DENISE ANDREO

EFEITO ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE
GENGIBRE (Gengiber officinale) EM OLEO DE SOJA
SUBMETIDO AO AQUECIMENTO

SAO JOSE DO RIO PRETO
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



DENISE ANDREO

EFEITO ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE
GENGIBRE (Gengiber officinale) EM OLEO DE SOJA
SUBMETIDO AO AQUECIMENTO

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de S&o José do Rio
Preto, para a obtengéo do titulo de Mestre em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de
Concentracdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Orientadora: Prof?: Dr® Neuza Jorge

SAO JOSE DO RIO PRETO
2007



Andio Pen se.
P nloxld ne doexi o de geng e Gengiber officinale
Od'ﬂSOJ s -cldo o = -:no/b-:nlsc Andio.  Sdo bse do
.\lo fl-c o [s.n.]
.

'

Oirn do M=z hgcl
bssai 0 es1 do 'nl\‘,ﬁsldd'c s d g 'ns-l ode

Bloczl~cn(;l s Les s» é_cncl s X 8
.0 os-:gadt s. .0 =ros FE S ()'%Od:SOJ Oxd do.
0xd 30 - c. 5 An. oi(dn-cs 0 B%Q. . xi od:
geng, e 1. lougxe w, Y n”-lasdd: s d ]f - fns, o
d'ﬂBOCl':HCl s Lei s» C-cnc;I s x s M.

L
2 e




DENISE ANDREO

EFEITO ANTIOXIDANTE DO EXTRATO DE
GENGIBRE (Gengiber officinale) EM OLEO DE SOJA
SUBMETIDO AO AQUECIMENTO

COMISSAO JULGADORA
DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

Prof? Dr? Neuza Jorge
Presidente e Orientadora

Prof? Dr?- Renata Maria Galvao de Campos Cintra
2° Examinador

Prof? Dr? Mieko Kimura
32 Examinador

SAO JOSE DO RIO PRETO
2007



A minha querida maezinha,

a quem amo tanto ...

dedico...



AGRADECIMENTOS

Ao Senhor Deus, pelo dom da vida, forca, coragem e sabedoria a mim
concedidos durante toda esta caminhada;

A minha querida orientadora, Prof® Dr® Neuza Jorge, pela presenca e
dedicacao durante toda a elaboracao deste trabalho;

Ao Prof. Dr. David Ariovaldo Banzatto, pela presteza na revisdo das analises
estatisticas;

Ao Prof. Dr. Elizeu Trabuco, pelo incentivo e apoio;

A minha amiga Patricia Vieira Del Ré, pela presenca naquele dificil momento
de deciséo;

Aos técnicos de laboratério Ginaldo e Newton, pelo apoio e constante
demonstracao de amizade;

As amigas do peito: Cassia, Débora, Priscila e Valéria, pelas lagrimas e
sorrisos compartilhados em todos os momentos de tristeza e alegria que passamos
juntas;

A todos os professores, funcionarios e colegas do Departamento de
Engenharia e Tecnologia de Alimentos, com quem convivi durante este periodo;

Ao pessoal da biblioteca, em especial a bibliotecaria Maria Luiza Fernandes
Jardim Froner, pela atengao e auxilio na elaboracao da ficha catalografica;

A banca examinadora, composta pela Prof?” Dr® Mieko Kimura e Prof® Dr#
Renata Maria Galvao de Campos Cintra, pelas valiosas criticas e sugestdes que
contribuiram para o enriquecimento deste trabalho.

A empresa Danisco S/A, pela doagdo das amostras de TBHQ;

A Capes, pela concessio da bolsa de mestrado;

Ao Fabricio, meu querido esposo, pelo apoio, incentivo, carinho e atencao em
todos os momentos de dificuldade;

Aos meus irmaos Michele e Heitor que, mesmo distantes, estdo sempre em

meus pensamentos;

Ao meu pai Estevao Sérgio Andreo (in memoriam), pela intensa presenca em

minha vida;



A minha mae Maria Aparecida e ao meu “pai de coracdo” Pedro, que sempre
me deram muito amor, carinho, estimulo e dedicacao e, especialmente, por estarem
sempre ao meu lado;

A toda minha familia, por acreditar em mim sempre e;

A todos que, direta ou indiretamente, contribuiram para a realizacao deste
trabalho.



RESUMO

Os principais objetivos deste trabalho foram determinar o valor de compostos
fendlicos totais e avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico de gengibre
adicionado ao 6leo de soja, submetido ao teste acelerado em estufa a 60°C e a
termoxidagdo a 180°C, bem como o efeito sinergistico com o antioxidante sintético
TBHQ. Rizomas de gengibre in natura foram lavados, cortados, desidratados e
triturados, para a extracao etandlica. Neste extrato, foi determinado o valor de ECsy,
a atividade antioxidante maxima e a quantidade de compostos fendlicos totais. Os
tratamentos utilizados nos ensaios de teste acelerado em estufa e termoxidacao
foram o controle (6leo de soja isento de antioxidantes), o 6leo de soja adicionado da
concentracao de 2.500 mg/kg de extrato etandlico de gengibre, o éleo adicionado de
50 mg/kg do antioxidante sintético TBHQ e o 6leo de soja contendo a mistura de
2.500 mg/kg de extrato de gengibre e 50 mg/kg de TBHQ. No teste acelerado em
estufa, as amostras retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 dias de aquecimento, foram
analisadas quanto ao indice de perdxidos e dienos conjugados. Na termoxidagéo, as
amostras retiradas nos tempos 0, 4, 8, 12, 16 e 20 horas de aquecimento foram
analisadas quanto a estabilidade oxidativa, compostos polares totais, indice de
peréxidos e dienos conjugados. Os resultados obtidos das determinagdes analiticas
foram submetidos as analises de variancia, em esquema fatorial, no delineamento
inteiramente casualizado, de modo a determinar a influéncia dos fatores tratamentos
e tempos de aquecimento sobre as alteracbes nas amostras de 6leo. O valor de
ECso, a atividade antioxidante maxima e a quantidade de compostos fendlicos totais,
obtidos foram 42,6 ug/mL, 79% e 251 mg/g, respectivamente. A concentracdo de
extrato de gengibre selecionada para ser adicionada ao 6leo de soja foi 2.500 mg/kg,
pois apresentou maior estabilidade oxidativa, medida pelo Rancimat a 100°C. No
teste acelerado em estufa, os tratamentos em que foram adicionados TBHQ e a
mistura dos antioxidantes demonstraram maior eficiéncia contra a formacédo de
peroxidos e dienos conjugados ao final de 12 dias de aquecimento, com reducéo de
cerca de 90% na formacéo de peroxidos e cerca de 65% na reducao dos dienos
conjugados. Na termoxidacado a 180°C por 20 horas, os tratamentos em que foram
utilizados o extrato de gengibre e a mistura de antioxidantes, apresentaram maior
protecdo do Oleo quanto a estabilidade oxidativa, e a formacdo de compostos
polares totais, peréxidos e dienos conjugados. Ao final deste trabalho foi possivel



concluir que o extrato etandlico de gengibre pode ser utilizado como antioxidante
natural em éleos, gorduras e alimentos gordurosos.

Palavras-chave: antioxidantes, extrato de gengibre, éleo de soja, oxidacao lipidica,
TBHQ.



ABSTRACT

The aims of this work were to determine the total phenolic compounds amount
and evaluate the antioxidant activity in ginger ethanolic extract added to soybean oil
submitted to “Schaal oven test” at 60°C and thermoxidation at 180°C, as well as the
sinergistic effect with synthetic antioxidant TBHQ. In natura ginger rhizome were
washed, cut, dehydrated and triturated to ethanolic extraction. In this extract it was
determined the ECsy value, the antioxidant activity maximum and the total phenolic
compounds amount. The treatments used in “Schaal oven test” and thermoxidation
were control, soybean oil added ethanolic ginger extract 2500 mg/kg, soybean oil
added synthetic antioxidant substance TBHQ 50 mg/kg and soybean oil contend
ginger ethanolic extract 2500 mg/kg and TBHQ 50 mg/kg mixture. The “Schaal oven
test” assay collected samples at times 0, 3, 6, 9 and 12 days were analyzed as to
conjugated diene and peroxide value. The thermoxidation assay samples collected at
times 0, 4, 8, 12 and 20 hours were analyzed as to oxidative stability, total polar
compounds, conjugated diene and peroxide value. The obtained results from the
analytical determinations were submitted to variance analysis, in a factorial scheme,
employing the completely randomized statistical design, in order to determine the
influence of treatments factors and periods of heating in relation to the oil alterations.
The ECsp value, the maximum antioxidant activity and the total phenolic compounds
amount were 42.6 pug/mL, 79% and 251 mg/g, respectively. The ginger extract
concentration selected to added in soybean oil was 2500 mg/kg, therefore it
presented greater oxidative stability, measured in Rancimat 100°C. In the “Schaal
oven test”, the TBHQ and antioxidant substances mixture treatments demonstrated
greater efficiency against peroxide and dienes conjugated formation in 12 days of
heating, with about 90% of peroxide formation inhibition and about 65% of
conjugated dienes formation inhibition. In thermoxidation assay the ginger extract
and the antioxidant substance mixture treatments presented greater protection to
soybean oil as to oxidative stability, total polar compounds, peroxides index and
conjugated diene formation. In the end of this work was possible to conclude that the
ethanolic ginger extract can be used as natural antioxidant in oils, fat and foodstuffs.

Key words: antioxidants, ginger extract, lipid oxidation, soybean oil, TBHQ.
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1. INTRODUGAO

Os lipidios englobam as classes de 6leos e gorduras, e sdo compostos
insolUveis em agua. Juntamente com proteinas e carboidratos, constituem o principal
componente estrutural de todas as células vivas. Nos alimentos tém participacao
importante no sabor, textura, odor e valor nutricional (NAWAR, 2000).

Os 6leos e gorduras podem ser classificados, de acordo com sua origem, em
animais e vegetais. Os 0leos vegetais representam o grupo de maior volume e
diversidade, podendo ser obtidos de varias matérias-primas, tais como palma,
algodao, milho, canola, soja, girassol, etc. (ORTHOEFER, 1996).

Dentre os dleos vegetais, 0 de soja é o mais utilizado no Brasil, com um
consumo de 2,96 milhdes de toneladas no biénio 2003/2004 (ABIOVE, 2007). Este
6leo tem em sua composicao cerca de 85% de acidos graxos insaturados, entre os
quais estéo os essenciais linoléico e linolénico (SIPOS; SZUHAJ, 1996).

A fritura tem contribuido para o aumento do consumo de éleos e gorduras
vegetais em todo o mundo devido a facilidade no preparo de produtos fritos, pois é
um excelente meio de transferéncia de calor para o preparo rapido de alimentos.
Além disso, os alimentos fritos possuem caracteristicas sensoriais mais agradaveis,
como odor, sabor e textura.

Durante o processo de fritura, os 6leos e gorduras estao expostos a acao de
trés agentes que contribuem para diminuir a qualidade e modificar sua estrutura: a
umidade proveniente dos alimentos, que é causa da alteracdo hidrolitica; a
temperatura em que ocorre a operagao, resultando em alteragdes térmicas; e,
finalmente, o oxigénio do ar, que entra na massa de 6leo através da superficie do
recipiente possibilitando a alteragdo oxidativa (FRITSCH, 1981).

A oxidacdo de acidos graxos ocorre com maior facilidade naqueles de
cadeia insaturada, presentes em 6bleos vegetais (soja, algoddao, amendoim) e em
gorduras animais (pescado e manteiga). A oxidacdo € mais intensa quanto mais
insaturado for o 6leo (ARAUJO, 1999).

Para minimizar a formacdo de compostos resultantes da oxidacao lipidica,
6leos e gorduras podem ser acrescidos de antioxidantes, substancias capazes de
retardar ou inibir a oxidacao lipidica, protegendo o 6leo da oxidacao durante o tempo
em que é submetido a altas temperaturas (JASWIR; CHE-MAN; KITTS, 2000).



No entanto, o emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos
tem sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade e, devido a esse
problema, pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais
que apresentem esta propriedade funcional, podendo atuar sozinhos ou
sinergisticamente com outros aditivos, como alternativa para prevenir a deterioracao
oxidativa de alimentos e diminuir o uso dos antioxidantes sintéticos (MELO;
GUERRA, 2002).

Os antioxidantes naturais sdo encontrados em uma variedade de plantas.
Pode-se citar, como mais utilizados, os tocoferdis, os acidos fendlicos e os extratos
de plantas, como o gengibre, o alecrim, a salvia, sementes de frutas, outras ervas e
especiarias. Esses compostos podem agir como redutores ou interruptores de
radicais livres, inibidores ou supressores de oxigénio singlete e como inativadores de
metais pro-oxidantes.

Tendo em vista as objecdes em torno da adicdo de antioxidantes sintéticos,
em funcéo de seus efeitos prejudiciais a saude, e levando-se em consideracao que o
gengibre contém substancias com propriedades potencialmente antioxidantes,
observou-se a necessidade de se estudar mais profundamente o efeito do extrato de
gengibre em 6leo de soja submetido a processos de aguecimento, como o teste
acelerado em estufa e a termoxidacao, porém sem a presenca de alimento. O efeito
sinergistico do TBHQ, antioxidante sintético largamente utilizado pelas industrias,
com o extrato de gengibre em éleo de soja também foi avaliado, com o objetivo de
diminuir, ou até mesmo substituir sua aplicagdo por um produto natural
comprovadamente benéfico para a saude.



o

2. OBJETIVOS

Com base nas consideragdes acima, apontam-se 0s seguintes objetivos
especificos deste trabalho:

e Determinar a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais do
extrato etandlico de gengibre;

e Verificar o comportamento antioxidante do extrato etandlico de gengibre
adicionado ao 6leo de soja, submetido ao teste acelerado em estufa e a
termoxidacgao;

e Avaliar o efeito isolado e sinergistico do extrato de gengibre com o TBHQ,
adicionados ao 6leo de soja, nas diferentes condicdes de aquecimento.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Oleos e gorduras — definicdo e caracteristicas

Os oleos e gorduras sao muito importantes no processamento de alimentos
como batatas fritas, molhos, e uma infinita variedade de paes e sobremesas.
Alimentos processados como produtos lacteos, margarinas, snaces, produtos pré-
fritos, creme de amendoim, biscoitos, dentre outros, também contém quantidades
consideraveis de éleos e gorduras (LAWSON, 1994).

Os lipidios constituem a alimentagdo humana, pois possuem importantes
fungdes nutritivas, fornecendo cerca de 9 kcal/g, isto €, um pouco mais que o dobro
do fornecido por carboidratos e proteinas. Sdo também transportadores de algumas
vitaminas, como A, D, E, e K, chamadas lipossoluveis, e pré-vitaminas, como 0s
carotenos, acido linoléico (C18:2w-6) e acido linolénico (C18:3w-3), que séao
considerados essenciais para o ser humano (KRUMMEL, 1998).

As gorduras conferem sabor agradavel aos alimentos, contribuem para
incrementar seu fla ore, assim como ocorre com as diversas especiarias, possuem
alta capacidade de reter aromas, possibilitando receitas culinarias e formas de
cozimento muito apreciadas, como as frituras, que proporcionam aos alimentos
submetidos a este processo, textura, aroma e sabor particulares (SALINAS, 2002).

Devido a tecnologia de alimentos foi possivel aumentar o numero de
alimentos gordurosos disponiveis para o consumo, como os diversos tipos de
margarinas, sﬂomeq n, , gorduras para fritura, etc. (SALINAS, 2002).

3.1.1. Composi¢ao quimica

Os acidos graxos, unidades fundamentais da maioria dos lipidios, sdo acidos
organicos, possuindo de 4 a 24 atomos de carbono. Podem ser de cadeias curtas (4
a 6 atomos de carbono), médias (8 a 12 atomos) e longas (mais de 12 carbonos).



Além do tamanho da cadeia de carbono, os acidos graxos se diferenciam pelo
namero e pela posi¢ao das duplas ligagdes (KRUMMEL, 1998).

Os acidos graxos sao classificados como saturados, mono e poliinsaturados,
dependendo do numero de duplas ligagcbes em sua cadeia de carbonos. Os
saturados nao contém dupla ligacdo entre os atomos de carbono, o0s
monoinsaturados contém uma Unica dupla ligacdo e os poliinsaturados possuem
duas ou mais duplas ligacbes (GUNSTONE, 1996). A Figura 1 ilustra a estrutura

quimica dos acidos graxos mono e poliinsaturado.

CH3_ (CH,);— CH==CH—(CHz)7__COOH

Acido oléico - monoinsaturado

CH3_ (CH,)g== CH— CH——CH == CH— (CHp); — COOH

Acido linoléico - poliinsaturado

Figura 1. Estrutura quimica dos &cidos graxos mono e poliinsaturado.

