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RESUMO

Castelo Branco, Vanessa Naciuk. TRANSFORMACOES QUIMICAS NA OXIDACAO
ACELERADA DE OLEOS VEGETAIS E SUA RELAQAO COM A CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE TOTAL, UMA ABORDAGEM MULTIVARIADA. Rio de Janeiro, 2013.
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos). Instituto de Quimica. Universidade Federal do
Rio de Janeiro.

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar as transformacgdes quimicas ocorridas
durante condicdes distintas de oxidacdo acelerada, em diferentes tipos de Oleos vegetais, e
aplicar analise estatistica multivariada a fim de associar as transformacdes quimicas e sua
associacdo com a capacidade antioxidante total (CAT). Os o6leos refinados de soja, milho
girassol e canola e os 6leos de nozes (améndoa doce, aveld, castanha-do-Brasil, macadamia e
noz-pecd) prensados a frio foram utilizados para investigar os seguintes aspectos: a influéncia
da composi¢cdo em acidos graxos e tocdis e do teor de compostos fendlicos totais para a CAT
e a estabilidade oxidativa dos 6leos por meio da analise de Modelo Linear Generalizado
(Capitulo 1), a associacdo entre a degradacdo de acidos graxos, tocéis e compostos fendlicos
totais e as alteragbes dos produtos de oxidacdo e da CAT por Correlagcbes Candnicas
(Capitulo 2) e o potencial uso da CAT como indicador de estabilidade oxidativa dos 6leos
(Capitulo 3). No Capitulo 1 foi observado que 0 o- e o y-tocoferol foram os principais
determinantes da CAT, avaliada pelo ensaio de TEAC (do inglés; Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) Por outro lado, o teor de compostos fenodlicos totais e o y-tocoferol
foram os principais determinantes da estabilidade oxidativa, pelo método de Rancimat. No
Capitulo 2 os 6leos foram submetidos a oxidacdo acelerada (Estufa de Schaal, foto-oxidacéo e
termo-oxidacdo) e foi observado que as degradacGes do a- e y-tocoferol foram os principais
determinantes das transformacfes quimicas ocorridas, independente das condicdes de
oxidacdo lipidica. Destaca-se que a perda de a-tocoferol apresentou relagdo com a
estabilidade oxidativa, enquanto a perda de y-tocoferol, com o a variagdo da CAT. No
Capitulo 3, foi observada uma forte correlacdo entre a CAT dos 6leos frescos e a formagédo
dos produtos primarios e secundarios durante o teste de Estufa de Schaal bem como com o
periodo de inducdo determinado pelo método de Rancimat. Desta forma, a CAT inicial foi
capaz de predizer adequadamente a estabilidade oxidativa dos 6leos, caracterizando-se como
um bom indicador de qualidade oxidativa. Por fim, foi proposto, pela primeira vez, um limite

minimo de CAT para 0leos refinados de boa qualidade de 2,20 mmol ET/kg de 6leo.

Palavras-chave: estabilidade oxidativa, oxidacdo acelerada, antioxidantes, tocoferois,
estatistica multivariada



ABSTRACT

Castelo Branco, Vanessa Naciuk. CHEMICAL TRANSFORMATIONS IN VEGETABLE
OILS ACCELERATED OXIDATION AND THEIR ASSOCIATION WITH TOTAL
ANTIOXIDANT CAPACITY, A MULTIVARIATE APPROACH. Rio de Janeiro, 2013.
These (PhD in Food Science). Instituto de Quimica. Universidade Federal do Rio de Janeiro.

The aims of the present work was to investigate the chemical transformations occurring
during distinct tests of accelerated oxidation in different types of vegetable oils and to apply
multivariate statistical analysis in order to associate the chemical transformations and their
associations with oils’ total antioxidant capacity (TAC). Refined soybean, corn, sunflower
and canola oils and cold pressed nut oils (almond, hazelnut, Brazil-nut, macadamia and
pecan-nut) were used to investigate the following aspects: the influence of fatty acid and
tocols composition and total phenolic compounds on vegetable oils TAC and oxidative
stability by Generalized Linear Models (Chapter 1), the association of losses in fatty acids,
tocols and total phenolic compounds with the changes in oxidation products and TAC by
Canonical Correlations (Chapter 2) and the potential application of TAC as an oxidative
stability index on vegetable oils (Chapter 3). In Chapter 1 we observed that a- and y-
tocopherols were the main determinants of TAC by the TEAC assay. On the other hand, total
phenolic compounds and y-tocopherol were the main determinants of oils’ oxidative stability
by Rancimat. In Chapter 2, oils were submitted to accelerated oxidation (Schaal Oven test,
photooxidation and termooxidation). It was observed that degradation of a- and y-tocopherol
were the major determinants of the chemical transformations, independently of the oxidation
conditions. Additionally, a-tocopherol loss was associated with oxidative stability, whereas y-
tocopherol loss associated with vegetable oils TAC. In Chapter 3 we observed a strong
correlation between initial TAC and the formation of primary and secondary oxidation
products in Schaal Oven test as well as with the induction time by Rancimat test. Moreover,
TAC of fresh oils was a proxy of oils’ oxidative stability. Finally, for the first time, we
proposed a lower limit of good quality refined vegetable oils TAC of 2.20 mmol TE/ kg of

oil.

Keywords: oxidative stability, accelerated oxidation, antioxidants, tocopherols, multivariate

statistical analysis
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1. Oleos vegetais: Importancia econdmica e para a salide humana

Os Oleos vegetais sdo alimentos lipidicos extraidos de sementes oleaginosas, nozes,
cereais e frutas. Os 6leos representam uma fonte concentrada de energia, além de serem
carreadores de vitaminas lipossollveis e conterem nutrientes essenciais para o
desenvolvimento humano, tais como os acidos graxos essenciais e vitamina E (Ghazani et al.,
2013; Kamal-Eldin & Andersson, 1997; Desai et al., 1988).

Desde a década de 80, o consumo e a producao de dleos vegetais tem apresentado um
aumento marcante no mundo todo. A producdo mundial de 6leos vegetais aumentou de 40,3
milhGes de toneladas para 157,0 milhdes de toneladas entre os anos de 1984/85 e 2012/13
(Foreign Agricultural Service, USDA, 2013). De acordo com as projecdes da Food and
Agricultural Organization of the United Nation (FAO), espera-se que a producdo de 6leos
vegetais, liderada pelos paises em desenvolvimento, aumente em 30% até o ano de 2020
(OECD-FAOQ, 2011). Atualmente, o Brasil ocupa o0 6° e o 7° lugar no ranking de maiores
consumidores e produtores de O6leos vegetais no mundo, respectivamente (Foreign
Agricultural Service, USDA, 2013).

Os o6leos de palma, soja, canola e girassol sdo os principais 6leos produzidos em escala
mundial (Figura 1). O 6leo de palma, o mais consumido mundialmente, concentra a sua
producdo nos paises asiaticos da Indonésia e da Malésia. Por outro lado, os 6leos de soja e de
canola, 0 2° e 0 3° mais consumidos, concentram a sua producdo na China e nos paises da
Unido Europeia, respectivamente. Juntos, os 6leos de palma e de soja correspondem a mais de
60% da producdo mundial de 6leos vegetais (Foreign Agricultural Service, USDA, 2013;

FEDIOL, 2011).
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Figura 1. Produgdo e consumo mundial dos principais 6leos vegetais durante o ano de 2012 (Fonte:
Foreign Agricultural Service, USDA, 2013).

No Brasil, a producdo e o consumo de 6leos vegetais correspondem cerca de 8,0
milhGes de toneladas ao ano, sendo a industria brasileira considerada de grande porte. Neste
cenario, a producdo de 6leo de soja contribui com aproximadamente 90% da producdo e do
consumo nacional de 6leos vegetais, tornando o Brasil o 4° maior produtor mundial de 6leo
de soja (Tabela 1). O restante da producdo nacional corresponde & produgdo dos 6leos de
algodéo, palma, amendoim, girassol, milho e canola (Oil World, 2013).

A maior parte da producdo mundial dos Oleos vegetais (80%) é utilizada para fins
alimenticios (Figura 1), tais como o uso do 0Oleo in natura, a aplicagéo dos 0leos em processos
de fritura e o desenvolvimento de produtos derivados como margarinas e cremes vegetais
(OECD-FAOQ, 2011). Portanto, ainda existe um grande interesse no estudo das propriedades

nutricionais e tecnologicas dos diferentes tipos de 6leos vegetais.
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Tabela 1. Total de 6leos vegetais produzidos, exportados e consumidos no Brasil em 2012.

Producéo Exportacéo Consumo interno
Tipo de 6leo
(1.000 t/ano) (1.000 t/ano) (1.000 t/ano)
Soja 7.072 1.500 5.700
Algodio 371 1 374
Palma + Palmiste 338 58 703
Milho 89 37 52
Mamona 48 4 51
Girassol 35 1 72
Canola 29 1 40
Total 8.014 1.618 7.009

(Fonte: Oil World, 2013).

Os Oleos vegetais constituem-se predominantemente por triacilglicerdis,
frequentemente ricos em acidos graxos insaturados, incluindo os acidos graxos essenciais,
acido linoleico (18:2n-6) e acido a-linolénico (18:3n-3). Além disso, os 0leos vegetais contém
pequenas quantidades de esterois, tocoferois, tocotriendis, compostos fenolicos, pigmentos
(carotenoides e clorofilas) e metais de transicdo como ferro e cobre (Chen et al., 2011,
Chaiyasit et al., 2007).

Mondini & Monteiro (1994) sugerem que, inicialmente, 0 aumento no consumo de
6leos vegetais ocorreu devido a recomendacdo de restringir o consumo da gordura de origem
animal, rica em &cidos graxos saturados, para prevenir o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares. Na década de 70, um importante estudo epidemioldgico, 0 “Seven
Countries Study”, avaliou sistematicamente a associagdo entre o estilo de vida, a dieta e 0

desenvolvimento de doencas cardiovasculares em populacgdes de diferentes regides do mundo.
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Este estudo concluiu que o risco para o desenvolvimento destas doencas estava associado com
o nivel de colesterol plasmatico, assim como com o teor de gordura saturada da dieta habitual,
sugerindo a substituicdo dos lipideos saturados pelos insaturados (Keys, 1970).

A partir deste momento, tornou-se crescente o interesse em investigar o efeito bioativo
dos acidos graxos insaturados presentes nos Oleos vegetais. Até os dias atuais, variados
estudos demonstram uma associacdo inversa entre o consumo de Oleos vegetais ricos em
acidos graxos insaturados e o risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(Esmaillzadeh & Azadbakht, 2011; Vega-L0dpez et al., 2006). Diferentes autores sugerem que
o efeito protetor do consumo de dleos vegetais a salde humana relacione-se, principalmente,
com os teores do acido oleico (18:1n-9), acido graxo monoinsaturado (AGMI), e com 0s
teores de 18:3n-3 presentes nos Oleos (Zatonski et al., 2008; Ruiz-Gutiérrez et al., 1997;
Renaud et al., 1995; Matson & Grundy 1985).

Matson & Grundy (1985) avaliaram a influéncia do consumo de 6leos vegetais ricos
em 18:1n-9 e 18:2n-6 nos niveis plasmaticos de colesterol total, triacilglicerol e das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), baixa densidade (LDL) e alta densidade
(HDL). Estes autores observaram que o 18:1n-9 e o0 18:2n-6 foram capazes de reduzir a LDL,
diminuindo o risco cardiovascular. No entanto, somente o 18:1n-9 ndo reduziu os niveis de
HDL, um fator protetor em relag&o ao risco cardiovascular.

Da mesma forma, Zatonski et al. (2008) observaram que a taxa de mortalidade por
doencgas cardiovasculares foi reduzida em paises do leste europeu que apresentaram alto
consumo de o6leos ricos em 18:3n-3. Possivelmente este efeito esteja associado com a
capacidade do 18:3n-3 em inibir a agregacédo plaquetaria e a formacéo de trombos, em reduzir
a pressdo arterial e os triacilgliceréis plasmaticos bem como em diminuir os marcadores

inflamatdrios, reduzindo a incidéncia de doencas cardiacas (Simopoulos, 2006).
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No entanto, os compostos minoritarios presentes nos 6leos vegetais, tais como 0s
antioxidantes naturais pertencentes a classe da vitamina E (tocoferois e tocotrienois) e dos
compostos fendlicos também influenciam positivamente a satde humana (Kritchevsky, 2002).
Os antioxidantes presentes nos 0leos vegetais estdo associados a prevencdo de doencas
cardiovasculares, cancer e outras doencas crénico-degenerativas, pois sdo capazes de proteger
os sistemas bioldgicos contra a acdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,
responsaveis por danos oxidativos aos lipideos, proteinas e acidos nucleicos (Halliwell, 2012).

Adicionalmente, os tocoferois, os tocotriendis e 0os compostos fenolicos apresentam
outras funcdes biologicas, tais como as atividades anti-inflamatdria e quimiopreventiva, que
também contribuem para a prevencao de doencas cronico-degenerativas (Haloom et al., 2012;
Saldeen & Saldeen, 2005; Bendini et al., 2007).

Neste contexto, outros Oleos além daqueles habitualmente consumidos vém
despertando interesse da comunidade cientifica devido a sua composi¢do em acidos graxos e
compostos antioxidantes, tais como os 6leos de nozes. De acordo com Hu & Stampfer (1999),
o consumo de 6leos de nozes pode exercer um maior efeito cardioprotetor do que o consumo
das suas respectivas nozes. No entanto, ainda sdo poucas as informacgoes sobre a composicédo
qguimica dos Oleos de nozes, tornando-se relevante o seu estudo para aumentar o
conhecimento sobre os potenciais efeitos destes para a satde humana.

Portanto, considerando as evidéncias que sugerem uma associa¢do positiva entre o
consumo de diferentes Oleos vegetais e a redugdo no risco de doengas, é constante a
preocupacdo com a manutencdo da qualidade nutricional e sensorial dos Oleos vegetais.
Contudo, devido ao elevado teor de acidos graxos poli-insaturados (AGPI), os 6leos sdo
altamente suscetiveis a oxidacdo lipidica, principal forma de degradacdo desta matriz

alimentar. Desta forma, os dleos vegetais tém sido foco de interesse cientifico e tecnoldgico
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nas areas de Ciéncia de Alimentos e Nutricdo através da investigacdo da estabilidade
oxidativa e da sua relagdo com a composi¢cdo nutricional dos dleos a fim de promover um
melhor controle de qualidade do produto final assim como um melhor aproveitamento dos

compostos bioativos presentes nos 6leos.

2. Oleos de nozes prensados a frio: a relevancia de seu estudo

As nozes sdo frutos secos que geralmente apresentam apenas uma semente e sdo
envolvidos por uma casca rigida, tais como a noz-peca (Carya illinoinensis), avela (Corylus
avellana), macadamia (Macadamia integrifolia), améndoa-doce (Prunus dulcis) e a castanha-
do-Brasil (Bertholletia excelsa) que apresenta mais de uma semente em seu fruto (Freitas &

Naves, 2010; Figura 2).

Figura 2. Diferentes nozes e suas sementes: (A) Améndoa doce; (B) Aveld; (C) Macadamia; (D)
Castanha-do-Brasil; (E) Noz-peca.

27



As nozes apresentam um valor nutricional elevado, sendo importantes fontes de
lipideos (40-80%, em especial 18:1n-9) e proteinas (8-20%). Além disso, também podem
apresentar quantidades relevantes de minerais, vitaminas e de alguns compostos bioativos
como os fitoesterois e variados compostos fendlicos (Alasalvar & Shahidi, 2009;
Venkatachalam & Sathe, 2006). Diferentes estudos epidemiol6gicos sugerem que 0 consumo
de nozes promove variados efeitos cardioprotetores, em especial, devido a sua fracéo lipidica
constituida de AGMI, tocoferais e fitosterdis (Yang, 2009; Coates & Peter, 2007; Blomhoff et
al., 2006).

Em Julho de 2003, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a alegacdo de
salde a qual estabelece que o consumo de 42 g/dia de algumas nozes (améndoa doce, avela,
amendoim, noz-pecan, e pistache) pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares. Desta
forma, é provavel que os 6leos extraidos das nozes, fonte concentrada de compostos lipidicos,
também apresentem potencial para exercer beneficios a saude.

No entanto, o nimero de artigos investigando o efeito do consumo dos 6leos de nozes
ainda é limitado (Alasalvar & Pelvan, 2011). Similarmente, ainda sdo escassos 0s estudos
sobre a composicdo quimica dos Oleos de nozes. Atualmente, Fereidoon Shahidi e seus
colaboradores séo o principal grupo de pesquisa a investigar as propriedades nutricionais e
tecnoldgicas dos Oleos de nozes, especificamente extraidos por diferentes solventes (Eron et
al., 2013; La Rosa et al., 2011; Miraliakbari & Shahidi, 2008; Alasalvar & Shahidi, 2009;
Alasalvar et al., 2006).

De acordo com a literatura, existem duas formas principais de extracdo dos 6leos
vegetais: a extracdo por meio de solvente e a extracdo por meio de prensagem mecanica, as
quais influenciam de forma diferente a composicéo final dos oleos (Siger et al., 2008). O

método de extracdo de Oleos por solvente envolve altas temperaturas causando a perda de
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alguns compostos minoritarios presentes nos 6leos. Além disso, 6leos extraidos por solventes
devem ser submetidos ao processo de refino para tornarem-se comestiveis. Relata-se que,
aproximadamente, 80% dos compostos fendlicos e dos tocoferdis sdo removidos dos 06leos
durante o processo de refino, que envolve condi¢des bruscas de temperatura e reagentes
quimicos (Ghazani & Marangoni, 2013; Lindley, 1998; Desai et al., 1988).

Por outro lado, a extracdo por prensagem mecanica, especialmente a frio, tende a
preservar as propriedades nutricionais dos 6leos tendo em vista que ndo envolve aquecimento
ou tratamento quimico posterior (Vujasinovic et al., 2010; Siger et al., 2008). Desta forma,
considerando o interesse do consumidor por alimentos capazes de promover beneficios a
salde, os Oleos de nozes tém sido comercializados apds sua obtencdo pelo processo de
prensagem mecanica a frio, tornando importante a investigacdo da composicdo nutricional
destes 6leos bem como a sua tendéncia a oxidacao lipidica as quais devem diferenciar-se em

relacdo aos 6leos de nozes extraidos por solvente.

3. Oxidacao lipidica em 6leos vegetais

. De uma forma geral, todos os 6leos sdo suscetiveis a oxidacao lipidica. Esta reacdo oxidativa
resulta na degradacdo irreversivel de diversos componentes, causando depreciacdo nutricional
e sensorial dos 6leos (Shahidi & Zhong, 2010a; Choe & Min, 2006). Além disso, compostos
potencialmente toxicos podem ser formados ao longo desta reagdo (Sutherland et al., 2007;
Seppanen & Csallany, 2002). Consequentemente, a oxidag&o lipidica tem implicacdo direta
no valor nutricional, comercial e na seguranga dos 0leos vegetais, representando importante
causa de perdas econbmicas para a industria de alimentos (Chaiyasit et al., 2007). Portanto,

torna-se relevante o conhecimento da estabilidade oxidativa bem como das transformagdes
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quimicas ocorridas ao longo do processo oxidativo para um adequado controle de qualidade

dos 6leos vegetais.

3.1 Mecanismo geral da oxidac¢ao lipidica e seus produtos

A oxidacdo lipidica envolve complexas reacfes radicalares autopropagadoras,
originadas a partir da oxidacdo dos &cidos graxos insaturados dos Oleos vegetais pelas
espécies reativas de oxigénio, moléculas que apresentam elétrons de valéncia néo
emparelhados, cuja maioria pode ser considerada um radical livre (Choe & Min, 2006).

Essa reacdo oxidativa inicia-se de maneira auto-catalitica ou acelerada pela presenca
de metais de transicdo, da luz, de temperaturas elevadas e de altas concentracfes de oxigénio.
No entanto, a oxidacdo lipidica sempre se divide em trés etapas: iniciacdo, propagacao e
terminacdo, as quais podem ser inibidas ou retardadas pela acdo dos diferentes antioxidantes

presentes nos 6leos vegetais (Figura 3; Schneider, 2009).
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Figura 3. Principais etapas da oxidagdo lipidica de 6leos vegetais. In®: radical iniciador; LH: substrato
lipidico insaturado; L*: radical alquila; AH: antioxidante (Adaptado de Schneider, 2009).
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Conforme apresentado na Figura 3, na etapa de iniciacdo, o radical lipidico alquila
(L*) é formado através da abstracdo de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos insaturados
por um radical iniciador (In®) cuja via de formacéo ainda ndo esta completamente elucidada
(Silvagni et al., 2010). Durante esta etapa, existe 0 acimulo crescente de L* que na presenca
do oxigénio forma o radical lipidico peroxila (LOO®), dando inicio a principal etapa da
oxidacdo lipidica: a etapa de propagacao (Chaiyasit et al., 2007; Frankel, 2005a).

A etapa de propagacdo envolve baixa energia de ativacdo e, consequentemente, uma
alta constante de velocidade da reagéo, ocorrendo rapidamente. Desta forma, o radical LOO®
¢ capaz de abstrair um atomo de H de outro acido graxo insaturado rapidamente, resultando
na formacao do principal produto primario da oxidacdo, os hidroperédxidos lipidicos (LOOH).
Um novo radical L* também é formado que reiniciard a sequéncia da reacdo em cadeia,
gerando um acumulo de espécies radicalares (Laguerre et al., 2007).

Durante a etapa de propagacdo, a abstracdo do H da molécula de &cido graxo
insaturado pelo LOO® ocorre, preferencialmente, nos atomos de carbono que apresentam
baixa energia de dissociacdo de ligacdo, ou seja, naqueles carbonos mais proximos das duplas
ligacOes, denominados carbonos a-metilénicos. Consequentemente, os grupos a-metilénicos
presentes entre duas duplas liga¢Ges vizinhas, como no caso da estrutura do 18:2n-6 e do
18:3n-3, sdo oxidados com maior facilidade, tornando estes &cidos graxos 0s principais
substratos da oxidacdo lipidica em 6leos vegetais (Min & Boff, 2008; Figura 4).

Neste contexto, os LOOH formados a partir da abstracdo de um atomo de H do 18:2n-
6 podem apresentar dupla ligagdo conjugada em sua estrutura. Os LOOH conjugados,
denominados de dienos conjugados, sdo formados devido a um rearranjo da dupla ligacao do
carbono a-metileno interrompido, sendo também considerados produtos primarios da

oxidacdo lipidica (Frankel, 2005; Figura 5).
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Figura 4. Posicionamento dos carbonos a-metilénicos ndo interrompidos nos principais acidos graxos
insaturados substratos para a oxidacgao lipidica em dleos vegetais (Nomenclatura dos &cidos graxos
pelo sistema o).
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Figura 5. Esquema de formacdo de dienos conjugados a partir da abstracdo de hidrogénio do acido
linoleico (18:2n-6).
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Muitos isémeros de LOOH séo formados durante a etapa de propagacdo, 0s quais
variam de acordo com a composicdo em acidos graxos dos 6leos vegetais. No entanto, de uma
forma geral, os LOOH séo intermediarios instaveis e decompdem-se espontaneamente ou em
reacOes aceleradas pela presenca de temperaturas elevadas ou de metais de transicao.
Usualmente, a decomposi¢do dos LOOH ocorre através da hidrdlise da ligacdo entre seus dois
atomos de oxigénio que apresenta uma baixa energia de ligacdo (44 kcal/mol) quando
comparada a energia de ligacdo entre os atomos de oxigénio e hidrogénio (90 Kcal/mol).
Apbs a decomposicdo, um radical hidroxila (OH®) e outro radical LO® sdo formados (Choe &
Min, 2009).

Na sequéncia, o radical LO® formado, participa de diversas reacdes secundarias
resultando em um grande numero de compostos de diferentes pesos moleculares, os quais
correspondem aos produtos secundarios da oxidacao lipidica. A principal via de formacéo dos
produtos secundarios ocorre a partir da clivagem homolitica do LO®, conhecida como reagédo
de p-clivagem (Figura 6). Esta reacdo gera diferentes compostos volateis de baixo peso
molecular, tais como os aldeidos, cetonas, &lcoois e hidrocarbonetos de cadeia curta,
responsaveis pelo off-flavor dos dleos oxidados (Silvagni et al., 2010; Chaiyasit et al., 2007).
Por conseguinte, embora os LOOH sejam incolores e inodoros, estas estruturas Sdo as
principais precursoras do aroma caracteristico de ranco dos 6leos vegetais (Silva, 1999).

Com a progressdo da reacdo em cadeia, existe uma extensa formacdo de produtos
secundarios e de compostos radicalares. Neste contexto, os compostos radicalares tendem a
polimerizarem-se entre si nos estagios avancados da oxidacdo lipidica, resultando em
produtos terciarios. Os produtos terciarios sao os principais produtos da etapa de terminacédo

e correspondem a dimeros e polimeros nédo radicalares de alto peso molecular que influenciam
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negativamente nas caracteristicas sensoriais dos 6leos como cor e viscosidade (Dana &

Saguy, 2001).

Radical alcoxila
Rj-CH-R; R;-CH-R;
X — T + "OH
OOH
Hidroperoéxido
R3H
R;-CHO + Ry Ri-CH-R: | R Ri-G-Re 4 o
OH 0O
Aldeido Catoiia
Alcool

Figura 6. Decomposi¢do dos hidroperoxidos por B-clivagem homolitica do radical alcoxila. OH -
radical hidroxila; R3H — substrato lipidico.

Normalmente, a oxidacdo lipidica ocorre lentamente nos estagios iniciais até atingir
um aumento repentino na formacdo dos produtos de oxidacdo, intervalo conhecido como
periodo de inducdo. Desta forma, o periodo de inducdo reflete a resisténcia dos 6leos a
degradacéo lipidica, que por sua vez corresponde a estabilidade oxidativa dos 6leos. Portanto,
6leos com um periodo de inducdo mais prolongado s&o considerados mais estaveis.

Neste contexto, a estabilidade oxidativa é um importante parametro para prever o grau
de degradacdo dos Oleos em diferentes condicbes de armazenamento e processamentos
tecnoldgicos (Shahidi & Zong, 2010a; Choe & Min, 2006). Existem variados indicadores de
estabilidade oxidativa que refletem a formacdo dos produtos primarios e secundarios da

oxidacdo lipidica, sendo amplamente utilizados para acompanhar o grau de oxidacdo dos
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oOleos (Frankel, 1993). No entanto, até 0 momento, ndo existe nenhum indicador que se refira,
diretamente, ao teor de compostos antioxidantes presentes nos 0leos vegetais.

Os oleos vegetais contém diversos antioxidantes naturais, tais como, os tocoferois, 0s
compostos fendlicos, os fitoesterois e 0s carotenoides, que sdo capazes de inibir e/ou retardar
a oxidacdo lipidica. Por outro lado, os 6leos também podem ser adicionados de antioxidantes
sintéticos como o tert-butil-hidroquinona (TBHQ), o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-
hidroxitolueno (BHT), porém possiveis efeitos toxicologicos ja foram associados a estes
antioxidantes (Ramalho & Jorge, 2006).

Os antioxidantes presentes nos 6leos vegetais prolongam o periodo de inducdo ou
reduzem a taxa de oxidacdo por meio de diferentes mecanismos, como a acdo bloqueadora
dos radicais livres e do oxigénio singleto e a acdo quelante de metais de transi¢do. Estes
mecanismos dividem os antioxidantes em dois grupos, 0s antioxidantes primarios e 0s
secundarios (Chaiyasit et al.,2007).

