos triacilgliceréis encontrados, o majoritario foi
o POO (palmitico — oleico — oleico), com 31,59%, seguido por 26,67% de POP
(palmitico — oleico — palmitico) e por 12,47% de OOO (oleico — oleico — oleico).

Observou-se que 0 numero maximo de insaturagdes por molécula foi quatro,
indicando que os triacilgliceréis que compdem o 6leo de palma sdo, em sua maioria,
formados por acidos graxos saturados e monoinsaturados, devido aos elevados
teores dos acidos palmitico e oleico evidenciados pela analise de perfil de acidos

graxos.
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5.1.2. Compostos bioativos

A Tabela 11 explicita os teores de compostos bioativos do 6leo de palma. O
Oleo de palma possui coloragao vermelha intensa, a qual se deve ao elevado teor de
carotenoides. Para a amostra avaliada, encontrou-se o valor de 1.524,30 ug B-
caroteno/g, em conformidade com o Codex Alimentarius (2009), que estabelece o
intervalo de 500 a 2.000 ug B-caroteno/g para oleos de palma n&do branqueados. De
acordo com Teixeira et al. (2013), no 6leo de palma extraido por método enzimatico,
o teor maximo de carotenoides totais obtido foi de, aproximadamente, 1.270 ug B-
caroteno/g para o tratamento com utilizacdo de pectinase e celulase combinadas,
permitindo inferir que o método de extragdo por prensagem a frio foi mais eficiente

no arraste de carotenoides do que o método enzimatico.

Tabela 11. Teores de compostos bioativos do 6leo de palma.

Compostos Teor
Carotenoides totais (ug B-caroteno/g) 1.524,30 £ 9,12
Compostos fendlicos totais (mg EAG/100 g) 126,31 £ 1,26
Tocoferéis (mg/kg)
a-tocoferol 43,03 +0,72
y-tocoferol 197,33 £ 0,32
o-tocoferol 17,20 £ 0,72
Total 257,57 £ 1,12
Vitamina E (mg/kg) 77,12+ 0,75
Vitamina E expressa como a-tocoferol (mg/kg) 70,10 £ 0,69

Fitosterdis (mg/100 g)

Campesterol 14,84 £ 0,17
B-sitosterol 83,50 + 0,40
Total 98,34 £ 0,52

O conteudo de compostos fendlicos totais evidenciado pelo 6leo de palma foi
de 126,31 mg EAG/100 g, valor bastante superior ao encontrado em um dleo de
palma bruto proveniente da Polbnia, 9,1 mg EAG/100 g. Esta comparagao permite
constatar que o 6leo de palma em estudo, proveniente do Estado do Para, no Brasil,
possui melhor qualidade nutricional do que este dOleo polonés, em relacdo ao
conteudo de compostos fendlicos totais (SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2011).



65

O isbmero B-tocoferol ndo foi detectado pela anadlise realizada. Em
contrapartida, o mais abundante no 6leo de palma foi o y-tocoferol, representando
em torno de 77% do total de tocoferdis.

Este composto é muito importante ao 6leo devido a sua estabilidade frente a
reacdes oxidativas, € o segundo mais resistente a operagdes de aquecimento apds
o O-tocoferol, encontrado na menor concentragdo (17,20 mg/kg) em relagdo aos
demais isbmeros.

Esta classe de substancias, além de atuar como um poderoso antioxidante
protegendo o alimento da oxidagédo e conferindo-lhe estabilidade, ainda é capaz de
promover beneficios a saude humana, por meio de sua atividade de vitamina E, a
qual combate o envelhecimento celular e pode prevenir doengas cardiovasculares e
degenerativas. Dessa forma, o total de tocoferdis evidenciado pelo éleo de palma
pode ser convertido para 77,12 mg/kg de vitamina E, sendo que deste valor, 90,90%
sao expressos como a-tocoferol, por ser o isbmero que apresenta a maior atividade
de vitamina E em organismos vivos.

Os valores de tocoferdis apresentados pelo 6leo de palma analisado neste
trabalho estdo de acordo com o Codex Alimentarius (2009), que prevé um maximo
de 193 mg/kg para a-tocoferol, 526 mg/kg para y-tocoferol e 123 mg/kg para o-
tocoferol. Esta previsto, ainda, um teor maximo de B-tocoferol de até 234 mg/kg,
embora n&o tenha sido detectado na amostra avaliada.

Idris et al. (2014) avaliaram a agao de um concentrado de vitamina E de dleo
de palma, contendo 262,5 mg/kg de a-tocoferol, na redugdo de aterosclerose em
coelhos, uma concentracdo aproximadamente 6 vezes maior que a encontrada no
6leo em estudo neste trabalho. Comprovou-se que a dieta contendo o concentrado
de vitamina E associado a compostos fendlicos do 6leo de palma foi capaz de inibir
o desenvolvimento de aterosclerose em coelhos. Tais conclusdes sugerem uma
possivel agcao preventiva de riscos cardiovasculares dos compostos bioativos do
6leo de palma em humanos.

Dentre os isbmeros de fitosterol, foram detectados no 6leo de palma apenas
o campesterol e o B-sitosterol. Como em todo 6leo vegetal, o isbmero evidenciado
em maior concentracdo foi o [-sitosterol, representando 84,91% do total de
fitosterodis. O teor de fitosterdis verificado no azeite de dendé avaliado no presente
trabalho demonstrou-se mais elevado que o maximo previsto pelo Codex

Alimentarius (2009), que é de 70 g de fitosterdis/100 g de dleo.
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Embora este conteudo em fitosterdis seja considerado baixo quando
comparado com outros 6leos, como o de milho (780 a 1100 mg/100 g) e o de canola
(680 a 880 mg/100 g) (PIIRONEN; LAMPI, 2003), a presenga destes compostos é
muito importante do ponto de vista nutricional, por atuarem como antioxidantes.

Em dleos de nozes de seis diferentes espécies, estudados por Abdallah et
al. (2015) foram detectados teores de fitosterdis entre 114,4 e 167,9 mg/100 g,
conteudos bastante superiores aos observados neste trabalho. Entretanto, foram
detectados pequenos porcentuais de colesterol em todas as amostras avaliadas

pelos autores.

5.1.4. Atividade antioxidante

A Tabela 12 apresenta a atividade antioxidante do 6leo de palma segundo
os métodos DPPH’, ABTS™, sistema B-caroteno/acido linoleico e FRAP. A Figura 15
ilustra a curva cinética da atividade antioxidante do 6leo de palma, para o sistema [3-

caroteno/acido linoleico.