Nos 6leos e gorduras naturais, os acidos graxos insaturados tém, geralmente,
as ligagoes duplas na forma cis. A ligacao trans, uma forma de isomeria geométrica
da ligacao cis, aparece em pequenas quantidades nos acidos graxos dos 6leos e
gorduras vegetais, em quantidades relativamente maiores em 0Oleos e gorduras de
origem animal e, em grandes quantidades, em gorduras modificadas pelo processo
de hidrogenacéo (Figura 2) (SONNTAG, 1979).

CHs— (CHyp)7 H CHz;—(CHy)7 (CH,); — COOH
e AN e
C——C C——C
/ N\ / AN
H (CHu)7 — COOH H H
Acido elaidico (C18:1 trans) Acido oléico (C18:1 cis)

Figura 2. Estrutura quimica dos acidos graxos com ligagdes cis e trans.

Para a formacao da molécula de lipidio simples, € necessario que os acidos

graxos estejam esterificados a uma molécula de glicerol (Figura 3).



OH

Hg,CM
0
OH + OH 0
HO{ + HBCM —>H30\/\/\)\ 9 CH
o o o W 5

O

. + OH
Glicerol HSC\/M CH,
(0]

] Triacilglicerol
Acidos graxos

Figura 3. Formagao da molécula de triacilglicerol.

Quando uma molécula de glicerol é esterificada a uma molécula de &cido
graxo, tem-se o composto chamado monoacilglicerol. Esta molécula de glicerol pode
ainda formar di e triacilgliceréis, pela esterificacdo com duas ou trés moléculas de
acido graxo, sucessivamente. Assim, a partir dessa ligagdo é possivel formar os
mono, di ou triacilgliceréis, compostos que sao os lipidios mais abundantes na
natureza, além de serem responséaveis pelo transporte e armazenamento de acidos
graxos no organismo humano (GUNSTONE, 1996).

Os 6leos e gorduras comestiveis sao misturas de triacilgliceréis e numerosos
componentes minoritarios, como esterdis, tocoferdis, acidos graxos livres, mono e
diacilglicerois, pigmentos naturais, fosfatidios e tragcos de metais. Vale também
ressaltar que a composicao quimica e as propriedades fisicas de um éleo podem ser
influenciadas pelas condicoes de cultivo e praticas agricolas (WAN, 1995).

3.1.2. Oleo de soja

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o éleo de soja
refinado, objeto de interesse desta pesquisa, deve apresentar aspecto limpido e
estar isento de impurezas a 25°C, deve possuir cor, odor e sabor caracteristicos
(BRASIL, 1999). Suas propriedades fisicas e quimicas apresentam-se a seguir, na
Tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas do 6leo de soja.
0,919 - 0,925 (20°C/20°C)
0,914 - 0,922 (25°C/25°C)

Densidade relativa

indice de refragdo (np*°) 1,466 — 1,470
indice de saponificagdo (mg KOH/g) 189 - 195
indice de iodo (Wijs) 120 — 143
Matéria insaponificavel (g/100 g) maximo 1,5
Acidez (g acido oléico/100 g)
6leo refinado maximo 0,3
6leo semi-refinado maximo 0,5
6leo degomado maximo 1,0
6leo bruto maximo 2,0
indice de peréxido (meg/kg) méaximo 10
Fosforo (g/100 g) — 6leo degomado maximo 0,02

Fonte: BRASIL, 1999.

O Brasil é responsavel por cerca de 22% da producdo mundial de soja. E o
segundo maior produtor e exportador mundial de soja em grao, farelo e 6leo. O
complexo de soja € um dos itens principais da Balanca Comercial Brasileira,
representando mais de nove milhées de dolares em exportagées em 2005 (ABIOVE,
2007).

Com respeito as propriedades da soja, seu grao possui, aproximadamente,
40% de proteinas, 20% de lipidios, 17% de celulose e hemicelulose, 7% de
acucares, 6% de cinzas e 5% de fibra bruta (SIPOS; SZUHAJ, 1996).

A composigdo em acidos graxos do 6leo de soja € bem diversificada, mas
deve-se ressaltar que é rico em acidos graxos mono e poliinsaturados, como o oléico
e linoléico, respectivamente (Tabela 2).



Tabela 2. Composicao de acidos graxos do 6leo de soja.

Acido graxo Nomenclatura g/100 g
C<14 - <0,1
C14:0 miristico <0,5
C16:0 palmitico 7,0—-14,0
C 16:1 palmitoléico <05
C 18:0 estearico 1,4-5,5
C 18:1 oléico 19,0 -30,0
C 18:2 linoléico 44,0 - 62,0
C18:3 linolénico 4,0-11,0
C 20:0 araquidico <1,0
C 20:1 eicosendico <1,0
C 22:0 behénico <0,5

Fonte: BRASIL, 1999.

3.2. Fritura

A fritura por imersao € definida como a coc¢ao do alimento em éleo aquecido,
envolvendo transferéncia de calor e massa, o que compreende uma complexa
reacao entre o alimento e o meio de fritura. Existem dois tipos de fritura por imersao,
a continua e a descontinua. No processo de fritura continua, a fritadeira permanece
ligada por um longo periodo, e 0 aquecimento do éleo é permanente, enquanto na
fritura descontinua, o aquecimento do 6leo é fracionado, pois a fritadeira € ligada
apenas para um rapido momento de utilizacdo e desligada constantemente. A fritura
continua € normalmente utilizada pelo mercado industrial de snacks extrusados,
massas fritas, pré-fritura e fritura de batatas, ja a fritura descontinua é utilizada,
principalmente, pelo mercado institucional, que compreende as redes de fast food,
restaurantes, lanchonetes, cantinas escolares e pastelarias (SANIBAL; MANCINI-
FILHO, 2002).

Durante o processo de fritura o 6leo se incorpora ao alimento, modificando

suas propriedades nutricionais e sensoriais, atuando também como meio de



transferéncia de calor reutilizavel, muito mais eficiente que o forneamento e muito
mais rapido que o cozimento em agua (BLUMENTHAL, 1991).

O processo apresenta como caracteristica basica a utilizacdo de temperaturas
elevadas (160-180°C), capaz de transferir calor em pouco tempo de coccdo. A
temperatura interna do produto, exceto a da crosta, nao excede 100°C e ha perda
minima de compostos soluveis em agua (SAGUY; DANA, 2003).

Quanto ao tipo de éleo utilizado para a fritura, recomenda-se o emprego de
0leos com predominancia de acidos graxos monoinsaturados, anidridos, com
excelentes caracteristicas sensoriais e que possuam elevado ponto de fumaca
(MEHTA; SWINBURN, 2001). Devem possuir também baixo teor de acidos graxos
poliinsaturados, uma vez que estes sdo o0s principais responsaveis pelo processo
oxidativo (GUTIERREZ, 1998).

Diversos fatores influenciam a qualidade do meio de fritura, alterando a
estabilidade do 6leo empregado. Estes fatores podem ser a exposicdo ao oxigénio, a
contaminacao do 6leo com residuos provenientes de alimentos fritos e a presenca
de metais, contaminantes que aceleram a oxidagao lipidica (ALMEIDA et al., 2006).
A partir dai pode ocorrer o inicio de uma grande diversidade de rea¢des quimicas,
tais como: hidrélise, oxidacdo e polimerizacdo da molécula do triacilglicerol. Além
disso, 0s acidos graxos insaturados sdao mais sensiveis a oxidacdo do que os
saturados (TAKEOKA; FULL; DAO, 1997).

Porém, ha dois fatores benéficos quanto a manutencdo da qualidade dos
6leos e gorduras durante o processo de fritura. O primeiro é o vapor formado a partir
da umidade do alimento que elimina subprodutos do processo de oxidacao, através
do processo de ebulicdo e conseqlente eliminacdo de vapor, e 0 segundo é a
reposicdo de 6leo ou gordura durante o processo de fritura, os quais diluem os
subprodutos do processo de oxidacdo (SANIBAL; MANCINI-FILHO, 2002).

3.2.1. Alteragdes em 6leos e gorduras de fritura

Nos ultimos anos houve aumento no interesse sobre os efeitos fisiologicos
produzidos pelos compostos oriundos das reacdes oxidativas, ficando evidente que

quanto mais elevado e prolongado o aquecimento, e quanto mais insaturados os



respectivos acidos graxos componentes destes 6leos, maiores os efeitos deletérios a
satde do consumidor (MARQUEZ-RUIZ; PEREZ-CAMINO; DOBARGANES, 1990;
PAUL; MITTAL, 1997).

No processo de fritura, os triacilglicerois presentes em éleos séo hidrolisados
formando acidos graxos livres, glicerol, mono e diacilgliceréis. Estes compostos vao
se acumulando no éleo depois de repetidas frituras. Neste processo, pode ocorrer
também a oxidacdo lipidica, provocando a degradacado dos triacilglicerdis, o que
resulta na formacdo de perdxidos, moléculas instaveis e compostos polares
(polimeros, dimeros, triacilglicerdis oxidados, diacilglicerdis e acidos graxos livres).
Além disso, o glicerol pode decompor-se, perdendo as moléculas de agua e
formando acroleina. A acroleina, volatil a altas temperaturas, € um aldeido cujo odor
apresenta acao irritante para as membranas mucosas do nariz, garganta e tecido
macular (ALMEIDA et al., 2006).

Durante o processo de fritura, 6leos e gorduras estdo expostos a acao de
alguns agentes que contribuem para diminuir a qualidade e modificar sua estrutura.
Tais reacdes sdo extremamente complexas, podendo levar a formacdo de
numerosos produtos de polimerizacao (ANS; MATTOS; JORGE, 1999; MEHTA,;
SWINBURN, 2001). Relacionam-se abaixo essas reagoes:

e Alterag&o hidrolitica

A umidade proveniente do alimento, na forma de vapor, pode interagir com a
gordura quente, contribuindo para sua degradacao durante o processo de fritura. Os
triacilglicerdis, em contato com o vapor produzido, se decompdem em diacilgliceréis
e monoacilglicerdis, liberando uma ou duas cadeias de 4acidos graxos
(DOBARGANES; PEREZ-CAMINO; MARQUEZ-RUIZ, 1988).

As maiores alteragcdes ocorrem quando existe umidade no inicio do
aquecimento do Oleo ou durante o resfriamento, ja& que, durante a fritura, as
temperaturas de 180-185°C, este processo tem pouca relevancia, pois a umidade é
eliminada em forma de vapor. O resultado da hidrélise é o aparecimento de acidos
graxos livres, que podem produzir aromas desagradaveis, além da formacao de
fumaca (MONFERRER; VILLALTA, 1993).

e Alteragéo térmica
A alteracao térmica resulta na polimerizacao de 6leos e gorduras submetidos

ao processo de fritura. Neste mecanismo complexo, moléculas de polimeros com



alto peso molecular sdao formadas através de ligacbes carbono-carbono e/ou
carbono-oxigénio-carbono, envolvendo varios acidos graxos (NAWAR, 2000).

Os radicais livres podem combinar-se entre si ou com outros &cidos graxos
para formar compostos lineares mais ou menos longos e ramificados, ou compostos
ciclicos, especialmente no caso em que existam duplas ligacées que podem formar
isdbmeros. Esses polimeros, por serem de maior tamanho e peso molecular, tendem
a aumentar a viscosidade do éleo, favorecendo a formacao de espumas e, portanto,
a oxidagao. Os polimeros tendem a se formar na superficie do 6leo e a se depositar
nas laterais da fritadeira, formando uma pelicula muito aderente de consisténcia
plastica (MONFERRER; VILLALTA, 1993).

A formagdo de monbémeros ciclicos envolve uma molécula, enquanto a
polimerizacdo envolve duas ou mais moléculas. Entao, as condi¢cdes que favorecem
a formacédo de um destes produtos normalmente ndo favorecem a formacédo do
outro. Mudancas na configuracdo sao necessarias na ciclizacdo para formar
mondmeros ciclicos por condensacao intramolecular. Como resultado, alta energia
térmica € necessaria para a formagcdo destes compostos. Normalmente, grande
quantidade de monbdmeros ciclicos é formada no 6leo com alto teor de &cido
linolénico (WARNER, 2002).

Os dimeros sao formados na primeira etapa da polimerizagdo. Nas
polimerizacdes subsequientes, sdo formadas moléculas de alto peso molecular
(PAUL; MITTAL, 1997).

e Alteragédo oxidativa

Esta reacdo é desencadeada pela presenca do oxigénio atmosférico que, em
contato com o 6leo aquecido, induz a uma série de reacdes que levam a formacéao
de compostos como radicais livres, hidroperdxidos e acidos diendicos conjugados.
As reacoes quimicas que ocorrem durante o processo oxidativo também contribuem
para a formacgéo de produtos de decomposicao (WARNER, 2002). Estas reac6es de
oxidacao ocorrem mais facilmente nos lipidios insaturados e, como conseqiéncia de
tal alteracao, odores desagradaveis podem ser produzidos nos 6leos vegetais (LIMA;
GONCALVES, 1995).

O processo de autoxidagao lipidica pode ser dividido em trés etapas distintas,
originando produtos de degradacao, que alteram as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais do 6leo aquecido. Esta seqliiéncia de reacdes pode ser assim resumida:



a)

Iniciagdo. Nesta fase, formam-se os radicais livres (ROO* e R®), devido a perda
de um atomo de hidrogénio do grupo metileno adjacente a dupla ligacao, seja a
partir de um hidroperoxido (ROOH), favorecido pela alta temperatura e luz, ou a
partir de um &cido graxo (RH), devido a presenca de metais (ORDONEZ et al.,
2005);

Propagacgéo. Os radicais livres, suscetiveis ao ataque do oxigénio atmosférico
(O2), sdo convertidos em radicais peroxidos (ROO®) que, ao receberem um atomo
de hidrogénio de outro acido graxo insaturado (RH), formam hidroperoxidos
(ROOH) e radicais livres (ROO® e R®) que, por sua vez, contribuem para a reagédo
em cadeia. Em decorréncia da estabilizacdo por ressonancia de espécies
radicais, a seqUéncia de reacdo pode ser acompanhada pela mudanca na
posicdo da dupla ligacdo, dando origem a isémeros de hidroperdxidos que
freqientemente contém grupos dienos conjugados. Os hidroperdxidos formados
sao instaveis, podendo se decompor em compostos intermediarios (peroxila e
hidroxila), responsaveis pela formacao de aldeidos, alcoois, cetonas e acidos
(TOLEDO; ESTEVES; HARTMANN, 1985);

Término. A reducdo da quantidade de acido graxo presente no sistema provoca a
formacao de produtos estaveis (ROOR ou RR), resultantes da combinacao de
duas moléculas de radicais livres; estes sdo os produtos secundarios da
oxidagdo (epdxidos, compostos volateis e ndo volateis) (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

A Tabela 3 apresenta a sintese das principais alteracbées que ocorrem em

6leos e gorduras de fritura e os principais produtos formados em cada etapa da

oxidag&o lipidica.
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Tabela 3. Principais alteracées em 6leos de fritura.
Tipo de alteracao Principais compostos

lipidica Descrigao formados e alteracdes fisico-
quimicas
Hidrolise Decomposicao das Diacilglicerois,
moléculas de triacilglicerol monoacilglicerois, acidos
em glicerol e acido graxo graxos, gliceréis;
Diminui¢do do ponto de
fumaca
Oxidagéo Alteracao no sabor,
aroma, cor e valor
nutricional;
Formacéo de compostos
toxicos a saude
Primaria Reacéao do oxigénio com Formacao de hidroperoxidos
o Oleo a altas e dienos conjugados
temperaturas
Secundaria Fissao dos hidroperdxidos Formacgao de alcoois, acidos
a altas temperaturas carboxilicos acidos graxos
livres, compostos polares e
o-anisidina
Terciaria Polimerizacao dos Formacao de polimeros;
produtos da oxidagao aumento da viscosidade;
secundaria Escurecimento
Polimerizacao térmica  Polimerizacao Formacao de polimeros

Fonte: NAWAR, 2000.

3.2.2. Alteracgbes nutricionais causadas por éleos e gorduras de fritura

Os lipidios nos alimentos estao sujeitos a uma série de reacées que podem
levar a modificagdes na sua estrutura, devido a oxidagao lipidica, afetando o valor
nutricional e também os padrées de qualidade, como cor, odor, sabor e textura.
(DONNELLY; ROBINSON, 1995; HSIEH; KINSELLA, 1989). Estas alteracdes
deteriorativas podem ocorrer durante o processamento, distribuicdo e
armazenamento dos alimentos, tornando-os impréprios para o consumo (ARUOMA,
1993; FRANKEL, 1980; KUBOW, 1993; NAWAR, 2000).

Os acidos graxos insaturados sao as estruturas mais suscetiveis ao processo
oxidativo, havendo uma dependéncia direta entre o grau de insaturacdo e a
susceptibilidade a oxidacdo (COSGROVE; CHURCH; PRYOR, 1987).



As reacdes de oxidacdo de gorduras no organismo humano podem ser
associadas a diversos estados patolégicos e doencas (KEHRER, 1993). Além disso,
a ingestdo de alimentos que contém produtos da oxidacdo lipidica também
representa risco toxicologico crdnico ao ser humano (KUBOW, 1992).

