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RESUMO

Vii



A prevencdo da oxidacgao lipidica, uma das principais causas de degradacéo de Oleos
alimentares, pode ser efetuada pela adicdo de antioxidantes. A preocupacdo pelo
consumo de alimentos mais saudaveis e isentos de aditivos sintéticos tem contribuido
para a crescente procura de antioxidantes naturais provenientes de plantas, que possam
substituir os antioxidantes sintéticos em 6leos e gorduras alimentares.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de extrato de carqueja
(Pterospartum tridentatum), em concentragoes diferentes (500 mg/kg e 1000 mg/kg), na
estabilidade fisico-quimica de 6leo alimentar submetido a trés ciclos de aquecimento (9
horas cada) a 180°C e de 6leo armazenado a temperatura ambiente durante 30 dias. O
extrato de carqueja foi obtido por extracdo em etanol, tendo-se alcangado um rendimento
de 60,2%0,225. Determinou-se a capacidade antioxidante do extrato de carqueja por
avaliacdo da capacidade de reducédo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e pelo
método de Folin-Ciocalteu. Os resultados demonstraram que o extrato tem uma atividade
antioxidante de 61,7%+0,38 e um teor de compostos fendlicos de 22,4 mg de
equivalentes de acido galico /g de extrato.

A estabilidade fisico-quimica do 6leo alimentar foi estudada através da analise de
diversos parametros, nomeadamente acidez, indice de perédxidos, indice de p-anisidina,
absorvancia no UV, indice de refracdo, cor e densidade. Os resultados evidenciaram um
aumento de todos os parametros, com excecao da cor, ao longo do aquecimento do 6leo
bem como no seu armazenamento a temperatura ambiente. Este aumento foi mais
relevante no 6leo em processo de aquecimento uma vez que a 180°C as reacdes de
oxidacdo ocorrem mais rapidamente do que a temperatura ambiente. Observaram-se
alteracbes mais acentuadas dos parametros fisico-quimicos no 6leo sem extrato de
carqueja comparativamente ao 6leo suplementado com 500mg/kg e 1000mg/kg de
extrato, comprovando-se o efeito do extrato de carqueja na reducdo da oxidacao e,
conseguentemente, no aumento da estabilidade fisico-quimica do 6leo alimentar. O 6leo
suplementado com 1000mg/kg de extrato de carqueja revelou-se o mais estavel a

oxidagéo.

Palavras-chave: antioxidante, aquecimento, estabilidade fisico-quimica, extrato de

carqueja, 6leo alimentar, oxidagao.
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ABSTRACT




The prevention of lipid oxidation, a major cause of degradation in edible oils, can be
achieved by adding antioxidants. Concerns for the consumption of healthier foods that are
free of synthetic additives have contributed to the growing demand for natural antioxidants
from plants that can replace synthetic antioxidants in edible oils and fats.

This study aimed to evaluate the effect of adding extract of prickled broom
(Pterospartum tridentatum) in different concentrations (500mg/kg and 1000mg/kg) in the
physicochemical stability of edible oil subjected to three heating cycles (9 hours each) at
180°C and to storage at room temperature for 30 days. The extract of prickled broom was
obtained by extraction in ethanol and a yield of 60.2% * 0.225 was attained. The
antioxidant capacity of the prickled broom extract was determined by 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activity and by the Folin-Ciocalteu method. The
results showed that the extract has an antioxidant activity of 61.7 + 0.38% and a phenolic
content of 22.4 mg gallic acid equivalents /g extract.

The physicochemical stability of the edible oil was studied through the analysis of
various parameters, namely acidity, peroxide value, p-anisidine value, UV absorbance,
refractive value, color and density. The results showed an increase of all parameters,
except for the color, over heating at 180 °C and during the storage at room temperature.
This increase was higher for the oil subjected to heating since the oxidation reactions
occur faster at 180 °C than at room temperature. The changes of physicochemical
parameters were more pronounced for the oil without the prickled broom extract
compared to the oil supplemented with 500mg/kg and 1000mg/kg of extract, confirming
the effect of the prickled broom extract in reducing oxidation, and therefore, in increasing
physicochemical stability of the edible oil. The oil supplemented with 1000mg/kg of

prickled broom extract proved to be the most stable to oxidation.

Keywords: antioxidant, heating, physicochemical stability, prickled broom extract, edible
oil, oxidation.
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1. INTRODUCAO




1.1. Enquadramento

Um oleo quando exposto a elevadas temperaturas, por longos periodos de tempo,
sofre uma série de reacdes que conduzem a formacdo de compostos de degradacao
responsaveis por alteragbes fisico-quimicas irreversiveis e pela diminuicdo da sua
gualidade. Estes compostos alteram também as caracteristicas nutricionais,
principalmente devido a formagédo de radicais livres e de diversas substancias nocivas a
saude. No entanto, o tipo de 6leo utilizado influencia diretamente estas alteracbes
(O’Brien, 2009).

A prevencdo da oxidacdo lipidica, uma das principais causas de degradacdo no
processo de aquecimento de 6leos, pode ser efetuada pela adicao de antioxidantes que
mantém a qualidade do 6leo e prolongam o seu tempo de vida util. Contudo, a utilizacéo
de antioxidantes sintéticos na industria alimentar tem levantado algumas questdes quanto
a sua inocuidade. Assim, a procura de antioxidantes naturais que apresentem esta
propriedade funcional, que sejam capazes de retardar a oxidacdo dos alimentos e de
substituir aditivos alimentares sintéticos tem despertado o interesse de varios
investigadores (Ramalho e Jorge, 2006; Shan et al., 2005; Kochhar, 2000).

As plantas tém na sua constituicdo compostos bioativos, nomeadamente compostos
fendlicos e flavondides, que tendem a eliminar radicais livres e por essa razao sdo
consideradas uma fonte importante de antioxidantes naturais. Nas ultimas décadas o0 uso
de plantas como antioxidantes naturais, em substituicdo dos antioxidantes sintéticos, tem

vindo a aumentar (Bandoniene, et al., 2002).

1.1. Objetivo

O objetivo do presente trabalho centra-se na avaliacdo do efeito da adicdo de extrato
de carqueja (Pterospartum tridentatum) em concentracdes diferentes (500 mg/kg e 1000
mg/kg), na estabilidade fisico-quimica de 6leo alimentar submetido a aquecimento a
180°C e de 6leo armazenado a temperatura ambiente. Para tal analisaram-se diversos
parametros fisico-quimicos: acidez, indice de peroxidos, indice de p-anisidina,

absorvancias no UV, indice de refragéo, cor e densidade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA




2.1. Oleo vegetal

Um o6leo é definido como uma gordura liquida a temperatura de 20°C e a pressao
atmosférica. Os 6leos provenientes de frutos ou sementes oleaginosas adotam a
designacéo de 6leos vegetais (Decreto-Lei n°106/2005).

Um O6leo vegetal compreende duas fracbes: a fracdo saponificavel e a fracao
insaponificavel que representam, respetivamente, cerca de 99% e entre 0,5 e 1,5% da
sua composicao quimica. A fracdo saponificavel é insolivel em agua e constituida
essencialmente por triacilgliceréis, mas também por mono e diacilglicerdis (resultantes da
hidrélise dos primeiros), acidos gordos livres, fosfatideos, glucésidos e pigmentos verdes
gue contém clorofila e produtos resultantes da sua decomposicdo. Muitas das
caracteristicas fisicas, quimicas e metabdlicas de um O6leo vegetal dependem da
composicao desta fracdo. A fracdo insaponificavel é solivel em agua e constituida por
componentes menores tais como hidrocarbonetos, esterois, ceras, alcoois, substancias
corantes e aromaticas, vitaminas, tocoferdis e polifendis. Esta € a fracdo responsavel
pelo valor bioldgico, nutricional e pela resisténcia a oxidagdo de um 6leo vegetal. A sua
concentracao depende do tipo de 6leo vegetal e diminui com o processamento (Lopes,
2000; Silva, 2001).

De acordo com o Decreto-Lei n°106/2005, para obter e tratar éleos vegetais a partir

de frutos e oleaginosas sao admitidas as seguintes operacoes:

= Extracdo por processos fisicos através de acdo mecéanica ou dissolucdo com
solventes;
= Depuracdo mediante operacBes de decantacdo, filtracdo, centrifugacdo e
desmucilaginacgéao;
= Fracionamento por operacdes de arrefecimento ou aquecimento a determinadas
temperaturas e/ou por cristalizacéo fracionada em dissolvente apropriado;
» Refinag&o recorrendo a operagdes de neutralizagdo dos acidos gordos livres com
solucdes alcalinas ou de separacéo desses acidos por destilagdo em ambiente
rarefeito, bem como de descolora¢cdo com adsorventes inGcuos ou membranas e de
desodorizacgdo pela passagem do vapor de agua ou azoto em ambiente rarefeito;
» Modificagdo molecular e de estrutura gliceridica, com subsequente eliminagéo do
catalisador utilizado, mediante hidrogenacéo, interesterificacéo ou
transesterificagdo, sendo proibida a esterificagdo em que haja adigdo de glicerol ou

de outros alcoois.

Quanto ao modo de obtencdo, os Oleos vegetais classificam-se em (i) 6leo bruto:

produto obtido por extragdo mecanica ou por dissolugdo com solvente, (ii) 6leo virgem:



produto obtido por extracdo mecanica, prensagem a frio ou por outras operacgdes fisicas,
excluida a dissolugdo com solvente, em condigbes térmicas que ndo impliguem
alteracdes do 6Oleo e que nao tenham sofrido outro tratamento para além da lavagem,
depuracdo por decantacdo, filtracdo e centrifugacdo, (iii) 6leo refinado: produto obtido
pela refinacdo do 6leo bruto ou virgem e (iv) 6leo parcialmente refinado: produto obtido
pela neutralizacéo e branqueamento do 6leo bruto (Decreto-Lei n°106/2005).

2.2. Oleo Alimentar

Os Oleos alimentares resultam da mistura de dois ou mais Oleos, refinados
isoladamente ou em conjunto, a excecao do azeite (Decreto-Lei n° 106/2005). A mistura
de diferentes tipos de Oleos permite obter um produto final com caracteristicas
particulares, resultante da combinacdo das caracteristicas especificas de cada um dos
Oleos incorporados na mistura. Este fator determina a gama alargada de 6leos
disponibilizados no mercado, proporcionando ao consumidor a possibilidade de optar
pelo 6leo que melhor se adequa as suas necessidades e preferéncias (Lopes, 2000).

Um o6leo alimentar deve obedecer a determinados requisitos por forma a constituir um
produto bromatologicamente aceitavel, tais como: conveniente estado de conservacao,
isencdo de substancias ou matérias estranhas a sua normal composicdo, de
microrganismos patogénicos ou de substancias destes derivados em niveis suscetiveis
de prejudicar a satude do consumidor (Decreto-Lei n°106/2005).

Ao longo do tempo as especificacdes para 6Oleos alimentares sofreram alteracoes,
principalmente devido ao desenvolvimento de técnicas analiticas que permitem obter
conhecimentos mais detalhados sobre a sua qualidade nutricional e funcional.
Atualmente, verifica-se que os fatores de maior relevancia nas caracteristicas de um 6leo
alimentar sdo o facto de ser totalmente de origem vegetal, rico em &cidos gordos
polinsaturados e pobre em acidos gordos saturados, virtualmente livre de 4cidos gordos
trans, sem adicdo de 6leos hidrogenados e de corantes (Gertz, 2000).

As principais caracteristicas organoléticas de um 6leo alimentar sdo apresentadas na
tabela 2.1 (NP 2037:2004).



Tabela 2.1. Caracteristicas organoléticas de um Oleo alimentar (adaptado do Decreto-Lei
n°106/2005 e da NP 2037:2004).

Aspeto Liquido limpido e sem depésito a temperatura de 20°C.
Cor Caracteristico do produto — amarela a acastanhado ou por
vezes esverdeado.
Caracteristico do produto — praticamente inodoro/insipido, isento
Aroma e sabor de aromas e sabores estranhos e de ranco, a temperatura de

20°C e isento de cheiros anormais quando aquecido a 180°C.

Para além, das caracteristicas organoléticas existem igualmente as caracteristicas
fisicas e quimicas descritas na tabela 2.2 que definem um dleo alimentar (Decreto-Lei
n°106/2005; NP 2037:2004).

Tabela 2.2. Caracteristicas fisico-quimicas de um Oleo alimentar (adaptado do Decreto-Lei
n°106/2005 e da NP 2037:2004).

Caracteristicas Limites
indice de acidez (expresso em mg de KOH/qg):
= Gorduras e 0leos virgens Max. 4

=  Gorduras e oleos refinados Max. 0.6

indice de perdxidos (expresso em miliequivalente de oxigénio

ativo/kg):

= Gorduras e 0leos virgens Max. 15

= Gorduras e 0leos refinados, sem antioxidantes Max. 10
Massa volumica (g/mL) 0,910 a 0,927
indice de refracéo a 20°C 1,465 a 1,478
indice de iodo (WI1JS) 75 a 150
Insaponificavel (g/kg) Max. 30

No entanto, a principal caracteristica quimica que identifica um 6leo alimentar é a sua
composicdo em 4cidos gordos totais que obedece a limites especificos, tal como descrito
na tabela 2.3 (NP 2037/2004).



Tabela 2.3. Limites (minimo e maximo) da composicao em &cidos gordos de um dleo alimentar
(adaptado da Norma Portuguesa NP 2037:2004).