Tabela 12. Atividade antioxidante (AA) do 6leo de palma.

Método AA
DPPH" (%) 85,71 + 2,51
ABTS™ (umol Trolox/100 g) 234,78 + 6,94
Sistema B-caroteno/acido linoleico (%) 81,11+ 4,74
FRAP (umol Trolox/100 g) 556,94 + 8,18

O dleo de palma apresentou boa atividade antioxidante, demonstrando ser
eficiente na inibicao da reagao oxidativa por meio de todos os mecanismos de acao
avaliados. O 6leo de palma foi eficiente no sequestro dos radicais DPPH’, inibindo
85,71% dos radicais presentes, enquanto que o 6leo de milho avaliado por Ramadan
e Wahdan (2012) foi capaz de sequestrar apenas 12%.

A capacidade antioxidante, segundo o método ABTS™, foi superior para o
Oleo de palma avaliado neste estudo, com 234,78 umol Trolox/100 g, em relagéo aos
extratos da polpa dos frutos do dendé, cujos valores variaram entre 103,22 e 221,99
pmol Trolox/100 g (NEO et al., 2010).

O d6leo de palma evidenciou elevada atividade antioxidante segundo o

sistema B-caroteno/acido linoleico, de 81,11% (Tabela 12), e sua curva cinética
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mostrou um comportamento muito interessante, com baixo decaimento da
absorvancia, de 1,36%, além de ter se mantido estavel dos 15 aos 75 minutos de

analise.

Figura 15. Curva cinética da atividade antioxidante do 6leo de palma,

para o sistema B-caroteno/acido linoleico.
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Os fatores F1 e F2, obtidos para a curva cinética do 6leo de palma,
apresentaram valores de 0,00 e 0,01, respectivamente, indicando que o dleo de
palma é um eficiente antioxidante, capaz de retardar a degradagdo do acido
linoleico, de forma a proteger o B-caroteno evitando, assim, sua descoloragao.

O dleo de soja refinado, sem adigdo de antioxidantes, avaliado por Kamkar
et al. (2013), néo foi tdo eficiente quanto o éleo de palma em inibir a peroxidagcéo do
acido linoleico, apresentando apenas 6,55% de atividade antioxidante.

A capacidade antioxidante do 6leo de palma de acordo com o método FRAP
foi de 556,94 umol Trolox/100 g, valor aproximadamente cinco vezes maior que o
obtido para o 6leo de palma refinado estudado por Szydtowska-Czerniak,
Tutodziecka e Szlyk (2012). O processo de fritura de carne bovina e suina, e de
batatas, ao qual este ultimo 6leo foi submetido, provocou o decréscimo da sua
atividade antioxidante pelo método FRAP. Verifica-se, portanto, que o refino e o

processo de fritura do 6leo de palma diminuem sua capacidade em reduzir o Fe3*,
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5.2. Oleo de soja

5.2.1. Qualidade fisico-quimica
o Indice de peroxidos

O Apéndice 1 apresenta a analise de variancia para as determinagdes de
indice de peréxidos e dienos conjugados. Pode-se observar que o teste F foi
significativo (p < 0,01) para os efeitos principais e para a interagao tratamentos x
tempos de estocagem. Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento da interagao,
cujos resultados encontram-se na Tabela 13.

No tempo zero, ndo se observou diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos, o que evidencia qualidade semelhante entre os oleos testados.

Observou-se aumento significativo (p < 0,05) no indice de perdxidos para
todos os tratamentos estudados, de acordo com o aumento do tempo de
aquecimento. Sendo que houve maior formagao de perdxidos nos com o 6leo de
soja purificado. Este processo retirou impurezas e também compostos bioativos
naturalmente presentes no 6leo, fato que propiciou a oxidacdo e a formacao dos
peroxidos.

O antioxidante a-tocoferol foi efetivo na prevencao das reacdes de oxidagao
nos primeiros 10 dias, apds este periodo ele passou a atuar como pro-oxidante. Ja a
matéria insaponificavel do 6leo de palma mostrou-se um bom antioxidante em todo o
periodo analisado, apresentando os menores indices de peroxidos.

A matéria insaponificavel atuou como pré-oxidante no 6leo de soja purificado
(OSP) apenas no 10° dia, apos este periodo, ndo houve efeito antioxidante nem pro-
oxidante, pois seus resultados n&o diferiram significativamente (p > 0,05) dos
evidenciados no 6leo de soja purificado sem adigao de antioxidantes, possivelmente
devido a degradagao dos compostos pro-oxidantes formados.

Pode-se afirmar que os antioxidantes naturalmente presentes no 6leo de
soja, como os tocoferdis e fitosterdis, atuaram em sinergismo com a matéria
insaponificavel, provocando a diferenca de comportamento verificada entre os
tratamentos OSRM e OSPM.

O Codex Alimentarius Comission (2009) estabelece como nivel maximo
aceitavel de perdxidos, o valor de 10 meg/kg. De acordo com esta legislagao, os

tratamentos com 6leo de soja ndo purificado estavam adequados no periodo anterior



Tabela 13. indices de perdxidos (meq/kg) dos tratamentos submetidos & estocagem em estufa (60 °C/20 dias).

Tempos (dias)

Tratamentos
0 5 10 15 20

OSR 0,82 + 0,05°* 210+0,04°  2769+134°° 5829+146° 83,57 +0,96%
OSRT 0,93+ 0,11% 2,85+0,08°C  2348+130°  67,00+2,00°° 87,95+0,37%
OSRM 0,88 + 0,09% 2,02 +0,15% 10,87 £ 0,04°  5521+0,32°F 78,84 + 1,36°°
OSP 1,02 +£0,13%* 12,51 +0,16°®  4325+238®  7446+240°® 9417 +0,54°®
OSPT 1,07 £ 0,21°* 16,33 £ 0,32 4925+ 141"  77,26+1,91° 104,14 +0,57*"
OSPM 1,08 £ 0,11°" 12,27 £0,62°® 47,00+ 1,34 73,64 +0,88"® 9237 +1,48%®

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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ao 10° dia de estocagem, e antes do 5° dia para os com dleo de soja purificado.
Mohamed e Awatfi (1998) avaliaram a agdo da matéria insaponificavel do
Oleo de gergelim na estabilidade oxidativa de oleo de girassol e constataram que o
aumento da concentragdo de matéria insaponificavel eleva a protecédo do 6leo. A
adicdo de 0,1% de matéria insaponificavel foi capaz de reduzir a formacéo de cerca
de 10% dos perodxidos. No presente trabalho, a matéria insaponificavel do 6leo de
palma aplicada ao 6leo de soja na concentracédo de 0,02% foi capaz de reduzir a
formacado de, aproximadamente, 6% de perdxidos, mesmo apos 20 dias de
estocagem a 60 °C. Estes dados demonstram que sua eficacia foi 2,5 vezes maior

do que a da extraida de gergelim.

e Dienos conjugados

Os resultados do desdobramento da interagdo para dienos conjugados sao
apresentados pela Tabela 14. No tempo zero, os 6leos de soja submetidos ao teste
apresentaram qualidade similar em relagdo a porcentagem de acidos dienoicos
conjugados, pois nao diferiram (p > 0,05).