Sao diversas as consequéncias nutricionais da oxidacao lipidica: destruicao
parcial dos acidos graxos insaturados essenciais linoléico e linolénico; formagao de
produtos secundarios da oxidagao lipidica (malonaldeido e outros compostos) e
compostos resultantes da reacao de Maillard, capazes de reagir com biomoléculas
(especialmente proteinas), diminuindo a absorcdo destas; irritacdo da mucosa
intestinal por peroxidos, podendo provocar diarréia e diminuir a capacidade de
absorcdo; e formacédo de lipidios oxidados que sdo antagonistas de diversos
nutrientes, como tiamina, riboflavina, acido ascérbico, vitamina Bj,, tocoferdis,
vitamina A, proteinas, lisina e aminoacidos sulfurados (FERRARI, 1998).

Quanto aos perodxidos, comprovou-se que afetam a atividade de diversas
enzimas, alteram as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que estdo envolvidas no
desenvolvimento de lesbes arterioscleréticas e interagem com o DNA, funcionando
como promotores da carcinogénese. Acredita-se que a oxidacado das LDL seja a
principal causa de doencas cardiovasculares e a decomposicdo de perdxidos
formados pela agédo da lipoxigenase pode ser o0 mecanismo inicial da oxidacao da
LDL (ARAUJO, 1999).

Outra consequiéncia da oxidacao lipidica em 6leos de fritura é a formacao de
acidos graxos trans, que também afetam diretamente as lipoproteinas séricas e
aumentam o risco de doencas cardiovasculares (WILLETT; ASCHERIO, 1994).

O uso continuo de dleos de fritura pode aumentar a concentracao de acidos
graxos trans devido a troca de acidos graxos que ocorre entre o alimento frito e o
6leo (ARO et al., 1998).

Em relacédo as deficiéncias nutricionais, a oxidacao lipidica esta envolvida na
patogenia da desnutricdo (SLATER et al., 1987) e nas patogenias de deficiéncias
vitaminicas (A, C, E) e de minerais (Cu, Se, Zn, etc.) (CHEW, 1993; DELMAS-
BEAUVIEUX et al., 1996). As deficiéncias nutricionais elevam o risco de infecgoes,
assim como as infecgdes elevam o risco de deficiéncias nutricionais.

Com a oxidacédo de lipidios, sdo formados diversos compostos oxidados e
outras substancias potencialmente tdéxicas. Assim, a ingestdo oral de produtos de

baixo peso molecular derivados da autoxidacado de éleos provoca degeneracéao de



tecidos linféides, caracterizada por focos de necrose no timo e nas placas de Peyer
(OARADA et al., 1988).

Em diversos estudos sobre a oxidagéo lipidica tem sido enfatizada a enorme
relevancia, em termos toxicologicos, de compostos carbonila de baixo peso
molecular, especialmente aldeidos, como o malonaldeido, a acroleina e outros
(ESTERBAUER, 1993; KUBOW, 1992). Estes diversos aldeidos, especialmente o
malonaldeido, sdo capazes de combinar-se com as mais diversas moléculas dentro
do organismo, provocando modificacdes de proteinas, lipidios, carboidratos e outras
reacdes, que resultam na lesdo do material genético e mutagdes, propriedades que
as espécies reativas de oxigénio também possuem (ESTERBAUER, 1993; KUBOW,
1992; LINDSAY, 1996).

3.3. Termoxidacao

Existe uma diversidade de estudos sobre os compostos originados durante o
aquecimento de 6leos em auséncia de alimento. A principal razao de escolher esse
tipo de procedimento deve-se a sua similaridade com o processo de fritura, visto que
0s compostos formados sao representativos dos originados durante a fritura comum,
porém, sem a interferéncia do alimento.

Este procedimento pode ser avaliado, quanto a formacdo de compostos
oxidativos, devido a formacdo dos acidos graxos livres, dienos conjugados,
compostos polares, viscosidade, ponto de fumacga, cor, indice de refracao,
estabilidade oxidativa, indice de iodo, indice de perdxidos e varios outros
compostos. Entretanto, a determinacdo dos compostos polares totais em gorduras
de fritura é a mais indicada para mensurar com maior confiabilidade o grau de
deterioracao de 6leos (TYAGI et al., 1996).

A oxidagdo na auséncia de alimento também é utilizada para estudar a
eficiéncia de antioxidantes contra a formacdo dos compostos degradativos,
prejudiciais a saude humana. Yanishlieva et al. (1997) estudaram o comportamento
antioxidante do extrato etanélico de segurelha-dos-jardins em 6leo de girassol, sob
termoxidacdo a 180°C e observaram que houve protecdo contra a formacgédo de

compostos oxidados por mais de 50 horas de aquecimento nessas condigdes.



Shyamala et al. (2005) também utilizaram termoxidacdo a 180°C de extratos
etandlicos de folhas de vegetais em 6leo de girassol para avaliar a capacidade
antioxidante e a protecdo contra os processos oxidativos, simulando, da mesma

forma, o processo de fritura por imerséo.

3.4. Teste acelerado em estufa

Os métodos de determinagdo da estabilidade oxidativa surgiram numa
tentativa de predizer a vida-de-prateleira de O&leos e gorduras, pois ©
acompanhamento das alteracGes ocorridas nestes produtos, nas condicées de
armazenamento, € lento e pode consumir grande quantidade de reagentes
(GORDON, 2001). A dificuldade, porém, esta em se trabalhar com temperaturas que
possibilitem correlagées com o comportamento ao ambiente.

A estabilidade de 6leos adicionados de antioxidantes pode ser avaliada pela
sua estocagem em condicbes normais de armazenamento e em condigdes
aceleradas, nas quais andlises peridédicas sao realizadas para acompanhar
alteragdes quimicas, fisicas ou sensoriais. Além disso, pode-se mensurar alteragdes
primarias e secundarias; contudo, ndo ha um padrdao para detectar alteracdes
oxidativas em todos os tipos de alimentos. Os métodos mais utilizados sao o Método
do Oxigénio Ativo (AOM) e o teste em estufa (“Schaal Oven Test”) (DUTTON, 1978;
FARIA, 1994).

Para se avaliar a estabilidade oxidativa ou a sua susceptibilidade a oxidagao,
o 6leo ou gordura € submetido ao teste de oxidacdo acelerada, sob condi¢des
padronizadas, em que um ponto final é escolhido, estado em que se observam
sinais de deterioracdo oxidativa. Para acelerar a oxidacdo, os testes incluem
elevacao de temperatura, adicdo de metais, aumento da pressdo de oxigénio,
estocagem sob luz e agitagdo. Porém, o aquecimento é o meio mais utilizado e
eficiente (FRANKEL, 1993; WAN, 1995).

Alguns dos métodos de avaliagdo da estabilidade oxidativa monitoram as
alteragdes ocorridas na amostra mediante andlises como: indice de peroxidos,
analise sensorial, determinacdo de dienos conjugados, analise de volateis, entre
outros (DROZDOWSKI; SZUKALSKA, 1987). A partir destes resultados obtém-se



como parametro o periodo de inducdo, que é definido como o tempo para se atingir
o nivel de rancidez detectavel ou mudanca surpreendente na taxa de oxidacao
(DROZDOWSKI; SKUKALSKA, 1987; FRANKEL, 1993; GARCIA-MESA; LUQUE DE
CASTRO; VALCARCEL, 1993; GUTIERREZ-ROSALES, 1989; LAUBLI; BRUTTEL,
1986).

No método de estufa, 50 a 100 gramas de 6leo sdo mantidos a 60-70°C em
estufa termostatizada até o aparecimento dos primeiros sinais de oxidagdo. As
amostras sdo examinadas em intervalos de tempo regulares, avaliando-se o estado
de oxidagado do produto sensorialmente ou, de modo alternativo, pela determinacéo
do indice de peroxidos. Ao detectar sensorialmente o primeiro sinal de rancidez ou
mudanca no indice de peréxidos determina-se o periodo de inducdao, medido em
dias ou horas (ANTONIASSI, 2001).

Para Frankel (1993), o método de estufa apresenta menores limitacbes que
outros métodos acelerados e o ponto final representa o maior grau de oxidacao da
amostra. Considera também que o resultado apresenta correlacdo com o ensaio de
vida-de-prateleira. Entretanto, Warner, Frankel e Mounts (1989) observaram que néao
existe padronizacao para o teste de estufa. Sdo empregados recipientes diferentes,
0 que implicaria em diferentes areas de exposi¢cdo ao ar, além de diferencas na
avaliacao sensorial, dependendo da equipe ou dos atributos utilizados.

Malcolmson et al. (1994) obtiveram diversos resultados para o 6leo de canola
submetido ao teste acelerado em estufa a 60°C, encontrando periodos de inducao
em torno de 2 a 4 dias, através da avaliacdo sensorial. O 6leo de canola estocado a
24°C, em embalagens de vidro e no escuro, permaneceu sem alteracdes sensoriais
por 16 semanas. Extrapolando os resultados, os autores consideraram que o 6leo de
canola, com estabilidade de 2 a 4 dias, no teste acelerado em estufa a 60-65°C,
pode ser aceitavel por pelo menos 16 semanas, quando estocado em temperatura
ambiente.

Segundo Wan (1995), o teste de estocagem acelerada em estufa possui
vantagens e desvantagens. Ele pode trazer uma solucdo para o problema da
estabilidade de 6leos, pois nao utiliza equipamentos de laboratério quando a
avaliagdo sensorial € utilizada para definir o ponto final da oxidag&o. Entretanto, o
teste requer uma grande quantidade de amostra e necessita de um longo periodo de

tempo (4-8 dias) para ser concluido. Consequentemente, embora os dados possam



ser correlacionados com a vida-de-prateleira do 6leo, o uso desta metodologia como
um teste de rotina é raro, a menos que painelistas estejam disponiveis.

3.5. Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que, em
concentragao consideravelmente menor que a do substrato oxidavel, retardam a
rancidez oxidativa, diminuindo a velocidade da reacao ou prolongando o seu periodo
de indugédo (HALLIWELL et al., 1995).

Considera-se como antioxidantes certas substancias presentes de forma
natural ou adicionadas intencionalmente as gorduras ou aos alimentos para retardar
o aparecimento dos fendmenos de oxidagdao, mantendo intactas suas caracteristicas
sensoriais (ORDONEZ et al., 2005).

O emprego de antioxidantes em formulagdes € muitas vezes empirico, de tal
modo que a garantia da sua eficacia nem sempre existe (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

Os antioxidantes adicionados aos alimentos devem cumprir uma série de
requisitos: ndo causar efeitos fisioldégicos negativos; ndo produzir cores, odores nem
sabores andmalos; serem eficazes em altas temperaturas, lipossoluveis e
resistentes aos tratamentos a que seja submetido o alimento; além disso, devem ser
de facil obtencao, ativos em baixas concentracdes e econdmicos (ORDONEZ et al.,
2005).

3.5.1. Mecanismo de acéao

Durante a oxidagdo de acidos graxos insaturados, via mecanismo de
formacao de radicais livres, os hidroperoxidos sao os primeiros produtos formados,
0s quais se degradam, liberando novos radicais livres e promovendo a continuidade
da oxidacao do 6leo e/ou gordura, além da formacéo de diferentes aldeidos volateis
(ARAUJO, 1999).



O antioxidante (AH) funciona removendo os radicais livres (R* ou ROQO") tao
logo estes sejam formados; portanto, sé sao eficientes quando a concentracdo do
ROQ’ é baixa, principalmente na fase inicial da oxidacdo. Quando os radicais livres
estdo presentes em concentracdes elevadas, o antioxidante é rapidamente
decomposto (YANISHLIEVA-MASLAROVA, 2001).

Para ser efetivo, o antioxidante tem de competir com o substrato (lipidio
insaturado), normalmente presente em concentracoes elevadas.

A constituicao molecular do antioxidante necessita ser mais do que a de um
doador de hidrogénio. E necessario também que o radical formado possua baixa
reatividade para ndo provocar reac¢des adicionais com os lipidios. A eficiéncia dos
antioxidantes fendlicos, portanto, depende da estabilizacdo (ressonancia) dos
radicais fenoxil, o que é determinado pelos grupos presentes no anel aromatico e
pelo seu comprimento (PRATT, 1996).

3.5.2. Classificacao

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de
acao como primarios ou secundarios. Alguns antioxidantes exibem mais de um
mecanismo de acédo ou atividade e, devido a isso, podem ser considerados como
antioxidantes de multipla funcao (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002).

Os antioxidantes primarios sao substancias capazes de interromper a cadeia
de reagdes, cedendo um hidrogénio a um radical lipidico livre e assumindo a forma
de radical (Figura 4). Como conseqiéncia, diminui o nimero de radicais livres,
reduz-se a velocidade da oxidacdo e prolonga-se o periodo de inducdo. Os
antioxidantes em forma de radical sdo estaveis e ndo reagem com os lipidios, mas
sim com outras moléculas similares, formando produtos n&o-radicais (SIMIC;
JAVANOVIC, 1994).

Os antioxidantes primarios mais utilizados sao os derivados orto e para dos
compostos fendlicos, ja que, devido a localizagdo do elétron entre duas formas de
ressonancia, constituem radicais livres estaveis. Utilizam-se com mais freqtiéncia os
ésteres do acido galico (galato de propila), terc-butilhidroquinona (TBHQ), butil-
hidroxianisol (BHA) e butil-hidroxitolueno (BHT) (RIZNER-HRAS et al., 2000).



AH +R* — RH + A’

AH + ROO®" — ROOH + A’

AH + RO" —» ROH + A’

A’ + A —» compostos ndo radicais

Onde:

ROOQ’ e R* — Radicais livres
AH — Antioxidante

A’ — Radical relativamente estavel

Figura 4. Mecanismo de acao dos antioxidantes primarios.

Os antioxidantes secundarios podem ser classificados como removedores de
oxigénio e agentes complexantes. Além disso, alguns antioxidantes primarios com
baixa atividade antioxidante podem ser combinados, atuando como sinergistas,
através de varios mecanismos. Podem atuar na regeneracdo do radical fenoxil,
doando hidrogénio e, consequentemente, regenerando o antioxidante primario.
Dessa forma, o antioxidante fendlico pode ser utilizado em baixas concentracbes se
o sinergista é simultaneamente adicionado ao alimento (ARAUJO, 1999).

Os removedores de oxigénio, como o acido ascérbico, palmitato de ascorbila,
sulfito e eritorbatos, reagem com o oxigénio livre, removendo-o do sistema fechado,
em situagdo na qual o oxigénio se encontra em quantidade limitada. O &cido
ascérbico reage diretamente com o oxigénio, formando o deidroacido ascdrbico,
eliminando o suprimento do oxigénio disponivel para a reacdo de autoxidacao
(PRATT, 1996).

Os agentes complexantes imobilizam ions metdlicos, aumentando
significativamente a energia de ativacdo das reacdes iniciais da autoxidacdo. A
utilizacdo de complexantes como acido citrico, EDTA (acido etilenodiamino tetra-
acético) e derivados do acido fosférico prolongam a vida Gtil do alimento. Eles nao
séo considerados antioxidantes, mas efetivos sinergistas tanto para os antioxidantes
primarios como para o0s removedores de oxigénio (REISCHE, LILLARD,
EITENMILLER, 2002).

Alguns procedimentos fisicos também podem atuar, protegendo os alimentos



da oxidacao lipidica. Baseiam-se no controle do conteddo em oxigénio, da umidade
relativa e da temperatura. Para evitar o contato do alimento com o oxigénio, utilizam-
se 0 acondicionamento a vacuo ou em atmosferas de nitrogénio, CO, ou misturas de
gases inertes em material impermeavel ao oxigénio. E importante evitar a auséncia
da agua nos alimentos desidratados ou, pelo menos manté-los em valores de ay
préoximos a 0,2, uma vez que, nessa zona, a velocidade de oxidacdo é mais baixa.
Finalmente, aconselha-se proteger os alimentos oxidaveis da luz, porque esta
catalisa as reacdes de iniciagdo (ORDONEZ et al., 2005).

3.5.3. Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos mais comuns, utilizados na industria de alimentos,
sdo os compostos fendlicos, como o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno
(BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e ésteres do acido galico, como o propil galato
(PG) (Figura 5) (KIKUGAWA; KUNUGI; KURECHI, 1990).

O BHA é uma mistura de dois isémeros, 2-BHA e 3-BHA, contendo 90% do 3-
isdmero. E altamente soltvel em dleos e gorduras e insolGvel em agua. Apesar de
ser vaporizado a temperatura de frituras, o residuo de BHA ainda confere protecao
consideravel aos produtos fritos e assados, como biscoitos, batata frita, amendoim
torrado, dentre outros. Em alimentos com baixo teor de gordura, como os alimentos
a base de cereais, puré de batata e misturas para bolos, o BHA é muito utilizado.
Funciona sinergisticamente com galatos, tocoferdis, BHT, TBHQ e &acido citrico
(PRATT, 1996).