Acidos gordos Limites
n-Tetradecandico (miristico .
n-Hexadecandico (palmitico) Min. 3,5%
C 16:0 Max. 36,0%
9-Hexadecendico (palmitoleico) . 0
C 161 Max. 3,5%
9-Heptadecandico . 0
C 170 Max. 0,5%
9-Heptadecendico . 0
C 171 Max. 0,1%
n-Octadecandico (estearico) Min. 0,5%
C 18:0 Max. 7,4%
n-Octadecendico (oleico) Min. 9,0%
c 181 Max. 84,0%
9, 12-Octadecadiendico (linoleico) Min. 2,0%
C 18:2 Max. 82,0%
9, 12., 15-Octadecatriendico (linolénico) Max. 2,0%
C 18:3
n-Eicosandico (araquidonico) . 0
C 200 Max. 1,7%
9-Eicosanoico (gadoleico) .
C 201 Max. 4,0%
n-Docasenoico (beénico) .
C 220 Max. 4,0%
13-Docasendico (erucico) .
C22:1 Max. 1,7%
n-Tetracosandico (lignocérico) )
C 24:0 Max. 2,2%

E de salientar que quando o teor de acido linolénico é superior a 2% é obrigatorio
figurar na rotulagem a mengéo - Teor de acido linolénico superior a 2% (NP 2073/2004).

Os critérios de selecdo de um 6leo alimentar estédo intimamente relacionados com a
sua aplicacéo, por exemplo, aroma e textura do produto onde o 6leo selecionado vai ser
utilizado, gosto residual que deixa apds a sua ingestdo, estabilidade aromadtica,
disponibilidade no mercado, custo, necessidades nutricionais especificas e ainda
requisitos do consumidor alvo. De entre os fatores mencionados, tem-se verificado uma
preocupacdo crescente com as caracteristicas nutricionais do 6leo, optando-se sempre
gue possivel por 6leos com baixo teor em gordura saturada e ainda em termos de custos

e disponibilidade no mercado (Lopes, 2000).



Um dleo alimentar apresenta diversas aplicagbes culinarias a nivel alimentar das
quais € possivel destacar o uso para fins culinarios - panificacdo, producédo de
margarinas, processos de fritura de alimentos, entre outros (Lopes, 2000).

2.3. Reac¢des de degradacédo de 6leos em processos de aquecimento

Durante o aquecimento os 6leos sdo continuamente expostos a uma série de reacdes
guimicas e térmicas extremamente complexas que envolvem os &acidos gordos
insaturados presentes na sua composicao. Estas reacfes contribuem para a diminuicdo
da qualidade e modificacao da estrutura fisico-quimica dos 6leos, reduzindo o seu tempo
de vida util (Araujo, 2004).

A degradacdo de Oleos alimentares pode ocorrer mediante: hidrolise, oxidag&o
(autoxidacdo e fotoxidacdo) e polimerizacdo dependendo do meio e dos agentes

catalisadores (Ramalho e Jorge, 2006).

2.3.1. Hidrdlise

A hidrélise pode ocorrer a partir de um processo bioquimico ou quimico — hidrolise
enzimatica e hidrolise ndo enzimatica, respetivamente. A hidrolise enzimatica de éleos
envolve reacfes catalisadas por lipases que atuam sobre os triacilglicerdis, enquanto que
a hidrélise ndo enzimatica é uma reacao catalisada pela acdo do calor e na presenca de
agua. Ocorre lentamente a temperatura ambiente, mas € acelerada a altas temperaturas,
sob pressao ou durante 0 aquecimento prolongado dos 6leos (Moretto e Fett, 1998).

As reacbes hidroliticas envolvem a quebra das ligacdes éster das moléculas de
triacilglicerol e resultam na formacdo de monoacilglicerdis, diacilglicerdis e glicerol,
libertando &cidos gordos livre e, em menor quantidade, metilcetonas e lactonas, que
podem produzir aromas desagradaveis (Moretto e Fett, 1998).

A figura 2.1 representa a hidrélise total de um triacilglicerol catalisada pelo calor e com

a formacéo de &cidos gordos livres.
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Figura 2.1. Hidrolise completa de um triacilglicerol (fonte: Moretto e Fett, 1998).

Segundo Lawson (1995), a extensao da hidrélise ou a quantidade de acidos gordos
livres formados depende dos seguintes fatores: (i) quantidade de agua no meio de
aguecimento; (ii) temperatura do 6leo, visto que 0 aumento da temperatura acelera a taxa
de producao de acidos gordos livres; (iii)) taxa de renovacgdo do 6leo, isto é, quanto mais
rapida a renovacao do 6leo mais lenta é a formacéo de acidos gordos livres; (iv) nUmero
de aquecimentos sucessivos, pois quanto mais ciclos de aquecimento maior sera a
producdo de surfactantes (por exemplo sabdes, fosfolipidos, sais inorganicos, mono e
diacilglicer6is e polimeros) e (v) acumulacdo de particulas que aumentam a taxa de
formacédo de acidos gordos livres.

Como consequéncia da hidrélise observa-se a diminuicdo do ponto de fumo dos
Oleos; 0 aumento da acidez devido ao aumento de acidos gordos livres; a diminuicdo de
acidos gordos essenciais, tais como o 4cido linoleico e linolénico traduzindo-se em
perdas nutricionais e 0 aparecimento de aromas e sabores indesejaveis, em especial pela

degradacéo do acido laurico que deixa um sabor a sabao (Jorge, 2004).

2.3.2. Autoxidacéo

De acordo com Shahidi e Wanasundara (1998), a autoxidagcdo € o principal
mecanismo de oxidagdo de Oleos submetidos a aquecimento, constituindo a degradacao
oxidativa dos acidos gordos através de um processo autocatalitico mediado por radicais
livres. Ocorre quando as duplas ligacdes dos acidos gordos insaturados reagem com o
oxigénio atmosférico. E uma reacdo espontanea favorecida pelas altas temperaturas,
incidéncia de luz, presenca de metais e pro-oxidantes e grande concentracéo de ligagdes
duplas (Ramalho e Jorge, 2006).

A autoxidagdo compreende trés etapas — iniciagdo, propagacdo e terminagdo. Na
primeira etapa ocorre a formacao do radical alquilo (R") devido a saida de um atomo de

hidrogénio do carbono alilico da molécula do &cido gordo. Estas reacdes apresentam



elevada energia de ativacdo e nao se desencadeiam espontaneamente, sendo
potenciadas pela luz, pelo calor, pela presenca de metais ou metaloproteinas (com grupo
heme). Neste periodo, ndo ocorrem alteracdes organoléticas no 6leo. Na segunda etapa
os radicais alquilo (R") formados irdo reagir com o oxigénio, ocorrendo a formacédo de
radicais peréxido (ROO’). Por sua vez, estes radicais reagem com outras moléculas de
acidos gordos surgindo os compostos primarios da oxidacdo (peroxidos e
hidroperéxidos), cuja estrutura depende da natureza dos acidos gordos presentes
(ROOH). Os radicais livres formados nesta fase atuam como propagadores da reacao.
Na terceira etapa os radicais livres formados associam-se formando compostos estaveis
de baixa massa molar como aldeidos, éalcoois, cetonas, furanonas, lactonas, ésteres,
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, entre outros compostos secundarios da oxidacao
(ROOR, ROOR + O, RR) responsaveis pelo odor a ranco (Ramalho e Jorge, 2006).

Na figura 2.2 esta representado 0 mecanismo proposto para a autoxidacdo com as

reacdes de iniciacdo, propagacao e terminacao.

Iniciacao RH = R +H"
Propagacdo R"+0, —> ROO"

ROO"+RH —> ROOH + F

Terminacgdo ROO*+R* —> ROOR
ROO*+RO0O* —> ROOR+0,
R"+R* — RR
Onde: R’ - radical alquilo
ROOQ’ - radical peroxido

ROOH - &cidos gordos
ROOR, ROOR + O,, RR — compostos secundérios da oxidagao

Figura 2.2. Esquema geral do mecanismo de autoxidacgéo lipidica (fonte: Ramalho e Jorge, 2006).

Araljo (2004) e Aylon (2003) ressaltam que os estagios de progressiva degradacéo
oxidativa dos Oleos sao favorecidos pelo efeito das altas temperaturas, produzindo
mudancas fisicas como o escurecimento, aumento da viscosidade, formacéo de espuma

e aparecimento de sabores e odores indesejaveis.
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2.3.3. Fotoxidacéo

E a reacéo direta da luz ativada e do oxigénio singlete com acidos gordos insaturados
formando hidroperoxidos. Ocorre devido a presenca de moléculas fotossensiveis (como
por exemplo clorofila, mioglobina e riboflavina) que podem absorver energia luminosa de
comprimento de onda na faixa do visivel e na regido da radiacéo ultravioleta, tornando-se
eletronicamente excitadas e capazes de sensibilizar fotoquimicamente radicais livres e
transferir essa energia para o tripleto de oxigénio (°0,) que por inversdo do spin de um
eletrdo origina o singleto de oxigénio (*O,). Desta forma, estabelece-se a fase inicial da
fotoxidacdo. Numa segunda fase, o singleto de oxigénio, mais reativo e instavel que o
oxigénio no estado fundamental, reage diretamente com os eletrées das duplas ligacdes
dos &cidos gordos insaturados para formar hidroperoxidos (compostos primarios da
oxidacéo) diferentes dos que séo observados na auséncia de luz e sensibilizadores, e
gue por degradacdo originam aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos (compostos
secundarios da oxidacao) que sao substancias potencialmente toxicas e comprometem a
seguranca alimentar dos 6leos (Shahidi e Wanasundara, 1998).

A figura 2.3 demostra a formacao de hidroperéxidos por fotoxidacdo de um lipido com

a acdo de uma molécula fotossensibilizadora.

Sensibilizador + luz — Sensibilizador eitado
Sensibilizador eeinge T+ 0, — Sensibilizador + 0,

'0, + RH — ROOs + He

Onde: ®0, — tripleto de oxigénio
'0,_singleto de oxigénio
RH — &cido gordo livre
ROQ’ - peroxido
H’ - hidrogénio

Figura 2.3. Representagédo do mecanismo de fotoxidacéo (fonte: Shahidi e Wanasundara,
1998).
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2.3.4. Polimerizacao

A Ultima etapa da reacgdo de oxidacao de 6leos e gorduras leva a polimerizacao. Os
polimeros sdo todos os compostos resultantes da degradacdo do 6leo que apresentam
um peso molecular maior que os triacilglicerdis. Podem ser lineares, mais ou menos
longos, ramificados ou compostos ciclicos (Figura 2.4). Correspondem aos compostos
ndo volateis que sao formados através da combinacdo de radicais livres presentes no
meio de aquecimento ou aos acidos gordos formados mediante ligac6es carbono-
carbono e/ou carbono-oxigénio-carbono (Aylén, 2003). Por serem de maior peso
molecular tendem a aumentar a densidade e viscosidade do Oleo, favorecendo a
formacdo de espumas. Para além disso, aumentam o indice de refracdo dos 6leos e
formam um filme de consisténcia plastica muito aderente e de dificil eliminacdo na
superficie destes e nos equipamentos de aquecimento. A taxa de polimerizacao aumenta
com o numero de insaturacdes do 6leo (Monferrer e Villalta, 1993).

A oxidacdo excessiva é muitas vezes acompanhada pela polimerizacdao dos produtos
de decomposicdo formados durante a degradacdo dos 6leos. Os compostos volateis
(peréxidos, mono e diacilgliceréis, aldeidos e cetonas) tém pouca influéncia na
polimerizagdo, ao contrario os compostos ndo volateis (compostos polares, dimeros,
trimeros e outros componentes de elevado peso molecular) revelam-se importantes na
formacéo de triacilgliceroéis polimerizados. Esta reacao € acelerada durante o processo de
aquecimento devido as mas praticas, nomeadamente uso de temperaturas elevadas, uso
de d6leo de qualidade diminuida e aquecimento por longos periodos de tempo (Lawson,
1995).

D4 ) A4 4l
_d
H H :I:é H
1 N
J'__\E C/__

Figura 2.4. Processo de polimerizagéo e formagdo de compostos ciclicos (fonte: Monferrer e
Villalta, 1993).
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Em suma, os 6leos alimentares quando expostos ao oxigénio atmosférico, humidade e
a elevadas temperaturas, por longos periodos de tempo, sofrem inUmeras reacgdes
guimicas que alteram drasticamente a sua qualidade funcional, sensorial e nutricional,
com producdo de varios compostos prejudiciais a saude (Paul e Mittal, 1996). A tabela
2.4 representa, de forma esquematica, 0s principais grupos de compostos que podem ser
formados durante as reacbes de hidrélise, oxidacdo e polimerizacdo e as alteracdes
fisicas, quimicas e nutricionais que estes compostos provocam em Oleos sujeitos a

aquecimento.

Tabela 2.4. Principais compostos formados durante o processo de aquecimento de Gleos e as
alteracfes ocorridas (adaptado Paul e Mittal, 1996).