Houve aumento significativo do teor de dienos conjugados a partir do 5° dia
de estocagem, a excegao dos tratamentos OSP e OSPT, cuja degradagao pode ser
notada entre os tempos 0 e 5 dias, possivelmente devido a falta de antioxidantes
naturais e a influéncia negativa deste fato na agao antioxidante do a-tocoferol.

No 10° dia de estocagem, os tratamentos OSR e OSRM n&o diferiram
significativamente (p > 0,05) entre si e foram os menos degradados. Em
contrapartida, o mais alterado foi o OSPT, devido a acao pré-oxidante do a-tocoferol.

Os tratamentos adicionados de a-tocoferol foram os mais degradados em 15
dias, com teores maiores que os apresentados pelos 6leos ndo adicionados de
antioxidantes, nao diferindo significativamente (p > 0,05). Em 20 dias, os tratamentos
mais eficientes foram o OSRM e o OSPM.
Pode-se observar que a presencga natural de antioxidantes atuou em sinergia com a
matéria insaponificavel do 6leo de palma, por ter inibido em 16,67% a formacgao de
dienos conjugados, em comparagao com 13,25% de inibicdo evidenciada no 6leo de
soja purificado. Os indices de perdxidos e dienos conjugados apresentaram forte
correlacao positiva, com coeficiente r = 0,97.

Evans, Kodali e Addis (2002) avaliaram a concentracao 6tima de tocoferdis

por meio da avaliacdo da variagdo no conteudo de dienos conjugados, verificando a



Tabela 14. Conteudos de dienos conjugados (%) dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20

dias).
Tratamentos Tempos (dias)
0 5 10 15 20

OSR 0,28 + 0,01% 0,32 + 0,00% 0,50 + 0,00°° 1,24 +0,02°® 1,56 + 0,04%°
OSRT 0,30 + 0,00 0,33+ 0,01%® 0,67 + 0,02°° 1,37 + 0,05 1,71 £ 0,14
OSRM 0,30 + 0,00% 0,35+ 0,01%F 0,52 +0,01¢ 1,03 + 0,04°C 1,30 + 0,04%°
OSP 0,29 + 0,01%* 0,39 + 0,01%8 0,69 + 0,02°° 1,03 + 0,02°C 1,66 + 0,08
OSPT 0,30 + 0,01° 0,43 +0,01% 0,81 + 0,02 1,31 +0,01"® 1,56 + 0,06°°
OSPM 0,33+ 0,01% 0,40 + 0,00%° 0,71+ 0,01 1,25 + 0,038 1,44 + 0,03%

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas n&o diferem pelo teste de T'ukey (p > 0,05).
Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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atividade antioxidante maxima gerada, a fim de evitar os efeitos pro-oxidantes
destes compostos. Cada isbmero de tocoferol, os tocoferdis totais, e os
naturalmente presentes no grdo de soja, foram analisados em 6leo de soja sob
estocagem nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C. Concluiu-se que a elevacado da
temperatura aumenta a agdo pro-oxidante. As concentragbes otimas encontradas
foram de 100 mg/kg para a-tocoferol, 300 mg/kg para y-tocoferol e, de 300 a 600
mg/kg para tocoferdis totais naturais. Permite-se, desta forma, inferir que a
concentracdo de a-tocoferol aplicada no 6leo de soja foi superior a étima obtida
pelos autores citados acima, reiterando-se o efeito pré-oxidante observado no

presente trabalho pela elevagao do teor de dienos conjugados.

¢ Ganho de massa

O Apéndice 2 apresenta a analise de variancia para a determinacédo de
ganho de massa. Pode-se observar que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
efeitos principais e para a interagao tratamentos x tempos de estocagem. Dessa
forma, procedeu-se ao desdobramento da interagao, cujos resultados encontram-se
no Apéndice 2a. A Figura 16 ilustra o ganho de massa dos tratamentos submetidos

a estocagem em estufa.

Figura 16. Ganho de massa (%) dos tratamentos

submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20

dias).
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Para a realizacdo da analise de ganho de massa, os tratamentos foram

submetidos a estocagem em estufa por 30 dias, porém, apdés 24 dias houve
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diminuicdo em relagdo a massa inicial, devido a formacdo de compostos volateis,
resultantes de etapas avancadas da oxidacdo. Por isso, os resultados finais
correspondem ao 24° dia de aquecimento. Os tratamentos apresentaram ganho de
massa significativo apds o 9° dia de aquecimento, com excecado para o OSPT que
evidenciou aumento de 1,14% entre o 6° e 0 9° dia. E também atingiu o maior pico
de aumento porcentual de massa, 9,37%, em 12 dias.

Os tratamentos OSP e OSPM também evidenciaram maior ganho de massa
no 12° dia, com os respectivos valores 7,02 e 7,76%, n&o diferindo
significativamente (p > 0,05) entre si. Os tratamentos OSR, OSRT e OSRM
evidenciaram maximo ganho de massa em 15 dias, e nao diferiram
significativamente entre si (p > 0,05).

Nao foi observada diferenca significativa (p > 0,05) entre os tratamentos
OSR e OSRM e entre OSP e OSPM para todos os tempos analisados, permitindo-se
inferir que a matéria insaponificavel ndo apresentou acdo antioxidante para a
avaliacao de ganho de massa. Por outro lado, a adicdo de a-tocoferol colaborou
para o aumento da massa em menor tempo de estocagem (9 dias), ndo agindo da
maneira esperada.

De acordo com Igbal e Bhanger (2007), o tempo requerido para obter 0,5%
de ganho de massa é o periodo de indugédo, e corresponde ao indice de
estabilidade. Dessa forma, o tratamento OSPT se manteve estavel apenas até o 6°
dia. OSP, OSRT e OSPM resistiram até o 9° dia e, OSR e OSRM foram os mais
estaveis com, respectivamente, 10 e 11 dias.

