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RESUMO

ROMANO, A. F. Potencial antioxidante do extrato etandlico de semente de chia
adicionado em oOleo de soja. 2014. TCC (Trabalho de Conclusdo de Curso) —
Tecnologia em Alimentos, Universidade Tecnologica Federal do Parand — UTFPR
Campus Campo Mourdo, 2014.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante do extrato etandlico
de semente de chia adicionado ao 6leo de soja. O dleo vegetal, devido as suas
insaturacdes, esta propicio a reacdo de oxidacao, ocasionando deterioracdo e perda
do valor nutricional do mesmo. Devido a isso, sdo adicionados aos 6leos vegetais
compostos com fungédo antioxidante, a fim de impedir ou retardar a reagao durante o
periodo de estocagem e a exposi¢ao a altas temperaturas. Diversas sementes estao
sendo estudas, a procura dessa acdo antioxidante, a fim de substituir e diminuir o
uso dos compostos sintéticos. No experimento foram comparados 3 tratamentos
mais a amostra controle, (isento de antioxidante); tratamento 1 (200mg/kg de
TBHQ); tratamento 2 (2000mg/kg de extrato etandlico de semente de chia);
Tratamento 3 (2000mg/kg de extrato de chia mais 150mg/kg de TBHQ). As amostras
de dleo adicionados dos antioxidantes foram colocadas em estufa, a 60°C por 32
dias. As amostras para analises de indice de acidez, indice de peréxido e dienos e
trienos conjugados foram coletadas a cada 4 dias. Os tratamentos apresentaram
diferenca significativa entre si no decorrer do experimento. Onde o tratamento 3
apresentou protecdo ao 6leos contra a oxidacdo superior ao demais tratamentos. A
atividade antioxidante dos tratamentos realizados comportou se da seguinte forma: o
tratamento 3 mostrou protecdo ao Oleo de soja superior ao tratamento 1, sendo este
mais eficiente que o tratamento 2 que apresentou valores menores que a amostra
controle. Isso deve se ao sinergismo encontrado na mistura do antioxidante sintético
e do extrato etandlico de semente de chia. Mostrando se possivel a reducédo na
concentracdo de antioxidantes sintéticos e adicdo de antioxidantes naturais.

Palavras-chave: Antioxidantes; extrato de chia; estabilidade oxidativa; 6leo de soja.



ABSTRACT

ROMANO, A. F. Antioxidant potential of ethanolic extract of chia seed added in
soybean oil. TCC (Trabalho de Conclusdo de Curso) — Tecnologia em Alimentos,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR Campus Campo Mouréo,
2014.

This study aimed to evaluate the antioxidant potential of ethanolic extract of chia
seed added to soybean oil. The vegetable oil due to its unsaturations is conducive to
the oxidation reaction, causing deterioration and loss of nutritional value of it.
Because of this, vegetable oils are added to the compounds with antioxidant function
in order to prevent or retard the reaction during storage and exposure to high
temperatures. Several seeds are being studied, the demand for this antioxidant in
order to replace and reduce the use of synthetic compounds. In experiment 3
treatments were compared more the sample control (free of antioxidant); treatment 1
(200 mg/kg de TBHQ); treatment 2 (2000mg/kg ethanolic extract of chia seed)
treatment 3 (2000mg/kg chia extracts more 150mg/kg de TBHQ). Oil samples of
antioxidants added were placed in a greenhouse at 60 ° C for 32 days. Samples for
analysis of acid value, peroxide value and conjugated dienes and trienes were
collected every 4 days. Treatments present significant differences between them in
the course of the experiment. Where treatment 3 presented protection against oils
superior to other treatments oxidation. The antioxidant activity of treatments behaved
as follows: The Treatment 3 shows protection processing to soybean oil is superior to
Treatment 1, this being more effective than Treatment 2 which had lower values than
the control sample. This should be the synergism found in the mixture of the
synthetic antioxidant and ethanol extract of chia seed.

Keywords: Antioxidants, chia extract; oxidative stability; soybean oil.



LISTA DE ABREVIATURAS

AC - amostra controle
BHA - butil-hidroxianisol
BHT - butil-hidroxitolueno
EC - extrato de chia

E1%, - extingdo especifica
IA - indice de acidez

IP - indice de perdxidos
LA - &cido linoléico

LNA - 4cido a-linolénico
M - mistura

OS - 6leo de soja

PG - galato de propila
TBHQ - t-butil-hidroquinona
w-6 - acido linoléico

w-3 - acido a-linolénico

0, - oxigénio singlete
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1 INTRODUCAO

Oleos vegetais sdo importantes fontes de energia e de é&cidos graxos
essenciais (&cido linoléico - w-6 e &cido a-linolénico w-3). Além disso, sé&o
importantes também para o funcionamento regular do organismo humano, como
veiculos no transporte das vitaminas lipossoltuveis (MASUCHI et al, 2008).

Os oleos e gorduras sédo predominantemente triésteres de acidos graxos e
glicerol, chamados triacilgliceréis, formados por trés acidos graxos iguais, ou
geralmente diferentes, que podem ser saturados ou insaturados, sendo o Ultimo
mais reativo devido as duplas ligagdes (MORENO; JORGE, 2009).

O dleo de soja € um dos 6leos comestiveis mais susceptiveis a reagao de
oxidacdo devido ao seu maior grau de insaturagao, que se caracteriza pelo alto teor
de &cido linoléico (LA), variando de 44% a 62%, e o teor de &cido a-linolénico (LNA)
4,0% a 11,0% (BRASIL, 2005).