Agente Compostos ~
. ~ Alteracbes
Tipo de reacéo causador resultantes
Acidos gordos = Escurecimento
g . livres, mono e = Aumento da
Hidrdlise Agua S .
diacilglicerdis e densidade e
glicerol viscosidade
Monémeros = Diminui¢éo do ponto
oxidados, dimeros de fumo
e polimeros * Formacao de espuma
Oxidacéao Oxigénio oxidados, = QOdor arancgo
compostos volateis * Degradacéo de acidos
(aldeidos, cetonas gordos essenciais
e hidrocarbonetos) (linoleico e linolénico)
Dimeros e = Degradagédo de
polimeros nédo vitaminas lipossoluveis
L polares, = Aumento da acidez
Polimerizacéo Temperatura

monoémeros ciclicos
e isébmeros trans e
de posicao
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2.4. Principais fatores que influenciam a degradacdo de Oleos durante o

aquecimento

2.4.1. Tipo de 6leo

O o6leo é um dos componentes criticos de um sistema de aquecimento, pois a sua
degradacdo depende da maior ou menor presenca de acidos gordos insaturados na sua
composicéo (Jorge et al., 2005). De acordo com Angelo (1996), 6leos que possuem uma
grande quantidade de &cidos gordos polinsaturados estdo mais sujeitos a oxidacdo do
gue Oleos que apresentam maior quantidade de &cidos gordos saturados. Além da
insaturacdo, o tipo de ligacbes entre acidos gordos tem um papel fundamental na
estabilidade oxidativa, visto que as ligagcbes com configuracdo cis sdo mais facilmente
oxidaveis do que as ligagbes com configuracdo trans (Jorge et al. 2005). As condicdes a
gue o 6leo é submetido durante o processamento e armazenamento também interferem

ativamente na sua deterioracdo (Jorge et al. 2005).

2.4.2. Pr6-oxidantes

Pré-oxidantes sdo um conjunto de compostos ou fatores que causam ou aceleram o
processo de oxidacdo nos Oleos através da interacdo direta com os acidos gordos
insaturados para formar hidroperéxidos ou radicais livres. Existem ainda pré-oxidantes
gue favorecem a decomposicdo dos hidroperéxidos. Dentre os varios pré-oxidantes com
capacidade de influenciar os processos degradativos de 6leos sujeitos a aquecimento
destacam-se: a temperatura, 0 oxigénio, a luz e os metais de transicdo (Yanishlieva-
Maslarova, 2001).

As temperaturas elevadas conduzem a um aumento da taxa de oxidagéo lipidica e,
consequentemente, a degradacgéo dos 6leos devido a formagéo de subprodutos lipidicos,
assim como de mondmeros ciclicos de &cidos gordos e &cidos isoméricos que sao
produtos nutricionalmente indesejaveis. Por outro lado, as baixas temperaturas
favorecem a estabilidade oxidativa dos 6leos. A temperatura tem influéncia na pressao
parcial do oxigénio, pois a temperaturas elevadas a solubilidade do oxigénio no 6leo
diminuiu e em alguns casos reduz a velocidade das reagfes oxidativas (Yanishlieva-
Maslarova, 2001). A influéncia da temperatura na oxidacéo de 6leos foi demonstrada por
Jorge et al. (2005) que constatou que a partir de aproximadamente 200°C ocorre um

aumento acentuado do niumero de compostos de deterioracao.
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A luz é outro dos fatores determinantes na estabilidade oxidativa dos 6leos. Sabe-se
que compostos minoritarios, como a clorofila nos o6leos, podem ser excitados
eletronicamente devido a absorcdo de luz. Consequentemente, a molécula excitada é
capaz de transferir o seu excesso de energia a uma molécula de oxigénio no seu estado
fundamental (°0,), originando o oxigénio singleto (*0,) que reage com os eletrdes das
ligacbes duplas dos acidos gordos insaturados formando hidroperoxidos que
naturalmente contribuem para a degradacdo do 6leo (Shahidi e Wanasundara 1998;
Yanishlieva-Maslarova, 2001).

O oxigénio também tem uma implicacéo direta na degradacao oxidativa dos 6leos, ou
seja, quanto maior a concentracao de oxigénio presente no meio de aquecimento maior €
a velocidade das reacdes oxidativas (Yanishlieva-Maslarova, 2001).

Os metais de transicdo, particularmente aqueles que possuem dois ou mais estados
de valéncia (por exemplo, o ferro e o cobre), sdo um dos pro-oxidantes mais relevantes.
Estes diminuem a estabilidade oxidativa dos 6leos devido a sua aptiddo para decompor

hidroperoxidos em radicais livres (Yanishlieva-Maslarova, 2001).

2.4.3. Processo de aquecimento

Segundo Keijbets et al. (1986), periodos de aquecimento curtos, como € o caso do
sistema descontinuo, sdo mais destrutivos para os 6leos do que os periodos longos que
caracteriza o sistema de aquecimento continuo. Este facto deve-se a formacdo de
peréxidos e a sua decomposicdo durante os ciclos de aquecimento e arrefecimento,
respetivamente, em consequéncia da maior absor¢cdo de oxigénio durante o
arrefecimento do 6leo, favorecendo as reacdes oxidativas.

Metha e Swinbum (2001) demonstraram que 6leos aquecidos continuamente
apresentaram melhor qualidade final do que aqueles que foram aquecidos em processo
descontinuo independente da temperatura. Atribui-se este efeito porque nos
aquecimentos continuos o vapor libertado cobre a superficie do 6leo, formando uma
barreira isolante entre o 6leo da superficie e o oxigénio atmosférico.

O tempo de aquecimento é também de extrema relevancia, uma vez que determina o
periodo em gque o 6leo estara em contato com 0s agentes degradativos. Quanto mais
tempo o Oleo estd sob aquecimento maior € a composi¢cdo em compostos oxidativos e,
consequentemente, mais significativa é a alteracdo na sua estabilidade (Jorge et al.,
2005). De acordo com Jorge e Lopes (2005) os 6leos ndo devem exceder as 12,5 horas
de aquecimento, pois acima desse periodo observa-se a alteracdo de alguns compostos,

nomeadamente compostos polares.
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A frequente reposicdo de 6leo novo no meio de aquecimento contribui para a melhoria
da qualidade do o6leo pré-existente devido a diluigdo dos compostos de oxidagéo
existentes no meio e a adicdo de antioxidantes, inerentes ao préprio 6leo que €
adicionado. Estes antioxidantes ajudam a manter as caracteristicas fisico-quimicas do
6leo. Quanto mais rapida for a taxa de reposicdo com 6leo fresco, menor sera a formacao
de acidos gordos livres e, consequentemente, menor serao as alteracdes oxidativas do
6leo em processo de aquecimento (Monferrer e Villalta, 1993).

Segundo Jorge e Soares (2004), a relacdo existente entre o volume e a area de
contato do 6leo com a atmosfera (superficie), geralmente estabelecida pelo recipiente de
aguecimento, permite a observacao de diferentes niveis de oxidacdo. Volumes pequenos
de 6leo e grande area superficial proporcionam maiores alteracdes de degradacéo devido
a maior velocidade das reagdes e do intenso contato do 6leo com o oxigénio. Assim, a
fim de minimizar o processo de oxidacao, é recomendavel que a superficie 6leo/oxigénio
seja a menor possivel e que seja evitado o contato com a luz (Monferrer e Villalta, 1993).

Para minimizar a ocorréncia de processos degradativos nos 6leos ha necessidade de
diminuir a incidéncia de todos os fatores que a favorecem, controlando os niveis de
energia (temperatura e luz) que sao responsaveis pelo desencadeamento do processo de
formacédo de radicais livres, evitando a presenca de metais no 6leo e impedindo o contato
com o oxigénio. Além disto, é fundamental efetuar a reposicéo regular de éleo e 0 uso de
antioxidantes, mesmo que em pequenas quantidades, que diminuem a taxa de oxidacéo

impedindo a formacéao de radicais livres (Ramalho e Jorge, 2006).

2.5. Antioxidantes — definicao e classificacéo

De acordo com o Regulamento (UE) n°1333/2008, relativo aos aditivos alimentares, os
antioxidantes sao definidos como substancias que prolongam o prazo de conservacao
dos géneros alimenticios, protegendo-os contra a deterioragdo causada pela oxidagao, tal
como a rancificagdo das gorduras e as alteragdes de cor. S&o compostos formados por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais, compostos fendlicos e enzimas que retardam
e/ou impedem as reacOes de oxidagdo através do bloqueio dos radicais livres pela
doacdo de eletrbes de hidrogénio. Os antioxidantes podem ser classificados em
(Ramalho e Jorge, 2006):

* Primérios: sdo compostos fendlicos que auxiliam na remogé&o ou inativagdo dos
radicais livres, provenientes das fases de iniciagdo e propagacdo do processo de
oxidacdo, atraves da cedéncia de a&tomos de hidrogénio, interrompendo o processo

de oxidacao e formando radicais inertes. Os atomos de hidrogénio provenientes do
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antioxidante sdo sequestrados mais facilmente por radicais livres do que os atomos

de hidrogénio provenientes de lipidos insaturados. Os antioxidantes primarios mais

comuns s&o 0s sintéticos e 0s naturais;

= Sinergistas: sdo compostos usados para aumentar a atividade dos

antioxidantes primarios quando combinados adequadamente;

= Supressores de oxigénio: sdo compostos que sequestram 0 oxigénio presente

no meio, tornando estes indisponiveis para o processo de autoxidacao;

» Biol6gicos: sdo enzimas como a glutationa peréxidase e catalases, que neste

caso especifico conseguem remover peréxido de hidrogénio;

= Agentes quelantes: complexam i6es metalicos, como cobre e ferro, que

catalisam a oxidacao lipidica (exemplo, &cido etileno diamino tetra acético (EDTA));

= Antioxidantes mistos: incluem compostos derivados de plantas e animais,

como acido cafeico e flavonoides.

Os antioxidantes retardam o processo oxidativo mas ndo o impedem totalmente.

Ap6s algum tempo a acdo dos antioxidantes pode ficar saturada, como tal, a
utilizacdo de varios antioxidantes em simultaneo pode ser muito importante, de forma

a exercerem uma acao sinergética na sua funcdo (Ramalho e Jorge, 2006).

2.5.1. Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sé&o muito utilizados como aditivos alimentares, como é o
caso do butil-hidroxianisolo (BHA) e do butil-hidroxitolueno (BHT). Estes podem ser
adicionados isoladamente ou misturados com galatos. A sua estrutura fendlica permite a
doacdo de um protdo a um radical livre, regenerando assim a molécula de acilglicerol e
interrompendo 0 mecanismo de oxidacao por radicais livres. Por sua vez, os derivados
fendlicos transformam-se em radicais livres que estabilizam sem promover ou propagar
reacOes de oxidagdo e atuam na prevencdo da oxidacdo de gorduras e de Oleos.
Contudo, o uso destes antioxidantes tem sido muito criticado visto que ha estudos
indicando que o BHA e o BHT tém propriedades cancerigenas, aumentam o risco de
alergias, aumentam os niveis de colesterol e lipidos no sangue. Nesse sentido, diversos
estudos tém vindo a ser desenvolvidos com o intuito de encontrar produtos naturais com
atividade antioxidante e que retinam as condi¢gfes necessarias para substituir ou serem

usados em conjunto com antioxidantes sintéticos (Ramalho e Jorge, 2006).
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2.5.2. Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais sdo moléculas que podem ser isoladas a partir de frutos,
plantas aromaticas, cha e sementes e em pequenas quantidades possuem a capacidade
de interromper a formagéo de radicais livres. Assim, tém a capacidade de reduzir a
velocidade das reacdes de oxidacdo dos compostos lipidicos ou impedir reacfes de
escurecimento. S&o facilmente aceites pelos consumidores porque sdo considerados
seguros, mas como qualquer outro produto apresentam algumas desvantagens, tais
como: elevado preco relativamente aos sintéticos; precisam de ser purificados, porque
caso contrario ndo sdo muito eficientes; podem ter propriedades diferentes se a sua
preparacdo variar e podem conferir aroma, sabor ou cor desfavoravel ao produto. O
antioxidante natural mais usado é o tocoferol (vitamina E). Este é utilizado na prevencao
do processo oxidativo em alimentos com elevado conteudo lipidico, como € o caso dos
Oleos vegetais, prevenindo a oxidagdo dos acidos gordos insaturados. No entanto, outros
podem ser utilizados como por exemplo os compostos fendlicos e os carotendides.
Atualmente, os extratos de plantas aromaticas e chas estdo entre as principais fontes de
antioxidantes naturais estudadas tendo-se verificado uma atividade antioxidante relevante
(Ramalho e Jorge, 2006).

2.6. Aplicacao de extratos de plantas como antioxidantes em éleos

As propriedades antioxidantes de extratos de plantas sdo indicadas como eficazes
para retardar o processo de oxidacao lipidica em Oleos vegetais, o que tem despertado o
interesse de muitos investigadores (Shan et al., 2005; Kochhar, 2000; Al-Jaber et al.,
2011).

Angelo e Jorge (2008) analisaram os efeitos, isolado e sinergista, de extrato de
coentro (Coriandrum sativum) e de ascorbil palmitato em 6leo de girassol refinado. Os
resultados demonstraram que estes antioxidantes apresentaram capacidade de retardar
a oxidacao lipidica quando adicionados, isoladamente, ao Oleo de girassol armazenado
durante 10 dias a 60°C. A combinacdo de extrato de coentro e de ascorbil palmitato
revelou um poder antioxidante superior, comprovando o efeito sinergista destes
antioxidantes.

Zhang et al. (2009) compararam a estabilidade oxidativa do 6leo de girassol
suplementado com extrato de alecrim (Rosmarinus officinalis) e do 6leo de girassol
suplementado com antioxidantes sintéticos, nomeadamente, o BHT, BHA e o terc-butil

hidroquinona (TBHQ) durante 21 dias de armazenamento a 60°C. Os resultados
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demonstraram que o extrato de alecrim tem um efeito protetor na oxidagéo lipidica do
Oleo de girassol superior ao verificado com o BHT e o BHA, mas inferior ao observado
com o TBHQ.