Igbal et al. (2008) avaliaram o efeito do extrato de casca de romé& na
estabilizacao do 6leo de girassol, e verificaram que a concentragdo de 1000 mg/kg
atuou positivamente, prolongando o periodo de inducéo de 2 para 10 dias. Para o
presente estudo, o periodo de indugdo do Oleo de soja sem a adigdo de

antioxidantes foi elevado em um dia, apds a adicido da matéria insaponificavel.

o Estabilidade oxidativa

O Apéndice 3 apresenta a analise de variancia para a determinagao de
estabilidade oxidativa. Pode-se observar que o teste F foi significativo (p < 0,01) para
os efeitos principais e para a interagcéo tratamentos x tempos de estocagem. Dessa
forma, procedeu-se ao desdobramento da interagao, cujos resultados encontram-se
na Tabela 15.



Tabela 15. indices de estabilidade oxidativa (horas) dos tratamentos submetidos & estocagem em
estufa (60 °C/20 dias).

Tempos (dias)

Tratamentos
5 10 15 20

OSR 8,02+0,23®® 585+0,33"* 3,79+ 0,04 2,53 +0,15% 1,69 + 0,12°"
OSRT 7,95+0,16® 539+0,10"® 345+0,13%%¢ 238 +0,03%" 1,82 +0,12%
OSRM 8,70+0,17** 599+0,38"  3,99+0,38% 2,70 +0,10% 1,93 + 0,47°*
OSP 7,05+ 0.05°C 4,95+ 0,34°°¢ 3,26 + 0,04°C 2,32 £0,17% 1,49 £ 0,117
OSPT 7,21+0,32°C 4,63 +0,02°° 3,03+ 0,10°° 2,45+ 0,08 1,54 + 0,40%
OSPM 6,67 + 0,44 517 +0,21°°¢ 3,28 +0,06C 2,31+0,21% 1,71 £ 0,37%*

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Houve um decaimento da estabilidade oxidativa para todos os tratamentos
avaliados em relagdo ao tempo de estocagem, demonstrando que o aquecimento
degradou os compostos antioxidantes presentes nas amostras diminuindo sua
resisténcia a reacao oxidativa.

Verificou-se que os tratamentos com 6leo de soja ndo purificado nao
apresentaram estabilidade oxidativa significativamente diferente (p > 0,05) dos do
Oleo de soja purificado apés o 10° dia de estocagem, provavelmente devido a sua
degradacao oxidativa, o que acarretou em perda da estabilidade.

Os tratamentos do 6leo de soja adicionados da matéria insaponificavel do
O0leo de palma apresentaram diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo aos
tratamentos n&o adicionados de antioxidantes apenas no tempo zero, evidenciando
que a matéria insaponificavel do 6leo de palma atua bem contra a oxidagao lipidica
em Oleos ndo aquecidos, o aquecimento provocou a perda de sua acdo. Nao foi
verificada acédo do a-tocoferol na estabilidade oxidativa do déleo de soja tanto para o
Oleo de soja purificado quanto para o nao purificado.

Observou-se comportamento similar ao avaliado no presente trabalho no
estudo de Martinez et al. (2013), em que o Oleo de noz adicionado de 100 mg/kg de
palmitato de ascorbila, submetido a exposicdo a luz em temperatura ambiente por

180 dias, ndo elevou a estabilidade do 6leo até o final dos 90 dias de estocagem.

¢ Perfil de acidos graxos

O Apéndice 4 apresenta a analise de variancia para a determinacao do perfil
de acidos graxos. Pode-se observar que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
efeitos principais e para a interagdo tratamentos x tempos de estocagem, com
excegao para o acido palmitico, em que o teste F nao foi significativo para o efeito
tratamento (p > 0,05). Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento da interacgao,
cujos resultados encontram-se no Apéndice 4a. A Figura 17 ilustra o teor de acidos
graxos dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa.

Quando relacionados ao tempo, os acidos graxos apresentaram alteragdes
condizentes com a literatura, a qual prevé aumento de acidos graxos saturados e de
monoinsaturados e diminuigdo dos poli-insaturados apods estocagem (PREEDY,
2014).
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Figura 17. Teores de acidos graxos (AG). a) saturados, b) monoinsaturados e c)
poli-insaturados dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa (60
°C/20 dias).
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Nenhum dos tratamentos avaliados foi capaz de modificar ou impedir as
alteracdes dos acidos graxos, isto €, o aumento dos saturados e a diminuicdo dos
poli-insaturados, embora tenham sido observadas diferengas significativas (p <
0,05), em nivel decimal, entre os tratamentos adicionados de antioxidantes. A
purificacdo do 6leo de soja também n&o exerceu influéncia na composi¢cado de seus
acidos graxos.

Gharby et al. (2011) avaliaram 6leos de argan comestiveis extraidos por
diferentes métodos de prensagem e submetidos a estocagem por 2 anos em frascos
claros nas temperaturas de 5, 25 e 40 °C, e também em frascos ambar a 25 °C.
Neste estudo, eles verificaram que, assim como observado no presente trabalho, em
geral, a composi¢cao de acidos graxos das amostras ndo variou, independentemente

do tipo de extracéo e das condi¢gdes de armazenamento.

5.2.2. Compostos bioativos
e Carotenoides totais

Foram detectados carotenoides totais apenas nos tratamentos OSRM e
OSPM, pois a matéria insaponificavel do éleo de palma é rica nestes compostos, e
contribuiu para agregar estes compostos ao 6leo de soja.

Efetuou-se a analise estatistica apenas para os tratamentos que
evidenciaram carotenoides totais. O Apéndice 5 apresenta a analise de variancia
para a determinacdo de carotenoides totais. Pode-se observar que o teste F foi
significativo (p < 0,01) para os efeitos principais e para a interagao tratamentos x
tempos de estocagem. Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento da interagao,
cujos resultados encontram-se no Apéndice 5a. A Figura 18 ilustra a degradagéao
dos carotenoides totais durante a estocagem das amostras avaliadas.

A adicdo da matéria insaponificavel acrescentou carotenoides ao 6leo de
soja, compostos bioativos importantes ao ser humano, por sua agao vitaminica A e
antioxidante, os quais haviam sido retirados durante o processo de refino. Tal
pratica torna o 6leo de soja refinado mais adequado ao consumo tanto no aspecto
nutricional quanto no tecnoldgico.

Ambos os tratamentos sofreram reducdo no conteudo de carotenoides
totais durante o periodo de estocagem acelerada. O tratamento com 6leo de soja
nao purificado perdeu 36,67%, e o purificado, 45,28%.