As principais formas de deterioragdo s&o a hidrolise, oxidagcdo e
polimerizacdo. A hidrélise envolve a quebra de ligacdes éster no glicerideo com
formacéao de acidos graxos livres, monoglicerideos, diglicerideos e glicerol (PINTO et
al., 2003). A oxidacao € a principal causa de deterioragdo, provocando alteragdes do
sabor, textura, aroma e da cor nos alimentos, ocasionando perda do valor nutricional
e gerando toxicidade. Pode ocorrer ainda a polimerizacdo, que ocorre quando duas
ou mais moléculas de acidos graxos combinam-se devido as alteracdes do processo
de oxidacdo e as altas temperaturas (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Com o objetivo de retardar os processos oxidativos, responsaveis por
alteragcOes na cor, sabor, textura e valor nutricional, alguns compostos antioxidantes
sdo adicionados aos alimentos. Estas substancias com a capacidade de retardar as
oxidacOes lipidicas podem ser naturais ou sintéticas, e atuam de diversas maneiras
(LUZIA; JORGE, 2009).

Os antioxidantes sintéticos mais amplamente utilizados s&o BHA (butil-
hidroxianisol), BHT (butil-hidroxitolueno), TBHQ (t-butil-hidroquinona) e PG (galato
de propila), cuja acdo consiste na rapida absorcdo de doacdo de um atomo de
hidrogénio para o radical livre. Entretanto, durante o processo térmico a 185°C,
ocorrem volatilizacdo e decomposicdo destes antioxidantes (MARIUTTI;
BRAGAGNOLO, 2007).
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O uso destes antioxidantes em alimentos é limitado; TBHQ nao é permitido no
Canadd e na Comunidade Econdmica Europeia. No Brasil, o0 uso destes
antioxidantes em alimentos é controlado pelo Ministério da Saude, que limita
200mg/kg para TBHQ e BHA e 100mg/g como concentracfes maximas permitidas
(RAMALHO; JORGE, 20086).

O emprego de antioxidantes sintéticos tem sido alvo de questionamento
guanto a sua inocuidade e, devido a isso, pesquisas estéo voltadas para a busca de
compostos naturais, que apresentem essa propriedade funcional, atuando sozinhos
ou sinergeticamente com outros aditivos, como alternativa para prevenir a
deterioragdo oxidativa de alimentos e diminuir o uso de antioxidantes sintéticos
(ANDREO; JORGE, 2007).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antioxidante do
extrato etandlico de semente de chia, adicionado ao Oleo de soja, submetido a

oxidacao acelerada em estufa, comparando com o antioxidante sintético TBHQ.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipidios

Os lipidios sdo um amplo grupo de compostos quimicamente diversos que
sao soluveis em solventes organicos. Em geral, os alimentos lipidicos sdo indicados
como gorduras (sélidos) ou 6leos (liquidos), correspondendo a seu estado fisico a
uma temperatura ambiente (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os oOleos e gorduras sao predominantemente triésteres de acidos graxos e
glicerol, chamados triacilgliceréis (Figura 1), formados por trés acidos graxos iguais,
ou geralmente diferentes, que podem ser saturados ou insaturados, sendo o ultimo
mais reativo devido as duplas ligacées (LUZIA; JORGE, 2009).
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Figura 1 - Molécula de um triacilglicerol (R1, R2, R3 = sédo unidades de acidos
graxos, podendo ser iguais ou diferentes). (Fonte: Allinger, 1970).

Oleos vegetais sdo importantes fontes de energia e de é&cidos graxos
essenciais, como o acido linoleico (w-6 e acido a-linolénico (w-3). Além disso, sao
importantes também para o funcionamento regular do organismo humano, como
veiculos no transporte das vitaminas lipossoluveis (MASUCHI et al, 2008).

O 6leo de soja € um dos 6leos comestiveis mais susceptiveis a reacdo de
oxidac&o devido ao seu elevado grau de insaturagcdo. Em destaque estdo presentes
os acidos oléico (18:1), 23%, linoléico (LA, 18:2n-6), variando de 44% a 62%, e a-
linolénico (LNA, 18:3n-6) 4,0% a 11,0% (BRASIL, 2005). Estima-se que o acido

linoléico seja de 10 a 40 vezes mais suscetivel a oxidacdo que o acido oleico. O
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acido linolénico oxida duas vezes mais rapido que o linoléico (DAMODARAM;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

O 6leo de soja é obtido de sementes de Glycine Max (L.), através de
processos tecnologicos adequados e, passando pelo processo de refino, para o
consumo humano. Essa cultura agricola foi a que mais cresceu, em solo brasileiro,
nas Ultimas trés décadas e corresponde a 49% da area plantada em grdos do pais.
A industria nacional transforma, por ano, cerca de 30,7 milhGes de toneladas de
soja, produzindo 5,8 milhdes de toneladas de 6leo comestivel e 23,5 milhdes de
toneladas de farelo protéico, contribuindo para a competitividade nacional na
producdo de carnes, ovos e leite. Além disso, a soja e o farelo de soja brasileira
possuem alto teor de proteina e padrdo de qualidade Premium, o que permite sua
entrada em mercados extremamente exigentes como os da Unido Europeia e do

Japéao (MAPA, 2013).

2.2 Oxidacéo Lipidica

O termo oxidacéo lipidica é usado para descrever uma sequéncia complexa
de alteracbes quimicas resultantes da interacdo de lipidios com o oxigénio.
(DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os radicais sdo moléculas que contém um elétron desemparelhado, o que as
torna espécies instaveis e extremamente reativas, desencadeando a reacdo de
oxidagcdo nos &cidos graxos presentes em alimentos, levando a rancidez e ao
desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis e a perda de valor nutricional
(PRADO; ARAGAO; FETT, 2009).