Os antioxidantes primarios, tais como os tocoferdis e os compostos fendélicos, agem
interrompendo a reagdo em cadeia através da doacdo de H para os radicais livres,
especialmente para os LOO". A eficiéncia destes antioxidantes esta relacionada, em sua maior
parte, com a sua habilidade em doar H para os radicais livres. Desta forma, a energia de
dissociacgdo de ligacdo e o potencial de ionizacdo de cada composto séo fatores fundamentais
para determinar a sua eficiéncia como antioxidante (Prior et al., 2005). Além disso,
compostos com o potencial de reducdo menor do que os dos radicais livres sdo capazes de
bloquear estas estruturas. Neste contexto, os radicais L', LO™ e 0 LOO" apresentam potencial
de reducdo de 600 mV, 1600 mV e 1000 mV, respectivamente. Por outro lado, os tocoferdis,
principais antioxidantes lipofilicos dos 0leos vegetais, apresentem potencial de reducao igual

a 500 mV (Choe & Min, 2006).
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Em contrapartida, os antioxidantes secundarios interrompem a reacdo em cadeia sem
interagir diretamente com os radicais livres. Os antioxidantes secundarios tais como o &cido
citrico (adicionado aos 6leos), podem apresentar acdo quelante aos metais de transicgéo,
inibindo a decomposicdo dos LOOH. Da mesma forma, o B-caroteno pode inativar o oxigénio
singleto, reduzindo a taxa de oxidacdo iniciada por esta molécula (Chaiyasit et al., 2007).

Portanto, os antioxidantes primarios e secundarios inibem e/ou retardam a oxidacéo
lipidica em diferentes etapas. Além disso, o0s antioxidantes primarios induzem ao
aparecimento de uma fase lag (estacionaria) relacionada ao periodo de indugdo dos 6leos.
Essa fase dura até o total desaparecimento do antioxidante. Entretanto, os antioxidantes

secundarios nao ocasionam o aparecimento da fase lag (Figura 7; Laguerre et al., 2007).

Fase lag

Antioxidante primario

Antioxidante secundario

Auséncia de antioxidante

Quantidade de substrato

Tempo

Figura 7. Influéncia dos antioxidantes priméarios e secundarios para o aparecimento da fase lag
durante a oxidagdo lipidica dos 6leos vegetais (Adaptado de Laguerre et al., 2007).

A acdo dos antioxidantes nos 0leos vegetais pode ser influenciada por varios fatores
como a concentracdo destes compostos nos 6leos, sua interagdo sinérgica e/ou antagbnica com

0s outros constituintes bem como a sua localizagdo nas diferentes interfaces ar-6leo e gua-
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Oleo presente nos Oleos vegetais (Laguerre et al., 2013; Chen et al., 2011; Frankel, 1996).
Além disso, as diferentes vias de iniciacdo da oxidacao lipidica também influenciam na
eficiéncia dos antioxidantes, alterando a formacdo dos produtos da oxidacdo, assim como a

estabilidade oxidativa dos 6leos.

3.2 Principais vias de iniciacdo da oxidacdo lipidica e as suas diferengas

A oxidacdo lipidica é acelerada, principalmente, pela presenca de temperaturas
elevadas e pela exposicdo a luz. Desta forma, a oxidacdo nos 6leos vegetais pode iniciar-se
por meio de vias distintas, destacando-se trés vias principais, a saber: via de auto-oxidacao
(iniciada de forma espontanea), de foto-oxidacdo (iniciada pela exposicdo a luz) e de termo-
oxidacdo (iniciada pela exposicdo a temperaturas > 100°C). As trés vias de iniciacdo
apresentam uma cinética diferenciada em relacdo as etapas de iniciacdo, propagacdo e
terminacdo. Consequentemente, os produtos formados em cada via de iniciacdo podem
apresentar variacdo quanto a estrutura quimica e concentracdo, influenciando na acdo dos
antioxidantes e no grau de oxidacao dos 6leos vegetais.

A auto-oxidacdo é o processo que acontece espontaneamente em condi¢cdes moderadas
do meio, sendo o principal processo de degradacdo dos 6leos vegetais frescos (Choe & Min
2006). Por outro lado, a foto-oxidacgéo é a principal forma de degradacdo dos 6leos vegetais
acondicionadas em embalagens plasticas transparentes durante a sua comercializacdo (Sacchi
et al., 2008), enquanto a termo-oxidacao representa o principal mecanismo de oxidacdo que
ocorre em 6leos submetidos ao processo tecnoldgico de fritura (Dana & Saguy, 2001).

As principais diferencas entre as trés vias de iniciagdo ocorrem devido ao tipo de
oxigénio envolvido na reacdo bem como as suas concentracfes. Na via de auto-oxidagéo, o

oxigénio tripleto (30,) interage com o carbono o-metilénico dos radicais lipidicos, enquanto
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na via de foto-oxidago, o oxigénio singleto (*O,) interage diretamente com as duplas ligacdes
dos acidos graxos insaturados. Por outro lado, na via de termo-oxidacdo, a disponibilidade de
%0, é reduzida devido as temperaturas elevadas, diminuindo a sua interagdo com os radicais
lipidicos (Shahidi & Zhong, 2010a; Frankel, 2005a; Hamilton et al., 1997).

O 30, é um atomo biradical que representa a forma mais abundante e estavel de
oxigénio da natureza. O *0, apresenta um par de elétrons livre nos seus orbitais moleculares
de mais alta energia, promovendo a sua reacdo com os radicais lipidicos na posicdo do
carbono a-metilénico. Por outro lado, a forma excitada do 0., o 'O, (n4o radical) apresenta
um orbital com elétrons pareados e outro completamente vazio, tornando-o mais eletrofilico
do que o 20, Devido a sua maior afinidade por elétrons, o *O, é capaz de reagir diretamente
com as duplas ligacdes dos acidos graxos insaturados, resultando em interacdes extremamente
répidas. Relata-se que o ‘O, pode reagir com os 4cidos graxos insaturados de 1000 a 3000
vezes mais rapido do que o *0,. Desta forma, 0 0, e 0 1O, reagem com os 4cidos graxos em
localizagdo diferenciada, resultando em produtos de oxidagdo, em especial os LOOH,
quantitativa e qualitativamente diferentes (Choe & Min, 2006).

Neste contexto, a interacdo entre os cidos graxos insaturados e o >0, e suas espécies
reativas corre de acordo com o mecanismo béasico descrito no item 3.1 durante a via de auto-
oxidacdo. A via de auto-oxidacdo é caracterizada pela presenca de teores significativos de
LOOH devido a relativa estabilidade destas estruturas em condicbes moderadas de
temperatura. Demonstra-se que a formacdo dos produtos durante a via de auto-oxidacéo
aumenta proporcionalmente ao aumento de temperatura, no entanto, o mecanismo de
oxidacdo somente altera-se significativamente acima de 60°C. Nestas temperaturas a
solubilidade do *0, no meio encontra-se reduzida, alterando a cinética da reacdo de oxidacao

(Gomez-Alonso et al., 2004).
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Em relacdo a via de foto-oxidacdo sdo necessarios trés elementos iniciais para que a
reacéo ocorra: *O, foto-sensibilizadores e luz visivel ou ultravioleta. Os foto-sensibilizadores
presentes nos Oleos absorvem energia da luz e sdo convertidos aos seus estados quimicos
excitados (*Sen”). Todavia, o estado excitado dos foto-sensibilizadores é bastante instavel e
tende a voltar para o seu estado fundamental. Esta interconverséo acontece por meio da reacéo
direta com o substrato lipidico (via tipo 1) gerando radicais livres; ou por meio da conversédo
do %0, a 0, que iniciara o processo oxidativa, gerando LOOH (via tipo I1; Figura 8; Shahidi
& Zong, 2010a). Desta forma, a via Tipo Il ndo forma radicais livres nos estagios iniciais da
oxidacdo. Embora as duas vias de foto-oxidacdo possam acontecer nos 6leos vegetais, a via
tipo 1l é o principal mecanismo de foto-oxidacdo dos Gleos, facilitado pela presenca da

clorofila, um dos principais pigmentos desta matriz alimentar (Choe & Min, 2006).

Via Tipo I
Sen — 'Sen’

ISen* + RH — °*SenH + R® -2 ROOH + Sen, or

'Sen* + RH — (Sen®~ + RH*") oy (Sen*t + RH*")

22, ROOH + Sen

Via Tipo II

hy
Sen — 'Sen"

'Sen* + O, —» Sen + 'O,
'0, + RH - ROOH

Figura 8. Diferentes mecanismos da via de foto-oxidacdo nos Oleos vegetais. Sen =
fotossensibilizador no estado fundamental; *Sen’= fotossensibilizador no estado excitado;
ROOH-= hidroperéxido; RH= substrato lipidico; R = radical alcoxila.
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Na foto-oxidacéo, os radicais livres formam-se somente apds a decomposicdo dos
LOOH, dando inicio a propagacéo da reacdo em cadeia. Portanto, a foto-oxidacao caracteriza-
se pela auséncia de um periodo de inducdo devido a rapida formacdo dos LOOH. Desta
forma, os LOOH continuam sendo os principais produtos de oxidacdo formados (Frankel,
2005).

Rukmini & Raharjo (2010) e Rastrelli et al. (2002) compararam a formacao de LOOH
em 0leo de coco e azeite de oliva oxidados a 60°C (no escuro) e foto-oxidados por um mesmo
periodo de tempo. Ambos o0s estudos observaram que a formacdo de LOOH foi
significativamente maior nos o6leos foto-oxidados. Além disso, a percepcao do off-flavor de
ran¢o nos 6leos de coco foto-oxidados antecedeu a dos 6leos protegidos da luz. Portanto, a via
de foto-oxidacdo parece alterar as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos 6leos de forma
mais rapida do que a via de auto-oxidacéo.

Diferente das duas condi¢bes de oxidacdo relatadas até o momento, a via de termo-
oxidacdo € acelerada devido a presenca de temperaturas elevadas (> 100°C) que tornam
limitante a disponibilidade do 20, no meio de reac#o, alterando significativamente a cinética
da oxidacdo lipidica. Por conseguinte, a termo-oxidacdo € a via oxidativa mais distinta entre
as trés vias (Kamal-eldin, 2006; Frankel, 2005).

Durante a termo-oxidacdo, a importancia da etapa de propagacéo é minimizada, tendo
em vista que a taxa de reacdo do %0, com os L* iniciais é bastante reduzida. Desta forma,
existe uma diminuicdo na formacdo de LOOH e um actumulo de L°. Por sua vez, os L*®
polimerizam-se a produtos mais estiveis e de alto peso molecular, correspondentes 0s
produtos terciarios da oxidagdo. Além disso, os poucos LOOH formados sdo altamente

instaveis e decompdem-se rapidamente em uma série de compostos volateis e ndo volateis.
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Portanto, os produtos secundarios e, especialmente, os produtos terciarios sao 0s principais
produtos da termo-oxidacao (Choe & Min, 2007).

A via de termo-oxidacdo usualmente ocorre em processos de fritura de alimentos cuja
temperatura utilizada varia entre 180-240°C. Durante o processo de fritura, outras reacdes
quimicas além da termo-oxidacao ocorrem, tais como as reac6es de hidrolise lipidica (devido
a umidade proveniente do alimento) e a polimerizacdo térmica, resultando em dimeros e
polimeros de triacilglicerois. Embora as reacdes de termo-oxidacao, hidrolise e polimerizacao
térmica estejam inter-relacionadas, o estudo da termo-oxidacao de forma isolada é importante
para avaliar a influencia da estabilidade dos 0leos para a qualidade do alimento submetido ao
processo de fritura (Dana & Saguy, 2001).

Portanto, observa-se que a oxidacdo lipidica dos 6Oleos vegetais € um conjunto de
reacOes que apresentam a sua cinética influenciada por diferentes fatores, tais como o tipo e
concentracdo de oxigénio e de pré-oxidantes presentes (metais de transi¢do, acidos graxos
livres, clorofilas, produtos da oxidacdo), assim como o tipo de energia disponivel no meio
(calor ou luz). Além disso, o grau de degradacdo oxidativa dos 6leos também esta fortemente
associado com composi¢do quimica em acidos graxos e antioxidantes naturais, especialmente
em tocdis e compostos fendlicos (Roman et al., 2013; Silvagni et al., 2012; Wang et al., 2010;
Warner & Moser, 2009; Savage et al., 1999).

Neste contexto, os mecanismos da oxidacéo lipidica e os fatores que os influenciam
tem sido extensivamente estudados a fim de obter mais informacdes a respeito dos
determinantes quimicos da estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais. Entretanto, ainda sé&o
poucos o0s estudos que avaliam simultaneamente a influéncia das transformac6es ocorridas

durante a oxidacdo, tais como a formacdo e degradacdo dos produtos de oxidagdo e
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degradacdo da composicdo quimica para a estabilidade oxidativa dos Oleos, tornando-se

relevante o seu estudo.

3.3 Influéncia da composicdo quimica para a oxidacgao lipidica dos 6leos vegetais

A importancia da composi¢do quimica para o grau de oxidacgdo lipidica dos 6leos tem
sido investigada por diferentes grupos de pesquisa, especialmente em relacdo a influencia da
composi¢do em &cidos graxos, tocoferdis e compostos fendlicos (Chen et al., 2011; Seppanen
et al., 2010; Kamal-Eldin, 2006; Huang et al., 1994).

Os Oleos vegetais sdo constituidos, aproximadamente, por 95% de triacilglicerois,
principalmente esterificados a acidos graxos insaturados (Silva et al., 1999). Os &cidos graxos
insaturados sdo 0s principais substratos para oxidacdo lipidica devido a facilidade de
abstracdo de H destas estruturas pelos radicais livres formados durante a oxidacdo. No
entanto, o grau de degradacdo dos acidos graxos insaturados varia de acordo com o numero de
ligacGes duplas em sua cadeia de hidrocarbonetos (Frankel, 2005a).

Os principais acidos graxos insaturados presentes na maioria dos 0leos vegetais sdo o
18:1n-9, 18:2n-6 e 0 18:3n-3 cuja taxa de oxidacdo é na ordem de 1:50:100 e de 1:12:25
considerando a taxa de consumo de oxigénio e a de formacao de perdxidos, respectivamente.
Desta forma, espera-se que 6leos com um maior contetido de 18:2n-6 e de 18:3n-3 apresentem
uma menor estabilidade oxidativa (Min & Boff, 2008).

De fato, Roman et al. (2013) observaram que a estabilidade oxidativa dos 6leos de
girassol (rico em 18:2n-6) e canola (rico em 18:1n-9), ambos isentos de tocoferol, esteve
relacionada com o tipo de acido graxo insaturado predominante em cada 6leo. No entanto,
Hoshina et al. (2004) observaram que a posicdo dos acidos graxos na estrutura do

triacilglicerol também pode influenciar no grau de degradacdo dos &cidos graxos insaturados.
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Alguns autores sugerem que triacilglicerois contendo acidos graxos insaturados na posi¢éo sn-
2 sdo mais estaveis do que aqueles contendo os mesmos acidos graxos nas posi¢des sn-1 ou
sn-3. Contudo, ainda existem muitas controversas a respeito desta hipotese (Kamal-Eldin,
2006).

Além disso, os compostos antioxidantes presentes nos 6leos vegetais também podem
influenciar no grau de oxidacdo dos acidos graxos insaturados e, consequentemente, na
estabilidade oxidativa dos 6leos. Barrera-Arellano et al. (2002) observaram que, em 0leos
oxidados a 180°C por 10 horas, a influéncia do nimero de instauracéo dos acidos graxos para
a oxidacdo dos Oleos somente ocorreu para aqueles Oleos ausentes de tocoferdis. Neste
contexto, relata-se que os Oleos vegetais apresentam uma variedade de compostos
antioxidantes, destacam-se os tocoferois e 0s tocotriendis, principais antioxidantes lipofilicos
dos o6leos; e os compostos fendlicos, principais antioxidantes hidrofilicos dos éleos (Shahidi
& Zhong, 2010b).

Os tocoferGis e os tocotriendis (tocdis) fazem parte do grupo da vitamina E e
apresentam estruturas quimicas similares entre si (Figura 9). Esses compostos sdo derivados
do 6-hidroxicromano e diferenciam-se de acordo com a sua cadeia lateral, completamente
saturada, no caso dos tocoferdis, e contendo trés ligacGes duplas, no caso dos tocotriendis.
Existem quatro diferentes formas de tocoferdis e tocotriendis na natureza, as quais se
diferenciam pelo nimero e posi¢ao dos grupos metila no anel cromanol: a forma o apresenta
trés grupos metila, as formas B e y apresentam dois grupos metila e a forma & apresenta
apenas um grupo metila. As formas B e y diferenciam-se pela posi¢cdo dos grupos metila no
anel cromanol, que estdo nas posicbes 5 e 8 e 7 e 8, respectivamente (Seppanen et al., 2010;

Hunter & Cahoon, 2007).
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CH3 CHs

Figura 9. Estrutura quimica das diferentes formas de tocoferois e tocotriendis existentes nos dleos
vegetais (adaptado de Sen et al., 2006).

Os tocdis sdo considerados antioxidantes primarios, reagindo rapidamente com 0s
radicais livres, inibindo a formacdo de LOOH. Contudo, os tocois também podem evitar a
decomposi¢do dos LOOH (Tabee et al., 2008; Mkinen et al., 2000; Huang et al., 1994). A
atividade antioxidante dos tocoferois, de acordo com a sua habilidade em doar H, apresenta a
seguinte ordem decrescente: a > 3 > vy > & (Seppanen et al., 2010). Entretanto, essa ordem

pode ser alterada por diversos fatores, tais como temperatura, concentragdo de oxigénio
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disponivel, exposicdo a luz (Yoshida et al., 2007). Além disso, muitos autores demonstram
que a atividade antioxidante dos tocoferois € dependente das suas concentracdes no meio de
reacdo (Dolde & Wang, 2011; Tabee et al., 2008; Kulds & Ackman, 2001; Wagner &
Elmadfa, 2000; Huang et al., 1994). Da mesma forma, existem evidéncias de que em certas
condigdes, o a-tocoferol também pode agir como pro-oxidante nos 6leos vegetais (Elisia et
al., 2013; Seppanen et al., 2010; Huang et al., 1994).

Por outro lado, a atividade antioxidante dos tocotriendis ainda é pouco investigada. No
entanto, 0s poucos estudos existentes sugerem que 0s tocotriendis apresentem atividade
antioxidante maior ou igual a dos seus respectivos tocoferdis. Yoshida et al. observaram que
os tocoferois e tocotriendis correspondentes apresentam a mesma eficiéncia antioxidante
contra os ROO® formados a partir de um gerador sintético de radicais a 37°C (Yoshida et al.,
2007; Yoshida et al., 2003). Contudo, o y-tocotrienol tende a apresentar uma atividade
antioxidante maior do que a do a-tocotrienol em oleos vegetais (Wong & Radhakrishnan,
2012; Rossi et al., 2007).

Dolde & Wang (2011) investigaram a estabilidade oxidativa de 6leo de milho oxidado
a 60°C e adicionado de tocoferdis e tocotriendis em concentra¢cdes que variaram de 100 a
5000 ppm. Esses autores observaram que 0s a-tocois apresentaram atividade pré-oxidante em
concentracdes acima de 700 ppm. Entretanto, o aumento da atividade antioxidante dos y- e -
tocdis foi proporcional ao aumento das suas concentragdes. Huang et al. (1994) também
observaram atividade pré-oxidante do a-tocoferol em o6leo de milho oxidado a 60 °C em
relacdo a formacdo de LOOH, enquanto o y-tocoferol inibiu a formacdo destes produtos em
todas as concentracdes estudadas. Por outro lado, ambos os tocoferdis inibiram a

decomposic¢édo dos LOOH.
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Entretanto, contrastando com a acdo pré-oxidante observada por Dolde & Wang
(2011) e Huang et al. (1994), Makinen et al. (2000) verificaram que o a-tocoferol apresentou
acao antioxidante, independente das suas concentracfes, em sistema lipidico de metil-
linoleato oxidado a 40°C. Portanto, observa-se que os tocoferdis podem se comportar como
antioxidantes ou pro-oxidantes dependendo das suas concentracfes, das condigdes de ensaio e
das etapas de oxidacdo lipidica investigadas, sendo necessarios mais estudos para a melhor
compreensdo da acdo antioxidante dos tocois nos 6leos vegetais. Além disso, sdo escassas as
informacBes sobre o comportamento antioxidante da mistura de tocois nas proporgdes
naturalmente presentes nos Oleos vegetais durante a oxidacdo lipidica (Elisia et al.,
2013;Wang et al., 2010).

Similarmente, também existem muitas controversas em relacdo a atividade
antioxidante dos compostos fendlicos nos Oleos vegetais. Os compostos fenolicos sdo
metabolitos do metabolismo secundario das plantas, sendo amplamente distribuidos no reino
vegetal. Este conjunto de compostos divide-se em subgrupos de acordo com a sua estrutura
quimica, a saber: flavonoides, &cidos fendlicos, taninos, lignanas e estilbenos (Tsao, 2010;
Balasundram et al., 2006). Dentre estas classes, os &cidos fendlicos sdo os principais
compostos identificados nos 6leos vegetais (Siger et al., 2008).

Os é&cidos fenolicos caracterizam-se por apresentarem um anel benzénico, um grupo
carboxila (COOH) e um ou mais grupamentos hidroxila (OH) ligados ao anel benzénico na
molécula, dividindo-se em dois grandes grupos: os acidos hidroxibenzoicos e o0s
hidroxicinamicos (Figura 10; Soares, 2002). Os principais acidos hidroxibenzoicos
observados nos Oleos vegetais sdo os &cidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico,
vanilico e o siringico. Por outro lado, os principais acidos hidroxicindmicos observados nos

oleos séo os acidos cafeico, feralico, p-cumarico e o sinapinico (Siger et al., 2008). Relata-se
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que o azeite de oliva é uma das principais fontes de &cidos fenolicos, sendo o mais
investigado entre os Oleos vegetais quanto a influencia destes compostos para o grau de

oxidacdo dos oleos (Servili et al., 2009; Brenes et al., 1999).

Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicindmicos

R2 Rt
_j ¢
R3
N A e
R4

R1=H; R2=R3=R4= OH; icido gilico

R1=R4=H; R2=R3= OH; icido protocatecuico
R1=R2= H; R3= OH; R4= OCH,; icido vanilico R1= OCHjy;R2= OH; R3 =H; 4cido ferilico
R1=R2 = R4= H; R3 = OH; icido p-hidroxienzoico Bi=ES= OCHs R = Ol Ackia sinapinico

R1=R3=H; R2= OH; acido p-coumarico
R1=R2= OH; R3=H; acido cafeico

Figura 10. Estrutura quimica dos principais acidos fenélicos observados nos 6leos vegetais
(adaptado de Laguerre et al., 2007).

Neste contexto, assim com o0s tocdis, os &cidos fendlicos atuam, preferencialmente,
como antioxidantes primarios nos 6leos vegetais. Contudo, os &cidos fenolicos também
podem atuar como antioxidantes secundarios, evitando a decomposicdo de LOOH por meio
da acédo quelante a metais de transicdo (Tsao, 2010; Robbins, 2003). A acdo antioxidante dos
acidos fenolicos é fortemente influenciada pelo numero e pela posicdo das OH no anel
aromatico, sendo que a proximidade com o grupamento COOH dificulta a doagdo dos atomos
de H para os ROO". Desta forma, os acidos hidroxicinAmicos tendem a apresentar uma maior
atividade antioxidante do que os acidos hidroxibenzoicos (Rice-Evans et al., 1996).

No entanto, embora se demonstre que a presenca de acidos fendlicos pode aumentar a
estabilidade oxidativa dos oleos, ainda ndo é completamente entendido o papel de cada
composto para a prevencao da oxidacgéo lipidica nesta matriz, especialmente devido a grande

variedade de cidos fenolicos que podem existir nos 6leos (Khadem & Marles , 2010).
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Neste sentido, € bem descrito na literatura a importancia do teor de compostos
fenolicos totais para minimizar o grau de oxidacdo em azeite de oliva (Del Carlo et al., 2004;
Gbmez-Alonso et al., 2006; Psomiadou & Tsimidou, 2002; Velasco & Dobarganes, 2002;
Blakes et al., 2002; Ninfali et al., 2001). Além disso, Baldioli et al. (1996) observaram que o
a-tocoferol aumentou a atividade antioxidante do 3,4-hidroxifeniletanol em azeite de oliva
oxidado a 120 °C, sugerindo um efeito sinérgico entre os tocoferdis e os compostos fenolicos.
Todavia, ainda é recente o interesse em investigar a associacdo entre o teor de compostos
fenolicos e a oxidacao lipidica em outros tipos de 6leos vegetais, inclusive em 0Oleos refinados
cujo teor de compostos fenolicos é reduzido (Prado et al., 2013; Torres et al., 2011;
Andjelkovic et al., 2010; Wang et al., 2010; Siger et al., 2008).

Atualmente, sugere-se que a atividade antioxidante dos compostos dependa de
diversos fatores fisico-quimicos, como por exemplo, as interacGes dos antioxidantes entre si e
com outros componentes do meio, tais como os acidos graxos. Além disso, a interacdo dos
compostos antioxidantes com as diferentes interfaces (ar-6leo e/ou agua-6leo) presentes nos
6leos também podem influenciar em sua atividade (Laguerre et al., 2013; Chen et al., 2011;
Chayasit et al., 2008a; Chaiyasit et al., 2008b; Wu et al., 2004). Portanto, o estudo de um
composto isoladamente pode levar a resultados limitados. Por isso, existe um crescente
interesse por métodos capazes de avaliar de forma integrada a acdo de compostos
antioxidantes presentes nos 0leos vegetais contra as reagdes de oxidacao, tais como 0s ensaios

de capacidade antioxidante total (CAT).

4. Capacidade antioxidante total em 0leos vegetais
O termo capacidade antioxidante total refere-se & acdo cumulativa de todos os
antioxidantes presentes nos alimentos contra diferentes espécies reativas (Somogyi et al.,

2007). Desta forma, a determinagdo da CAT em alimentos representa uma abordagem
48



analitica que tem se tornado muito utilizada, pois trata de ensaios capazes de expressar a acao
integrada da composicdo quimica de certa matriz contra os efeitos nocivos dos radicais livres
(Frankel & Finley, 2008). Além disso, as interacdes fisico-quimicas de um dado composto
antioxidante com outros componentes da matriz séo consideradas (Wu et al.,2004). Portanto,
a CAT dos Oleos vegetais, possivelmente, sintetiza de forma completa a acdo dos
antioxidantes e o seu potencial beneficio para a estabilidade oxidativa dessa matriz.

Neste contexto, € crescente o numero de investigacdes a respeito da CAT dos 6leos
vegetais, porém a determinacdo da CAT em o0leos ainda é considerada um desafio analitico,
pois a maioria dos métodos foi desenvolvida para a analise de compostos hidrofilicos em
amostras aquosas ou hidrofilicas. Desta forma, ainda ndo ha consenso a respeito da melhor
maneira de adaptar os ensaios disponiveis para a determinacdo da CAT em 06leos vegetais
(Castelo-Branco & Torres, 2011).

De uma forma geral, 0s ensaios analiticos utilizados para a determinacdo da CAT séo
baseados em dois mecanismos de reacdo (Figura 11): transferéncia de 4&tomo de hidrogénio
(HAT; do inglés Hydrogen Atom Transfer) e transferéncia de um elétron (SET; do inglés
Single Electron Transfer). Para ambos os mecanismos de reacdo o objetivo é determinar o
efeito protetor da amostra contra os radicais livres, porém diferenciam-se quanto ao radical
iniciador, a cinética da reacdo e as reacdes laterais (Magalhaes et al., 2008; Hung et al., 2005;
Prior et al., 2005).