Aladedunye e Matthdus (2014) pesquisaram a capacidade antioxidante de extratos de
bagas de tramazeira (Sorbus aucuparia) e de maca da Sibéria (Malus baccata)
adicionados ao 0leo de colza durante 2 dias de aquecimento a 180°C, sendo que em
cada dia era efetuado um ciclo de fritura de 8 horas. Paralelamente, estudaram o efeito
do armazenamento do 6leo a 65°C durante 7 dias. Os resultados mostraram que a adicao
de ambos os extratos diminuiu a degradacdo oxidativa, sendo mais eficaz quando
adicionado o extrato da espécie Sorbus.

Zia-ur-Rehman et al. (2003) efetuaram um estudo comparativo entre a atividade
antioxidante de extrato de gengibre (Zingiber officinale) em diferentes concentracdes
(800ppm, 1600ppm e 2400ppm) e de BHT e BHA a 200ppm (limite legal) em éleo de
girassol armazenado a 25°C e 45°C durante 6 meses. Foram avaliados os seguintes
parametros: teor de acidos gordos livres, indice de peroxidos e indice de iodo. Os
resultados demonstraram que o 6leo de girassol suplementado com 1600ppm e 2400ppm
de extrato de gengibre apresentou os menores valores de teor de 4cidos gordos livres,
indice de peréxidos e indice de iodo a 45°C apds 6 meses de armazenamento
comparativamente ao controlo (sem extrato de gengibre). No entanto, os antioxidantes
sintéticos (BHT e BHA) apresentaram atividade antioxidante ligeiramente superior. Ainda
neste estudo foi avaliada a estabilidade térmica do extrato de gengibre durante o
aquecimento do 6leo de girassol suplementado com 2400ppm de extrato a 185°C durante
50h. Os resultados demonstraram que o extrato de gengibre apresenta estabilidade
oxidativa.

Igbal e Bhanger (2005) estudaram o efeito da adicdo de extrato de alho (Allium
sativum) na estabilidade de 6leo de girassol armazenado a 65°C durante 24 dias. Foram
avaliados os seguintes parametros: teor de acidos gordos livres, indice de perdxidos,
dienos conjugados e indice de acido tiobarbitlrico. O 6leo de girassol foi suplementado
com 250ppm, 500ppm e 1000ppm de extrato de alho e ainda com 200ppm de BHT e
BHA. Os resultados demonstraram que o 6leo de girassol suplementado com 1000ppm
de extrato de alho foi 0 que apresentou maior estabilidade oxidativa, seguindo-se o 6leo
suplementado com BHT, BHA, 500ppm e 250ppm de extrato de alho, comparativamente
ao controlo.

Buta et al. (2013) avaliaram a capacidade antioxidante do extrato de tomilho (Thymus
vulgaris) em O6leo de girassol, comparando com o BHT. O d4leo de girassol foi

suplementado com 200ppm, 600ppm e 1000ppm de extrato de tomilho e 200ppm de BHT
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e submetido ao processo de aquecimento a 180°C durante 16 horas. Os resultados
mostraram que os extratos de tomilho nas concentragbes de 200ppm e 600ppm tém
capacidade antioxidante semelhante ao BHT. A concentracdo de 1000ppm apresentou a
maior atividade antioxidante, revelando-se importante para a estabilidade oxidativa do
6leo de girassol.

Ramadan e Wahdan (2012) testaram o efeito dos extratos de cominhos (Cuminum
cyminum) e coentros (Coriandrum sativum) na estabilidade de 6leo de milho armazenado
a 60°C durante 15 dias. Os resultados para o indice de peréxidos, dienos e trienos
conjugados indicaram que o Oleo suplementado com ambos os extratos tem maior
estabilidade oxidativa do que o controlo (6leo sem extratos e submetido as mesmas
condi¢bes de armazenamento).

Raza et al. (2009) compararam a atividade antioxidante do 6leo essencial de centela
(Centella asiatica) e de BHA em 6leo de girassol armazenado a temperatura ambiente
(20°C) durante 7 semanas. Foi analisado o indice de peréxidos, a quantidade de &cidos
gordos livres, o indice de iodo e o teor de dienos e trienos conjugados. Os resultados
revelaram que o Oleo essencial de Centelha asiatica tem uma atividade antioxidante
inferior ao BHA, no entanto muito semelhante. Em trabalhos posteriores, Raza et al.
(2014) investigaram a estabilidade oxidativa de 6leo de girassol, em aquecimento a
180°C durante 60 minutos, na presenca de BHT e de extratos de plantas medicinais
importantes do Paquistdo (Althea rosea, Chenopodium album, Cichorium intybus e
Fumaria indica). Os resultados do indice de peroxidos, indice de iodo, dienos e trienos
conjugados e indice de p-anisidina revelaram que o extrato Fumaria indica, entre os
varios extratos analisados, € o que tem maior potencial antioxidante.

Bensmira et al. (2007) investigaram a capacidade antioxidante do extrato de tomilho
(Thymus vulgaris) e de lavanda (Lavandula officinalis) em éleo de girassol submetido ao
processo de aquecimento a trés temperaturas diferentes (150, 180 e 200°C) durante 30
minutos. Foram avaliados parametros tais como: teor de acidos gordos livres, indice de
peréxidos e viscosidade. A andlise dos resultados comprovou a existéncia de uma
diferenca estatisticamente significativa entre as amostras de Oleo que foram
suplementadas com os extratos e as que ndo foram. Por outro lado, sempre que foram
aplicadas as mesmas temperaturas durante o aquecimento do 6leo ndo houve diferencas
significativas entre as amostras suplementadas com tomilho e as amostras
suplementadas com lavanda. Os extratos de tomilho e lavanda apresentaram elevada
capacidade antioxidante, melhorando a estabilidade oxidativa do 6éleo de girassol e,

conseguentemente, prolongando o seu tempo de vida Util.
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2.6.1. A carqueja como antioxidante

Pterospartum tridentatum (Figuras 2.5 e 2.6) € uma leguminosa de nome comum
carqueja que pertence a Divisdo Spermatophyta, Subdivisdo Magnoliophytina
(Angiospermae), classe Magnoliopsida, Subclasse Rosidae e Ordem Fabales. Pertence a
familia Leguminosae, Subfamilia Papilionoideae e Género Pterospartum (Grosso et al.,
2006).

A carqueja caracteriza-se como um arbusto perene, lenhoso e rigido, que pode atingir
até 1 m de altura (Ribeiro et al., 2000).

A fase de floragao situa-se entre 0 més de Abril, em zonas de baixa altitude, e de Maio
a Julho, nas terras com altitude mais elevada (Ribeiro et al., 2000).

Este arbusto encontra-se a norte e centro da Peninsula Ibérica, incluindo todo o
territorio de Portugal continental, sendo também frequente no Norte de Africa. O habitat
para o crescimento desta espécie é a zona de matos, bosques, terrenos incultos e alguns
de cultivo. Apesar de encontrar-se a baixas altitudes, a sua preferéncia recai sobre as
zonas mais elevadas (Ribeiro et al.,, 2000). Até 2004 Pterospartum tridentatum e
Chamaespartium tridentatum eram tidas como a mesma planta tal o grau de semelhanca
morfologica existente entre as duas que ndo permitia a distincdo entre elas. Apenas em
2004 Teixeira e Pereira, ao analisarem, nos apices aldos, o crescimento secundario e,
nos elementos mecanicos, a cuticula grossa bifacial e estdmas, verificaram que estas
plantas eram diferentes e deveriam, por isso, ser agrupadas de forma diferente,
nomeadamente ao nivel do género.

A analise fitoquimica de extratos de P. tridentatum revela a presenca de compostos
fendlicos, Oleos essenciais e alcaléides. Os compostos fendlicos sdo o grupo de
compostos quimicos dominante (Grosso et al., 2006; Vitor et al., 2004).

O estudo da atividade bioldgica da carqueja tem sido desenvolvido sob a forma de
extratos aquosos e alcodlicos que apresentam atividade antioxidante. Um estudo
realizado por Vitor et al. (2004) revela atividade antioxidante no extrato proveniente das
flores e folhas de Pterospartum tridentatum. Luis et al. (2009) comprovaram a presenca
de compostos fendlicos em Pterospartum tridentatum e verificaram a existéncia de
atividade antioxidante e capacidade sequestradora de radicais livres. Este trabalho revela
ainda a existéncia de uma correlacdo linear positiva entre a quantidade de compostos
fendlicos e o indice de atividade antioxidante, sendo mais notério no extrato etandlico.
Este resultado é posteriormente confirmado por Gil et al. (2011) ao demonstrar o poder

antioxidante associado a abundancia de compostos fendlicos.
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Figura 2.5. Carqueja no seu habitat natural Figura 2.6. Carqueja na fase de
(fonte: Grosso et al. 2006). floracéo (fonte: Grosso et al. 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Materiais

Carqueja - Foi adquirida numa loja de produtos naturais, encontrando-se acondicionada
em sacos de 50g. A carqueja foi lavada com &gua destilada, para remover eventuais
impurezas, e seca em estufa a 45°C durante 24h. Posteriormente, foi triturada num
triturador doméstico e acondicionada em sacos de plastico vedados e devidamente
rotulados. Estes foram armazenados em local seco e fresco e ao abrigo da luz para

posteriores analises.

Oleo alimentar - Apresentava-se acondicionado em garrafas de plastico de 1L e a sua
rotulagem indicava tratar-se de um 6leo refinado com um teor de acido linoleico superior
a 2%.

Todos os reagentes usados eram de grau p.a. e provenientes de diversos fornecedores.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacéao do extrato de carqueja

O extrato de carqueja foi preparado segundo o método descrito por Mensor et al.
(2001) com modificacdes.

A carqueja (10g), previamente seca e triturada, foi mantida sob agitacdo em etanol
(100mL) a temperatura ambiente durante 12h. Em seguida, a solucdo foi filtrada sob
vacuo e o etanol foi removido a 40°C num evaporador rotativo (Laborota 4000 — Efficient,
Heidolph).

Posteriormente, o residuo seco foi ressuspenso em etanol na proporcdo 1:10,
obtendo-se o extrato a aplicar no éleo alimentar. O extrato foi acondicionado em frasco
de vidro de cor escura, devidamente fechado e armazenado no congelador a -18°C.

O rendimento de extragéo foi calculado com base na equacéo 1:

massa de extrato (g)

Rendimento de extracdo (%) = x 100 (Equacéo 1)

massa inical (g)
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3.2.2. Caracterizacdo do extrato

3.2.2.1. Determinagcdo da atividade antioxidante pelo método do radical livre
DPPH

A determinagdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH baseou-se na
metodologia descrita por Mensor et al. (2001). Este método consiste na captura do radical
1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da
absorvancia a 517nm. Neste procedimento, preparou-se uma solu¢do 0,1 mM de DPPH
em metanol e transferiram-se 990uL para um eppendorf juntamente com 10uL de
amostra. De seguida, colocou-se a solugéo no escuro e a temperatura ambiente durante
30 minutos. Paralelamente, preparou-se o controlo negativo com 990uL de solucéo
DPPH e 10puL de metanol e o branco com 990uL de metanol e 10uL de amostra. A
absorvancia foi lida no espectrofotometro (HeAios a, Thermo Electron Corporation) a

517nm e convertida em percentagem de atividade antioxidante através da equagao 2:

(Absamostra—Absbranco)

% AA = 100 — {

1% 100 (Equacao 2)

Abscontrolo

em que:
AbScontrolo — Absorvancia de DPPH em metanol
AbS.mostra - Absorvancia de DPPH na amostra de extrato

AbSyanco- Absorvancia da amostra em metanol

3.2.2.2. Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais no extrato de carqueja foi determinado pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu descrito por Mensor et al. (2001) com
alteracdes. Este método baseia-se na capacidade dos compostos fenolicos, na forma de
ido fenolato, reduzirem o heteropolianido molibdotungnesteniofosférico (coloracao
amarela) presente no reagente de Folin-Ciocalteu, produzindo uma mistura de 6xidos de
tungsténio e molibdénio com coloragdo azul. Neste procedimento, adicionou-se 1mL da
amostra, 60mL de 4gua e 5mL de reagente de Folin-Ciocalteu num baldo volumétrico de
100mL. Agitou-se durante 30 minutos e adicionou-se 15mL de solucdo saturada de
carbonato de sédio a 20%. Apés 8 minutos perfez-se o volume do baldo com agua
destilada e incubou-se a 24°C, durante 2h e ao abrigo da luz. A leitura da absorvancia foi

feita a 765nm.
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Para a quantificacdo do teor total de polifendis foi construida uma curva de calibracéo,
usando o &cido galico como padrao de referéncia nas concentragées de 0 a 500mg/L. O
teor total de polifendis foi expresso em mg de equivalentes de &cido gélico/g de extrato.

3.2.3. Suplementacédo do 6leo alimentar com o extrato de carqueja

O extrato de carqueja foi adicionado ao 6leo em duas concentragées distintas: 500 e
1000mg/kg. Posteriormente, o 6leo foi acondicionado em garrafas de plastico de 1.5L,
devidamente fechadas, envoltas em papel de aluminio e armazenadas num local

protegido da luz a temperatura ambiente.