O BHT possui propriedades similares ao BHA. Entretanto, ele ndo é tao
efetivo como o BHA, em razao da presenca de dois grupos butil, os quais conferem
maior impedimento estérico que o BHA, além de ser vaporizado mais facilmente
durante aquecimento. Pode ser utilizado sinergisticamente com o BHA, TBHQ e
acido citrico (COPPEN, 1994).
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Figura 5. Estrutura quimica dos antioxidantes sintéticos mais comuns.

O TBHQ é muito efetivo na estabilizagdo de éleos e gorduras, especialmente
em Oleos vegetais poliinsaturados bruto e refinado. Os dois grupos hidroxila na
posicdo para sdo o0s responsaveis pela atividade antioxidante. E estavel &
temperatura elevada e menos volatil que o BHA e BHT, sendo considerado o melhor
antioxidante para 6leos de frituras. Funciona sinergisticamente com o PG, BHA,
BHT, tocoferol, acido citrico e palmitato de ascorbila (BOSKOU, 1999).

Os galatos, utilizados como antioxidantes para alimentos, incluem os ésteres
do acido galico (acido 3,4,5-triidroxibenzdico): propila, octila e dodecila. Dos trés, o
galato de propila é o mais utilizado e eficiente. E menos soltvel em 6leo e gordura
que o BHA e BHT, além de apresentar significante solubilidade em agua. Atua
sinergistcamente com BHA, tocofer6is e TBHQ (REISCHE, LILLARD,
EITENMILLER, 2002).

Estudos toxicolégicos tém demonstrado a possibilidade desses antioxidantes
apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com animais (BOTTERWECK
et al., 2000). Por esse motivo, o uso de antioxidantes sintéticos é restringido em
alguns paises, visto que existe a possibilidade de terem efeitos indesejaveis para a
saude humana (ALMEIDA-DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000; CUVELIER;
BERSET; RICHARD, 1994).
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No Brasil, 0 uso desses antioxidantes é controlado pelo Ministério da Saude,
que limita a 200 mg/kg para BHA e TBHQ, e 100 mg/kg para BHT como
concentragdes maximas permitidas (BRASIL, 2001).

3.5.4. Antioxidantes naturais

Ervas e especiarias sdo utilizadas desde a pré-historia, ndo somente para
ressaltar as caracteristicas sensoriais dos alimentos, mas também para preserva-los.

Os compostos bioativos, com propriedades antioxidantes ocorrem
naturalmente nos alimentos, mas podem também ser provenientes de substancias
formadas durante o seu processamento. Os compostos fendlicos sao antioxidantes
naturais presentes em todas as partes dos vegetais e podem atuar como agentes
redutores, quelantes de metais e sequestradores de oxigénio singlete (SHAIDI;
JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

Alguns exemplos de antioxidantes fendlicos presentes em vegetais sdo os
flavondides, derivados do acido cindmico, cumarinas e tocoferéis. Varios estudos
tém sido realizados com a finalidade de isolar e identificar compostos fendlicos,
provenientes de fontes naturais, que apresentam atividade antioxidante. Alguns
destes compostos naturais tém sido extraidos de vegetais e produzidos
comercialmente (SHAIDI; NACZK, 1995).

Dentre as fontes de antioxidantes naturais pode-se citar a manga, o abacate,
o tamarindo e a jaca, que apresentam altas concentracées de compostos fendlicos,
encontrados em maior quantidade nas sementes, quando comparadas as por¢des
comestiveis (SOONG; BARLOW, 2004).

Além das sementes de frutas, ervas e especiarias, como o alecrim, a salvia e
o gengibre também podem ser considerados importantes fontes de antioxidantes
naturais. Quando adicionados em O6leo de palma refinado, branqueado e
desodorizado (RDB), utilizado para a fritura de batata chips, extratos de alecrim e
salvia combinados com &acido citrico foram capazes de minimizar a taxa de oxidacao
lipidica do éleo durante o processo de fritura descontinua, além de melhorar as
caracteristicas sensoriais do produto frito, tornando-o mais aceitavel para o consumo
(JASWIR; CHE-MAN; KITTS, 2000; SHOBANA; NAIDU, 2000).



3.5.5. Gengibre

O gengibre (Gengiber officinale), pertencente a familia Zingiberacea, € uma
planta herbacea perene, cujo rizoma é amplamente comercializado em funcao de
seu emprego alimentar e industrial, especialmente como matéria-prima para
fabricacdo de bebidas, perfumes e produtos de confeitaria como paes, bolos,
biscoitos e geléias (CORREA-JUNIOR; MING; SCHEFFER, 1994; DAHLGREN;
CLIFFORD; YEO, 1985; JOLY, 1985).

Nativo do sudeste da Asia, o gengibre é cultivado em areas tropicais como o
Sul da Jamaica, China, Nigéria e Haiti. E uma das especiarias mais importantes da
india (LANGNER; GREIFENBERG; GRUENWALD, 1998).

O gengibre fresco contém 80,9% de umidade, 2,3% de proteinas, 0,9% de
gordura, 1,2% de minerais, 2,4% de fibras e 12,3% de carboidratos. Os minerais
presentes no gengibre sao ferro, célcio e fésforo. Também contém vitaminas, como
a tiamina, riboflavina, niacina e vitamina C. Sua composi¢cdo varia com o tipo,
variedade, condicdes de plantio, secagem e armazenamento (GOVINDARAJAN,
1982).

Esta especiaria € comumente utilizada devido ao seu aroma doce e sabor
pungente. O rizoma de gengibre também é conhecido devido a sua atividade
antioxidante. Estas caracteristicas devem-se a presenca dos gingerois, gingerones e
shogaois. No gengibre fresco, os gingerois sdo 0os maiores componentes ativos
identificados, sendo que o 6-gingerol (5-hidroxi-3-metoxi fenil) € o constituinte mais
abundante da série dos gingerois (JITOE et al., 1992).

Em estudo realizado com rizomas de gengibre desidratado, a fracdo néo-
volatii do extrato de diclorometano foi obtida por separacdo de fases em
cromatografia de coluna (CC). A avaliacido dos compostos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) permitiu a identificacdo de mais de 30 compostos, 16 dos
quais ainda nao eram conhecidos. Estes compostos foram estruturalmente
classificados como compostos relacionados ao gingerol, cuja atividade antioxidante
foi verificada. Os compostos responsaveis por sua caracteristica pungente (Figura
6), 0 gingerol, o shogaol e o gingerone, apresentaram maior atividade antioxidante
(KIKUZAKI; NAKATANI, 1993; NAKATANI, 1997).

Em estudo realizado por Zancan et al. (2002), concluiu-se que a atividade



antioxidante da oleoresina de gengibre deve-se principalmente aos gingerois €

shogaois, substancias que conferem ao gengibre in natura seu sabor caracteristico.

O  OH O
OH,C OH,C
(CHz)sCHy 7 "(CHa)CHy
HO HO
Gingerol Shogaol
O
OH,4C
CHj
HO
Gingerone

Figura 6. Principais componentes encontrados no gengibre.

Na india foi realizado um estudo utilizando-se diferentes especiarias como
cebola, alho, horteld, gengibre, cravo e canela. Constatou-se a presencga de gingerol
e hexahidrocurcumina em extrato aquoso e etandlico (1:1) como substancias
antioxidantes do gengibre (SHOBANA; NAIDU, 2000).

3.5.6. Aspectos nutricionais dos antioxidantes

Os antioxidantes fendlicos BHA, BHT, TBHQ e PG sao os mais utilizados
atualmente nas industrias de alimentos. Existem limites maximos de ingestao,
estabelecidos pela legislacdo de varios paises, para cada tipo destes compostos,
mas pesquisas demonstram que 0 consumo excessivo pode causar sérios danos a
saude (PRATT, 1996).

A utilizacdo de antioxidantes sintéticos tem sido alvo de extensas discussoes
quanto a sua inocuidade. Este fato deve-se aos estudos que demonstram os efeitos
adversos a saude, causados pelos antioxidantes sintéticos, utilizados em alimentos
(MELO; GUERRA, 2002; YILDRIM; MAVI; KARA, 2002; ZHENG; WANG, 2001).



Existem evidéncias de que os radicais livres induzem os danos oxidativos nas
biomoléculas, afetando o sistema cardiovascular e favorecendo a manifestagdo de
doengas como cancer, o envelhecimento precoce, as doencas inflamatérias, dentre
outras (FINKEL; HOLBROOK, 2000; HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992).

Jeong et al. (2005) estudaram o efeito da ingestdo do BHA nas funcdes do
sistema reprodutivo de camundongos machos e fémeas. Foi demonstrado neste
estudo que, em altas doses, o BHA provoca disfun¢des no sistema reprodutivo dos
animais, altera¢des nos niveis hormonais e no tamanho dos érgdos sexuais, além de
lesbes histoldgicas na glandula tiredide.

Porém, quando ingeridos em niveis adequados, estes aditivos alimentares
possuem acgao anticarcinogénica, atuando como sequestradores de radicais livres no
metabolismo humano (WILLIAMS; IATROPOULOS; WHYSNER, 1999).

As espécies reativas de oxigénio incluem os radicais peroxido (O), radicais
hidroxila (OH’), oxigénio singlete ('O,) e peréxido de hidrogénio (H.0), e sdo
geradas em reacdes de oxidacdo biolégica, devido a presenca de atomos de
oxigénio (CERRUITTI, 1991; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990). Os antioxidantes
sdo introduzidos na alimentacdo com o objetivo de minimizar a agdo destes
compostos reativos.

Os antioxidantes sequestradores de radicais livres sdo conhecidos por
possuirem acdo preventiva e terapéutica, fato que incentiva as pesquisas
relacionadas ao potencial antioxidante de plantas medicinais na industria
farmacéutica (NOGUCH]I; NIKKI, 2000; VISIOLI; BORSANI; GALLI, 2000).

Na industria de alimentos, a utilizacdo de antioxidantes seqliestradores de
radicais livres tem sido uma maneira efetiva de retardar a oxidacao lipidica. Os
antioxidantes sintéticos, como o BHA e o BHT, sdo mundialmente utilizados.
Entretanto, a demanda por aditivos naturais tem aumentado, favorecendo a
substituicdo dos aditivos sintéticos por alternativas naturais (BRANEN, 1975).

Os antioxidantes naturais utilizados atualmente, incluindo os tocoferdis, séo
menos efetivos que os sintéticos, tornando necessaria a identificacdo de novos
antioxidantes naturais como aditivos seguros e efetivos na industria de alimentos
(WANASUNDARA; SHAIDI, 1998).

Diante disso, faz-se necesséaria a identificacdo e purificacdo de novos
compostos antioxidantes, provenientes de fontes naturais, que possam atuar

sozinhos ou sinergisticamente com outros aditivos, como alternativa para prevenir a



deterioracdo oxidativa de alimentos e substituir 0 uso dos antioxidantes sintéticos
(MELO; GUERRA, 2002).

3.5.7. Extrac&o de antioxidantes naturais

Para a identificacao e isolamento de compostos bioativos em fontes naturais,
como frutas, sementes, ervas e especiarias, € necessaria a realizagao da extracao,
conduzida utilizando-se solventes com diferentes polaridades. Pesquisas enfocam o
estudo destas extragdes com o objetivo de comparar seus resultados e encontrar a

melhor alternativa para a aplicacao em alimentos.

3.5.7.1. Extragcdo com solventes organicos

A extracdo com solventes é freqientemente utilizada para o isolamento dos
compostos bioativos, permitindo a obtencdo do rendimento da extracdo e a
determinacao da atividade antioxidante dos extratos, que sdo dependentes do tipo
de solvente, devido as diferencas nos potenciais antioxidantes e a polaridade dos
compostos (JULKUNEM-TIITO, 1985; MARINOVA; YANISHLIEVA, 1997).

Nao existe nenhum sistema de extracdo com solventes que seja satisfatorio
para o isolamento de classes especificas de antioxidantes naturais. Tal fato deve-se
a natureza quimica dos compostos, que pode ser polar ou apolar, a grande
variedade de compostos bioativos, como os acidos fendlicos, antocianinas e taninos,
a variagdo na quantidade presente nos alimentos, além da possibilidade de
interacao dos fendlicos com carboidratos, proteinas e outros componentes (SHAIDI;
NACZK, 1995).

Etanol e agua sao os solventes mais empregados para a extracdo de
antioxidantes por razées de higiene e abundancia, respectivamente. Estudos
comparativos sao necessarios para a selecao do solvente 6timo, pois a atividade
antioxidante depende dos compostos polifendlicos, uma vez que a atividade



antioxidante maxima é exigida para se atingir uma melhor eficiéncia. Solventes como
o acetato de etil, etanol e metanol, extraem compostos mais bioativos em sementes
de tamarindo, apresentando atividade inibidora de peroxidagao lipidica comparavel
com a do a-tocoferol (MOURE et al., 2001).

O tempo de extracdo é também um fator que afeta consideravelmente a
recuperacao dos polifendis. O periodo de extracdo deve variar de 1 minuto a 24
horas. No entanto, longos periodos de extracdo aumentam a possibilidade de
oxidacao dos fendlicos, a menos que agentes redutores sejam adicionados ao
solvente do sistema (SHAIDI; NACZK, 1995).

A temperatura afeta a estabilidade dos compostos polifendlicos, durante a
desidratacao e extracao, devido a degradacdes quimicas e enzimaticas, volatilizacao
dos compostos, ou decomposicao térmica, que tem sido apontada como o maior
mecanismo causador da reducdo no conteudo de polifendis. Na decomposicéao
térmica, os fenodis podem reagir com outros componentes, impedindo sua extracdo
(KIM et al., 2005).

A extracao sob temperaturas brandas é desejavel nos casos em que alguns
compostos podem ser degradados, como por exemplo, 0 acido carnédsico, presente
nos extratos de alecrim e, por esta razdo, a extragdo com fluido supercritico é

utilizada, pois preserva a a¢do antioxidante dos extratos (IBANEZ et al., 1999).

3.5.7.2. Extracao supercritica

A extracao com solventes é um método de separacgao facil e conveniente que
pode ser realizada em condi¢gdes ambiente, mas deve-se levar em consideracdo os
efeitos toxicos causados por residuos. A extragdo com fluidos supercriticos, por sua
vez, é considerada desejavel, pois nao libera residuos toxicos de solventes no
ambiente (JASWIR; CHE-MAN; KITTS, 2000).

Quando um fluido é submetido a pressao e temperatura acima de seu ponto
critico, ele torna-se um fluido supercritico. Sob estas condicdes, varias propriedades
dos fluidos sao alteradas, tornando-se parecidas com as de alguns gases e liquidos.
A densidade do fluido supercritico é similar a dos liquidos, sua viscosidade é similar
a dos gases e sua capacidade de difusdo é intermedidria entre os dois estados.



Portanto, o estado supercritico de um fluido pode ser definido como um estado no
qual liquido e gas sao indistinguiveis entre si (HINNEBURG; DORMAN; HILTUNEN,
2005).

Devido a sua baixa viscosidade e alta capacidade de difusdo, os fluidos
supercriticos possuem propriedades de transporte melhores que as dos liquidos,
podendo difundir-se facilmente através de materiais sélidos, resultando em melhores
rendimentos nas extracées. O diéxido de carbono (COy) é o fluido mais utilizado
devido a sua moderada temperatura (31,3°C) e presséao critica (72,9 atm), sendo
gasoso em temperatura ambiente. Entretanto, o CO, supercritico, devido a sua baixa
polaridade, € menos efetivo na extracdo de compostos com maior polaridade, em
fontes naturais, mas este fato é superado com a adicdo de modificadores, também
conhecidos como co-solventes (DEL VALLE; AGUILLERA, 1999; RAVENTOS;
DUARTE; ALARCON, 2002).

As industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas tém interesse nesta
tecnologia para a substituicAo dos processos de extracdo convencionais, como a
extracdo com solventes organicos e a hidrodestilacdo para obtencdo de O6leos
essenciais e oleoresinas. A extracao supercritica produz extratos livres de residuos e
pode ser conduzida em baixas temperaturas, preservando a qualidade de
compostos termo-sensiveis (ZANCAN et al., 2002).

Luengthanaphol et al. (2004) investigaram o rendimento e a atividade
antioxidante em extratos de sementes de tamarindo (Tamarindus indica L.) extraidos
com CO; supercritico, e co-solvente etanol 10%, além da extragdo com os solventes
etanol e acetato de etil. Concluiram que na extracao com fluido supercritico houve
baixo rendimento, porém a adicdo do co-solvente melhorou significativamente a
extragdo dos antioxidantes. A extragdo mais efetiva foi aquela em que utilizaram o
etanol como solvente, na qual obtiveram menores valores no teste de peroxidos.

A extracdo de compostos antioxidantes em ervas e especiarias tem
demonstrado maior eficiéncia quando submetidas a extracdo supercritica, com COs..
O rendimento e a atividade antioxidante de extratos de alecrim demonstraram
resultados mais satisfatorios nestas condicdes, quando comparados com extratos
submetidos a hidrodestilagdo e extracdo com etanol e hexano (CARVALHO JUNIOR
et al., 2005).