Os métodos baseados no mecanismo de HAT correspondem a capacidade dos
antioxidantes em bloquear a acdo dos ROO® através da doacdo de H. Esses ensaios Sdo
compostos por um gerador sintético de radicais, responsavel pela manutencdo do fluxo
constante de ROQ®, pelos antioxidantes (da amostra ou do padrdo) e por uma sonda molecular

(substrato oxidavel), que quando oxidada pela espécie reativa apresenta sinal mensuravel
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(absorbancia UV-Vis ou fluorescéncia). Desta forma, o antioxidante inibe, por competicao, a
oxidacdo do substrato pela espécie reativa de oxigénio. Consequentemente ocorrerd uma
mudanca no sinal medido e a capacidade antioxidante da amostra pode ser quantificada.

Por outro lado, os métodos baseados no mecanismo de SET envolvem apenas dois
componentes: 0s antioxidantes e o agente oxidante, que também sera a sonda molecular,
responsavel pelo sinal mensuravel da reacdo (absorbancia UV-Vis). A sonda oxidante abstrai
um elétron do antioxidante, causando uma mudanca na sua propria absorbancia, permitindo o

acompanhamento da reacdo e a determinacédo da capacidade antioxidante da amostra.

Ensaio de transferéncia de hidrogénio

sonda molecular sonda oxidada
espécie reativa (ROO") [ > espécie reativa reduzida
antioxidante antioxidante oxidado

Ensaio de transferéncia de elétron

espécie reativa [ > espécie reativa reduzida

antioxidante antioxidante oxidado

Figura 11. Esquema simplificado dos mecanismos envolvidos na determinagdo da capacidade
antioxidante total por diferentes ensaios (Adaptados de Magalhées et al., 2008).
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Muitos ensaios ja foram desenvolvidos para determinar a CAT de alimentos, contudo
Prior et al. (2005) sugeriram que apenas os ensaios de ORAC (do inglés Oxygen Radical
Absorbance Capacity), baseado no mecanismo de HAT; e o de TEAC (do inglés; Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) baseado nos mecanismos de HAT e SET séo passiveis de
determinar a atividade antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos em um mesmo
meio de reacdo, tornando-se bons candidatos para a determinacdo da CAT em 0leos vegetais.

O ensaio de ORAC é o método mais indicado para avaliar a capacidade protetora de
amostras de alimentos contra os ROO". Huang et al. (2002) introduziram e validaram o uso da
B-ciclodextrina aleatoriamente metilada como meio para a dispersdo dos antioxidantes
lipofilicos na solucdo aquosa do ensaio da ORAC. Na sequéncia, Miraliakbari & Shahidi
(2008c) utilizaram a B-ciclodextrina aleatoriamente metilada no ensaio de ORAC para
determinar a CAT de diferentes tipos de Gleos de nozes. No entanto, parece que esta
adaptacdo de protocolo ainda é pouco utilizada tendo em vista 0 pequeno nimero de estudos
que a utilizam.

Por outro lado, o ensaio da TEAC tem sido mais utilizado para a determinacdo da
CAT em Oleos vegetais. Pellegrini et al. (2003) avaliaram a CAT de 6leos de soja, milho,
canola e oliva por meio de trés ensaios, TEAC, FRAP (do inglés Ferric Reducing Antioxidant
Power) e TRAP (do inglés Total Radical-trapping Antioxidant Potential) e observaram que
apenas o ensaio de TEAC foi compativel com o solvente que dissolveu as amostras de 6leos
vegetais (n-hexano). Desta forma, pode-se sugerir que o ensaio de TEAC possibilita uma
determinacdo mais completa da capacidade antioxidante de dleos, pois € compativel com o
uso de solvente suficientemente apolar para dissolver amostras lipidicas.

Previamente em nosso laboratorio, determinou-se a CAT de dleos de soja, milho,
girassol e canola por meio do ensaio de TEAC cujos valores apresentaram coeficiente de
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variacao abaixo de 8%, indicando um adequado uso deste ensaio para a determinacdo da CAT
dos Gleos vegetais (Castelo-Branco & Torres, 2012). Portanto, € possivel que a determinacgéo
da CAT por meio do ensaio de TEAC contribua para ampliar o conhecimento sobre a
estabilidade oxidativa dos 6leos e de seus determinantes quimicos, bem como, pode contribuir
para o0 desenvolvimento de novas tecnologias industriais efetivas no controle de qualidade
integral dos dleos vegetais. Entretanto, ainda sdo escassos 0s estudos que abordam os efeitos
da acdo integrada dos compostos presentes nos 6leos na prevencdo da oxidacdo lipidica,
especialmente investigando o potencial uso dos ensaios de CAT como indicadores de

qualidade oxidativa dos 6leos.

5. Estatistica multivariada: uma abordagem analitica para acessar a relacdo entre a

estabilidade oxidativa e a CAT dos 0leos vegetais.

A andlise estatistica multivariada consiste em um conjunto de métodos que,
simultaneamente, analisa mdultiplas medidas em relagdo a cada individuo ou objeto
investigado. Desta forma, a aplicacdo de técnicas estatisticas multivariadas possibilita a
avaliacdo detalhada das associagdes entre duas ou mais variaveis independentes (variaveis
preditoras) sobre uma ou mais variaveis dependentes (variaveis de resposta), resultando em
uma maior compreensao dos dados (Mutihac & Mutihac, 2008).

A andlise estatistica multivariada tem sido amplamente utilizada em pesquisas nas
areas de ciéncias bioldgicas e comportamentais. No entanto, o interesse pela aplicagdo destes
métodos multivariados expandiu-se a outras areas tais como, as areas de educacao,
engenharia, fisica e quimica (Rancher, 2002). Entretanto, ainda existem poucos estudos na
area de Ciéncia de Alimentos utilizando essa abordagem. Neste contexto, a estatistica

multivariada parece ser uma ferramenta Util para aumentar o conhecimento sobre o
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comportamento de matrizes alimentares complexas, tais como o0s O0leos vegetais,
simplificando a interpretacdo da relacdo entre a estabilidade oxidativa e a CAT dos 0leos
vegetais.

Os numerosos metodos de estatistica multivariada existentes consideram as
correlagdes naturais entre as mdaltiplas influéncias de um comportamento de forma separada
de seus efeitos, evitando a multicolinearidade entre as variaveis e resultando em uma resposta
com um maior grau de confiabilidade. Desta forma, os métodos de estatistica multivariada
possibilitam a reducdo de um grande nimero de variaveis a um pequeno grupo de variaveis de
relevancia estatistica, simplificando a interpretacéo de dados.

A partir deste novo conjunto de dados € possivel identificar padrGes de
comportamento, por exemplo, apés a aplicacdo da Analise de Componentes Principais (PCA),
ou verificar a relacdo de dependéncia entre as varidveis assim como predizer uma ou mais
varidveis por meio do uso de analises Regressdo Linear Multipla, Modelo Linear
Generalizado, Correlagdes Canodnicas, entre outros (Anderson & Black, 1998). Deste modo,
essa abordagem estatistica permite avaliar conjuntamente o papel do comportamento da
composic¢do quimica e dos produtos da oxidacdo lipidica para a estabilidade oxidativa e para a
CAT, gerando uma informacdo mais completa sobre a qualidade global dos 6leos vegetais.

Portanto, um estudo amplo, investigando os diferentes mecanismos da oxidacéo
lipidica e os seus produtos, em diferentes 6leos, associado a investigacdo da CAT e seus
determinantes por meio de uma abordagem multivariada tem grande potencial para contribuir
com conhecimentos sobre a estabilidade oxidativa dos 6leos, bem como, para inovagdes na

aplicacdo da CAT como potencial indicador da qualidade integral de 6leos comestiveis.
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Objetivos



Objetivo Geral

Avaliar as transformacfes quimicas e a estabilidade oxidativa de diferentes 0leos
vegetais, em diferentes condi¢des de oxidacao acelerada, a fim de investigar as suas relacdes
com a capacidade antioxidante total dos dleos por meio da aplicagdo de estatistica

multivariada.

Objetivos Especificos

e Investigar a influéncia da composicdo inicial dos 6leos vegetais em &cidos graxos,
tocdis e compostos fendlicos totais para a sua estabilidade oxidativa e sua capacidade

antioxidante total;

e Avaliar as transformacBes na composicdo em &cidos graxos, tocoferdis e compostos
fenolicos totais durante diferentes condi¢cdes de oxidacao acelerada, investigando suas

relacBes com a estabilidade oxidativa e a capacidade antioxidante total dos 6leos;

e Investigar a relacdo entre a estabilidade oxidativa e a capacidade antioxidante total dos
0leos vegetais a fim de avaliar o potencial uso do ensaio de TEAC como indicador

global da qualidade de 6leos vegetais.

No presente trabalho, o0s objetivos especificos resultaram em trés estudos

diferenciados que serdo apresentados, a seguir, na forma de capitulos.
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Capitulo 1

Influéncia da composicao inicial em &cidos graxos, tocdis e
compostos fenolicos totais para a estabilidade oxidativa e para

a capacidade antioxidante total de 0leos vegetais



1. Introducéo

Atualmente, existe uma extensa literatura que demonstra a associa¢ao entre os &cidos
graxos, 0s tocois e os compostos fendlicos com os diferentes ensaios de CAT e indicadores de
estabilidade oxidativa (Marmesat et al., 2012; Zajdenwerg et al., 2011; Farhoosh et al.,
2009b; Miraliakbari & Shahidi, 2008b; Miraliakbari & Shahidi, 2008c; Tuberoso et al., 2007;
Sanchez et al., 2007; Cheung et al., 2007; Kamal-Eldin, 2006; Pellegrini et al., 2003; Ninfali
et al., 2002; Ninfali et al., 2001). No entanto, a contribuicdo da composi¢do quimica para a
CAT e a estabilidade oxidaitva depende de diversos fatores fisico-quimicos, especialmente
das interacGes sinérgicas e/ou antagbnicas entre 0s compostos presentes nos 6leos vegetais
(Shahidi & Zong, 2010; Choe & Min, 2006; Frankel, 1996). Por sua vez, a maioria dos
estudos que investiga as associagdes entre a CAT, a estabilidade oxidativa e a composicédo
quimica dos 6leos utilizam andlises de estatistica univariada, como a correlacdo de Pearson,
as quais ndo eliminam os efeitos das associacdes indiretas entre as variaveis (Flores et al.,
1998).

Neste contexto, existem diferentes métodos estatisticos multivariados recomendados
para avaliar as associa¢Oes entre uma variavel dependente e diversas variaveis independentes,
identificando os determinantes para cada varidvel a ser estudada, tais como as anélises de
Regressdo Linear Mdltipla (RLM) e de Modelo Linear Generalizado (GLM). Além disso,
estes métodos também possibilitam a predicdo das variaveis dependentes através da
discriminacdo dos seus principais determinantes (Mutihac & Mutihac, 2008).

Aparicio et al. (1999) e Savage et al. (1999), por meio de modelos estatisticos
multivariados, identificaram o0s principais determinantes da estabilidade oxidativa de
diferentes tipos de 6leos. Da mesma forma, Del Carlo et al. (2004) e Castelo-Branco &

Torres (2012) identificaram os principais determinantes a CAT dos 6leos vegetais.
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Aparicio et al. (1999), por meio de modelos ajustados por RLM, observaram um efeito
sinérgico entre os compostos fenolicos totais e a razdo 18:1n-9/18:2n-6, o qual contribuiu com
78% da variabilidade da estabilidade oxidativa do azeite de oliva, enquanto os tocoferois
totais contribuiram com apenas 9% da variabilidade. Por outro lado, Savage et al. (1999),
apos aplicacdo de GLM, observaram que os principais determinantes para a estabilidade
oxidativa de 6leos de noz americana foram os acidos graxos 18:1n-9, 18:2n-6 e 0 20:1n-9
(&cido gadoleico).

Em relacdo a CAT, Del Carlo et al. (2004) ndo observaram contribuicao significativa
de nenhum composto fendlico presente no azeite de oliva, enquanto Castelo-Branco & Torres
(2012), apds o ajuste e a validacdo de modelos por GLM, observaram que o tipo de 6leo, o y-
e o o-tocoferol contribuiram com a maior variabilidade da CAT de 6leos refinados de soja,
milho, girassol e canola. Neste estudo, o y-tocoferol foi o principal determinante quimico da
CAT dos 0leos. No entanto, a possivel contribuicdo dos compostos fenolicos para a CAT dos
6leos vegetais ndo foi investigada.

Portanto, ainda s&o bastante controversos os resultados quanto aos principais
determinantes quimicos da CAT e da estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais, especialmente
quando diferentes tipos de 6leos sdo analisados. Desta forma, torna-se relevante o seu estudo,

especialmente aliado a analise estatistica multivariada.
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2. Objetivos

Geral

Investigar a influéncia da composicdo quimica em &cidos graxos, tocdis e compostos
fendlicos totais para a estabilidade oxidativa e a capacidade antioxidante total de diferentes
tipos de 6leos vegetais, identificando os seus principais determinantes por meio da aplicacdo

de estatistica multivariada.

Especificos

e Determinar a composi¢do quimica inicial em &cidos graxos, tocGis e compostos
fenolicos totais em 6leos vegetais refinados de soja, milho, girassol e canola e em
Oleos de nozes prensados a frio de castanha-do-Brasil, noz-pecd, aveld, améndoa

doce e macadamia;

e Avaliar a qualidade inicial dos 6leos por meio dos indices de perdxido e de acidez;

e Determinar a estabilidade oxidativa e a capacidade antioxidante total dos 6leos por

meio do método de Rancimat e do ensaio de TEAC, respectivamente;

e Investigar os determinantes quimicos da estabilidade oxidativa e da capacidade
antioxidante total dos 6leos por meio da aplicacdo da anélise de Modelo Linear

Generalizado
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3. Material e Métodos

3.1 Reagentes e Padroes

Os padroes de a-, B-, y- e 8- tocoferdis, o padréo dos ésteres metilicos de acidos graxos
(37 FAME mix), o 6-hidroxi-2,57,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox) e 0 2,2’-
azino-bis-(3-etil-benzoatizolina)-6-sulfonico (ABTS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(S&o Paulo, Brasil). Todos os solventes utilizados foram de grau cromatografico (Tedia, Rio

de Janeiro, Brasil).

3.2 Aliquotagem e armazenamento das amostras

Amostras de 6leos vegetais refinados de soja, milho, girassol e canola foram obtidas
no comércio do Rio de Janeiro, enquanto as amostras de 6leos de nozes prensados a frio
(améndoa doce, aveld, castanha-do-Brasil, macadadmia e noz-pecd) foram obtidas em loja
especializada na cidade de S&o Paulo. Para cada tipo de 6leo vegetal refinado foram
selecionadas trés marcas diferentes, consideradas as principais marcas comercializadas, tendo
em vista a sua disponibilidade de venda nos principais mercados da cidade. Apenas uma
marca foi selecionada para os 6leos de nozes prensados a frio devido a pequena oferta destes
6leos no mercado brasileiro. Conforme descrito no rétulo, algumas marcas selecionadas de
6leos refinados continham antioxidantes sintéticos adicionados em sua composi¢cdo (Tabela
1).

Para todos os 0Oleos, trés embalagens de mesmo lote para cada marca e tipo de 6leo
foram adquiridas e homogeneizadas (AOCS, 1984). Aliquotas representativas foram
armazenadas a -20°C em frascos de polipropileno, previamente lavados em solucdes de
potassa-alcodlica e de acido nitrico e envoltos por papel aluminio. Todos os lotes
selecionados apresentaram uma diferenca maxima de trés meses entre a data de fabricagéo e a

data da compra o produto.
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Tabela 1. Tipo de antioxidante sintético adicionado nos 6leos vegetais refinados investigados.

Tipo de 6leo Marca comercial Antioxidante adicionado®
TBHQ? Acido citrico

- A i i
Soja B + +
C + +
A - -
Milho B } ¥
C - +
A - -
Girassol B - +
C - +
A - -
Canola B - +
C - -

1 Informag&o obtida no rétulo do produto.? Terc-butil-hidroquinona.

3.3 Indicadores de qualidade inicial

O indice de acidez (I1A) foi determinado por meio de titulagdo acido-basica conforme
normas da AOCS (2004; método Ca 5-40) e os resultados foram expressos como mg de
KOH/g de amostra. O indice de perdxido (IP) foi determinado pelo método classico de
titulacdo iodométrica conforme as normas da AOCS (2004, método cd 8-53) e os resultados
foram expressos em numero de miliequivalentes (meq) de O,/ kg de 6leo. Todas as analises

foram realizadas em triplicatas.

3.4 Determinacdo da composi¢do quimica

3.4.1 Acidos graxos
A composicéo de acidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa dos ésteres
metilicos de acidos graxos (EMAG) obtidos ap6s transesterificacdo direta das amostras

(Lepage & Roy, 1986). Um microlitro de EMAG foi injetado em cromatografo a gas GC-14B
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(Shimatzu, Japdo), operado no modo split, com razdo de divisdo de 1:30 e separados através
de uma coluna Omegawax-320 (30 m x 0,32 mm d.i., 0,25 um de espessura de filme;
Supelco, Co., EUA). A temperatura da coluna foi programada da seguinte forma: 160°C,
constante por 2 min, seguido de gradiente de 2,5°C/min até 190°C, constante por 5 min,
seguida de novo gradiente de temperatura de 3,5°C/min até 220°C, permanecendo constante
por 15 min. O injetor e o detector de ionizagdo em chama (FID) foram operados nas
temperaturas de 260°C e 280°C, respectivamente. O gas He foi utilizado como gés de arraste
(30 mL/min).

A identificacdo dos picos de &cidos graxos nas amostras foi determinada por
comparacdo de seu tempo de retencdo com o padrdo comercial (37-FAME mix). A
quantificacdo foi realizada por normalizacdo interna ap0s correcdo das areas dos picos por
seus respectivos fatores de correcdo tedricos de Ackman (Wolf et al., 1995) e o contetdo de
acidos graxos nas amostras foi expresso em g /100 g de &cidos graxos totais. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

3.4.2 Tocoferdis e tocotriendis

As concentragdes de a-, B-, y- e 6-tocoferdis foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase normal com deteccdo por fluorescéncia (290 nm /ex
- 330 nm /em) conforme descrito por Tan & Brzuskiewicz, (1989). As analises
cromatograficas foram conduzidas em cromatografo liquido CBM-20A (Shimadzu, Japéo)
equipado com uma bomba LC-20AT (Shimadzu, Japédo) e um detector de fluorescéncia RF-
10AXL (Shimadzu, Jap&o).

Para todas as andlises, as amostras foram previamente dissolvidas em n-hexano,
centrifugadas (3000 rpm /5 min) e filtradas atraves de filtro de teflon (0,45 um; Gimeno et al.,

2000). As solucbes de padrdes ou amostras foram injetadas através de valvula de injecéo
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Rheodyne com alga volumétrica de 20 pL e eluidas de coluna de fase normal de silica
(ZORBAX Rx-Sil, Agilent Technologies, EUA) com fase mdvel isocratica binaria de n-
hexano-2 isopropanol (99:1, v /v) com fluxo de 1,0 mL /min. Padrdes comerciais de a-, B-, v-,
o-tocoferdis foram utilizados para identificacdo e quantificacdo dos tocoferois detectados nas
amostras. A quantificacdo dos tocoferois das amostras foi realizada por padronizacao externa
de acordo com a area dos picos da curva de calibracdo dos padrdes comerciais de tocoferdis e
apos correcdo apropriada das respostas pelo coeficiente de extincdo especifico em etanol
(E*, ¢m) dos tocoferdis: a (75,8); B (89,4); v (91,4); & (87,3; Franke et al., 2007). As curvas
de calibracdo foram lineares para todas as formas de tocoferdis (R> 0,98) e sua concentracao
variou de 0,5 a 3 pg /mL. Os resultados foram expressos em mg /100g de 6leo.

Devido a dificuldade de obtencdo de padrdes comerciais de tocotriendis, a
identificacdo tentativa desses compostos foi realizada como o auxilio da espectrometria de
massas (CLAE-EM), em cromatografo LC-10ADvp (Shimadzu, Japdo) acoplado a
espectrdmetro de massa LC-MS2010 (Shimadzu, Japao) equipado com fonte de ions APCI. A
identificacdo dos picos de tocoferdis e tocotriendis das amostras foi realizada por meio da
comparagcdo com o tempo de retencdo e com suas respectivas razfes massa/carga (m/z): a-
tocoferol (M+1 m/z 431), B- e y-tocoferol (M+1 m/z 417), d-tocoferol (M+1 m/z 403); o-
tocotrienol (M+1 m/z 425), B- e y-tocotrienol (M+1 m/z 411) e &-tocotrienol (M+1 m/z 397;
Hao et al,. 2005). Uma amostra de 6leo de palma foi utilizada como referéncia devido a sua
composi¢cdo em tocotriendis (Han & May, 2012; Schroeder et al., 2006). Todas as anélises

foram realizadas em triplicata.

3.4.3 Compostos fendlicos totais
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O teor de compostos fendlicos totais foi determinado conforme Singleton et al. (1999)
apos a obtencdo do extrato metanolico dos Oleos vegetais adaptado de Gutfinger (1981). O
extrato metandlico dos 0Oleos foi obtido a partir da extracdo de 2 g de 6leo com solucdo aquosa
de metanol 80% (v/v). As aliquotas foram vigorosamente agitadas (10 min) e centrifugadas
(3000 rpm / 5 min). A fracdo metanodlica foi retirada e todo o procedimento de extracdo foi
repetido mais 2 e 3 vezes para os Oleos refinados e prensados a frio, respectivamente,
conforme previamente definido em trabalhos realizados em nosso laboratério (Rezende,
2013). Os extratos metandlicos obtidos de cada 6leo foram utilizados para a determinacéo
espectrofotométrica (765 nm) dos compostos fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteau. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG)/

100 g de 6leo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.5 Determinacédo da estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa dos 6leos foi avaliada por meio do equipamento de Rancimat
(Metrohm 743) que mede o grau de oxidacdo lipidica dos 6leos considerando o aumento da
condutividade elétrica da agua. As amostras de 6leos vegetais (3 g) foram aquecidas a 110°C
com vazdao de ar de 20 L/h. Os produtos volateis formados durante o processo de oxidacéo,
principalmente os acidos organicos, foram coletados em tubos contendo agua destilada e o
aumento da condutividade da agua foi medido constantemente pelo equipamento. O tempo
necessario para uma alteracdo brusca na condutividade da agua foi calculado pelo software
Metrohm 743, correspondendo ao periodo de indugdo, em horas (Figura 1). Todas as analises
foram realizadas em duplicata no Laboratdrio de Processamento de Matérias Primas Vegetais

(Escola de Quimica/UFRJ), coordenado pela Professora Suely Pereira de Freitas.
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Figura 1. Defini¢do do periodo de indugdo pelo software Metrohm 743 para uma amostra de 6leo
vegetal investigada.

3.6 Determinacado da capacidade antioxidante total

A CAT das amostras foi determinada pelo ensaio de TEAC conforme Castelo-Branco
& Torres (2012). O ensaio de TEAC baseia-se na capacidade dos compostos antioxidantes da
amostra em inibir o radical pré-formado ABTS®" através da doacdo de um atomo de H ou da
abstracdo de elétrons (Figura 2).

O ABTS®", cromdéforo azul-escuro com absorvancia maxima em 734 nm, foi formado
a partir da reacdo entre a solugédo estoque de ABTS em agua (7 mmol/L) com persulfato de
potassio (2,45 mmol/L; concentracao final). A mistura foi deixada no escuro e em temperatura
ambiente por 12-16 horas antes do uso, a fim de que a completa oxidagcdo do ABTS ocorresse.
Para a realizacio do ensaio, 1 mL do ABTS®*", adequadamente dissolvido em etanol, reagiu
com 10 pL da solugdo de amostra ou de padrdo. A reacdo cinética foi monitorada a 734 nm

por 4 minutos e acompanhada em espectrofotdmetro (UV-1800, Shimadzu, Japéo).
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Figura 2. Esquema da reacdo entre o radical ABTS™ e um antioxidante durante o ensaio de TEAC
(Huang et al., 2005).

A quantificacdo da CAT das amostras foi realizada através de comparagdo com o
Trolox em concentracdes variando de 0,02 a 0,75 mM. As amostras bem como suas
respectivas curvas de calibracdo foram diluidas em n-hexano. Os resultados foram calculados
considerando a contribuicdo total da atividade antioxidante durante o tempo da reacao, através
da area abaixo da curva (AUC) e expressos como mmoles de equivalente de trolox/ kg de

amostra (mmol TE/ kg), Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.7 Anélises Estatisticas

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo. Os coeficientes
padronizados de curtose e de assimetria foram utilizados como critérios estatisticos para a
identificacdo da distribuicdo amostral. Variaveis com valores dos coeficientes entre -2,0 e +
2,0 foram consideradas com distribuicdo normal, possibilitando o emprego de testes
estatisticos paramétricos. Quando necessario, a distribuicdo das variaveis foi transformada

utilizando-se a equacao x = log X.
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Analise de variancia (ANOVA) one-way seguida do pos-teste de Tukey foi empregada
para investigar a influéncia da marca e do tipo de 6leo nas varidveis investigadas. As técnicas
de estatistica multivariada utilizadas para avaliar as associacGes entre as variaveis foram:
Analise de Componentes Principais (PCA) e o Modelo Linear Generalizado (GLM). O PCA é
o principal método de estatistica multivariada utilizado para identificar padrées de
comportamento entre as amostras a fim de minimizar o nimero de variaveis investigadas,
auxiliando na selecdo das variaveis preditoras para o GLM. O GLM foi empregado para
investigar quantitativamente a influéncia da composicéo quimica para a estabilidade oxidativa
e a CAT dos 6leos. A inclusdo das variaveis no modelo foi realizada por sele¢éo tipo stepwise
onde os preditores (varidveis independentes) sdo incluidos no modelo de acordo com o seu
valor de F (tabela de distribuicdo de F) até a obtencdo do melhor modelo ajustado. Valores de
p < 0,05 foram considerados significativos. Todas as analises foram realizadas no programa

estatistico Statgraphics v. 12.2 (Manugistics, EUA).

4. Resultados e discusséo

4.1 Qualidade inicial dos 6leos vegetais

Uma boa qualidade inicial dos Gleos vegetais reflete adequadas condigcdes de
processamento, incluindo o processo de extracdo, refino e o de armazenamento dos 6leos
(Farhoosh et al., 2009a). Existem diferentes indicadores de qualidade utilizados para
averiguar a qualidade inicial dos 6leos vegetais ap0s estes processamentos tecnoldgicos
(Frankel, 2005). Dentre eles, o IP, que se refere ao grau de oxidacdo dos 6leos, juntamente
com o IA, que determina o grau de rancidez hidrolitica, sdo os indices mais utilizados tendo
em vista a sua obrigatoriedade pelas normas de Padrdo de Identidade e Qualidade dos 6leos

vegetais (ANVISA; RDC 270/2005; Codex-Stan 210, 2009).
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Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Codex
Alimentarius existem limites maximos preconizados para cada um destes indices,
diferenciando-se de acordo com o processo tecnoldgico de obtencdo dos 6leos vegetais. Desta
forma, os valores maximos aceitaveis de IP e de IA para os 0Oleos extraidos por solvente e
submetidos ao refinamento sdo de 10 meq O./kg e 0,6 mg KOH/g, respectivamente. No caso
dos Oleos prensados a frio, os limites sdo maiores, sendo aceitaveis valores até 15 meq O,/kg
e 4 mg KOH/ g para o IP e IA, respectivamente.

Neste contexto, todos os Oleos investigados apresentaram-se abaixo dos limites
maximos preconizados pela legislacdo para ambos os indicadores de qualidade (Tabela 2).
Contudo, houve diferenca significativa entre os tipos de 6leo, assim como entre as diferentes
marcas para um mesmo tipo de o6leo refinado, especialmente para o IP. Desta forma, embora
abaixo dos limites recomendados, os Gleos ndo apresentaram a mesma qualidade inicial,
sugerindo diferencas nas condicdes de extracao, de refino e de armazenamento entre os 6leos
investigados.