O conteudo inicial de carotenoides do 6leo de soja purificado adicionado da



78

matéria insaponificavel do oleo de palma foi significativamente (p < 0,05) maior que
o evidenciado pelo 6leo de soja nao purificado. Este resultado pode ser devido a
retirada de interferentes, como sujidades e tracos de pesticidas, durante o
processo de purificacdo, que evitou a degradacdo dos carotenoides antes da

estocagem.

Figura 18. Conteudos de carotenoides totais (ug/g) dos tratamentos submetidos a

estocagem em estufa (60 °C/20 dias).
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Para cada tratamento, valores representados pelas mesmas letras minusculas nédo diferem pelo Teste de Tukey
(p > 0,05).

Para cada tempo, valores representados pelas mesmas letras mailusculas nido diferem pelo Teste de Tukey (p >
0,05).

Porém, durante os tempos de aquecimento, a presenca de antioxidantes
naturais no 6leo de soja nado purificado protegeu os carotenoides da oxidagéo,
apresentando maiores teores que o 6leo de soja purificado nos tempos 5, 10 e 15
dias. O 20° dia foi uma excegao, os conteudos ndo diferiram significativamente
entre si (p > 0,05), possivelmente pela degradacdo dos antioxidantes naturais do
Oleo de soja nao purificado.

De acordo com o trabalho realizado por Kiokias e Oreopoulou (2006), um
extrato natural de carotenoide foi obtido por meio da combinacdo de trés extratos
naturais comerciais: da flor mal-me-quer, rica em luteina; de tomate, rico em
licopeno; e de urucum, rico em bixina. O extrato foi aplicado em emulsao 6leo-agua
elaborada com déleo de girassol. De forma analoga ao obtido neste trabalho, o teor
de carotenoides da emulsdo aumentou, e observou-se ainda, atividade

antioxidante e protetora contra a formagao de aldeidos volateis.
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e Compostos fendlicos totais

O Apéndice 6 apresenta a analise de variancia para a determinacdo de
compostos fendlicos totais. Pode-se observar que o teste F nao foi significativo para
os tratamentos (p > 0,05), mas foi significativo (p < 0,01) para os efeitos principais e
para a interacdo tratamentos x tempos de estocagem. Dessa forma, procedeu-se ao
desdobramento da interagao, cujos resultados encontram-se na Tabela 16.

O conteudo de compostos fendlicos totais dos tratamentos estudados nao
foi degradado pela acdo da temperatura durante o periodo de estocagem,
constatando que até o 20° dia ndo houve variagéo significativa (p > 0,05).

Pode-se inferir que a adicdo da matéria insaponificavel nao influenciou o teor de
compostos fendlicos totais, pois ndo se verificou degradacdo destes compostos
nos tratamentos sem adi¢ao de antioxidantes.

Apos 20 dias de estocagem, os tratamentos OSRT e OSPT apresentaram
um aumento no teor de compostos fendlicos em relagdo ao tempo de estocagem
de 15 dias. Este fato se deveu ao método utilizado, o qual identifica compostos
fendlicos pela reagdo com o Folin-Ciocalteau, gerando substancias de coloragao
azulada. Entretanto, sdo capazes de ligar-se ao Folin-Ciocalteau, todos os anéis
fendlicos livres, levando a concluir que o processo de aquecimento, mesmo
brando, poderia romper ligagdes quimicas nos tratamentos adicionados de a-
tocoferol, liberando ou formando anéis fendlicos, os quais provocaram um

resultado sobrestimado.

¢ Retencéao de tocoferois

O Apéndice 7 apresenta a analise de variancia para a determinag¢ao do perfil
de tocoferdis. Pode-se observar que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
efeitos principais e para a interagao tratamentos x tempos de estocagem. Dessa
forma, procedeu-se ao desdobramento da interagao, cujos resultados encontram-se
no Apéndice 7a. A Figura 19 ilustra a retencédo dos isdbmeros de tocoferol dos
tratamentos dos 6leos de soja submetidos a estocagem em estufa.

O isbmero pB-tocoferol nao foi detectado pela analise. Verificou-se,
primeiramente, que a purificagdo do 6leo de soja retirou o isdmero y-tocoferol,
provocando uma reducao de 1,35% do teor inicial naturalmente presente, os demais

isbmeros ndo foram afetados.



Tabela 16. Conteudos de compostos fendlicos totais (mg/g) dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa

(60 °C/20 dias).
Tratamentos Tempos (dias)
0 5 10 15 20

OSR 133,24 + 26,428 12265+ 14,26* 113,43 +3,92°"® 103,43 +10,93*" 127,16 + 12,578
OSRT 107,94 + 23,90%"8 142 06 + 37,77 104,02 +5,59%®  9225+6,23"* 139,71 + 12,35%
OSRM 127,16 + 8,67 124,41 +19,18%* 145,20 + 39,41** 126,57 +7,09%* 134,80 + 18,36%
OSP 127,75 +14,93%"8 116,76 £ 8,17** 115,20 +7,45*"® 110,69 + 12,23** 14559 + 4,12%
OSPT 104,61 +547°® 128,33 +1247°* 108,14 +5,00°"® 114,41 + 539" 186,96 + 32,99%"
OSPM 145,98 + 18,57%* 126,37 + 12,34* 123,82 +4,71*"® 12520 + 14,44*" 136,18 + 19,23%

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Figura 19. Retencédo (%) dos isbmeros de tocoferol. a) a-tocoferol, b) y-tocoferol, c) d-tocoferol, d) total de tocoferadis, €) vitamina E

e f) vitamina E expressa como a-tocoferol dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20 dias).
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Para cada tratamento, valores representados pelas mesmas letras minusculas n&o diferem pelo Teste de Tukey (p > 0,05).
Para cada tempo, valores representados pelas mesmas letras maiusculas nédo diferem pelo Teste de Tukey (p > 0,05).
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Dentre os isdmeros de tocoferol, o mais estavel foi o d-tocoferol, o qual, ao
final de 20 dias de estocagem, sofreu diminuicdo média de 17,67% em relagcdo ao
seu teor inicial. O mais susceptivel ao processo oxidativo foi o a-tocoferol, que foi
totalmente degradado até o final do teste acelerado de estocagem. Foi possivel
avaliar que os niveis de vitamina E e de vitamina E expressa como a-tocoferol foram
fortemente influenciados pela degradagdo do a-tocoferol, sofrendo uma diminuigdo
média de 76,72%.

