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CARVALHO, S. M. de. Efeito da adicao de tocoferéis sobre a qualidade de é6leo de soja
embalado em PET. 2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos), Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Catarina,
Florianépolis — SC.

RESUMO

Em funcdo do seu elevado teor de 4cidos graxos insaturados o 6leo de soja é bastante
susceptivel as reacdes de oxidacdo, principalmente em embalagens do tipo PET, que
apresentam permeabilidade elevada para luz e oxigénio, catalisadores importantes do processo
de oxidacdo. A adi¢do de antioxidantes pode aumentar a vida de prateleira dos 6leos e, entre
0s compostos naturais com atividade antioxidante os tocoferdis tem sido muito estudados. No
presente trabalho foi avaliado o efeito da adi¢do de 100, 200 e 300 mg/Kg de uma mistura de
tocoferdis naturais, sobre a qualidade do 6leo de soja embalado em PET, armazenado em
caixas de papelao e mantido a temperatura ambiente por 12 meses. O 6leo foi caracterizado
através da composicdo em 4cidos graxos, composicdo em tocoferdis, indice de perdxidos,
extin¢do especifica a 232 e 270 nm, andlise sensorial, estabilidade oxidativa OSI, indice de
1odo, umidade, indice de acidez, ponto de fumaga. As mudancas na qualidade do 6leo durante
o armazenamento foram monitoradas mensalmente através da determinacdo dos seguintes
parametros: umidade, indice de acidez, ponto de fumaca, indice de perdxido, extingdo
especifica a 232 e 270 nm, andlise sensorial e teor de tocoferdis. Todas as anédlises foram
realizadas de acordo com a metodologia oficial da AOCS. O 6leo de soja apresentou um teor
de 81% de acidos graxos insaturados, sendo 4.4% de acido linolénico e, teor de tocoferdis
totais de 1137 mg/Kg, sendo a principal fracdo de y-tocoferol (680,3 mg/Kg). A estabilidade
oxidativa OSI foi de 6,3 horas para o 6leo controle (sem a adicdo de tocoferdis); 6,6 horas
para os tratamentos com adi¢do de 100 e 200 mg/kg de tocoferdis e, de 6,5 horas para o
tratamento com adi¢do de 300 mg/Kg. Apds 12 meses de armazenamento, o teor de umidade e
indice de acidez apresentaram variacOes significativas (p < 0,05) em relacdo aos valores
iniciais e entre os tratamentos (0,03-0,06 % e 0,07-0,35, respectivamente). O ponto de fumaca
diminuiu de 231 para 209°C (valores médios para os 4 tratamentos). Houve um aumento do
indice de perdxido de 0,7 mEq/Kg para valores entre 3,7 e 5,6 mEq/Kg. Foi observada uma
reducgdo no teor de tocoferdis totais de 13.6; 11.6; 14.1 e 4.7% para os tratamentos controle e
com adi¢do de 100; 200 e 300 ppm respectivamente. A nota sensorial inicial diminuiu de 7.7
para 5,6 (0, 100 e 300 mg/Kg ) e para 6,1 (200 mg/Kg). As andlises de regressao simples e de
contraste entre os tratamentos indicaram que as diferencas entre os parametros avaliados nao
foram significativas (p>0,05) durante o armazenamento. De acordo com os resultados obtidos
a adicdo de tocoferdis naturais nas concentracdes utilizadas nao teve efeito sobre a qualidade
do 6leo embalado em PET.

Palavras chaves: 6leo de soja, PET, tocoferodis, qualidade



Carvalho, Sabrina Matos de. Effect of addition of natural tocopherols on quality of refined
soybean oil packed in pet during storage. 2007. Dissertacio (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos), Programa de Pds-Graduac@o em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de
Santa Catarina, Florian6polis — SC.

ABSTRACT

Due to its high content of unsaturated fatty acids, soybean oil is highly susceptible to
oxidation reactions, especially in PET type packaging, that presents high permeability to light
and oxygen, important catalysts of the oxidation process. The addition of antioxidants can
increase the shelf-life of the oils and, among natural compounds with antioxidant activity,
tocopherols have been widely studied. In this work, the effect of the addition of 100, 200 and
300 mg/kg of a mixture of natural tocopherols on the quality of soybean oil packaged in PET,
stored in carton boxes and kept at ambient temperature for 12 months was evaluated. The oil
was characterized through its fatty acid composition, tocopherol composition, peroxide value,
specific extinccion at 232 and 270 nm, sensory analysis, OSI oxidative stability, iodine value,
moisture content, acid value and smoke point. The quality alterations of the oil during storage
were monitored monthly through the determination of the following parameters: moisture
content, acid value, smoke point, peroxide value, specific extinccion at 232 and 270 nm,
sensory analysis and tocopherol content. All analyses were carried out according to official
AOCS methodology. Soybean oil presented 81% unsaturated fatty acids, of which 4.4% was
linolenic acid, and a total tocopherol content of 1137 mg/kg, with gamma-tocopherol as the
main fraction (680.3 mg/kg). The OSI oxidative stability was 6.3 hours for the control oil
(without tocopherol addition); 6.6 hours for the treatments with the addition of 100 and 200
mg/kg tocopherols and, 6.5 hours for the treatment with the addition of 300 mg/kg. After 12
months storage, moisture content and acid value did present significant variations with respect
to the initial values and among treatments (0.03-0.06 % and 0.07-0.35, respectively). The
smoke point decreased from 231 to 209°C (mean values for the 4 treatments). There was an
increase in the peroxide value from 0.7 mEq/kg to values between 1.7 and 2.1 mEqg/kg.
Reductions of total tocopherol content of 13.6; 11.6; 14.1 and 4.7% were observed for the
control treatment and treatments with the addition of 100; 200 and 300 mg/kg, respectively.
The initial sensory score decreased from 7.7 to 5,6 (0, 100 e 300 mg/Kg ) and to 6,1 (200
mg/Kg). Analyses of simple regression and contrast between treatments indicated that the
differences among the parameters evaluated were not significant (p>0.05) during storage.
According to the results obtained, the addition of natural tocopherols in the concentrations
used in this study did not have an effect on the quality of the oil packaged in PET.

Key-words: soybean oil, PET, tocopherols, quality.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € responsdvel por aproximadamente 28% da produ¢do mundial de soja, com a
safra de 2006 ao redor de 57 milhdes de toneladas. O pais é o segundo maior produtor e
exportador mundial de soja em grdo, farelo e 6leo de soja. O Complexo Soja € um dos
principais itens da Balanca Comercial Brasileira e exportou cerca de US$ 9,5 bilhdes em 2005,
colocando o pais na lideranca mundial nas exportacdes do setor em valor. De acordo com
dados da Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais - ABIOVE, em 2005 foram
consumidos 3,1 milhdes de toneladas de 6leo de soja, que, em funcdo de sua qualidade e baixo

custo, € o mais importante dos 6leos vegetais produzidos no Brasil (ABIOVE, 2006).

O cultivo da soja teve grande participacdo na aceleragdo da mecanizacio das lavouras
brasileiras, pela modernizacdo do sistema de transportes, expansdo da fronteira agricola,
profissionalizacdo e incremento do comércio internacional e pela modificacdo e

enriquecimento da dieta alimentar dos brasileiros (EMBRAPA, 2004).

Com relacdo a composicao, o 6leo de soja € rico em dcidos graxos insaturados,
apresentando alto teor de 4cido linoléico (49,8-59,0%) e, quantidade relativamente elevada de
acido linolénico (5 a 11%) (BRASIL, 2005 e 2006; CODEX, 1999). Tais dcidos graxos sao
altamente suscetiveis as reagdes de oxidagdo, tornando o 6leo de soja um dos O6leos

comestiveis menos estdveis as deterioracdes (BOCKISCH, 1998).

A reagdo de oxidacdo € uma das principais causas de deterioracdo de dleos vegetais e,
possui como conseqiiéncia, o desenvolvimento da rancidez oxidativa, caracterizada por
modificagdes na cor, flavor e aroma do 6leo, que levam geralmente a rejeicdo do produto,
além da diminuicao da qualidade nutricional dos mesmos com conseqii€éncias importantes para
a saude (WAGNER; ELMADFA, 2001; HRAS et al., 2000; ANDERSON; LINGNERT, 1999;
QUINTERO; VIANNI, 1995).

A oxidagdo de dleos pode ser retardada através do controle de alguns fatores que
favorecem este processo, como temperatura, luz e oxigénio (RAMALHO; JORGE, 2006;
GUPTA, 2000; NAWAR, 1985). Sendo assim, a utilizacdo de embalagens adequadas e a
adicdo de antioxidantes (naturais ou sintéticos) podem aumentar a vida de util de muitos

produtos alimenticios (HILST, 1999; HRAS et al., 2000).

A embalagem possui papel fundamental no controle das interagdes entre o dleo e o
ambiente, protegendo contra a oxidacao e auxiliando na manutencao da qualidade do produto.

Atualmente cerca de 80% dos 6leos comercializados no Brasil sdo envasados em embalagens
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de poli (tereftalato de etileno) - PET (DATAMARK, 2006). Embora elas sejam boa barreira
contra o oxigénio e odores, o produto fica mais exposto a luz, o que pode afetar a estabilidade

oxidativa do 6leo (TAWFIK; HUYGHEBAERT, 1999).

A utilizacdo de antioxidantes sintéticos, como BHA (butilhidroxianisol), BHT (butil-
hidroxitolueno) e TBHQ (t-butil-hidroquinona), apresenta restri¢des em diversos paises devido
aos seus possiveis efeitos indesejdveis para saide humana, mas ainda sao muito utilizados pela
inddstria alimenticia devido a sua alta estabilidade, entre outras vantagens (HRAS et al.,
2000). A utilizacao destes produtos vem diminuindo pela suspeita de serem promotores do
processo de carcinogénese (SUJA et al., 2004; HILST, 1999). Sendo assim, o uso de
antioxidantes naturais na indudstria de alimentos tem aumentado significativamente e muitos
compostos tém sido testados em sua eficdcia como antioxidantes, principalmente os tocoferdis

(NOGALA-KALUCKA et al., 2005; ISNARDY et al., 2003).

Dentre os constituintes da matéria insaponificavel de 6leos e gorduras, os tocoferdis
despertam grande interesse em fun¢@o do seu cardter vitaminico (vitamina E) e antioxidante
(SANCHEZ-PEREZ et al., 2000). Os tocoferdis estio presentes naturalmente em muitos 6leos
vegetais e, de acordo com a localizacdo e grau de substitui¢do de grupos metila no anel, sd@o
denominados o, B, Y e O-tocoferol. A atividade antioxidante dos tocoferdis é devida,
principalmente, a sua capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres
lipidicos, interrompendo a propagacdo em cadeia e depende, além da estrutura quimica, de
fatores como temperatura; composi¢do; estado fisico da gordura (liquida, emulsdo);

concentracdo de tocoferdis e; presenca de espécies quimicas que podem atuar como pro-

oxidantes (NOGALA-KALUCKA et al., 2005; LAMBELET et al., 2001; WHITE, 2000).

Muitos estudos foram realizados sobre a influéncia dos tocoferdis na estabilidade dos
6leos vegetais e gorduras, porém na maioria dos trabalhos publicados foram utilizados
métodos acelerados, que nao refletem a realidade da comercializacao dos 6leos, dificultando a

correlagdo dos resultados com a vida de prateleira do produto.

Desta forma, o presente trabalho estudou o efeito da adi¢ao de diferentes concentragcdes
de tocoferdis naturais sobre a qualidade de 6leo de soja refinado e embalado em PET mantido

ao abrigo da luz por um periodo de 12 meses.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Determinar o efeito da adi¢do de diferentes concentragcdes de tocoferdis naturais da
soja sobre o processo de oxidagdo de 6leo de soja refinado e embalado em PET durante o

armazenamento ao abrigo da luz.

2.2 Objetivos Especificos

. Caracterizar o 6leo de soja através da andlise sensorial e dos seguintes métodos
fisico-quimicos: composi¢do em dcidos graxos, teor de tocoferdis, indice de iodo, ponto de

fumaca, umidade, 4cidos graxos livres, indice de perdxido e extingdo especifica a 232 e 270

nm;
. Avaliar a qualidade do 6leo de soja durante o armazenamento;
. Determinar as mudancas no teor de tocoferdis do Oleo durante o
armazenamento;
. Determinar o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de tocoferdis sobre

as mudancas na qualidade do 6leo de soja;

. Determinar a vida de prateleira do 6leo de soja embalado em garrafas PET
armazenado ao abrigo da luz, através da determinacdo das mudangas nos indices fisico-

quimicos e da avalia¢do sensorial.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Lipidios

Lipidios constituem um grupo de diversos compostos biolégicos ndo soliveis em dgua
(hidrofébicos) e soliveis em solventes organicos (como cloroférmio, éter e benzeno)
(FENNEMA, 2000; NOVALIS, 2000). Esse grupo de substancias inclui os 6leos, as gorduras,
algumas vitaminas e hormonios, além de muitos componentes ndo protéicos das membranas
celulares. Nas células vivas os lipidios fazem parte da estrutura da membrana funcionando de
modo a manter energia disponivel para a célula, além de iniciarem a sintese de
prostaglandinas, vitaminas € hormonios (NOVAIS, 2000) e de contribuirem para o sabor no

cozimento e no processamento dos alimentos (FAO, 1994).

Os 6leos vegetais e as gorduras sdao constituidos predominantemente por trigliceridios
(mais de 98%), que sdo ésteres de trés dcidos graxos com glicerol. A molécula de glicerol
possui trés grupos hidroxila nos quais as moléculas de dcidos graxos podem formar ligacdes

éster, resultando na molécula de trigliceridio (GUNSTONE, 2005).

As propriedades fisicas e quimicas de um 6leo estdo relacionadas principalmente com
a sua composi¢cao em dcidos graxos, com o grau de insatura¢io e posicao destes na molécula
de glicerol e com o comprimento da cadeia carbonica dos mesmos. A diferenca entre uma
gordura e um 6leo estd no estado fisico em temperatura ambiente, isto €, uma gordura é um
s6lido e um 6leo é um liquido (O’BRIEN, 2000; WHITE, 2000). Geralmente, as gorduras
solidas sao indicadas por uma dominancia em acidos graxos saturados, e os liquidos por um
alto nivel de dcidos graxos insaturados (O’BRIEN, 2000). Quanto menor a cadeia carbonica,
menor seu ponto de fusdo, e quanto maior o nimero de insatura¢des dos dcidos graxos, menor

serd seu ponto de fusdo e sua estabilidade para oxidac¢do (LIN, 1991).

Entre os fatores que afetam a composi¢ao dos dcidos graxos dos 6leos vegetais estd o
clima, o tipo de solo, estacdo de desenvolvimento, maturidade e saide da planta, fatores
microbioldgicos, posicdo da semente dentro da flor e variacdo genética da planta. A
composi¢do em 4cidos graxos das gorduras animais varia de acordo com a espécie animal,

dieta, saude, localizag¢ao da gordura na carcaca e maturidade (GUNSTONE, 2005).

Estdo também presentes nos 6leos, em menor quantidade, outros constituintes de
grande interesse, 0os componentes minoritdrios, tais como tocoferdis, digliceridios, acidos

graxos livres, esterdis, fosfolipidios e pigmentos (FERRARI, 2001; O’BRIEN et al., 2000).
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3.2 Oleo de Soja

A soja [Glycine max (L.) Merr.] € uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, a
sub-familia das Papilionoidea e do grupo das Faseoleas, origindria do atual territério do
Vietnam, no leste da Asia. Seu cultivo é conhecido na China a cerca de 5000 anos (GARCfA,
2001; POUZET, 2001; BOCKISCH, 1998; GUNSTONE, 1997). A semente de Glycine max
desenvolveu-se como uma fonte de proteinas de alta qualidade e € usada em muitos alimentos

para humanos e como proteina predominante na alimenta¢do animal (GUNSTONE, 2005).

O teor de lipidios no grio de soja varia entre 18 e 22% (GUNSTONE, 2005;
BOCKISCH, 1998; GUNSTONE, 1997). O dleo de soja surgiu como um subproduto do
processamento do farelo de soja e tornou-se um dos lideres mundiais no mercado de 6leos
(MORETTO; FETT, 1998). O ¢leo de soja € produzido em maior quantidade que outros 6leos
vegetais e foi desenvolvido primeiramente nos EUA, Brasil, Argentina e China, sendo parte
significante da dieta desses paises (GUNSTONE, 2005). Possui excelente qualidade e baixo
custo e € o mais importante 6leo vegetal do mundo contemporaneo (GARCfA, 2001; SIPOS,
SZUHAI, 2001). A utilizacao do 6leo de soja abrange uma ampla gama de produtos entre os
quais podemos citar 6leos para saladas, frituras, margarinas, emulsificantes, etc. (GUPTA,

2001).

A composi¢do do 6leo de soja pode ser afetada pelas diferencas de variedade e pelos
vérios fatores geograficos e do meio ambiente (HAMMOND et al., 2005), principalmente
condicdes climéticas. E rico em 4cidos graxos insaturados (aproximadamente 85% do total),
apresentando em torno de 50 a 59% de 4cido linoléico; de 20 a 27% de 4cido oléico e, entre 5
e 11% de écido linolénico. O teor elevado de dcidos graxos insaturados e, o teor relativamente
elevado de 4cido linolénico, torna o 6leo de soja muito suscetivel as reagdes de oxidagdo.

(GUNSTONE, 2005; PEREIRA et al., 1991).

O dleo de soja bruto possui em sua composicdo matéria insaponificdvel, bem como
outros constituintes, tais como 4cidos graxos livres e metais, que precisam ser reduzidos e/ou
eliminados através do refino para tornid-lo comestivel e com qualidade (GUPTA, 1993).
Porém, a matéria insaponificivel do 6leo de soja também possui vérios componentes
minoritarios com valor comercial, tais como os tocoferdis e os fitosterdis (SIPOS, SZUHAJ,
2001). Alguns destes podem ser recuperados durante o processo de refino. Os fosfolipidios

podem ser recuperados como lecitina e as misturas de esterdis e os tocoferdis (vitamina E)
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servem como matéria-prima para a producao de varios produtos farmacéuticos (GUNSTONE,

2005).

Na Tabela 1 podem ser observadas as composi¢des tipicas dos 6leos de soja bruto e
refinado.

Tabela 1: Composic¢ao tipica de 6leo de soja bruto e refinado.

Parametro caracteristico Oleo Bruto Oleo Refinado
Trigliceridios (%) 95 -97 >99
Fosfolipidios (%) 1,5-2,5 0,003 - 0,045
Matéria insaponificdvel (%) 1,6 0,3
Fitosterois (%) 0,33 0,13
Tocoferéis (%) 0,15-0,21 0,11 -0,18
Hidrocarbonetos

(Esqualeno) (%) 0,014 0,01
Acidos Graxos Livres (%) 0,3-0,7 <0,05
Tracos de Metais

Ferro (ppm) 1-3 0,1-0,3
Cobre (ppm) 0,03 -0,05 0,02 - 0,06

Fonte: HAMMOND et al. (2005); SIPOS; SZUHAJ (2001).

O ¢leo de soja deve atender essencialmente as caracteristicas sensoriais, como cor,
odor e sabor caracteristicos, aspecto limpido e isento de impurezas a 25°C; e as caracteristicas
fisico-quimicas, como indice de iodo (Wijs), indices acidez e de peréxido devem estar de
acordo com o preconizado pelos 6rgdos responsdveis por sua regulamentacdo. Na Tabela 2
podem ser observados os principais parametros de identidade e qualidade do dleo de soja
refinado e os valores recomendados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 2006), pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005) e pelo
Codex Alimentarius (1999).
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Tabela 2: Pardmetros de identidade e qualidade do 6leo de soja refinado

Parametro Refinado’ Refinado®
indice de Todo (Wijs) 124-139 124-139
Indice de Per6xido, mEq/Kg <10 <25

Extincao Especifica (232 nm) - -
Extincao Especifica (270 nm) - -
Acidez, mg KOH/g 0,6 0,2

Umidade % 0,2 <0,1
Ponto de Fumaca, em °C - >210
Acidos Graxos (%)
Acido Miristico C14:0 <0,2 <0,2
Acido Palmitico C16:0 8,0-13,5 8,0-13,5
Acido Palmitoléico C16:1 <0,2 <0,2
Acido Estedrico C18:0 2,0-5,4 2,0-5,4
Acido Oléico C18:1 17,7-28,0 17,0-30,0
Acido Linoléico C18:2 49,8-59,0 48,0-59,0
Acido Linolénico C18:3 5,0-11,0 3,5-8,0
Acido Araquidico C20:0 0,1-0,6 0,1-0,6
Acido Eicosenéico C20:1 <0,5 <0,5
Acido Behénico C22:0 <0,7 <0,7
Tocoferéis (ppm)

Totais 600-3370 -

Fracoes

o 90-352 -

B 0-36 -

Y 89-2307 _

8 154-932 -

! Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005); Codex Alimentarius (1999).
2 Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2006).