Em relacdo aos Oleos refinados, o 6leo de canola apresentou o maior valor de IP
enquanto o 6leo de soja apresentou os menor valor, permanecendo abaixo do limite mais
rigoroso sugerido pela American Oil Chemists Society (AOCS, 2004) de 1 meq O,/kg para
oOleos frescos. Entre os 6leos de nozes prensados a frio, o 6leo de améndoa doce apresentou o
maior valor de IP, enquanto 6leo de castanha-do-Brasil apresentou 0 menor valor deste grupo.

Em contrapartida, houve diferenca significativa apenas entre 0s 0Oleos de nozes
prensados a frio para o 1A. Possivelmente, este fato estd relacionado com as diferencas nos
fatores que aceleram a formacgdo de acidos graxos livres nas nozes, tais como: o teor de
umidade durante o armazenamento e a atividade enzimatica das lipases de cada semente

(Hernandez, 2005). E provavel que durante processo de refino estas diferencas sejam
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minimizadas tendo em vista que a etapa de desodorizacdo deve remover a quase totalidade
dos acidos graxos livres dos 0Oleos vegetais, independente do tipo de 6leo (Farhoosh et al.,
2009a).

Todavia, embora exista diferenca quanto a qualidade inicial, todos os 6leos vegetais
investigados foram classificados como “dleos frescos” uma vez que estiveram em

conformidade com o Padrdo de Identidade e Qualidade dos 6leos.

Tabela 2. Qualidade inicial dos 06leos vegetais refinados e prensados a frio quanto aos indices de
peroxido e de acidez.

Tipo de 6leo indice de perdxido indice de acidez
(meq O/kg) (mg KOH/qg)
Oleo vegetal refinado
Soja 0,38 +0,08° 0,27 +0,12%*
Milho 0,84 +0,13*" 0,34 + 0,05
Girassol 1,14 +0,10"%" 0,26 +0,04°
Canola 1,51+0,16"" 0,41 +0,11%"
Oleo vegetal prensado a frio
Castanha-do-Brasil 2,86 + 0,05° 0,40 +£0,01°
Noz-pecd 5,04 +0,23" 2,10+ 0,01°
Aveld 8,33 +0,37° 3,26 +0,01°
Améndoa doce 12,8 + 0,15¢ 0,51 +0,01°
Macadamia 7,15 +0,08° 3,39 +0,08°

Valores expressos com média + desvio padrdo de trés marcas diferentes para 0 mesmo tipo de 6leo
refinado, e de uma marca para cada tipo de dleo de nozes prensado a frio. Letras sobrescritas
diferentes em uma mesma coluna para 0 mesmo grupo (refinados ou prensados a frio) indicam
diferengas significativas entre os tipos de 6leos. # indica diferenca significativa entre as marcas do
mesmo tipo de 6leo refinado. ANOVA seguida pelo pds-teste de Tukey (p < 0,05).
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4.2 Composicao inicial dos 6leos vegetais quanto ao conteido de acidos graxos

A composicdo tipica em acidos graxos dos 6leos vegetais refinados e dos 6leos de
nozes prensados a frio esta apresentada nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Todos 0s
resultados estiveram de acordo com o Codex Alimentarius Standard (Codex-Stan 210, 2009)
para os Oleos refinados. Da mesma forma, os resultados para os 6leos de nozes prensados a
frio estiveram conforme estudos prévios (Prado et al., 2013; Moayedi et al., 2011; Robbins et
al., 2011; Miraliakbari & Shahidi, 2008a; Alasalvar et al., 2006; Venkatachalam & Sathe,
2006). Houve diferenca significativa no conteddo de alguns acidos graxos entre as diferentes
marcas de um mesmo tipo de 6leo refinado, provavelmente, devido a variacdo na biossintese
de &cidos graxos influenciada pelo tipo de solo, temperatura, grau de maturidade da semente e
pelas diferentes praticas agricolas (Lanna et al., 2005).

Os principais acidos graxos (> 1 g/ 100 g de acidos graxos) identificados em todas as
amostras foram: o &cido palmitico (16:0), o acido estearico (18:0), o0 18:1n-9 e 0 18:2n-6. Os
6leos de soja e de canola também apresentaram o conteldo de 18:3n-3 acima de 1% assim
como o Gleo de macadamia apresentou os conteudos de &cido araquidico (20:0), acido
palmitoleico (16:1n-9) e acido gadoleico (20:1n-9). Dentre estes &cidos graxos, sabe-se que 0
18:1n-9, 0 18:2n-6 e o 18:3n-3 influenciam marcadamente a bioatividade e a estabilidade
oxidativa dos 0Oleos vegetais (Roman et al., 2013; Marmesat et al., 2012; Dubois et al., 2007;
Kamal-Eldin, 2006).

No presente estudo, 0 18:2n-6 foi o acido graxo majoritario nos 6leos de girassol, soja
e milho, contribuindo para o maior contetudo de &cidos graxos poli-insaturados (AGPI) nestes
0leos. Da mesma forma, os 6leos de canola e de soja destacaram-se por apresentar 0s maiores
contetdos de 18:3n-3, respectivamente. Por outro lado, o 18:1n-9 foi o acido graxo

majoritario nos 6leos de canola e de nozes, contribuindo para o maior percentual de &cido
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Tabela 3. Composicdo em acidos graxos (g/ 100 g de &cidos graxos) dos 6leos vegetais refinados de soja, milho, girassol e canola.

Oleo de Soja Oleo de Milho Oleo de Girassol Oleo de Canola
Média DP Média DP Média DP Média DP
Saturados
16:0 11,2° 0,19 11,9 0,82 6,04° 0,32 4,98° 0,22
18:0 3,11%¢ 0,38" 2,23° 0,03 3,35° 0,16" 2,59° 0,15"
20:0 0,30° 0,02 0,49° 0,01 0,24° 0,02 0,69° 0,03
22:0 0,72 0,47* 0,34° 0,11% 0,86° 0,23 0,54° 0,04
24:0 0,21° 0,14* 0,20° 0,01% 0,30° 0,15 0,20° 0,02
Total 15,9 0,83" 15,0 0,30 10,7° 0,62 8,76° 0,04*
Monoinsaturados
16:1n-9 0,09 0,01 0,13° 0,01 0,10° 0,01* 0,25° 0,04*
18:1n-9 24,72 1,26" 34,6° 1,30 30,3*° 3,22% 61,9° 2,46"
20:1n-9 0,28° 0,03 0,32? 0,05% 0,20° 0,03 1,03° 0,05
22:1n-9 ND - ND - ND - 0,07 0,02
24:1n-9 ND - ND - ND - 0,08° 0,01
Total 26,4° 1,47 35,5° 0,42 30,7° 3,22* 63,7° 3,23"
Poli-insaturados
18:2n-6 52,12 0,85" 47,3 0,96" 57,7 288" 20,1° 3,97*
18:3n-3 5,412 0,62* 0,66° 0,16" 0,34° 0,28" 7,25° 0,92*
20:5n-3 ND - ND - ND - 0,20° 0,05
Total 57,7 1,66" 48,9 0,87 57,9° 0,28* 27,5° 3,13
18:2n-6/18:3n-3 9,70° 0,90" 57,6° 11,7% 266,6° 178,5# 2,85¢ 0,97#
AGPI/AGS” 3,64° 0,25 3,16° 0,11 5,40° 0,24 3,13 0,26

Resultados apresentados com média + desvio padrdo de trés marcas para cada tipo de 6leo vegetal. Letras sobrescritas diferentes em uma mesma linha
indicam diferenca significativa entre os tipos de 6leos. Simbolo sobrescrito (#) nos valores de desvio padrdo indica diferenga significativa entre as
marcas de um mesmo tipo de 6leo. ND = ndo detectado.* AGPI/AGS = poli-insaturados/saturados. ANOVA one-way seguida do pds- teste de Tukey (p
<0,05).
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Tabela 4. Composi¢do em acidos graxos (g/ 100g de acidos graxos) dos 6leos de nozes prensados a frio.

Oleo de Castanha-do-Brasil OIEOngéNOZ- Oleo de Aveld Amgggadlejoce Oleo de Macadamia
Média DP Média DP Média  DP Média DP Média DP
Saturados
16:0 15,2 0,13 6,0 003 661" 034 658" 0,03 8,48° 0,05
18:0 12,3 0,48 2,40° 0,01 1,84° 0,04 1,72° 0,01 3,76 0,06
20:0 0,28° 0,01 0,12° 002 010° 0,01 0,07° 0,01 L 276 0,01
22:0 0,17° 0,00 0,28° 0,01 0,22° 0,08 ND - 0,96 0,13
24:0 0,05 0,01 ND - ND - ND - 0,32 0,02
Total 28,3 0,33 8,80° 0,07 8,63° 021 8,49° 0,03 15,3° 1,75
Monoinsaturados
16:1n-9 0,34 0,01 0,07° 0,01 0,27 0,02 0,36 0,03 18,7° 0,08
18:1n-9 39,5% 0,06 72,2° 0,05 794° 0,28 64,6° 0,05 59,7° 0,86
20:1n-9 0,07 0,02 0,30° 0,01 0,18 0,02 0,09 0,00 2,33¢ 0,07
22:1n-9 ND - ND - ND - ND 0,48 0,08
Total 39,9° 0,06 72,6° 0,06 80,0° 0,26 65,2 0,08 81,1° 0,86
Poli-insaturados
18:2n-6 31,6° 0,36 18,0° 0,01 11,3° 0,04 26,3" 0,03 1,59° 0,01
18:3n-3 0,06° 0,01 0,68 0,01 0,08 0,00 ND - 0,14° 0,01
20:5n-3 ND - ND - ND - ND - 0,36 0,02
Total 31,6° 0,41 18,7° 0,01 11,3 0,05 26,3" 0,05 1,96° 0,20
18:2n-6/18:3n-3 526,7° 11,1 265" 014  141,3° 119 - - 11,1° 0,72
AGPI/AGS” 1,28° 0,02 2,11° 0,02 1,31° 0,05 3,10° 0,04 0,13¢ 0,02

Resultados apresentados com média * desvio padréo de triplicatas. Letras sobrescritas diferentes em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre os tipos de

6leos. ND = ndo detectado. * AGPI/AGS = poli-insaturados/saturados. ANOVA one-way seguida do pos-teste de Tukey (p < 0,05).
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graxos monoinsaturados (AGMI) nestes 06leos.

Neste contexto, os 6leos de aveld e de noz-pecd destacaram-se devido aos maiores
conteddos de 18:1n-9. No entanto, foi o 6leo de macadamia que apresentou o maior
percentual de AGMI, especialmente devido as elevadas concentragdes do 16:1n-9, peculiar a
este 6leo (Wall, 2010). Além disso, os Oleos de canola, aveld, noz-pecd e améndoa doce
apresentaram a menor contribuicdo dos &cidos graxos saturados (AGS) comparados aos
demais 0leos.

A influéncia da qualidade da gordura consumida na dieta sobre o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares ja é fato bem estabelecido (Czernichow et al.,
2010; Hu et al., 2001). Reporta-se que dietas com quantidades restritas em AGS, combinada
com quantidades relativamente elevadas de AGMI reduzem a LDL em plasma humano,
reduzindo o risco de doencas cardiovasculares (Karupaiah et al., 2005). Portanto, observa-se
que os oOleos de canola e de nozes podem melhorar qualitativamente o contetdo lipidico da
dieta humana. No entanto, vale destacar que o 6leo de castanha-do-Brasil também apresentou
o maior percentual de AGS entre os 6leos investigados (Tabela 4).

Além disso, demonstra-se que um consumo equilibrado de acidos graxos da série -6
e ®-3, incluindo o 18:2n-6 e 18:3n-3, também contribui para minimizar o risco de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e outras doencas cronicas, tendo em vista que
sdo substratos para a sintese de potentes mediadores lipidicos que influenciam na regulacao
do sistema inflamatorio, os eicosanoides. Sabe-se que 0s eicosanoides provenientes do 18:2n-
6, quando presentes em quantidades elevadas, podem contribuir para a formacéo de trombos e
placas de ateroma além de aumentar as reacGes inflamatorias e alérgicas. Entretanto, aqueles

provenientes do 18:3n-3 apresentam propriedades inflamatorias que se relacionam com a

73



reducdo da prevaléncia de desordens imunologicas e inflamatorias (Lopez-Huertas, 2010;
Simapoulos, 2006).

Deste modo, diferentes autores e oOrgdos de salde tém estabelecido variadas
recomendacdes quanto a razéo entre os acidos graxos da familia m-6 e ®-3 que variam desde
2:1 até 10:1 (Martin et al., 2006). Neste contexto, apenas os 0leos de canola e o de soja
apresentaram-se dentro dos limites recomendados. Os 6leos de castanha-do-Brasil, girassol e
aveld apresentaram as piores razfes, consecutivamente (Tabelas 3 e 4). Portanto, o 6leo de
canola apresentou a melhor composicdo nutricional considerando o seu baixo contetdo de
AGS, o alto conteudo de AGMI e a sua adequada proporc¢édo de 18:2n-6/18:3n-3.

Do ponto de vista tecnoldgico, a adequada propor¢do entre os acidos graxos também
pode influenciar na estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais. A razdo AGPI/AGS prevé a
tendéncia a oxidacdo dos Oleos vegetais sendo que os valores elevados desta relacdo
correspondem a 0leos de menor estabilidade oxidativa (Kochhar & Henry, 2009; Farhoosh et
al., 2008). Portanto, considerando a razdo AGPI/AGS dos 6leos investigados no presente
estudo, € possivel que os 6leos refinados de soja, milho, girassol e canola apresentem uma
maior tendéncia a oxidacdo do que os Oleos de nozes prensados a frio. Neste contexto, os
6leos de macadamia e de girassol apresentem a menor e a maior suscetibilidade a oxidacé&o,
respectivamente. No entanto, a razdo AGPI/SAT pode prever a estabilidade oxidativa dos
Oleos de forma incompleta uma vez que esta também ¢é influenciada pelos compostos

antioxidantes presentes nessa matriz alimentar.

4.3 Composicao inicial quanto ao teor de tocoferdis e tocotriendis
As quatro formas homdlogas de tocoferdis (o, B, y, 8) e uma forma de tocotrienol

(B/y) foram identificadas nos 6leos vegetais investigados (Tabelas 5). A composi¢do em
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tocdis dos 6leos refinados esteve de acordo com o Codex Alimentarius Standard (Codex-Stan
210, 2009). No entanto, a composicdo dos Oleos de nozes prensados a frio mostrou-se
bastante controversa em relacdo aos resultados descritos na literatura (Wall, 2010;
Miraliakbari & Shahidi, 2008; Chunhieng et al., 2008; Crews et al., 2005). Houve diferenca
significativa entre as marcas de um mesmo tipo de Oleo vegetal refinado provavelmente,
devido as diferencas nas praticas agricolas das sementes (Rani et al., 2007; Lavedrini et al.,
1997).

O a- ¢ o y-tocoferol foram os tocois majoritarios em todos os 6leos. Os Gleos de soja e
de milho apresentaram o maior conteudo de y-tocoferol que contribuiu cerca de 70% do teor
total de tocois para ambos os 6leos. Em contrapartida, o dleo de girassol apresentou o maior
contetdo de a-tocoferol que contribuiu cerca de 96,0 % do teor total de tocois. O B- e 0 &-
tocoferol foram os tocoferdis minoritarios em todos os 6leos, exceto para o 6leo de soja, cujo
teor de &-tocoferol foi o segundo mais abundante.

Para todas as formas de tocoferois, os 6leos de nozes prensados a frio apresentaram
concentragdes significativamente menores quando comparados aos 6leos vegetais refinados.
Desta forma, os Gleos de soja e de milho, seguido pelo 6leo de girassol apresentaram 0s
maiores conteudos de tocoferodis totais, enquanto o 6leo de macadamia apresentou 0 menor
conteddo.

Dentre os 0leos de nozes, os 6leos de améndoa doce e o de aveld apresentaram o maior
conteudo de a-tocoferol, enquanto os 6leos de noz-pecd e castanha-do-Brasil apresentaram o
maior conteudo de y-tocoferol. O 6leo de macadamia destacou-se por apresentar em sua
constitui¢do apenas o a-tocoferol, em quantidades muito pequenas (< 1 mg /100 g de 6leo).

Entretanto, os resultados observados no presente estudo sdo quantitativamente diferentes
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Tabela 5. Composi¢do em tocoferdis (mg/100 g) dos 6leos vegetais refinados e dos éleos de nozes prensados a frio.

a-tocoferol [B-tocoferol y-tocoferol &-tocoferol Tocoferdis Totais
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

Oleos vegetais refinados

Soja 12,9° 1,17 1,44° 0,15 121,9° 9,47 37,4 3,86 173,69 13,8

Milho 38,7 6,86" 0,45 0,08" 96,6° 16,8" 1,63 0,37 137,4° 23,3

Girassol 104,0° 9,49 1,94° 0,33" 1,80°¢ 1,36 0,40° 0,36" 108,1° 9,80

Canola 44,3° 5,75" 0,13 0,07 50,9° 3,02 0,94° 1,09° 96,3° 6,60
Oleos vegetais prensados a frio

Castanha-do-Brasil 1,8% 0,06 0,08 0,00 21,0 0,75 0,20° 0,01 23,2° 0,97

Noz-peca 0,14f 0,04 0,19° 0,01 28,4¢ 0,68 0,22° 0,03 29,0° 0,46

Avela 40,7° 4,65 0,68° 0,05 0,56° 0,05 0,05¢ 0,01 41,4° 5,10

Améndoa doce 64,2 1,26 0,19 0,00 1,70 0,07 0,05" 0,01 66,1 1,04

Macadamia 0,80° 0,05 ND - ND - ND - 0,80¢ 0,05

Resultados apresentados com média + desvio padrdo de trés marcas para cada tipo de 6leo vegetal refinado e de uma marca para os 6leos de nozes prensados a
frio. Letras sobrescritas diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca significativa entre os tipos de 6leos. Simbolo sobrescrito (#) nos valores de desvio
padrdo indica diferenca significativa entre as marcas de um mesmo tipo de 6leo refinado. ND = ndo detectado. ANOVA one-way seguida do pos-teste de Tukey
(p <0,05).
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daqueles apresentados por outros autores, que em sua maioria, referem-se a composicdo em
tocdis de Oleos de nozes extraidos por solventes.

Neste contexto, Miraliakbari & Shahidi (2008a), apo6s extracdo com diferentes
solventes (hexano e cloroférmio/metanol), relataram quantidades maiores de tocoferois
individuais para os 0leos de noz-peca (o- 1,55 ¢ y- 67,6 mg /100 g), avela (y- 11,6 mg /100 g)
e castanha-do-Brasil (6-1,82 mg /100 g). Da mesma forma, Alasalvar et al. (2006), apds
extracdo do oOleo de aveld com éter de petroleo, observaram concentracdes de y- e d-tocoferol
aproximadamente 10 vezes maiores do que as do presente estudo (8,33 e 0,53 mg /100 g,
respectivamente).

A extracdo dos 6leos por solvente geralmente consiste em uma operacao de percolacao
no qual o solvente entra em contato com a parte lipidica das nozes, grdos ou sementes gerando
um alto rendimento de extracdo quando comparado a prensagem mecanica. Apds a extracdo
por solvente, menos de 1% de 6leo permanece no residuo solido (farelo) enquanto até 25% de
6leo permanecem apo6s a prensagem a frio, possivelmente com tocoferois retidos neste residuo
(Wang & Weller, 2006; Hernandez, 2005). Desta forma, justificam-se 0s menores teores de
tocoferdis nos dleos de nozes prensados a frio. No entanto, vale salientar que os 6leos obtidos
por extragdo com solvente devem ser submetidos ao processo de refino para tornarem-se
comestiveis, gerando perdas de aproximadamente 90% no contetdo de tocoferois, reduzindo a
qualidade nutricional dos 6leos refinados quando comparados aos prensados a frio (Desai et
al., 1988).

De fato, quando Prado et al. (2013) e Crews et al. (2005) investigaram a composi¢ao
em tocdis de 6leo de noz-pecd e de aveld, extraidos por meio de prensagem mecanica, valores
consistentes com o0s nossos foram observados para todos os homologos de tocoferdis. Ainda

sdo poucos os estudos que investigam a composicao quimica de 6leos de nozes obtidos por
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meio de prensagem mecanica, tornando dificil a comparacdo direta dos resultados. Desta
forma, os resultados obtidos no presente trabalho sdo importantes para ampliar o
conhecimento sobre a composicéo destes 6leos que, atualmente, apresentam um grande apelo
funcional e gastrondmico, tendo em vista a possivel manutencdo das propriedades nutricionais
e sensoriais devido a auséncia do processo de refino.

A forma PB/y-tocotrienol foi identificada nos 6leos de milho e de soja. Nao foi possivel
diferenciar as formas B- ou y-tocotrienol, pois ambas apresentam a mesma razao carga/massa,
parametro utilizado para identificar as formas de tocotriendis por CLAE-EM. Contudo,
conforme compara¢do com o o6leo de palma, rico em y-tocotrienol, sugere-se que 0 pico
cromatografico identificado corresponda a este tocol.

De uma forma geral, os 6leos vegetais sdo considerados a principal fonte de tocoferois
da alimentacdo humana (Hunter & Cahoom, 2007). O a-tocoferol é a principal forma
estudada devido as suas maiores concentracdes no plasma humano e, consequentemente, a sua
maior bioatividade como vitamina E. Em estudos longitudinais, o alto consumo de a-tocoferol
associou-se com o menor risco de doencas cardiovasculares, diabetes tipo 11, hipertensdo e
doenca de Alzheimer (Gao et al., 2006; Saldeen & Saldeen, 2005). Neste contexto, o 6leo de
girassol analisado no presente estudo destacou-se como uma importante fonte de a-tocoferol.
Em um estudo que investigou a composi¢do em tocdis de 79 fontes alimentares habitualmente
consumidas nos Havai, verificou-se que 28 g de 6leo de girassol (30 mL) sé&o suficientes para
atingir a recomendacdo diaria de a-tocoferol para adultos (15 mg de equivalentes de a-
tocoferol /dia; Franke et al., 2007).

No entanto, relata-se que apesar das baixas concentracfes plasmaticas, outras formas
de tocoferois também sdo capazes de exercer atividades antioxidantes e biologicas em

humanos. Por exemplo, tem-se demonstrando que o y-tocoferol é mais potente do que o a-
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tocoferol em inibir a agregacdo plaquetaria e em reduzir a oxidacdo da LDL (Jiang et al.,
2001). Além disso, relata-se que o y- ¢ 8- tocoferol sdao superiores ao a-tocoferol em inibir a
transformacdo neoplésica de certos tipos celulares (Sen et al., 2006). Portanto, os 6leos
vegetais, especialmente os 0leos de soja, milho e girassol, sdo importantes fontes dietéticas
das diferentes formas de tocoferois, contribuindo para um consumo balanceado de vitamina E.

Além dos efeitos para a saude humana, os tocoferdis sdo importantes do ponto de vista
industrial e tecnoldgico, pois sdo potentes antioxidantes capazes de minimizar as
consequéncias negativas da oxidacdo lipidica (Shahidi & Zong, 2010a; Chayasit et al., 2007).

Entretanto, mesmo com uma vasta pesquisa em relacdo a atividade antioxidante dos
tocoferdis nos Gleos vegetais, muitas controvérsias ainda existem. Constata-se que a agdo
antioxidante dos tocdis varia de acordo com as suas concentracdes, com o sistema lipidico
estudado, com a temperatura e a disponibilidade de oxigénio do meio. Contudo, parece
consenso de que o o-tocoferol, em baixas concentracBes, apresenta melhor atividade
antioxidante do que o y-tocoferol, porém, em altas concentragdes, o y-tocoferol apresenta a
melhor atividade antioxidante (Seppanen et al., 2010).

Adicionalmente, os tocoferdis estdo presentes naturalmente nos 6éleos vegetais como
uma mistura. Huang et al. (1995) avaliaram o efeito da adicdo de diferentes concentracGes
(250 a 3000 ppm) de uma mistura de tocdis, com propor¢ao de massa similar (o:y:6= 13:64:21
p/p/p) a encontrada naturalmente em 6leos de soja, na estabilidade oxidativa de 6leo de milho
(isento de tocoferois) oxidado a 60°C. Esses autores observaram um efeito antioxidante da
mistura nas concentragdes entre 250 a 500 ppm e um efeito pro-oxidante em concentracfes
acima de 1000 ppm. Entretanto, informagfes na literatura sobre o efeito sinérgico e/ou
antagbnico dos tocoferdis como uma mistura, considerando as peculiaridades da composi¢édo

de cada 6leo vegetal ainda sdo insuficientes para estabelecer essa relacéo.
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4.4 Teor de compostos fenolicos totais

Os teores de compostos fenolicos totais dos 6leos investigados estdo apresentados na
Figura 3. O 6leo de macadamia apresentou o maior teor de fendlicos totais, enquanto os 6leos
de améndoa doce e de girassol apresentaram 0s menores teores. Ndo houve diferenca
significativa entre os 6leos de macadamia e de soja que por sua vez nao apresentou diferenca
significativa entre os 6leos de milho, canola, castanha-do-Brasil, noz-pecé e avela. Este fato
deve-se a ampla variacdo entre as marcas comerciais do 6leo de soja (min = 1,13 e max = 26,5
mg EAG/100 g).

De acordo com os rétulos comerciais, duas amostras de 6leo de soja (B e C)
apresentaram a adicdo dos antioxidantes sintéticos TBHQ e acido citrico em concentracdes
ndo informadas. O TBHQ é um antioxidante sintético, pertencente a classe dos compostos
fenolicos (Figura 4), usualmente adicionado nos 6leos vegetais para prevenir e/ou inibir a PL
em concentragdes que podem variar de 100 a 200 pg /g de d6leo (ANVISA, Portaria n°
540/97).

Desta forma, possivelmente os maiores teores de compostos fendlicos totais nas
marcas B e C do 6leo de soja correspondam, em parte, as quantidades adicionadas de TBHQ.
Essa hipotese sera confirmada futuramente por meio da determinacdo de antioxidantes
sintéticos por CLAE-UV (Saad et al., 2007). Por sua vez, a marca A do oleo de soja,
isoladamente, apresentou teores de compostos fendlicos no mesmo grau de grandeza do que

0s demais 0leos refinados (Figura 3).
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Figura 3. Teor de compostos fendlicos totais nos diferentes tipos de Oleos vegetais (A) e nas
diferentes marcas comerciais dos Oleos refinados (B).Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa entre os tipos de 6leos e marcas comerciais. ANOVA one-way seguida do pds-
teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4. Estrutura quimica do antioxidante sintético terc-butilhidroquinona (Saad et al., 2007)

Todos os 6leos vegetais investigados apresentaram teores bastante reduzidos de
compostos fendlicos totais quando comparados ao azeite de oliva extra virgem (> 100,0 mg
EAG/ 100 g de 6leo), reconhecido nutricionalmente pela alta concentracdo destes compostos
em sua matriz (Sanchez et al., 2007; Dimitrios, 2006).

Farshoosh et al. (2008) e Valavanidis et al. (2004) também observaram valores
reduzidos de compostos fenolicos totais em dleos refinados de soja (4,5 - 8 mg EAG/100g),
girassol (3-4,5 mg EAG/100g), milho (0,1 — 3,0 mg EAG/ 100g) e canola (4,8 mg
EAG/100g). Possivelmente os teores reduzidos destes compostos nos 6leos refinados deva-se
ao fato de que ao processo de refino remove mais de 80% dos compostos fendlicos dos 0leos
(Szydlowska-Czerniak et al., 2008a; Garcia et al., 2006). Vale ressaltar que a adi¢cdo de
TBHQ nos 06leos ocorre apos a finalizacdo do processo de refino, preservando este composto
fenolico.