3.2.4. Ensaios de aquecimento do 6leo alimentar

Os ensaios de aquecimento foram efetuados para o 6leo com e sem a adi¢do do
extrato de carqueja. Em ambos os casos, colocaram-se 4L de Oleo alimentar numa
fritadeira (Tefal, FR4048) com capacidade de 5L. Antes de ligar a fritadeira foram
retiradas amostras correspondentes ao tempo inicial (Oh). De seguida, procedeu-se ao
aquecimento da fritadeira até 180°C e iniciou-se a contagem do tempo. E de referir que a
fritadeira s6 foi aberta durante a retirada das amostras, permanecendo fechada no
restante tempo de aquecimento. Foram efetuados trés ciclos de aquecimento de 9h e a
cada 3h recolheram-se amostras que foram colocadas em frascos de vidro (200mL) de
cor escura e tampa inviolavel. ApGs arrefecimento, os frascos devidamente rotulados

foram conservados no congelador a -18°C até andlise das amostras de 6leo.

3.2.5. Ensaios de armazenamento do 6leo alimentar a temperatura ambiente

Os ensaios de armazenamento foram efetuados para o éleo com e sem a adicdo de
extrato de carqueja. Em ambos o0s casos, colocou-se 1L de 6leo alimentar numa garrafa
de plastico envolta em papel de aluminio, para proteger da luz, e devidamente fechada.
As garrafas foram conservadas a temperatura ambiente e retiraram-se amostras ao

tempo inicial e ap6s 15 e 30 dias de armazenamento.
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3.2.6. Avaliagao das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo alimentar

3.2.6.1. Acidez

A acidez foi determinada com base na adaptacdo da metodologia descrita na norma
ISO 660:20009.

A amostra (20g) foi dissolvida numa mistura solvente de etanol e éter dietilico na
proporcao 1:1 e os &cidos gordos livres presentes foram titulados com uma solucéo de
hidréxido de potassio (0.1M). A titulacdo decorreu na presenca de solucdo de
fenolftaleina como indicador e o ponto de equivaléncia caracterizou-se pelo aparecimento
de uma tonalidade rosa ténue. O ensaio foi feito em triplicado.

O indice de acidez é expresso em miligrama de hidroxido de potassio necessario para
neutralizar os acidos gordos livres presentes em um grama de gordura. A acidez ou
acidos gordos livres é expressa em percentagem de acido oleico e foi obtida pela
aplicacéo da equacao 3:

56,1xXcxV

Acidez =

(Equacéo 3)
em que:

V — volume da solucéo de hidréxido de potassio gasto na titulacao (mL)
¢ — concentracdo da solucdo de hidréxido de potassio (M)

m — massa da toma (g)

3.2.6.2. Indice de perdxidos

O indice de peroxidos foi determinado pela adaptacdo da metodologia descrita na
norma NP EN ISO 3960:2004.
A amostra (3g) em solucdo de acido acético glacial e cloroformio na proporcédo 2:1 foi
tratada com uma solugéo saturada de iodeto de potassio. Posteriormente, a solugdo foi
agitada durante 1 minuto e colocada ao abrigo da luz por 5 minutos para favorecer a
ocorréncia da reacdo. De seguida, foram adicionados 75mL de agua para HPLC e
solucdo de amido a 10g/L (indicador). A quantidade de iodo libertado, resultante da
decomposicéo do iodeto de potassio por acdo dos peroxidos presentes, foi titulada com

uma solucéo de tiossulfato de sodio (0.002M), agitando-se até ao ponto de equivaléncia
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gue caracteriza-se pela neutralizagdo da tonalidade violeta, adquirindo-se a cor natural do
6leo. O ensaio foi realizado em triplicado.
O indice de peroxidos (IP), expresso em miliequivalente de oxigénio ativo por

quilograma, foi obtido através da equacéo 4:

1000 (V=Vo) ¢
m

IP = (Equagéo 4)

em que:

V — volume da solucéo de tiossulfato de sddio usado na determinagao (mL)
Vo — volume gasto na titulagdo do ensaio em branco (mL)
C — concentracao da solugao de tiossulfato de sodio (M)

m — massa da toma (g)

3.2.6.3. indice de p-anisidina

A determinacdo do indice de p-anidisina baseou-se no método descrito na norma NP-
1819, que consiste na leitura da absorvancia a 350nm de uma solu¢do da amostra de
6leo com iso-octano, huma célula com percurso 6tico de 1cm. Este método complementa
a informacéao obtida nas determinacdes do indice de peréxidos, pois indica a presenca de
aldeidos formados no desenvolvimento a ran¢o no 6leo.

O indice de p-anisidina (IpA) foi estimado com base na equacao 5:

IpA = 25@ (Equacéo 5)

em que:
m —massa da toma de 6leo (g)
Al - absorvancia da solugéo de 6leo antes da reagdo com a p-anisidina

A2 — absorvancia da solugéo de 6leo apds a reacdo com a p-anisidina
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3.2.6.4. Analise espectrofotométrica no UV

As absorvancias foram determinadas pela adaptacdo na norma NP 970:1986. A
amostra (0,05 g) foi dissolvida em iso-octano e analisada no espectrofotémetro (HeAios q,
Thermo Electron Corporation) que efetuou a medicdo das extingbes no ultravioleta aos
comprimentos de onda de 232 e 270nm. Foi utilizado como referencia a extingdo do
solvente puro supracitado. Os valores das absorvancias foram expressos em termos de
extingdo especifica (extingdo de uma solucdo de 1g de 6leo em 100mL do solvente
prescrito, para um percurso 6tico de 1cm), designado coeficiente de extingdo (K). Os
coeficientes de extincdo, nos diferentes comprimentos de onda definidos, foram

determinados pela equacéo 6:

Ky= 22 (Equacéo 6)

CXs

em que:
K — extingdo especifica no comprimento de onda A
¢ — concentracdo da solucéo (g/100mL)

S — percurso 6tico (1cm)

3.2.6.5. Indice de refracéo

A determinacdo do indice de refracdo baseou-se na norma NP EN ISO 6320:2004.
Para o efeito, utilizou-se um refratbmetro de Abbe (Lan Optics) previamente calibrado de
acordo com as especificacbes do fabricante. Mediu-se o indice de refracdo das amostras
em triplicado e a temperatura de 20°C.

O indice de refracéo ('np) foi calculado através da equacéo 7:

'no="np+(t;-t)xF  (Equacio 7)

em que:
t;- corresponde a temperatura de medicdo, em grau Celsius
t- corresponde a temperatura de referéncia, em grau Celsius
F-fator (neste caso, igual a 0.00035 para T=20°C)
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3.2.6.6. Cor

A medicdo da cor foi efetuada pela leitura das coordenadas Cielab (L*,a*b*), usando
um colorimetro (Chroma Meter CR — 400/410, Konica Minolta), previamente calibrado
com uma ceramica branca. Todas as medi¢cdes foram realizadas em triplicado, numa

célula para liquidos, a temperatura ambiente e a um angulo de 0°.

3.2.6.7. Densidade

A leitura da densidade das amostras foi efetuada em triplicado com um densimetro
(gama 0.900-1.00g/mL, Ludwig Schneider), a temperatura ambiente e com

aproximadamente 200mL de amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Avaliagdo do rendimento de extragdo da carqueja

O extrato de carqueja utilizado no presente estudo foi preparado, em triplicado, com
etanol como solvente de extragéo, tendo-se alcangado um rendimento de 60,2%+0,225.

O rendimento de extracao obtido € superior ao apresentado em estudos similares. Luis
et al. (2009) obtiveram um rendimento em extratos aquoso e etandlico de Pterospartum
tridentatum de 12,01% e 28,61%, respetivamente. Também Pimenta (2012) ao avaliar o
rendimento de extragdo de Pterospartum tridentatum colhida nas serras da Gardunha e
da Malcata, em qualquer fase do ciclo vegetativo, alcancou um rendimento em extrato
aquoso de 17,2% e 46%, respetivamente. No entanto, no periodo de repouso vegetativo,
guer na amostra da Gardunha quer da Malcata, o rendimento foi maximo, sendo de
25,6% e 46%, respetivamente.

Um estudo desenvolvido com a espécie Carissa opaca (fruto medicinal utilizado no
Paquistédo) revelou um rendimento em extrato aquoso de 10,7% (Sahreen et al., 2010).
Sousa et al. (2007) apresentou o rendimento de extracao de algumas plantas medicinais,
utilizando etanol como solvente, nomeadamente, C. prunifera (4,6%); T. brasiliensis
(5,8%); Q. grandiflora (9,8%); C. macrophyllum (13,7%) e T. fagifolia (22%).

4.2. Caracterizacdo da capacidade antioxidante do extrato de carqueja

A capacidade antioxidante € influenciada pelo solvente e pelo binémio
tempo/temperatura aplicados no processo de extracdo (Mensor et al., 2001). Segundo
Scherer et al. (2009) um dos métodos mais usados para avaliar a capacidade
antioxidante de plantas é o método do radical livre 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH). Este
método baseia-se no principio de que o DPPH, um radical de coloracéo violeta, aceita um
eletrdo ou um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel, sendo reduzido na
presenca de um antioxidante, adquirindo a coloracdo amarela. Na forma radical, o DPPH
possui uma absorgdo caracteristica a 517nm que desaparece a medida que este radical
vai sendo reduzido pelo hidrogénio doado por um composto antioxidante (Mensor et al.,
2001).

No presente estudo, o extrato de carqueja apresentou uma atividade antioxidante de
61,7%+0,38, demonstrando uma elevada capacidade de sequestrar o radical DPPH.
Melo et al. (2006) avaliaram a atividade antioxidante de extratos de hortalicas e
classificaram de alta agdo os extratos que apresentaram capacidade de sequestrar o
radical DPPH superior a 70%. Por outro lado, os extratos que exibiram capacidade de

sequestrar o radical DPPH entre 60-70% e inferior a 60% foram considerados de acao

32



moderada e agéo reduzida, respetivamente. Segundo a classificagdo proposta por Melo
et al. (2006) o extrato de carqueja apresenta uma acgdo antioxidante moderada. Luis et al.
(2009) estudaram a atividade antioxidante de extrato etandlico de carqueja e verificaram
igualmente um poder antioxidante moderado.

A capacidade antioxidante do extrato de carqueja € idéntica a apresentada em estudos
similares utilizando outras plantas. Zhang et al. (2009) avaliaram a atividade antioxidante
de extrato etandlico de alecrim em concentracdes de 0,2%, 0,4% e 0,6%, verificando uma
capacidade antioxidante de 64,18%z0,12; 75,94%0,10 e 82,23%0,08, respetivamente.
Igbal e Bhanger (2005) investigaram a atividade antioxidante de extrato etandlico de alho,
verificando uma capacidade antioxidante de 87,2%+4,3. Shyamala et al. (2005)
estudaram a atividade antioxidante de extratos etandlicos de varias plantas,
nomeadamente, Alternanthera sessilis, Brassica oleracea, Coriandrum sativum e
Spinacia oleracea, verificando que todas apresentaram uma elevada capacidade
antioxidante (acima de 70%).

Segundo Celikler et al. (2009) existe uma correlacdo entre a quantidade de compostos
fendlicos de plantas e a sua atividade antioxidante. Os compostos fenélicos, comumente
designados por polifendis, sdo antioxidantes primarios que reagem como sequestradores
de radicais livres e blogueadores de reac¢des em cadeia (Shahidi, 1995). Quimicamente,
0s compostos fendlicos sdo constituidos por um anel aromético, com um ou mais grupos
hidroxilo, formando desde moléculas simples a compostos altamente polimerizados
(Shahidi, 1995). O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu é um dos mais
frequentemente usados para a quantificacdo de compostos fendlicos. Baseia-se na
capacidade dos compostos fendlicos, na forma de ido fenolato, reduzirem o
heteropolianido molibdotungnesteniofosférico (coloracdo amarela) presente no reagente
de Folin-Ciocalteu, produzindo uma mistura de 6xidos de tungsténio e molibdénio com
coloracao azul (Mensor et al., 2001).

No presente estudo, 0 extrato de carqueja apresentou um teor de compostos fendlicos
de 22,4 mg de equivalentes de acido galico/g de extrato. Verifica-se que este resultado é
muito inferior ao obtido por Luis et al. (2009) com extrato etandlico de carqueja (c.a.
196,61+3,49 mg de equivalentes de acido gdlico/g de extrato). Comparativamente a
estudos similares realizados com outras plantas verifica-se que o extrato de carqueja
apresentou maior quantidade de polifenéis. Proestos et al. (2005) avaliaram extratos de
ervas aromaticas como potenciais fontes de compostos fendlicos, os quais foram
extraidos utilizando uma mistura metanol:agua (62,5:37,5 v/v) e quantificados de acordo
com o método de Folin-Ciocalteu. Os extrato de endro, salvia, tomilho, alecrim e

manjerona apresentaram teor de compostos fendlicos de 12,5; 13,6; 19,2; 21; e 16,9 mg
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de equivalentes de &cido galico/g de extrato, respetivamente. Bukhari et al. (2009)
avaliaram o potencial antioxidante de extrato de cominho, utilizando diferentes solventes
(metanol, etanol, diclorometano e hexano) para a extracdo de compostos fendlicos. O
extrato etandlico de cominho destacou-se com o maior teor de polifendis (c.a. 5,38 mg de
equivalentes de acido galico/g de extrato). Zheng e Wang (2001) determinaram o teor de
compostos fendlicos de 27 ervas aromaticas e 12 plantas medicinais. Entre as amostras
analisadas estdo o tomilho, orégdos, salsa e manjericdo que apresentaram 2,13; 11,8;
1,12 e 2,23 mg de equivalentes de &acido galico/g de extrato, respetivamente.