3.3 Deterioracao de Oleos

Nos O6leos e gorduras comestiveis, a rancidez representa a principal causa de
deterioracdo (HRAS et al., 2000). Ocorre principalmente durante o processamento e
armazenagem e resulta em alteracdes dos principais parametros de qualidade como a cor e, na
producdo de compostos voléteis responsaveis pela formagao de sabores e odores estranhos
(off-flavors). Afeta também o valor nutritivo, pela inativagdo de vitaminas (A, D, E, Ke C) e
modificagdo na estrutura de &acidos graxos essenciais, clorofilas, carotenos, aminoécidos,
proteinas e enzimas (NOGALA-KALUCKA et al., 2005; HRAS et al., 2000; O’BRIEN,
2000).

A rancidez pode ser proveniente de rea¢Oes hidroliticas (rancidez hidrolitica) ou de
reacOes de oxidacdo (rancidez oxidativa). A rancidez hidrolitica pode ser promovida pela

presenca de dgua ou catalisada por lipases, resultando na hidrélise da molécula de
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trigliceridio, com formagdo de glicerol e acidos graxos livres. A rancidez oxidativa € iniciada
por espécies reativas do oxigénio, envolvendo o ataque destes a por¢do insaturada dos dcidos
graxos presentes nos 6leos e gorduras, sendo favorecida por agentes como UV, radiagcao
ionizante, calor, presenga de metais e concentracdo de duplas ligacdes nas moléculas lipidicas
(NOGALA-KALUCKA et al.,, 2005; HRAS et al., 2000; HAMILTON, et al., 1997). Ainda
que as causas originais e as conseqii€éncias dos processos de degradacdo hidrolitica e oxidativa
sejam muito diferentes, parecem interagir e contribuem para a redugdo da vida util do dleo

(FREGA et al., 2001).

Os produtos primdrios da oxidacdo sdo os hidroper6xidos, que ndo possuem sabores
nem odores. Os produtos de degradacdo dos hidroperdxidos, ou, produtos secundarios da
oxidac¢do, como os aldeidos, cetonas e dlcoois, apresentam limites de percepcao muito baixos;
assim, a oxidacdo de uma fracdo infima do 6leo pode tornd-lo inaceitdvel sensorialmente

(HRAS et al., 2000; O’BRIEN, 2000).

A rancidez oxidativa pode ocorrer através da autoxidagdo ou rota cldssica e da

fotoxidacao, levando a formagao de sabores e odores ndo caracteristicos nos 6leos.
3.3.1 Autoxidagdo

A autoxidagdo de um 6leo € uma reacdo em cadeia de radicais livres que envolve a
formacdo de radicais livres, a formacdo de hidroperéxidos, a decomposicao dos
hidroperéxidos e a formagdo de produtos secundarios da oxidagdo. Assim, a autoxidacdo
envolve um mecanismo autocatalitico de radicais livres em cadeia através de trés etapas
bdsicas: iniciacdo, propagacdo e terminacdo, como pode ser observado na Figura 1
(HAMMOND et al., 2005; WHITE, 2000). A autoxidag@o é assim denominada pelo fato de
que o grau da mesma aumenta a medida que progride a reacio (HAMMOND, et al., 2005;
HAMILTON et al.,1997).

Durante a fase de iniciacdo, na formacgio do radical livre (R"), a gordura insaturada
(RH) perde hidrogénio (H) de um dtomo de carbono adjacente a uma dupla ligacido (Carbono
alfa-metilénico), onde a dissociacdo de energia para a abstracdo do hidrogénio € bastante
baixa. Os iniciadores podem ser o calor, a luz, metais ou outros radicais livres. O radical livre
resultante (R®) pode reagir rapidamente com o oxigénio em seu estado singlete ou triplete,
formando radicais livres peroxil (ROO®), os quais podem clivar para formar aldeidos e
cetonas ou, alternativamente, podem continuar a reagdo catalitica por fixar um dtomo de H de

outra molécula do lipidio insaturado para formar um hidroperéxido (ROOH). O hidroperéxido
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reativo continua este processo de deterioracdo, produzindo uma reagdo em cadeia
relativamente rdpida (fase de propagacdo) que pode ser repetida centenas de vezes e formar
precursores para a formagao de diferentes aldeidos, cetonas e dlcoois, que sdo responsaveis
pelo desenvolvimento de off-flavors. A velocidade da oxidag¢do nesta fase € acelerada, o que
indica a natureza autocatalitica da reacdo. A fase de terminacdo inclui a recombinacdo de
vérias espécies de radicais livres para produzir os produtos finais estdveis (ADAMS, 2001;

WHITE, 2000; BOCKISCH, 1998; HAMILTON et al., 1997).

Iniciacdo - presenca do catalisador - luz externa, fons metdlicos

R-H + 0, —_— R’ + ‘OOH

R-H > R’ + *H
Propagacao - formacao em cadeia de hidroperéxidos

v

R’ + 0, — > ROO

ROO" + RH — > ROOH+R'
Terminacio - Inibe a propagacio (R*)

R’ + R® —_— , RR

ROO® + R' ——» ROOR

ROO* + ROO" — > ROOR + 0,

R’ = radical do 4cido eraxo: ROOH = hidroperéxido: ROQO® = radical peréxido

Fonte: FARMER et al. (1942); SCHAICH (2005).

Figura 1: Etapas bdasicas da autoxidagao de lipidios.

Os radicais livres podem ser definidos como uma espécie quimica que possui um ou
mais elétrons ndo pareados. Tal definicdo engloba o 4tomo de hidrogénio, dtomos de metais
de transicdo e molécula de oxigénio singlete que, com os dois elétrons ndo pareados atuam
como um biradical. Uma das mais importantes dreas em que radicais livres de carbono e

oxigénio estdo envolvidos € na oxidagdo dos lipidios (HAMILTON et al., 1997).
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Quando o contetido de hidroperoxidos de um sistema contendo d4cidos graxos
polinsaturados (PUFAs) alcanca certo valor critico, sua composi¢ao torna-se importante e a
taxa de oxidacdo lipidica aumenta. Durante a fase de propagacdo, a taxa de formacdo de
hidroperéxidos é maior que sua taxa de decomposicao dos mesmos, e esta situacao € reversa

na etapa de terminacdo (KAMAL-ELDIN et al., 2003).
3.3.2 Fotoxidagao

A fotoxidagao envolve a formagao de hidroperéxidos numa reagdo direta de adicao de
oxigénio singlete ao lipidio insaturado, sem formagdo de radical livre, como ocorre na
autoxidacdo. Portanto, esta ndo € uma reacdo em cadeia e ndo possui periodo de inducgdo
(GUNSTONE, 1994; ROVELLINI et al., 1997). A fotoxidagdo ocorre através de reacdes
fotoquimicas e/ou fotossensibilizadoras e envolve a interacdo entre a dupla ligacdo e o
oxigénio singlete, produzido pelo efeito da luz (especialmente UV ou préxima de sua faixa)
sobre o oxigénio triplete, na presenca de sensibilizadores como a clorofila ou compostos heme

(GUPTA, 2000; GUNSTONE, 1994; SHERWIN, 1978).

O oxigénio singlete é formado pela transferéncia de energia da luz (absor¢do) para a
molécula de oxigénio, através de fotossensibilizante, como foi mencionado, formando estados
singlete excitados que podem ser diferentes para cada comprimento de onda e que podem
atacar o substrato, no caso o 6leo (OGRYZLO, 1970; WILSON; HASTINGS, 1970). Assim,
ao absorver um quantum de energia, um dos elétrons do subnivel mais externo do dtomo ¢é
promovido a um orbital acima, gerando spins paralelos, que possuem menor conteido
energético (ATKINS, 1991). Este estado intermedidrio do oxigénio molecular é de maior
durabilidade, tendo uma baixa energia de ativacdo quando comparada com a energia de
muitas ligacoes quimicas (WILSON; HASTINGS, 1970). O esquema representativo da

fotoxidacao de lipidios pode ser visualizado na Figura 2.
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(sens)+h — (lsens) © (3sens)

(’sens) + RH — R’ + ‘sens-H

(3sens) + 302 - 102

'0,+ RH - ROOH

Figura 2: Esquema representativo da fotoxidagao de lipidios (ZAMBIAZI, 1999).

As clorofilas sdo conhecidas por decompor-se em feofitinas, feoférbidos e
pirofeoférbidos, em pH dcido e na presenga de oxigénio. Sabe-se também que os produtos de
decomposicdo das clorofilas sdo cerca de dez vezes mais fotossensibilizadores que as
clorofilas. A reacdo de fotoxidacdo é 1500 vezes mais rdpida que a autoxidacgdo; portanto, a
decomposicdo da clorofila pode ter um impacto muito significativo na estabilidade do ¢6leo.
(GUPTA, 2001). Assim, o produto priméario da fotoxidagdo € o hidroperéxido e sua
velocidade de formacdo € de 10 a 30 vezes maior que na autoxidacdo (ROVELLINI et al.,

1997).
3.4 Decomposicao de Hidroperoéxidos

Os hidroperdxidos sdo produtos primarios da oxidacdo e sdo compostos inodoros e
relativamente estdveis em condi¢des favordveis, tais como baixa temperatura, presenga de
antioxidantes e auséncia de catalisadores. Normalmente estas condi¢des ndo sdo encontradas e
os hidroper6xidos se tornam susceptiveis a decomposi¢do, formando radicais peroxil e
alcoxil, levando a formagdo dos produtos secunddrios de oxidag¢do incluindo aldeidos,
cetonas, dlcodis, dcidos e lactonas, que sdo os responsaveis pela rancidez (KAMAL-ELDIN et

al., 2003).

A decomposi¢do dos hidroperéxidos ocorre através da quebra da ligacdo carbono-
carbono entre o carbono onde estd o peréxido e os carbonos adjacentes, formando produtos de
cadeia curta volateis e ndo volateis, que contribuem para o flavor dos 6leos e alimentos que os
contém. Os produtos formados, principalmente os de cadeia curta, t€ém limiares de percep¢ao
muito baixos, podendo ser detectados em baixissimas concentragdes (WHITE, 2000; LIN,
1991). Estes produtos, além de prejudicar o flavor e a textura dos alimentos, podem prejudicar
os tecidos bioldgicos e, assim, o organismo humano (KAMAL-ELDIN et al., 2003;
HAMMOND et al., 2005).
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3.5 Fatores que Afetam a Oxidac¢ao Lipidica nos Alimentos
3.5.1 Composi¢do em dcidos graxos

As caracteristicas inerentes a um 6leo afetam a estabilidade oxidativa e a qualidade
sensorial do mesmo (WHITE, 2000; NAWAR, 1998). Oleos e gorduras sdo primariamente
compostos por trigliceridios, com uma variedade de acidos graxos unidos a molécula de
glicerol, numa disposi¢do de combinagdes possiveis, dependendo da fonte animal ou vegetal.
Os 4acidos graxos diferem em sua suscetibilidade a oxidacdo; assim os dcidos graxos que
compdem um 6leo t€ém um efeito importante na estabilidade do mesmo. A posi¢do destes
acidos graxos na molécula de glicerol também pode influenciar a taxa de oxidacao (WHITE,

2000).

A estabilidade oxidativa dos 4cidos graxos insaturados geralmente diminui com o
aumento do grau de insaturacdo. A taxa de oxidagdo é aproximadamente proporcional ao grau
de insaturacdo; p.ex., o dcido graxo linolénico (C18:3) com trés duplas ligacdes € mais
suscetivel a oxidag@o que o 4cido linoléico (C18:2) com apenas duas duplas ligacdes, mas este
¢ duas vezes mais suscetivel que o acido oléico (C18:1) com somente uma dupla. (O’BRIEN,
2000). A taxa relativa da oxidacdo de ésteres purificados de dcido oléico (18:1): 4cido
linoléico (18:2): 4cido linolénico (18:3) foram reportados sendo de 1:12:25 (WHITE, 2000;

LABUZA, 1982).

Quanto a posicao relativa de duplas ligacdes, as duplas conjugadas sdo mais reativas
que as ndo conjugadas; quanto a geometria, os isdmeros cis sao mais susceptiveis a oxidagao
que os trans correspondentes. Os dcidos graxos livres t€ém maior taxa de oxidagdo que os
esterificados. A presenca de altos teores de dcidos graxos livres pode aumentar a incorporagao

de metais provenientes do equipamento, acelerando a oxidacdo (NAWAR, 1985).

Fatores externos como a presenca de oxigé€nio, luz, pré-oxidantes e antioxidantes,
bem como a temperatura, o sistema lipidico e o contetido de umidade, também podem afetar a

qualidade do 6leo.
3.5.2 Oxigénio

Em altas concentracdes de oxigénio, a taxa de oxidacdo ¢é independente da
concentracdo de oxigénio. Em concentracdes muito baixas a taxa € proporcional a
concentracdo. Pesquisas recentes mostraram o desenvolvimento de reversdao no flavor do dleo
de soja armazenado na presenga de gases inertes, presumivelmente por causa das pequenas

quantidades de oxigénio dissolvido no sistema (FENNEMA, 2000; WHITE, 2000; NAWAR,
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1998). Além disso, o efeito da concentracdo do oxigénio sobre a velocidade da oxidacdo é
influenciado também por outros fatores, como a temperatura e a drea de superficie

(FENNEMA, 2000).
3.5.3 Temperatura

As taxas das reacOes de oxidacdo aumentam com a temperatura e, a estabilidade do
O0leo € geralmente melhor a baixas temperaturas (FENNEMA, 2000; WHITE, 2000;
NAWAR, 1998). No entanto, o resfriamento ndo necessariamente evitard a autoxidagao, pois
a mesma pode ocorrer sob temperaturas baixas. (ADAMS, 2001). A temperatura influencia
também na relacdo entre a velocidade e a pressdo parcial de oxigénio sobre a velocidade da
reacdo, porque diminui a solubilidade parcial do oxigénio nos lipidios e na dgua (FENNEMA,

2000).
3.5.4 Sistema lipidico

O sistema lipidico também influencia na estabilidade oxidativa dos lipidios. A
oxidagd@o de um O6leo ocorre em interface com o oxigénio. A taxa de oxidacdo aumenta em
propor¢ao com a area de superficie do lipidio exposto ao ar. Nas emulsdes 6leo em 4gua, o
oxigénio deve ter acesso ao lipidio por difusdo na fase aquosa e passar através da interface
Oleo-dgua. A taxa de oxidacdo dependerd da interacdo entre um nimero de fatores, incluindo
tipo e concentragdo do emulsificante, tamanho das gotas de Oleo, drea de superficie da
interface, viscosidade da fase aquosa, composi¢do e porosidade da matriz aquosa e pH

(FENNEMA, 2000; WHITE, 2000; NAWAR, 1998).
3.5.5 Luz

As radiagdes visivel, ultravioleta e gamma (y) sdo promotores eficazes da oxidacdo de
Oleos e gorduras. A luz ultravioleta é a mais efetiva (ADAMS, 2001; FENNEMA, 2000). A

fotoxidacdo é muito mais rdpida que a autoxidacgdo classica (ADAMS, 2001).
3.5.6 Umidade

O efeito da umidade na oxidagdo lipidica é fortemente dependente da atividade de
dgua de um sistema. Valores muito baixos de atividade de 4gua (<0,1), tipicos de produtos
alimenticios secos, acentuam extremamente a oxidacdo. Uma atividade de édgua de 0,3
geralmente resulta em uma taxa minima de oxidagdo, presumivelmente porque a 4gua diminui
o acesso do oxigénio ao lipidio ou reduz a atividade catalitica de metais por extincao dos

radicais livres. Quando o valor da atividade de dgua no sistema é consideravelmente maior
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(0,55-0,85), a taxa de oxidacdo aumenta novamente, talvez por causa do aumento da
mobilizacdo de catalisadores e do oxigénio (FENNEMA, 2000; WHITE, 2000; NAWAR,
1998). A estabilidade oxidativa de um 6leo comestivel € geralmente melhor em atividade de
dgua extremamente baixa, onde a hidrdlise dos dcidos graxos do glicerol é improvavel

(ADAMS, 2001; WHITE, 2000).
3.5.7 Pré-oxidantes

A presenca de pré-oxidantes nos alimentos que contém lipidios e nos dleos pode
aumentar dramaticamente a oxidacdo. Os pré-oxidantes sao geralmente metais de transi¢ao,
particularmente aqueles que possuem dois ou mais estados de valéncia. A oxidacao catalisada
por cobre e ferro € provavelmente a mais importante do ponto de vista pratico (ADAMS,
2001; WHITE, 2000; NAWAR, 1998), porém outros metais, tais como manganés, cromo,
niquel, zinco, cobalto e aluminio também podem promover a oxidacdo (WHITE, 2000). Em
pequenas concentragdes, < 0.1 ppm, eles podem diminuir o periodo de indugdo e aumentar a
taxa de oxidacdo. Tais ions metdlicos, tanto nas formas livres como ligados, ocorrem
naturalmente em tecidos vegetais e animais, membranas e enzimas. Eles sdo também
introduzidos nos alimentos por contato com equipamentos metdlicos utilizados durante o
processamento ou armazenagem (FENNEMA, 2000; NAWAR, 1998). Enzimas como as
lipases e lipoxigenases, que metabolizam a gordura e se encontram nas sementes de muitas
plantas e em subprodutos tais como farelo de arroz, também atuam como pré-oxidantes. As
lipases fracionam os dcidos graxos livres provenientes dos trigliceridios e provocam o
processo de autoxidacdo. A lipoxigenase catalisa a ligacao direta de oxigénio as moléculas de

acido graxo, produzindo hidroperéxidos (ADAMS, 2001).
3.5.8 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias de origem natural ou sintética que podem retardar ou
diminuir a taxa de oxidag@o. Os antioxidants mais importantes utilizados em alimentos sdo os
fendis mono - ou polihidricos com anéis substituidos. Eles ou inibem a formacdo de radicais
livres na etapa de iniciagdo ou interrompem a propagacdo das reacdes em cadeia dos radicais
livres. Para maxima efici€ncia, os antioxidantes primarios sdo usados em combinagcdo com
outros antioxidantes fendlicos ou com agentes quelantes de metais (NAWAR, 1998). Uma

breve revisao da literatura sobre antioxidantes serd tratada adiante.
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3.6 Controle da Oxidacao

Segundo Dubinsky (2001), as trés medidas mais importantes para evitar ou retardar o

processo de oxidagao de lipidios sdo as seguintes:

o Processamento adequado, utilizando as Boas Préticas de Fabricagdo, para

eliminar as impurezas lipossoldveis;

o Aplicar materiais e técnicas adequadas de envase. E importante utilizar
embalagens com barreira a luz UV e envasi-los em atmosfera controlada, embalando sob

vdcuo ou utilizando nitrogénio.

o Utilizacdo de antioxidantes, que apesar de ndo melhorarem um produto ja

oxidado ou ranc¢o, sdo capazes de inibir ou retardar a oxidagdo em sua etapa inicial;
3.7 Processamento do Oleo de Soja

Quase todos os O6leos e gorduras comestiveis utilizadas com fim alimentar sdo
processados. A primeira etapa no processamento de 6leos e gorduras € a separagdo ou
extracdo do 6leo ou gordura da semente, noz ou tecidos, de modo a maximizar o rendimento e
produzir um produto lipidico de boa qualidade. Apds a extracdo, varios procedimentos,
incluindo reacdes quimicas e separacdes fisicas, podem estar envolvidos na conversao dos

6leos e gorduras extraidos em produtos comestiveis (O’BRIEN, 2000).

A estabilidade oxidativa do 6leo de soja pode ser afetada, além dos fatores ja
mencionados, pelo manuseio dos graos antes da extrac@o e pelas condi¢cdes de processamento,
incluindo umidade; danos e temperatura excessivos nos graos; exposi¢do ao oxigénio;
contaminacdo por metais pré-oxidantes e exposi¢do a luz. A produgdo de um 6leo de soja de
boa qualidade requer controle na colheita dos graos de soja, durante a estocagem dos mesmos,
durante e apds o processamento do Oleo, a fim de protegé-los contra as deterioracdes até

chegar ao consumidor (HAMMOND et al., 2005).

O ¢dleo de soja pode apresentar reversdao do sabor, tornando-o menos desejiavel em
algumas aplicacoes, especialmente onde se espera longa vida de prateleira e para processar
um produto frito ou cozido em 6leo (GUPTA, 2001). A finalidade em refinar o éleo de soja
estd em eliminar as impurezas lipossoliveis e compostos minoritarios (fosfolipidios, acidos
graxos livres, pigmentos, esterdis, hidrocarbonetos, metais, produtos de oxidacdo) que se

encontram presentes no Oleo bruto, sendo absolutamente indispensdvel para conseguir os
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melhores padrdes de qualidade possiveis em sabor, aparéncia e estabilidade, tendo como

conseqiiéncia a aceitacdo pelo consumidor (ERICKSON, 2001).