Grigonis et al. (2005) estudaram a acao antioxidante de extratos de erva-doce

americana, utilizando trés tipos de extracdo; na primeira utilizaram aparelho Soxhlet,



na segunda, microondas e, na terceira, diéxido de carbono supercritico, que foi
considerado o método de extracao mais eficiente com relacdo ao rendimento dos
extratos e a concentragdo de compostos bioativos, além dos aspectos ambientais.

Em folhas de boldo, os extratos obtidos sob alta pressdo com CO-
supercritico apresentaram menor atividade antioxidante que aqueles obtidos com
agua quente pressurizada, em temperatura de 110°C, e aqueles extraidos em
aparelho Sohxlet com metanol (VALLE et al., 2005). Extratos de Aloe Vera (Aloe
barbadensis Miller) obtidos com CO. supercritico apresentaram menor atividade
sequestradora de radical livre que os extratos etandlicos, porém apresentaram maior
atividade antioxidante que o a-tocoferol e o BHT (HU; HUH; XU, 2005).

3.5.8. Identificacdo de antioxidantes naturais

Os antioxidantes sao utilizados em uma grande variedade de alimentos e sua
acao pode variar, dependendo das condicdes de temperatura, composi¢cdo quimica
do alimento e disponibilidade de oxigénio.

Existem diversos métodos utilizados para auxiliar na identificacado de
antioxidantes naturais, como o método TBA (valor do acido tiobarbitdrico), a
determinacdo dos compostos fenodlicos totais, o sistema do [-caroteno/acido
linoléico, a cromatografia liquida (HPLC), e os métodos de deteccdo de
sequestradores de radicais livres, como o0 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) e o 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH).

No teste do DPPH, a acado do radical DPPH é acompanhada pelo
monitoramento da diminuicdo da absorbancia a 515 nm, que ocorre devido a sua
reagdo com algum antioxidante ou com algum radical livre (R*) (BRAND-WILLIAMS;
CULIVER; BERSET, 1995).

A rapida reacdo do radical DPPH ocorre com alguns compostos fendlicos,
como, por exemplo, o a-tocoferol; porém, reagdes secundarias mais demoradas
também podem causar uma diminuicdo progressiva na absorbancia, mas a reacao
nao permanece estavel por muitas horas (GORDON, 2001).

Estudos nos quais o0 método DPPH tem sido utilizado demonstram a agéao do



radical em um periodo de 15 a 30 minutos. Os resultados sdo expressos como ECsy,
que significa a concentracdo de antioxidante necessaria para inibir 50% do radical
DPPH em um determinado periodo de tempo (GORDON, 2001).

Iniumeros compostos naturais encontrados em frutas, cereais, vegetais e
especiarias apresentam atividade antioxidante. Entre os mais importantes
antioxidantes naturais estdao os compostos fenélicos (flavondides, acidos fendlicos e
taninos), compostos nitrogenados (alcaléides, aminoacidos, peptidios, aminas e
derivados da clorofila), carotendides, tocoferdis e acido ascérbico (AMAROWICZ et
al., 2004).

Os compostos fendlicos funcionam como sequestradores de radicais livres e,
algumas vezes, como quelantes de metais (SHAIDI; JANITHA; WANASUNDARA,
1992), agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo
oxidativo. Os produtos intermediarios, formados pela acdo das substancias
antioxidantes, sé@o relativamente estaveis devido a ressonéncia do anel aromatico
apresentada pelos compostos fendlicos (NAWAR, 2000). Essas substéncias e
alguns de seus derivados sao, portanto, eficazes para prevenir a oxidagao lipidica;
entretanto, poucos sao os permitidos para uso em alimentos, devido principalmente
a sua toxicidade (SHAIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992).

Os antioxidantes fendlicos aplicados em alimentos pelas industrias sdo os
antioxidantes sintéticos BHA, BHT, TBHQ, PG, dentre outros. Porém, estudos estao
centralizados nos compostos fendlicos de origem vegetal, pois eles agem como
receptores de radicais livres, interrompendo a reacdo em cadeia provocada por
estes, além de atuarem também nos processos oxidativos catalisados por metais,
tanto in vivo, como in vitro (DONNELLY; ROBINSON, 1995; SOARES, 2002).



4. MATERIAL E METODOS

4 1. Material

4.1.1. Oleo

Para a realizagdo do experimento foi utilizado 6leo de soja refinado (OSR),
sem adicdo de antioxidantes sintéticos, em embalagens contendo 900 mL,
adquiridos no comércio do municipio de Uberlandia-MG.

4.1.2. Gengibre

Neste trabalho, utilizou-se aproximadamente 1 kg de rizomas de gengibre
(Gengiber officinale) in natura, adquiridos no comércio local do municipio de Séo
José do Rio Preto-SP. Os rizomas de gengibre in natura foram fatiados, colocados
em bandejas de aluminio e desidratados em estufa com circulagdo de ar a
temperatura de 55°C durante, aproximadamente, 24 horas. Apds a desidratacao, o
material foi triturado em moinho de facas, até se transformar em pé fino. O gengibre
em po6 foi armazenado em embalagem de vidro tampada, inertizado com fluxo de
nitrogénio e congelado a -18°C até o momento da utilizagéo.

4 1.3. Antioxidantes

O antioxidante sintético utilizado foi o TBHQ, apresentado na forma de pé,
cedido pela empresa Danisco S/A.

O extrato etandlico de gengibre foi obtido de acordo com a metodologia
descrita por Rehman, Salariya e Habib (2003). O gengibre desidratado (10 g) foi
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mantido sob agitacdo permanente em etanol (100 mL), a temperatura ambiente (25
+ 2°C) durante 12 horas e, em seguida, centrifugado a 3.000 rpm, por 10 minutos.
Apés a transferéncia do sobrenadante, o precipitado foi novamente submetido ao
processo de extragdo nas mesmas condicbes anteriormente explicitadas, e o0s
sobrenadantes resultantes de cada extracdo foram combinados. Em seguida,
procedeu-se a remocéao do solvente utilizado para a obtencédo do extrato etandlico,
sob pressao reduzida a 40°C, com o objetivo de determinar, por pesagem direta, o
rendimento da extracdo. O extrato obtido foi entdo ressuspenso em etanol, obtendo-
se uma solugao-estoque, utilizada para aplicacao direta no 6leo de soja refinado,
empregado nos Ensaios Il e lll.

Em estudos anteriores ficou comprovado que a extracdo dos compostos
bioativos do gengibre € mais eficiente quando se utilizam solventes com polaridade
intermediaria (KAUR; KAPOOR, 2002; MANSOUR; KHALIL, 2000; NOBREGA et al.,
1997; REHMAN; SALARIYA; HABIB, 2003). E, devido a isso, o etanol foi
selecionado para esta pesquisa. Além disso, sabe-se também que o etanol nao € um
solvente toxico e os residuos gerados pela extracdo ndo causam agressoes ao meio

ambiente.

4.1.4. Reagentes e solugdes

Etanol P. A., DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), reagente de Folin-Ciocalteau,
acido galico P. A., carbonato de sodio 20%, solu¢do de acido acético/cloroférmio
(3:2); solucao saturada de iodeto de potassio; solucéo de tiossulfato de sddio 0,01 N;
solucao aquosa de amido 1%; solugdo de hexano/éter etilico (90:10) e iso-octano
das marcas Vetec, Dindmica, Synth, Merck, grau P. A.

4.1.5. Equipamentos

e Processamento do gengibre: moinho de facas, marca Marconi, modelo MA 340;
estufa com circulacao de ar, marca Marconi, modelo MA 035;



e Extracdo: mesa agitadora orbital, marca Tecnal, modelo TE 141;

¢ Atividade antioxidante e compostos fendlicos totais: espectrofotdmetro, marca
Shimadzu, modelo UV mini 1240;

e Termoxidacao: chapa de aquecimento, marca Quimis, modelo 308-26;

e Aquecimento em estufa: estufa para secagem e esterilizagdo, marca Odontobras,
modelo EL1-3;

e Estabilidade oxidativa: registrador e bloco Rancimat, marca Metrohm, modelo 743;

e Compostos polares totais: evaporador rotativo, marca Quimis, modelo Q 344B2;
banho ultratermostatizado, marca Marconi; bomba de vacuo, marca Marconi,
modelo MA 057; banho-maria, marca Fisaton;

¢ Dienos conjugados: espectrofotdmetro, marca Shimadzu, modelo UV mini 1240;

e Uso geral: balanga analitica, marca Ohaus, modelo AS200S; balanca semi-
analitica, marca Marte, modelo AS 2000C; estufa para secagem e esterilizacao,
marca Odontobras, modelo EL1-3; freezer vertical 240 L, marca Cénsul.

4.2. Procedimentos experimentais

4.2.1. Ensaio | — determinacdo da atividade antioxidante

Apoés a obtencao do extrato etandlico de gengibre, foi determinada a atividade
antioxidante, utilizando o método do radical livre DPPH, descrito por Mensor et al.
(2001). Esta metodologia permite a determinacao do valor ECsy (ug/mL), definido
como a concentracdo de extrato natural suficiente para atingir 50% da atividade
antioxidante maxima, estimada em 100%, obtido por regressao linear.

Os compostos fendlicos totais foram quantificados colorimetricamente no
extrato etandlico de gengibre pelo método de Folin-Ciocalteu. Este método baseia-
se na reducao dos acidos fosfomolibdico e fosfotungstico em solugéo alcalina, e é o
mais utilizado para a determinacdo de compostos fendlicos totais em alimentos. A
cor azul produzida pela reducdo do reagente Folin-Ciocalteu pelos fendlicos é
medida espectofotometricamente, no comprimento de onda de 765 nm



(SINGLETON; ROSSI, 1965). Para a quantificacdo, foi feita uma curva padrao
utilizando acido galico em concentracbes de 0 a 500 mg/L. O coeficiente de
correlagdo da curva analitica foi de 0,9995.

Em seguida, determinou-se a concentracdo mais eficiente do extrato etandlico
de gengibre, a ser aplicado no 6leo de soja nos Ensaios Il e lll. Para isso foi avaliada
a estabilidade oxidativa, utilizando-se o método do Rancimat, com fluxo de ar de 20
L/h e 100°C. Foi selecionada a concentracdo que apresentou maior periodo de
inducdo, expresso em horas.

No éleo de soja refinado (isento da adicdo de antioxidantes sintéticos) foi
adicionado o extrato de gengibre nas concentracdes apresentadas na Tabela 4.
Deve-se ressaltar que o Ensaio | foi conduzido em duas repeticoes.

Tabela 4. Concentragbes de extrato natural adicionadas ao éleo de soja.

Tratamentos Concentracdes de antioxidante (mg/kQ)

Controle

500 de extrato de gengibre
1.000 de extrato de gengibre
1.500 de extrato de gengibre
2.000 de extrato de gengibre

m m O O @

2.500 de extrato de gengibre

Apesar da legislacao brasileira permitir a adicao de até 200 mg/kg de TBHQ
em Oleos refinados, a concentracdo do antioxidante sintético selecionada foi de 50
mg/kg, pois esta é a concentragdo normalmente aplicada pelas industrias brasileiras
de dleos.

4.2.2. Ensaio Il — teste acelerado em estufa

Quatro tratamentos foram submetidos ao teste de oxidacdo acelerada em
estufa a 60°C:
e Oleo de soja refinado, sem adicdo de antioxidantes — controle (OSR);



¢ Oleo de soja refinado, com adigdo da concentracdo de extrato de gengibre mais
efetiva no Ensaio | (OSR + EG);

« Oleo de soja refinado, com adicdo da concentracdo de 50 mg/kg de TBHQ (OSR +
TBHQ);

¢ Oleo de soja refinado, com adicdo da mistura da concentragdo mais efetiva de
extrato de gengibre no Ensaio | e 50 mg/kg de TBHQ (OSR + M).

As amostras submetidas em estufa a 60°C foram avaliadas nos intervalos 0,
3, 6,9 e 12 dias. O Ensaio Il foi conduzido em duas repeticoes.

No teste de estocagem em estufa, os tratamentos foram conduzidos em
estufa aquecida, utilizando-se béqueres de 50 mL contendo 40 mL de 6leo com
relacdo superficie/volume 0,3 cm™. Esse valor corresponde aquele normalmente
utilizado nas frituras em fritadeiras. A temperatura utilizada foi 60°C, normalmente
utilizada em testes de estocagem acelerada. O aquecimento foi conduzido de modo
continuo por 12 dias e amostras foram recolhidas a cada trés dias (0, 3, 6, 9 e 12
dias). A temperatura foi controlada com auxilio de termémetro.

Todas as amostras, a diferentes intervalos de tempo, foram recolhidas em
frasco ambar e armazenadas com fluxo de nitrogénio a temperatura de
aproximadamente -18°C até o momento das analises.

4.2.3. Ensaio Il — termoxidacao

Quatro tratamentos foram submetidos a termoxidagdo em chapa de
aquecimento a 180°C. Os tratamentos utilizados foram os mesmos do Ensaio Il:
OSR, OSR + EG, OSR + TBHQ e OSR + M.

Foi avaliada a evolucdo da oxidagao das amostras nos tempos 0, 4, 8, 12, 16
e 20 horas de termoxidacdo em placa, sob aquecimento a 180°C. O Ensaio lll foi
conduzido em duas repetigdes.

Os ensaios de termoxidacdo para os tratamentos citados foram conduzidos
em chapa aquecida, utilizando-se béqueres com as mesmas caracteristicas do teste
acelerado em estufa. A temperatura utilizada foi 180 + 5°C, comumente utilizada em

frituras por imersdo. O aquecimento foi conduzido de modo descontinuo por



diferentes periodos de tempo (0, 4, 8, 12, 16 e 20 horas), controlando-se a
temperatura com auxilio de termémetro.

As amostras dos diferentes intervalos de tempo foram recolhidas em frasco
ambar e armazenadas com fluxo de nitrogénio a temperatura de - 18°C até o

momento das analises.

4.3. Métodos

As amostras aquecidas em estufa foram analisadas quanto ao indice de
peroxidos e dienos conjugados e as amostras termoxidadas foram analisadas
quanto a estabilidade oxidativa, compostos polares totais, indice de peréxidos e
dienos conjugados.

4.3.1. Atividade antioxidante — método do radical livre DPPH

Este procedimento foi descrito por Mensor et al. (2001). Preparou-se uma
solucdo etandlica com concentracdo de 1 mg/mL de extrato de gengibre. Cada
amostra desta solucdo (2,5 mL) foi adicionada a 1 mL de solugédo de DPPH (0,3 mM)
em diferentes concentragdes (125, 100, 50, 25 e 10 ug/mL). Apds o tempo de reacao
de 30 minutos, a absorbéancia foi lida em 518 nm e convertida em porcentagem de
atividade antioxidante (AA) por meio da seguinte formula:

AA (o/o) = 100 - {[(AbSamostra - AbSbranco) X 100] / AbSComr0|e}

Um controle foi feito com 2,5 mL de etanol e 1 mL de DPPH (controle
negativo) e um branco foi realizado para o extrato (2,5 mL) contendo 1 mL de etanol,
para todas as concentragoes.



4.3.2. Compostos fendlicos totais

A quantificacdo de compostos fendlicos totais foi determinada por
espectrofotometria, por meio do reagente de Folin-Ciocalteu, segundo a metodologia
descrita por Singleton e Rossi (1965).

Neste procedimento, pipetou-se 100 pyL da solugdo de extrato natural em
tubos de ensaio e adicionou-se 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteau. Em
seguida, adicionou-se 1,5 mL de solucao saturada de carbonato de sédio 20% e 6
mL de agua destilada.

Essa mistura permaneceu em repouso por 2 horas em temperatura ambiente,
e a absorbancia foi determinada a 765 nm.

O acido galico foi utilizado para fazer a curva padrao e o resultado foi
expresso em miligramas de equivalentes de acido galico por grama de extrato

(mg/g).

4 .3.3. Estabilidade oxidativa

A estabilidade de dleos é definida como o tempo para se atingir nivel de
rancidez detectavel ou surpreendente mudancga na taxa de oxidagao (ANTONIASSI,
2001). Essa estabilidade foi determinada pelo método proposto pela AOCS Cd 12b-
92 (1993) utilizando-se o equipamento Rancimat, que é baseado na determinacao
da condutividade elétrica dos produtos volateis de degradacéo.

Por este método, uma curva é automaticamente registrada no decorrer da
reacao e do teste, cujo periodo de inducao é determinado em horas.

Foi utilizado o equipamento Rancimat modelo 743, marca Metrohm, nas
seguintes condicdes: 3 g de 6leo; fluxo de ar de 20 L/h; temperatura de 100°C e 60

mL de agua destilada nos frascos contendo os eletrodos.