A oxidacdo de acidos graxos pode ser descrita por trés etapas: iniciagao,
propagacédo e terminacdo. Na fase de iniciacdo, o acido graxo insaturado forma um
radical, através da abstracdo de um atomo de hidrogénio de sua molécula, que
reage rapidamente com o oxigénio singlete (*O,) formando um radical peréxido
(MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2007). Na fase de propagacdo, uma vez formado o
radical, inicia se a reacdo com o oxigénio para formar um radical peréxido. Esses
radicais sdo extremamente reativos e podem retirar &tomos de hidrogénio de outros
lipidios insaturados e, dessa maneira, propagar a reacdo de oxidacdo. Essa etapa

caracteriza se pela reacdo em cadeia de radicais, pelo alto consumo de oxigénio,
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pelo alto teor de perodxidos e pelo inicio de alteracdes de aroma e sabor (RIBEIRO;
SERAVALLI, 2007). Na fase de término, dois radicais combinam-se, com a formacao
de produtos estaveis (produtos secundarios de oxidag&do, obtidos por ciséo e
rearranjo dos peroéxidos (époxidos, compostos volateis e nédo volateis)) (RAMALHO;
JORGE, 2006).

Para estudar os compostos originados durante o estresse térmico de 6leos é
muito comum a utilizacdo da termoxidacdo, um método que consiste em submeter
Oleos e gorduras a altas temperaturas, sem a presenca do alimento, ou seja, sem a
umidade e demais componentes que provém do alimento. Dessa forma, a
temperatura e o oxigénio proveniente do ar sdo as principais variaveis que devem
ser levadas em consideracao (LUZIA; JORGE, 2009).

Segundo Angelo e Jorge (2008), no teste acelerado em estufa, o 6leo é
submetido a temperatura de 60 a 65°C, na auséncia de alimento, em um
determinado periodo de tempo, com a finalidade de se conhecer a sua vida de
prateleira, visto que os resultados fornecidos por este teste apresentam uma boa
correlacdo com a avaliacao efetuada em condi¢c6es normais de armazenamento.

Para evitar a autoxidacdo de 6leos e gorduras ha a necessidade de diminuir a
incidéncia de todos os fatores que a favorecem, mantendo ao minimo os niveis de
energia (temperatura e luz) que sao responsaveis pelo desencadeamento do
processo de formacéo de radicais, evitando a presenca de tracos de metais no 6leo,
evitando ao maximo o contato com oxigénio e bloqueando a formacé&o de radicais
por meio de antioxidantes, os quais, em pequenas quantidades, atuam interferindo
nos processos de oxidagao de lipidios (RAMALHO, JORGE, 2006).

2.3 Antioxidantes

Com o objetivo de retardar os processos oxidativos, responsaveis por
alteracdes na cor, sabor, textura e valor nutricional, alguns compostos antioxidantes
sdo adicionados aos alimentos. Estas substancias podem ser naturais ou sintéticas
e atuam de diversas maneiras: interrompendo a cadeia de reacOes oxidativas;
cedendo um hidrogénio a um radical lipidico livre e assumindo a forma de radical
estavel e inerte por ressonancia e perdendo sua capacidade de iniciar ou propagar

as reacOes oxidativas, diminuindo assim o numero de radicais; reduzindo a
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velocidade da oxidacdo e prolongando-se o periodo de inducdo, que consiste no
tempo que o0 material analisado necessita para comecar a apresentar sinais
detectaveis de oxidacdo (ANDREO, JORGE, 2007).

Durante a oxidacdo de acidos graxos insaturados, via mecanismo de
formacdo de radicais, os hidroperéxidos sdo os primeiros produtos formados, os
guais se degradam, liberando novos radicais e promovendo a continuidade da
oxidacdo do O6leo e, ou, da gordura, além da formacdo de diferentes aldeidos
volateis (ran¢o). O efeito do antioxidante consiste na inativacdo dos radicais, na
complexacao de ions metdlicos ou na reducdo dos hidroperdxidos para produtos
incapazes de formarem radicais e produtos de decomposi¢cdo rangosos (ARAUJO,
2008).

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu mecanismo de
acdo como primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios promovem a
remocao ou inativacdo dos radicais formados durante a iniciacdo ou propagacao da
reacdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas moléculas,
interrompendo a reacdo em cadeia (BORSATO et al, 2010).

Ja os antioxidantes secundarios retardam a reagdo de autoxidagdo por
diferentes mecanismos, que incluem complexacdo com metais, sequestro de
oxigénio, decomposicdo de hidroperéxidos para formar espécie nao radical,
absorcdo da radiagcdo ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete (LUZIA,
JORGE, 2009).

Os antioxidantes hidrofilicos costumam ser menos efetivos em emulsées O/W
gue os lipofilicos, enquanto os antioxidantes lipofilicos sdo menos efetivos em 6leos
puros que os hidrofilicos. Presume-se que o0s antioxidantes polares sejam mais
efetivos em Oleos puros, pois eles podem acumular-se na interface 6leo-ar ou em
micelas reversas dentro do 6leo, locais em que a reacdo de oxidacdo de lipideos
ocorrera com mais facilidade, em decorréncia das altas concentra¢des de oxigénio e
pro-oxidantes (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Em situacfes envolvendo lipidios com pequena relacdo area-volume, como
ocorre em Oleos, antioxidantes com o balanco hidrofilico-lipofilico elevado, como PG
e, ou TBHQ, sdo mais efetivos, pois se concentram na superficie do 6leo, onde a

reacdo da gordura com o oxigénio é mais intensa (ARAUJO, 2008).
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TBHQ € um p6 cristalino branco e brilhoso, moderadamente solGvel em 6leos
e gorduras e ndo se complexa com ions de cobre e ferro (RAMALHO; JORGE,
2006).