Os processos unitdarios que se empregam para conseguir eliminar tais compostos sao:
degomagem, neutralizagdo, branqueamento e desodoriza¢do. As gomas ou fosfatidios, os
complexos metélicos e os dcidos graxos livres se eliminam na degomagem e na neutralizacdo.
Os produtos de oxidagdo, tracos de metais e pigmentos sdo eliminados durante o
branqueamento e, nesta etapa também sdo eliminados os tracos de gomas e sabdo
remanescentes dos processos anteriores (degomagem ou neutralizagdo). A etapa final, que
corresponde a desodorizacao, serve para eliminar os dcidos graxos livres que ainda ficam das
etapas anteriores, assim como alguns pigmentos residuais e sabores e odores indesejdveis
(ERICKSON, 2001). Os 4cidos graxos livres resultam da hidratacao do 6leo ou gordura pela
umidade, reagdo que ocorre principalmente em 6leos brutos, os quais possuem alto contetido
inicial de 4cidos graxos livres como resultado da hidrdlise enzimatica ocorrida durante a
colheita, transporte ou armazenamento (O’BRIEN, 2000). A desodorizacao nao eliminara os
produtos de oxidacdo ji que alguns desses ndo sdo voldteis sob condi¢cdes normais de
desodorizacdo. A unica etapa do processamento que eliminard estes produtos de oxidagao é o

branqueamento (ERICKSON, 2001).

As condicdes de armazenagem e manipulacdo do 6leo durante o processamento t€m
um papel significativo na estabilidade do mesmo. Evans et al. (1960) citado por Gupta (2001),
mostraram que o 6leo de soja com valores elevados de peréxido, apesar de apresentarem
niveis baixos de perdxido apds a desodorizacdo, se deteriora rapidamente durante o seu

armazenamento.
3.8 Embalagem PET [poli (tereftalato de etileno)]

A principal funcdo das embalagens € proteger o alimento, ajudando na manutencao da
vida util, atuando como barreira contra o oxigé€nio, a umidade e as radiagdes solares (FARIA,

1991).

Sob o ponto de vista da estabilidade oxidativa, as embalagens metélicas sdo ideais, ja
que oferecem alta barreira contra luz e oxigé€nio, porém, estas vém sendo substituidas
gradativamente pelas embalagens plasticas, principalmente PET. Entre as vantagens da
embalagem PET estdo a resisténcia mecanica a impactos e quedas; boa rigidez e estabilidade

a deformacdes; visualizacao do produto pelo consumidor, pois € transparente; a possibilidade
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para desenhos modernos, atraentes e diferenciados; o uso de bicos dosadores e, o fato de ser

reciclavel (LEME, 1994).

Apesar de oferecer resisténcia quimica a 4cidos, bases e varios solventes, a embalagem
PET nao oferece barreira adequada para a luz, oxigénio e vapor d’adgua. Desta forma, os 6leos
embalados em PET apresentam uma vida de prateleira menor do que os 6leos embalados em
latas e € comum neste tipo de embalagem a adi¢do de antioxidantes para retardar a oxidacao

dos 6leos (ALBUQUERQUE; ANJOS, 1991; ARRUDA, 2002).
3.9 Antioxidantes

Em um sistema biolégico, um antioxidante pode ser definido como “qualquer
substancia que quando presente em baixas concentragdes, em comparacdo ao substrato
oxidavel, retarda ou previne significativamente a oxidagao do mesmo”. O substrato oxiddvel
pode ser uma molécula encontrada em alimentos ou em material bioldgico, incluindo
carboidratos, DNA, lipidios e proteinas. Os alimentos sdo sistemas compostos por uma
variedade de biomoléculas e, esta definicdo descreve bem um antioxidante. Entretanto, os
orgdos que regulamentam a drea classificam os antioxidantes como um aditivo alimentar e os
define como ‘“‘substancias utilizadas para preservar o alimento por retardar a deterioracdo, a
rancidez ou a descoloracdo devida a oxidacdo” (WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005;
CHEUNG et al., 2003; GORDON, 2001).

Os antioxidantes protegem os sistemas biologicos contra os potenciais efeitos
maléficos dos processos ou reagdes que podem causar oxidacdo excessiva. Tal atividade
antioxidante estd relacionada com a preven¢ao de doengas, como diferentes tipos de cancer,
doencas cardiovasculares, disfuncdo cerebral e catarata (CASTRO et al., 2005; CHEUNG et
al., 2003; GUTIERREZ et al., 2003; ARNAO et al., 2001; ARNAO, 2000).

Em 6leos e gorduras, os antioxidantes retardam o inicio da oxidacdo ou diminuem a
taxa das reacoes. A oxidagdo dos lipidios produz compostos com diferentes odores e sabores
(off-flavours) que continuam afetando outras moléculas do alimento. A principal razdo de usar
um antioxidante como aditivo alimentar € manter a qualidade do alimento e estender sua vida

util (WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005).

Os antioxidantes podem ser agrupados, de acordo com seu mecanismo de acdo, em
dois grupos principais: antioxidantes primdrios, que reagem com os radicais lipidicos para
produzir produtos estdveis; e antioxidantes secunddrios, que retardam o processo de oxidag¢ao

por mecanismos diversos (WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005; KOLAKOWSKA, 2003;

28



GORDON, 2001). De acordo com essa classificacdo, alguns antioxidantes exibem mais do
que um mecanismo de acdo, e assim, sdo denominados antioxidantes de funcdo multipla.
Outra classificagdo comumente usada divide os antioxidantes em cinco tipos: primadrios,
seqiiestradores de  oxigénio, secunddrios, enzimdticos e agentes quelantes

(WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005; KOLAKOWSKA, 2003).

Os antioxidantes primdrios incluem compostos fendlicos tais como tocoferdis,
carotendides, flavondides e acidos fendlicos, de origem natural e, butilhidroxitolueno (BHT);
butilhidroxianisol (BHA); galato de propila, de octila e de dodecila; t-butilhidroquinona
(TBHQ), de origem sintética (GONZALEZ et al., 1998; KAMAL-ELDIN et al., 2003). Os
antioxidantes secunddrios atuam por uma variedade de mecanismos, tais como agentes
quelantes de metais (dcidos citrico, mdlico e tartarico), removedores de oxigénio (4cido
ascorbico, palmitato de ascorbila), conversdao de hidroperéxidos em espécies ndo radicais
(fosfolipidios), absor¢do por radiacdo UV ou desativacdo do oxigénio singlete (carotendides)

(WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005; DUBINSKY, 2001; GORDON, 2001).

Até as tultimas duas ou trés décadas, os antioxidantes sintéticos foram preferidos em
funcdo do preco e seguranca (POKORNY; PARKANYIOVA, 2005). Atualmente existe uma
tendéncia para a sua reduc@o nos alimentos e para o uso de antioxidantes naturais (CHU;

HSU, 1999).

As fontes potenciais de antioxidantes sdo comuns no reino vegetal: oleaginosas,
especiarias, ervas, cereais, frutas, chés e café. Além de apresentar eficicia como antioxidante,
os extratos devem ser disponiveis comercialmente em grande escala e apresentar precos

competitivos (LAMBELET et al.; 2001; FRANKEL, 1996).

Os antioxidantes contidos nos alimentos ajudam a preservar os proprios alimentos e
fornecem antioxidantes essenciais in vivo (SHI et al.,, 2001). A presenca de antioxidantes
naturais em alimentos e seus beneficios para a saide em relacdo a prevengdo e terapia do
estresse oxidativo e doencas relacionadas vém sendo estudados no mundo todo.
Conseqlientemente, ndo somente a acentuacdo da vida util dos alimentos tem sido estudada,
mas também o controle da oxidagdo lipidica por supressdao da formacgao de radicais livres nos
alimentos para prevenir seus efeitos deletérios a saide (WANASUNDARA; SHAHIDI,
2005).
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3.10 Tocoferois

Dentre os constituintes da matéria insaponificavel de 6leos e gorduras, os tocoferodis e
tocotriendis despertam grande interesse em fung¢do do seu cardter vitaminico e antioxidante
(SANCHEZ—PEREZ et al., 2000; FERRARI, 2001). Durante muitos anos os tocoferdis tém
sido propostos como aditivos em 6leos e gorduras pelas suas propriedades antioxidantes. De
fato, os tocoferdis concentrados a partir de Oleos vegetais se denominaram inicialmente
“inibidores” e foram reconhecidos como antioxidantes antes de sua identificacdo com a

atividade de vitamina E (JOHNSON; PETERSON, 2001).

O termo vitamina E foi introduzido em 1922 por Evans e Bishop, que descreveram um
fator da dieta na nutricdo animal considerado importante para a reproducao normal. Em 1936
dois compostos ativos foram isolados de 6leo de germe de trigo. Estes compostos foram
designados o e B-tocoferol, termo derivado das palavras gregas “tocos” (parto), “phorein”
(conceber) e “ol” (dlcool). Nos anos seguintes, dois tocoferdis, ¥ e d-tocoferol, bem como os
tocotriendis foram isolados de dleos vegetais comestiveis, e hoje um total de quatro tocoferdis
e quatro tocotriendis sdo conhecidos (HENSLEY et al., 2004; FERRARI, 2001; JOHNSON;
PETERSON, 2001; AZZI; STOCKER, 2000).

A molécula de vitamina E pode ser dividida em duas partes, um sistema aromético
hidroxilado (um anel fendlico e um heterociclico, chamado de anel cromanol) responséavel por
suas propriedades antioxidantes e também uma cadeia lateral ramificada saturada com 16
carbonos (tocoferol) ou insaturada com trés duplas ligacdes na cadeia lateral (tocotrienol),
para a orientagcdo da vitamina E na membrana lipidica. Os tocotriendis, embora significantes
em 6leo de palma, sdo geralmente menos comuns que os tocoferdis e muito menos conhecidos
acerca de suas propriedades bioldgicas. Os quatro tocoferdis e tocotriendis diferem no nimero
de grupamentos metila junto ao anel heterociclico. Ele sdo designados o (5, 7, 8-trimetil),
(5, 7-dimetil), ¥ (7, 8-dimetil) e & (8-metil). As formas B- e Y- sdo isdbmeros posicionais, como
pode ser observado na Figura 3 (GUNSTONE, 2005; KAMAL-ELDIN, 2005;
WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005; REZK et al, 2004; ABIDI, 2003; YOSHIDA et al.
2003; FERRARI, 2001).
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HO
HyC CHj, CHs

CH; CH; CHs; a-tocoferol
CH; H CH; B-tocoferol
H CH; CHj3; y-tocoferol
H H CH; 6-tocoferol

(a)

Ri R, R;

CH; CH; CH; o-tocotrienol
CH; H CH; B-tocotrienol
H CH; CHj; y-tocotrienol
H H CH; d-tocotrienol

(b)

Figura 3: Estruturas dos tocoferdis (a) e tocotriendis (b) (SHAHIDI; ZHONG, 2005a).

Os tocofer6is sao liquidos viscosos de cor geralmente amarela claro (sintéticos) ou
marrom (concentrado natural), alguns dos quais podem cristalizar a temperatura ambiente
(23°C) e a temperaturas mais baixas. No estado de grande pureza sdo relativamente inodoros
e incolores. Sdo soldveis em Oleo e, portanto, totalmente soliveis em solventes lipofilicos e

insoldveis em dgua (SHAHIDI; ZHONG, 2005a; JOHNSON; PETERSON, 2001). Os o, B-,
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Y- e O-tocoferdis ocorrem como misturas em 6leos vegetais € sdo os antioxidantes naturais

mais importantes em gorduras (HRAS et al., 2000).
3.10.1 Mecanismo de acdo

Os tocoferdis inibem a propagacdo de radicais livres por doagdo de hidrogénio do seu
grupo fendlico para radicais livres lipidicos, a fim de estabilizd-los (REZK et al, 2004;
ISNARDY et al.,, 2003; KAMAL-ELDIN et al., 2003; VALENZUELA; NIETO, 2001;
KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996), pela producdo de radicais tocoferoxil na reacao de
terminacdo, rendendo produtos de oxidacdo muito menos reativos que os radicais livres
lipidicos (KOLAKOWSKA, 2003; VERLEYEN et al., 2001) estendendo desta maneira a vida
util dos 6leos comestiveis (NOGALA-KALUCKA et al., 2005).

Durante a armazenagem dos 6leos vegetais, os tocoferdis sdo convertidos em radicais
livres, como os outros antioxidantes. Estes radicais livres entdo se polimerizam em uma
mistura de dimeros e oligdmeros maiores. Estes compostos oligoméricos também possuem
atividade antioxidante moderada. Copolimeros de radicais livres de tocoferol com radicais
livres gerados pela decomposi¢do de hidroperdxidos lipidicos também sdo formados. Se o
6leo ou alimento contém ions ferro ou cobre, estes oxidam os tocoferdis com formacgdo de
vérias quinonas reativas, as quais facilmente polimerizam e copolimerizam (POKORNY;

PARKANYIOVA, 2005).

A atividade antioxidante real dos tocoferdis em 6leos comestiveis € evidente quando
os tocoferdis sdo adicionados aos trigliceridios puros dos dleos vegetais, cujos tocoferdis
naturais foram removidos através da destilacdo com vapor de dgua. A atividade antioxidante
dos tocoferdis aumenta da seguinte maneira: o-tocoferol < B-tocoferol = y-tocoferol < o-

tocoferol (POKORNY; PARKANYIOVA, 2005).

A participacdo dos tocoferdis nas reagdes de autoxidagcdo leva a sua degradacdo e
consumo, presumivelmente por oxidacdo (VERLEYEN et al., 2001), formando quinonas,
hidroquinonas, tocoperéxidos dimeros e trimeros. Na auséncia de oxigé€nio sdo relativamente
estdveis a luz, ao calor e aos 4lcalis. Os ésteres preparados por acilagdo do hidréxi fendlico
livre aumentam a estabilidade dos compostos frente ao oxigénio (NOGALA-KALUKA et al.,
2005; JOHNSON; PETERSON, 2001).

3.10.2 Fonte e biogénese

O conteddo e composicdo dos tocoferdis dependem da fonte do OSleo. Estes

freqiientemente ocorrem em pequenas quantidades em 6leos mais saturados, tais como azeite
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de coco, e suas fontes mais ricas sdo os 6leos vegetais polinsaturados, seguidos por outras
fontes como nozes, graos de cereais, vegetais verdes, leite, entre outras (KAMAL-ELDIN,
2005;: POKORNY:; PARKANYIOVA, 2005). Os tocoferdis estdo presentes nos 6leos vegetais
polinsaturados na forma livre (DIAZ et al, 2004; SANCHEZ-PEREZ et al., 2000) e no
gérmen das sementes dos cereais, enquanto os tocotriendis sdo encontrados na camada de
aleurona e subaleurona das sementes de cereais e no 6leo de palma (YOSHIDA et al, 2003;
SANCHEZ-PEREZ et al., 2000). Apesar da estrutura quimica semelhante, os tocoferdis e
tocotriendis apresentam atividade bioldgica diferenciada (YOSHIDA et al., 2003). Estao
presentes em Oleos vegetais em concentracdes variadas que podem ser observadas na Tabela

3.

Tabela 3: Contetdo tipico de tocoferdis em alguns 6leos refinados.

Tocoferéis (ppm)

Oleo o Y 0 Total
Milho 90 810 - 900
Algodio 600-710 240-270 - 870-950
Banha 23 - - 27
Palma 300-500 - - 560
Amendoim 200 200 - 420
Farelo de 580 330 - 910
arroz

Soja

Bruto 200 980 500 1680
Refinado 200 740-780 - 940-990

Fonte: WAN, P.J. (2000)

O padrado de distribuicdo dos tocofer6is modifica-se segundo as espécies, variedade,
etapa de maturidade, procedimentos de colheita e processamento. A acdo das enzimas
oxidantes nos tecidos vegetais danificados e as técnicas de refinacdo dos 6leos sdo destrutivas
para o conteido de tocoferdis. A exposicdo dos tocoferdis aos perdxidos formados na
rancidez oxidativa em desenvolvimento nas gorduras também diminui o conteido dos
mesmos. Sendo assim, os alimentos refinados e processados sdo fontes varidveis € menos

previsiveis que os alimentos frescos (JOHNSON; PETERSON, 2001).

Baseada em dados fragmentados, se considera que a biogénese dos tocoferdis na vida
vegetal estd determinada através dos compostos intermedidrios da estrutura tocotrienol. A
forma a- como rota alternativa pode surgir como conseqiiéncia de metilacdes sucessivas de
mono- e di-tocdis substituidos ou transmetilagdes. Estas hipdteses surgiram da modificagdo

nas estruturas tocol e tocotrienol durante as etapas de desenvolvimento da vida vegetal. Os
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tocoferdis possuem um papel no desenvolvimento na vida das plantas e ndo sdo meramente

substancias exdgenas (JOHNSON; PETERSON, 2001).
3.10.3 Obtencao

Os compostos comerciais mais importantes sao 0-, y- € a mistura de tocoferdis. Os

primeiros dois sdo comumente sintetizados e o dltimo é um subproduto dos 6leos vegetais

processados (WANASUNDARA; SHAHIDI, 2005; VICETTI et al., 2005).

O processamento dos alimentos elimina uma considerdvel quantidade de tocoferois e,
ainda que contenham boas quantidades destes, contém consideravelmente menos que o dleo

bruto (JOHNSON; PETERSON, 2001).

Durante o processamento, o 6leo vegetal € tratado com vapor superaquecido sob baixa
pressdo na etapa de desodorizacdo. Os tocoferdis sdo parcialmente perdidos sob estas
condi¢des. Neste mesmo processo, porém, os volateis sdo coletados e os tocoferdis podem ser
recuperados dos residuos da desodorizacdo. Estes sao utilizados como antioxidantes naturais
em alimentos, especialmente em produtos animais, que sdo desprovidos de antioxidantes

naturais (POKORNY; PARKANYIOVA, 2005).

Este material coletado da etapa de desodorizacdo dos 6leos é denominado de destilado
da desodorizacdo e € uma mistura de dcidos graxos livres (especialmente durante refinamento
fisico), tocoferdis, fitosterdis e seus ésteres, hidrocarbonetos e produtos da oxidagdo lipidica
(HAMMOND et al., 2005; KAMAL-ELDIN, 2005). Ndo é um produto que se elabora
intencionalmente, tampouco é o resultado de um processo realizado para produzi-los. E um
subproduto necessario da ultima etapa do processamento dos 6leos comestiveis. As condi¢des
de processo ndo se decidem em funcao dos destilados da desodorizagdo, pois o destilado € o

resultado das trocas realizadas por outras razdes (WINTERS, 2001).

A qualidade e composi¢do do destilado da desodorizacdo dependem das condicdes de
processamento e da composi¢ao do 6leo (HAMMOND et al., 2005; KAMAL-ELDIN; 2005).
A concentragao total de tocoferdis em 6leos comerciais depende das etapas de processamento
e das condigdes utilizadas para converter o 6leo bruto em produtos comestiveis (EVANS et
al., 2002). O destilado tipico da desodorizacdo do 6leo de soja contém cerca de 33% de
matéria insaponificavel, dos quais 11% sdo tocoferdis e 18% esterdis. Os tocoferdis da soja
sdo a maior fonte de antioxidantes lipossoliveis e vitamina E (HAMMOND et al., 2005;
KAMAL-ELDIN, 2005). O dleo de soja contém uma mistura dos quatro homdlogos de

tocoferol (a, B, Y e d-tocoferdis) cujas concentragdes relativas sdo: o-tocoferol (4-10%); B-
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tocoferol (1-3%); y-tocoferol (60-66%); e d-tocoferol (24-29%). O 6leo de soja bruto contém

de 1300 a 1600 ppm de tocoferol antes de processado, enquanto o 6leo desodorizado contém

entre 800 e 1100 ppm (EVANS et al., 2002).

A atividade de vitamina E do d-a-tocoferol € melhor que a vitamina E sintética, que é
uma mistura de oito estereoisomeros. A preparacdo de tocoferdis e fitosterdis altamente
purificados envolve etapas tais como destilacio molecular, extra¢ao liquida-liquida, extracdo

supercritica fluida, saponificacdo e cromatografia (HAMMOND et al., 2005).

Nogala-Kalucha et al. (2004) avaliaram o conteudo e a capacidade antioxidante de
concentrados de tocoferol destilados da desodorizacao obtidos apds o processamento de 6leos
de colza, soja e girassol. O meio testado foi banha enriquecida com concentrados de
tocoferdis obtidos de trés Gleos vegetais versus a-, y- € O-tocoferdis individuais sintéticos que
serviram para comparagdo. Todos os concentrados de tocoferdis investigados exibiram
capacidade antioxidante. Seu efeito antioxidante foi significativamente menor que os o- € Y-
tocoferdis individuais, mas significativamente maior que o-tocoferol. Os resultados mostram
que concentrados de tocoferdis naturais obtidos de 6leos vegetais sdo valiosos antioxidantes
alimentares e também aumentam o valor biolégico e nutricional do alimento, especialmente

quando administrado em gorduras animais ou alimentos de origem animal.
3.10.4 Fatores que Afetam a Acdo Antioxidante dos Tocoferdis

As estruturas quimicas dos tocoferdis sustentam o poder doador de hidrogénio de
acordo com a ordem a- > B- > y- > o-. Estudos in vitro estabeleceram que o a-tocoferol
apresenta eficiéncia quase Otima para inibir radicais peroxil e € incorporado nas membranas
bioldgicas. Particularmente, o anel aromadtico completamente metilado e o cromanol
asseguram a maxima estabilidade do radical tocoferoxil formado na reag¢do entre o a-tocoferol
e o radical peroxil (ISNARDY et al., 2003), indicando que, no caso dos antioxidantes
fendlicos, a substituicio do anel nas posicdes adjacentes ao OH, aumenta a atividade

antioxidante.