Ao final do 20° dia de estocagem, observou-se boa retencado de todos os
isémeros no 6leo de soja n&o purificado e também no purificado, embora o processo
de purificagao tenha diminuido seu teor de d-tocoferol.

Permite-se, portanto, inferir que a adicdo deste antioxidante atuou em
sinergia com os antioxidantes naturalmente presentes no 6leo de soja, e que o a-
tocoferol foi o antioxidante mais eficaz em impedir a degradag&o dos tocoferdis.
Apods 20 dias de estocagem, a matéria insaponificavel do éleo de palma também foi
eficiente na retencao dos tocoferdis, e apresentou agado contra a degradacdo dos
tocoferodis totais, da vitamina E e da vitamina E expressa como a- tocoferol nos
tratamentos do 6leo de soja ndo purificado, além da conservacao de 82,12% do &-
tocoferol do éleo de soja purificado.

O estudo de Casarotti e Jorge (2014) sobre a atividade antioxidante do extrato
etandlico de alecrim aplicado em oleo de soja sob termoxidacdo evidenciou
comportamento similar ao avaliado no presente estudo. O antioxidante sintético
utilizado como comparacao foi mais eficiente na retencdo dos tocoferéis até a 102
hora de aquecimento. Contudo, entre a 102 e a 20® hora este composto foi
degradado pela agao do calor e o extrato foi capaz de reter a maior porcentagem de

tocoferdis no fim do processo de aplicagao de calor.

¢ Retencao de fitosterdis

Os isOmeros estigmasterol, estigmastanol, A-5-avenasterol e A-7-
avenasterol ndo foram detectados pela analise. O Apéndice 8 apresenta a analise de
variancia para a determinacao do perfil de fitosterdis. Pode-se observar que o teste
F foi significativo (p < 0,01) para os efeitos principais e para a interagao tratamentos
x tempos de estocagem. Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento da interagéo,
cujos resultados encontram-se no Apéndice 8a. A Figura 20 ilustra a retengédo dos

isébmeros de fitosterol dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa.
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Figura 20. Retencéo (%) dos isémeros de fitosterol. a) campesterol, b) B-sitosterol e

c) fitosterdis totais dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa
(60 °C/20 dias).
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Para cada tratamento, valores representados pelas mesmas letras minusculas ndo diferem pelo Teste de Tukey

(p >0,05).

Para cada tempo, valores representados pelas mesmas letras maiusculas nado diferem pelo Teste de Tukey (p >

0,05).
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Verificou-se que a purificagdo provocou grande redugdo dos teores de
fitosterois. O déleo de soja apresentou, inicialmente, 82,70% do campesterol, 19,67%
do B-sitosterol e 23,68% do conteudo original de fitosterdis totais do dleo de soja.

O a-tocoferol comercial aplicado ao 6leo de soja purificado foi capaz de
impedir em 93,95% a degradagao do campesterol, e foi uma excegao, pois para este
isdmero, as melhores retengdes foram evidenciadas pelos tratamentos do 6leo de
soja nao purificado. Enquanto os tratamentos do 6leo de soja purificado foram mais
eficazes na protecao do isbmero B-sitosterol e dos fitosterdis totais, com destaque,
respectivamente, para o o6leo purificado adicionado da matéria insaponificavel do
6leo de palma e do adicionado do a-tocoferol.

Este comportamento pode ter ocorrido devido ao menor teor inicial de B-
sitosterol que, por isso, sofreu menor degradacido quando comparado com o

campesterol.
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6. CONCLUSAO

Com relagao a caracterizacdo quimica e bioativa do éleo de palma, concluiu-
se que sua qualidade estava adequada ao consumo, em conformidade com as
legislagdes nacional e internacional para padrao de qualidade de oleos e gorduras
vegetais.

Os elevados aportes de substancias bioativas, como os carotenoides totais e
os compostos fendlicos totais foram responsaveis pela sua elevada capacidade
antioxidante, evidenciada por distintos mecanismos de reacgao.

A partir da avaliagao da estabilidade oxidativa dos 6leos de soja estocados,
verificou-se que a purificagdo do 6leo retirou impurezas e compostos bioativos,
principalmente os fitosterdis, e consequentemente, este 6leo sofreu maiores danos
oxidativos durante o periodo de estocagem, perdendo mais rapidamente sua
qualidade tecnolodgica e nutricional.

A matéria insaponificavel extraida do 6leo de palma foi capaz de minimizar a
formacdo de perdxidos e dienos conjugados, auxiliando na conservagdo da
estabilidade oxidativa, e acrescentou carotenoides totais ao 6leo de soja. Entretanto,

apresentou menor eficiéncia na retengao de tocoferdis e fitosterais.
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APENDICES

Apéndice 1. Analise de variancia para as determinag¢des de indice de peroxidos (IP)

e dienos conjugados (DC).

Quadrados Médios

Causas de Variagao G.L.

IP DC
Tratamentos 5 893,2768** 0,0690**
Tempos de estocagem 4 26410,7679** 5,2391**
Tratamentos x tempos de estocagem 20 104,6870** 0,02624**
Residuo 60 1,1878 0,0014
Desvio padrao 0,80 0,02
Coeficiente de variagao (%) 2,72 4,63

** Significativo (p < 0,01).



Apéndice 2. Analise de variancia para a determinacdo de ganho de

massa.

Causas de Variagao G.L. Quadrados Médios
Tratamentos 2,87593**
Tempos de estocagem 110,41190**
Tratamentos x tempos de estocagem 35 5,04263**
Residuo 96 0,1323
Desvio padrao 0,25
Coeficiente de variagao (%) 16,64

** Significativo (p < 0,01).
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Apéndice 2a. Ganho de massa (%) dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20 dias).
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Tempos (dias)

Tratamentos
6 9 12 15 18 21 24

OSR 0,00 £ 0,00** 0,13+ 0,02®* 0,14 +0,07°® 1,12+0,08°° 7,27+0,74* 3,49+0,44™ 1,56+0,12°* 0,49 + 0,02°*
OSRT 0,00 + 0,00** 0,22 +0,04** 0,42+0,11°® 450+0,53° 6,67 +0,37*® 3,18+0,23*® 160+0,18" 0,39 + 0,08°*
OSRM 0,00 £ 0,00 0,15+ 0,06" 0,28+0,06® 1,47+0,38° 737+046* 350+0,35™ 1,58+0,36"* 0,33 +0,09%
OSP 0,01 £0,02** 0,19+0,04** 0,45+0,05® 7,02+0,37*® 6,00+0,12°¢ 3,20+0,16**® 1,64 +0,16°* 0,56 + 0,04**
OSPT 0,09 +0,06™ 0,45+0,04° 159+0,36% 937+0,23* 549+045° 260+0,43® 1,36+0,22 0,53+0,03"
OSPM 0,02 +0,01** 0,24 +0,07** 0,42+0,30°® 7,76+0,85® 5860,44"™° 280+0,39%° 1,19+0,31"" 0,23+0,11**

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas n&o diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Apéndice 3. Analise de variancia para a determinagao de estabilidade

oxidativa.
Causas de Variagao G.L. Quadrados Médios
Tratamentos 4 102,39286**
Tempos de estocagem 5 1,96801**
Tratamentos x tempos de estocagem 20 0,27308**
Residuo 60 0,06468
Desvio padrao 0,21
Coeficiente de variagao (%) 6,19

** Significativo (p < 0,01).



101

Apéndice 4. Analise de variancia para a determinagéo do perfil de acidos graxos.