Em contrapartida, o teor reduzido de compostos fenolicos totais nos oleos de nozes

prensados a frio ndo era esperado devido a dois fatores: o elevado contetdo de compostos
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fenolicos na maioria das nozes investigadas (La Rosa et al., 2011; Blomhoff et al., 2006) e a
auséncia do processo de refino destes 6leos (Siger et al., 2008).

Entretanto, alguns autores tem relatado que a maior concentracdo de fenolicos das
nozes encontra-se na pelicula protetora da améndoa (Prado et al., 2013; La Rosa et al., 2011,
Blomhoff et al., 2006) que pode ser removida das mesmas previamente a extracdo dos 6leos,
diminuindo a concentracdo de compostos fendlicos transferida para o produto final
(Zajdenwerg et al., 2011). Adicionalmente, a reducdo de compostos fenélicos também pode
ocorrer devido ao processo de torra, aplicado industrialmente nas améndoas, para facilitar a
extracdo do Oleo por prensagem mecanica (Durmaz & Gokmen, 2010). Além disso, as
estruturas polares dos compostos fendlicos apresentam solubilidade reduzida no dleo.
Possivelmente, quantidades razoaveis destes compostos devem permanecer no residuo solido
obtido ap6s a prensagem a frio (Quinn & Tang, 1996).

Neste contexto, Miraliakbari & Shahidi (2008c) observaram teores de compostos
fendlicos totais mais elevados em 0leos de nozes extraidos por solvente, especialmente pela
mistura binaria de cloroférmio-metanol, a saber: dleos de noz-pecé (71,1 mg EAG/100 g), de
castanha-do-Brasil (38,1 mg EAG/ 100 g), de améndoa doce (16,8 mg EAG/100 g) e de avela
(33,8 mg EAG/100 g). Contudo, estes autores ndo investigaram o teor de compostos fendlicos
totais em 6leo de macadamia.

Os principais compostos fendlicos encontrados nos 0Oleos vegetais sdo 0s &cidos
fenolicos cujo perfil é bastante variado entre os diferentes tipos de 6leos vegetais (Siger et al.,
2008; Tuberoso et al., 2007; Quinn & Tang, 1996). Quinn & Tang (1996) identificaram o0s
acidos 2,6 di-hidroxibenzoico e o0 3,5 di-metoxi-4-hidroxicindmico em 6leo de macadamia. Os
Oleos de soja, milho, girassol e canola apresentam em sua constituicdo os acidos p-

hidroxibenzoico, cafeico, p-coumarico e feralico. O o6leo de canola também se destaca pelos
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elevados teores de acido sinapinico (Siger et al., 2008) e o o6leo de girassol pelos teores de
acido clorogeénico e cafeico (Choe & Min, 2006). Portanto, os teores de compostos fenolicos
totais observados no presente estudo servirdo de base para a selecdo de amostras que terdo o
seu perfil de compostos fendlicos identificados por CLAE-UV futuramente (Siger et al.,

2008).

4.5 Capacidade antioxidante total dos 6leos vegetais

A CAT dos 6leos vegetais, determinada pelo ensaio de TEAC, variou entre 0,67 a
3,35 mmol ET/ kg, sendo que o 6leo de soja apresentou 0s maiores valores, enquanto os 6leos
de aveld, macadamia e castanha-do-Brasil apresentaram os menores valores (Figura 5). Com
excecdo do Gleo de canola, os demais 6leos refinados apresentaram maior CAT do que 0s
Oleos de nozes prensados a frio. As marcas B e C do 6leo de soja, que contém TBHQ em sua
constituicdo, apresentaram valores significativamente maiores do que a marca A, sem adicao
de antioxidantes sintéticos. Desta forma, o TBHQ pode influenciar, em parte, a CAT destas
amostras.

A comparacdo quantitativa da CAT dos 6leos vegetais € limitada tendo em vista 0 uso
de variados ensaios, 0s quais se diferenciam quanto ao solvente usado, pontos-finais da reacédo
e maneiras de expressar os resultados. Entretanto, em trabalho prévio realizado em nosso
laboratdrio, avaliou-se a CAT de 0Oleos vegetais refinados de soja, de milho, de girassol e de
canola por meio do ensaio de TEAC, utilizando as mesmas condic¢des de anlise do presente
estudo, e resultados similares foram observados, a saber: 6leo de soja (6,50 + 0,50) > 6leo de
girassol (3,93 + 1,50) = o6leo de milho (3,81 + 0,74) = o6leo de canola (3,82 + 1,36; Castelo-
Branco & Torres, 2012). Qualitativamente, 0 mesmo ranqueamento das amostras de Gleos

vegetais refinados foi observado em estudos que utilizaram o ensaio de TEAC em condigdes
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diferenciadas (Pellegrini et al., 2003) e outros ensaios de CAT (Valavanidis et al., 2004;

Espin et al., 2000).
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Figura 5. Capacidade antioxidante total dos diferentes tipos de 6leos vegetais (A) e das diferentes
marcas comerciais dos Oleos refinados (B) determinada por meio do ensaio de TEAC. Letras
diferentes sobre as barras indicam diferenca significativa entre os tipos de 6leos e marcas comerciais.
ANOVA one-way seguida do pos-teste de Tukey (p < 0,05).
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Quanto aos 6leos de nozes, Miraliakbari & Shahidi (2008 c) determinaram a CAT dos
oOleos de aveld, améndoa doce, castanha-do-Brasil e noz-pecé extraidos com solvente por meio
de trés ensaios diferenciados, TEAC, DPPH e ORAC. Esses autores observaram que
independente do solvente de extragdo do Gleo e do ensaio utilizado, o 6leo de noz-pecd
apresentou os maiores valores de CAT, consistente com o0s resultados do presente estudo
cujos Oleos de noz-pecd e améndoa doce apresentaram a maior CAT entre os 0leos de nozes

prensados a frio.

4.6 Estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais

Diferentes métodos de oxidacdo acelerada em altas temperaturas sdo utilizados para
estimar a estabilidade oxidativa dos Oleos. Dentre os métodos existentes, o método de
Rancimat destaca-se devido a sua praticidade e a alta reprodutibilidade, sendo considerado um
método oficial para a determinacdo da estabilidade oxidativa dos Oleos pela Associacdo
Americana de Oleos e Gorduras (Arranz et al., 2008; AOCS, 2004).

De acordo com o periodo de inducdo determinado por este método, os 6leos de soja e
de milho apresentaram a maior estabilidade oxidativa, enquanto os Gleos de girassol e de
améndoa doce apresentaram a menor estabilidade oxidativa (Figura 6). Além disso, mais uma
vez, as marcas de 6leo de soja B e C (com TBHQ) foram significativamente diferentes da
marca A (sem TBHQ), sugerindo a contribuicdo do TBHQ para aumentar a resisténcia dos

oleos a oxidagéo lipidica.
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Figura 6. Estabilidade oxidativa de diferentes tipos de 6leos vegetais (A) e de marcas de Oleos
refinados (B) determinada pelo Método de Rancimat . Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca significativa entre os tipos e marcas de 6leos comerciais. ANOVA one-way seguida do pds-
teste de Tukey (p < 0,05).
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Estudos que avaliaram a estabilidade oxidativa dos o6leos utilizando as mesmas
condicdes de analise do presente estudo observaram resultados quantitativos semelhantes aos
nossos resultados, exceto para as marcas de 6leo de soja adicionadas de TBHQ (Farhoosh,
2007; Anwar et al., 2003; Laubi & Bruttel, 1986 ). Similarmente, Kochhar & Henry (2009) e
Arranz et al. (2008), utilizando temperatura de 100°C, também observaram baixa estabilidade
oxidativa para o0 6leo de améndoa doce quando comparado a outros 6leos de nozes, incluindo
0s 0Oleos de aveld e de macadamia.

Farhoosh et al. (2008) investigaram a estabilidade oxidativa dos 6leos refinados de
soja, milho, girassol, canola e oliva pelo método de Rancimat utilizando as temperaturas de
100, 110, 120 e 130°C com vazao de ar de 15 L/h e a seguinte ordem quanto ao periodo de
inducdo foi observada: 6leo de soja > girassol > canola > milho > oliva, contradizendo o
ranqueamento de amostras do presente estudo. Entretanto, todas as amostras analisadas por
estes autores continham antioxidantes sintéticos em sua composicdo em diferentes
concentracdes, fato que pode ter contribuido para alterar a estabilidade oxidativa dos 6leos
vegetais, como possivelmente ocorreu nas amostras de 6leo de soja marcas B e C (Figura 6).

De uma forma geral, todos os 6leos devem apresentar uma boa estabilidade oxidativa
para a manutencdo das suas propriedades nutricionais e sensoriais, assim como dos seus
produtos derivados. No entanto, ainda ndo existe um limite maximo de periodo de inducdo,
determinado pelo método de Rancimat, que corresponda a um o6leo de boa qualidade.
Todavia, quando se compara o0s resultados obtidos no presente estudo com outros que
utilizaram as mesmas condi¢cbes de analise, observa-se que 0s Oleos investigados,
especialmente os Oleos refinados de soja e milho, apresentaram uma alta estabilidade
oxidativa. Neste contexto, demonstra-se que o azeite de oliva (12,9 h) e o 6leo de amendoim

(7,25 h) apresentam uma estabilidade similar aos 6leos investigados no presente estudo (L&ubi
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& Bruttel, 1986), enquanto outros 6leos apresentam uma menor estabilidade oxidativa, tais
como os Oleos de linhaca (1,57 h), papoula (5,56 h) e cartamo (2,87 h; Bozan & Temelli,
2008) ou os 6leos ndo convencionais de urtiga (5,57 h) e canhamo (1,32 h; Uluata & Ozdemir,

2012).

4.7 Principais determinantes quimicos da capacidade antioxidante total e estabilidade
oxidativa dos 0leos vegetais

Os Oleos vegetais sdo uma matriz complexa cujos constituintes quimicos podem
interagir de forma sinérgica e/ou antagbnica influenciando de forma variada a CAT e a
estabilidade oxidativa dos Oleos. Neste contexto, a analise multivariada de dados é uma
ferramenta Util para observar interacdes entre tais variaveis. Um dos métodos mais utilizados
inicialmente é o PCA que diminui as variaveis iniciais a um reduzido nimero de componentes
principais a fim de obter-se uma visdo global sobre a variacdo das amostras, identificando
padroes de comportamento. Além disso, 0s componentes principais sdo ortogonais,
descrevendo uma variacdo independente entre as variaveis, possibilitando a verificacdo de
colinearidades entre as mesmas, colaborando com a selecdo de um numero reduzido de
preditores potencialmente aplicaveis ao método de GLM (Mutihac & Mutihac, 2008; Kamal-
Eldin & Andersson, 1997).

Desta forma, no presente estudo, o PCA foi aplicado aos dados relacionados ao
conteddo dos principais acidos graxos oxidaveis, dos tocoferdis e dos compostos fenolicos
totais num total de 17 amostras. Inicialmente, dois componentes principais foram extraidos
das meédias dos dados que explicaram 86,1% da variacdo total das amostras (PCAl=52,7% e
PCA2=33,4 %, Figura 7). Quatro grupos distintos de amostras foram formados, a saber: grupo
1 (6leos de milho, soja marca A e canola marca B); grupo 2 (6leos de noz-peca, macadamia,

castanha-do-Brasil e aveld); grupo 3 (6leos de canola marcas A e C, e améndoa doce); grupo
89



4: (6leo de girassol), sendo que as marcas B e C de 0leo de soja estdo claramente separadas
destes grupos. De acordo com os grupamentos formados, observa-se pouca semelhanca entre

amostras de um mesmo tipo ou grupo de 6leo.

Componente Principal 2 (33,4%)
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Figura 7. Distribuicdo das amostras e variaveis ap0s a analise de componentes principais em 17

amostras de Oleos vegetais incluindo as variaveis: compostos fenolicos totais, a-, y- ¢ d-tocoferol e
AGPI/AGS.

Portanto, embora o conjunto de variaveis selecionadas explique a maior parte da
variacdo das amostras, ndo se verificou um padrdo de comportamento entre as mesmas. Além
disso, houve uma colinearidade entre as variaveis y- e d-tocoferol. Desta forma, um segundo
PCA foi realizado, excluindo-se as variaveis, compostos fendlicos totais e o-tocoferol do
conjunto de dados devido as suas menores amplitudes entre as amostras quando comparado
com as demais variaveis.

De fato, o0 segundo PCA explicou melhor a variagdo das amostras. Foi possivel extrair
dois componentes principais que explicaram 97,6% da variagéo total das amostras (PCAL =

61,4% e PCA2 = 36,1%; Figura 8). Além disso, observou-se que as amostras agruparam-se de
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uma forma mais similar, permitindo a identificacdo de um padrdo de comportamento. Sendo
assim, trés grupos de amostras foram formados onde os 6leos de mesmo tipo e suas marcas
permaneceram juntos, a saber: grupo 1 (6leos de soja, milho e canola); grupo 2 (6leo de
girassol) e grupo 3 (6leos de nozes, exceto o Oleo de améndoa doce). Adicionalmente,
observa-se que o padrdo de comportamento dos Oleos de girassol e améndoa doce é

diferenciado dos outros 0leos refinados e de nozes, respectivamente.

Componente Principal 2 (36,1%)

Gamatoceters

U \ |
C AGPI/AGS ]
21F \soja b N
- _ gjaa / .
11 E sojace N\ __milhoc — ]
1 | ("] / |
I . o 7
01 F i Iho(%“qn!a — girassol b p— i
=B awcanotaa __a Alfa-tocoferol ]
- < canola b . girassol a §
09 F =n0Zz-peca girassol ¢ N

-0, u
C - N
-19  mmacadamia.aveld |

-1,9 -0,9 0,1 1,1 2,1 3,1 4,1
Componente Principal 1 (61,4%)

Figura 8. Distribuicdo das amostras e variaveis apds Analise de Componentes Principais em 17
amostras de 6leos vegetais incluindo as variaveis: a-, y-tocoferol e AGPI/AGS

Portanto, a partir do PCA que explicou a maior variacdo das amostras selecionaram-se
as variaveis AGPI/AGS, a- e y-tocoferol para inclusdo nos modelos de GLM para a CAT e
para a estabilidade oxidativa dos Oleos vegetais. Por conseguinte, a analise de GLM foi
realizada com as variaveis independentes, a- e y-tocoferol, e a razdo AGPI/AGS e a variavel
categorica tipo de 6leo. A CAT e o periodo de inducéo, referente a estabilidade oxidativa dos
Oleos, foram as varidveis dependentes dos modelos. Entretanto, com este conjunto de

variaveis ajustou-se um modelo significativo para a CAT dos 6leos, sendo necessaria a
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incluséo da variavel dos compostos fendlicos totais para o ajuste de um modelo adequado para
a estabilidade oxidativa dos 6leos.

Desta forma, ambos 0os modelos apresentaram valores de R2 ajustado > 0,93 e valores
de p < 0,001 (ANOVA). Além disso, todas as varidveis independentes dos modelos
apresentaram p <0,05. Observou-se que o tipo de dleo, o a- e o y-tocoferol explicaram 93,6%
da variabilidade da CAT enquanto o tipo de 6leo, o y-tocoferol e o teor de compostos
fenolicos totais explicaram 96,3% da variabilidade da estabilidade oxidativa dos 6leos (Tabela
6).

Matematicamente, o -coeficiente, a contribuigdo relativa média (“peso da variavel”) e
o valor de p das variaveis independentes no GLM indicam a importancia relativa de cada
varidvel quimica como determinante das variaveis dependentes na equacdo. No caso do
modelo ajustado para a CAT, observa-se que o tipo de dleo e o y-tocoferol contribuiram
fortemente para a CAT dos 6leos, tendo em vista o seus valores reduzidos de p quando
comparados ao a-tocoferol. Embora o a-tocoferol tenha apresentado uma contribuicéo relativa
média maior, o seu valor de p (<0,05) foi mais elevado, sugerindo uma contribuicdo mais
fraca para a variabilidade da CAT. Vale ressaltar, que ao contrario do esperado, o y-tocoferol
apresentou uma contribuicéo negativa para a CAT dos 0leos vegetais.

Embora muitos estudos sugiram que, de forma isolada, o y-tocoferol & melhor
antioxidante do que o a-tocoferol (Seppanen et al., 2012), outros relatam que quando o a- € 0
y-tocoferol estdo presentes em uma mistura, a agdo antioxidante do y-tocoferol € influenciada
pelas concentragdes do a-tocoferol. Wagner et al. (2000) observaram que o y-tocoferol
quando adicionado (10-100 mg/ 100g) isoladamente no azeite de oliva oxidado a 110°C foi

capaz de aumentar a estabilidade oxidativa deste 6leo proporcionalmente a sua concentragéo.
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Tabela 6. Principais determinantes quimicos para a capacidade antioxidante total e para a estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais refinados e prensados a frio
obtidos por Modelo Linear Generalizado.

Variavel Determinantes Peso da
P valor Modelo?
dependente quimicos variavel !
Tipo de 6leo 0,0006 - (-4,03 x ki) - (3,14 x ky) - (0,80 x k) + (1,52 x kg) - (7,40 x ks) + (0,77 x k¢) + (3,04 x k;) +
(2,86xkg) - (0,03 x y-tocoferol) + (0,09 x a-tocoferol)
a-tocoferol 0,0161 3,74
CAT
R2 ajustado = 93,6%
y-tocoferol 0,0000 1,52
P da ANOVA para o modelo < 0,001
Tipo de oleo 0,0251 - (5,99xky) + (3,21xks,) - (1,40xk3) + (2,03xk,) + (3,68xks) - (0,40xKs) - (6,35%xk7) + (2,44xKs)
+ (0,13xy-tocoferol) + (5,44xfendlicos totais)
P y-tocoferol 0,0021 6,77
) ) R2 ajustado = 96,3%
Fenolicos totais 0,0070 36,0

P da ANOVA para 0 modelo < 0,001

'Peso da variavel (contribuicao relativa média) = coeficiente x media da variavel. ? Oleo de soja: k; = k, = ks = ks = ks= k¢ = k;= kg = -1; 6leo de milho: ky = k, =
ks = ks =ks=ks= kg = 0 € k; = 1; Oleo de girassol: k; = k, = ks = ks =ks=k;= kg=0 € ks = 1; Gleo de canola: k; = k, = ky =ks= ks =k;= kg = 0 € k3 = 1; 6leo de
améndoa doce: k; = ks = ks =ks= ke =k;= kg =0 e k; =1; 6leo de aveld: k; = ks = ks =ks= ks =k;= kg = 0 € k,=1; 6leo de castanha-do-Brasil: k;= k, = ky=ks= ks =
k,;= kg =0 e ks =1; 6leo de noz-peca: k; = k, = ks = ks =ks= k¢ = k; = 0 e kg=1. CAT: Capacidade antioxidante total; PIl: Periodo de inducao.
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No entanto, quando adicionado juntamente como o a-tocoferol, em uma proporcao de 1:1 (10
a 100 mg /100g) ndo houve aumento na estabilidade oxidativa do azeite de oliva.

Huang et al. (1995) também observaram um comportamento similar do a- e do y-
tocoferol quando presentes em uma mistura (1:1 v/v), durante oxidacdo do 6leo de milho a
60°C, sendo que a atividade antioxidante ou pré-oxidante da mistura dependeu das
concentragdes de a-tocoferol.

Desta forma, optou-se por retirar do modelo de GLM as amostras de girassol e
améndoa doce, as quais apresentaram a maior diferenga entre as concentragdes de a- e y-
tocoferol, assim como foram aquelas que apresentaram o comportamento mais diferenciado
dos seus respectivos grupos de 6leos, conforme o segundo PCA.

Por conseguinte, ajustou-se um novo modelo onde apenas o tipo de 6leo (p = 0,003) e
o vy-tocoferol (p = 0,0007; B-coeficiente = 0,04; contribuicdo relativa média = 2,64)
explicaram a maior variabilidade da CAT dos 6leos (R? ajustado = 0,90 e p da ANOVA
<0,0001). Além disso, de acordo com as variaveis mateméticas do modelo, o tipo de 6leo
tornou-se menos influente para a variabilidade da CAT, enquanto o y-tocoferol passou a
apresentar uma forte contribuicdo positiva para a variabilidade da CAT dos 6leos. Portanto, o
y-tocoferol é um importante determinante quimico da CAT dos 6leos, contudo parece que 0
seu papel como determinante depende das suas concentragdes assim como das concentracdes
de a-tocoferol nos 6leos vegetais.

Castelo-Branco & Torres (2012) observaram que o tipo de 6leo, o y- e o é-tocoferol
foram os principais determinantes da CAT em 0&leos vegetais refinados de soja, milho,
girassol e canola ap6s ajustes de modelos pela aplicagdo de GLM. No entanto, o y-tocoferol

contribuiu mais fortemente para a variabilidade da CAT do que os demais preditores, sendo
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considerado o principal determinante da CAT para esses Oleos, concordando com o0s
resultados do presente estudo.

Da mesma forma, o y-tocoferol foi um importante determinante para a estabilidade
oxidativa dos Oleos, juntamente com o teor de compostos fendlicos totais e o tipo de dleo
(Tabela 6). De acordo com o valor de p, 0 B-coeficiente e a contribuicdo média da variavel, os
compostos fendlicos foram os principais determinantes da estabilidade oxidativa dos 06leos.
Ao contrario do esperado, a razdo AGPI/AGS, associada a tendéncia oxidativa dos 6leos, ndo
foi um determinante da estabilidade oxidativa, sugerindo maior importancia dos compostos
antioxidantes, para a qualidade final dos 6leos vegetais.

Através da analise do primeiro PCA observou-se que as amostras ricas em compostos
fenolicos, devido a adicdo de TBHQ, agrupavam-se separadamente das demais, sugerindo um
comportamento diferenciado destas amostras. Alguns autores ja demonstraram que a adicdo
de TBHQ aumentou a estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais de forma mais efetiva do que
outros antioxidantes, tais como o &cido citrico (Azeredo et al., 2004), os tocoferdis e 0s
compostos fenolicos presentes no extrato de alecrim (Merril et al., 2008).

Desta forma, com o intuito de conhecer a contribuicdo dos compostos fendlicos
presentes naturalmente nos Oleos vegetais para a estabilidade oxidativa, as amostras
adicionadas de TBHQ foram excluidas do modelo. Contudo, no novo modelo, os compostos
fenolicos, o tipo de Oleo e o y-tocoferol continuaram explicando significativamente a maior
parte da variabilidade da estabilidade oxidativa dos 6leos (R* ajustado = 96,9% p ANOVA
<0,0001). Portanto, embora presentes em teores relativamente baixos, os compostos fenolicos
naturalmente presentes nos 6leos vegetais contribuem para aumentar a estabilidade oxidativa

dos 6leos.
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Neste contexto, observa-se que os determinantes quimicos da CAT e da estabilidade
oxidativa foram diferentes, exceto pelo vy-tocoferol cuja contribuicdo foi fortemente
significativa em ambos os modelos. E bem reconhecido na literatura que a atividade
antioxidante dos compostos é sensivel as condicdes do meio de reacdo (Shahidi & Zong,
2010). Desta forma, € provavel que as diferencas entre os protocolos experimentais do método
de Rancimat e do ensaio de TEAC influenciaram na acdo dos antioxidantes presentes nos
oleos, tais como as diferencas de temperatura, de polaridade do meio reacional e do radical
utilizado ou formado durante as reacdes oxidativas de cada método.

Similarmente, a acdo dos antioxidantes em inibir as reacbes de oxidacdo difere devido
as suas propriedades quimicas, assim como a sua localizacdo fisica nos 6leos vegetais
(Chayasit et al., 2008b; Frankel, 1996). Conforme citado por Frankel (1996), Porter et al.
(1989) propuseram a teoria conhecida como “Paradoxo Polar’ que apoia um comportamento
paradoxal dos antioxidantes em diferentes meios, sendo que antioxidantes polares sdo mais
eficazes em meio apolares, enquanto antioxidantes apolares sdo mais eficazes em meios
polares. Neste contexto, no caso de um 6leo bruto, os antioxidantes apolares, tais como o a-
tocoferol, ficariam dissolvidos no 6leo, enquanto 0s compostos polares, tais como 0s
compostos fendlicos, teriam maior afinidade pela interface ar/6leo, possivel sitio da reacdo de
oxidacao lipidica nos 6leos. Portanto, apresentariam maior atividade antioxidante.

Chayasit et al. (2008a) também sugerem que a localizacdo dos antioxidantes nos 6leos
contribua para que a sua atividade antioxidante seja variada em diferentes condi¢des do meio.
Conforme estes autores, 0s 0leos vegetais contém diversos compostos de superficie-ativa,
geralmente anfipaticos, tais como mono e diacilglicerdis, os fosfolipideos e os acidos graxos
livres, que na presenca de pequenas quantidades de agua agregam-se em estruturas coloidais,

como as micelas reversas.
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As micelas reversas sdo estruturas globulares formadas pela agregacdo dos compostos
anfipaticos no qual a parte polar da molécula fica voltada para o centro da micela, no meio
aquoso, e a cadeia alifatica fica em contato com o meio lipidico (Chayasit et al., 2007).
Acredita-se que a oxidacdo dos 6leos ocorra principalmente nestes agregados de moléculas,
sugerindo-se que 0s compostos polares sejam antioxidantes mais eficientes nos 6leos devido a
sua maior interacdo com a interface agua/dleo das micelas reversas. No entanto, a influéncia
da localizacdo dos antioxidantes nos 6leos vegetais ainda ndo esta totalmente esclarecida e
continua sendo alvo de diferentes estudos (Laguerre et al., 2013; Bakir et al., 2013; Zhong &
Shahidi, 2012; Chen et al., 2011; Shahidi & Zhong, 2011). Entretanto, no presente estudo,
independente do meio de reacdo, o y-tocoferol pareceu ser essencial para a qualidade dos
Oleos vegetais tendo em vista a sua importante contribuicdo para a CAT e a estabilidade
oxidativa dos 0leos.

Por fim, os determinantes quimicos identificados em ambos os modelos, incluindo os
modelos onde houve exclusdo de variaveis, foram capazes de estimar a CAT e a estabilidade
oxidativa dos Oleos de forma adequada considerando a forte correlacdo entre os valores

experimentais e os preditos pelos modelos para ambos os parametros (Figura 9)

5. Concluséao

Os Oleos vegetais refinados apresentaram composicdo bastante diferenciada em
relacdo aos 6leos de nozes prensados a frio, destacando-se pelo maior contetido de tocoferais,
especialmente. No entanto, os resultados do presente estudo foram importantes para ampliar o
conhecimento sobre a composi¢do quimica dos dleos de nozes prensados a frio, tendo em
vista a limitagdo destes resultados na literatura. Além disso, o 6leo de soja, um dos mais
consumido mundialmente, apresentou a maior CAT e estabilidade oxidativa entre os 0leos

investigados, aspectos que podem contribuir para valorizar este tipo de 6leo.
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Além disso, a aplicacdo de analise multivariada permitiu estimar a CAT e a
estabilidade oxidativa dos 6leos de forma adequada por meio dos principais determinantes
identificados, entre os quais se destacou o y-tocoferol cuja contribuicdo foi bastante relevante

para ambos 0s parametros, demonstrando a sua importancia para a qualidade global dos 6leos

vegetals.
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Figura 9. Estimativa da capacidade antioxidante total (A) e estabilidade oxidativa (B) por meio dos
modelos ajustados por Modelo Linear Generalizado. M soja; B milho; girassol; M canola; W

castanha-do-Brasil; ™ noz-pecd; I aveld; M améndoa doce; M macadamia.
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Capitulo 2

Transformacg6es quimicas durante oxidacéo acelerada de 0leos vegetais e sua

relagdo com a estabilidade oxidativa e a capacidade antioxidante total



1. Introducéo

As alteracBes causadas nos 0Oleos vegetais como consequéncia da oxidacao lipidica
diminuem a aceitacdo dos Oleos e de seus derivados pelos consumidores devido ao
desenvolvimento do off-flavor caracteristico de ranco e de produtos potencialmente toxicos
para a saude humana (Chen et al., 2011; Shahidi & Zhong, 2010). Desta forma, o
monitoramento do grau de oxidacao dos 6leos é essencial para assegurar um produto final de
qualidade e seguro para 0 consumo humano.