No entanto, muitos profissionais tém demonstrado que a substitui¢do na posi¢ao 5 nos
6-cromanol atua de maneira contraria; diminui a atividade antioxidante. Assim, os 6-cromanol
funcionam de maneira diferente nos fendis. Skinner e Park-Hurst (1970) citado por Johnson e
Peterson (2001), observaram que uma falta de substituicdo na posicao 5 teria como resultado a
formacdo de uma quinona que aumenta a captura dos radicais livres e a interrup¢do da reacdo

em cadeia dos radicais livres dos dcidos graxos insaturados. Estes profissionais demonstraram
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em numerosas publica¢bes que os tocoferdis y- e &- sdo melhores antioxidantes que o o-

tocoferol.

A atividade antioxidante dos tocoferdis ndo depende somente da sua estrutura quimica
e da reacd@o absoluta com os radicais lipidicos, mas também da concentracdo, temperatura, luz,
tipo de substrato e solvente, bem como a presenga de espécies quimicas que podem atuar
como pré-oxidantes (NOGALA-KALUCKA et al., 2005; LAMBELET et al., 2001; WHITE,
2000).

O contetddo de tocoferol natural em 6leos € préximo do 6timo do ponto de vista de
atividade antioxidante; entretanto, a adicdo de mais tocoferéis pode ndao aumentar
substancialmente a estabilidade oxidativa do 6leo. Um conteido extremamente alto de
tocoferdis pode diminuir a estabilidade contra a oxidacdo em condi¢des de armazenagem

(POKORNY; PARKANYIOVA, 2005).

As misturas de tocoferdis naturais sdo utilizadas como antioxidantes, usualmente em
niveis até 500 ppm, juntamente com ascorbil palmitato para aumentar a atividade antioxidante
(GUNSTONE, 2005). Um nimero de reacdes contribui para a perda da atividade antioxidante
dos tocoferdis, que € maior para a-tocoferol que para y-tocoferol. y-tocoferol é geralmente um
antioxidante melhor para 6leos vegetais que o a-tocoferol, em condi¢des de armazenamento
de baixa temperatura e de termo-oxidagdo. Foi estabelecido que y-tocoferol degrada em uma
taxa mais lenta e, desse modo, é capaz de proteger o 6leo por mais tempo comparado ao o-

tocoferol (KAMAL-ELDIN, 2005).

A relacdo entre a concentracdo de tocoferdis e sua atividade antioxidante pode ser
influenciada pelas condi¢des usadas para acelerar a oxidagdo, pela diferenca na insaturacao
dos substratos testados, o método usado na andlise da oxidacdo em estudos laboratoriais e
pelos pontos selecionados para medir a oxidacdo. Estes fatores t€ém contribuido para as
opinides contraditérias publicadas na literatura, no que diz respeito as concentragdes
necessdrias para estabilizar o 6leo de soja. O entendimento da origem destas ambigiiidades
pode possibilitar aos processadores de Oleo de soja o aperfeicoamento da atividade
antioxidante dos tocoferdis e a estabilidade do 6leo pelo controle da concentragdo final

restante nos produtos comestiveis (EVANS et al., 2002; FRANKEL, 1996).

Geralmente, a atividade antioxidante dos tocoferdis é maior em baixas concentragdes,
sendo que, em concentragdes elevadas pode apresentar efeito pré-oxidante. Por exemplo, o-

tocoferol exibiu atividade antioxidante 6tima em concentracdes entre 100 e 250 ppm. A
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concentracdo 6tima de <y-tocoferol foi entre 250 e 500 ppm (HUANG et al.,, 1994) e a
concentragdo Otima para d-tocoferol entre 500 e 1000 ppm (JUNG; MIN, 1990). A

concentracdo 6tima da mistura dos homoélogos de tocoferdis presentes no 6leo de soja esta

entre 500 e 750 ppm (HUANG et al.,1995).

Muitos pesquisadores demonstraram que os tocoferdis, particularmente o a-tocoferol,
atuam como pré-oxidantes quando estdo presentes em alta concentracdo nos Oleos vegetais.
Assim, cada combinagdo antioxidante no substrato possui uma faixa de concentragdo critica
para estabilidade médxima. Abaixo desta faixa critica de concentracdo a inibi¢do € 6tima e,
acima os tocoferdis podem inverter seus efeitos e atuar como sinergistas na presenca de pro-
oxidantes. Este fenomeno, denominado inversdo de atividade, parece estar relacionado ao
potencial redox, assim antioxidantes com menor potencial de reducdo, como por exemplo, o
acido ascorbico, mostram inversdo de atividade em menores concentracoes do que aqueles
com potenciais de redu¢do maiores, p.ex. o o-tocoferol (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST,
1996).

Evans et al. (2002) determinaram a concentracdo Otima dos tocoferdis para inibir a
oxidac@o do 6leo de soja refinado para os tocoferdis individuais (-, y- € -tocoferol) e para a
mistura natural de tocoferdis no 6leo de soja (propor¢édo de tocoferol de 1:13:5 para a-, y- € 0-
tocoferol, respectivamente). A concentragdo dos tocoferdis individuais influenciou a taxa de
oxidacdo do O6leo, e as concentragdes Otimas foram unicas para cada tocoferol. As
concentracdes Otimas dos «-tocoferol e y-tocoferol foram de aproximadamente 100 e 300
ppm, respectivamente, enquanto d-tocoferol ndo exibiu uma concentragdo Gtima distinta nos
niveis estudados. A concentragdo 6tima da mistura de tocoferdis naturais variou entre 340 e
660 ppm de tocoferdis. Acima de suas concentragdes Otimas os tocoferdis individuais e a
mistura de tocoferdis exibiram comportamento pré-oxidante que foi pronunciado com o

aumento da temperatura de 40 para 60°C.

Propriedades antioxidantes dos tocoferdis em baixa ou média temperatura tem sido
objeto de numerosas investigacdoes, embora sua acdo em altas temperaturas seja pouco
estudada (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996). Com respeito a estabilidade relativa dos
o-, B-, v e O-tocoferdis em altas temperaturas, o o-tocoferol é menos estivel que d-tocoferol,
enquanto B- e y-tocoferol degradam em uma faixa intermedidria (BARRERA-ARELLANO,
1999).
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O efeito da temperatura foi demonstrado através do estudo das reagdes dos radicais de
isdmeros de a-, B- e y-tocoferdis em 6leo de girassol purificado em um espectro térmico entre
60 e 200°C . No caso dos trés isdmeros, os radicais primarios (a-, - e y-tocoferoxil) foram
observados somente quando a temperatura da reacdo foi de 80°C. No entanto foi registrada
uma mudanca a temperaturas mais elevadas (100°C ou mais), nas quais as espécies primarias

foram gradualmente substituidas pelos radicais secundéarios (LAMBELET et al., 2001).

Na presenca de luz e um fotossensibilizante disponivel como a clorofila, além da
atuacdo como seqiiestradores de radicais livres, os tocoferdis também reagem com o oxigénio
singlete. Warner (1993), citado por kamal-Eldin e Appelqvist (1996), estudou os efeitos da
adicdo de a-, B-, y- e d-tocoferdis em vdrias concentracdes na estabilidade fotoxidativa de
6leos purificados. Os 6leos com maiores niveis de a-tocoferol tiveram a melhor estabilidade a
luz, mas foram os menos estdveis apds estocagem no escuro a 60°C. Isto pode ser devido as
diferencas mencionadas na ag¢do dos tocoferdis como seqiiestradores de radicais livres ou
removedores de oxigénio singlete. Nas reacdes de autoxidagdo (agitacdo a 60°C no escuro),
os tocoferdis podem mostrar efeito pré-oxidante se tragos de fons metdlicos estdo também
presentes no 6leo. Os tocoferdis ndo estdo relacionados com os efeitos pré-oxidantes em suas
reacoes com o oxigeénio singlete. A eficdcia dos tocoferdis como removedores de oxigénio

singlete (na luz) mostrou correlacio direta com suas concentragdes.

Outro fator que determina a acdo antioxidante dos tocoferdis € a natureza do substrato
ou o meio em que foi testada. Yuki e Ishikawa (1976), citados por kamal-Eldin e Appelqvist
(1996), encontraram que entre nove Oleos vegetais, aqueles com maiores niveis de 4cidos
graxos polinsaturados (PUFAs) mostraram menor perda de tocoferdis durante um teste de
fritura. Esta alta estabilidade dos tocoferdis em substratos altamente insaturados pode ser
explicada pelo fato de que quanto maior o grau de insaturagdo, maior a competitividade dos

acidos graxos frente a oxidacao.

A estrutura do sistema oxidado influencia amplamente a capacidade antioxidante/pro-
oxidante dos antioxidantes doadores de hidrogénio. Porter et al. (1989) e Porter (1993), em
sua teoria “paradoxo polar”’, sugeriram que os antioxidantes polares e hidrofilicos sdo mais
eficazes em 6leos e gorduras puros ou ésteres sintéticos de 4cidos graxos, enquanto que os
compostos apolares sdo mais eficazes em matrizes lipidicas, como emulsdes, micelas e
membranas. Frankel et al. (1994) mostraram que os antioxidantes lipofilicos, a-tocoferol e
ascorbil palmitato, foram mais eficazes em um sistema de emulsao 6leo em dgua do que em

6leo puro, enquanto o oposto foi encontrado para os antioxidantes hidrofilicos trolox e 4cido
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ascorbico. Este paradoxo estd relacionado a atividade em superficie dos antioxidantes em

sistema bifasico (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996).
3.11 Métodos para Avaliar o Estado Oxidativo e a Estabilidade

Existem varios métodos disponiveis para determinar a oxidacdo de lipidios em 6leos
(SHAHIDI, 1995). Muitas técnicas quimicas, instrumentais e sensoriais sdo comumente
usadas para monitorar a oxidacdo dos alimentos, para predizer sua estabilidade (vida util) e
para avaliar a eficicia dos antioxidantes em diferentes sistemas lipidicos (NOGALA-
KALUCKA et al., 2005). A escolha € influenciada por dois critérios: a sensibilidade do teste
em relacdo as mudancas oxidativas e sua correlagdo com avaliagdo sensorial, tendo em vista a
importancia desta andlise, uma vez que a rancidez se caracteriza por alteracdes sensoriais e € a
principal conseqiiéncia da oxidac¢do. Desta forma, os métodos usados podem ser objetivos ou
subjetivos e estes sao determinados através das alteracdes quimicas, fisicas e sensoriais de um
6leo durante a oxidagdo. E comum utilizar uma combinacio de métodos para avaliar os
produtos primdrios e secunddrios das reagdes oxidativas em Oleos e gorduras, porém, os
resultados devem ser comparados com a percepcao sensorial e a aceitabilidade do produto

(WHITE, 2000; SHAHIDI, 1995).

Durante a oxidagao lipidica modificacdes primérias podem ser detectadas pela perda
dos 4cidos graxos insaturados, ganho de massa por incorporagdo de oxigénio ou formacgdo de
hidroperéxidos e dienos conjugados. Modifica¢des secunddrias podem ser monitoradas pela
deteccao da presenca de compostos carbonil, malonaldeido e outros aldeidos, hidrocarbonetos
e produtos fluorescentes formados (ALMEIDA—DORIA; REGITANO-D’ARCE, 2000). Os
métodos sensoriais sdo considerados como padrdo 6timo para avaliar a qualidade de dleos e
gorduras, porém sdo dispendiosos e demorados como andlise de rotina (NOGALA-

KALUCKA et al., 2005).

Algumas das andlises que foram realizadas no presente trabalho para determinacao da
identidade (indice de iodo); qualidade (indice de perdxido, extin¢do especifica a 232 e 270
nm, indice de acidez, umidade, ponto de fumaca e andlise sensorial) e estabilidade (Oil

Stability Index - OSI) dos 6leos de soja sao discutidas neste topico.
3.11.1 Indice de peréxido

O indice de per6xido é um método classico para determinar os hidroperéxidos, os
produtos primarios da oxida¢do. O método mais utilizado é o iodométrico e baseia-se na

medida do iodo (I;) produzido por oxidac¢do do iodeto de potdssio (KI) pelos hidroperéxidos
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presentes no 6leo. O indice de perdxido é geralmente expresso em termos de miliequivalentes
de O, por Kilograma do 6leo (HAMMOND et al., 2005; AOCS, 2004; KUL/OXS; ACKMAN,
2001; WAN, 2000).

Teoricamente, o 6leo recém desodorizado deve apresentar um IP de 0,0 mEq/Kg de
Oleo, embora quantidades minimas de per6xidos comecem a se formar em um 6leo quase
imediatamente apds a desodorizagdo. Para ser considerado fresco um 6leo deve ter um IP <
1,0 mEq/Kg de 6leo. Para o 6leo de soja, é considerado com baixa oxidacao quando o IP esta
entre 1,0-5,0 mEq/Kg de 6leo, com oxidacdo moderada em um IP de 5,0-10,0 mEq/Kg de
Oleo, com alta oxidacdo em um IP > 10,0 mEq/Kg de 6leo, e possuindo pobre qualidade

sensorial em um IP > 20,0 mEq/Kg de 6leo (WHITE, 2000; ROSSEL, 1983).

Entre as vantagens em utilizar tal técnica estdo a rapidez, simplicidade e a ndo
necessidade de equipamento caro. Se realizado sob certas condi¢des, o IP é razoavelmente
exato, resultando em coeficiente de variagdo de <1%. Esta estimativa de qualidade, entretanto,
sdo especificas do 6leo e maiores IP podem ser aceitdveis em outros 6leos, tais como Oleos de
milho e amendoim. As desvantagens incluem problemas no procedimento. O IP € altamente
empirico, a alteracdo do tempo e/ou temperatura das etapas pode resultar em um resultado
errdtico. Também o iodo pode ser liberado do iodeto de potdssio durante uma reagdo com
algum oxigénio presente na solucdo, resultando em uma superestimacdo do IP. Assim,

somente um operador deve analisar todas as avaliacdes em um teste (WHITE, 2000).

Para interpretar os resultados dos testes de IP, se deve lembrar que os peréxidos sao
instaveis e formam componentes transitérios durante a oxidacdo. De fato, sdo os produtos
intermedidrios que levam aos produtos reais da rancidez (oxida¢do) que atualmente causam
off-flavors. Como resultado deste processo, o IP passa por um valor maximo em algum ponto
durante a oxidagdo excessiva, quando a taxa de formagdo de hidroperéxidos € similar a taxa
de decomposicdo dos mesmos. Apds isto, o IP declina gradualmente. Assim a medida
periddica do IP durante a oxidagdo lipidica permite o reconhecimento desses varios estidgios
de formacdo e decomposi¢do de peroxidos (WHITE, 2000). Sendo assim, seu uso se limita
aos estdgios iniciais da oxidacdo, ja que quantifica produtos primdrios da reacdo, e quanto
maior o indice de perdxido inicial do 6leo, mais instdvel as rea¢des de oxidacdo (ROSSEL,

1983).
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3.11.2 Exting¢ao especifica

Durante as primeiras etapas da oxidacdo dos 4cidos graxos polinsaturados ocorre o
deslocamento da posicdo das duplas ligagdes, resultando na formacdo de hidroperéxidos
conjugados (HAMMOND et al., 2005; KULAS; ACKMAN, 2001). O mecanismo envolve a
subtracdo do hidrogénio aliciclico, seguido pela migracdo da dupla ligacdo, resultando em
dienos conjugados, 0s quais demonstram uma absorc¢do intensa a 232 nm (extincao especifica
232 nm). Da mesma forma, os trienos, demonstram uma absorc¢ao a 268 e 270 nm (extingao
especifica 270 nm) (HAMMOND et al., 2005; AOCS, 2004). O resultado da andlise de

extingao especifica € descrito como coeficiente de extingdo da amostra E'" em (AOCS, 2004).

O método de extincdo especifica a 232 nm mede os produtos primdrios da oxidacdo,
semelhante ao indice de per6xido (HAMMOND et al., 2005; WHITE, 2000). Para avaliar a
oxidagdo primdria o método de extingdo especifica a 232 nm € mais rapido e simples que o
método do indice de peréxido e requer muito menos amostra. Entretanto, como o valor obtido
depende da composi¢do de 4cido graxo da amostra, o valor da extin¢do especifica 232 nm
pode ser usado como um método comparativo somente quando os 6leos tiverem a mesma
composi¢do inicial em &cidos graxos, nao podendo ser usado para comparagdo direta do
estado oxidativo das diferentes espécies de Oleos e gorduras. Como resultado, este método
deve ser usado como uma medida relativa da oxidagdo em um O6leo somente quando a
composi¢do em acidos graxos € conhecida (HAMMOND et al., 2005; KUL/OXS; ACKMAN,
2001).

A medida dos valores de extin¢do especifica 232 nm durante a oxidagao de gorduras e
Oleos tem sido bastante correlacionada com o indice de perdxido. Enquanto o indice de
peréxido € uma medida direta de perdxidos, parece provavel que os produtos de oxidacdo de
outras origens, como estruturas conjugadas de dienos, p.ex. compostos hidroxi de &acidos
graxos, contribuam para o valor de extin¢ao especifica a 232 nm. A absorbancia em UV a 270

nm mede os produtos secundarios de oxidagdao (KULAS; ACKMAN, 2001).

Segundo Gutierrez et al., (1997) os resultados das determinagdes de extincao
especifica a 232 nm ndo informam o grau de deterioracdo do 6leo, pois o efeito da oxidagao
sobre diferentes 4dcidos graxos insaturados varia em qualidade e magnitude. Entretanto, as
variacdes nas concentracdoes dos compostos absorvidos a 232 nm com o tempo oferecem
dados suficientes para o acompanhamento da oxida¢do de uma mesma amostra, com a
vantagem da espectrofotometria ndo depender de uma rea¢do quimica ou de desenvolvimento
de cor.
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O grau de mudancga na absorbancia sé tem boa correlagdo com o grau de oxidacao nos
primeiros estagios (NAWAR, 1985). Segundo White (1995), como o método mede produtos
primarios da oxidagao, seu valor se correlaciona bem com o indice de peréxido. Entretanto, os
resultados obtidos por Hilst (1999), indicam baixa correlagdo linear entre o indice de peréxido
e a exting¢do especifica (r = 0,31-0,50), além de baixos coeficientes de correlacdo entre a

medida de absortividade (extin¢do especifica) e a avaliagcdo sensorial (r = 0,53-0,78).

Mostrando boa correlagdo existente entre o valor da extingdo especifica a 232 e o
indice de peréxido pode-se destacar o estudo realizado por Wanasundara et al. (1996) que
encontraram Otima correlacio entre esses dois métodos no 6leo de soja (r = 0,989) e no 6leo

de canola (r = 0,997) quando submetidos a estocagem a 65°C, no escuro.

Quinteiro e Vianni (1995), estudando as caracteristicas e estabilidades oxidativas de
6leo de soja bruto degomado, refinado e reclarificado, concluiram que a combinagdo do indice
de peréxido com a extingdo especifica a 232 nm no monitoramento da estabilidade
proporciona informagdes mais precisas sobre o desenvolvimento do mecanismo autoxidativo

do que cada um isoladamente.
3.11.3 Indice de iodo

O Indice de iodo é a medida do grau de insaturacio de um 6leo ou gordura, ou seja,
relaciona-se com a quantidade de duplas ligacdes presentes na amostra e, a redugio observada
neste indice se deve a quebra de duplas ligagdes resultantes de reacdes de polimerizagdo,
ciclizacdo e oxidacdo, sempre associada com um aumento do ponto de fusdo e consisténcia da
amostra, principalmente, a incorporacdo de gorduras saturadas ao 6leo. Sob determinadas
condi¢cdes o iodo pode ser quantitativamente introduzido nas duplas ligacdes dos dcidos

graxos insaturados e triglicerideos (MORETTO et al., 2002).

O Indice de iodo é determinado pela quantidade de halogénio absorvido por 100 g da
amostra. Esse método utiliza uma solu¢do de monocloreto de iodo (ICI) em excesso em
relacdo a capacidade de absor¢do da amostra, sendo esse excesso determinado como iodo,
utilizando-se uma solucdo de tiossulfato de sédio, que reduz o iodo a iodeto (MORETTO et
al.,, 2002; WAN, 2000). Um valor alto de iodo significa um alto grau de &4cidos graxos
insaturados presentes (WAN, 2000).