O TBHQ € muito efetivo na estabilizacdo de Oleos e gorduras, especialmente
em Oleos vegetais polinsaturados bruto e refinado. E estavel em temperatura
elevada e menos volatil que o BHA e BHT, sendo considerado o melhor antioxidante
de 6leos para frituras e do produto frito. E ligeiramente solivel em agua e nio
formam complexos coloridos com metais. Funciona sinergicamente com o GP, BHA,
BHT, tocoferol, acido citrico e palmitato de ascorbila. A propriedade mais
interessante é a sua eficiéncia em varios 6leos e gorduras, como soja, algodao e
girassol, nos quais outros antioxidantes fenolicos s&o ineficientes (ARAUJO, 2008).

Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades:
eficacia em baixas concentragcdes (0,001 a 0,01%); baixo custo de obtencéo,
auséncia de efeitos indesejaveis na cor, no odor, no sabor e em outras
caracteristicas do alimento; compatibilidade com o alimento e facil aplicacao;
estabilidade nas condi¢cGes de processo e armazenamento, € 0 COMpoOSto e seus
produtos de oxidacdo ndo podem ser toxicos, mesmo em doses muito maiores do
gue normalmente seriam ingeridas no alimento (RAMALHO; JORGE, 2006).

Todos os Oleos vegetais sdo desodorizados, e a adicdo da formulacao
contendo o antioxidante deve ocorrer durante o resfriamento. Quando se utiliza o
oleo vegetal em frituras, € importante levar em consideragédo a temperatura elevada
(ARAUJO, 2008).

O emprego destes compostos, entretanto, tem sido alvo de questionamento
guanto a sua inocuidade, motivando a busca de antioxidantes naturais que possam
atuar isolados ou sinergicamente com outros aditivos, em substituicdo aos sintéticos
(SOARES apud JORGE; MALACRIDA, 2008).

A chia (Salvia hispanica L.), da familia das Lamiaceas, produz pequenas e
numerosas sementes pretas e brancas (MELO et al.). A semente da Salvia hispanica
€ originaria da Colémbia e do México que possui alto valor nutricional, com elevado
teor de &cidos graxos poli-insaturados (linoléico w-6 e acido a-linolénico w-3) e
proteinas, e de minerais como calcio, ferro e potassio, grande quantidade de fibra
alimentar e presenca de polifendis (PEREIRA et al, 2013). Segundo Utpott (2012),

também é uma promissora fonte de antioxidantes, devido a presenca de polifendis.
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As sementes de chia contém uma quantidade de compostos com potente
atividade antioxidante, como por exemplo a miricetina, quercetina, kaemperol e
acido caféico e clorogénico. Estes compostos s&o antioxidantes primarios e

sinérgicos que contribuem para forte atividade antioxidante da chia (TOSCO, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante do extrato de semente de chia em 6éleo de

soja, comparando-o com antioxidante sintético TBHQ.

3.2 Objetivos Especificos

- Obter o extrato da semente de chia.

- Submeter os 6leos, com e sem antioxidantes, ao aquecimento em estufa de
secagem em diferentes tempos para avaliar a estabilidade oxidativa do 6leo.

- Determinar o indice de acidez, indice de peréxido, dienos e trienos conjugados nas

amostras de 6leo.
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4 METODOS E PROCEDIMENTOS

4.1 Obtencao do Extrato de Semente de Chia

Para obtencdo do extrato de semente chia, as sementes foram trituradas e,
desengorduradas, usando o n-hexano como solvente, numa proporcédo de 10g de
semente, para 150mL de solvente. A mistura ficou em agitacdo por 2 horas, em
agitador magnético, em seguida, filtradas em funil de Buchner e secas em estufa de
circulagao de ar a 50°C, por 24 horas. As sementes foram desaglomeradas em
peneira de 16 mesh.

O extrato etandlico das sementes de chia foi obtido utilizando uma propor¢éo
1:3 (amostra:etanol 95%), de acordo com o método descrito por Tavares e Ramos
(2009). A mistura foi deixada em agitador magnético por 20 minutos, e depois filtrada
em funil de Buchner. Os sobrenadantes foram reservados e os residuos submetidos
a mais duas extragfes da mesma maneira descrita anteriormente.

Os sobrenadantes das trés extracdes foram unificados em baldo de fundo
chato tarado. O solvente foi evaporado em evaporador rotatério, marca Tecnal,
modelo TE-211 e o baldo pesado, sendo a quantidade de antioxidante determinada
gravimetricamente. O extrato etandlico foi resuspenso novamente em etanol:agua
(95:5) para, ser adicionado ao 6leo de soja.

A Figura 2 a seguir, representa o processo de obtencdo do extrato da semente

de chia.
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Figura 2 - Obtencé&o do extrato de semente de chia e utilizagdo no oleo

de soja.

Amostragem

As amostras de semente de chia foram adquiridas em estabelecimento

comercial local, (Moreira Sales — PR). Foram submetidas ao processo de extracao

dos antioxidantes, empregando etanol como solvente.

As amostras do antioxidante TBHQ e de 6leo, sem adicdo de antioxidante,

foram obtidas junto a empresa da area de 6leos e gorduras, localizada no estado de

Santa Catarina.