Neste contexto, a estabilidade oxidativa dos Oleos, que se refere a resisténcia dos
mesmos a oxidacdo, é um importante parametro para a avaliacdo da qualidade e para a
escolha da melhor aplicacdo tecnoldgica de cada tipo de éleo (Choe & Min, 2006). Existem
diferentes métodos para determinar a estabilidade oxidativa dos 6leos que monitoram a
formacdo dos produtos primarios ou secundarios da oxidacdo lipidica a fim de determinar a
vida de prateleira dos 6leos. No entanto, acompanhar estas alteracbes em condicdes reais de
armazenamento € muito demorado, pois as transformacGes quimicas sdo muito lentas. Desta
forma, utilizam-se condicdes aceleradas de oxidagéo, tais como, exposicdo a temperaturas
elevadas e a luz, para avaliar a estabilidade oxidativa dos 6leos em um curto espaco de tempo
(Frankel, 2005).

Quanto aos testes de oxidacdo acelerada, existe extensa literatura investigando o
comportamento de formacéo e degradacao dos produtos da oxidacdo lipidica e da composi¢édo
em acidos graxos e compostos antioxidantes. Diferentes sistemas lipidicos foram investigados
nestes trabalhos, por exemplo, triacilglicerois e oOleos purificados (isentos de antioxidantes;
Kim & Choe, 2012; Dolde & Wang, 2011; Erkan et al., 2009; Warner & Moser, 2009;
Nagala-Kalucka et al., 2005; Gomez-Alonso et al., 2004; Isnardy et al., 2003; Huang et al.,

1995), assim como diferentes tipos de 6leos vegetais (Marmesat et al., 2012; Silvagni et al.,
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2010; Wang et al., 2010; Rukmini & Raharjo, 2010; Bruscatto et al., 2009; Kim et al., 2008;
Tabee et al., 2008; Hoshina et al., 2004; Psomiadou & Tsimidou, 2002; Barrera-Arellano et
al., 2002). Porém, ainda sdo limitadas as informacdes sobre a influéncia das transformacdes
quimicas, especialmente dos antioxidantes, para a formacdo dos produtos da oxidacéo,
consequentemente, para a estabilidade oxidativa dos oleos (Elisia et al., 2013). Além disso,
pouco se sabe sobre o comportamento da CAT na oxidagdo acelerada e a sua relacdo com a
estabilidade dos 6leos (Cheung et al., 2007; Lee et al., 2007; Valavanidis et al., 2004).

Neste contexto, 0 uso da estatistica multivariada pode contribuir para a melhor
compreensdo das transformacdes quimicas dos 6leos vegetais, durante a oxidacao acelerada, e
das associagcdes entre a composicdo dos Oleos e a sua qualidade final. A Analise de
Correlagbes Candnicas permite observar as relacbes multidimensionais lineares existentes
entre dois grupos de variaveis, tornando-se uma ferramenta estatistica Gtil para avaliar a
interacdo conjunta da degradacao dos acidos graxos, tocoferdis e compostos fenolicos para a
formacdo e/ou degradacao dos produtos primarios e secundarios da oxidacao, bem como para
as transformac@es da CAT durante a oxidacdo acelerada dos 6éleos (Mai & Ness, 1999).

Portanto, 0 monitoramento da estabilidade oxidativa de diferentes 6leos vegetais em
variados testes de oxidacdo acelerada pode colaborar para ampliar o entendimento sobre a
influéncia das transformacdes da composi¢do quimica para o grau de oxidacéo e para a CAT

dos 6leos vegetais, especialmente se aliada ao uso de estatistica multivariada.
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2. Objetivos

Geral

Monitorar a estabilidade oxidativa dos 6leos em testes de oxidacdo acelerada a fim de

avaliar a influéncia das transformagdes na composic¢éo quimica em &cidos graxos, tocoferois e

compostos fenodlicos totais para a formacdo e degradacdo dos produtos da oxidacéo lipidica,

bem como para a CAT dos dleos, por meio da aplicacdo de estatistica multivariada.

Especificos

e Determinar a estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais refinados de soja, milho,
girassol e canola, a 65°C e a 180°C, monitorando a formagédo dos produtos
primarios e secundarios por meio do indice de perdxido, do teor de dienos

conjugados e do indice de p-anisidina;

e Determinar a estabilidade oxidativa dos 6leos de nozes prensados a frio de
castanha-do-Brasil, noz-peca, aveld, améndoa doce e macadamia a 65°C e na
exposicdo a luz, monitorando a formacdo dos produtos primarios e secundarios
por meio do indice de perdxido, do teor de dienos conjugados e do indice de p-
anisidina;

¢ Avaliar o comportamento de degradagao dos &cidos graxos, tocdis e do teor de
compostos fendlicos totais nos diferentes tipos de oOleos, nas condicBes de

oxidagéo acelerada investigadas;

e Investigar as relacbes entre as transformacbes da composicdo quimica, a
formacéo e a degradacédo dos produtos da oxidacdo lipidica e a CAT durante 0s

testes de oxidagdo acelerada por meio de CorrelagBes Candnicas.
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3. Material e Métodos

3.1 Aliquotagem e armazenamento das amostras
As amostras de dleos utilizadas no Capitulo 2 foram as mesmas do Capitulo 1,
portanto as etapas de aliquotagem e armazenamento das amostras seguiram 0S MesmMos

procedimentos descritos Capitulo 1, item 3.2.

3.2 Testes de oxidacgéo acelerada

Dois testes de oxidacdo acelerada foram utilizados para cada tipo de 6leo, a saber:
oxidacdo acelerada a 65°C (teste de Estufa de Schaal) e a 180°C para 0s 0leos vegetais
refinados, e teste de Estufa de Schaal e de foto-oxidagdo para os 6leos de nozes prensados a
frio. O teste de estufa de Schaal foi utilizado devido a sua facil comparacdo com as condicdes
de armazenamento em temperatura ambiente (Igbal & Bhanger, 2007). O teste de oxidacdo a
180°C foi escolhido devido a sua facil comparagdo com o processo de fritura, frequentemente
aplicado a 6leos vegetais refinados. O teste de foto-oxidagdo foi escolhido para avaliar apenas
a estabilidade dos 6leos prensados a frio uma vez que o processo de refino elimina as
clorofilas e os carotenoides, pigmentos que agem como foto-sensibilizadores acelerando esse
mecanismo de oxidagédo (Choe & Min, 2006).

Para todos os testes de oxidacdo acelerada manteve-se constante a razdo entre o
volume de 6leo e a superficie de contato com o oxigénio, sendo oxidados 200 mL de cada tipo
de 6leo em becher de 250 mL, previamente lavados em solucdo aquosa de acido nitrico (4:1,
v/v) para a remocdo de metais de transicdo. Os testes de Estufa de Schaal e de foto-oxidagéo
foram realizados conforme descrito AOCS, 2004 (método Cg 5-97 e Cg 6-01,
respectivamente) e o teste a 180°C, conforme Hoshina et al. (2004).

No teste de Estufa de Schaal, as amostras foram armazenadas em estufa estabilizada a

65 + 5°C, no escuro, durante 30 dias. Aliquotas foram removidas em 5, 10, 20 e 30 dias para a
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realizacdo das analises. No teste de foto-oxidacdo as amostras foram armazenadas em estufa
espelhada, estabilizada a 30 + 3°C e equipada com lampada fluorescente circular (1800 lux)
suspensa 10 cm acima das amostras, durante 7 dias. Aliquotas foram removidasem 1, 3,5e 7
dias para as andlises. No teste de oxidacdo a 180°C, as amostras foram armazenadas em estufa
estabilizada a 180 * 5°C, no escuro, durante 3 horas. Aliquotas foram removidas em 0,5, 1, 2
e 3hs para as analises. Em todos os testes de oxidacdo, foi utilizado um becher para cada

ponto de remocéo e a mesma aliquota de 6leo fresco (tempo 0) foi utilizada como controle.

3.3 Monitoramento da estabilidade oxidativa
A estabilidade oxidativa dos 6leos foi acompanhada pela formacdo dos produtos
primarios (LOOH) e dos produtos secundarios (produtos carbonilicos) da oxidacédo lipidica.
Os produtos priméarios foram monitorados por meio do indice de perdxido (IP, Capitulo 1,
item 3.3) e do teor de dienos conjugados (DC) que foi determinado espectrofotometricamente
a 232 nm (AOAC, 1984). Os produtos secundarios foram determinados por meio do indice de
p-anisidina (IpA; AOCS, 2004; método cd 18-90), no qual o reagente de p-anisidina forma
um complexo de cor amarela com os compostos carbonilicos oriundos da decomposicdo dos
LOOH, especialmente os aldeidos insaturados. O IpA foi determinado
espectrofometricamente (350 nm) apds reacdo da solu¢do da amostra com o reagente de p-
anisidina e calculados de acordo com a Equacéo (1):
IpPA=25x% (1,2 Aa-Ab)/m 1)
Onde:
Aa = absorbancia da solugdo da amostra depois da reacdo com o reagente de p-anisidina
Ab = absorbéncia da solucdo da amostra antes da reagdo com o reagente de p-anisidina

m = massa da amostra (g)
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3.4 Determinacdo da composicdo em acidos graxos, tocoferois, compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante total

A composi¢cdo em acidos graxos, tocoferdis, compostos fendlicos totais e a CAT
durante os testes de oxidacdo acelerada foi determinadaa conforme descrito no Capitulo 1
(Itens 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3 e 3.4.6, respectivamente). Entretanto, diferentemente do método
adotado no Capitulo 1, neste capitulo utilizou-se a padronizacdo interna com o padrdo de
acido heptadecanoico (17:0) para quantificacdo dos acidos graxos. Os resultados foram
expressos em g/kg de 6leo. Alem disso, o conteudo de acidos graxos foi determinado apenas
em dois pontos de oxidacdo, no inicio e no fim do processo (0,5 e 3 h a 180°C; 10 e 30 dias a
65°C e 3 e 7 dias a foto-oxidacdo). Por outro lado, o teor de compostos fendlicos totais foi
determinado apenas no Gltimo ponto de oxidacdo para cada teste (3h a 180°C; 30 dias a 65°C

e 7 dias a foto-oxidacao).

3.5 Andlises estatisticas

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo, sendo que a distribuicao
dos dados foi observada conforme descrito no Capitulo 1 (Item 3.7). A ANOVA two-way
seguida do pos-teste de Tukey foi empregada para investigar a influéncia do tipo de 6leo, da
marca e do tempo de oxidacdo nas variaveis investigadas. ANOVA one-way seguida do pos-
teste de Tukey foi utilizada para comparar a influéncia do tipo de 6leo para o grau de
formagdo (A = valor maximo da variavel — valor no tempo 0) e de degradagao (A = valor
maximo da variavel — valor minimo) da composi¢ao quimica, dos produtos de oxidacéo e da
CAT. Correlacdo Parcial de dados foi utilizada para verificar a linearidade e eliminar o efeito
de colinearidade entre as varidveis a fim de seleciona-las para a aplicacdo na analise de
Correlacdo Canénica. Na andlise de Correlacdo Candnica foram correlacionados dois grupos

de variaveis: grupo 1 (varidveis correspondentes ao A de degradacdo da composicdo dos
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0leos) e grupo 2 (varidveis correspondentes ao A de formacéo dos produtos da oxidacdo e da
CAT), onde obteve-se a maxima combinacdo linear entre eles. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. Todas as analises foram realizadas no programa estatistico

Statgraphics v. 12.2 (Manugistics, EUA).

4. Resultados e discussao

4.1 Estabilidade oxidativa dos dleos vegetais refinados e prensados a frio no teste de
Estufa de Schaal (65°C)

A formagdo dos produtos primérios e secundarios dos dleos vegetais refinados e
prensados a frio aumentou para todos os 6leos durante o teste de oxidacdo acelerada em
Estufa de Schaal a 65°C que corresponde ao mecanismo de auto-oxidacdo nos 6leos vegetais
(Figura 1). Todos os oleos refinados apresentaram um aumentou linear na formagdo dos
produtos primarios e secundario da oxidacdo lipidica em funcdo do tempo (r > 0,70; p
>0,0001). Em contrapartida, os 6leos de nozes prensados a frio apresentaram um aumento
linear (r > 0,90; p = 0,0001) para a formacdo dos produtos primarios, enquanto a formacéo
dos produtos secundarios permaneceu inalterada nos estagio iniciais da oxidacao.

A formacédo de LOOH, determinada pelo IP, aumentou significativamente a partir do
intervalo entre 0-5 dias e apresentou duas fases distintas: a primeira, onde a taxa de formagéo
foi relativamente pequena (0-10 dias); e a segunda, onde a taxa de formacao foi maior e mais
intensa (10-30 dias), sugerindo um periodo de indugdo no inicio da oxidagdo dos Oleos a
65°C. No entanto, os 0leos de noz-peca e de macadamia destacaram-se por apresentar um
aumento significativo mais tardio na formacdo de LOOH, demonstrando um periodo de
indugdo mais prolongado. Entretanto, com excecdo destes dois 0Oleos, os Gleos de nozes
apresentaram uma taxa de formacdo de LOOH mais acelerada do que os 0leos refinados com

base na inclinacédo das curvas de LOOH vs tempo.
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Figura 1. Formacdao dos produtos de oxidacdo em 6leos refinados e de nozes prensados a frio oxidados em Estufa de Schaal. Resultados apresentados como média +
DP de trés marcas para o mesmo tipo de 6leo refinado e de uma marca para os 6leos de nozes. ANOVA two-way seguida do pds-teste de Tukey (p <0,05). A linha
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A formacdo de DC durante a oxidacdo apresentou a mesma tendéncia daquela
observada para o IP, aumentado a partir do intervalo entre 0-5 dias para a maioria dos 6leos.
Outros autores também observaram esta semelhanca em diferentes tipos de 6leos durante a
oxidacdo acelerada a 60°C (Kim et al., 2008; Miraliakbari & Shahidi,2008b; Gomez-Alonso
et al., 2004). Desta forma, confirma-se que os LOOH sao bons indicadores do grau de
oxidacédo inicial das amostras durante 0 mecanismo de auto-oxidacdo. Novamente, os 0leos de
noz-pecd e de macadamia apresentaram uma formacdo mais lenta dos DC. Por outro lado, o
6leo de améndoa doce foi 0 Unico que apresentou degradacdo destes produtos nos estagios
finais da oxidacdo, sugerindo menor estabilidade dos DC neste 6leo.

Em todos os pontos de oxidacdo, os Oleos de améndoa doce e de girassol
apresentaram os maiores valores de IP e DC. Em contrapartida, o 6leo de macadamia
apresentou os menores valores. Adicionalmente, os 6leos de améndoa doce (Ajp=341,7 € Apc
= 71,3) e de girassol (Ajp=172,0 ¢ Apc = 20,3) apresentaram a maior formacdo de LOOH,
enquanto o 6leo de macadamia (Ajp= 38,9 e Apc = 2,88) apresentou a menor formagéo.

A presenca de LOOH nos estagios iniciais da oxidacdo lipidica ainda ndo influencia
negativamente para a qualidade dos 6leos vegetais, contudo com a progressdo da oxidacéo,
estas estruturas tendem a se decompor em compostos secundarios, que além de alterarem as
caracteristicas sensoriais dos 0leos, também podem ocasionar efeitos adversos a saude, tais
como o 4-hidroperoxi-2-nonenal (HNE) e o 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HPNE; Zérate et al.,
2009; Han & Csallany, 2009; Sutherland et al., 2007). Desta forma, o adequado controle da
formagdo de LOOH nos o0leos, especialmente nos 0leos de améndoa doce e de girassol, €
fundamental para a manutencdo da qualidade nutricional destes 6leos.

Outra forma de monitorar o grau de degradacdo dos 6leos vegetais € pelo IpA que

mensura 0s produtos secundarios formados a partir da decomposicdo dos LOOH. O IpA
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relaciona-se com os produtos carbonilicos de alto e baixo peso molecular, especialmente com
os aldeidos, responsaveis pela formacdo do off-flavor nos 6leos oxidados (Erkan et al., 2009;
Chayasit e al., 2007). De acordo com Zajdenwerg et al., 2011, o IpA apresentam um forte
correlacdo com avaliacdo sensorial dos 0leos.

Nos Oleos investigados, a formacdo de produtos secundarios aumentou
significativamente entre 5-10 dias e 10-20 dias para os 6leos refinados e para os Gleos de
nozes, respectivamente. Portanto, embora exista uma rapida formacdo de LOOH nos 6leos de
nozes, parece que a estabilidade destas estruturas € maior nestes 6leos do que nos 6leos
refinados.

A decomposicdo de LOOH ocorre devido as altas temperaturas e a presenca de metais
de transicdo, tais como ions de ferro e cobre presentes nos 6leos apds 0 processamento
(Shahidi & Zong, 2009; Chayasit et al., 2007). Portanto, agentes quelantes, tais como 0s
fosfolipideos, sdo capazes de retardar a decomposicdo dos LOOH a produtos secundarios
(Doert et al., 2012). Usualmente, os fosfolipideos sdo removidos durante o processo de refino
dos Oleos (Farhoosh et al., 2009a). Deste modo, é possivel que estas estruturas estejam
presentes em maiores quantidades nos 6leos de nozes prensados a frio do que nos demais
6leos refinados, retardando a decomposicéo dos LOOH a produtos secundarios.

No entanto, apesar do aumento mais tardio dos produtos secundarios nos 6leos de
nozes, a quantidade de formacéo destes produtos nestes 6leos foi significativamente maior do
que nos oleos refinados, especialmente no caso dos 6leos de castanha-do-Brasil (Ajpa = 54,6)
e de améndoa doce (Ajpa = 37,5). O dleo de macadamia foi um excecéo, tendo em vista a sua
menor formagdo de produtos secundarios (Apa = 2,88) entre todos os éleos investigados.
Considerando apenas os 6leos refinados, a seguinte ordem foi observada: canola (Ajpa = 23,6)

> soja (Apa = 20,4) > girassol (Ajpa = 20,4) > milho (Apa = 9,38). Atualmente, os 6leos de
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nozes sdo muito utilizados em preparagdes culinarias de alta gastronomia devido aos seus
flavors peculiares. Portanto, a elevada formacéo dos produtos secundarios nos 0leos de nozes
pode causar um importante impacto na aplicacéo destes 6leos como 6leos tipo gourmet.

Todos os 6leos oxidados a 65°C atingiram os limites maximos preconizados para 6leos
de boa qualidade quanto ao IP (10 e 15 meq O./kg, refinados e prensados a frio) e ao IpA (10)
entre 0-5 dias e 10-20 dias, respectivamente, exceto os 6leos de milho, noz-pecd e macadamia
que atingiram mais tardiamente estes valores (Figura 1). Desta forma, com excecdo destes
ultimos oleos, todos os outros 6leos apresentaram um provavel ponto critico de oxidacao
(aquele onde existe uma brusca aceleracdo da oxidacdo com alteracdes sensoriais; Choe &
Min, 2006) entre 10-30 dias.

O teste de Estufa de Schaal tem sido um dos métodos mais utilizados para determinar
a estabilidade oxidativa dos Oleos, tendo em vista que utiliza temperaturas (60-80°C) que
apresentam o mecanismo de reacdo oxidativa similar aquele que ocorre em condicGes de
temperatura ambiente. Desta forma, os resultados observados ap6s o teste de Estufa de Schaal
tendem a apresentar uma boa associacdo com a vida de prateleira dos 6leos vegetais (Frankel,
1993). Portanto, considerando a formacdo dos produtos primarios e secundarios dos 6leos
vegetais durante o teste de Estufa de Schaal, possivelmente, os 6leos de améndoa doce e de
girassol serdo os mais instaveis em condigdes reais de armazenamento, enquanto os Oleos de

macadamia e noz-peca serdo 0s mais estaveis.

4.2 Estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais refinados a 180°C

Todos o0s Oleos apresentaram um aumento significativo na formacdo dos produtos
primarios e secundarios da oxidacdo lipidica durante a oxidacdo 180°C (Figura 2). O IP
aumentou entre 0 — 0,5 h para todos os oOleos, porém ndo houve diferenca significativa na

quantidade de formagdo de LOOH entre eles. No entanto, enquanto os 6leos de soja e de
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milho apresentaram um minimo aumento apds este intervalo, os 6leos de girassol e de canola
apresentaram uma reducdo significativa (p<0,0001), demonstrando que a decomposicdo dos
LOOH foi maior do que a sua formagéo no intervalo entre 0,5 - 3 h. A alta decomposi¢édo dos
LOOH durante a oxidagéo dos 6leos vegetais corresponde a um elevado grau de oxidacdo dos
0leos (Choe & Min, 2006). Portanto, demonstra-se que os 0leos de girassol e de canola, apés
3 h de oxidacdo a 180°C, alcancaram estagios mais avancados de oxidacdo do que os 6leos de
soja e de milho, possivelmente, apresentando maiores perdas na sua qualidade nutricional e
sensorial.

Adicionalmente, nenhum 6leo atingiu os limites maximos preconizados pela legislacdo
para o IP, ndo ultrapassando os valores de 2,5 meq O,/kg. De fato, durante a oxidacdo em
temperaturas elevadas (>100°C), a formacdo de LOOH é pequena devido a baixa solubilidade
de oxigénio no meio. Desta forma, os radicais L" formados na etapa de iniciacdo tendem a
polimerizarem-se ao invés de formar LOOH (Frankel, 2005), contribuindo para a reducéo do
IP em 6leos altamente oxidados. Neste contexto, o IP ndo é um bom indicador de qualidade
para Oleos submetidos a oxidacdo em altas temperaturas, fato também observado no presente
estudo. De forma semelhante, a formacdo de DC também foi reduzida em todos os 6leos,
acompanhando o comportamento do IP e demonstrando a pequena contribuigdo dos produtos
primarios para a termo-oxidacao.

Em contrapartida, apesar da pequena formacdo de LOOH, os produtos secundarios
aumentaram exponencialmente em relacdo ao tempo para todos os oleos (r > 0,90 e p >
0,0001) a partir do intervalo entre 0,5 — 1 h. Silvagni et al. (2010) propdem uma nova rota
para a oxidacdo lipidica de 6leos em temperaturas elevadas (> 100°C) onde os produtos
secundarios, especialmente os aldeidos volateis, sdo formados de forma independente a

decomposicdo dos LOOH. Nesta nova rota, sugere-se que 0s compostos carbonilicos s&o
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gerados a partir da clivagem do radical LO" formado durante a etapa de propagacdo da
oxidacdo, promovendo a formacgdo de produtos secundarios, sem a formacdo de LOOH.
Desta forma, € possivel justificar, em parte, a alta formacéo de produtos secundarios nos 6leos
oxidados a 180°C apesar do reduzido teor de LOOH.

A quantidade de formacdo de produtos secundarios nao apresentou diferenca
significativa entre os 6leos, mas o 6leo de girassol apresentou 0 maior valor de IpA em todos
0s pontos de oxidacdo. Desta forma, todos os 6leos atingiram o valor maximo de IpA
recomendado para 6leos de boa qualidade no intervalo entre 1-2 h. Porém, o 6leo de girassol
alcancou este valor mais rapidamente, sugerindo uma alteracdo sensorial mais veloz para este
oleo.

Os o6leos de girassol, milho e especialmente o de soja sdo frequentemente utilizados no
preparo dos alimentos em processos de fritura. A fritura € um método de coccdo que
possibilita a formacdo de um aroma Unico nos alimentos, no entanto, ocasiona uma elevada
degradacdo térmica dos Oleos vegetais devido, principalmente, as altas temperaturas
utilizadas. Ainda ndo existe nenhuma norma brasileira especifica sobre 0 momento ideal para
o0 descarte destes 0leos. Alguns paises da Europa, tais como a Espanha, recomendam que 0s
6leos de fritura sejam descartados quando atingirem 25% de compostos polares, produtos
terciarios da oxidacgdo lipidica, tais como os compostos de polimerizacdo (Dana & Saguy,
2001). De acordo com Jorge et al. (2005) esse limite é alcangado em 4,5 h para o 6leo de
girassol e em 6,5 h para os 6leos de soja e de milho submetidos ao processo de fritura de

batatas a 180°C.
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Em contrapartida, considerando a formacdo de produtos primarios e secundarios dos
Oleos vegetais refinados investigados no presente estudo, observa-se que o ponto critico de
oxidacdo para todos os 6leos encontrou-se entre 0,5 - 2 h, sugerindo uma rapida perda da
qualidade nutricional e sensorial destes 6leos. Desta forma, € possivel que em um processo de
fritura de alimentos, que também envolve outras reacdes quimicas além da oxidacao lipidica,
0s Oleos apresentem alteracGes sensoriais e nutricionais antes de 6 horas.

Portanto, demonstra-se que todos os 6leos apresentaram baixa estabilidade oxidativa a
180°C. No entanto, o 6leo de girassol foi 0 mais instavel tendo em vista sua rapida
degradacdo de LOOH e os seus valores mais elevados de IpA ao longo de toda a oxidacéo,
ndo devendo ser recomendado para processos tecnolégicos que envolvam altas temperaturas
como a fritura de alimentos. E provavel que o uso dos 6leos de soja e de milho seja a melhor

opcao para esse tipo de aplicacao.

4.3 Estabilidade oxidativa dos 6leos de nozes prensados a frio durante a foto-
oxidacado

Todos os 6leos apresentaram um aumento na formacéao de produtos primérios ao longo
do teste de foto-oxidacdo, porém a formacdo de produtos secundarios foi relativamente
pequena e ndo seguiu o padrdo de comportamento esperado (Figura 3). O IP aumentou
linearmente em relagcdo ao tempo para todos os 6leos de nozes (r > 0,97 e p < 0,001) a partir
do intervalo entre 0 - 1 dia. Adicionalmente, os 6leos de noz-pecd e de améndoa doce
apresentaram a formacdo de LOOH mais acelerada com base na inclinagédo das curvas de

LOOH vs tempo.
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Da mesma forma, os 6leos noz-pecé e de améndoa doce exibiram a maior formacéo de
LOOH cuja ordem decrescente de formacao foi a seguinte: 0leo de noz-peca (A = 34,3) >
améndoa doce (A =29,1) > avela (A = 27,6) > castanha-do-Brasil (A = 13,3) > macadamia (A
= 8,79). Consequentemente, os 6leos de noz-pecd e de améndoa doce atingiram mais
rapidamente o valor maximo de IP (15 meq O./kg) recomendado pela legislacdo (Figura 3)

Conforme o esperado, foi nitida a auséncia de um periodo de inducdo nos estagios
iniciais da foto-oxidac&o dos dleos de nozes. Na via inicial de foto-oxidacdo, o 'O, interage
diretamente com as duplas liga¢bes dos acidos graxos insaturados, formando LOOH sem a
presenca de ROO". Desta forma, é crescente a formacdo dos produtos primarios da oxidacéo
lipidica desde os estagios iniciais da foto-oxidacdo, causando o ndo aparecimento de um
periodo de inducdo (Shahidi & Zong, 2009; Choe & Min, 2006).

Novamente, o comportamento de formacdo dos DC apresentou a mesma tendéncia
observada para o IP, sugerindo que este indicador também determina adequadamente o grau
de oxidacdo inicial dos Oleos durante a foto-oxidacdo. Por outro lado, parece que a via de
foto-oxidacdo nao resultou em produtos secundarios sensiveis ao reagente de p-anisidina, pois
os valores foram relativamente baixos, apesar da elevada formacdo de LOOH.