3.11.4 Indice de acidez

O indice de acidez pode ser definido como a quantidade em mg de hidréxido de

potdssio necessdria para neutralizar os acidos graxos livres (R — COOH) de 1 grama da
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amostra de 6leo em andlise (AOCS, 2004) e revela o estado de conservacdo do d6leo. A
decomposicdo dos glicerideos € acelerada pelo aquecimento, umidade e luz, e a rancidez é
quase sempre acompanhada pela formagdo de 4cido graxo livre. A acidez livre de uma
gordura decorre da hidrélise parcial dos glicerideos, por isso ndo € uma constante ou
caracteristica, mas é uma varidvel intimamente relacionada com a natureza e a qualidade da
matéria-prima, com a qualidade e o grau de pureza da gordura, com o processamento e,

principalmente, com as condi¢des de conservagao da gordura (MORETTO et al., 2002).
3.11.5 Umidade e compostos Volateis

A umidade representa para 6leos, gorduras e sementes oleaginosas um dos parametros
de controle mais importantes, ja que é conhecido que a estabilidade desses alimentos diminui
com o aumento do teor de umidade (KAIJSER et al., 2000). O método mais utilizado é o
gravimétrico e estd baseado na determinacdo da perda de peso do material submetido ao

aquecimento (MORETTO, et al., 2002).
3.11.6 Ponto de fumaca

O ponto de fumaga € um método que estd relacionado com o teor de acidos graxos
livres presentes no 6leo, que sdo muito mais volateis que os glicerideos. Para todos os 6leos
vegetais que possuem uma composicdo em &acidos graxos similares, o valor de ponto de
fumaca € geralmente préximo. A temperatura de fumaca é um dado importante no processo de

fritura no qual o 6leo é submetido a altas temperaturas (AOCS, 2004).
3.11.7 Teste de estabilidade oxidativa

Devido a necessidade de avaliar o comportamento de um 6leo ou gordura quanto a
oxidagdo foram desenvolvidos os métodos de estabilidade oxidativa que aceleram o processo
e dao uma idéia de resisténcia ou suscetibilidade a oxidacdo. Neste caso, a amostra €
submetida a um teste de oxidacdo acelerado (NOGALA-KALUCKA et al., 2005; AKOH,
1994) sob condi¢des padronizadas é escolhido um ponto final no qual encontram-se sinais de
deterioracdo oxidativa. Alguns parimetros como temperatura, adi¢do de metais, pressao de
oxigénio, luz e agitacdo sdo utilizados para acelerar a oxidagdo nos 6leos e emulsdes, mas o

aquecimento é o meio mais utilizado e mais eficiente para acelerar a oxidacao (AKOH, 1994).

Na avaliacdo da estabilidade oxidativa por meio de testes acelerados, os valores de
tempo de indugdo obtidos ndo podem ser convertidos diretamente em termos de vida util real,
porém se necessita desses métodos para comparar a estabilidade oxidativa de o6leos e

gorduras, que em condicdes de armazenamento a temperatura ambiente, € demasiadamente
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prolongada para determinacdo pritica (FREGA et al., 2001). A estabilidade oxidativa dos
Oleos e gorduras com adicdo de antioxidantes podem ser determinadas durante a estocagem
em condicdes normais de armazenamento. Entretanto, em curto prazo sdo conduzidos testes
em condi¢cdes aceleradas, nas quais andlises periddicas sdo realizadas para acompanhar
alteragdes quimicas, fisicas e organolépticas (ALMEIDA-DORIA; REGITANO-D’ARCE,
2000).

OSI é um teste acelerado baseado em um método condutimétrico de andlise de
produtos secundarios de oxidacdo (BERSET; CUVELIER, 1996) realizada a partir de
equipamentos disponiveis comercialmente (Omnion Instrument). Monitora os compostos
voléteis produzidos a partir de uma amostra de 6leo aquecida sob aeracdo constante. Os
acidos voléateis produzidos pela maioria dos 6leos s@o compostos principalmente de 4cido
férmico e 4acido acético. Os voldteis sdo retirados em &dgua e sua taxa de formacdo é
monitorada com base em alteracdes na condutividade elétrica da solucdo (WAN, 1995;

AKOH, 1994).

A partir da andlise de estabilidade oxidativa obtém-se como parametro o periodo de
inducdo, definido como o tempo requerido para atingir um ponto final da oxidagdo,
correspondente a um nivel de rancidez detectdvel ou a uma surpreendente mudanca na taxa de
oxidacgdo. A estabilidade oxidativa € um parametro que depende das caracteristicas intrinsecas
do dleo (como presenga de oxigénio, presenca de metais, estado de oxidacdo) e das condi¢des

de armazenamento (temperatura, oxigénio, luz, embalagem) (AKOH, 1994).

O periodo de inducao utilizando o método OSI (horas) foi determinado nos 6leos de
girassol e oliva, nas temperaturas de 100, 110 e120°C e comparado com os resultados de vida
de prateleira dos Oleos estocados as temperaturas de 10 e 20°C, utilizando-se indice de
peréxido. Construindo a as curvas de OSI versus tempo e extrapolando os valores que seriam
obtidos a 10 e 20°C, chega-se a resultados que sub e superestimam a vida de prateleira,
respectivamente, para os Oleos de girassol e oliva. A explicacdo pode ser devida a que nos
ensaios de estocagem o limite utilizado foi de 10meq/kg e geralmente nos métodos
acelerados, o indice de peréxido préximo do ponto final atinge 50 meq/kg ou acima (KAYA,

1993).
3.11.8 Teor de tocoferdis
Uma atencao especial tem sido dada aos antioxidantes naturais, devido aos possiveis

efeitos nocivos para a saide que possam ser causados pelos antioxidantes sintéticos. Os dados
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publicados para avaliar a eficiéncia dos antioxidantes sdo dificeis de interpretar devido a
metodologia questiondvel, particularmente devido as condi¢des de oxidagdo nos métodos
acelerados. A eficiéncia do antioxidante, geralmente, ¢ maior a temperatura mais baixa, pois
os antioxidantes volateis como BHA e BHT sao perdidos as temperaturas elevadas e os
antioxidantes fendlicos em extratos naturais se decompdem nestas condicoes (WARNER et

al., 1989).

Os tocoferdis e tocotriendis podem ser analisados tanto por cromatografia gasosa (CG)
como por HPLC. Para andlise por CG, € necessdria a eliminac¢do de substancias interferentes,
principalmente dos lipidios acil pela saponificacdo. Esta etapa de preparacdo ndo € necessaria
na andlise por HPLC, em que a amostra de 6leo diluida pode ser injetada diretamente nas
colunas de fase normal ou reversa. O HPLC de coluna normal € preferida pois é capaz de
separar os pares isdmeros - e y-tocoferol e tocotrienol, ndo separados pelo HPLC de fase
reversa, € porque este opera com solventes organicos e toleram altas cargas de lipidios que
sdo facilmente lavados por solventes apolares. Os picos de tocoferdis e tocotriendis sao
detectados com os detetores ultravioletas (290 nm) e evaporadores dispersores de luz, mas os
detectores de fluorescéncia e eletroquimicos fornecem alta sensibilidade e especificidade

(KAMAL-ELDIN, 2005).
3.11.9 Analise sensorial

Os métodos objetivos medem fatores indicativos da oxidacdo, como os produtos de
decomposicdo, mas apenas a avaliagdo sensorial quantifica a intensidade destes no flavor ou
qualidade. Assim, para a industria, a deteccao de off-flavors da oxidacao pela andlise sensorial
€ o método mais importante para decidir quando um alimento contendo lipidio j4 ndo estd

proprio para consumo (SHAHIDI; ZHONG, 2005b).

A avaliagdo sensorial do odor e sabor do 6leo de soja e seus produtos € o método final
para avaliar a qualidade e estabilidade do 6leo. A avaliagdo sensorial foi recentemente
definida como “uma disciplina cientifica usada para medir, analisar e interpretar reacdoes em
alimentos e materiais caracteristicos que sdo percebidos pelos sentidos da visdo, do olfato, da
gustacdo, do tato e da audi¢do” (WHITE, 2000). A andlise sensorial é realizada por
julgadores especialistas, que durante a avaliacdo, devem anotar a qualidade do sabor, bem
como a intensidade dos muitos off-flavors individualmente. Embora existam métodos
analiticos sofisticados sendo utilizados para estudar a qualidade do flavor do 6leo, tais como
CG-MS, a avaliagao sensorial por um painel treinado € ainda o método mais seguro (WAN,
2000; WHITE, 2000). Assim, a avaliacdo sensorial nao pode ser substituida totalmente por
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nenhuma andlise quimica ou instrumental, mas alguns métodos podem correlacionar-se

razoavelmente com os resultados sensoriais (HAMMOND et al., 2005; WHITE, 2000).

Os testes quimicos e fisicos sdo mais reproduziveis e consomem menos tempo quando
comparado com a avalia¢do sensorial, mas a avaliacdo da rancidez oxidativa e off-flavor dos
Oleos de soja sao melhores realizados por testes sensoriais (HAMMOND et al., 2005). A
correlacdo entre a avaliacdo sensorial e dois métodos quimicos ou instrumentais pode

caracterizar inteiramente sua qualidade (WHITE, 2000).

As vezes, as andlises quimicas e fisicas apresentam valores discrepantes entre si.
Nesse caso, a decisdo deve ficar por conta da andlise sensorial (WARNER, 1996). De acordo
com Jackson (1981), a avaliacdo sensorial é sempre necessdria e, provavelmente, a mais
importante técnica na determinacdo da oxidagao de lipidios. Seria desejavel eliminar os erros
e os resultados subjetivos por métodos fisico-quimicos, mas a tltima decisdo na qualidade dos

sabores e odores deve ser dada pelos atributos sensoriais e, portanto, serdo sempre subjetivos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Oleo de soja refinado produzido industrialmente pela Cargill Agricola AS —
Mairingue/SP, adicionados de diferentes concentracdes de uma mistura de tocoferdis naturais

(Grindox Toco 70 - 64,1g de tocoferdis/g), como segue:

Tratamento 0: Oleo de soja sem adicio de antioxidantes (controle) — TO;
Tratamento 100: 100 ppm de Grindox Toco 70 — T100;
Tratamento 200: 200 ppm de Grindox Toco 70 — T200;
Tratamento 300: 300 ppm de Grindox Toco 70 — T300.
Apés a adicdo das diferentes concentracdes de tocoferdis, o 6leo foi embalado em

garrafas PET de 900 mL.
4.1.1 Preparagdo da amostra

Preparou-se 200 mL de solu¢do de tocoferdis (24 g Grindox Toco 70 em 200 mL de
6leo de soja). A solugdo foi adicionada com pipeta em 26 garrafas PET por tratamento, nos
volumes designados para os mesmos (1, 2 e 3 mL da solucdo para os tratamentos T100, T200
e T300, respectivamente) e as garrafas devidamente identificadas foram para a linha de
envase do 6leo. O resumo da preparacdo das amostras e o valor real dos tocoferdis por

tratamento podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4: Preparacdo das amostras e o valor real dos tocoferdis por tratamento

mL Total Valor Real

Tratamento Tocoferdis Garrafas  solucdo/830g Solugado Tocoferois
(ppm) 830g* oleo* (mL) mg/Kg

TO 0 26 0 0 0
T100 100 26 1 26 76,92
T200 200 26 2 52 153,8
T300 300 26 3 78 230,8
Total 104 156

*1 garrafa de 6leo = 900 mL x 0,92g/mL (densidade do 6leo) = 830 g de 6leo/garrafa.

4.2 Métodos

As andlises foram realizadas no Laboratério de Oleos e Gorduras do Departamento de

Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos (CAL/CCA/UFSC), no Laboratério de Oleos e Gorduras



do Departamento de Tecnologia de Alimentos (FEA/UNICAMP) e na empresa Cargill
Agricola S.A. (Mairinque — SP), de acordo com a metodologia oficial da American Oil

Chemists Society (AOCS, 2004), através dos seguintes métodos:

e Estabilidade oxidativa (OSI - Oil Stability Index - Cd 12b - 92): equipamento
Oxidative Stability Instrument (Omnion, Rockland, MA), temperatura de 110°C, fluxo
de arde 9 L/h e peso da amostrade 5 g;

e Composicdo em 4cidos graxos (Ce 1-91): cromatografia gasosa (CG) utilizando
cromatégrafo a gds — CGC Agilent 6850 SERIES GC SYSTEM, equipado com
detector de ionizacdo de chama (FID) e coluna capilar DB-23 Agilent (50%
cyanopropyl), com fluxo de 1,0 mL/min; temperatura do injetor 250°C e temperatura

do detector 280°C;

e Teor de tocoferdis (Ce 8-89): cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando cromatdgrafo Perkin Elmer SERIES 200, detector UV/Visivel Perkin Elmer
LC 290, comprimento de onda — 292 nm, coluna Merck 250 x 4mm Li Chrosorb Si 60,

fase mével — Hexano / Isopropanol (99/1), 1,0 mL/min.;

e Extincdo Especifica (Ch 5 — 91): por absorcio UV (232 e 270 nm), utilizando
espectrofotometro Hitachi, UV/Visivel, Model U-1800;

e Indice de iodo (Tg 1-64);

¢ Ponto de fumaca (Cc 9a-48);

e Indice de acidez (Cd 3d-63);

e Umidade (Ca 2¢c-25);

e Indice de peréxido (Cd 8 — 53);

® Andlise sensorial (Cg 2-83).

4.3 Procedimento Experimental

4.3.1 Caracterizagao do padrao de tocoferdis e do 6leo de soja

No padrio de tocoferdis utilizado (Grindox Toco-70) foram determinadas a
composi¢ao e a concentragdo de cada tocoferol. O 6leo de soja foi caracterizado através das
determinacgdes de indice de iodo, indice de peréxido, extingdo especifica, indice de acidez,

umidade, ponto de fumaga, anédlise sensorial e estabilidade oxidativa (OSI - Oil Stability

48



Index), e das andlises de composicao em dcidos graxos e teor de tocoferdis, em duplicata

(duas garrafas de 900 mL por tratamento).

4.3.2 Avaliacao da qualidade do 6leo durante o armazenamento

As amostras dos quatro tratamentos foram mantidas em caixas de papeldao fechadas a
temperatura ambiente com média de 23,5 + 2,3°C e umidade relativa média de 53 + 4,4 %
monitoradas diariamente durante o armazenamento, utilizando termo higrometro da marca
THERMO HIGRO. A qualidade do 6leo foi avaliada através da anélise do teor de tocoferdis e
das determinagdes do indice de perdxido, extingdo especifica, umidade, indice de acidez,
ponto de fumacga e andlise sensorial. As andlises foram realizadas em duplicata por um

periodo de 12 meses com periodicidade mensal (24 garrafas de 900 mL por tratamento).

4.3.3 Analise sensorial

Para a avaliacdo sensorial do dleo de soja foi utilizada a Andlise Descritiva
Quantitativa (ADQ). Aproximadamente 15 mL da amostra de cada tratamento foram servidas
a temperatura de 45 + 2°C em copos de vidro de 50 mL cobertos com papel aluminio e
numerados e dispostos em ordens diferentes para cinco julgadores treinados, utilizando
cabines individuais. Cada analista identificou o atributo e a respectiva intensidade. Os
atributos sensoriais do 6leo de soja refinado em relagdo ao sabor e odor foram descritos

conforme a escala a seguir:

Nota Atributo

9 Agradével sabor quase imperceptivel;

8 Agradével, porém com sabor ligeiramente perceptivel de améndoa ou
manteiga;

7 Agradével, porém com sabor moderadamente identificavel de

améndoa/manteiga/cereal;

6 Sabor identificdvel e forte de améndoa/ manteiga/ cereal ou suave de
peixe/ranco/tinta/herbaceo/outros forte para dleo fresco;

Sabor moderado de peixe /rango /tinta /papelao/ toucinho /herbaceo/outros;
4 Sabor forte de peixe/ rango/ tinta/ papelao/ toucinho/ herbaceo/outros;

Sabor fortemente desagradével, intragavel.
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4.4 Analise Estatistica dos Dados

A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o programa Statistica
Versdo 6.0 em nivel de significancia de 0,05. Foram realizadas andlises de regressdo linear
simples e andlise de contraste das determinacdes de perdxido, acidez, umidade, ponto de
fumaca, extincao especifica a 232 e 270 nm e nota sensorial para cada tratamento ao longo do
tempo. A andlise de regressdo linear foi utilizada para o teor de tocoferdis ao longo do tempo
para todos os tratamentos. A andlise de correlagdo linear foi usada para verificar a

dependéncia entre todas as varidveis através do tempo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do Padrao de Tocoferdis

A Tabela 5 mostra a composi¢ao do concentrado de tocoferdis (Grindox Toco-70).

Tabela 5: Composi¢ao do Grindox Toco-70

Fracao de Tocoferol mg/g
a-tocoferol 94
B-tocoferol 10
y-tocoferol 376
d-tocoferol 161

Total 641

A proporc¢ao das fracdes de tocoferdis observada esteve de acordo com as reportadas
pela literatura para tocoferdis obtidos a partir do destilado desodorizado de 6leo de soja

(DDOS) (BUCZENKO et al., 2002; WALSH, et al., 2001).

5.2 Caracterizaciio do Oleo de Soja

Na Tabela 6 podem ser observados os resultados para as caracteristicas fisico-quimicas e

a nota sensorial do 6leo de soja estudado.

Segundo Gupta (2000), o valor de peréxido inicial entre 0 e 0,5 mEq/kg seria o ideal
para o 6leo de soja recém desodorizado, sendo o valor obtido de 0,7 considerado alto, levando
em consideracdo que quanto maior o contetdo inicial de per6éxido mais rapida € a reagdo com

o oxigénio do headspace e menor a estabilidade oxidativa do dleo.

N

Com relacdo a composi¢do em &acidos graxos, o dleo estudado mostrou composicao
caracteristica dos Oleos de soja e de acordo com o previsto pela legislacdo brasileira

(BRASIL, 2005 e 2006) e pelo Codex Alimentarius (CODEX, 1999).
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Tabela 6: Caracteristicas de identidade e qualidade do 6leo de soja.

Parametro Valor
Indice de Todo (Wijs) 12942
Indice de Peréxido (mEq/Kg) 0,7+0,1
Extincao Especifica (232 nm) 6,4+0,3
Extincao Especifica (270 nm) 2,7+0,2
Acidez (mg KOH/g) 0,08+0,0
Umidade % 0,030,007
Ponto de Fumaca (°C) 23343
Acidos Graxos (%)

Acido Miristico C14:0 0,1
Acido Palmitico C16:0 11,2
Acido Palmitoléico C16:1 0,1
Acido Estedrico C18:0 4,1
Acido Oléico C18:1 24,3
Acido Linoléico C18:2 51,8
Acido Linolénico C18:3 4.4
Acido Araquidico C20:0 0,4
Acido Eicosenéico C20:1 0,3
Acido Behénico C22: 0 0,5
Nota Sensorial 7,7

O 6leo apresentou 80,9 % de acidos graxos instaurados, sendo deste total 24,3; 51,8 e
4,4 9% de 4acido oléico, linoléico e linolénico, respectivamente. Pereira et al. (1991),
observaram em vinte das principais variedades de soja cultivadas no Brasil, uma média de
86% de acidos graxos insaturados no 6leo recém extraido, 5 % a mais que o encontrado no
presente estudo, sendo 22,5; 54,3 e 9,2 % para os 4cidos oléico, linoléico e linolénico,

respectivamente.

Alves et al. (2005) e Arruda et al. (2006) reportaram 80,4 e 83,7% de acidos graxos
insaturados, respectivamente, em 6leo de soja refinado, sendo que os teores de dcido linoléico
e linolénico (52,6 e 5,0%) reportado por Alves et al. (2005) e o teor de acido oléico (25,2%)

por Arruda et al. (2006) estiveram mais proximos do encontrado neste experimento. O teor
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elevado de 4cidos graxos insaturados e quantidades relativamente elevadas de 4cido linolénico

tornam o 6leo de soja muito susceptivel as reacdes de oxidagdo.

A nota sensorial inicial para o 6leo de soja estudado foi de 7,7. Este resultado esta de
acordo com o valor reportado por Arruda et al. (2006), que reportaram para 6leo de soja
recém produzido nota sensorial média de 8,0. Alves et al. (2005) relataram uma nota sensorial

média maior para 6leo de soja recém produzido, de 8.9.

Os resultados para o teor de tocoferdis e estabilidade oxidativa para 6leo de soja dos

quatro tratamentos estudados podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7: Teor de tocoferdis e estabilidade oxidativa do 6leo de soja adicionado de diferentes

concentracdes de tocoferdis naturais.