O dleo de soja foi submetido a 3 (trés) diferentes tratamentos, mais amostra

controle.

Oleo de soja refinado, sem adi¢&o de antioxidante (amostra controle - AC);

Tratamento 1: 6leo de soja refinado, com adi¢cdo de 200mg/kg de TBHQ (OS

+ TBHQ);

Tratamento 2: Oleo de soja refinado com adicdo de 2.000mg/kg de extrato

etandlico de semente de chia (OS + EC);

Tratamento 3: 6leo de soja com adicdo da mistura de antioxidantes,
150mg/Kg de TBHQ e 2.000mg/kg de extrato de chia (OS + M).

Na sequéncia, esses 6leos foram submetidos ao teste de oxidag&o acelerada

em estufa da marca Nova Etica, a 60°C, por 32 dias. A coleta das amostras foi
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realizadas a cada 4 (quatro) dias, e em seguida, submetidas as andlises de controle
de qualidade.

A Figura 3 apresenta o esquema de amostragem realizado.

0S +TBHQ

Oleo de soja Oleo de soja
Oleo de soja Oleo com com 150 mg/kg
sem adicao de de sojacom 2.000 mg/kg de de TBHQ +
antioxidante 200 mg/kg de extrato de chia 2.000 mg/kg de
TBHQ extrato de chia

vl

Oleo de Soja

Estufa
60°C

Amostra
coletada a
cada 4 dias

Figura 3 - Esquema de amostragem.

4.3 Controle da Qualidade do Oleo de Soja

As amostras de 6leo de soja foram avaliadas quanto aos indices de acidez (lA),
indice de peroxidos (IP) e, teor de dienos e trienos conjugados.

4.3.1 indice de acidez

O indice de acidez (IA) foi determinado através do emprego da técnica de
titulometria volumétrica de neutralizacdo com solucdo de NaOH 0,01 mol/L e
fenolftaleina como indicador, conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008), sendo os resultados expressos em gramas de acido oléico/100g de
amostra.

Em um erlenmeyer, pesou-se aproximadamente 2,0g de 6leo, adicionou-se 25

mL de uma solucao de éter - alcool etilico (2:1). Adicionou-se 2 gotas do indicador
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fenolftaleina. Realizou-se a titulagdo com solu¢cdo de hidroxido de sédio 0,01 mol/L,
até o aparecimento da coloracéao rosa.

Os resultados foram calculados de acordo com a Equagéo (1).

KOH, VxfcxCx5,61
[A(mg de?) === Equac&o (1)

m

Onde:

V = volume de NaOH (mL);

fc = fator de correcéo;

C = concentragcao de NaOH (mol/L);

m = massa da amostra (g).

5,61 = massa molar do KOH

Nota: Segundo LUTZ (2008), para expressar o indice de acidez como acidez em

acido oléico, dividiu-se os resultados por 1,99.

4.3.2 indice de peréxidos

Para a determinacao do indice de per6xido (IP) das amostras foi empregado o
método titulométrico e como solucdo titulante o tiossulfato de sédio 0,01 mol/L,
segundo metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). Sendo o IP expresso em
miliequivalentes de oxigénio ativo por kg de 6leo de soja.

Foram pesados em um erlenmeyer, aproximadamente 5,0g de O4leo,
adicionados 30mL da solucdo acido acético-cloroformio 3:2 e agitados até a
dissolucdo da amostra. Acrescentou-se 0,5 mL da solucdo saturada de iodeto de
potassio, mantendo em repouso ao abrigo da luz por um minuto e em seguida
acrescentados 30 mL de agua destilada. Procedeu-se a titulagdo com uma solugcéo
padréao de tiossulfato de sédio 0,01 mol/L até o clareamento da coloracdo amarela.
Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de solucdo de amido a 1% e a titulou-se até o
desaparecimento da coloracdo azul. O indice de perdxido foi calculado de acordo

com a Equacéo (2).
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IP (meq 0, /kg) = (A-B)x Nxfx 1000 Equacéo (2)

m

Onde:

A= volume, em mL, da solucéo de tiossulfato de sodio gasto na titulagdo da amostra;
B = volume, em mL, da solucéo de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo do branco;
N = concentracdo normal da solucéo de tiossulfato de sédio (eqg/L);

f = fator da solucéo de tiossulfato de sédio;

m = masSsa, em gramas, da amostra.

4.3.3 Dienos e trienos conjugados

Para o teor de dienos e trienos conjugados as amostras de Oleo foram
diluidas em ciclohexano, usando concentracdes variadas devido a decomposicéo da
amostra de Oleo no decorrer dos 32 dias. Realizaram-se as medidas de absorbancia
nos comprimentos de onda de 232 e 270 nm, indicando a quantidade de dienos e
trienos conjugados, respectivamente segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz
(2008). Os resultados foram calculados de acordo com a Equacgéo (3), e expressos

em porcentagem.

% AL
Eiom =
lem = (cx1)

Equacéo (3)

Onde:

EL% = extingdo especifica no comprimento de onda A;
A\ = absorbancia medida no comprimento de onda A;
¢ = concentracéo da solugdo, em g/100 mL;

| = caminho Optico da cubeta, em cm.