No presente estudo verifica-se nao existir uma correlagdo entre a atividade
antioxidante do extrato de carqueja e a quantidade de compostos fendlicos.
Provavelmente, a quantidade reduzida de compostos fendlicos deveu-se as condicdes de
extracdo ndo serem as mais adequadas para esta planta. Segundo Shahidi e Liyana-
Pathirana (2005), a selecdo de condicGes apropriadas € crucial para a extracdo de
compostos fendlicos, jA que essas variam de acordo com a natureza dos compostos
fendlicos presentes nas plantas. Pimenta (2012) ao avaliar a influéncia da época de
colheita e do tempo de extracdo na preparacdo de extratos aquosos de Pterospartum
tridentatum verificou ndo existir uma relacao direta entre o teor de polifendis e a atividade

antioxidante para os diferentes extratos.

4.3. Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica do éleo alimentar com e sem a adicao

de extrato de carqueja

Com o intuito de avaliar a estabilidade fisico-quimica do 6leo sem extrato e do 6leo
suplementado com extrato de carqueja em concentracdes diferentes (500 e 1000mg/Kg)
foram efetuadas analises, em triplicado, ao longo de 27h de aquecimento a 180°C e
durante 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente. E de salientar que o
processo de aquecimento foi descontinuo e incluiu 3 ciclos de 9h, com recolha de

amostra para andlise ao fim de cada 3h.
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4.3.1. Acidez

A determinacado da acidez visa quantificar os acidos gordos livres presentes nos 6leos.
E uma medida expressa em percentagem de acido oleico e representa um dos mais
importantes indicadores de deterioragdo de 6leos durante o aquecimento. Uma grande
guantidade de &cidos gordos na forma livre indica que o 6leo foi sujeito a processo de
hidrélise. E de salientar que, além de &cidos gordos livres, a hidrélise promove a
formacdo de acidos organicos de cadeia curta, nomeadamente, aldeidos e cetonas que
conduzem a rancificacdo dos oleos (Jorge, 2010). A acidez de um G4leo ndo € uma
caracteristica intrinseca mas uma variavel relacionada com a natureza, qualidade da
matéria-prima, grau de pureza, processamento e, principalmente, com as condi¢des de
conservacao do 6leo (Farhoosh et al., 2009).

Na figura 4.3.1 é possivel observar a evolug¢éo da acidez no 6leo alimentar sem adigéo
de extrato de carqueja e no 6leo suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato ao longo

do processo de aquecimento.
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Figura 4.3.1. Evolucéo da acidez, ao longo do tempo de aquecimento (T=180°C), em amostras de
6leo com e sem adicéo de extrato de carqueja (n=3 + desvio padréo).

Quando comparados os resultados para a acidez do 6leo sem extrato e dos 6leos
suplementados com 500 e 1000mg/kg de extrato de carqueja verificou-se que ao longo
de 27h de aquecimento o teor de acidos gordos aumentou 56,9% no 6leo sem extrato e

42,4% e 35,3% nos O6leos suplementados com 500 e 1000mg/kg, respetivamente.
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Observa-se que o aumento de &cidos gordos livres € menos acentuado no Oleo
suplementado com 1000mg/kg de extrato, evidenciando o seu efeito na reducéo da
acidez do dleo.

Os resultados apresentados demonstram a existéncia de um aumento da acidez ao
longo do tempo de aquecimento, sugerindo que o 6leo sofreu reacBes de hidrolise
originando &cidos gordos livres. Um acréscimo do teor de 4cidos gordos livres no meio de
aqguecimento torna o Oleo mais &cido. Este facto era expectavel uma vez que os
sucessivos ciclos de aquecimento e a elevada temperatura (180°C) no processo
influenciam ativamente as reacdes hidroliticas dos triacilgliceréis originando acidos
gordos livres e glicerol.

Um aumento do teor de acidos gordos ao longo de 30 minutos de aquecimento a
180°C foi também observado por Bensmira et al. (2007) com 6leo de girassol (incremento
de c.a. 18,36 %), 6leo de girassol suplementado com extrato de lavanda (11,1%) e com
6leo de girassol suplementado com extrato de tomilho (11,6%). E notério o efeito de
ambos os extratos na reducéo do teor de acidos gordos, comparativamente ao controlo.
No entanto, ndo se evidenciam diferencas significativas entre os extratos. Karoui et al.
(2011) observaram um aumento do teor de acidos gordos livres de 12,5% em 0leo de
milho e de 7,14% em 6leo de milho suplementado com extrato de flores de tomilho,
submetido a aquecimento (T=180°C) durante 30 minutos. A semelhanca de Bensmira et
al. (2007) é evidente o efeito do extrato de flores de tomilho na reducao do teor de acidos
gordos do 6leo suplementado em comparacdo com o controlo.

Na figura 4.3.2 esta representada a evolucdo da acidez durante o armazenamento do
Oleo alimentar sem adicdo de extrato de carqueja e do 6leo suplementado com 500 e
1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.2. Evolucdo da acidez, ao longo do tempo de armazenamento a temperatura ambiente,
em amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3 + desvio padrao).

A analise dos resultados evidencia um aumento da acidez do 6leo ao longo do tempo
de armazenamento, sendo mais acentuado no 6leo sem extrato (acréscimo do teor de
acidos gordos livres de 33,3%), seguindo-se o 6leo suplementado com 500mg/kg (20,9%)
e 1000mg/kg (16,6%) de extrato. Tal como foi demonstrado nos resultados referentes ao
aquecimento, o 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato de carqueja apresentou
menor teor de acidos gordos livres comparativamente ao 6leo sem extrato e ao 6leo
suplementado com 500mg/kg de extrato, revelando também o seu efeito na reducdo da
acidez a temperatura ambiente. Verifica-se que o aumento dos &cidos gordos livres e,
consequentemente, a acidez do 6leo foi menor comparativamente ao processo de
aguecimento, o0 que ja era esperado uma vez que a temperatura ambiente as reagdes de

hidrolise ocorrem lentamente (Moretto e Fett, 1998).
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4.3.2. indice de peroxidos

O indice de peréxidos (IP) avalia a concentracdo de peroxidos e hidroperoxidos
formados na fase inicial da oxidacgéo lipidica, sendo o método mais comum para detetar a
rancificacdo em 0leos. Expressa-se em miliequivalente de oxigénio ativo por quilograma
(Zhang et al. 2009).

Os pero6xidos sao os produtos iniciais da oxidacao de éleos com formacao de radicais
livres e, consequentemente, de radicais peroxido. Os radicais livres formados provocam
novas reacfGes de oxidagdo, gerando a multiplicacdo de radicais livres e peréxido. Os
radicais peroxido possuem baixa estabilidade oxidativa, decompondo-se em produtos
secundarios da oxidacdo, nomeadamente, aldeidos, alcoois, cetonas e hidrocarbonetos
gue sdo volateis e responsaveis pelo odor a ranco (Casal et al., 2010). A presenca de
peréxidos em Oleos é indicio da sua deterioracdo. No entanto, um nivel baixo destes
compostos ndo é garantia de boa estabilidade oxidativa (Silva et al., 1999). Com efeito,
segundo Morales et al. (1997), ndo existe uma correlacdo efetiva entre o0 IP e a
estabilidade oxidativa de 6leos, sendo necessario investigar a formacdo de compostos
secundarios de oxidagao.

A peroxidacdo € um processo autocatalitico e uma vez iniciado desenvolve-se em
cadeia. Fatores como a disponibilidade de oxigénio, a temperatura, a humidade, a
presenca de luz e ides metélicos podem influenciar a formacéo de peroxidos (Silva et al.,
1999).

A figura 4.3.3 mostra a evolucéo do IP ao longo do processo de aquecimento do 6leo
alimentar sem adicdo de extrato de carqueja e suplementado com 500 e 1000mg/kg de

extrato.
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Figura 4.3.3. Evolucao do indice de peréxidos, ao longo do tempo de aquecimento (T=180°C), em
amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3 * desvio padrao).

Pela andlise dos resultados observa-se um aumento do IP ao longo de 27h de
aquecimento, sendo no 6leo sem extrato de cerca de 45% e no Gleo suplementado com
500mg/kg e 1000mg/kg de 38,1% e 28,4%, respetivamente. Estes resultados sugerem
gue o 6leo a temperatura de 180°C sofreu oxidacdo e, consequentemente, houve a
formacdo de peroxidos e hidroperéxidos. No 6leo suplementado com 1000mg/kg de
extrato verifica-se um aumento menos acentuado do IP, indicando que a adicdo de
extrato de cargqueja ao 6leo alimentar tem efeito na estabilidade oxidativa do 6leo.

O aumento do IP em dleos suplementados com extratos de plantas, ao longo do
tempo de aquecimento, foi comprovado por varios investigadores. Nor et al. (2008) ao
estudarem o efeito da adicdo de 0,1%; 0,2%; 0,3% e 0,4% de extrato de folhas de
Pandanus amaryllifolius ao éleo de palma, submetido a agquecimento (T=180°C) durante
32 horas, verificaram um aumento do IP, sendo mais acentuado no 6leo sem extrato e
menos no 6leo com 0,4% de extrato de folhas de Pandanus amaryllifolius, evidenciando o
efeito do extrato na reducédo deste parametro. Buta et al. (2013) observaram um aumento
do IP em dleo de girassol, sob aquecimento a 180°C durante 16 horas, suplementado
com diferentes concentragdes de extrato de tomilho (200, 600 e 1000ppm), sendo mais
acentuado no 6leo sem extrato seguindo-se o 6leo suplementado com 200ppm, 600ppm
e 1000ppm. E evidente o efeito da adicdo de extrato de tomilho na diminui¢do do IP.
Bensmira et al. (2007) observaram um aumento do indice de peréxidos no 6leo de

girassol (c.a. 58,2%) e nos 06leos suplementados com tomilho (c.a. 30,4%) e lavanda (c.a.
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29,6%), submetidos a aquecimento a 180°C durante 30 minutos. Os resultados
demonstram néo existirem diferencas significativas entre os extratos, pelo que a adicdo
de ambos tem influéncia na reducéo do indice de peréxidos.

A figura 4.3.4 apresenta a evolucdo do IP durante o armazenamento do 6leo alimentar
sem adicao de extrato de carqueja e do Oleo suplementado com 500 e 1000mg/kg de

extrato.
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Figura 4.3.4. Evolucdo do indice de peréxidos, ao longo do tempo de armazenamento
temperatura ambiente, em amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3
desvio padrdo).

+

Verifica-se um aumento do IP ao longo de 30 dias de armazenamento, sendo de
33,2% no Oleo sem extrato, de 25,6% no Oleo suplementado com 500mg/kg e de 21,4%
no 6leo suplementado com 1000mg/kg. A semelhanca dos resultados obtidos para o 6leo
submetido a aquecimento, observa-se um aumento menos evidente do IP no dleo
suplementado com 1000mg/kg de extrato. O aumento menos pronunciado do IP no 6leo
armazenado a temperatura ambiente, comparativamente ao 6leo submetido a processo
de aquecimento, era expectavel pois as temperaturas elevadas aceleram o processo de

oxidagéo e, consequentemente, a formacao de peréxidos (Zhang et al., 2009).
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4.3.3. indice de p-anisidina

O indice de p-anisidina quantifica os compostos secundarios, nomeadamente, 0S
aldeidos formados pela decomposicao de 6leos durante o processo de aquecimento e
complementa a informacéo obtida pela determinacéo do IP (Marmeset et al, 2009). Este
método, apesar de ser uma determinacdo empirica, esta bem correlacionado com o nivel
de produtos secundarios da oxidacao (Casal et al., 2010).

Na figura 4.3.5 esta representada a evolugdo do indice de p-anisidina, durante o
aguecimento a 180°C, do 6leo alimentar sem adicdo de extrato de carqueja e do 6leo
suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.5. Evolu¢éo do indice de p-anisidina ao longo do tempo de aquecimento (T=180°C), em
amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3 * desvio padrdo).

Os resultados demonstram que ao longo de 27 horas de aquecimento (T=180°C) o
indice de p-anisidina aumentou 91,4% no Oleo sem extrato, enquanto que no Oleo
suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato de cargueja o acréscimo foi 89,6% e
88,6%, respetivamente. Verifica-se que a adicdo de extrato de carqueja diminuiu o valor
de p-anisidina no 6leo, embora a diferenga entre o 6leo suplementado e o 6leo sem
extrato seja reduzida (c.a. 1,8% entre o 6leo suplementado com 500mg/kg e o 6leo sem
extrato; c.a. 2,8% entre o 6leo suplementado com 1000mg/kg e o 6leo sem extrato).

No 6leo sem extrato e no 6leo suplementado o aumento do indice de p-anisidina foi

mais acentuado apos 9 horas e 18 horas de aquecimento, respetivamente. Estes
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resultados indiciam que os peroxidos e hidroperéxidos, devido a temperatura de
aguecimento, foram decompostos em produtos secundarios da oxidacdo, nomeadamente
aldeidos (Marmeset et al., 2009). E de salientar que a formacio de compostos
secundarios da oxidagdo nos 6leos suplementados demora o dobro do tempo a ocorrer
comparativamente ao 6leo sem extrato, evidenciando-se o efeito do extrato de carqueja
na diminuicdo da formacdo destes compostos. Um elevado indice de p-anisidina é
indicativo que o 6leo estd numa fase avancada de oxidacao lipidica (Marmeset et al.,
2009).