Tratamentos Fracoes de Tocoferois Teor (ppm) OSI (horas)
o-tocoferol 180,3
B-tocoferol 19,15
y-tocoferol 680,3 6,3
TO d-tocoferol 257,25
Total 1137
o-tocoferol 198,1
B-tocoferol 20,5
y-tocoferol 751,3 6.6
T100 d-tocoferol 280,1
Total 1250
o-tocoferol 210,7
B-tocoferol 20,4
y-tocoferol 805,4 6,6
T200 d-tocoferol 299.5
Total 1336
o-tocoferol 243.5
B-tocoferol 20,6
y-tocoferol 844.,9 6,5
T300 d-tocoferol 320
Total 1429

De acordo com os resultados, os teores de tocoferdis do tratamento controle (1137
mg/Kg) é semelhante aos valores reportados por Warner (2005) e Evans et al. (2002), que
reportaram tocoferdis totais para 6leo de soja de 1000 e 1030 mg/Kg, respectivamente. Akoh
(1994) reportou um teor de tocoferdis totais para 6leo de soja refinado de 788,8 mg/Kg, valor

inferior ao determinado no presente trabalho.
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A estabilidade oxidativa para os diferentes tratamentos variou entre 6,3 e 6,6 horas
(média de 6,4), indicando estabilidade oxidativa baixa, o que € esperado em funcdo da sua
composi¢ao em 4cidos graxos com teor de insaturados de 80,9% e teor relativamente elevado
de acido linolénico (4,4%). Farhoosh (2007); Arruda et al. (2006) e Akoh (1994) reportaram,
em condicdes semelhantes as utilizadas no presente trabalho, para 6leo de soja, um periodo de
inducgdo de 7,4; 7,6 e 9,4 horas respectivamente. A adi¢do de tocoferdis no 6leo (entre 100 e
300 ppm) nao modificou a estabilidade do 6leo de soja, ja que a diferenca nestes indices entre

o controle e os tratamentos 100, 200 e 300 foi minima (entre 0,2 e 0,3 horas).
5.3 Avaliacao da Estabilidade do Oleo de Soja Durante o Periodo de Estocagem

Na Tabela 8 podem ser observados os resultados obtidos para o indice de perdxido,
extincdo especifica (232 e 270 nm) e nota sensorial para os quatro tratamentos durante a

estocagem.
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Tabela 8: Mudancas nos indices de qualidade peréxido, extincao especifica (232 €270 nm) e nota sensorial para os quatro tratamentos de 6leo de

soja durante a estocagem.

Tempo L3P (mEq/Kg) 23EE (232 nm) 23EE (270 nm) “Nota Sensorial

(dias) TO T100 T200 T300 TO T100 T200 T300 TO T100 T200 T300 TO TI100 T200 T300

0 0,7£0,14 0,5+0,14 0,7+0,14 0,7+0,07 6,3£0,31 6,7+0,51 6,3+0,24 6,4+0,12 3,0+0,2 2,6+0,33 2,6+0,08 2,7+0,03 7,7 7,7 7,7 7,7
30 1,6£0,01 1,7#0,01 1,6+0,07 1,7+0,07 5,6£0,13 5,7+0,07 6,0+0,05 5,9+0,26 2,4+0,06 2,4+0,01 2,6+0,08 2,4+0,09 7,5 74 7.4 7,3
60 2,0+0,3 2,0+0,08 2,3+0,13 2,3x0,26 5,9+0,07 6,4+0,49 5,9+0,13 6,0+0,16 2,4+0,08 2,5+0,15 2,4+0,08 2,4+0,05 6,0 6,3 6,7 6,3
920 2,1+0,01 2,2+0,2 2,3+0,04 2,7#0,2 6,3+0,03 6,0+£0,04 5,8+0,07 6,3£0,6 2,5+0,01 2,4+0,01 2,4+0,03 2,6£0,2 65 7,0 6,0 6,0
120 2,5¢0,3 3,0+0,03 3,1+0,1 2,7+#0,03 6,0£0,14 6,2+0,09 6,4+0,25 6,2+0,26 2,4+0,08 2,5+0,06 2,6£0,1 2,5+#0,07 63 6,2 6,0 6,3
150 2,9+0,1  2,7¢0,0 2,7+0,01 2,6+0,08 6,2+0,2 6,2+0,01 6,2+0,03 6,2+0,02 2,5£0,09 2,5+0,02 2,5+0,01 2,5+#0,01 6,0 6,2 6,6 6,2
180 1,7¢0,0  1,9£0,2 19+0,2 2,1+0,01 6,1+0,04 6,2+0,04 6,2+0,01 6,3£0,01 2,5+0,02 2,5+0,03 2,5+0,02 2,5£0,03 6,0 6,0 6,0 5,5

210 2,1+0,01 2,3#0,2 2,2+0,07 2,0£0,08 6,1+0,05 6,2+0,00 6,2+0,05 6,2+0,01 2,5+0,03 2,5+0,01 2,5+0,02 2,5+0,02 6,0 6,0 6,0 5,5
240 4,5+0,28 4,6+0,13 4,7+0,0 4,8+0,15 6,3+0,03 6,3+0,03 6,5+0,3 6,2+0,01 2,5+0,02 2,5+0,01 2,6+0,1 2,5+0,01 62 6,0 6,0 5.8
270 2,5+0,06 2,5+0,08 2,6+0,06 2,7+0,06 7,0+0,2 7,2+0,13 7,1+0,26 7,0+0,2 2,6+0,06 2,6+0,05 2,5+0,08 2,6+0,04 56 57 6,0 5,3
300 4,1£0,0 6,1x0,16 6,1£0,04 6,4+0,33 6,9+0,29 7,0+0,11 6,5+04 6,9+0,03 2,6+0,09 2,6+0,01 24+0,2 2,6+0,03 53 60 6,2 5,7
330 3,4+0,14 3,840,07 3,5+0,06 3,6+0,0 7,1+x0,32 6,7+£0,02 6,7£0,04 6,8+0,06 2,6+0,03 2,6+0,06 2,5+0,01 2,6+0,01 55 50 6,0 5,5
360 3,740,14 4,8+0,25 4,6+0,2 5,6+0,08 6,6+0,22 6,6+0,08 6,6+0,02 6,8+0,2 2,5+0,07 2,5+0,05 2,5+0,01 2,6+0,11 5,6 56 6,1 5,6

'[ndice de peroxido;

2 Extin¢do especifica;

3 Média de duas repeticoes;
*Média da nota de cinco julgadores



A andlise de regressdo linear simples indicou que o indice de per6xido apresentou
variagdo linear significativa (p < 0,01) durante a estocagem para os quatro tratamentos.
Através da andlise de contraste entre os tratamentos foi possivel observar que ndo houve

diferenca significativa (p > 0,05) para o indice de peréxido, sendo R? de 0,58.

Considerando os valores obtidos para indice de peréxido ao longo do tempo foi
possivel observar que os quatro tratamentos atenderam as especificacdoes da Anvisa (BRASIL,
2005) e do Codex Alimentarius (1999), que estabelecem um méximo de 10 mEq/Kg, durante
um ano de armazenamento. Considerando o valor maximo para peréxidos permitido pelo
MAPA (BRASIL, 2006), de 2,5 mEq/Kg, o 6leo sem adi¢do de tocoferdis (controle) esteve
dentro da especificacdo por quatro meses (2,5 mEq/Kg), o 6leo adicionado de 100 e 200 ppm
de tocoferdis por trés meses (2,2 e 2,3 mEq/Kg, respectivamente) e o 6leo adicionado de 300

ppm, por dois meses (2,3 mEq/Kg).

Alves et al. (2005) e Arruda et al. (2006) observaram um aumento linear significativo
(médias de R* = 0,6 e 0, 9, respectivamente) para o indice de peréxido ao longo do tempo em
6leo de soja embalado em PET, sendo que os valores reportados (médias de 2,3 e 2,1,
respectivamente) ndo ultrapassaram o valor méaximo estipulado pelo MAPA durante seis

meses de estocagem.

Na Tabela 8 também podem ser observados os valores da extin¢do especifica (232 e
270 nm) para os tratamentos TO, T100, T200 e T300 durante a estocagem. A andlise de
regressao linear indicou que houve uma variagdo linear significativa da extingdo especifica a
232 nm para os quatro tratamentos ao longo do tempo (p < 0,05). A andlise de contraste
mostrou que ndo houve diferencga significativa dos valores obtidos para este parametro entre
os quatro tratamentos (p > 0,05), sendo R* = 0,46. A andlise de regressio da extincdo
especifica a 270 nm indicou que nao houve variacdo da mesma ao longo do tempo (p > 0,05)

para os tratamentos estudados.

Alves et al. (2005) reportaram valores muito menores que os observados no presente
estudo, variando de 1,8 a 2,5 e 1,2 a 1,5 para extincdo especifica a 232 e 270 nm,
respectivamente, e observaram um aumento linear significativo dos valores de extingdo
especifica ao longo do tempo em Oleo de soja embalado em PET com diferentes
concentracdes de absorvedores UV (0%; 0,12% e 0,22%), obtendo R?= 0,93; 0,87 € 0,90 e R?
= 0,94, 0,90 e 0,93, para extingdo especifica a 232 e 270 nm nos trés tratamentos,

respectivamente. Espinoza-Atencia (1995) estudou o efeito da radiacdo luminosa sobre os



valores de extingdo especifica a 232 na embalagem de 6leo de soja e observou que o aumento
dos mesmos € dependente do aumento da emissdo de luz através do PET. Sendo assim, o fato
de que o 6leo estudado no presente trabalho tenha sido armazenado ao abrigo da luz pode ser
o motivo pelo qual o R? da extincdo especifica a 232 nm tenha sido de 0,46, o que significa
baixa correlagdo da mesma com o tempo e a ndo variagdo da extin¢do especifica a 270 nm

durante o armazenamento.

Apo6s 12 meses de estocagem a nota sensorial determinada foi de 5,6 para os 6leos dos
tratamentos TO, T100 e T300 e 6,1 para T200. A anélise de regressao linear da nota sensorial
indicou uma diminui¢do altamente significativa (p < 0,0001) da mesma ao longo do tempo
para todos os tratamentos. A andlise de contraste realizada entre 0s mesmos mostrou que nao

houve diferenca significativa entre os mesmos durante o armazenamento, sendo R’ = 0,66.

De acordo com Wan (2000), 6,0 € a menor nota aceitdvel para que um o6leo seja
considerado de boa qualidade. Desta forma, os 6leos dos tratamentos 0, 100, e 200 foram
considerados aceitdveis para consumo pelo periodo de seis meses de estocagem, enquanto que

o 6leo do tratamento 300, pelo periodo de cinco meses.

Medina-Judrez et al. (1998) relataram que apds 90 dias de armazenagem, o dleo de
soja apresentou uma modificacdo substancial no flavor, de brando/nozes para fortemente
amanteigado. Em estudo realizado com 6leo de soja embalado em PET, armazenado em ciclos
claro/escuro e tratados com diferentes absorvedores UV, Alves et al. (2005) observaram que a
nota sensorial diminuiu para uma média de 5,0 apds seis meses de estocagem em todos os
experimentos. Arruda et al. (2006), obteve nota sensorial média de 5,3 em 6leo de soja
acondicionado com diferentes concentragdes de oxigénio no head space, apOs seis meses de

estocagem.

Na Tabela 9 podem ser observados os resultados do indice de acidez, da umidade e do
ponto de fumaga para os tratamentos TO, T100, T200 e T300 de Sleo de soja durante a

estocagem.
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Tabela 9: Evolugdo do indice de acidez, da umidade e do ponto de fumacga para os quatro tratamentos de 6leo de soja durante a estocagem*.

Tempo
(dias)

0
30
60
920

120
150
180
210
240
270
300
330
360

"IA (mg KOH/g) Umidade (%) ’PF (°C)

TO T100 T200 T300 TO T100 T200 T300 TO T100 T200 T300
0,0840,0  0,08+0,003 0,084#0,003  0,07+0,0 0,030,007 0,03£0,004 0,0320,008 0,0320,011  233%3  231x14 23114 23014
0,090,011  0,09£0,001  0,0920,0 0,09£0,0 0,030,008 0,030,011  0,03£0,008 0,05+0,011 22314 2213 2233  220+0,7
0,10£0,004  0,1020,0  0,10£0,007  0,1020,0  0,05+0,013  0,05+0,004 0,04+0,013 0,050,004 218+0,7 2200,7 216+2,5 216%2,5

0,10£0,011 0,110,008  0,11£0,008 0,1120,004  0,05+0,002  0,05+0,002 0,04+0,008 0,04+0,004 210+14 213x14 212+0,7 21243
0,110,017 0,110,014  0,17£0,007  0,15£0,003  0,05+0,001  0,05+0,01  0,05+0,006 0,040,001  215+3 22043  215x1,4 216+1.4
0,13£0,003 0,120,004 0,120,004  0,1320,004  0,05+0,006 0,05+0,003 0,07+0,003 0,060,006 209+1.4 208+2,5 208+3  213%0,7
0,140,003  0,14+0,003 0,140,003  0,14+0,00  0,05£0,006 0,06+0,006 0,06+0,002 0,060,004 209+2,5 209+1,4 208+0,7 210+1.4
0,150,007 0,150,007  0,15£0,004  0,15£0,004  0,04+0,004 0,05+0,006  0,05£0,00  0,05+0,001 209+1,4 207,543 207+0,7 20714
0,160,004  0,1620,0  0,16£0,004 0,1620,001  0,04+0,004  0,0840,01  0,04+0,007 0,050,006 204+1,4 206+1,4 204+1,4 208+0,7
0,18+0,0 0,1840,0  0,1740,004 0,174#0,001 0,060,002  0,05£0,003  0,05£0,004 0,05+0,006 204+2,5 204425 20325 208+0,7

0,1940,0  0,19+0,004  0,1940,004 0,190,008 0,06£0,002  0,06£0,001  0,06+0,001  0,05+0,003 204414 204+0,7 20443 20843
0,3240,007 0,31£0,004 0,32+0,003  0,3120,0  0,05£0,002  0,05+0,01  0,05+0,004 0,05+0,002 204+1,4 199+1.4 19943 20014
0,340,007  0,35+0,007 0,35+0,003  0,35+0,0  0,05+0,001  0,04+0,0 0,060,001 0,050,002 197,5%3  197+3  199+1.4 196%2.5

*Resultados = média de duas repeticoes;
! [ndice de acidez;
?Ponto de fumaca.



As caracteristicas de qualidade iniciais do 6leo (umidade, acidez, ponto de fumaca)
indicam que o mesmo foi produzido mediante um processo de refino adequado, atendendo as
especificacdes estabelecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(BRASIL, 2006), pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005) e pelo
Codex Alimentarius (1999).

Ap6s doze meses de estocagem o indice de acidez variou de 0,07 (T300) e 0,08 (TO,
T100 e T200) para 0,34 (TO) e 0,35 mg KOH/g (T100, T200 e T300) e a andlise de regressao
linear mostrou um aumento linear altamente significativo (p < 0,0001) do mesmo ao longo do
tempo para os quatro tratamentos. Através da andlise de contraste realizada entre os
tratamentos foi possivel observar que ndao houve diferenca significativa (p > 0,05) para o

indice de acidez, sendo R’ = 0,77.

Os indices de acidez dos Oleos dos quatro tratamentos estudados atenderam as
especificacdoes determinadas pela Anvisa (BRASIL, 2005) e pelo Codex Alimentarius (1999)
durante todo periodo de armazenamento (< 0,6 mg KOH/g). Para as especificacdes do MAPA
(BRASIL, 2006), que determina o valor mdximo para indice de acidez de 0,2 mg KOH/g, os

Oleos dos quatro tratamentos estiveram em acordo por dez meses de estocagem.

Alves et al. (2005), no estudo com 6leo de soja embalado em PET com diferentes
absorvedores UV e Arruda et al. (2006), com 6leo de soja embalados em PET e diferentes
concentracdes de oxigénio, também encontraram um aumento linear significativo dos acidos

graxos livres (p < 0,0001) para os todos os tratamentos durante a estocagem (180 dias).

Ap6s doze meses de estocagem a umidade determinada nos 6leos foi de 0,05% (TO e
T400), 0,04 (T100) e 0,06 % (T200), sendo estes valores o dobro do valor inicial de 0,02
(T100) e 0,03 % (TO, T200 e T300). A andlise de regressado linear para a umidade mostrou um
aumento linear significativo ao longo do tempo (p < 0,05), com R? =0,52; 0,53 ¢ 0,57 para os
6leos dos tratamentos TO, T100 e T200, respectivamente. Para o 6leo adicionado de 300 ppm

houve um aumento linear, porém nao significativo (p > 0,05).

Com relagdo aos resultados obtidos para umidade, os quatro tratamentos atenderam as
especificacdes determinadas pela Anvisa, pelo Codex Alimentarius (méax. 0,2%) e pelo MAPA
(max. 0,1) durante um ano de armazenamento (BRASIL, 2006; BRASIL, 2005; CODEX,
1999). Arruda et al. (2006) também observaram que os niveis de umidade aumentaram para

todos os tratamentos de 6leo de soja embalado em PET, com diferentes concentragdes de



oxigénio, durante 180 dias de armazenamento, atingindo valores de 0,07 e 0,08 % de

umidade.

Nos resultados do ponto de fumaca foi observada uma diminui¢ao de mais de 30°C
nos quatro tratamentos estudados (média inicial de 231°C e média final ap6s doze meses de
197,4°C) e a andlise de regressao linear obtidos mostraram uma diminuicdo linear altamente
significativa (p < 0,0001) do mesmo ao longo do tempo para todos os tratamentos. A andlise
de contraste entre os tratamentos indicou que nao houve diferenca significativa entre os

tratamentos, sendo R’ = 0,85.

Apds o quinto més de armazenagem para os tratamentos TO, T100 e T200, e apds o
sexto més para o tratamento T300, o ponto de fumaca ultrapassou os limites estabelecidos
pelo MAPA (BRASIL, 2006), que determina um valor minimo para ponto de fumacga de
210°C. Arruda et al. (2006), reportaram valores de ponto de fumaca entre 180 e 190°C em

6leo de soja embalado em PET apds seis meses de armazenamento.
5.4 Correlacao Linear entre as Variaveis Fisico-Quimicas e Sensoriais

Na Tabela 10 pode ser observada a matriz de correlagdo linear entre as determinagdes
fisico-quimicas e a andlise sensorial durante o armazenamento do 6leo de soja embalado em

PET com diferentes concentracdes (0, 100, 200 e 400 ppm) de tocoferdis naturais.

Tabela 10: Matriz de correlacdo linear entre as determinacdes fisico-quimicas e sensoriais.

Indice Indice Ponto EE% EE%
de de Umidade de (232 (270 Nota
Peroxido Acidez Fumaca  nm) nm) Sensorial

Indice de Peréxido 1,00

Indice de Acidez 0,64* 1,00

Umidade 0,47%* 0,57* 1,00

Ponto de Fumaca -0,70%* -0,80* -0,74* 1,00

EE% (232 nm) 0,44%* 0,59% 0,37%* -0,51* 1,00

EE% (270 nm) 0,10 0,25 0,01 -0,07 0,66%* 1,00

Nota Sensorial -0,59%* -0,64* -0,69* 0,80*  -0,53* -0,19 1,00

* correlagdo significativa para p < 0,05.

De acordo com os valores da matriz de correlagdo, obtidos entre as andlises realizadas

ao longo do tempo, se pode observar que a determinacdo da extincdo especifica a 270 nm

60



correlacionou-se significativamente (p < 0,05) apenas com a de extin¢do especifica a 232 nm
(positiva), sendo que com as demais determinacdes ndo houve correlacdo significativa (p >

0,05).

A matriz mostra uma correlagao positiva significativa (p < 0,05) da nota sensorial com
o ponto de fumaca (R = 0,80). Para per6xido, umidade e acidez a nota sensorial apresentou

correlagdo significativa (p < 0,05) negativa, (R =-0,59; -0,69 e -0, 64, respectivamente)

Os indices de peroxido, de acidez, umidade e extincdo especifica a 232 nm
apresentaram correlacdes positivas significativas (p < 0,05) entre si ao longo da estocagem, e
negativa para andlise sensorial e ponto de fumaca. Apesar de correlacionarem-se
significativamente (p < 0,05), a extingdo especifica a 232 nm e o peréxido (0,44), bem como o
indice de acidez e o per6xido, mostraram correlacdo muito menor que a observada em outros
estudos. Alves et al. (2005) observaram correlagdo positiva altamente significativa (p <
0,0001) entre o indice de perdxido e extingdo especifica a 232 e 270 nm (R = 0,79 e 0,82,

respectivamente) e entre o indice de perdxido e de acidez (R = 0,78).

Segundo White (1995), como o método de extincdo especifica a 232 nm mede
produtos primdrios da oxidagdo, seu valor se correlaciona bem com o indice de perdxido.
Entretanto, os resultados obtidos por Hilst (1999), também indicam baixa correlacdo linear
entre o indice de peréxido e a extinc¢ao especifica a 232 nm (R = 0,31-0,50), além de baixos
coeficientes de correlacio entre a medida de absortividade (extin¢do especifica a 232 nm) e a

avaliacdo sensorial (R = 0,53-0,78).
5.5 Estabilidade dos tocoferéis durante a estocagem

Os resultados da composicdo de tocoferdis dos quatro tratamentos durante seis meses de

estocagem podem ser observados na Tabela 11.
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Tabela 11: Resultados iniciais do teor de tocoferdis (tempo = 0) e durante seis meses de

estocagem para os tratamentos adicionados de 0, 100, 200 e 300 ppm da mistura de tocoferdis

naturais.