4.4 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos ao teste estatistico de andlise de variancia
(ANOVA) e pelo Teste de Tukey, com nivel de 5% de significancia. O programa
usado foi o Statistica 7.0 (StaSoft, USA, 2005).
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5 Resultados e Discussodes

O rendimento da extracdo em etanol:agua (95:5) das sementes de chia foi de
7,10% em extrato seco, valores superiores encontrados por Malacrida et al (2007),
em pesquisa realizada com sementes de meldo amarelo, onde o rendimento foi de
4,40%, e proximo ao encontrado por Luzia e Jorge (2009) quando estudaram o
potencial antioxidante de sementes de jamboldo, onde o rendimento foi de 9,39%,

ambos também com extracdo etandlica.

5.1 Indice de Acidez

A Resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RDC n°
270 de 22 de setembro de 2005, passou a estabelecer o regulamento técnico para
Oleos, gorduras e creme vegetais, determinando apenas valores maximos para 0s
indices de acidez e de peroxidos (BRASIL, 2005).

Devido a amostra de 6leo encontrar-se conservada, protegida do calor e da
luz, e ndo entrar em contato com nenhum alimento, os valores encontrados nos
primeiros tempos foram baixos. O Quadro 1 apresenta os resultados encontrados

para indice de acidez nas amostras estudadas.

Quadro 1: indice de acidez (g de &acido oléico/100 g) nos 6leos de soja

indice de acidez (g de &cido oléico/100 g)

Tempo Tratamentos

(dias) AC 1 2 3
00 0,014%°+0,001 0,014%"+0,001 0,028°7+0,001 0,014%+0,001
04 0,045%+0,001 0,028°+0,001 0,042%+0,001 0,028°°+0,001
08 0,046%+0,001 0,028°+0,001 0,042%+0,001 0,028°°+0,001
12 0,056°°+0,011 0,042°7+0,001 0,042°¢+0,001 0,028°°+0,001
16 0,071%°+0,002 0,057°+0,001 0,071%°+0,001 0,070%°+0,001
20 0,0722°+0,001 0,071%°+0,001 0,0712°+0,001 0,071%°+0,001
24 0,118%+0,040 0,085°+0,001 0,142%°+0,001 0,0845+0,001
28 1,549%%+0,030 0,112°®+0,001 1,063"%+0,019 0,099%4+0,001
32 1,976%°+0,021 0,354°/+0,001 1,604°°+0,020 0,097%4+0,002

Média + desvio padrdo das triplicatas. Letras iguais mindsculas na mesma linha e mailsculas na mesma coluna indicam que,
nédo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. AC: Amostra controle; 1 6leo de soja + TBHQ (200 mg/kg); 2 (6leo de soja +
2.000 mg/kg de extrato de chia); 3 (6leo de soja + mistura de TBHQ e extrato de chia (150:2.000 mg/kg).

A determinacao da acidez pode fornecer um dado importante na avaliacdo do

estado de conservacdo do 6leo. Um processo de decomposic¢ao, seja por hidrolise,
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oxidacdo ou fermentacao, altera quase sempre a concentracao dos ions hidrogénio.
A decomposicado dos gliceridios € acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a
rancidez quase sempre acompanhada pela formacao de acidos graxos livres.

A AC e a dos tratamentos 2 e 3, no tempo inicial, apresentaram para o indice
de acidez um valor de 0,014g de acido oléico/100g de amostra. J4 a amostra do
tratamento 2 apresentou um indice de acidez de 0,028g de é&cido oléico/100g de
amostra. Essa diferenca significativa (p<0,05%) pode ser atribuida a adicdo do
extrato etandlico de chia ao 6leo original.

Avaliando os valores do indice em funcdo dos tratamentos, é possivel
observar um aumento na concentragcdo dos &cidos, praticamente sem diferenca
significativa até 28 dias de exposicdo, entre a AC e o tratamento 2. No entanto, 0s
indices ultrapassaram os limites maximos estabelecidos pela legislacdo de 0,69 de
acido oléico por 100 g de Oleo apenas apoés 28 dias de exposi¢do ao aquecimento. O
valor maximo foi encontrado no tempo de 32 dias, para a amostra controle (1,9769g
de acido oléico/100g de 6leo) e para o tratamento 2 (1,604g de acido oléico/100g de
6leo) (BRASIL, 2005).

Ja as amostras, que ndo atingiram o valor maximo estabelecido pela
legislagdo, ao longo do periodo maximo de exposi¢éo, foram as do tratamento 1 e 3,
atingindo o maximo de 0,0354g e 0,099g de acido oléico/100g de Odleo,
respectivamente.

Os resultados obtidos nos tratamentos 1 e 3 foram mais eficientes do que o
tratamento 2 na protecéo do 6leo de soja a reacdo de oxidacao.

Ao fim dos 32 dias de estufa, o tratamento 1 (com TBHQ) e o tratamento 2
(mistura de TBHQ + extrato de chia), mantiveram-se abaixo dos valores maximos
estabelecidos. Comportamento que, segundo Jorge e Ramalho (2006), se devem ao
sinergismo entre os antioxidantes. Os sinergistas sdo substancias com pouca ou
nenhuma atividade, que podem aumentar a atividade dos antioxidantes primarios
guando usados em combina¢cdo adequada com eles. Dessa forma, o antioxidante
sintético pode ser usado em baixas concentracdes.

Para que as interacfes entre os antioxidantes sejam sinérgicas, o efeito das
combinagdes entre os antioxidantes deve ser maior que a soma dos antioxidantes
individuais (DAMODARAN; PARKIN, FENNEMA, 2010).
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5.2 Indice de Peréxidos

O Quadro 2 apresenta os resultados médios encontrados para o indice de
peréxidos, para os tratamentos submetidos ao teste de oxidacdo acelerada em
estufa. Observou-se que o0s Vvalores para cada tratamento aumentou
significativamente no decorrer dos 32 dias de estocagem a 60°C, indicando o
desenvolvimento de peroxidos, produtos primarios da oxidac&o ocorrida no éleo de

soja.