Quadrados Médios

Causas de Variagao G.L.

C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Tratamentos 2 0,53352** 0,02549** 0,37787** 1,22448** 0,12774**
Tempos de estocagem 5 0,00342"° 0,00182** 0,02031** 0,03562** 0,00132*
Tratamentos x tempos de estocagem 10 0,01768** 0,00150** 0,01097** 0,03498** 0,00588**
Residuo 36 0,00273 0,00046 0,00316 0,00559 0,00049
Desvio padrao 0,05 0,02 0,05 0,06 0,02
Coeficiente de variagao (%) 0,23 0,50 0,21 0,18 0,49

C16:0: acido palmitico; C18:0: acido estearico; C18:1: acido oleico; C18:2: acido linoleico;

** Significativo (p < 0,01).
NS Nao significativo (p > 0,05).
* Significativo (0,01 < p < 0,05).

C18:3: acido a-linolénico.



Apéndice 4a. Teor de acidos graxos (%) dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20 dias).
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Tempos (dias)

Tratamentos

OSR

OSRT

OSRM

OSP

OSPT

OSPM

Palmitico (C16:0)

0
10
20

Estearico (C18:0)

0
10
20

Oleico (C18:1)
0
10
20

Linoleico (C18:2)

0
10
20

a-linolénico (C18:3)

0
10
20

22,71 + 0,02%8
22,71 + 0,078
22.69 + 0,05

4,27 + 0,05
4,31 + 0,02%C
4,37 + 0,024

27,15 + 0,09%®
27,18 + 0,07%®
27.39 + 0,03

41,38 + 0,09%A
41,32 + 0,05
40,85 + 0,05

4,49 + 0,02%
4,48 + 0,03%A
4,44 + 0,03%

22,73 +0,10%
22,85 + 0,06%
22.96 + 0,04

4,28 + 0,02
4,34 + 0,02%°
4,38 + 0,02%

27,18 + 0,06%®
27,23 + 0,07%®
27.39 + 0,024

41,27 + 0,08
41,08 + 0,07
40,87 + 0,06

4,55 + 0,03
4,50 + 0,02%
4,39 +0,01%°

22,54 + 0,04
22,85 + 0,02%
23,03 + 0,02*

4,34 + 0,03
4,29 + 0,01
4,39 + 0,01

27,20 + 0,06%®
27,09 + 0,048
27.38 + 0,04

41,29 + 0,15
41,33 + 0,06®"
40,75 + 0,04%®

4,63 £ 0,023
4,44 + 0,018
4,44 +0,01%®

22,59 + 0,038
22,87 +0,03%"
22.92 + 0,08%

4,33 + 0,02%®
4,33 + 0,02%®
4,38 + 0,024

27,19 + 0,05%®
27.21 + 0,05%®
27.51 + 0,05%A

41,26 + 0,05"*
41,12 + 0,04
40,78 + 0,01

4,63 +0,02%*
4,46 + 0,01
4,40 + 0,02%C

22,55 + 0,048
22,92 + 0,06%"
22,93 + 0,04%

4,34 +0,01%8
4,34 +0,01%®
4,40 + 0,01%*

27,22 + 0,02%
27,30 + 0,01%8
27.54 + 0,023

41,29 + 0,07
40,96 + 0,06
40,75 + 0,02

4,60 + 0,017
4,48 + 0,02%°
4,37 + 0,03

22,61 + 0,023°8

22,86 + 0,09%
22.95 + 0,03%

4,30 + 0,03%
4,35 + 0,03%
4,37 + 0,02%

27,06 £ 0,11°°¢
27,29 + 0,06%

27.42 + 0,05%A

4148 +0,17%
40,99 + 0,048
40,86 + 0,06

4,55 + 0,04
4,50 + 0,04%®
4,39 +0,01%°

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).



Apéndice 5. Andlise de variancia para

carotenoides totais.

a determinacdo de

Causas de Variagao G.L. Quadrados Médios
Tratamentos 1,5936**
Tempos de estocagem 4 22,3683**
Tratamentos x tempos de estocagem 4 1,2646**
Residuo 20 0,1913
Desvio padrao 0,36
Coeficiente de variagao (%) 4,75

** Significativo (p < 0,01).
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Apéndice 5a. Conteudo de carotenoides totais (ug/g) dos tratamentos

submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20 dias).

Tratamentos
Tempos (dias)
OSRM OSPM
0 11,21 + 0,06°A 12,30 + 0,36%"
5 10,55 + 0,35%® 9,72 + 0,63
10 9,96 + 0,23% 9,01 + 0,08
15 8,33 + 0,32%° 7,10 + 0,82°°
20 7,10 + 0,64%° 6,73 + 0,14%°

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Apéndice 6. Analise de variancia para a determinacdo de compostos

fendlicos totais.

Causas de Variagao G.L. Quadrados Médios
Tratamentos 5 561,50202"°
Tempos de estocagem 4 2776,4879**
Tratamentos x tempos de estocagem 20 733,3820**
Residuo 60 291,1915
Desvio padrao 14,14
Coeficiente de variagao (%) 13,62

** Significativo (p < 0,01).
NS Nao significativo (p > 0,05).
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Apéndice 7. Analise de variancia para a determinacao do perfil de tocoferois.