Tratamento

TO

T100

T200

T300

Fracoes
(ppm)

Tempo (dias)

0 30 60 90 120 150 180
180,8 146,6 145,9 123,4 168,1 147,4 132,6
19,1 15,3 16,9 22,8 13,3 18,7 15,6
680,3 6294 677,1 660,6 632,2 636,99 626,6
2572 227,11 220,9 2289 191,5 217,4  207,6
1137 1018 1061 1036 1005 1020 982
198,1 170,6 165,6 149.4 141,6 170,5 153,5
20,5 23,3 18,4 25,7 20,7 21,2 17,7
751,7  737,1 730,4  722,0 714,5 722,3 690,0
280,1 254,6  258,1 249,9  240,7 251,6 2440
1250 1186 1173 1147 1118 1166 1105
210,7 172,4 174,8 174,5 160,1 193,1 157,7
20,1 21,7 19 29,7 24,5 23,8 19,4
8054 740,88 7576 816,3 785,6  794,6  707.,5
299,5 274,4 265 280,8  271,1 2734 2623
1336 1209 1216 1301 1241 1285 1147
243,5 212,77 217,77 190,9  201,5 220,7 197,8
20,6 27,4 19,1 32,0 28,7 26,1 21,1
844,9 890,9 901,0 912,0 9177 906,7 833,7
320,1 336,6 331,2 3174  318,3 319,6  309.,8
1429 1468 1469 1452 1466 1473 1362
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O principal tocoferol encontrado no 6leo de soja estudado foi o y-tocoferol (680,3
ppm), seguido pelo o-tocoferol (257,2 ppm), a-tocoferol (180,8 ppm) e B-tocoferol (19,1
ppm). Estes resultados estdao de acordo com o estabelecido pela legislagio (BRASIL 2005;
CODEX, 1999). Warner (2005) e Evans et al. (2002),reportaram para 6leo de soja refinado
teores de tocoferdis totais de 1000 e 1030 mg/Kg, sendo 610; 260;120 e 10 mg/Kg de v; d; a;

e B-tocoferol e; 710, 50 e 270 mg/Kg de y- e B-, a- e 6-, e tocoferdis, respectivamente.

Ao longo do tempo foi observada uma redug@o no teor de tocoferdis totais de 13.6;
11.6; 14.1 e 4.7% para os tratamentos TO, T100, T200 e T300 respectivamente. A andlise de
regressdo linear indicou que houve variacdo significativa (p < 0,05) do teor de tocoferdis ao
longo do tempo nos 6leos dos tratamentos TO e T100, sendo os valores de R = 0,79 ¢ 0,85 e
de R? = 0,62 e 0, 72, respectivamente. Para os 6leos dos tratamentos T200 e TOO nao houve

variagdo linear significativa durante o periodo avaliado (p > 0,05).

O monitoramento do conteddo de tocoferdis nos 6leos tem sido utilizado como um
indicativo do processo de oxidacdo, ja que a exposicdo dos mesmos aos perdxidos formados
na rancidez oxidativa diminui o seu conteido (JOHNSON; PETERSON, 2001). Arruda et al.
(2006) reportaram uma diminuicdo de 58% de tocoefrdis naturais apds 180 dias em dleo de

soja embalado em PET armazenado no escuro.

Frankel et al. (1959), estudando a estabilidade de tocoferdis durante a autoxidagdo (teste
acelerado a 60 e 100°C) em Oleos refinados e gorduras de vdérias fontes comerciais,
observaram que a perda de tocoferdis durante a autoxidagdo foi muito menor em O&leos
vegetais altamente insaturados (p.ex., 6leo de soja) que em Oleo de algoddo e banha,
sugerindo que os hidroper6xidos formados em Oleos vegetais altamente insaturados

decompdem-se rapidamente antes de reagirem com os tocoferois.

Esta alta estabilidade dos tocoferdis em substratos altamente insaturados também pode
ser explicada pelo fato de que quanto maior o grau de insaturacdo, maior a competitividade

dos 4cidos graxos frente a oxidacdo (KAMAL-ELDIN; APPELQVIST, 1996).
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6 CONCLUSOES

As andlises fisico-quimicas e sensoriais mostraram que a utilizagdo de tocoferdis nas
concentracdes de 100, 200 e 300 ppm ndo foi eficiente em retardar a deterioragdo ou aumentar
a vida 1til do 6leo de soja refinado e embalado em PET, quando armazenados em caixas de

papeldo seladas e a temperatura e umidade relativa ambientes.

Considerando a legislacdo do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) como a vigente para Oleos vegetais no Brasil, os resultados dos parametros fisico-
quimicos indicaram que os Oleos dos quatro tratamentos permaneceram adequados para
consumo durante 120 dias, apesar da nota sensorial dos 6leos indica-los préprio para consumo

até 150 (T300), 240 (TO e T100) e 360 dias (T200).

Os tocoferdis presentes no 6leo de soja armazenado ao abrigo da luz apresentaram

estabilidade elevada.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que outros estudos sobre a
concentracdo adequada de tocoferdis naturais (DDOS) para a estabilizacao de 6leos vegetais
sejam realizados em vida de prateleira real, j4 que a maioria dos trabalhos avalia através dos
métodos acelerados. Sendo os tocoferdis instdveis em altas temperaturas, o comportamento
dos mesmos poderia ser mais bem avaliado em armazenamento ambiente, a fim de se chegar a
uma concentragdo destes antioxidantes que os tornassem uteis para a industria de Oleos

vegetais.
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ANEXO A - Evolucio dos indices de peréxido dos tratamentos TO, T100, T200 e T400 do

6leo de soja durante a estocagem.
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ANEXO B - Extingao especifica do 6leo de soja a 232 nm dos tratamentos TO, T100, T200 e

T400 durante a estocagem.
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ANEXO C - Notas sensoriais do 6leo de soja para os tratamentos TO, T100, T200 e T400

durante a estocagem.
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ANEXO D - Indice de acidez do 6leo de soja para os tratamentos TO, T100, T200 e T400

durante a estocagem.
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ANEXO E - Umidade do 6leo de soja para os tratamentos TO, T100, T200 e T400 durante

a estocagem.
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ANEXO F - Ponto de fumaca do dleo de soja para os tratamentos TO, T100, T200 e T400

durante a estocagem.
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ANEXO G - Teores de tocoferdis do dleo de soja para os tratamentos TO, T100, T200 e

T400 durante a estocagem.
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RESUMO

Em funcdo do seu elevado teor de acidos graxos insaturados o 6leo de soja é
bastante susceptivel as reacdes de oxidacao, principalmente em embalagens do tipo
PET, que apresentam permeabilidade elevada para luz e oxigénio, catalisadores
importantes do processo de oxidagao. A adicdo de antioxidantes pode aumentar a
vida de prateleira dos 6leos e, entre os compostos naturais com atividade
antioxidante os tocoferbis tem sido muito estudados. No presente trabalho foi
avaliado o efeito da adicdo de 100, 200 e 300 mg/kg de uma mistura de tocoferdis
naturais, sobre a qualidade do 6leo de soja embalado em PET, armazenado em
caixas de papeldao e mantido a temperatura ambiente por 6 meses. As mudancas de
qualidade do 6leo foram monitoradas mensalmente através da determinacdao dos
seguintes parametros: umidade, indice de acidez, ponto de fumaca, indice de
peroxido, andlise sensorial e teor de tocoferdis de acordo com a metodologia oficial
da AOCS. Ap6s 6 meses de armazenamento, os teores de umidade e indice de
acidez apresentaram variacbes significativas (p < 0,05) em relacdo aos valores
iniciais e entre os tratamentos (0,03-0,06 % e 0,07-0,14, respectivamente). O ponto
de fumaca diminuiu de 231 para 209°C (valores médios para os 4 tratamentos).
Houve um aumento do indice de peréxido de 0,7 mEqg/Kg para valores entre 1,7 e
2,1 mEg/Kg. Foi observada uma reducéo no teor de tocoferdis totais de 13,6; 11,6;
14,1 e 4,7% para os tratamentos controle (sem adicao de tocoferéis) e com adicéo
de 100; 200 e 300 mg/kg respectivamente. A nota sensorial inicial diminuiu de 7,7
para 6,0 (0, 100 e 200 mg/kg) e para 5,5 (300 mg/kg). De acordo com as analises de
regressdo simples e de contraste entre os tratamentos ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) para os parametros avaliados durante o armazenamento. De
acordo com os resultados obtidos a adicao de tocoferdis naturais nas concentracdes
utilizadas nao teve efeito significativo sobre a qualidade do 6leo embalado em PET.

PALAVRAS CHAVE: tocoferdis, 6leo de soja, oxidacdo, antioxidantes naturais, vida
de prateleira, embalagem PET, controle de qualidade
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ABSTRACT

Due to its high content of unsaturated fatty acids, soybean oil is highly susceptible to
oxidation reactions, especially in PET type packaging, that presents high permeability
to light and oxygen, important catalysts of the oxidation process. The addition of
antioxidants can increase the shelf-life of the oils and, among natural compounds
with antioxidant activity, tocopherols have been widely studied. In this work, the effect
of the addition of 100, 200 and 300 mg/kg of a mixture of natural tocopherols on the
quality of soybean oil packed in PET, stored in carton boxes and kept at ambient
temperature for 6 months was evaluated. The quality alterations of the oil during
storage were monitored monthly through the determination of the following
parameters: moisture content, acid value, smoke point, peroxide value, sensory
analysis and tocopherol content. All analyses were carried out according to official
AOCS methodology. After 6 months storage, moisture content and acid value did
present significant variations with respect to the initial values and among treatments
(0.03-0.06 % and 0.07 — 0.14, respectively). The smoke point decreased from 231 to
209°C (mean values for the 4 treatments). There was an increase in the peroxide
value from 0.7 mEqg/kg to values between 1.7 and 2.1 mEqg/kg. Reductions of total
tocopherol content of 13.6; 11.6; 14.1 and 4.7% were observed for the control
treatment and treatments with the addition of 100; 200 and 300 mg/kg, respectively.
The initial sensory score decreased from 7.7 to 6.0 (0, 100 and 200 mg/kg) and to 5.5
(300 mg/kg). Analyses of simple regression and contrast between treatments
indicated that the differences among the parameters evaluated were not significant
(p>0.05) during storage. According to the results obtained, the addition of natural
tocopherols in the concentrations used in this study did not have an effect on the
quality of the oil packed in PET.

KEY-WORDS: tocopherols, soybean oil, oxidation, natural antioxidants, shelf-life,
PET package, quality control
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1 INTRODUCAO

O 6leo de soja, em funcao de sua qualidade e baixo custo, é o 6leo vegetal
mais consumido no Brasil (em 2005 foram consumidos 3,1 milhées de toneladas)
(ABIOVE, 2006). Com relacao a composi¢ao, o 6leo de soja é rico em acidos graxos
insaturados, apresentando alto teor de acido linoléico (49,8-59,0%) e, quantidade
relativamente elevada de acido linolénico (5 a 11%), 0 que o torna mais susceptivel
as reacoes de oxidacao (BRASIL, 2005b e 2006; CODEX, 1999; BOCKISCH, 1998).

A oxidacéao é a principal causa de deterioracao de 6leos vegetais e, tem como
conseqiéncia o desenvolvimento da rancidez oxidativa, caracterizada por
modificacées na cor, flavor e aroma do 6leo, que levam geralmente a rejeicao do
produto, além da diminuicdo da qualidade nutricional dos mesmos com
consequéncias importantes para a saude (WAGNER e ELMADFA, 2001; HRAS et
al., 2000; ANDERSON e LINGNERT, 1999). A oxidacdo de 6leos pode ser
retardada através do controle da temperatura, luz, oxigénio, utilizacdo de
embalagens adequadas e a adicdo de antioxidantes naturais ou sintéticos (HILST,
1999; HRAS et al., 2000; GUPTA, 2000).

Os tocoferdis estdo presentes naturalmente em muitos bleos vegetais e
despertam grande interesse em funcdo da sua atividade como vitamina E e
antioxidante. De acordo com a localizacdo e grau de substituicdo de grupos metila
no anel, sdo denominados a, B, Y e 8-tocoferol (SANCHEZ-PEREZ et al., 2000).

Do ponto de vista da estabilidade oxidativa o teor de tocofer6is nos éleos
vegetais esta proximo do 6timo, mas durante o refino, principalmente na etapa de
desodorizacao, é observada uma perda de cerca de 40% destes compostos. O
Destilado de Desodorizagdo do Oleo de Soja (DDOS), um subproduto da

desodorizacao, é rico em tocoferdis e € utilizado como fonte para a producédo de
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antioxidantes naturais para alimentos (POKORNY e PARKANYIOVA, 2005).

A atividade antioxidante dos tocoferdis € devida, principalmente, a sua
capacidade de doar seus hidrogénios fendlicos aos radicais livres lipidicos,
interrompendo a etapa de propagacao da reacdao em cadeia e depende, além da
estrutura quimica, de fatores como temperatura; composicao; estado fisico da
gordura (liquida, emulsédo); concentracao de tocoferdis e da presenca de espécies
quimicas que podem atuar como pré-oxidantes (NOGALA-KALUCKA et al., 2005;

LAMBELET et al., 2001; WHITE, 2000).

Geralmente, a atividade antioxidante dos tocoferéis diminui quando sua
concentracao excede a 6tima, podendo apresentar efeito pro-oxidante, que pode ser
mais pronunciado a temperaturas mais elevadas (entre 40 e 60°C) (EVANS et al.,,
2002). De acordo com Huang et al. (1994), a atividade antioxidante 6tima do o-
tocoferol pode ser observada em concentracbes de 100 a 250 ppm e, para y-
tocoferol entre 250 e 500 ppm. Jung e Min (1990) reportam para &é-tocoferol, uma
concentracao étima entre 500 e 1000 ppm. Huang et al (1995) reportam atividade
antioxidante de misturas de o + y-tocoferol em concentracdo de 250 ppm e atividade
pré-oxidante em concentragdoes de 500 ppm. De acordo com Evans et al. (2002), a
concentracao 6tima o e y-tocoferol esta entre 100 e 300 ppm e, para misturas de
tocoferdis encontradas naturalmente em 6leo de soja (1:13:5 de o e y e é-tocoferol)

pode variar entre 340 e 660 ppm de tocoferdis.

Misturas de tocoferdis naturais provenientes do DDOS, sao produzidas e
comercializadas como antioxidantes para alimentos e utilizados especialmente em
gorduras animais, que ndo apresentam estes compostos (POKORNY e
PARKANYIOVA, 2005). No Brasil a legislagdo permite a adicdo de no maximo 500

ppm de tocoferdis em alimentos (BRASIL, 2005a). De acordo com os fabricantes,
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sao indicados para uso em 6leos e gorduras vegetais e animais, 6leos para frituras,
gorduras industriais, margarinas, maioneses € molhos, produtos assados, snacks,
produtos a base de carne e frango, produtos a base de peixes; frutos do mar,
granulos e flocos de batata, cereais, cosméticos, e produtos similares, para aumentar
a vida de prateleira e para a manutencao da qualidade do produto. Apesar da
comercializacao e indicacdo de uso em 0leos vegetais, a maioria dos trabalhos de
pesquisa realizados sobre a influéncia dos tocoferdis na estabilidade dos 6leos
vegetais foram realizados com isdbmeros distintos, que nem sempre refletem a acao
das misturas naturalmente encontradas, ou, através métodos acelerados, que nao
refletem a realidade da comercializacdo dos 6leos, dificultando a correlacdo dos
resultados com a vida de prateleira do produto

Desta forma o presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito da
adicao de tocoferdis naturais sobre a qualidade do 6leo de soja embalado em PET e
mantido no escuro por um periodo de seis meses.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Matéria-prima: 6leo de soja refinado, produzido em escala industrial pela
empresa Cargill Agricola SA - Mairingue/SP, sem adicao (T0) e, com adi¢do de 100,
200, e 300 mg/Kg (T1, T2 e T3) de um antioxidante comercial, com indicacdo para
uso em 6leos e gorduras vegetais e animais (de 100 a 500 ppm), composto de uma
Mistura de Tocoferdis naturais (MT), contendo 0,64g de tocoferbis/g de produto
(sendo 58,6% de y- tocoferol, 25,1% de &-tocoferol 14,7% de a-tocoferol e, 1,6% de
B-tocoferol). Apbés a adicdo das diferentes concentracées de tocoferdis o 6leo foi
embalado em garrafas de PET de 900 mL.
2.2 Condicées de Armazenamento: o 6leo foi armazenado em caixas de papelao

seladas, em temperatura ambiente média de 23+ 3°C e umidade relativa média de
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53,0 £ 5,0 %, monitoradas diariamente durante o periodo do experimento utilizando
termo-higrémetro da marca THERMO HIGRO.

2.3 Procedimento Experimental

2.3.1 Caracterizacdo do dleos de soja: O 6leo de soja foi caracterizado utilizando os
métodos oficiais da American Oil Chemists” Society (AOCS, 2004), através dos
seguintes parametros:

- indice de iodo (Tg 1-64), ponto de fumaca (Cc 9a-48), indice de acidez (Ca 5a-40),
umidade (Ca-2c¢-25), indice de perdxido (Cd 8 — 53);

Composicao em acidos graxos (Ce 1-91): ésteres metilicos obtidos de acordo com
Hartman e Lago (1973) - condicdes da analise: Cromatégrafo Gasoso Capilar — CGC
AGILENT 6850 SERIES GC SYSTEM; Coluna capilar: DB-23 AGILENT (50%
cyanopropyl) — methylpolysiloxane, dimensées 60 m, @ int: 0,25 mm, 0,25 um filme.
Gas de arraste: Hélio (fluxo coluna = 1,00 mL/min.); Velocidade linear = 24 cm/seg;
Temperatura do detector: 280°C; Temperatura do injetor: 250°C; Temperatura Forno:
110°C — 5 minutos, 110 — 215°C (5°C/min), 215°C — 24 minutos.

- Composicao de tocoferodis (Ce 8-89), determinado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando cromatografo Perkin Elmer SERIES 200, detector
UV/Visivel Perkin Elmer LC 290, comprimento de onda — 292 nm, coluna Merck 250
x 4mm Li Chrosorb Si 60, fase moével — Hexano / Isopropanol (99/1), 1,0 mL/min.;
2.3.2 Estabilidade oxidativa: (OS| - Oil Stability Index - Cd 12b - 92), utilizando o
equipamento Oxidative Stability Instrument (Omnion, Rockland, MA), temperatura de
110°C, fluxo de ar de 9 L/h e peso da amostra de 5 g;

2.3.3 Analise sensorial: método AOCS Cg 2-83 utilizando a Andlise Descritiva
Quantitativa (ADQ). Aproximadamente 15 mL do 6leo de soja de cada tratamento

foram servidos a temperatura de 45 + 2°C em copos de vidro de 50 mL cobertos com
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papel aluminio, numerados e dispostos em ordens diferentes para cinco julgadores
treinados, utilizando cabines individuais. Cada analista identificou os atributos e as
respectivas intensidades de sabor e odor de acordo com a Tabela 1.

TABELA 1: Atributos e respectivas intensidades de sabor e odor para avaliagdo
sensorial de 6leo de soja.

Nota Atributo

9 Agradavel sabor quase imperceptivel;

8 Agradavel, porém com sabor ligeiramente perceptivel de améndoa ou manteiga;

7 Agradavel, porém com sabor moderadamente identificavel de améndoa/manteiga/cereal;
6 Sabor identificavel e forte de améndoa/ manteiga/ cereal ou suave de

peixe/ranco/tinta’herbaceo/outros forte para 6leo fresco;

(6)]

Sabor moderado de peixe /ranco /tinta /papelao/ toucinho /herbaceo/outros;
Sabor forte de peixe/ rango/ tinta/ papelao/ toucinho/ herbaceo/outros;

Sabor fortemente desagradavel, intragavel

2.3.4 Mudancgas na qualidade do dleo durante o armazenamento: foram monitoradas
mensalmente, através das determinacdes de ponto de fumaca, indice de acidez,
umidade, indice de peréxido, avaliacdo sensorial e teor de tocoferdis, por um
periodo de 6 meses de armazenamento.
2.4 Analise Estatistica: utilizando o programa Statistica Versdao 6.0 em nivel de
significAncia de 0,05. Para cada tratamento foram realizadas as analises de
regressao linear simples e entre os tratamentos analise de contraste para os
diferentes parametros avaliados A analise de correlacdo linear foi usada para
verificar a dependéncia entre todas as variaveis através do tempo.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacdo do dleo de soja
Na Tabela 2 podem ser observados o indice de iodo e a composicao em acidos
graxos do 6leo de soja estudado e os padrdes estabelecidos pela legislacao

vigente.
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TABELA 2: Caracteristicas de identidade do 6leo de soja estudado e valores
estabelecidos pela legislagcéo vigente.

Parametro Valor Padrao’ Padrao”
Indice de lodo (Wijs) 12912 124-139 124-139
Acidos Graxos (%)

Acido Miristico C14:0 0,1 <0,2 <0,2
Acido Palmitico C16:0 11,2 8,0-13,5 8,0-13,5
Acido Palmitoléico C16:1 0,1 <0,2 <0,2
Acido Estearico C18:0 41 2,0-5,4 2,0-5,4
Acido Oléico C18:1 243 17,7-28,0 17,0-30,0
Acido Linoléico C18:2 51,8 49,8-59,0 48,0-59,0
Acido Linolénico C18:3 4.4 5,0-11,0 3,5-8,0
Acido Araquidico C20:0 0,4 0,1-0,6 0,1-0,6
Acido Eicosendico C20:1 0,3 <0,5 <0,5
Acido Behénico C22:0 0,5 <0,7 <0,7

Padréo' Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005b); Codex Alimentarius (1999).
Padrao® Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL, 2006).