Quadro 2: indice de peroxidos (meg/kg) nos 6leos de soja

indice de peroxidos (meg/kg)

Tempo Tratamentos

(dias) AC 1 2 3
00 0,295°+0,002 0,297°7+0,001 0,588%°+0,007 0,297°7+0,001
04 0,598%"+0,001 0,298°7+0,001 0,599%°+0,001 0,299°7+0,001
08 2,385%¢+0,011 0,596°F+0,001 1,188°7+0,003 0,590°+0,001
12 25,323%+0,161 0,899°+0,001 13,694°+0,299 | 0,897°°+0,001
16 113,018*4+0,828 2,990°P+0,012 71,804°P+0,122 | 2,470°°+0,145
20 92,920%+0,187 3,285°+0,003 83,538°°+0,226 | 2,690%+0,092
24 83,738"°+0,009 3,556°C+0,361 86,826°°+0,104 | 2,689%+0,001
28 77,893°P+0,231 86,861°°+0,034 96,085%%+0,717 | 4,584%+0,174
32 73,819°°4+0,218 | 107,031*+0,475 | 108,009%*+0,057 | 5,434°*+0,136

Média + desvio padréo das triplicatas. Letras iguais minGsculas na mesma linha e mailUsculas na mesma coluna indicam que,
néo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. AC: Amostra controle; 1 6leo de soja + TBHQ (200 mg/kg); 2 (6leo de soja +
2.000 mg/kg de extrato de chia); 3 (6leo de soja + mistura de TBHQ e extrato de chia (150:2.000 mg/kg).

E um dos métodos mais utilizados para medir o estado de oxidag&o de Gleos
e gorduras. Como os peroxidos sao os primeiros compostos formados quando uma
gordura deteriora, toda gordura oxidada d& resultado positivo no teste de peréxido
(CECCHI, 2003).

A maioria dos métodos que medem hidroperéxidos lipidicos baseia-se na
capacidade dos peroxidos de oxidar compostos indicadores (DAMODARAM;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Com 4 dias de estufa, a AC e o tratamento 2 n&o apresentaram diferenga
significativa entre si. A partir do oitavo dia, até o final do processo, pode-se observar
uma protecdo do 6leo no tratamento 2, em relacdo ao controle, mas esta nao foi
suficiente para a protecao do 6leo de soja contra a oxidacdo. Com 12 dias de estufa,

os valores obtidos para cada tratamento ultrapassaram os limites estabelecidos para
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o indice de peroxidos, de 10 meqg/kg de 6leo de soja. Silva et al. (2009), em estudo
realizado com extrato de cogumelo, também obteve para amostra controle, valores
ultrapassando os limites, apos 8 dias de estufa a 60°C.

Com 16 dias de estufa, a AC apresentou seu maior indice de peroxido,
seguida de decréscimo dos resultados, indicando o termino da reacao, onde dois
radicais combinam-se, com a forma¢ado de produtos estaveis (produtos secundarios
de oxidacdo, obtidos por cisdo e rearranjo dos peréxidos (époxidos, compostos
volateis e néo volateis)) (RAMALHO, JORGE, 2006).

O tratamento 2 contendo extrato etandlico de chia, com 32 dias de estufa ndo
apresentou decréscimo nos resultados, indicando que a reagdo néo entrou em fase
de terminacdo. Interessante observar que o0s resultados foram aumentando
gradativamente, diferentes da amostra controle e da amostra com TBHQ, que
apresentaram um acréscimo brusco nos valores obtidos nas analises. Observando-
se, que embora ela ndo tenha impedido a reacdo de oxidacdo, ela conseguiu
diminuir a velocidade da reac&o de oxidacao.

O tratamento 1, apos 28 dias de estufa apresentou um aumento significativo,
com o TBHQ perdendo sua acdo protetora, fato esse que se deve a volatilizagcdo
deste, depois de um longo tempo de exposicdo a alta temperatura, embora o TBHQ
seja 0 melhor antioxidante sintético indicado para 6leos, por suportar o calor, e
proporcionar uma excelente estabilidade a produtos acabados (RAMALHO; JORGE,
2006).

Ao fim do processo, com 32 dias, o tratamento 1 (TBHQ), e o tratamento 2
(extrato etandlico de chia) ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p>0,05%).

Para o tratamento 3, amostra contendo a mistura do extrato mais o TBHQ, o
resultado encontrado ao fim do experimento apresentou diferenca significativa dos
demais tratamentos. Os valores para o tratamento 3, no decorrer dos 32 dias de
experimento, sugere uma agao antioxidante superior ao tratamentol, contendo
somente TBHQ.

Segundo Araujo (2008), os perdxidos sdo os primeiros produtos formados da
oxidacdo de oleos insaturados. Porém na deterioracdo do sabor, os peroxidos nao
sdo importantes, mas sim os produtos originados de sua decomposicdo, como
aldeidos, alcodis, hidocarbonetos e acidos. Segundo Ordonez et al. (2005) no inicio

da reacdo, acumulam-se os peroxidos, mas dada sua natureza instavel, vdo se
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decompondo, e, por isso, seu conteudo final acaba por diminuir. Devido a isso, 0
indice de peréxido ndo constitui medida efetiva do grau de oxidacéo, exceto no inicio
da reacdo. Isso justifica 0 aumento da concentra¢cdo nos primeiros dias de analise e
seu decréscimo ao decorrer do tempo exposicdo ao aquecimento. Esse
comportamento foi visivel na amostra controle, onde apresentou um valor maximo
com 16 dias de aquecimento, seguido de decréscimo dos valores até o final do
experimento. Nos demais tratamentos, so6 foi possivel observar o aumento no indice

de peroxidos, indicando a agédo do antioxidante, diminuindo a velocidade da reacéo.