4.3.4. Compostos polares totais

A base do método é a separacdo da amostra do Oleo, utilizando-se
cromatografia de adsorcao, em duas fracdes de diferentes polaridades, que podem
ser determinadas gravimetricamente. Foi aplicado o método cromatografico proposto
por Dobarganes; Velasco; Dieffenbacher (2000).

Para o preparo da amostra, 1 g de 6leo foi transferido quantitativamente com
cerca de 1 mL de uma mistura de hexano:éter etilico (90:10) para uma coluna de
vidro, com 1 cm de didmetro e 30 cm de comprimento.

Para o preparo da coluna, 5 g de silica gel (previamente seca em estufa a
105°C/1 hora, resfriada a temperatura ambiente em dessecador e agitada em
erlenmeyer de 250 mL com tampa para homogeneizacao das particulas/10 minutos)
foram pesados em um béquer de 50 mL e adicionados a cerca de 11 mL de
hexano:éter etilico (90:10). Essa mistura foi transferida de uma s6 vez a coluna, cuja
extremidade inferior foi revestida por uma camada de algodao. A silica residual foi
lavada com hexano:éter (90:10) e, em seguida, adicionada a cerca de 1 g de areia
do mar para facilitar a posterior fixagdo da amostra. A fragao apolar foi eluida com 50
mL da solugdo hexano:éter etilico (90:10) e recolhida em baldo previamente tarado.
O solvente foi eliminado em evaporador rotativo com banho de agua a 60°C e
sistema de vacuo. Posteriormente, o baldo foi colocado em banho-maria a 100°C,
por aproximadamente 1 hora. Em seguida, o baldo foi levado a estufa até a
eliminagdo completa dos solventes. Depois de resfriado em dessecador, foi efetuada
a pesagem da fracao.

O teor de triacilglicer6is nao alterados, fragdo apolar, foi calculado pela
formula:

Fracao apolar (%) = % 100

Onde:
P = peso da fracdo apolar, em gramas;
P = peso da amostra adicionada a coluna, em gramas.
O teor de compostos polares, fracdo polar, foi calculado a partir dos
triacilgliceréis nao alterados, considerando-se que os compostos polares retidos

estivessem incluidos na fragéo polar.



Fracdo polar (%) = 100 — Fracao apolar

4.3.5. indice de peréxidos

Denomina-se indice de peroxidos a quantidade de oxigénio ativo, calculada
em miliequivalentes, contida em um quilograma de déleo medida a partir do iodo
liberado do iodeto de potassio pelos perdxidos presentes no 6leo. Esse indice foi
determinado segundo a norma da AOCS Cd 8-53 (1993), através da dissolucao de 5
g de 6leo em 25 mL de solugéo acido acético:cloroférmio (3:2) e da adicdo de 1 mL
de solucdo saturada de iodeto de potassio, seguidas de repouso no escuro por 5
minutos.

Na sequliéncia, foram adicionados 75 mL de agua destilada e 1 mL de solucao
aquosa de amido 1%, seguida de titulagcdo com solucao de tiossulfato de sédio 0,01
N. O volume gasto do titulante até o desaparecimento da cor azul indicou a
concentracao de perdéxidos em meqg/kg, através da férmula:

(A-B).M. 1000
P

indice de Peréxidos (meq Oa/kg 6leo) =

Onde:

A = volume de Na,SOj3; gasto na titulagdo da amostra, em mL;
B = volume de Na,SOj; gasto na titulacdo do branco, em mL;
M = molaridade exata da solucao de Na,SOs;

P = peso da amostra, em gramas.

4.3.6. Acidos dienéicos conjugados

Este método determina dienos conjugados de ligacbes insaturadas,
expressas como porcentagens de acidos diendicos conjugados. A determinacéo de
dienos conjugados foi efetuada através do método oficial AOCS Ti 1a-64 (1993). O
6leo foi diluido em iso-octano (2,2,4-trimetilpentano), de forma que a leitura de

absorbancia estivesse entre 0,2 e 0,8. Foram utilizados, portanto, baldes



volumétricos de capacidade adequada para diluicdo da amostra dependendo do
estado oxidativo da mesma. A absorbancia foi medida a 233 nm.
A porcentagem de dienos conjugados foi obtida através da formula:

Dienos Conjugados (%) = 0,84 . (b—AC—kO\

J

Onde:

Ko = absortividade para grupos acidos (0,03) ou ésteres (0,07);
A = absorbancia a 233 nm;

b = espessura da cubeta, em centimetros;

¢ = concentragdo da amostra, em g/L.
4.4. Delineamento experimental
Ensaio |

Os resultados obtidos nas duas repeticdes da estabilidade oxidativa foram
submetidos as andlises de variancia para estudar a regressao polinomial, para
determinar a influéncia das concentracdes sobre a estabilidade oxidativa dos 6leos

acrescidos de antioxidantes, medida pelo Rancimat, em horas.
Ensaio |l

Para as amostras submetidas ao teste acelerado em estufa foram
considerados os seguintes fatores: tratamentos (OSR, OSR + EG, OSR + TBHQ,
OSR + M) e tempos de aquecimento (0, 3, 6, 9 e 12 dias).

Os resultados obtidos de indice de peréxidos e dienos conjugados, em duas
repeticoes, foram submetidos as anadlises de variancia para determinar a influéncia

dos fatores sobre a alteracao das amostras de 6leo submetidas ao teste acelerado
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em estufa. O experimento foi realizado em esquema fatorial 4 x 5, no delineamento
inteiramente casualizado (BANZATTO; KRONKA, 2006).

Ensaio Il

Para a analise dos resultados das amostras submetidas a termoxidacao,
foram considerados os seguintes fatores: tratamentos (OSR, OSR + EG, OSR +
TBHQ, OSR + M) e tempos de aquecimento (0, 4, 8, 12, 16 e 20 horas).

Os resultados obtidos da estabilidade oxidativa, compostos polares totais,
indice de peréxidos e dienos conjugados, em duas repeticoes, foram submetidos as
andlises de variancia para determinar a influéncia dos fatores sobre a alteragéo dos
6leos submetidos a termoxidacao. O experimento foi realizado em esquema fatorial
4 x 6, no delineamento inteiramente casualizado (BANZATTO; KRONKA, 2006).

Para todos os ensaios utilizou-se o teste de Tukey, e as analises de variancia
foram obtidas através do programa ESTAT, versao 2.0.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Obtencgéo do extrato etandlico de gengibre

Os rizomas de gengibre in natura apresentaram um teor de umidr



disponiveis no composto antioxidante (BRAND-WILLIAMS; CULIVER; BERSET,
1995).

A atividade antioxidante dos compostos, dada pelo valor de ECs, € calculada
pela reducdo de 50% da concentragdo inicial de DPPH. Ressalta-se que quanto
menor o valor de ECsy, maior a atividade antioxidante do composto analisado.

O valor de ECsy, obtido por regressao linear, para o EG mostrou bom
coeficiente de determinacdo, que foi R® = 0,9908. Os valores de atividade
antioxidante maxima e ECs atingidos pelo EG foram de 79,1% e 42,6 pg/mL,
respectivamente.

Os compostos fendlicos totais foram quantificados colorimetricamente no
extrato de gengibre pelo método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965).
Para a quantificacdo foi feita uma curva padrdo utilizando &cido galico em
concentragdes de 0 a 500 mg/L. O coeficiente de determinagéo da curva analitica foi
de 0,9995.

A concentracdao de compostos fendlicos totais, expressa em equivalentes de
acido galico por grama de extrato, encontrada foi de 251 mg/g. A extracdo de
compostos fendlicos de produtos naturais é fortemente influenciada pelo solvente
utilizado. Tem-se observado que quanto maior a polaridade do solvente de extracao,
maior a quantidade de compostos fenélicos extraidos (GAMEZ-MEZA et al., 1999).

A Tabela 5 ilustra a porcentagem maxima de atividade antioxidante
(AAnmaxima), 0 valor de ECsp e a determinacao de compostos fendlicos totais (CFT).

Kaur e Kapoor (2002) encontraram atividade antioxidante de 71,8% para o
extrato etanodlico de gengibre, proxima a encontrada neste estudo, que foi de 79,1%.
Porém, o teor de compostos fendlicos totais encontrado por esses autores foi de
221,3 mg de catequina/100 g de extrato, ao passo que neste trabalho, como se pode
observar na Tabela 5, o teor obtido desses compostos foi de 251 mg/g. Vale
ressaltar que a curva-padrdo utilizada neste trabalho, para a determinacdo dos
compostos fendlicos totais, foi determinada com concentracdes de acido galico.

Tabela 5. Valor de AAmaxima, ECso € CFT do extrato de gengibre.
Antioxidante  AAmaxima (%)  ECso (ug/mL) CFT (mg/qg)

EG 79,1 42,6 251

ECso € definido como a concentragao suficiente para obter 50% do efeito maximo,
estimado em 100%.




Mansour e Khalil (2000) encontraram 77,4% de atividade antioxidante para o
extrato etandélico de gengibre, em seu experimento.

Em estudo realizado por Rababah, Hettiarachchy e Horax (2004), o extrato de
gengibre atingiu apenas 6% de atividade antioxidante, e a quantidade de compostos
fendlicos totais encontrada foi de 39,9 mg de equivalentes em acido clorogénico por
g de extrato.

Sabe-se que o0 gengibre atua como antioxidante quando utilizado
individualmente e também sinergisticamente com outras especiarias. Shobana e
Naidu (2000) obtiveram resultado positivo para o extrato de gengibre, em extragao
etanol:agua (1:1), quanto a inibicdo da peroxidagao lipidica, em sistema biolégico.
Neste experimento, o valor de ECsy (concentracdo que inibiu 50% da atividade
enzimatica) encontrado para o extrato de gengibre foi de 7,5 mg, sendo que a
combinacao de gengibre com alho (1:1) inibiu cerca de 80% da peroxidacao lipidica.

Em estudo realizado por Murcia et al. (2004), o extrato aquoso de gengibre
inibiu cerca de 74% da peroxidacéo lipidica, aplicado na dose de 5%, reafirmando a
eficiéncia do extrato de gengibre como antioxidante natural.

Para avaliar a concentracdo mais efetiva de extrato etandlico de gengibre,
foram aplicadas concentracées de 0, 500, 1.000, 1.500, 2.000 e 2.500 mg/kg de
extrato no 6leo de soja e a medida da estabilidade oxidativa foi verificada pelo
Rancimat a 100°C. Definiu-se o valor de 50 mg/kg de antioxidante sintético TBHQ,
por ser esta a concentracdo mais comum deste antioxidante adicionada ao 6leo de
soja pelas industrias. As concentragbes utilizadas para o extrato etandlico de
gengibre foram baseadas em estudos anteriores realizados por Rehman, Salariya e
Habib (2003).

O anexo A apresenta a analise de varidncia para estudar a regressao
polinomial da estabilidade oxidativa do 6leo de soja refinado adicionado de extrato
etanodlico de gengibre. Como observado no Anexo A, a regressao significativa (P <
0,01) de maior grau foi a linear, para o efeito das concentracées de extrato de
gengibre em éleo de soja refinado. Portanto, foi esta a regresséao selecionada para
explicar o comportamento deste ensaio, definindo, assim, a concentracdo mais
efetiva a ser empregada nos Ensaios Il e lll.

A Figura 7 ilustra o grafico da regressédo linear obtida pelo efeito das
concentragdes de EG, cujo coeficiente de determinagéo foi R? = 0,9336.
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Figura 7. Regressao linear para o extrato etandlico de gengibre.

Verifica-se pela andlise do grafico da regressao linear, que €& possivel
estabelecer uma relagdo entre a estabilidade oxidativa e as concentracbes de
extrato natural no Oleo de soja. A reta formada indica uma ag¢do antioxidante
crescente das concentracdes, ou seja, o aumento da concentracdo de extrato de
gengibre no 6leo é diretamente proporcional ao aumento da estabilidade oxidativa.

Utilizando-se a equacao linear formada pelo gréfico, representado pela Figura
7, pode-se determinar o periodo de inducdo correspondente a qualquer

concentracdo de extrato de gengibre.

Em geral, as mesmas caracteristicas sdo encontradas na literatura para a
acao antioxidante dos extratos naturais, ou seja, a tendéncia € o aumento da
atividade antioxidante conforme o aumento da concentragdo de extrato (AZIZAH;
RUSLAWATI; TEE, 1999; LEE; KIM; ASHMORE, 1986).

Antioxidantes naturais, obtidos pela extracdo etandlica, tém sido utilizados
com eficiéncia na inibicdo da oxidacao lipidica em estudos encontrados na literatura
(GAMEZ-MEZA et al., 1999; REHMAN; HABIB; SHAH, 2004).

Com base nos resultados da estabilidade oxidativa referente ao controle, o
periodo de inducdo correspondente foi de 14,84 horas e, para a concentracdo de
2.500 mg/kg foi de 18,59 horas. Portanto, esta foi a concentragdo de extrato mais
efetiva para retardar a oxidacao lipidica e, por isso foi selecionada para aplicacao no

6leo de soja, que foi submetido ao teste acelerado em estufa e a termoxidacgao.
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5.3. Ensaio |l — teste acelerado em estufa

A temperatura acelera a velocidade das reagdes, entre elas, a oxidacao. Os
testes acelerados baseiam-se na elevacdo da temperatura para aumentar a
velocidade de reacdo de oxidacdo. A dificuldade esta em se trabalhar com
temperaturas que possibilitem correlagdes com o comportamento ao ambiente. A
estabilidade de éleos adicionados de antioxidantes pode ser avaliada pela sua
estocagem em condi¢gdes normais de armazenamento e em condi¢cées aceleradas,
nas quais analises periédicas sao realizadas para acompanhar alteracées quimicas,
fisicas ou sensoriais. Além disso, pode-se mensurar alteracées primarias e
secundarias; contudo, ndo ha um padrao para detectar essas alteracbes em todos
os tipos de alimentos. Os métodos mais utilizados sdo o Método do Oxigénio Ativo
(AOM) e o teste em estufa (“Schaal Oven Test”) (DUTTON, 1978; FARIA, 1994). O
teste em estufa a 60°C foi selecionado para este experimento com a finalidade de
verificar o tempo de vida util do 6leo de soja adicionado ou ndo de substancias
antioxidantes.

Neste ensaio foram utilizados quatro tratamentos: OSR; OSR + EG (2.500
mg/kg); OSR + TBHQ (50 mg/kg) e OSR + M (2.500 mg/kg EG + 50 mg/kg TBHQ).

As amostras retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9 e 12 dias de estocagem em
estufa a 60°C foram analisadas quanto ao indice de perdxidos e dienos conjugados.

5.3.1. indice de peréxidos

As alteragdes primarias sao avaliadas pelas perdas de &acidos graxos
insaturados, pelo oxigénio incorporado através do ganho de peso e pela quantidade
de hidroperéxidos e dienos conjugados formados. As alteragdes secundarias séo
acompanhadas pela formagdo de compostos carbonila, malonaldeido e outros
aldeidos, hidrocarbonetos e produtos fluorescentes (GRAY, 1978; SHAIDI, 1996).

Com o ganho de peso e a quantificagdo de hidroperéxidos formados durante
um periodo de estocagem, é possivel conhecer o efeito de antioxidantes na
estabilidade do 6leo. O indice de peroxidos é utilizado para quantificar os
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hidroperoxidos formados; contudo, estes sdo produtos intermediarios na formacgéao
de carbonilas e hidro-compostos.

O Anexo B apresenta a analise de variancia para a determinacéo do indice de
peréxidos. Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para os efeitos
principais e para a interagdo tratamentos x tempos de aquecimento. Entdo,
procedeu-se ao desdobramento dessa interacdo, cujo resultado é mostrado na
Tabela 6.

Ao observar os dados da Tabela 6, conclui-se que a atividade antioxidante
dos tratamentos é maior quanto menor o indice de peroxidos.

Verifica-se um acréscimo no indice de peréxidos, em todos os tratamentos,
com o tempo de aquecimento dos 6leos na estufa, o que indica o desenvolvimento
de produtos primarios da oxidacgao lipidica. Porém, nos 6leos de soja adicionados do
antioxidante sintético TBHQ e da mistura de antioxidantes, observa-se uma
formacao de perdxidos menos acentuada ao longo dos tempos de aquecimento.

Tabela 6. Desdobramento da interagdo tratamentos x tempos de aquecimento para
os dados do indice de peréxidos (meag/kg).

Tempos de aquecimento (dias)

Tratamentos 0 3 6 9 12
OSR 0,79% 2,11% 21,93 46,28 61,56%"
OSR + EG 0,54°A 1,78% 4,53 14,468 26,63
OSR + TBHQ 0,89% 1,64% 3,03 5,09°¢ 6,08%
OSR + M 0,54 1,43°A 2,77°¢ 4,27% 5,212

(OSR) — 6leo de soja refinado, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre, (OSR + TBHQ) —
OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a,b .. (inha) — em cada tratamento, médias de tempos de aquecimento seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B ... (coluna) — em cada tempo de aquecimento, médias de tratamentos seguidas de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Com relacao aos tratamentos dentro de cada tempo de aquecimento, nota-se
que em até 3 dias de aquecimento nao foi observada diferenca significativa entre as
médias dos indices de perbxidos para os tratamentos estudados. Os tratamentos
OSR + EG, OSR + TBHQ e OSR + M demonstraram um desempenho
estatisticamente diferente do controle somente a partir de 6 dias de aquecimento na
estufa. O TBHQ e a mistura de antioxidantes adicionados ao 6leo de soja
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apresentaram comportamento semelhante quanto a formacado de peréxidos em
todos os tempos de aquecimento. Além disso, ao final do experimento, as atividades
antioxidantes do TBHQ e da mistura foram superiores a atividade do extrato de
gengibre na concentracdo de 2.500 mg/kg.