O aumento do indice de p-anisidina ao longo do tempo de aquecimento a 180°C foi
comprovado em estudos anteriores. Raza et al. (2014) verificaram um aumento do indice
de p-anisidina em 6leo de girassol submetido a aquecimento durante 60 minutos
(incremento c.a. 94,4%) e em 6leo de girassol suplementado com Althea rosea (c.a.
93,3%), Chenopodium album (c.a. 93,5%), Cichorium intybus (c.a. 85,5%) e Fumaria
indica (c.a. 75%) submetidos as mesmas condicfes. Buta et al. (2013) observaram o
aumento do indice de p-anisidina em 6leo de girassol, sob aquecimento durante 16
horas, suplementado com diferentes concentracbes de extrato de tomilho (200, 600 e
1000ppm), sendo que no 6leo sem extrato 0 aumento foi mais pronunciado seguindo-se o
6leo suplementado com 200ppm, 600ppm e 1000ppm.

A figura 4.3.6 evidencia a evolucdo do indice de p-anisidina do 6leo alimentar sem
adicdo de extrato de carqueja e do 6leo suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato

durante 30 dias de armazenamento a temperatura ambiente
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Figura 4.3.6. Evolugcdo do indice de p-anisidina, ao longo do tempo de armazenamento &
temperatura ambiente, em amostras de 6leo com e sem adi¢do de extrato de carqueja (n=3 +
desvio padréo).
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Os resultados mostram que houve um aumento do indice de p-anisidina durante o
armazenamento, sendo mais acentuado no 6leo sem extrato (c.a. 57,3%) seguindo-se o
6leo suplementado com 500mg/kg (c.a. 43,8%) e o 6leo suplementado com 1000mg/kg
de extrato de carqueja (c.a. 33,6%). E notdrio o efeito do extrato de carqueja na reducéo
deste parametro também a temperatura ambiente. Observa-se que o aumento do indice
de p-anisidina no 6leo armazenado a temperatura ambiente foi menos acentuado do que
no 6leo aquecido a 180°C, sendo este resultado esperado visto que a temperaturas mais
baixas a velocidade de formacdo de compostos secundarios da oxidacdo € menor
(Marmeset et al., 2009). Zhang et al. (2009) verificaram igualmente o aumento do indice
de p-anisidina durante o armazenamento (T=60°C, durante 21 dias) em 6leo de girassol e
em Oleo de girassol suplementado com BHT, BHA, TBHQ e com extrato de alecrim. O
aumento mais acentuado foi verificado no 6leo sem suplementacao, seguindo-se o 6leo
com BHT, BHA, extrato de alecrim e TBHQ.

4.3.4. Anélise espectrofotométrica no UV

A andlise espectrofotométrica na regido do UV fornece informacges sobre a qualidade
de um O6leo, o seu estado de conservacdo e as alteragBes causadas pelo seu
processamento. E uma analise que esta relacionada com os processos de oxidac&o
(Casal et al., 2010).

Durante o aquecimento de Oleos ocorre a decomposicdo de &cidos gordos
polinsaturados em peréxidos, verificando-se a migracdo de ligacBes duplas e,
consequentemente, a formacgéo de dienos conjugados que tém maior absorcédo a 232nm.
Os compostos secundarios de oxidacao, incluindo os trienos conjugados, apresentam um
maximo de absorcdo a 270nm (Fennema, 2000). O aumento da absorcdo na regido do
ultravioleta é proporcional a absorcdo de oxigénio e formacéo de peroxidos durante os
estagios iniciais de oxidag&o, sendo as determinagdes do indice de peroxidos e de dienos
conjugados indicadores bem estabelecidos da formacdo de produtos de oxidagéo
primaria em 6leos (Kulas e Ackman, 2001).

A figura 4.3.7 representa a evolugéo dos valores de Kasnm durante o aquecimento a
180°C, do 6leo alimentar sem adic@o de extrato de carqueja e do 6leo suplementado com
500 e 1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.7. Evolucéo dos valores de K;z:nm @0 longo do tempo de aquecimento (T=180°C), em
amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3 * desvio padrao).

Pela analise dos resultados observa-se que ao longo de 27h de aquecimento houve
um aumento do coeficiente de extingdo especifica a 232nm (Kzsonm), Sendo mais
acentuado no 6leo sem extrato (c.a. 86,5%) seguindo-se o0 6leo suplementado com
500mg/kg (c.a. 78,21%) e o 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato de carqueja
(c.a. 74,7%). Os valores de Kaznm €stdo relacionados com a formacdo de compostos
primarios de oxidacdo, sendo que quanto maior o valor de Ky, maior é a formacéo de
compostos primarios de oxidacao (De Marco et al., 2007). Os resultados demonstram que
no 6leo sem extrato a formacdo destes compostos é mais acentuada, ao contrario do
verificado no 6leo suplementado, evidenciando o efeito da adicdo de extrato de cargueja
na estabilidade oxidativa do 6leo. Raza et al. (2014) verificaram um aumento dos valores
de Kznm €m 06leo de girassol submetido a aquecimento a 180°C durante 60 minutos
(incremento c.a. 89,9 %) e em 6leo de girassol suplementado com Althea rosea (c.a.
86,7%), Chenopodium album (c.a. 85,9%), Cichorium intybus (c.a. 85,45%) e Fumaria
indica (c.a. 75%) submetidos as mesmas condicoes.

Na figura 4.3.8 esta representada a evolucdo dos valores de Kjz;onm durante o
aguecimento a 180°C, do d6leo alimentar sem adi¢cdo de extrato de carqueja e do 6leo

suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.8. Evolucéo dos valores de K,7onm @0 longo do tempo de aquecimento (T=180°C), em
amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3 * desvio padrao).

Os resultados demonstram que ao longo de 27h de aquecimento o coeficiente de
extingdo especifica a 270nm (K7onm) @aumentou, sendo que no 6leo sem extrato o
acréscimo foi de 72,9% e no 6leo suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato foi de
71,6% e 60%, respetivamente. Este aumento esta relacionado com a formacdo de
produtos secundarios de oxidacdo e de trienos conjugados (De Marco et al., 2007).
Verifica-se que 0 6leo sem extrato apresentou valores de K;7onm Mais elevados do que o
6leo suplementado, indicando que a formacao de compostos secundarios de oxidagéo é
mais acentuada na auséncia de extrato de carqueja. Por outro lado, 0 aumento menos
acentuado nos Oleos suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato de carqueja
evidencia o seu efeito na estabilidade oxidativa do 6leo. Raza et al. (2014) também
verificaram um aumento dos valores de Kayonm €m 6leo de girassol submetido a
aquecimento a 180°C durante 60 minutos (incremento c.a. 90,7%) e em 6leo de girassol
suplementado com Althea rosea (c.a. 87,7%), Chenopodium album (c.a. 86,4%),
Cichorium intybus (c.a. 85,7%) e Fumaria indica (c.a. 84,9%) submetidos as mesmas
condicgoes.

A figura 4.3.9 mostra a evolucédo dos valores de Kysnm durante o armazenamento do
Oleo alimentar sem adicdo de extrato de carqueja e do 6leo suplementado com 500 e
1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.9. Evolucdo dos valores de Kj;nm, a0 longo do tempo de armazenamento
temperatura ambiente, em amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3
desvio padréo).

+

A analise dos resultados evidencia um aumento dos valores de Kzznm ao longo de 30
dias de armazenamento a temperatura ambiente, sendo mais acentuado no 6leo sem
extrato (c.a. 77%) e menos no 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato (c.a.
67,9%). Quanto maior o aumento dos valores de Kyznm a0 longo do tempo maior € a
formacdo de compostos primarios de oxidacdo (Fennema, 2000). Observa-se que a
adicdo de extrato de cargueja ao 6leo também influéncia a reducéo dos valores de Kasonm
a temperatura ambiente. Comparando os valores de Kasnm COM 0s obtidos para o 6leo
sob aquecimento verifica-se que existe uma diferenca de 16,5% no 6leo sem extrato e de
6,8% no 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato de carqueja. Estes resultados
eram espectaveis visto que a temperatura de aquecimento (T=180°C) a formacdo de
produtos primérios de oxidagdo é mais acentuada (Fennema, 2000). Raza et al. (2009)
verificaram um aumento dos compostos primarios de oxidacdo de 82,3% no Oleo de
girassol sem extrato e de 69% no 6leo de girassol suplementado com 6leo essencial de
centela (Centella asiatica), armazenado a temperatura ambiente (20°C) durante 7
semanas.

A figura 4.3.10 apresenta a evolucdo dos valores de Kyzonm durante o armazenamento
do dOleo alimentar sem adi¢édo de extrato de carqueja e do 6leo suplementado com 500 e
1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.10. Evolugdo dos valores de Kjzonm, a0 longo do tempo de armazenamento a
temperatura ambiente, em amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3 %
desvio padréo).

Os resultados mostram que ao longo do tempo de armazenamento houve um aumento
dos valores de Ky;onm de 66,3% no 6leo sem extrato e de 64,6% e 49,3% no 6leo
suplementado com 500mg/kg de extrato e no 6leo suplementado com 1000mg/kg de
extrato, respetivamente. Observa-se que no 6leo sem extrato a formacdo de compostos
secundarios de oxidacdo € mais acentuada, indicando um nivel de oxidacdo avancado.
Por outro lado, no 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato de carqueja a formacao
destes compostos € menor, verificando-se o efeito da adicdo do extrato na estabilidade
oxidativa do 6leo. Comparativamente aos valores de Kay7onm 0Obtidos com o éleo submetido
a aquecimento verifica-se uma diminui¢cdo de 6,6% no Oleo sem extrato, de 7% no Oleo
suplementado com 500mg/kg de extrato e de 10,7% no Oleo suplementado com
1000mg/kg de extrato. Estes resultados eram expectaveis uma vez que a elevadas
temperaturas as reacgdes oxidativas ocorrem rapidamente e, consequentemente, a
formacdo de compostos secundarios de oxidagdo € mais acentuada. A ocorréncia de
oxidacdo a temperatura ambiente e a 180°C difere apenas no facto de a 180°C os
compostos priméarios de oxidacdo serem rapidamente degradados em compostos
secundarios (Warner, 2002). Raza et al. (2009) observaram um incremento de compostos

secundarios de oxidagdo de 81,5% no 0leo de girassol sem extrato e de 72,5% no 6leo
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de girassol suplementado com 6leo essencial de centela (Centella asiatica), armazenado

a temperatura ambiente (20°C) durante 7 semanas.

4.3.5. indice de refracéo

O indice de refragéo € a relacdo entre a velocidade da luz no vacuo e a velocidade da
luz na substancia testada (Gray, 1978). Este parametro € muito usado como critério de
gualidade e identidade, visto que é caracteristico de cada tipo de 6leo (Gertz, 2000). Para
além disso, é indicador para determinar a concentracédo de polimeros e esta relacionado
com o grau de insaturacdo, compostos de oxidacdo e tratamento térmico. Durante o
aquecimento prolongado de 6leos ha formacdo de dienos conjugados e polimeros, os
guais podem acarretar o aumento do indice de refracdo ao longo do processo (Jorge et
al., 2005).

Na figura 4.3.11 esta representada a evolucdo do indice de refracdo durante o
aguecimento a 180°C, do 6leo alimentar sem adicdo de extrato de carqueja e do 6leo

suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.11. Evolugédo do indice de refracdo ao longo do tempo de aguecimento (T=180°C), em
amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3 * desvio padrdo).

A andlise dos resultados evidencia um aumento do indice de refracdo ao longo de 27
horas de aquecimento, sendo mais acentuado no 6leo sem extrato (c.a. 0,87%) seguindo-
se o0 Oleo suplementado com 500mg/kg (c.a. 0,74%) e 1000mg/kg de extrato (c.a. 0,67%).

Observa-se que no Oleo sem extrato a formagdo de compostos oriundos da oxidacéo,
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nomeadamente dienos conjugados e polimeros, é mais acentuada do que no dleo
suplementado, verificando-se o efeito do extrato de carqueja na reducdo do indice de
refracdo. Quanto maior o indice de refracdo do 6leo maior é o grau de oxidagéo e,
consequentemente, o seu estado de deterioragéo (Gray, 1978).

A figura 4.3.12 evidencia a evolucao do indice de refracdo durante o armazenamento
do dGleo alimentar sem adi¢édo de extrato de carqueja e do 6leo suplementado com 500 e
1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.12. Evolucdo do indice de refracdo, ao longo do tempo de armazenamento
temperatura ambiente, em amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja (n=3
desvio padrdo).

+

Os resultados demonstram que ao longo de 30 dias de armazenamento houve um
aumento do indice de refracdo de 0,54% no Oleo sem extrato, 0,47% no Oleo
suplementado com 500mg/kg de extrato e 0,41% no 6leo suplementado com 1000mg/kg
de extrato. Verifica-se que o 6leo sem extrato apresenta um grau de oxidacdo mais
elevado, ao contrario do 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato, constatando-se o
efeito do extrato de carqueja na diminuigdo do indice de refragdo do Oleo armazenado a
temperatura ambiente. Comparativamente aos valores de indice de refracdo obtidos com
0 Oleo submetido a aquecimento (T=180°C) observa-se uma diminui¢éo de 0,33% no 6leo
sem extrato e de 0,27% e 0,26% no 6leo suplementado com 500mg/kg e 1000mg/kg de

extrato de carqueja, respetivamente. Estes resultados eram esperados visto que a
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temperatura ambiente as reacdes de oxidagdo e, consequentemente a formacédo de

produtos de oxidacdo, ocorrem mais lentamente (Gray, 1978).