O indice de iodo (129) e a composicdo em acidos graxos sao tipicos para 6leo
de soja (80,5% de acidos graxos insaturados, sendo 4,4% de &cido linolénico), e
estdo dentro das faixas determinadas pelos padrbes brasileiros e internacionais
(CODEX ALIMENTARIUS, 1999; BRASIL, 2005b e 2006). Alves et al. (2005) e

Arruda et al. (2006) reportaram teores de 80,4 e 83,7% de acidos graxos

insaturados, respectivamente, em éleo de soja refinado.

Os resultados do teor de tocoferois e estabilidade oxidativa iniciais para 6leo de
soja dos quatro tratamentos estudados podem ser observados na Tabela 3. De
acordo com os resultados, os teores de tocoferdis do tratamento controle (1137
mg/Kg) foram semelhantes aos valores reportados por Warner (2005) e Evans et al.
(2002), que reportaram tocoferdis totais para 6leo de soja de 1000 e 1030 mg/Kg,
respectivamente. Akoh (1994) reportou um teor de tocoferdis totais para 6leo de soja

refinado de 788,8 mg/Kg, valor inferior ao determinado no presente trabalho.
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TABELA 3: Teor de tocoferbis totais e estabilidade oxidativa do 6leo de soja
adicionado de diferentes concentracdes de tocoferdis.

Tratamentos Fracées de Tocoferdis Teor (ppm) OSl (horas)
a-tocoferol 180,08
B-tocoferol 19,1
y-tocoferol 680,3 6,3
TO O-tocoferol 257,2
Total 1137
a-tocoferol 198,1
B-tocoferol 20,5
y-tocoferol 751,7 6,6
T1 o-tocoferol 280,1
Total 1250
a-tocoferol 210,7
B-tocoferol 20,1
y-tocoferol 805,4 6,6
T2 o-tocoferol 299,5
Total 1336
a-tocoferol 243,5
B-tocoferol 20,6
y-tocoferol 844.,9 6,5
T3 o-tocoferol 320,1
Total 1429

OSI = Oxidative Stability Index; TO = controle; T1 = adicdo de 100 ppm de tocoferdis; T1 = adicdo de 200 ppm de tocoferéis; T2
= adigao de 200 ppm de tocoferois; T3 = adigdo de 300 ppm de tocoferois.

A estabilidade oxidativa (OSI) para os diferentes tratamentos variou entre 6,3
e 6,6 horas, indicando estabilidade oxidativa reduzida, o que pode ser esperado em
funcdo da composicdo em acidos graxos, com alto teor de insaturados (80,5%) e,
teor relativamente elevado de acido linolénico (4,4%). Farhoosh (2007); Arruda et al.
(2006) e Akoh (1994) reportaram, em condigbes semelhantes as utilizadas no
presente trabalho, para 6leo de soja, um periodo de inducao de 7,36; 7,6 € 9,4 horas
respectivamente. A adicdo de tocoferdis no 6leo (entre 100 e 300 ppm) nao
modificou a estabilidade do 6leo de soja, ja que a diferenca nestes indices entre o
controle e os tratamentos 100, 200 e 300 foi minima (entre 0,2 e 0,3 horas). A
estabilidade oxidativa ndo foi alterada pela adicdo de diferentes concentracbes de
tocoferodis provavelmente em fungao de apresentar concentragdes, iniciais e apds a
adicdo dos tocoferdis, acima das concentracbes O6timas para a atividade

antioxidante.
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3.2 Estabilidade do dleo de soja durante o periodo de estocagem
Na Tabela 4 podem ser observados os resultados obtidos para o indice de
perdxido e nota sensorial para os quatro tratamentos durante a estocagem.

TABELA 4: Evolucado dos indices de peréxido e nota sensorial para os quatro
tratamentos durante a estocagem.

Tempo “°IP (mEq/Kg) “Nota Sensorial
(dias) TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3
0 0,7t01  0,540,1 0,7%0,1 0,740,1 7.7 7.7 7.7 7.7
30 1,640,1  1,7+0,1 1,640,1 1,7+0,1 7.5 7.4 7.4 7.3
60 2,0+0,3 2,0+0,8 2,3x0,3 2,310,3 6,0 6,3 6,7 7,3
90 2,1+0,1 2,2+0,2 2,3x0,4 2,710,2 6,5 7,0 6,0 6,0
120 2,5+0,3 3,0+0,3 3,1+0,1 2,7+0,3 6,3 6,2 6,0 6,3
150 2,940,1 2,7+0,0 2,7%0,1 2,610,1 6,0 6,2 6,6 6,2
180 1,7+0,0 1,9+0,2 1,9+0,2 2,1+0,1 6,0 6,0 6,0 5,5

'Resultados = média de duas repeticdes; © Resultados = média dos cinco julgadores; ® Indice de peréxido.

O indice de perdéxido inicial variou de 0,5 (T1) a 0,7 mEqg/Kg (T0, T2 e T3).
Segundo Gupta (2000), o valor de peroxido inicial entre 0 e 0,5 mEqg/kg é
considerado ideal para o 6leo de soja recém desodorizado, uma vez que quanto
maior o conteudo inicial de perdoxido mais rapida é a reacdo com o oxigénio do

headspace e menor a estabilidade oxidativa do éleo.

Ap6s 6 meses de estocagem o indice de perdxido determinado foi de 1,7
(TO); 1,9 (T1 e T2) e 2,1 mEqg/Kg (T3), sendo que a analise de regressao linear
simples indicou variacao linear significativa (p < 0,05) durante a estocagem para os
tratamentos estudados. Através da analise de contraste foi possivel observar que
nao houve diferenca significativa (p > 0,05) do indice de peréxido entre os
tratamentos (R = 0,66 e R? = 0,43).

Os valores obtidos para indice de peréxido atenderam as especificacbes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa (BRASIL, 2005b) e pelo Codex
Alimentarius (1999), que determinam um valor maximo de 10 mEg/Kg. Considerando
o valor maximo para peréxidos permitido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2006), de 2,5 mEqg/Kg, o 6leo sem adigcdo de
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tocoferdis (controle) esteve de acordo com o estabelecido por quatro meses (2,5
mEqg/Kg), o 6leo adicionado de 100 e 200 ppm de tocoferdis por trés meses (2,2 e
2,3 mEqg/Kg, respectivamente) e o 6leo adicionado de 300 ppm, por dois meses (2,3
mEq/KQ).

Alves et al. (2005) e Arruda et al. (2006) observaram um aumento linear
significativo para o indice de perdxido em 6leo de soja embalado em PET ao longo
do tempo (R® = 0,6 e 0,9, respectivamente), sendo que os valores reportados
(médias de 2,3 e 2,1, respectivamente) nao ultrapassaram o valor maximo estipulado
pelo MAPA durante 180 dias de estocagem.

A nota sensorial inicial para o éleo de soja estudado foi de 7,7. Este resultado
esta de acordo com o valor obtido por Arruda et al. (2006), que reportaram para 6leo
de soja recém produzido nota sensorial média de 8,0. Alves et al. (2005) relataram
uma nota sensorial de 8,9 para 6leo de soja recém produzido. De acordo com
Zehnder (1995) o 6leo de soja recém produzido € classificado como aceitavel em
termos sensoriais quando apresenta uma nota de 7,5 ou acima.

Apé6s 180 dias de estocagem a nota sensorial determinada foi de 6,0 para os
Oleos dos tratamentos TO, T1 e T2 e de 5,5 para o 6leo do tratamento T3. A analise
de regressao linear da nota sensorial indicou uma diminuigéo linear significativa (p <
0,05) da mesma ao longo do tempo para todos os tratamentos. A andlise de
contraste mostrou que nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os quatro
tratamentos durante o armazenamento (R= 0,56 e R? =0,31).

De acordo com Wan (2000), 6,0 € a menor nota aceitavel para que um 6leo
seja considerado de boa qualidade. Desta forma, os 6leos dos tratamentos 0, 1, e 2
foram considerados aceitaveis para consumo pelo periodo de seis meses de

estocagem, enquanto que o 6leo do tratamento 300, pelo periodo de cinco meses.
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Medina-Juarez et al. (1998) relataram que apds 90 dias de armazenagem, o
6leo de soja apresentou uma modificacdo substancial no flavor, de brando/nozes
para fortemente amanteigado. Em estudo realizado com 6leo de soja embalado em
PET, armazenado em ciclos claro/escuro e tratados com diferentes absorvedores
UV, Alves et al. (2005) observaram que a nota sensorial diminuiu para uma média de
5,0 apds seis meses de estocagem em todos os experimentos. Arruda et al. (2006),
obteve nota sensorial média de 5,3 em 6leo de soja acondicionado com diferentes
concentracdes de oxigénio no head space, apds seis meses de estocagem.

Na Tabela 5 podem ser observados os resultados para umidade, acidez e
ponto de fumaca no éleo de soja os tratamentos estudados (T0, T1, T2 e T3) durante
a estocagem.

TABELA 5: Evolugdo durante a estocagem do indice de acidez, da umidade e do
ponto de fumaca em éleo de soja refinado adicionado de tocoferdis.

Tempo "IA (mg KOH/g) Umidade (%) “PF (°C)

(dias) T0 T100 T200 T300 T0 T100 T200 T300 T0 T100 T200 T300
0 0,08+0,00  0,08+0,03  0,084#0,03  0,07+0,01 0,03+0,01  0,03#0,04  0,03+0,01  0,03#0,01  233+3 231+ 231+1  230+1
30 0,09+0,01  0,09+0,01  0,09%¢0,02  0,090,01 0,03+0,01  0,03#0,01  0,03#0,01  0,05:0,01  223%2  221+3  223+3 22041
60 0,100,01 0,10#0,0  0,10£¢0,01  0,10+0,00  0,05#0,02  0,05:0,01  0,04+0,01  0,05:0,04 2181 220+1 216#3  216%3

90 0,10+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,11£0,04 0,05+0,02 0,05+0,02 0,04+0,03 0,04+0,04 2101 2131 212+1 21243
120 0,1110,01 0,11+0,01 0,1740,01 0,15+0,03 0,050,01 0,05+0,01 0,05+0,06 0,04+0,01 2153 2203 2151 2161
150 0,13+0,00 0,12+0,00 0,12+0,02 0,13+0,04 0,05+0,01 0,05+0,03 0,07+0,03 0,06+0,06 2091 2083 2083 2131
180 0,14+0,00 0,14+0,00 0,14+0,01 0,14+0,00 0,05+0,016 0,06+0,06 0,06+0,02 0,06+0,04 209+2 209+1 2081 2101

*Resultados = média de duas repetigdes; ' Indice de acidez; “ Ponto de fumaga.T0O= sem adigdo de tocoferdis ; T1= 100mg/kg ;
T200 = 200mg/kg ; T300= 300mg/kg

As caracteristicas de qualidade iniciais do 6leo (umidade, acidez, ponto de
fumaga) indicam que o mesmo foi produzido mediante um processo de refino
adequado, atendendo as especificacoes estabelecidas pelo MAPA (BRASIL, 2006),

pela Anvisa (BRASIL, 2005b) e pelo Codex Alimentarius (1999).

A umidade aumentou ao longo do tempo, de 0,03% para 0,05% (T0) e 0,06 %
(T1, T2 e T3) e, o indice de acidez de 0,08 mEqg/Kg (T0) e 0,07 mEqg/Kg (T1, 2 e 3)
para 0,14. De acordo com a analise de regressao linear, o aumento foi significativo
para a umidade (p < 0,05) e altamente significativo para a acidez (p < 0,001). A

analise de contraste indicou que nao houve diferenca significativa (p = 0,05) para a
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umidade e o indice de acidez entre os tratamentos (R = 0,65 e R = 0,42 e; R = 0,86
e R? = 0,74, respectivamente). O aumento da umidade e conseqlientemente da
acidez, indicam uma permeabilidade ao vapor de agua, que ocorreu provavelmente
em funcao do tipo de embalagem utilizada. O PET apresenta barreira adequada ao
oxigénio e odores, mas sua permeabilidade ao vapor de agua € relativamente alta
(OHSHIMA e ANJOS, 1989). Niveis de umidade de 0,05% no éleo podem ocasionar
reacdes de hidrélise, se as condicoes de temperatura de estocagem e transporte
forem elevadas (O’BRIEN, 1998).

A umidade e o indice de acidez para os quatro tratamentos atenderam as
especificacoes determinadas pela Anvisa, pelo Codex Alimentarius (max. 0,2% e <
0,6 mg KOH/g respectivamente) e pelo MAPA (max. 0,1% e 0,2 mg KOH/qg), durante
0s 6 meses de armazenamento (BRASIL, 2006; BRASIL, 2005b; CODEX, 1999).

Arruda et al. (2006) e Alves et al. (2005) reportaram aumento linear
significativo da umidade e de acidos graxos livres durante a estocagem por 180 dias
de 6leo de soja embalado em PET.

Com relacao ao ponto de fumaca foi observada uma diminuicdo de mais de
20°C nos quatro tratamentos estudados (média inicial de 231°C e média final apds
seis meses de 209°C). Os resultados da regressao linear obtidos para o ponto de
fumaca indicaram uma diminuicdo linear altamente significativa (p < 0, 0001) ao
longo do tempo para todos os tratamentos. A analise de contraste indicou que néao
houve diferenca significativa entre os tratamentos (R = 0,92 e R? = 0,85). A
diminuicdo do ponto de fumaga para os quatro tratamentos esta relacionada com o
aumento dos acidos graxos livres durante o armazenamento, uma vez que 0S
mesmos apresentam maior volatilidade que os seus ftrigliceridios correspondentes

(SHAHIDI, 2004).
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Arruda et al. 2006 encontraram uma alta correlacao entre a reducao do ponto
de fumaca e o aumento do teor de acidos graxos livres e a umidade, sendo que
estes parametros nao apresentam relagdo com a deterioracado oxidativa.

Para os tratamentos TO, T1 e T2, ap6s 5 meses de armazenamento, o ponto
de fumaca atingiu valores abaixo do estabelecido pelo MAPA (BRASIL, 2006), que
determina um valor minimo de 210°C. Para o tratamento T3 o ponto de fumaca
esteve de acordo com o estabelecido pela legislacdo nos 6 meses de
armazenamento. Arruda et al. (2006), reportaram valores de ponto de fumaca entre
180 e 190°C em 6leo de soja embalado em PET apds 6 meses de armazenamento
ao abrigo da luz.

3.3 Correlacgao Linear entre as Variaveis Fisico-Quimicas e Sensoriais

Na Tabela 6 pode ser observada a matriz de correlacdo linear entre as
determinacoes fisico-quimicas e a analise sensorial durante o armazenamento do
6leo de soja embalado em PET com diferentes concentracées (0, 100, 200 e 300
mg/Kg) da mistura de tocoferdis naturais.

TABELA 6: Matriz de correlacao linear entre as determinacgdes fisico-quimicas e
sensoriais.

indice de Perédxido indice de Umidade Ponto de Nota
Acidez Fumaca Sensorial
Indice de Peréxido 1,00
indice de Acidez 0,64* 1,00
Umidade 0,70* 0,75* 1,00
Ponto de Fumaca -0,67* -0,71* -0,85* 1,00
Nota Sensorial -0,68* -0,76* -0,78* 0,77* 1,00

*Correlagao significativa para p < 0,05.

A matriz mostra uma correlacédo positiva significativa (p < 0,05) entre a nota
sensorial e o ponto de fumaca (R = 0,77). Para peréxido, umidade e acidez a nota
sensorial apresentou correlacéo significativa (p < 0,05) negativa, (R = -0,68; -0,78 e -

0, 76, respectivamente).
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Os indices de peréxido, de acidez e umidade apresentaram correlagdes
positivas significativas (p < 0,05) entre si ao longo da estocagem, e negativa para
analise sensorial e ponto de fumaca. Apesar de correlacionarem-se
significativamente (p < 0,05), o indice de acidez e o peréxido (R = 0,64) mostraram
correlacdo muito menor que a observada em outros estudos. Alves et al. (2005)
observaram correlacao positiva altamente significativa (p < 0,0001) entre o indice de

peroxido e de acidez (R = 0,78).
3.4 Estabilidade dos Tocoferois durante a estocagem

Os resultados para a composicao de tocoferdis no o6leo dos quatro
tratamentos ao longo de seis meses de estocagem podem ser observados na Tabela
7.

O principal tocoferol encontrado no 6leo de soja estudado foi o y-tocoferol
(680,3 ppm), seguido pelo &-tocoferol (257,2 ppm), a-tocoferol (180,8 ppm) e B-
tocoferol (19,1 ppm). Warner(2005) e Evans et al. (2002) reportaram para 6leo de
soja refinado teores de tocoferdis totais de 1000 e 1030 mg/Kg, sendo 610; 260;120
e 10 mg/Kg de y; 8; a; e B-tocoferol e; 710, 50 e 270 mg/Kg de y-e B-,a-e &-, €
tocoferdis, respectivamente.

Ao longo do tempo foi observada uma redugé@o no teor de tocoferdis totais de
13.6; 11.6; 14.1 e 4.7% para os tratamentos TO, T1, T2 e T3 respectivamente. A
analise de regressao linear indicou que a diminuigcéo foi significativa (p < 0,05) para
os tratamentos TO e T1 (R = 0,79 e 0,85 e; R? = 0,62 e 0,72; respectivamente). Para

os tratamentos T2 e T3 n&o houve variagéo linear significativa (p > 0,05).
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TABELA 7: Composicao de tocoferdis na estocagem de éleo de soja refinado com

adicao de tocoferais.

Tratamento Tempo (dias)
Fracoes
(ppm) 0 30 60 90 120 150 180
a 180,8 146,6 145,9 123,4 168,1 147,4 132,6
B 19,1 15,3 16,9 22,8 13,3 18,7 15,6
TO \; 680,3 629,4 677,1 660,6 632,2 636,9 626,6
0 257,2 227 1 220,9 228.,9 191,5 2174 207.,6
Total 1137 1018 1061 1036 1005 1020 982
a 198,1 170,6 165,6 149.,4 141,6 170,5 153,5
B 20,5 23,3 18,4 25,7 20,7 21,2 17,7
T100 Y 751,7 7371 730,4 722,0 714.5 722,3 690,0
0 280,1 254.6 258,1 2499 240,7 251.6 244.0
Total 1250 1186 1173 1147 1118 1166 1105
a 210,7 172,4 174,8 174,5 160,1 193,1 157,7
B 20,1 21,7 19 29,7 24,5 23,8 19,4
T200 Y 805,4 740,8 757,6 816,3 785,6 794,6 707,5
0 299,5 274,4 265 280,8 2711 273,4 262,3
Total 1336 1209 1216 1301 1241 1285 1147
a 243,5 212,7 217,7 190,9 201,5 220,7 197,8
B 20,6 27,4 19,1 32,0 28,7 26,1 211
T300 ', 8449 890,9 901,0 912,0 917,7 906,7 833,7
0 320,1 336,6 331,2 317,4 318,3 319,6 309,8
Total 1429 1468 1469 1452 1466 1473 1362

TO= sem adigao de tocoferdis ; T1= 100mg/kg ; T200 = 200mg/kg ; T300= 300mg/kg
O monitoramento do contelido de tocoferois nos 6leos tem sido utilizado como

um indicativo do processo de oxidagdo, ja que a exposicdo dos mesmos aos
peroxidos formados na rancidez oxidativa diminui o seu conteudo (JOHNSON e
PETERSON, 2001). Arruda et al. (2006) reportaram uma diminuicdo de 58% de
tocoefrois naturais ap6s 180 dias em 6leo de soja embalado em PET armazenado
no escuro.

Frankel et al. (1959), estudando a estabilidade de tocofer6is durante a
autoxidacao (teste acelerado a 60°C e 100°C) em Odleos refinados e gorduras de
varias fontes comerciais, observaram que a perda de tocoferdis durante a
autoxidacao foi muito menor em éleos vegetais altamente insaturados (6leo de soja)
que em O6leo de algodao e banha, sugerindo que os hidroperéxidos formados em
O0leos vegetais altamente insaturados decompdem-se rapidamente antes de

reagirem com os tocoferdis. Esta alta estabilidade dos tocofer6is em substratos

97



altamente insaturados também pode ser explicada pelo fato de que quanto maior o
grau de insaturacao, maior a competitividade dos acidos graxos frente a oxidacao
(KAMAL-ELDIN e APPELQVIST, 1996).
4 CONCLUSOES

A adicdo de diferentes concentracbes (100, 200 e 300 ppm) da mistura de
tocoferdis naturais no 6leo de soja embalado em garrafas PET e armazenado ao
abrigo da luz, nao interferiu nos indices de qualidade determinados, indicando que
os tocoferéis nao foram eficientes para retardar a oxidagdo ou aumentar a vida util
do éleo de soja nas condicoes utilizadas no presente estudo, quando comparado ao
6leo sem adicao de tocoferdis apds processamento.
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