Os tratamentos OSR + EG, OSR + TBHQ e OSR + M foram eficientes na
protecdo oxidativa do 6leo; o extrato de gengibre reduziu em 57%, o TBHQ reduziu
em 90% e a mistura do antioxidante sintético TBHQ com o extrato de gengibre
reduziu em 92% a formacao de perdxidos no Oleo de soja apos 12 dias de
estocagem a 60°C. Nota-se que a adicao de extrato de gengibre no 6leo de soja nao
foi tdo eficiente quanto o antioxidante sintético TBHQ e a mistura de antioxidantes,
contra a formagéo de perdxidos.

Com relagdo a eficiéncia contra a formacdo dos compostos primarios da
oxidacao durante o periodo de estocagem em estufa, pode-se classificar os
tratamentos da seguinte maneira: OSR + M = OSR + TBHQ > OSR + EG > OSR.

O TBHQ tem se mostrado mais eficiente que os antioxidantes naturais,
quando adicionados na dosagem maxima de 200 mg/kg. Gamez-Meza et al. (1999)
verificaram que o TBHQ obteve melhor resultado que o extrato de bagaco de uvas,
contra a formacao de peréxidos, em éleo de soja, durante estocagem a 60°C.

Almeida-Doria e Regitano-D’Arce (2000) verificaram que o TBHQ, aplicado na
dosagem de 200 mg/kg foi mais eficiente na protecdo contra a formacédo de
peréxidos em 6leo de soja que extratos etandlico de alecrim e orégano, a partir de 5
e 7 dias em teste de estocagem acelerada a 63°C.

5.3.2. Dienos conjugados

A medida quantitativa dos dienos conjugados tem sido largamente utilizada
para a determinagdo da oxidacdo de bleos e gorduras. A peroxidacdo dos acidos
graxos insaturados acompanha a mudanca da dupla ligacdo na formacdo dos
hidroper6xidos conjugados. Essa estrutura conjugada absorve fortemente a luz
ultravioleta no comprimento de onda entre 232 e 234 nm (KULAS; ACKMAN, 2001;
WHEATLEY, 2000).

O acompanhamento dos espectros de absorcdo na faixa do ultravioleta das
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amostras de 6leo fornece uma boa indicacdo das alteracées que ocorrem durante o
processo oxidativo, visto que o indice de perdxidos nao reflete o aumento da
degradacao do éleo com o tempo de aquecimento. Por serem instaveis, os
peroxidos sado rapidamente formados e quebrados em compostos menores, porém,
os dienos conjugados que se formam concomitantemente permanecem no 6éleo
(CELLA; REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2002).

O Anexo B apresenta a analise de variancia para a determinacdo de dienos
conjugados. Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para os efeitos
principais e para a interagao tratamentos x tempos de aquecimento. Entédo, tornou-se
necessario o desdobramento dessa interacdo, cujos resultados encontram-se na
Tabela 7.

Como observado na Tabela 7, houve aumento na formagdo de dienos
conjugados ao longo dos tempos de aquecimento, para o controle, para o extrato de
gengibre e para o TBHQ, embora este aumento tenha sido mais drastico para o
controle. No tratamento em que foi adicionada a mistura de antioxidantes, nao houve
aumento significativo na formagdo de dienos no 6leo, ao longo do periodo de
aquecimento na estufa, ja que os valores mantiveram-se estaveis até o final do

processo.

Tabela 7. Desdobramento da interacao tratamentos x tempos de aquecimento para

os dados de dienos conjugados (%).

Tempos de aquecimento (dias)

Trat t

ratamentos 0 3 6 9 12
OSR 0,23% 0,27% 0,45 0,65°" 0,894
OSR + EG 0,26%* 0,28 0,29°® 0,378 0,508
OSR + TBHQ 0,25°A 0,227 0,22°C 0,27°C 0,312
OSR + M 0,273 0,273 0,302 0,273 0,29%

(OSR) — 6leo de soja refinado, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre, (OSR + TBHQ) —
OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a,b .. (inha) — em cada tratamento, médias de tempos de aquecimento seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A, B ... (coluna) - em cada tempo de aquecimento, médias de tratamentos seguidas de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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O aumento na formagao de dienos conjugados para o controle comegou a ser
notado no tempo de aquecimento de 6 dias, apresentando valores cada vez maiores
no decorrer do tempo de aquecimento. Ja, para o extrato de gengibre e TBHQ, o
aumento na formacao de dienos conjugados no Oleo comegou a ser notado
estatisticamente apenas no final do processo.

Em relacdo aos tratamentos em cada tempo de aquecimento, nota-se que
ndao houve diferenca estatistica na formagdo de dienos conjugados entre o0s
tratamentos estudados, até o tempo de aquecimento de 3 dias. Esta formacéo
comecou a ser detectada a partir do tempo de aquecimento de 6 dias em estufa. A
partir dai, observa-se que os tratamentos OSR + EG, OSR + TBHQ e OSR + M
foram eficientes contra a formacao de dienos conjugados no 6leo, pois diferiram do
controle. A maior formacado de dienos no 6leo indica a presenca de compostos
primarios de oxidacao lipidica mais acentuada nesse 6leo do que nos demais.

Ainda no tempo de aquecimento de 6 dias, nota-se que o TBHQ foi mais
eficiente que o extrato de gengibre e a mistura na protecdo do 6leo quanto a
formacao de dienos conjugados, sendo possivel observar também que o extrato
natural e a mistura apresentaram niveis de protecao semelhantes. Porém, a partir
dai, este comportamento foi alterado, pois o TBHQ e a mistura passaram a
apresentar maior protecdo ao 6leo que o extrato de gengibre até o final do
experimento.

Ao final do processo, pode-se verificar que o extrato de gengibre demonstrou
efeito antioxidante durante a estocagem, embora tenha apresentado o menor nivel
de protecdo, com 44% de reducdo da formacdo de dienos. A aplicacdo do
antioxidante sintético TBHQ e da mistura de TBHQ e extrato de gengibre foram mais
efetivas entre os tratamentos testados, embora ndo tenham apresentado diferenca
significativa entre si na protecao do 6leo de soja estocado em estufa a 60°C. O éleo
adicionado de TBHQ apresentou reducao de 65%, e a mistura de TBHQ e extrato de
gengibre apresentou 67% de redug¢ao na formacao de dienos conjugados no tempo
de aquecimento final.

Com relacdo a atividade de outros antioxidantes naturais, Ruth, Shaker e
Morrissey (2001) observaram reducdo de 23% no valor de dienos conjugados em
6leo de linhaca, com a adicdo de 4% de extrato metandlico de semente de soja.

Extrato etandlico de manjericdo retardou a formacédo de dienos conjugados

durante a estocagem de carne de porco, evidenciando a utilizacdo de extratos
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naturais com caracteristicas polares contra a oxidacao lipidica (JUNTACHOTE et al.,
2007).

A comparacgao entre antioxidantes sintéticos e naturais quanto a capacidade
antioxidante depende do tipo do composto analisado e da concentracao utilizada. Os
valores de dienos conjugados em 6leo de milho com adicdo de 20% de extrato
etandlico de germe de trigo torrado foram inferiores ao do 6leo contendo 0,02% de
BHA, em estudo realizado por Krings et al. (2000).

Igbal e Bhanger (2007) estudaram o comportamento dos dienos conjugados
em Oleo de girassol adicionado de extirato metanodlico de alho, em estocagem
acelerada. As concentracdes de 250, 500 e 1.000 mg/kg foram comparadas com os
antioxidantes sintéticos BHA e BHT (200 mg/kg). Ap6s 80 minutos de aquecimento a
185°C, concluiram que o éleo de girassol adicionado de 200 mg/kg de BHT foi o
mais eficiente na inibicdo da formacgdo de dienos conjugados, seguido da amostra
contendo 1.000 mg/kg de extrato metandlico de alho.

Em estudo realizado por Zandi e Gordon (1999), extrato metandlico de folhas
de cha (0,25%) foi capaz de retardar a formacao de dienos conjugados em 6leo de
canola, durante 20 dias de estocagem acelerada.

E importante ressaltar que o antioxidante sintético TBHQ apresentou
comportamento semelhante quando adicionado ou ndo de extrato de gengibre,
contra a formacao de perdxidos e dienos conjugados, ao final do periodo de
aquecimento. Portanto, ndo foi observado sinergismo entre eles, podendo-se atribuir
o comportamento apresentado pela mistura de antioxidantes, resultante
exclusivamente da atuacao do TBHQ.

Ao final do Ensaio Il, verifica-se que os resultados das determinacdes de
indice de perdxidos e dienos conjugados correlacionam-se entre si, para as médias
dos tratamentos utilizados, pois o coeficiente de correlagédo, calculado pelo programa
Statistic, versao 5.0, foi de R® = 0,9991.

Conclui-se ainda, pela analise estatistica dos resultados finais que, dentre os
fatores estudados, os tratamentos apresentaram maior influéncia que os tempos de
aquecimento para a oxidagao dos 6leos submetidos ao teste acelerado em estufa a
60°C.
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5.4. Ensaio Ill — termoxidacao

A oxidacgao de lipidios pode ocorrer durante a estocagem, processamento e
aquecimento dos alimentos e constitui uma das maiores causas de rancificacao de
produtos alimenticios, acelerando sua deterioracao (DONELLY; ROBINSON, 1995).
A deterioracdo oxidativa pode resultar em alteracdes das caracteristicas sensoriais,
como sabor e aroma, dos alimentos, tornando-os inaceitaveis pelos consumidores.
Além disso, lipidios oxidados podem trazer efeitos indesejaveis para o organismo
humano (BENZIE, 1996).

Os experimentos realizados em laboratério, envolvendo fritura ou
termoxidagcdo, buscam o entendimento dos efeitos indesejaveis causados pelas
diferentes variaveis envolvidas nestes processos, tornando possivel a melhoria da
qualidade dos alimentos (STEEL, 2002).

5.4.1. Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa, determinada no presente trabalho pelo Rancimat, é
intimamente influenciada pela presenca de antioxidante que, por sua vez, sofre a
acao de elevadas temperaturas.

O equipamento da Metrohm (Rancimat) desenvolvido por Hadorn e Zurcher
(1974), funciona baseado na producgédo de &cidos volateis pela oxidacao de lipidios
(de MAN; TIE; de MAN, 1987).

Estes acidos sao coletados em agua deionizada, alterando sua condutividade
elétrica. Com este equipamento, a reacdo de oxidacdo das amostras pode ser
acelerada usando condi¢des pré-estabelecidas. A variacdo da condutividade com o
tempo origina uma curva onde o periodo de inducao (Pl) pode ser determinado. Tal
valor € um importante parametro relacionado a estabilidade oxidativa de 6leos e
gorduras (BARRERA-ARELLANO; ORSI-BERTON; ESTEVES, 1993).

O Anexo C apresenta a andlise de varidncia para a estabilidade oxidativa.
Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para os efeitos principais e
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para a interacdo tratamentos x tempos de aquecimento. Procedeu-se, entdo, ao
desdobramento dessa interacao cujos resultados encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Desdobramento da interagdo tratamentos x tempos de aquecimento para
os dados da estabilidade oxidativa (horas).

Tempos de aquecimento (horas)
Tratamentos

4 8 12 16 20

OSR 13,99°° 12,65  8,62°° 5,26°° 4,38%° 2,948
OSR + EG 20,478 17,63%% 16,77 12,10°* 10,67  9,90%*
OSR + TBHQ 24,39%*  16,61°® 9,80 6,34% 4,46% 3,47%
OSR + M 25,95  2124°"% 16,43 10,00  10,49%* = 7,74%

(OSR) - 6leo de soja refinado, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre, (OSR + TBHQ) —
OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a,b..(linha) — em cada tratamento, médias de tempos de aquecimento seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A,B ... (coluna) - em cada tempo de aquecimento, médias de tratamentos seguidas de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Pelos valores encontrados na Tabela 8, observa-se que houve diminuigcdo no
periodo de inducdo, ao longo dos tempos de aquecimento, para todos o0s
tratamentos estudados, porém em niveis diferentes. A partir do tempo de
aquecimento de 12 horas, todos os tratamentos ndo demonstraram diminuicao
significativa no periodo de inducao.

Para os tratamentos dentro de cada tempo de aquecimento, observa-se na
Tabela 8 que a estabilidade oxidativa dos tratamentos adicionados de substancias
antioxidantes diferiram do controle nos tempos de aquecimento 0 e 4 horas,
indicando que apresentaram comportamento antioxidante. No tempo 0, o TBHQ e a
mistura foram mais eficientes na protecao do 6leo que o extrato natural. Porém, no
tempo de aquecimento de 4 horas a mistura superou o extrato de gengibre e o
TBHQ.

A partir do tempo de aquecimento de 8 horas, o 6leo acrescido do TBHQ
perdeu sua acdo antioxidante, pois, a partir deste tempo de aquecimento, seu
periodo de inducdo passou a ser similar a do controle. Verifica-se ainda que, a partir
deste tempo de aquecimento, o extrato de gengibre e a mistura de antioxidantes

continuaram promovendo a estabilidade ao 6leo até 20 horas de termoxidacao.
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Pode-se concluir entdo que a estabilidade oxidativa do extrato de gengibre e
da mistura dos antioxidantes no 6leo de soja foi maior, em comparagdo com o
antioxidante sintético TBHQ na concentragcdo de 50 mg/kg.

Em estudo realizado por Murcia et al. (2004), amostras de especiarias
irradiadas, dentre elas, o gengibre, foram testadas quanto a capacidade antioxidante
quando adicionadas em 6leo de girassol, milho, oliva, margarina e manteiga, através
da estabilidade oxidativa, medida pelo Rancimat, a 110°C. Verificou-se, ao final do
estudo, que o gengibre demonstrou capacidade antioxidante, nestas condigdes,
quando adicionado aos 6leos e gorduras estudadas.

Estudos recentes, simulando o processo de fritura para avaliar a capacidade
antioxidante de extratos naturais, como no caso do presente trabalho, tém
demonstrado que alguns vegetais possuem a capacidade de aumentar a
estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras, mesmo depois de algumas horas de
aquecimento em altas temperaturas. Yanishlieva et al. (1997) estudaram a adicao do
extrato etandlico de segurelha-dos-jardins em 6leo de girassol, sob aquecimento a
180°C durante 50 horas. Avaliando a estabilidade oxidativa, através do Rancimat a
100°C, observaram a eficiéncia do extrato natural na protecao do éleo.

Gamez-Meza et al. (1999), ao adicionar 0,5% de compostos fendlicos totais
do extrato etandlico de bagaco de uva em 6leo de soja, avaliaram a estabilidade
oxidativa a 110°C, pelo equipamento Rancimat. Foi realizada a comparacao com o
tratamento no qual se adicionou 200 mg/kg do antioxidante sintético TBHQ ao éleo.
Ao final do estudo concluiu-se que o 6leo acrescido do extrato natural apresentou
maior periodo de indug¢ao que a amostra contendo TBHQ.

5.4.2. Compostos polares totais

Entende-se por compostos polares totais todos aqueles que tém uma
polaridade maior que os triacilglicerbis e que correspondem aos nao volateis,
resultantes da alteracdo oxidativa, térmica e hidrolitica (POZO-DIEZ, 1995). Em
consequéncia, quanto maior a fracdo polar, pior a qualidade do éleo de fritura
(STEEL, 2002).
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A determinacdo da quantidade total dos produtos de alteracdo, originados
como conseqliéncia do processo de aquecimento, constitui a base das limitagdes de
uso dos 6leos existentes em alguns paises, estabelecida em torno de 24 a 27% de
compostos polares (FIRESTONE; STIER; BLUMENTHAL, 1991).

O Anexo C apresenta a andlise de variancia para a determinacdo de
compostos polares totais, utilizando os valores obtidos ao longo do periodo
experimental. Observa-se que o teste F foi significativo (P < 0,01) para os efeitos
principais e para a interagdo tratamentos x tempos de aquecimento. Dessa forma,
procedeu-se ao desdobramento da interacdo, cujos resultados encontram-se na
Tabela 9.

Tabela 9. Desdobramento da interagdo tratamentos x tempos de aquecimento para
os dados de compostos polares totais (%).