Os LOOH decompdem-se em uma complexa mistura de produtos volateis, ndo
volateis e poliméricos. No entanto, os fatores que influenciam na formacao de cada produto
ainda ndo sdo completamente conhecidos (Kamal-Eldin et al., 2003). E descrito na literatura
que os LOOH formados durante a foto-oxidacdo participam de reacdes de ciclizagéo,
formando um mistura de LOOH epidioxidos que por sua vez ndo interagem com o reagente de
p-anisidina (Frankel, 2005). Portanto, sugere-se que o IpA néo seja um indicador adequado

para investigar o grau de oxidacdo dos 0leos durante a foto-oxidacéo.
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Desta forma, considerando apenas a formacdo dos produtos primarios, observou-se
que os 6leos de noz-pecd e de améndoa doce foram os mais instaveis, enquanto os 6leos de
macadamia e de castanha-do-Brasil foram 0s mais estaveis durante o teste de foto-oxidacéo.
Interessantemente, 0 6leo de noz-pecd, o mais estavel durante o teste de Estufa de Schaal, foi
um dos mais instaveis durante a foto-oxidacéo.

Os carotenoides, especialmente o [-caroteno, sdo 0Ss principais antioxidantes a
prevenir a reacdo de foto-oxidacdo nos 6leos vegetais devido a sua capacidade de bloguear a
acdo de 'O, (Chayasit et al., 2007). Deste modo, é possivel que o 6leo de noz-pecé apresente
quantidades reduzidas de B-caroteno quando comparado aos demais 6leos de nozes, fato que
pode contribuir para a menor estabilidade deste 6leo na presenca da luz, porém este

constituinte ndo foi investigado no presente estudo.

4.4 Comportamento da composicdo quimica durante os testes de oxidacao acelerada

4.4.1 Acidos graxos

O comportamento de degradacdo dos principais &cidos graxos oxidaveis foi
investigado no presente estudo, contudo avaliou-se o comportamento do 18:3n-3 apenas para
0s 6leos cujo contetdo foi maior do que 1g/100 g. Neste sentido, o 18:1n-9, o0 18:2n-6 e 0
18:3n-3 degradaram-se significativamente ao longo dos trés testes de oxidacao acelerada para
a maioria dos 6leos vegetais. Contudo, os 6leos de girassol, de canola e de macadamia néo
apresentaram perda significativa para nenhum &cido graxo oxidavel ao longo das condicGes

de oxidacg&o acelerada (Figura 4).

117



Estufa de Schaal (6leos refinados) Estufa de Schaal (éleos de nozes)

C) g —_
= - of 80+
= =
= 60 L
E 4 * sk _g 60 %
= 401 = *
3 3
b S 40-
=% 201 * % -3
.g .2 %
= 0+ :;* 20 s u
3 2
oo =20+ * * gh
= a
[ T T T T
R D >
o » &0 00\
N .\“b‘ &P
2
&
&
180°C (oleos refinados) Foto-oxidacio (6leos de nozes)
) 80- o 3
= E 80
S0 50
S 60 T 60-
- -
g g
g S
g 40 o g 407
'§ ,g %%
- J * % = 3
= 20 = 20 w b
g £
g 0 gﬂ 0
& o A
> » 0 Q o] Q>
& &Qo e e & & o o~ &
S S 3 & S R $ S &
& N & & v N 2
D i & S &
F &e &
& ¥

Figura 4. Degradacdo dos principais acidos graxos oxidaveis nos 6leos vegetais refinados de soja,
milho, girassol e canola e nos 6leos de nozes prensados a frio. Resultados expressos como média +
desvio padrédo de trés marcas para os 6leos refinados e de uma marca para os 6leos de nozes. ANOVA
two-way seguida do pos-teste de Tukey (<0,05). " indica diferenca significativa em relacdo ao 6leo

fresco (controle, ponto 0). m 18:1n-9; W 18:2n-6; m 18:3n-3.
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Durante o teste de Estufa de Schaal, os Oleos de castanha-do-Brasil e de soja
apresentaram a maior degradacdo do 18:1n-9, 18:2n-6 e 18:3n-3 (no caso do 6leo de soja). Por
outro lado, os 6leos de noz-peca, de aveld e de améndoa doce apresentaram redugédo apenas no
conteudo de 18:2n-6. Ao contrario do esperado, os 6leos de girassol e de canola apresentaram
uma aumento no contetdo de 18:1n-9 ao final da oxidacéo a 65°C. E possivel que produtos de
oxidacédo, tais como os epoxidos, coeluam com o 18:1n-9, prejudicando a quantificacdo deste
acido graxo (Shantha, 1992). Desta forma, estes resultados ndo foram utilizados para as
analises estatisticas posteriores.

Observou-se que 18:2n-6 foi o acido graxo mais suscetivel a degradacdo durante o
teste de Estufa de Schaal para os Oleos de nozes prensados a frio, enquanto a taxa de
degradacdo entre o 18:1n-9 e 18:2n-6 ndo apresentou diferenca significativa para os 6leos
refinados de soja e de milho. Da mesma forma, ndo houve diferenca significativa entre a taxa
de degradacédo do 18:3n-3 e 0s demais acidos graxos no 6leo de soja.

A taxa de oxidacao relativa entre 0s acidos graxos aumenta de acordo com o nimero
de insaturacdes na estrutura dos mesmos, sendo bem estabelecido que os AGPI (18:3n-3 e
18:2n-6) oxidam mais rapidamente do que os AGMI (18:1n-9). No entanto, além do grau de
instauracdo dos é&cidos graxos, a posicdo dos mesmos no esqueleto de glicerol dos
triacilglicerdis também afeta na sua oxidacdo em baixas temperaturas (60°C; Kamal-Eldin,
2006).

Demonstra-se que a proximidade do 18:2n-6 e 18:3n-3 na estrutura do triacilglicerol,
facilita que o ROQ’, formado a partir da oxidacdo de um destes acidos graxos, abstraia
elétrons do outro acido graxo insaturado com maior facilidade, contribuindo para a maior
degradacdo do 18:2n-6 e 18:3n-3. Contudo, quando existe um acido graxo saturado entre o

18:2n-6 e 18:3n-3, a propagacdo da reacdo em cadeia torne-se mais dificil, diminuindo a

119



importancia do grau de instauracdo para a degradacdo dos acidos graxos (Hoshina et al.,
2004). Portanto, é possivel que a posicdo dos &cidos graxos nos triacilglicerois tenha
influenciado a taxa de degradacéo destas estruturas nos 6leos de soja e de milho a 65°C.

Similarmente, parece que o grau de insaturacdes dos acidos graxos também néo foi o
unico fator a influenciar a degradacédo destes compostos durante os testes de oxidacdo a 180°C
e de foto-oxidacdo, tendo em vista que ndo houve diferenca significativa entre as taxas de
oxidacgdo do 18:1n-9 e do 18:2n-6, no mesmo tipo de 6leo e em ambos os testes de oxidacgéo.
Este fato também foi observado em relacdo ao 18:3n-3 no 6leo de soja oxidado a 180°C.

Sabe-se que a cada 10°C de aumento de temperatura, a velocidade das reacdes
quimicas tende a duplicar ou triplicar, indicando um maior efeito da temperatura elevada para
a taxa de oxidacdo dos acidos graxos do que o grau de instauracdo entre eles. Além disso, a
velocidade de oxidagdo dos 4cidos graxos pelo 'O, é extremamente mais rapida do que a do
%0,, logo, sugere-se que o tipo de &cido graxo insaturado tem pouco efeito para a via de foto-
oxidagédo (Kamal-Eldin, 2006; Choe & Min, 2006).

Portanto, observa-se que a degradacdo dos &cidos graxos nos Oleos vegetais pode
relacionar-se com o tipo de via inicial da oxidacdo, com o grau de insaturacdes dos acidos
graxos, assim como com a posic¢ao destes na estrutura do triacilglicerol. Neste contexto, 0s
oleos de soja, milho, aveld e noz-pecd foram os mais suscetiveis a reducédo da sua qualidade

nutricional ao longo das diferentes condigdes de oxidacao acelerada.

4.4.2 Tocoferois
O a- e o y-tocoferol degradaram-se ao longo de todas as condi¢des de oxidagéo, sendo
que a-tocoferol foi mais instavel em todos os dleos vegetais que continham ambos os tocois

em sua constitui¢do. Por outro lado, o d-tocoferol, presente em teores relevantes apenas no
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oleo de soja, manteve-se inalterado em todos os testes de oxidacdo acelerada nos quais este
oleo foi submetido.

Durante o teste de Estufa de Schaal, a degradacdo do a-tocoferol iniciou-se nos
estagios iniciais de oxidacédo (0 - 5 dias) para todos os 6leos vegetais oxidados nesta condicéo,
exceto para o Oleo de girassol, onde foi mais estavel. Contudo, ao final de 30 dias de
oxidacdo, todos os Oleos apresentaram uma reducdo > 94% em relacdo aos teores iniciais
deste tocol (Figura 5 e 6).

Em contrapartida, o comportamento de degradagdo do y-tocoferol foi diferente entre
os tipos de 6leos, sendo mais instavel nos 6leos de nozes e de canola. Neste contexto, os 6leos
de nozes e de canola apresentaram uma redu¢ao significativa nos teores de y-tocoferol a partir
do intervalo entre O - 5 dias, atingido perdas > 90 % apds 20 dias de oxidacdo. Contudo, 0s
o6leos de soja, de milho e de girassol apresentaram redugdo significativa no contetido de vy-
tocoferol apenas entre 10 - 30 dias, onde mais de 40% deste tocol permaneceu nos 6leos ao
final do periodo de oxidacdo (Figura 5 e 6). Portanto, é provavel que estes 6leos apresentem
algum constituinte capaz de inibir a degradag@o do y-tocoferol durante a oxidacao.

Paralelamente, observou-se que em todos os 6leos, o y-tocoferol apresentou uma fase
estacionéria (fase lag), seguida de uma perda acelerada que ocorreu somente apds a perda
acelerada do a-tocoferol nos estagios iniciais da oxidacdo. Deste modo, sugere-se que exista
um mecanismo de protecdo e ou regeneracdo entre o a- e o y-tocoferol. De fato, no dleo de
noz-peca, cuja contribui¢do inicial do a-tocoferol foi menor do que 1%, o y-tocoferol

degradou-se intensamente no intervalo entre 5 - 20 dias.
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Figura 5. Degradacdo dos tocoferois durante teste de Estufa de Schaal em oleos refinados de soja,
milho, girassol e canola. Resultados apresentados como média e desvio padrdo de trés marcas para
cada tipo de 6leo. ANOVA two-way seguida do pos-teste de Tukey (p <0,05).* indica diferenca

significativa do 6leo fresco (controle; tempo 0). ®: a-tocoferol; m: y-tocoferol; A : 3-tocoferol.
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Figura 6. Degradagdo dos tocoferdis durante teste de Estufa de Schaal em 6leos de nozes prensados a
frio. Resultados apresentados como média e desvio padrdo de trés marcas para cada tipo de dleo.
ANOVA two-way seguida do pos-teste de Tukey (p <0,05).* indica diferenca significativa do 6leo
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Kim et al. (2008) acompanharam o comportamento dos tocoferdis em 06leos de soja,
uva e azeite de oliva durante oxidacdo em Estufa de Schaal por 120 dias. Estes autores
também observaram uma maior degradacdo do a-tocoferol no periodo inicial da oxidacéo,
seguida de uma degradagdo mais intensa do y-tocoferol ap6s 20 dias de oxidagdo. Além disso,
nao houve alteracdo no conteudo de &-tocoferol no déleo de soja, concordando com o0s
resultados do presente estudo.

Os nossos resultados também estdo de acordo com a ordem de estabilidade sugerida
pela literatura, onde o &-tocoferol apresenta maior estabilidade do que o y-tocoferol que por
sua vez ¢ mais estavel do que o a-tocoferol (Seppanen et al., 2010; Chayasit et al., 2007). A
estabilidade dos tocoferois esta relacionada inversamente com a sua capacidade em doar H
aos radicais livres formados durante a oxidacdo lipidica, logo com a atividade antioxidante
dos tocois (Kulds & Ackman, 2001). Portanto, é possivel que o a-tocoferol apresente acdo
antioxidante anterior aos demais tocdéis durante oxidacdo a 65°C, tendo em vista a sua rapida
degradacdo nos estagios iniciais de oxidacdo nos 6leos investigados.

Contudo, devido a maior reatividade do a-tocoferol com os ROQ’, existe uma elevada
formacdo de radicais o-tocoferoxil (TO") os quais podem exercer atividade pré-oxidante
durante a oxidacdo lipidica dos dleos. Estes radicais podem interagir entre si, produzindo
tocoferolquinonas, ou com outros radicais livres e substratos lipidicos, propagando a reagédo
em cadeia (Figura 7; Niki & Traber, 2012). Desta forma, a atividade pré-oxidante do a-
tocoferol relaciona-se com a quantidade de radicais formados. Neste contexto, alguns estudos
reportam que o a-tocoferol em concentragdes acima de 700 ppm € capazes de agir como pro-
oxidante (Sepaneen et al., 2010. Portanto, também é importante considerar este efeito pro-
oxidante para interpretar o papel da degradag¢ao do a-tocoferol para a estabilidade oxidativa

dos 6leos.
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Figura 7. Formagédo do radical a-tocoferoxil apds a degradac¢do do a-tocoferol e suas possiveis reacdes
com os substratos lipidicos e radicais livres. LH — substrato lipidico; LOOH — hidroper6xido; L'- radical
alquila; LO'- radical alcoxila (Adaptado de Niki & Traber, 2012).

Da mesma forma, o a-tocoferol apresentou a maior degradagdo durante os testes de
oxidacdo a 180°C e de foto-oxidacdo dos OGleos refinados e de nozes, respectivamente.
Entretanto, especialmente a 180°C, a perda do a- e do y-tocoferdis ndo ultrapassou 40% ao
final do tempo de oxidagdo, sugerindo uma maior estabilidade dos tocois em elevadas
temperaturas.

Durante oxidacdo a 180°C, os 6leos de milho, de girassol e de canola apresentaram
uma redugdo significativa nos teores de a-tocoferol, enquanto apenas o Oleo de soja
apresentou redugédo no conteudo de y-tocoferol. Assim como foi observado durante o teste de
Estufa de Schaal, ndo houve reducéo significativa do o-tocoferol durante a oxidacéo a 180°C,
demonstrando uma maior estabilidade deste tocoferol em relagdo aos outros (Figura 8).

Bruscatto et al. (2009) investigaram o comportamento dos tocoferdis em dleo de arroz
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submetido a oxidacdo a 180°C por 18 dias e observaram que a perdas acentuadas do a- e do y-
tocoferois ocorreram apenas apés 6 dias de oxidacdo. Semelhante aos nossos resultados, estes

autores também observaram uma maior degradagdo do a-tocoferol quando comparado ao y-

tocoferol
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Figura 8. Degradacdo dos tocoferdis durante teste de oxidacdo a 180°C em Oleos refinados de soja,
milho, girassol e canola. Resultados apresentados como média e desvio padrdo de trés marcas para
cada tipo de 6leo. ANOVA two-way seguida do pés-teste de Tukey (p <0,05).* indica diferenca
significativa em relacdo ao 6leo fresco (controle; tempo 0). e: a-tocoferol; m: y-tocoferol; A: &-
tocoferol.
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No mecanismo de oxidacao a temperaturas elevadas existe uma menor solubilidade do
oxigénio nos 6leos vegetais, resultando em uma pequena formacdo de ROO’ (Frankel, 2005;
Dana & Saguy, 2001). Portanto, é possivel que os tocoferdis degradem-se mais lentamente
nos 6leos oxidados a 180°C devido a concentracdo reduzida de ROO" nessas condigdes.

Em relacdo a foto-oxidacdo, o Oleo de aveld apresentou a maior degradacdo de a-
tocoferol (99,7%), seguido dos 6leos de castanha-do-Brasil (89,1%) e de macadamia (82,4%).
O dleo de castanha-do-Brasil também apresentou a maior degradacao de y-tocoferol (30,2%).
Neste contexto, o 6leo de aveld destacou-se devido a acentuada degradacdo do a-tocoferol,
entre 5-7 dias. (Figura 9). Entretanto, os demais Oleos apresentaram uma marcante fase
estacionaria para o a- e y-tocoferdis, demonstrando uma degradacéo gradual destes tocois.

Conforme descrito na literatura, durante a foto-oxidacdo também ndo ocorre a
formacdo de ROO’ nos estagios iniciais da oxidacdo(Zhong & Shahidi, 2009), justificando a
perda menos acelerada dos tocoferdis nestas condigdes. Frankel (2005) reporta que 0s
tocoferdis, embora classificados como antioxidantes primarios, também sdo capazes de
bloguear o 'O, por meio do mecanismo antioxidante de transferéncia de elétrons. A reagdo
dos antioxidantes com os radicais livres por este mecanismo ocorre de forma mais lenta
guando comparada ao mecanismo de transferéncia de H, necessitando de um tempo maior
para que a reacdo se complete (Prior et al., 2005). Portanto, este mecanismo também pode
contribuir para uma degradacdo menos acelerada dos tocdis durante a foto-oxidagédo dos 6leos

de nozes.

127



Oleo de castanah-do-Brasil Oleo de noz-peci

501 50+
w40 =
2 30 8 W
® 20{ ——a— o . %
304
E q0d & ‘—_'/1\1\:
2 50T &
2 © 204
& <
S 254 S 10-
= ¥ * * B
0-0 T T T T 0 T T T L] T
N N ™ 6 % Q N ™ “ A
Tempo de oxidaciio exposto a luz (dias) Tempo de oxidacio exposto a luz (dias)
Oleo de avela Oleo de améndoa doce
50+ 80+ % *
= 40 = ./‘\‘\:”j
g 30- S 40-
o 20- )
E ol g 1
2 2 2 50T
AE ng *
< < * s
S 1 S 254 ./'\'\.,/1
(=] (=]
b= =
0 0.0 T T T T T
Q N - ) A Q A ™ s A
Tempo de oxidacio exposto a luz (dias) Tempo de oxidaciio exposto a luz (dias)

Oleo de macadamia

51

o

o 44

=]

E 3

g )

- .

< g *

= : :
O ] ] L] T

Q N gt ) N

Tempo de oxidacio exposto a luz (dias)

Figura 9. Degradacédo dos tocoferdis durante teste de foto-oxidacéo de 6leo de nozes prensados a frio.
Resultados apresentados como média e desvio padréo de triplicatas. ANOVA two-way seguida do pos-

teste de Tukey (p <0,05).* indica diferenca significativa do 6leo fresco (controle; tempo 0). ®: o-
tocoferol; m: y-tocoferol; A : 6-tocoferol.
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Portanto, a partir do comportamento observado ao longo dos testes de oxidacao
acelerada, observou-se que o a-tocoferol foi o tocol mais instavel, independentemente da
condicdo de oxidacdo. Contudo, a intensidade de degradacdo deste tocol, bem como do y-
tocoferol, possivelmente, foi influenciada pela via inicial de oxidacéo as quais os 6leos foram

submetidos.

4.4.3 Compostos fendlicos totais

Os teores de compostos fenolicos totais ao final das diferentes condi¢bes de oxidacdo
estdo apresentados na Figura 10. Todos os resultados apresentaram coeficiente de variacdo
acima de 10%, especialmente no caso dos 6leos de soja, milho, girassol e canola (Figura 11).
Além disso, ao contrario do esperado, houve um aumento significativo (P <0,001) nos teores
de compostos fendlicos totais para os 6leos de nozes.

A analise dos compostos fendlicos totais pelo método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau é uma alternativa simples que tem gerado dados comparadveis em diferentes
estudos. No entanto, embora este método correlacione-se fortemente com os teores de
compostos fendlicos das amostras, ele ndo é especifico para estes compostos (Singleton et al.,
1999). Neste sentido, 0 método de reagente de Folin-Ciocalteau determina a concentracédo de
qualquer composto capaz de reduzir o molibidénio, elemento constituinte do reagente de
Folin-Ciocalteau que forma complexos azulados com agentes redutores (Prior et al., 2005).
Assim sendo, alguns interferentes, tais como a presenca de proteinas e agucares redutores,
contribuem para a superestimacao do teor de compostos fenolicos em vinhos, magés e feijoes
(Escarpa & Gonzélez, 2001). Portanto, é provavel que os diferentes produtos formados
durante a oxidacdo dos Oleos também sejam capazes de interagir com o reagente de Folin-

Ciocalteau. Desta forma, sugere-se a determinacdo espectrofotométrica dos compostos
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Compostos fendlicos totais

Compostos fendélicos totais

fenolicos totais ndo € um método analitico adequado para acompanhar a degradacdo dos

compostos fenolicos durante a oxidagéo lipidica.
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Figura 10. Teor de compostos fendlicos totais apds oxidacdo dos Oleos refinados de soja, milho,
girassol e canola e dos 6leos de nozes prensados a frio em diferentes condi¢fes. m controle; m ponto
final da oxidacao.
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Figura 11. Teor de compostos fenolicos totais ap6s oxidacdo em Estufa de Schaal e em 180°C nas
diferentes marcas dos 6leos refinados de soja, milho, girassol e canola.

4.5 Transformacdes da capacidade antioxidante total

As alteracbes no comportamento da CAT dos 6leos vegetais durantes os testes de
oxidacgéo acelerada estdo apresentadas na Figura 12. N&o se observou alteracdes significativas
da CAT nos 6leos vegetais oxidados em Estufa de Schaal (exceto para o 6leo de soja) e a
180°C. Em ambos os testes, houve diferenca significativa quanto ao comportamento da CAT
nas diferentes marcas de um mesmo tipo de dleos refinado (p <0,001), fato que contribuiu
para a ndo alteracdo da CAT quando as trés marcas séo consideradas conjuntamente.

Entretanto, apesar da auséncia de diferencas estatisticas, observou-se que os 6leos
refinados oxidados em Estufa de Schaal apresentaram uma tendéncia a redugdo da CAT ao
longo da oxidagdo. Da mesma forma, o Oleo de soja oxidado a 180°C apresentou uma

tendéncia de aumento da CAT no intervalo entre 1 - 3 h (Figuras 12).
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Figura 12. AlteracGes da capacidade antioxidante total dos 6leos refinados de soja, milho, girassol e canola e
dos 6leos de nozes prensados a frio ao longo de diferentes testes de oxidacdo lipidica. ANOVA two-way seguida
do pds-teste de Tukey (p <0,05).* indica diferenca significativa do 6leo fresco (controle; tempo 0).
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Em relacdo aos Oleos de nozes prensados a frio, somente os 6leos de castanha-do-
Brasil e améndoa doce oxidados em Estufa de Schaal e o 6leo de noz-peca foto-oxidado
apresentaram uma reducdo significativa ao longo do tempo de oxidacdo, conforme o
esperado.

De acordo com os dados descritos no Capitulo 1, o y-tocoferol foi o principal
determinante da CAT dos 6leos frescos. Portanto, era plausivel esperar que a CAT reduzisse
ao longo dos testes de oxidacdo considerando a degradacdo do y-tocoferol. Entretanto, os
Oleos de macadamia, aveld e noz-peca apresentaram um aumento da CAT entre 0 - 5 dias, 10 -
20 dias e 20 - 30 dias respectivamente, durante o teste de Estufa de Schaal. Da mesma forma,
o0s 6leos de castanha-do-Brasil, aveld, améndoa doce e macadamia apresentaram um aumento
da CAT entre 0 - 3 dias durante o teste de foto-oxidacao (Figura 12).

Nogala-Kalucka et al. (2005) observaram um aumento da CAT, determinada pelo
ensaio de DPPH, ap06s a oxidacdo a 110°C de triacilglicerois isolados de 6leo de canola.
Igualmente, Lee et al. (2007), apds oxidacdo dos 6leos de soja e de canola a 180°C por 8
horas, também observaram uma aumento da CAT pelo ensaio de DPPH. Desta forma, estes
autores sugeriram que os radicais livres resultantes da oxidagdo das amostras podem bloquear
o radical DPPH utilizado para monitorar a CAT das amostras neste ensaio.

Recentemente, Jeong et al. (2013) avaliaram o comportamento da CAT em sistema
lipidico de metil-linoleato oxidado a 93°C. Estes autores observaram que a redugdo na
absorbancia do radical DPPH ao final da oxidacdo, indicativo de aumento da CAT, esteve
fortemente correlacionado com os aldeidos volateis propanal (r= -0,80), pentanal (r= -0,82),
hexanal (r= -0,70) e t-2-heptanal (r = -0,85), sugerindo que compostos carbonilicos,

resultantes da oxidacdo lipidica, tambem s@o capazes de estabilizar o radical DPPH.
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Adicionalmente, em estudo prévio realizado pelos mesmos autores, ndo houve correlacdo
entre 0 aumento da CAT e a formacéo de LOOH (Jeong et al., 2012).

Portanto, a partir dos resultados observados no presente estudo, especialmente em
guanto ao comportamento da CAT nos Oleos de nozes, é possivel que o radical ABTS
utilizado no ensaio de TEAC, seja capaz de interagir com os produtos secundarios, resultando
em um aumento da CAT apds a oxidacdo. Desta forma, é possivel a CAT dos 6leos oxidados
correspondam a acdo integrada dos compostos antioxidantes bem como dos produtos de

oxidacéo.

4.6 Influéncia das transformacdes da composicdo quimica para a variacdo dos

produtos da oxidacao lipidica e da capacidade antioxidante total.

A influéncia das transformacfes ocorridas na composicdo quimica quanto aos
tocoferdis e os acidos graxos durante os testes de oxidacdo acelerada sobre a formacéo dos
produtos priméarios e secundarios da oxidacdo bem como para a variagdo da CAT foi
investigada por Analise de Correlagcdes Canénicas (ACC). ACC é uma ferramenta estatistica
que permite investigar a influéncia de um grupo de varidveis em relacdo a outro grupo de
variaveis pela combinacdo linear de cada conjunto tal que a correlacdo entre os dois grupos
seja maximizada (Hair et al., 1998)

Uma das premissas para incluir uma variavel na ACC e verificar a sua linearidade
assim como a sua colinearidade. Desta forma, as variaveis utilizadas na ACC foram pré-
selecionadas por meio de CorrelagGes Parciais as quais avaliam a relacGes entre as variaveis,
eliminando o efeito de colinearidade. Além disso, os resultados obtidos em cada teste de
oxidacdo acelerada foram considerados conjuntamente para a obtencdo de uma visdo mais

abrangente sobre o comportamento dos 0leos durante a oxidacdo lipidica.
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Neste contexto, observou-se uma correlacdo positiva entre as variaveis 4 aumento IP
e 4 formagao DC (r = 0,90; p < 0,0001), 4 degradagdo a-tocoferol e A formagdo DC (r =
0,43; p = 0,01), 4 degradacdo y-tocoferol e A comportamento CAT (r = 0,46; p = 0,01), 4
aumento IpA e 0 4 comportamento CAT (r = 0,40; p = 0,02). Por outro lado, observou-se uma
correlacdo negativa entre as variaveis 4 degradagdo a-tocoferol e o 4 aumento IP (r = 0,58; p
< 0,0001).

Essas correlacbes demonstram que tanto o IP quanto os DC podem ser utilizados como
indicadores da formacao de produtos primarios nas diferentes condi¢fes de oxidacdo testadas.
Além disso, sdo consistentes com a hipdtese de que o comportamento da CAT durante a
oxidacdo dos 0leos € influenciada pela presenca dos produtos secundarios carbonilicos assim
como pela degradagdo do y-tocoferol. Da mesma forma, estas correla¢cbes demonstram que a
degradacdo do a-tocoferol contribui para a estabilidade oxidativa 6leos vegetais. Entretanto,
ndo houve nenhuma correlacdo com o comportamento dos principais acidos graxos oxidaveis,
sugerindo um papel mais importante dos tocoferois para a manutencdo da qualidade dos 6leos
vegetais.