Quadrados Médios

Causas de Variagcao G.L.

a Y o Total Vit E Vit E(a)
Tratamentos 2 36904,85352** 104621,29389** 1079,78574** 291245,97556** 66319,13591** 54798,25033**
Tempos de aquecimento 5 11964,39096**  502,55589** 36,33485**  14890,42444** 14833,44326** 12256,59082**
Tempos de estocagem 10 4351,04841* 885,74678** 35,03641** 2583,97000**  4860,73105**  4016,33006**
Tratamentos x tempos de estocagem 36 0,17315 0,24315 0,21778 0,49407 0,19478 0,16094
Desvio padréo 0,31 0,43 0,42 0,66 0,34 0,31
Coeficiente de variagéo (%) 0,94 0,18 0,60 0,18 0,49 0,49

a: a-tocoferol; y: y-tocoferol; &: d-tocoferol; Total: somatdria dos isdbmeros de tocoferol; Vit E: vitamina E; Vit E (a): vitamina E expressa como a-tocoferol.
** Significativo (p < 0,01).



Apéndice 7a. Conteudo de tocoferois (mg/kg) dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20 dias).
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Tempos (dias)

Tratamentos

OSR

OSRT

OSRM

OSP

OSPT

OSPM

a-tocoferol

0

10

20
y-tocoferol

0

10

20
o-tocoferol

0

10

20
Total

0

10

20
Vitamina E

0

10

20

Vitamina E expressa como d-tocoferol

0
10
20

43,93 + 0,67
27,43 + 0,59
0,00 + 0,00

324,90 +0,79%"
298,77 + 0,72
179,53 + 0,12°°

89,20 + 0,52%*
78,43 + 0,498
70,40 + 0,52°¢

458,03 + 0,95°"
404,63 + 0,868
249,93 + 0,59

97,96 + 0,82%
75,78 + 0,58°8
27,64 +0,02°

89,05 + 0,74%
68,69 + 0,53
25,12 +0,02°°

178,53 + 0,40
86,73 + 0,15
11,67 +0,15%

313,00 + 0,66™
299,83 + 0,15
226,50 + 0,443

79,43 + 0,42%
79,80 + 0,82%*
73,77 £ 0,80%

570,97 + 0,64
466,37 + 0,90%8
311,93 + 0,95%

243,36 + 0,35""
140,40 + 0,172
46,81 +0,23%

221,22 +0,31°*
127,62 + 0,168
42,55 + 0,213

41,37 £ 0,219
26,57 + 0,45
0,00 + 0,00°°

351,43 + 0,06%
300,73 + 0,218
191,20 + 0,53"C

90,17 + 0,45
80,93 + 0,55%
73,13 £0,12%

482,97 + 0,67
408,23 + 0,648
264,33 + 0,58

98,32 + 0,24%
74,10 £ 0,49%
28,70 + 0,08°C

89,38 + 0,22%
67,35 + 0,44%
26,09 + 0,07

43,90 + 0,72
11,27 + 0,218
0,00 + 0,00°°

341,97 + 0,25
284,30 + 0,56°8
158,70 + 0,53

88,00 + 0,10°*
70,10 + 0,56%
68,57 +0,21°C

473,87 + 0,80
365,67 + 0,84™®
227,27 +0,67°¢

100,47 + 0,81°"
55,74 + 0,14™®
24,49 + 0,08%¢

91,33 + 0,73
50,67 + 0,13®
22,26 +0,07%¢

203,17 + 0,06%"
68,83 + 0,76
0,00 + 0,00°°

332,30 + 0,20%
302,70 + 0,528
190,80 + 0,70°°

84,43 +0,31"
78,33 £+ 0,158
68,43 + 0,32

619,90 + 0,10%
449,87 + 0,708
259,23 + 0,70°¢

274,20 +0,07%
121,92 + 0,798
29,31 + 0,10

249,25 + 0,06%
110,82 + 0,728
26,64 + 0,09°¢

41,60 + 0,44%
15,93 + 0,74%
0,00 + 0,00°¢

344,17 +0,32°*
288,80 + 0,80%
178,74 + 0,21°C

86,90 + 0,20°*
76,17 + 0,60%®
71,37 +0,42°C

472,67 + 0,12
380,90 + 0,72°8
249,83 + 0,55

98,26 + 0,44%
61,61 + 0,69°8
27,49 + 0,03

89,32 + 0,40%
56,01 + 0,638
24,99 + 0,03%

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).



Apéndice 8. Analise de variancia para a determinacgao do perfil de fitosterais.
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Quadrados Médios

Causas de Variagao G.L.

Campesterol B-sitosterol Total
Tratamentos 2 43,63454** 46557,39870** 49036,56591**
Tempos de estocagem 5 19,68096** 10935,16290** 11768,79173**
Tratamentos x tempos de estocagem 10 2,93795** 10509,73652** 10525,91908**
Residuo 36 0,01909 0,02834 0,03735
Desvio padrao 0,13 0,15 0,17
Coeficiente de variagao (%) 0,93 0,22 0,21

** Significativo (p < 0,01).
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Apéndice 8a. Conteudo de fitosterois (mg/100 g) dos tratamentos submetidos a estocagem em estufa (60 °C/20 dias).

Tempos (dias) Tratamentos
OSR OSRT OSRM OSP OSPT OSPM
Campesterol
0 18,96 + 0,25** 16,76 +0,18°* 16,27 +0,09%* 1568+ 0,12 15,09 +0,18°" 14,94 + 0,14°
10 16,68 £0,12°® 1590+ 0,07 1423 +0,06®® 13,59+0,12*® 1518 +0,10%* 13,69 +0,12%
20 15,39 +0,13°°  14,19+0,11°°  1417+0,08°®  11,90+0,17°° 14,18+0,11"®  9,35+0,18%
B-sitosterol
0 274,44 +0,19** 250,71 +0,15” 136,41 +0,22°* 53,99 +0,30% 53,35+0,19%* 50,67 +0,31°"
10 52,17 +0,16°®® 49,44 +0,13®®  5269+0,20°° 46,02 +0,11°® 5320+0,10* 49,80 + 0,11
20 46,55 + 0,14 47,60 + 0,09°° 48,33 +0,09%°  43,10+0,11°C  47,42+0,15°® 4586 + 0,04°C
Total
0 293,40 + 0,07** 267,47 +0,07°" 152,68 +0,29* 69,48 + 0,19 68,44 +0,37*"* 65,61 +0,30"
10 68,85+ 0,10°® 6534 +0,13®  66,91+0,19®® 59,64+0,18°® 68,38 +0,08** 63,76 + 0,05%°
20 61,94 +0,27°°  61,79+0,16°° 62,50 +0,15°° 55,07 +0,20°° 61,60 +0,06"® 55,22 + 0,22°C

Médias seguidas de mesma letra minuscula nas linhas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Médias seguidas de mesma letra maiuscula nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).