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos 5 2 3 13 15 50
OSR 4,30™® 7,72°" 13,849  2547°% 2870  37,69*"
OSR + EG 4,04%  616° 6,16 16,31 16,40 23,27
OSR + TBHQ 3,46°® 69498 7388 21378  2844°" 32,72%
OSR + M 5,46°A 5,66  6,90%C  20,44® 2235 27213

(OSR) - 6leo de soja refinado, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre, (OSR + TBHQ) —
OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a,b..(linha) — em cada tratamento, médias de tempos de aquecimento seguidas de mesma letra
minudscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A,B ... (coluna) - em cada tempo de aquecimento, médias de tratamentos seguidas de mesma letra
maiuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A Tabela 9 mostra que houve um acréscimo nos valores de compostos
polares totais, em todos os tratamentos, com o aumento do tempo de aquecimento.
Do tempo 4 para o de 8 horas de termoxidagdo, o aumento na formacdo de
compostos polares para o extrato de gengibre e para o TBHQ néo foi detectado
estatisticamente. Para a mistura de antioxidantes, a formacédo destes compostos
iniciou-se a partir do tempo de aquecimento de 8 horas, aumentando
progressivamente a partir deste ponto.

Quanto aos tratamentos dentro de cada tempo de aquecimento, verifica-se
pela Tabela 9, que do tempo 4 até o final do processo de aquecimento, 0s
tratamentos adicionados de substancias antioxidantes demonstraram acao protetora



ao 6leo quanto a formacao de compostos polares totais, embora em diferentes niveis
de eficiéncia.

Nota-se que no tempo de aquecimento de 4 horas, o 6leo adicionado da
mistura de antioxidantes apresentou menor formacao de compostos polares; porém,
no tempo de aquecimento de 8 horas, este valor foi menor para o extrato de
gengibre, que apresentou menor formagao de compostos polares no 6leo até o final
da termoxidacdo. No tempo de aquecimento de 12 horas, a porcentagem de
compostos polares do TBHQ foi similar a da mistura de antioxidantes.

Em 20 horas de termoxidagcao dos tratamentos estudados, o TBHQ retardou
em 13% a formagcao de compostos polares no éleo, a mistura de extrato de gengibre
e TBHQ em 28% e o extrato de gengibre em 38%, demonstrando a eficiéncia de
todos eles, com maior destaque, porém, para a aplicacdo de extrato de gengibre
isoladamente no 6leo de soja.

No Brasil, ndo ha legislacao que estabeleca limite maximo para o valor de
compostos polares em 6leos de frituras. Mas vale ressaltar que apo6s as 20 horas de
aquecimento a 180°C, o 6leo adicionado de extrato de gengibre ndo atingiu o limite
de 25%, recomendado pela legislacao internacional. Ja o TBHQ, mesmo sendo um
antioxidante sintético muito utilizado em o6leos para fritura, ultrapassou o limite,
apresentando cerca de 33% de compostos polares, quando adicionado na
concentragcdo de 50 mg/kg. O mesmo ocorreu com o tratamento em que foi
adicionada a mistura de antioxidantes, que atingiu 27% de compostos polares totais
ao final das 20 horas de termoxidacéao.

Para Stevenson, Vaisey-Genser e Eskin (1984), do ponto de vista tecnolégico
e nutricional, o 6leo de soja ndo € o mais indicado para uso em processos de
aquecimento em altas temperaturas, como o processo de fritura, por exemplo, por
apresentar alto teor de acido linolénico, um &cido graxo poliinsaturado. Sabe-se que,
durante o processo termoxidativo, quanto maior o grau de insaturacao do 6leo, maior
a sua degradacao.

Jorge e Lopes (2005) analisaram 50 amostras de 6leo de soja, utilizadas para
frituras, recolhidas em diferentes estabelecimentos comerciais. Destas 50 amostras,
19% atingiram valores superiores a 25% de compostos polares totais.

A formacao de produtos degradativos em ébleos de fritura depende das
condicbes de fritura, como a temperatura, o tempo de aquecimento e o tipo de
alimento a ser frito (CLARK; SERBIA, 1991). Malacrida e Jorge (2003) encontraram



valores de compostos polares préoximos de 32% em 6leo de soja utilizado para a
fritura descontinua de batatas a 180°C durante um periodo de 7 horas. No presente
estudo, este valor de compostos polares foi atingido somente apds o tempo de
aquecimento de 16 horas de termoxidacao a 180°C.

Em geral, os valores encontrados para os compostos polares neste estudo
encontram-se proximos aos encontrados na literatura. Neste trabalho, o éleo de soja
refinado apresentou 13% de compostos polares no tempo de aquecimento de 8
horas e 25% no tempo de 12 horas de termoxidacédo a 180°C. Barrera-Arellano et al.
(2002) encontraram 18,6% de compostos polares totais em 6leo de soja aquecido
durante 10 horas a 180°C. Ramalho (2005) também encontrou valores proximos
para o 6leo de soja, nas mesmas condicdes de aquecimento: cerca de 18% de
compostos polares totais.

5.4.3. indice de peréxidos

Os pero6xidos sdo compostos intermediarios instaveis, resultantes da oxidacao
lipidica, sobretudo em temperaturas elevadas (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

O Anexo C apresenta a andlise de variancia para a determinacao do indice de
peréxidos. Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para os efeitos
principais e para a interagdo tratamentos x tempos de aquecimento. Entdo,
procedeu-se ao desdobramento dessa interacdo, cujo resultado é mostrado na
Tabela 10.

Observa-se na Tabela 10 que houve um acréscimo no indice de peréxidos
para o controle e para a mistura até o tempo de aguecimento de 12 horas. A partir
dai, a formacao destes compostos foi mais suave, pois ndo foram mais notadas
diferencas significativas entre os tempos de aquecimento, até 20 horas de
termoxidacéo.

O ¢6leo adicionado de extrato de gengibre teve aumento no indice de
peroxidos até o final da termoxidacao. O tratamento em que foi adicionado TBHQ
nao apresentou aumento significativo na formacao de peroxidos em até 4 horas de

termoxidagdo. A presenca destes compostos comecou a ser detectada



estatisticamente no tempo de aquecimento de 8 horas, porém, a partir dai, a
estabilidade do 6leo foi mantida até o final do processo.

Tabela 10. Desdobramento da interagdo tratamentos x tempos de aquecimento para
os dados do indice de peréxidos (meag/kg).

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos 5 2 3 13 15 50
OSR 0,79% 2,074 4,05 4,95% 4,728 5,00%*
OSR + EG 0,59%  1,58%8 177 3,81°4  427%h 4713
OSR + TBHQ 0,84 1,188 3,85% 4,613 4,223 4,402
OSR + M 0,69  1,53°AB 1878 4,82% 4,812 4,93

(OSR) - 6leo de soja refinado, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre, (OSR + TBHQ) —
OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a,b..(linha) — em cada tratamento, médias de tempos de aquecimento seguidas de mesma letra
minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A,B ... (coluna) - em cada tempo de aquecimento, médias de tratamentos seguidas de mesma letra
maiuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

Em relacdo aos tratamentos dentro de cada tempo de aquecimento, observa-
se que, no tempo de aquecimento de 4 horas, o TBHQ apresentou maior acao
protetora ao 6leo, seguido do extrato natural e da mistura. Observa-se também, que
estes tratamentos tiveram uma rdpida perda da ag¢ao antioxidante nessas condi¢des
de aquecimento, mas o TBHQ foi o primeiro a perder sua eficiéncia contra a
formagao de peréxidos no 6leo termoxidado, no tempo de aquecimento de 8 horas.
Os tratamentos OSR + EG e OSR + M perderam a acao protetora a partir do tempo
de aquecimento de 12 horas, pois mantiveram valores estatisticamente iguais ao
controle, até o final do processo.

Esses resultados ndo coincidem com os encontrados por Rehman, Salariya e
Habib (2003), que obtiveram valores diferentes de peroxidos para o extrato
diclorometano de gengibre em 6leo de girassol aquecido a 180°C por 50 horas. O
extrato natural apresentou inibicao significativa na producao de peréxidos ao final do
experimento, com 0,7 meqg/kg, enquanto o 6leo de girassol sem a adicdo de
antioxidantes, utilizado como controle, apresentou 20,5 meg/kg de peroxidos.

Alguns autores (CUESTA et al., 1991; LIMA; GONCALVES, 1995; MASSON
et al., 1997) afirmam que ha uma limitacdo na metodologia para determinacao de
peroxidos, esclarecendo que essas substancias formadas durante o processo de



fritura aumentam seu peso molecular até que a estrutura se fracione em moléculas
menores, que, mesmo presentes no 6leo, nem sempre sao detectadas pela analise.
Segundo os mesmos autores, esse fato ocorre, principalmente, em tempos de
aquecimento mais elevados, fazendo com que este indice ndo seja um bom
indicador do estado de alteracéo do 6leo, pois a velocidade de degradacao é maior
que a velocidade de formacéao de perdxidos. Portanto, as concentracdes de produtos
de oxidacéao, expressos em indice de peroxidos, podem néo indicar a extensao atual
da deterioracao do 6leo (YAGHMUR et al., 2001).

5.4.4. Dienos conjugados

O Anexo C apresenta a analise de variancia para a determinacao de dienos
conjugados. Como observado, o teste F foi significativo (P < 0,01) para os efeitos
principais e para a interagdo tratamentos x tempos de aquecimento, sendo, entdo,
necessario proceder ao desdobramento dessa interacdo, cujos resultados
encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Desdobramento da interacao tratamentos x tempos de aquecimento para
os dados de dienos conjugados (%).

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos 5 2 3 13 15 50
OSR 0,23% 0,58% 1,29 2,30°" 2,47°% 3,32%"
OSR + EG 0,26 0,47°A 0,65 1,47 1,33%€ 2,02
OSR+TBHQ 0,25  0,63°%" 0,90 1,968 2,31A8 2 7928
OSR + M 0,27% 0,44 0,79 1,85°8 2,078  2,39%C

(OSR) - 6leo de soja refinado, (OSR + EG) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre, (OSR + TBHQ) —
OSR + 50 mg/kg de TBHQ, (OSR + M) — OSR + 2.500 mg/kg de extrato de gengibre + 50 mg/kg de TBHQ.

a,b..(linha) — em cada tratamento, médias de tempos de aquecimento seguidas de mesma letra
minudscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).

A,B ... (coluna) - em cada tempo de aquecimento, médias de tratamentos seguidas de mesma letra
maiuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).



Na Tabela 11 pode-se observar que houve um acréscimo nos valores de
dienos conjugados para todos os tratamentos, com o aumento do tempo de
aquecimento. A formacgdo de dienos conjugados iniciou-se a partir do tempo de
aquecimento de 8 horas para o TBHQ e para a mistura. No tratamento em que foi
adicionado o extrato de gengibre, esta formacdo comecou a ser detectada mais
tardiamente, a partir do tempo de aquecimento de 12 horas.

Até 4 horas de aquecimento ndo foi observada diferencga significativa entre as
médias dos valores de dienos conjugados, para os tratamentos. Tal fato demonstra
que apresentaram atividade antioxidante semelhante nos primeiros tempos de
aquecimento.

Os tratamentos OSR + EG, OSR + TBHQ e OSR + M demonstraram um
desempenho estatisticamente diferente do controle somente a partir de 8 horas de
termoxidacdo. Neste caso, pode-se concluir que tiveram formacdo de dienos
conjugados semelhantes entre si. A partir do tempo de aquecimento de 12 horas até
o final do processo, a atividade antioxidante do extrato de gengibre destacou-se,
apresentando menores niveis de dienos conjugados que o TBHQ e a mistura de
antioxidantes. O TBHQ e a mistura apresentaram niveis semelhantes de dienos
conjugados em até 16 horas de aquecimeto, porém, houve uma pequena
diferenciacdo na formacdo destes compostos no tempo de aquecimento de 20
horas, em que o TBHQ apresentou maior formacao de dienos conjugados que a
mistura, seguidos do extrato de gengibre.

Ao final do processo, o extrato natural foi capaz de reduzir em 39% a
formacao de dienos conjugados. A mistura apresentou reducdo de 28% e o TBHQ
reduziu em 16% a formacao destes compostos.

O extrato de gengibre demonstrou eficiéncia contra a formacdo de dienos
conjugados em emulsao de acido linoléico:agua, quando aquecido a 80°C durante 5
horas, apresentando valores inferiores ao antioxidante sintético BHT (STOILOVA et
al., 2007).

Ramalho (2005) encontrou valores de dienos conjugados semelhantes aos
determinados no presente trabalho, para o 6leo de soja termoxidado a 180°C. Os
valores de dienos conjugados para o 6leo de soja no tempo zero e no tempo de
aquecimento de 10 horas foram, respectivamente, 0,26 e 1,61%.

Ao final deste Ensaio, observa-se que o extrato de gengibre apresentou maior

protecao ao 6leo, em todas as determinagGes analiticas realizadas nos tratamentos



submetidos a termoxidacdo. Conclui-se que sua capacidade antioxidante, na
concentracao utilizada, superou o TBHQ, adicionado ao éleo na dosagem de 50
mg/kg, e o efeito sinergistico ndo foi satisfatério entre os antioxidantes nessas
concentragoes.

Mediante os resultados das determinacdes analiticas deste Ensaio, a analise
estatistica demonstrou que o fator tempos de aquecimento apresentou maior

influéncia na deterioracao dos 6leos que o fator tratamentos estudados.
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6. CONCLUSOES

Ao final deste trabalho foi possivel concluir que o extrato etandlico de
gengibre apresentou eficiéncia quanto a agao antioxidante, podendo ser aplicado em
alimentos como aditivo, retardando a oxidacéo lipidica.

O extrato de gengibre, na concentracdo de 2.500 mg/kg, assim como o
antioxidante sintético TBHQ, adicionado ao 6leo na concentragdo de 50 mg/kg,
apresentaram capacidade de retardar a oxidacao lipidica, quando adicionados em
6leo de soja submetido ao aguecimento em baixas e em altas temperaturas. Porém,
o extrato natural mostrou-se mais eficiente quanto a protecéo das caracteristicas do
6leo que o TBHQ, em condicbes de termoxidacao a 180°C durante 20 horas. Ja, o
antioxidante sintético TBHQ apresentou maior eficiéncia no teste acelerado em
estufa a 60°C por 12 dias.

A mistura do extrato de gengibre com o TBHQ, que foi utilizada neste estudo
para avaliar o sinergismo entre antioxidantes natural e sintético, ndo demonstrou
resultados satisfatérios com relacdo a protecao do o6leo. Este tratamento nao
melhorou a eficiéncia em retardar a oxidacéao lipidica, tanto na termoxidacdo como
no teste de estocagem em estufa, nas concentracdes utilizadas. Estes resultados
demonstraram que o efeito sinergistico do antioxidante sintético com o natural ndo
foi eficiente.

Vale ainda ressaltar a importancia de se estudar mais detalhadamente a
composicdo quimica do gengibre e as substancias responsaveis pelo seu
mecanismo de atuacdo contra a oxidagao lipidica, com a aplicacao de técnicas de
extracao e quantificacdo adequadas.
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8. ANEXOS

ANEXO A - Anadlise de variancia da regressdao polinomial para a estabilidade
oxidativa do 6leo de soja refinado adicionado de extrato etandlico de

gengibre.

Causas de variacdo  G.L. SQ QM F R?
Regressao grau 1 1 20,8749 20,8749  137,2595**  0,9336
Regressao grau 2 1 0,8571 0,8571 56360 " 0,9718
Regressao grau 3 1 0,2171 0,2171 1,4273N  0,9815
Desvios de 2 0,4141 0,2071 1,3614 NS -
Regresséao
(Tratamentos) (5) (22,3632) 4,4726
Residuo 6 0,9125 0,1521

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

NS teste néo significativo (P > 0,05).
Desvio-padrao = 0,3900

Coef. de variagdo = 2,33%

ANEXO B — Andlise de variancia para os dados de indice de peréxidos (IP) e dienos
conjugados (DC) do Ensaio Il.

Quadrados médios

Causas de variagéo G.L.

IP DC
Tratamentos 3 1225,6354™* 0,1191**
Tempos de aquecimento 4 869,4306** 0,0841**
Tratamentos x Tempos 12 279,2718** 0,0300**
Residuo 20 0,1061 0,0004
Desvio padrao 0,3257 0,0211
Coef. de variacao (%) 3,08 6,20

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



ANEXO C - Andlise de variancia para os dados da estabilidade oxidativa (EO),

compostos polares totais (CPT), indice de perdxidos (IP) e dienos
conjugados (DC) do Ensaio lIl.

Causas de variacdo G.L. Quadrados medios
EO CPT P DC
Tratamentos 3 140,1895* 122,2506** 1,3294**  0.9455**

Tempos de aquecimento 5 287,2265** 910,2836** 23,5551** 7,1932**
Tratamentos x Tempos 15 9,3233** 16,2590** 0,5867**  0,1205**

Residuo 24 1,0176 0,1284 0,0816 0,0167
Desvio padrao 1,0088 0,3584 0,2857 0,1291
Coef. de variacao (%) 8,28 2,27 9,02 9,41

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



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