4.3.6. Cor

A cor resulta da interacao fisica de uma fonte de energia com um objeto e depende da
visdo do observador. Assume extrema importancia na aceitabilidade de um produto por
parte do consumidor e pode relacionar-se com outros atributos de qualidade e de defeito,
ajudando de forma indireta no controlo destes (Gertz, 2000).

A Comission International d’Eclaraige (CIE) define cor como a percec¢dao visual de um
objeto que um observador distingue mediante o tamanho, forma, textura, posicao e brilho,
0s quais dependem da posicao espectral da luz incidente e da geometria 6tica da
visualizagéo (Gertz, 2000). O sistema de cor CIE transforma o espectro de reflexdo ou
transmissdo da amostra num espaco de cor tridimensional usando a distribuicdo
espectral de poténcia do iluminante e a correspondéncia as cores dos padrdes
observados. Este sistema, também conhecido por CIELAB, é atualmente o mais usado
na inddstria alimentar e a medicao da cor é feita mediante a leitura dos parametros L*, a*
e b*, que distinguem intervalos de cores primarias. O parametro L* mede a luminosidade
e varia entre zero (preto) e cem (branco); o parametro a* apresenta o desvio da cor entre
o verde (valores negativos) e o vermelho (valores positivos) e o parametro b* apresenta o
desvio entre o azul (valores negativos) e o amarelo (valores positivos) (Gertz, 2000).

A figura 4.3.13 representa a evolucdo dos parametros L*, a* e b* durante o
aquecimento a 180°C, do 6leo alimentar sem adicdo de extrato de carqueja e do dleo

suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.13. Evolucdo dos parametros L* (Figura A), a* (Figura B) e b* (Figura C) ao longo do
tempo de aguecimento (T=180°C), em amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja
(n=3 + desvio padrao).

A andlise dos resultados mostra que o 6leo suplementado com 500 e 1000mg/kg de
extrato de carqueja, apesar de seguir uma tendéncia semelhante ao 6leo sem extrato,
apresenta valores substancialmente diferentes que podem ser explicados pela migragéo
de compostos da carqueja durante o processo de suplementacdo. Esses compostos
podem ser acidos organicos, compostos fendlicos, pigmentos (clorofilas e carotendides),
6leos essenciais entre outros que influenciam a cor dos 6leos (Ribeiro et al. 2000).

Em termos de luminosidade (L*) os resultados demonstram um decréscimo do
parametro L* ao longo de 27 horas de aquecimento, sendo mais acentuado no 6leo sem
extrato (c.a. 38,45%) e menos no 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato (c.a.
11,65%), evidenciando que a adi¢do de extrato de carqueja ao Oleo alimentar influéncia
positivamente este parametro. Ao longo do tempo de aquecimento todos os Oleos

analisados ficaram mais escuros, 0 que era expectavel uma vez que a temperatura
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(T=180°C) do processo de aquecimento propicia as reagbes de oxidacdo e,
consequentemente, a formacao de compostos como os &cidos carboxilicos que causam
alteracdes na cor dos 6leos (Fennema, 2000).

No que respeita ao parametro a* os resultados evidenciam um aumento de 54,8% no
Oleo sem extrato, e de 38,2% e 30,3% no O6leo suplementado com 500mg/kg e
1000mg/kg de extrato respetivamente, comprovando-se o efeito do extrato de carqueja
na diminuicdo deste parametro. Observa-se que ao longo de 27 horas de aquecimento o
parametro a* aumentou, indicando a tendéncia para a cor vermelha. Este facto pode ser
explicado pela ocorréncia de isomerizacdo das duplas ligacdes, induzindo a migracao e
formacédo de ligacdes duplas conjugadas, as quais absorvem maiores quantidades de luz
e, consequentemente, intensificam a cor alaranjada nos 6leos (Lawson, 1995).

Para o parametro b* verificou-se um aumento de 56,2% no 6leo sem extrato, 28,1% no
6leo suplementado com 500mg/kg de extrato e 22,9% no Oleo suplementado com
1000mg/kg de extrato. O aumento do parametro b* ao longo do aquecimento reflete a
intensificacdo da tonalidade amarela caracteristica dos 6leos, indiciando a ocorréncia de
fotoxidacdo ou oxidacdo. No presente estudo a fotoxidacdo é minimizada com o
armazenamento do 6leo em frascos de vidro ambar protegidos da luz. Assim, 0 aumento
verificado pode dever-se, essencialmente, a ocorréncia de oxidacdo numa fase avancada
(terminacdo) com formacdo de compostos estaveis responsaveis pela intensificacdo da
cor amarela (Fennema, 2000).

A figura 4.3.14 mostra a evolugdo dos parametros L*, a* e b* durante o
armazenamento do 6leo alimentar sem adicdo de extrato de carqueja e do 6leo

suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.14. Evolugdo dos parametros L* (Figura A), a* (Figura B) e b* (Figura C), ao longo do
tempo de armazenamento a temperatura ambiente, em amostras de 6leo com e sem adicdo de
extrato de carqueja (n=3 + desvio padrao).

A diminuicdo da luminosidade (L*) foi mais acentuada no 6leo sem extrato (22,2%),
indicando que se encontrava mais escuro e, consequentemente, mais oxidado. Por outro
lado, no 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato a diminui¢do do parametro L* foi
menor (12,7%), comprovando-se o efeito positivo do extrato de carqueja neste parametro.
Comparando estes resultados com os obtidos para o 6leo submetido ao processo de
aguecimento (T=180°C) observa-se uma diminuicdo do parametro L* no 6leo sem extrato
(c.a. 34%), no 6leo suplementado com 500mg/kg de extrato (c.a. 13,2%) e no 6éleo
suplementado com 1000mg/kg de extrato (c.a. 10,2%). Estes resultados eram esperados

uma vez que a temperatura ambiente as reacdes de oxidacdo ocorrem de forma mais
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lenta e, consequentemente, a formacgdo de acidos carboxilicos insaturados responsaveis
pelo escurecimento dos 6leos é menor (Fennema, 2000).

Para o parametro a* observou-se um aumento de 32,3% no Oleo sem extrato e de
26,4% e 14,4%no Oleo suplementado com 500mg/kg e 1000mg/kg de extrato,
respetivamente. Comparando estes resultados com os obtidos para o parametro a* em
6leo submetido a aquecimento (T=180°C) verifica-se um decréscimo de 22,5% no 6leo
sem extrato, 11,8% no 6leo suplementado com 500mg/kg de extrato e 15,9% no Oleo
suplementado com 1000mg/kg de extrato. E possivel constatar que a temperatura
ambiente a ocorréncia de isomerizagdo das duplas ligagbes €é menor e,
consequentemente, a migracdo e formacdo de ligacbes duplas conjugadas que
intensificam a cor alaranjada nos 6leos é reduzida (Lawson, 1995).

No que diz respeito ao parametro b* os resultados mostram um aumento de 26,9% no
6leo sem extrato, 21,3% e 18,2%, respetivamente, nos Oleos suplementados com
500mg/kg e 1000mg/kg de extrato. Observa-se que a adicdo de extrato de carqueja ao
6leo alimentar armazenado a temperatura ambiente também tem efeito na reducéo deste
parametro. Comparando os resultados com os resultados obtidos para o parametro b*
dos dleos sob aquecimento a 180°C verifica-se uma diminuicdo de 29,3%; 6,8% e 4,7%,
respetivamente, no 6leo sem extrato; no 6leo suplementado com 500mg/kg e no oleo
suplementado com 1000mg/kg de extrato. Isto era expectavel uma vez que a temperatura
0 processo de oxidacdo € lento e, consequentemente, formacdo de compostos estaveis

responsaveis pela intensificacdo da cor amarela € menor (Fennema, 2000).

4.3.7. Densidade

A densidade define-se como o quociente entre a massa e o volume de um corpo e
mede o grau de concentracdo de massa em determinado volume (Femmena, 2000). Com
a evolucdo das reacOes de degradacdo de um Oleo as quebras das ligagbes duplas
originam moléculas mais saturadas, facilitando o agrupamento espacial. A quantidade de
moléculas por unidade de volume aumenta na composicdo do Oleo, resultando no
aumento da densidade. Este aumento estd ainda estreitamente relacionado com as
reagOes de polimerizagdo (Femmena, 2000).

Na figura 4.3.15 esta representada a evolucdo da densidade durante o aquecimento a
180°C do ¢6leo sem adicdo de extrato de carqueja e do Oleo suplementado com 500 e
1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.15. Evolucdo da densidade ao longo do tempo de aquecimento (T=180°C), em
amostras de 6leo com e sem adicao de extrato de carqueja (n=3 * desvio padrao).

No tempo inicial existe uma ligeira diferenca entre a densidade do 6leo sem extrato
(0,922g/mL) e do 6leo suplementado com extrato de carqueja (0,923g/mL), que pode ser
explicada pela migracdo de compostos da carqueja para o 6leo durante a suplementacao.

Ao longo de 27h de aquecimento observa-se um ligeiro aumento da densidade, sendo
mais acentuado no 6leo sem extrato (c.a. 1,7%), seguindo-se o 6leo suplementado com
500mg/kg (c.a. 1,1%) e o 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato (c.a. 0,75%).
Verifica-se que a adicdo de extrato de cargueja ao 6leo alimentar sob aquecimento tem
influéncia na diminuicdo deste parametro. O aumento da densidade nos 6leos é indicio
de oxidacao, visto que este parametro esta relacionado com a formacédo de polimeros
(Femmena, 2000). Assim, quanto mais acentuado for o aumento da densidade do 6leo ao
longo do processo de aquecimento maior é o grau de oxidagao.

Na figura 4.3.16 esta representada a evolugdo da densidade durante o
armazenamento a temperatura ambiente do Oleo alimentar sem adicdo de extrato de

cargueja e do 6leo suplementado com 500 e 1000mg/kg de extrato.
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Figura 4.3.16. Evolucdo da densidade, ao longo do tempo de armazenamento a temperatura
ambiente, em amostras de 6leo com e sem adicdo de extrato de carqueja, n=3 + desvio padrao.

Os resultados mostram que ao longo de 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente houve um aumento da densidade, sendo mais acentuado no 6leo sem extrato
(c.a. 0,65%) e menos no 6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato (c.a. 0,11%),
observando-se o0 efeito do extrato de carqgueja na reducdo deste parametro.
Comparativamente aos valores de densidade obtidos para o Oleo submetido a
aquecimento (T=180°C) verifica-se um ligeiro decréscimo, de 0,5% no 4leo sem extrato e
de 0,1% no Oleo suplementado com 1000mg/kg de extrato. Estes resultados eram
esperados visto que a temperatura ambiente ndo ha uma formacdo relevante de
polimeros (Femmena, 2000). Existem diferencas substanciais entre as alteracdes
oxidativas originadas a baixas e a elevadas temperaturas, no entanto em ambos 0s casos
a via principal de obtencdo de compostos de alteragdo inclui a formacédo de peroxidos
(Frankel, 1991). A temperaturas baixas a velocidade de formacdo de peroxidos € maior
gue a sua decomposicdo e, portanto, os compostos formados s@o essencialmente
monomeros e triacilgliceréis oxidados. Ao contrario, a elevadas temperaturas a
velocidade de decomposigéo de perdxidos € maior que a sua formacao, resultando numa
concentracdo praticamente nula e os principais compostos formados sdo dimeros e

polimeros (Nawar, 1984).
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPETIVAS FUTURAS
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No presente trabalho estudou-se a estabilidade fisico-quimica de Oleo alimentar
suplementado com extrato etanolico de carqueja (Pterospartum tridentatum) na
concentracao de 500 mg/Kg e de 1000 mg/Kg.

Os parametros quimicos (acidez, indice de peroxidos, indice de p-anisidina e
absorvancias no UV) e fisicos (indice de refracdo, cor e densidade) analisados
aumentaram, com excec¢ao da cor, no decurso do processo de aquecimento do 6leo a
180°C bem como durante 0 seu armazenamento a temperatura ambiente. Este aumento
foi mais acentuado no 6leo submetido a aquecimento uma vez que as reacdes de
oxidac&o ocorrem mais rapidamente a elevadas temperaturas.

Observaram-se alteracbes mais relevantes no 6leo sem extrato do que no 6leo
suplementado, comprovando-se o efeito do extrato de carqueja na reducdo da oxidacao
e, consequentemente, no aumento da estabilidade fisico-quimica do 6leo alimentar. O
6leo suplementado com 1000mg/kg de extrato de carqueja revelou-se o mais estavel a
oxidagao.

O presente estudo conduziu a resultados promissores pelo que sera interessante
prosseguir a investigacdo a diferentes niveis, nomeadamente analisar: (i) o efeito do
extrato de carqueja na estabilidade fisico-quimica de Oleo alimentar aquecido por um
periodo de tempo mais prolongado; (ii) o efeito do extrato de carqueja na estabilidade
fisico-quimica de O6leo alimentar sujeito a ciclos de fritura com alimento; (iii) as
caracteristicas sensoriais do alimento submetido a fritura com o 6leo suplementado; (iv) a
estabilidade fisico-quimica de 6leo alimentar suplementado com antioxidante sintético
(BHT ou BHA), comparativamente ao 6leo suplementado com extrato de carqueja e (v) a

composi¢ao microbioldgica do produto final.
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