Portanto realizou-se a ACC entre as varidveis 4 de degradagdo do a- e y-tocoferol
(variavel canénica 1) e 0 A4 de aumento do IP, DC e IpA (variavel canbnica 2). Desta forma,
observou-se correlacdo canénica significativa para dois pares de correlacdo candnica,
indicando que os grupos considerados ndo séo independentes. Contudo, observou-se que as
associagOes intergrupos sao estabelecidas, principalmente pelo 1° par que explicou 49,8% da
variacdo do comportamento dos 6leos durante as condicGes aceleradas de oxidagdo (Tabela
1).

A partir das relagcdes obtidas no 1° par de correlacdo candnica, observa-se que a

degradacdo do a-tocoferol foi o principal determinante para a estabilidade oxidativa dos
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0leos. Neste contexto, a maior degradagdo de a-tocoferol contribuiu para 0 menor aumento de
IP e para a maior formacdo de DC durante a oxidacdo lipidica, independente da via de
iniciacdo. Por outro lado, degradagdo de a-tocoferol contribui pouco para a formacéo dos
produtos secundarios bem como para a variacdo da CAT.

Em relacdo ao 2° par de correlacdo canbnica, que explicou 25,1% da variacdo do
comportamento dos 6leos, observou-se que o y-tocoferol foi o principal determinante desta
variacdo, relacionando-se com a variagdo da CAT e com o comportamento dos produtos
primarios e secundarios da oxidagdo. Sendo assim, a menor degradagdo do y-tocoferol
contribuiu para 0 menor aumento do IP e para 0 maior aumento da Ipa. Da mesma forma, a

menor perda do y-tocoferol durante a oxidacdo contribuiu para a menor variacdo da CAT.

Tabela 1. Correlagdes candnicas e pares candnicos estimados entre 0 comportamento da composicao
quimica e a formacédo de produtos de oxidacdo em dleos vegetais refinados de soja, milho, girassol e
canola e de 6leos de nozes prensados a frio submetidos a diferentes condi¢6es de oxidacao acelerada.

Pares Canonicos

Grupo 1 1° par 2°par
A 1P (formagdo)® -2,2364 -0,8149
A DC (formago) 1,4793 0,1618
A IpA (formagéo) 0,1080 0,8563
A CAT" 0,076 -0,9732
Grupo 2
A a-tocoferol (degradacéo)* 1,007 0,1141
A vy-tocoferol (degradacgéo) 0,2789 -0,9747
R 0,7058 0,5012
0} 1% 5%
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2 A de formagio (valor maximo da variavel — valor da variavel no ponto 0 ); ® A CAT (valor final — valor
inicial); A de degradagdo dos tocoferois (valor da variavel do ultimo ponto de oxidagdo — valor da
variavel no ponto 0).

Portanto, os resultados indicam que o a-tocoferol foi 0 mais eficaz em proteger os
Oleos vegetais contra a oxidacdo lipidica, com base na sua influéncia para a formacgédo de
LOOH. Contudo, estes resultados também podem indicar que a degradag¢do de a-tocoferol
apresentou um efeito pro-oxidante em relacdo a formacéo de dienos conjugados.

No entanto, é possivel que essa relacdo nao seja indicio de acdo pro-oxidante, mas
apenas a consequente formacdo de um intermediario conjugado da oxidacdo lipidica, apds
reacdo de radical conjugado com o tocoferol. Essa hipotese necessita futuras investigacoes
para sua melhor compreensdo e confirma¢do. Em contrapartida, o vy-tocoferol foi um
importante indicador da CAT dos Gleos vegetais e das possiveis alteracfes sensoriais dos
6leos, tendo em vista a sua influéncia para a formacéo dos produtos secundarios da oxidacéo
lipidica.

Embora a CAT ndo seja um adequado indicador de bioatividade, a partir dos
resultados observados no presente estudo, supde-se que a CAT dos 6leos pode ser considerada
um indicador de preservacao do y-tocoferol e, portanto, do seu contetido em 6leos vegetais. A
bioatividade do a-tocoferol ainda é a mais estudada, contudo, ha fortes evidéncias de que o y-
tocoferol atua na quimioprevencgédo do cancer (Niki & Traber, 2012; Saldeen & Saldeen, 2005;
Jiang et al., 2001). A elevada estabilidade oxidativa do y-tocoferol em todas as condigdes de
oxidacdo dos Gleos vegetais sugere que seja o0 tocol mais estavel durante o armazenamento de
Oleos vegetais e no seu uso no preparo de alimentos. Desta forma, possivelmente, o y-
tocoferol é altamente consumido pela populacdo em geral, necessitando de maior atencdo

guanto ao estudo do seu papel bioativo no metabolismo humano.
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5. Concluséao

No presente estudo, a estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais refinados de soja,
milho, girassol e canola e dos 6leos de nozes prensados a frio foi investigada por meio de trés
testes de oxidacdo acelerada que corresponderam as principais vias de iniciacdo da oxidagéo
lipidica nos 6leos vegetais: auto-oxidacao (Estufa de Schaal), termo-oxidagdo (180°C) e foto-
oxidagdo. Os produtos primarios mostraram-se bons indicadores do grau oxidativo dos 6leos
durante as vias de auto-oxidacdo e foto-oxidacdo, enquanto os produtos secundarios
mostraram-se bons indicadores do grau oxidativo dos éleos durante a termo-oxidacdo. Os
6leos de girassol e de améndoa doce destacaram-se negativamente devido a sua baixa
estabilidade oxidativa em todos os testes de oxidacdo acelerada aos quais foram submetidos,
enquanto o 6leo de macadamia destacou-se positivamente pela sua alta estabilidade oxidativa.

O comportamento dos &cidos graxos e dos tocoferdis variou de acordo com a via
inicial de oxidagao, contudo o a-tocoferol foi o tocol mais instavel, independente do processo
oxidativo. Por fim, a aplicacdo de correlacbes candnicas demonstrou que o comportamento do
a- e do y-tocoferol apresentam contribui¢Bes diferentes para a qualidade global dos 6leos
vegetais, evidenciando a relevancia do a-tocoferol para a estabilidade oxidativa e do y-

tocoferol para a CAT dos 6leos vegetais.
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Capitulo 3

Capacidade antioxidante total como uma nova ferramenta no controle de

qualidade de Oleos vegetais



1. Introducéo

Nas ultimas décadas, o interesse pelos compostos antioxidantes dos alimentos foi
crescente, especialmente devido aos seus efeitos positivos na reducdo do risco de diferentes
doencas cronico-degenerativas, tais como o cancer e as doencas cardiovasculares (Kris-
Etherton et al., 2002). Paralelamente, inimeros estudos sugerem que a CAT dos alimentos
seja um importante indicador de bioatividade destas matrizes alimentares tendo em vista a sua
possivel relacdo com a CAT plasmatica apds o consumo destes alimentos (La Vecchia et al.,
2013; Farvid et al., 2013; Del Rio et al., 2011; Halvorsen et al., 2006; Pitsavos et al., 2005).

Entretanto, a influéncia da CAT de um alimento, apds o seu consumo, sobre a CAT
plasmatica depende de diversos fatores, entre eles, o nivel de estresse oxidativo ao qual o
organismo estd exposto, a composicdo e as quantidades de antioxidantes habitualmente
ingeridos bem como a biodisponibilidade dos compostos antioxidantes apds a ingestdo de
cada alimento (Host & Willimson, 2008; Sies, 2007). De fato, Serrano et al. (2007)
demonstraram que a CAT de variados cereais, frutas e leguminosas subestimou a CAT
fisiologica in vitro ap6s a administracao destes alimentos.

Adicionalmente, Saura-Calixto & Goni (2006) observaram que a contribuicdo da CAT
dos Oleos vegetais para a CAT total da dieta é pequena (< 2%) devido ao baixo consumo
destes alimentos diariamente. Portanto, é plausivel esperar que a CAT dos 6leos colabore
pouco para a CAT plasmaética. Portanto, a CAT pode ndo ser um adequado indicador da
bioatividade dos 06leos vegetais.

Por outro lado, alguns estudos sugerem uma associacao entre a CAT e a estabilidade
oxidativa dos 0leos. Arranz et al. (2008) e Ninfali et al. (2002) observaram correlacdo entre a
CAT (determinada pelos ensaios de DPPH e ORAC, respectivamente) e a estabilidade

oxidativa dos 6leos de nozes e do extrato metandlico do azeite de oliva extra-virgem, o qual
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ndo considera a presenca de tocoferodis. Desta forma, estes autores sugerem o uso da CAT
como um indicador de estabilidade oxidativa dos 6leos.

Entretanto, até 0 momento, ndo se tem conhecimento de estudos que investiguem a
correlacdo entre o ensaio de TEAC, o0 mais recomendado para 6leos vegetais, e a estabilidade
oxidativa dos mesmos. Além disso, outros tipos de 6leos e condi¢des de oxidagdo acelerada
devem ser avaliados para confirmar o potencial uso da CAT como indicador de qualidade dos
Oleos vegetais. Portanto, torna-se relevante a investigacdo da CAT, por meio do ensaio de
TEAC, em diferentes tipos de 6leos vegetais, expostos a diferentes condi¢Ges de oxidagédo
acelerada, a fim de contribuir com o potencial uso da CAT como uma nova ferramenta para o

controle de qualidade dos 6leos vegetais.

2. Objetivos
Geral
Investigar o potencial uso da capacidade antioxidante total como indicador de
estabilidade oxidativa dos 6leos por meio da associacdo entre o ensaio de TEAC e a formacao

dos produtos primarios e secundarios dos 6leos oxidados em diferentes condicdes.

Especificos
e Investigar a contribuicdo da capacidade antioxidante total dos 6leos frescos
para a formacéao dos produtos primarios e secundarios durante oxidacédo em
Estufa de Schaal, em 180°C e em exposicéo a luz pela aplicacdo de Modelo
Linear Generalizado;
e Investigar a relacdo entre a capacidade antioxidante total e o indice de peroxido
dos 6leos frescos a fim de propor um limite minimo aceitavel para CAT de

6leos vegetais de boa qualidade.
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3. Material e métodos

O desenvolvimento do Capitulo 3 considerou os resultados previamente apresentados
e discutidos nos Capitulos 1 e 2. Desta forma, utilizou-se os resultados da CAT e do IP dos
oOleos frescos e do periodo de inducdo dos 6leos oxidados por Rancimat do Capitulo 1 bem
como os resultados de IP (4 aumento IP) e IpA (4 aumento IpA) nos diferentes testes de
oxidacdo acelerada do Capitulo 2. As metodologias de cada analise estdo descritas nos seus
respectivos capitulos. O GLM foi utilizado para avaliar a contribuicdo quantitativa da CAT
para cada indicador de estabilidade oxidativa. As variaveis CATinica € IPinicar dos 6leos foram
consideradas variaveis preditoras, enquanto 0 4 aumento IP, 0 A aumento IpA e 0 periodo de
inducdo foram consideradas variaveis de resposta. Analise de regressdo linear simples foi
utilizada para investigar a relacdo entre a CAT e o IP dos 6leos frescos. Valores de p < 0,05
foram considerados significativos. Todas as analises foram realizadas no programa estatistico

Statgraphics v. 12.2 (Manugistics, EUA).

4. Resultados e discussdo

4.1 Relacéo entre a capacidade antioxidante total e a estabilidade oxidativa

A contribuicdo da CAT dos 6leos frescos para a estabilidade oxidativa dos mesmos foi
observada por meio do ajuste de modelos significativos para o periodo de inducéo, para 0 4
aumento IP a 65°C e o A aumento IpA a 65°C (Tabela 1). Entretanto, ndo foi possivel ajustar
modelos significativos considerando o grau de oxidacdo a 180°C e durante a exposi¢édo a luz.
Além disso, utilizou-se a variavel IP jciai COMo preditora, juntamente com a CAT, devido a

importancia do IP como indicador de estabilidade oxidativa dos 6leos (Frankel, 1993).
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Tabela 1. Contribuicdo da capacidade antioxidante total e do indice de perdxido dos 6leos frescos (n=18) para a sua estabilidade oxidativa em diferentes

condicdes de oxidacao acelerada.

Variavel Determinantes Peso da ,
L P valor . Modelo
dependente quimicos variavel
Tipo de 6leo 0,0009 - (-7,00 x ki) + (1,89 x ky) + (3,10 x ks) + (3,74 x kg) - (4,24 x ks) + (0,60 x kg) + (0,10
CAT 0.0018 5.62 x k) + (1,55xkg) + (0,62 x IP jnicia) + (2,64 x CAT inicial)
inicial ’ y
Pl R2 ajustado = 99,0 %
IPinicial 0,0438 1,77
P da ANOVA para 0 modelo <0,0001
Tipo de o6leo 0,0029 - (-157,0 x ky) - (180,1x k) + (51,9 x k) + (73,9 x k) + (196,3 x ks) - (247,8 x k)
CAT 0.0000 0.8 + (157,4 X k7) - (73,3 X kg) + (43,5 x IP inicial) - (28,3 x CAT inicial)
A aumento [P inicial ) )
R2 ajustado = 94,5 %
(65°C) IP i 0,0004 122,2 J °
P da ANOVA para 0 modelo < 0,0001
Tipo de 6leo 0,0160 - (-49,9 x ky) - (41,6 x ky) + (22,0 x k3) + (38,4 x ky) + (18,5 x ks) - (47,9 x k)
A to IpA CAT 0,0000 14,7 +(235 x ki) - (5,89 x ko) + (7,77 x IP inica) - (5,89 x CAT ipici)
aumento 1p inicial , ,
R2 ajustado = 90,9 %
(65°C) IPiniciai 0,0011 21,8

P da ANOVA para o0 modelo = 0,0005

'peso da variavel (contribuigdo relativa média) = coeficiente x media da variavel. 2 Oleo de soja: k; = Kk, = ks = kg =ks= ks = ky= kg = -1; Oleo de milho: k; =k, =
ks = ks =ks=ks= kg = 0 e k; = 1; bleo de girassol: k; = k, = ks = ks =ks=k;= kg =0 € ks = 1; 6leo de canola: k; = k, = ks =ks= ks =k;= kg = 0 e ks = 1; Oleo de
améndoa doce: k; = ks = ks =ks= ke =k;= kg =0 e k; =1; 6leo de aveld: k; = ks = ks =ks= ks =k;= kg = 0 € k,=1; 6leo de castanha-do-Brasil: k;= k, = ky=ks= ks =
k;= kg =0 e ks =1; 6leo de noz-peca: k; = k, = ks = ks =ks= k¢ = k; = 0 e k8=1. CAT= capacidade antioxidante total; IP = indice de perdxido; A aumento IP =
(valor max-valor min de IP); A aumento IpA = (valor méx-valor min IpA); Pl = periodo de inducéo.
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De acordo com os modelos apresentados, nota-se que o tipo de 6leo, a CAT e o IP dos
oleos frescos contribuiram fortemente para a variabilidade da estabilidade oxidativa dos 6leos
(p <0,001 R? > 90%), sugerindo que ambos s&o bons indicadores do grau de oxidacio dos
o0leos durante o teste de Rancimat e o de Estufa de Schaal.

De acordo com os valores de p e de B-coeficiente, observou-se que a CAT dos 6leos
frescos contribuiu fortemente para prolongar o periodo de inducdo dos 6leos oxidado pelo
Rancimat, bem como para diminuir a formacdo dos produtos primarios e dos secundarios
durante oxidacdo em Estufa de Schaal. Por outro lado, o IP dos éleos frescos contribuiu para
aumentar a formacao dos produtos primarios e secundarios em 6leos oxidados a 65°C, embora
também contribuiu para prolongar o periodo de inducao pelo Rancimat. Portanto, 6leos com
maior CAT inicial tendem a ser mais estaveis, enquanto 6leos com maior IP, mais instaveis.

Existem diferentes indicadores capazes de predizer a estabilidade oxidativa dos éleos,
dentre eles, o IP é o mais tradicional. O IP é normalmente utilizado pela inddstria de
alimentos para o controle de qualidade dos 6leos, tendo em vista que o IP dos 6leos frescos
reflete as condicOes de extracdo, refino e armazenamento dos 6leos, bem como é capaz de
prever a estabilidade oxidativa dos mesmos (Kardash-Strochkova et al., 2001).

Entretanto, o IP estima a estabilidade oxidativa dos 6leos por meio das relacfes
existentes entre o grau de oxidacdo dos Oleos e a presenca de LOOH, ndo resultando em
nenhuma informacdo direta sobre a relagdo dos antioxidantes com a estabilidade oxidativa
destes alimentos. De acordo com os Capitulos 1 e 2 desta tese, observou-se que a estabilidade
oxidativa dos Oleos é fortemente influenciada pelos tocoferdis. Desta forma, sugere-se que
CAT dos 6leos, cujos determinantes sdo os tocoferdis, seja um indicador que permite avaliar a
qualidade dos 6leos com base no comportamento dos principais antioxidantes presentes nos

oOleos vegetais.
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A partir dos modelos ajustados estimou-se a estabilidade oxidativa dos 6leos expostos
ao método de Rancimat e ao teste de Estufa de Schaal, tendo em vista a forte correlacdo entre
o0s valores experimentais e os estimados pelos modelos (Figura 1). De acordo com a literatura,
os testes de Estufa de Schaal e 0 método de Rancimat sdo os mais utilizados para verificar a
estabilidade oxidativa dos 6leos, correspondendo a mecanismos diferenciados da oxidagéo

lipidica. (Kochhar & Henry 2009; Kim et al., 2008; Miraliakbari & Shahidi, 2008b; Farhoosh,

2007).
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Figura 1. Estimativa da estabilidade oxidativa dos 6leos utilizando as varidveis indice de peroxido e capacidade
antioxidante total como independentes em um mesmo modelo: (A) Periodo de Indugéo; (B) Aumento do indice de
perdéxido (65°C); (C) Aumento do indice de p-anisidina (65°C). m soja; m milho; - girassol; m canola; m castanha-do-
Brasil; m noz-pecd; = aveld; m améndoa doce; m macadamia.
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Relata-se que o teste de Estufa de Schaal apresenta boa correlacdo com a vida de
prateleira dos Oleos vegetais em condicdes de temperatura ambiente (Frankel, 2003). Em
contrapartida, 0 método de Rancimat corresponde a estabilidade dos 6leos em temperaturas
elevadas (> 100°C). No entanto, alguns autores demonstraram que o periodo de inducdo de
diferentes Oleos de nozes pelo método de Rancimat também foi capaz de predizer a
estabilidade oxidativa dos mesmos 6leos a 20°C (Kochhar & Henry, 2009). Portanto, a forte
correlacdo da CAT com métodos amplamente utilizados e que correspondem a mecanismos
de oxidacdo diferenciados, indica que a CAT tem potencial para ser um determinante holistico
da estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais, especialmente quando determinada pelo ensaio

de TEAC.

4.2 Recomendacdo de um valor minimo da CAT para 6leos de boa qualidade

Em 22 de Setembro de 2005, a ANVISA decretou o regulamento técnico para 6leos
vegetais visando a inspecdo do processo de producdo e, consequentemente, a obtencdo de um
produto final de qualidade (RDC n° 275/2005). Desta forma, fixou-se a identidade e as
caracteristicas minimas pelas quais os produtores de 6éleos vegetais devem orientar-se. Dentre
0s requisitos especificos preconizados, existe a definicdo de um valor méaximo de IP aceitavel
para 6leos de boa qualidade, a saber: 10 meq O,/ kg e 15 meq O,/ kg para 6leos refinados e
prensados a frio, respectivamente.

Neste contexto, a CAT dos 0leos frescos, determinada pelo ensaio de TEAC, foi um
importante indicador de estabilidade oxidativa dos 6leos, juntamente com o IP. Desta forma, é
possivel que o ensaio de TEAC seja uma ferramenta util para o controle de qualidade dos

Oleos vegetais. Portanto, a definicdo de um valor minimo de CAT correspondente ao valor
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méaximo permitido de IP pode resultar em informagdes complementares para o controle de
qualidade dos 6leos.

Por conseguinte, ap6s a aplicacdo de regressdo linear simples, observou-se uma
correlagdo negativa entre a CAT e o IP dos 6leos frescos (R?= 0,30 e p <0,05). Entretanto,
parece que este modelo ndo explicou adequadamente a relacdo entra a CAT e o IP dos dleos
de nozes prensados a frio (Figura 2A). Considerando apenas os 0leos refinados, observou-se
uma forte correlacdo negativa entre estas variaveis (R* = 0,70 and p <0.01; Figura 2B). Desta
forma, é possivel sugerir que os processos de extracdo e de refino influenciem na relagédo
entre a CAT e o IP nos 6leos frescos. Contudo, uma comparacao direta entre oleos refinados e
prensados a frio do mesmo tipo de éleo deve ser realizada para investigar esta hipétese.

Nossos resultados demonstram que 6leos refinados com um IP inicial maior do que 2,5
meq O,/kg tendem apresentar uma atividade antioxidante nula. Desta forma, considerou-se
que Oleos refinados de boa qualidade (nutricional e, possivelmente, sensorial) devem seguir 0s
pardmetros mais rigorosos de limite maximo de IP sugeridos pela a AOCS (1 meq O/kg).
Desta forma, propde-se que 2,20 mmol ET/kg seja o valor minimo de CAT para 6leos
refinados de boa qualidade global. Portanto, a CAT dos 6leos refinados, determinada pelo
ensaio de TEAC, tem potencial para torna-se uma nova alternativa para o controle de
qualidade dos oOleos que considera as propriedades nutricionais e oxidativas dos mesmos,

simultaneamente.
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Figura 2. Relacdo entre a capacidade antioxidante total e o indice de peréxido em 6leos frescos (A) e
apresentacdo de um limite minimo de capacidade antioxidante total para 6leos refinados (B). m soja; =
milho; girassol; m canola; castanha-do-Brasil; noz-peca; aveld; m améndoa doce; m
macadamia.
5. Concluséo

No presente estudo, a CAT dos 6leos, determinada pelo ensaio de TEAC, demonstrou-
se um adequado indicador de estabilidade oxidativa dos éleos, estimando a o grau de oxidagéo
dos mesmos nos principais testes de oxidacdo acelerada, os testes de Estufa de Schaal e o
método de Rancimat. Além disso, a CAT também pode ser um importante indicador da
qualidade inicial dos 6leos vegetais que reflete a presenca dos principais antioxidantes
presentes nestas matrizes, além da suscetibilidade de cada 6leo a degradacdo oxidativa. Deste
modo, sugere-se que 0leos refinados com CAT minima de 2,20 mmol ET/kg apresentem boa
qualidade inicial e oxidativa. Portanto, a CAT determinada pelo ensaio de TEAC, pode

complementar as informacdes fornecidas pelo IP, contribuindo para um controle mais

completo quanto a qualidade dos 6leos vegetais.
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Conclusoes Finais
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A presente tese investigou a relacdo das transformacdes quimicas durante a oxidacao
lipidica de Oleos vegetais e a sua relacdo com a capacidade antioxidante aplicando anélises de
estatistica multivariada. Abordou-se variados aspectos desta relacdo, a saber: a influéncia da
composicdo inicial para a capacidade antioxidante e a estabilidade oxidativa dos Oleos
(Capitulo 1), a relacdo das transformacdes da composicdo quimica durante a oxidagdo para a
formacdo e degradacdo dos produtos de oxidacdo bem como para capacidade antioxidante
(Capitulo 2) e por fim; o potencial uso do ensaio de capacidade antioxidante (TEAC) como
um indicador de estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais (Capitulo 3).

As reacOes de oxidacao lipidica nos 6leos vegetais sdo extremamente complexas e esse
aspecto ficou claro na observagdo conjunta dos resultados apresentados nos trés capitulos e na
investigacdo de sua relacdo com a CAT dos 6leos. N&o € de nosso conhecimento a existéncia
de um estudo igualmente amplo quanto as condi¢cdes de oxidacdo e ao nimero de tipos de
Oleos testados, especialmente aliando-se os dados experimentais a aplicacdo de estatistica
multivariada. Neste contexto, a estatistica multivariada pode gerar informacdes mais
fidedignas em relacdo ao comportamento oxidativo dos 6leos vegetais, tendo em vista que
permite avaliar o efeito de uma varidvel dependente, consideracdo a suas interacdes com
outras variaveis. Portanto, espera-se que 0s resultados observados nesta Tese possam
representar uma importante contribuicdo para o conhecimento da estabilidade oxidativa dos
Oleos e da sua relacdo com a CAT bem como para o desenvolvimento de novas estratégias
tecnoldgicas para o controle de qualidade desta matriz alimentar.

Neste contexto, observou-se que os antioxidantes, especialmente os tocoferois,
foram os principais determinantes da estabilidade oxidativa e da capacidade antioxidante dos
oleos, demonstrando que o0s antioxidantes apresentam um papel mais relevante para a

qualidade final dos Oleos do que os &cidos graxos poli-insaturados, reconhecidamente, os
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principais substratos da oxidag¢ao lipidica. Por conseguinte, o a-tocoferol destacou-se por sua
relagdo com a estabilidade oxidativa dos 6leos, enquanto o y-tocoferol destacou-se pela sua
relacdo com a capacidade antioxidante.

O a- e o y-tocoferol apresentam papéis complementares em relacdo a qualidade global
dos dleos vegetais. O papel do y-tocoferol esteve mais ligado com a capacidade antioxidante
dos Oleos frescos, bem como com sua estabilidade oxidativa (Rancimat). Por sua vez, o
comportamento de degradagao do a-tocoferol foi o principal responsével pelas transformacdes
ocorridas na oxidacdo lipidica, especialmente quanto a formacdo de produtos primarios.
Embora a degradagdo do y-tocoferol tenha contribuido menos para a formagéo dos produtos
de oxidacdo, foi mais importante para a variacdo na capacidade antioxidante ao longo da
oxidacéo.

A capacidade antioxidante dos Oleos apresentou um comportamento inesperado
durante os diferentes testes de oxidacdo acelerada, especialmente para os 6leos de nozes que
apresentaram aumento da capacidade antioxidante na oxidagdo. Provavelmente, as
transformacfes quimicas dos Oleos vegetais promoveram mudangas nos determinantes
quimicos da capacidade antioxidante, durante os testes de oxidacdo acelerada. A capacidade
antioxidante apresentou-se mais estavel que seu principal determinante, o y-tocoferol, na
oxidacdo acelerada dos Oleos. Adicionalmente, a associacdo da capacidade antioxidante com
os produtos secundarios formados na oxidacdo acelerada indica que produtos da oxidacgéo
lipidica, tais como aldeidos, podem ter papel antioxidante nos 6leos vegetais. Desta forma, o
estudo das transformac@es da capacidade antioxidante pode contribuir com novas informacoes
sobre a atividade dos produtos secundarios da oxidacao lipidica.

Por fim, a capacidade antioxidante inicial dos ¢leos foi capaz de estimar com

adequado grau de precisdo a estabilidade oxidativa nas principais condi¢cdes de oxidagédo

151



utilizadas para o0 monitoramento do grau de oxidacéo dos 6leos. Portanto, tendo em vista a sua
relacdo com o y-tocoferol e com a formacdo dos produtos primarios e secundarios da
oxidacdo lipidica, a capacidade antioxidante tem potencial para ser um indicador da qualidade
global dos 6leos. Nesse contexto, a capacidade antioxidante dos 0leos frescos correlacionou-
se fortemente com o IP, indicador de estabilidade oxidativa amplamente utilizado pela
industria de Oleos vegetais. A aplicacdo do limite minimo proposto para a capacidade
antioxidante de Oleos refinados e prensados a frio pode confirmar o ensaio de capacidade

antioxidante como uma nova ferramenta no controle de qualidade dos 6leos vegetais.
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