5.3 Dienos e Trienos Conjugados

5.3.1 Dienos Conjugados

As ligacOes duplas conjugadas séo formadas com rapidez em acidos graxos
polinsaturados apds a abstracdo do hidrogénio na etapa de iniciacdo. A medida de
dienos conjugados pode ser (til para sistemas de 6leos simples, entretanto costuma
ser ineficaz em alimentos complexos. Nos quais muitos compostos existentes
também absorvem em comprimentos de onda similares e, por isso, causam
interferéncia (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A medida de dienos conjugados tem sido usada para a determinacdo da
oxidacdo lipidica. A peroxidacdo dos acidos graxos insaturados acompanha a
mudanca da dupla ligacdo na formacdo dos hidroperdxidos conjugados. Essa
estrutura conjugada absorve fortemente a luz ultravioleta no comprimento de onda
entre 232 e 234 nm (ANDREO, JORGE, 2007).

A Figura 4 apresenta os resultados obtidos na analise de dienos conjugados.
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Figura 4: Médias de dienos conjugados (%) do 6leo de soja controle e do 6leo de soja com adigéo de antioxidantes.

Pode-se observar, na Figura 4, o aumento na concentracdo dos dienos
conjugados nos tratamentos realizados. Até o oitavo dia os resultados néo
apresentaram diferenca significativas (p<0,05) entre si para os 4 tratamentos. A
partir de 8 dias de estufa, foi possivel observar o acréscimo dos valores para a
amostra controle e para a amostra com o extrato de semente de chia. Até o tempo
de 12 dias, o extrato de chia apresentou a¢&o protetora contra a formagao de dienos
em relacdo a amostra controle.

Para a amostra contendo TBHQ, este apresentou acado protetora até 24 dias
de estufa, a partir dai houve um aumento gradativo nos valores encontrados, onde o
valor minimo foi de 0,392% no tempo 0 e o0 maior valor de 7,180%.

Para a amostra contendo a mistura de TBHQ mais o extrato de semente de
chia, os valores apresentaram se lineares, onde o menor valor foi de 0,372% no
tempo 8, atingindo um valor maximo de 0,566% no tempo de 28 dias, mostrando se
mais efetivo que o tratamento contendo apenas o TBHQ.

Em estudo realizado por Silva et al. (2009), utilizando o extrato de cogumelo
como antioxidante natural em 6leo vegetal, a adicdo do extrato de cogumelo reduziu
a formacédo de dienos conjugados quando comparados ao 0leo de soja sem adicao
de antioxidantes, tendo uma reducédo aproximada de 67% na formacéo de dienos

conjugados.
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5.3.2 Trienos Conjugados

Segundo Luzia e Jorge (2009), os produtos secundarios (aldeidos, cetonas,
hidrocarbonetos, hidroxiacidos, polimeros), apresentam um maximo de absorcdo a
272 nm. Esta diferenca permite diferenciar estados de evolugdo oxidativa. Quanto
maior o valor absorbéncia a 232 nm, mais elevado sera o conteido de peroxidos,
correspondente ao inicio da oxidacao, e, quanto maior o valor da absorbancia a 272,
maior sera o teor de produtos secundarios presentes.

Trienos conjugados também sdo medidos nos alimentos a 272 nm. Essa
técnica € util apenas em lipideos que tém 3 ou mais ligagdes duplas (DAMODARAM,;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

A Figura 5 apresenta os valores para trienos conjugados, obtidos nos 32 dias
de experimento.

A AC e o tratamento 2, a partir de 8 dias de aquecimento, apresentaram
diferenca significativa entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05%). Onde o menor valor
encontrado para AC foi de 0,150% no tempo 0, e 0,924% no tempo 28. Para o
tratamento 2, o valor minimo e maximo foi de 0,158% no tempo 0 e de 1,130%, no

tempo 28, respectivamente.
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Figura 5: Médias de trienos conjugados (%) do 6leo de soja controle e do 6leo de soja com adi¢cdo de antioxidantes.

Para o tratamento 2 e 3 o maior valor encontrado foi de 0,265% e 0,212%

respectivamente, indicando que a mistura dos antioxidantes também foi mais
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eficiente na formacdo de trienos conjugados, do que o tratamento 2 contendo
somente o antioxidante sintético TBHQ.

Os antioxidantes sintéticos ou naturais interferem na participag&o do oxigénio
singlet, ou principalmente, atuam como inibidores da reagdo, fazendo papel de
doadores de hidrogénio ou aceptores de radicais livres. (RIBEIRO; SERAVALLI,
2007).

Ressaltando o sinergismo entre os antioxidantes, sintético e natural contidos
no tratamento 3, que tanto na analise de dienos, quanto na de trienos conjugados,
mostraram maior efeito antioxidante, em relagéo aos demais tratamentos no decorrer

dos 32 dias de experimento.
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6 Conclusao

Embora o antioxidante sintético tenha apresentado uma protecdo maior em
relacdo a amostra controle e ao tratamento contendo o extrato etandlico de semente
se chia, deve-se ressaltar que a mistura de TBHQ mais o extrato etanodlico de
semente de chia apresentou protecdo superior ao tratamento contendo apenas
TBHQ. Essa acéao deve ser atribuida ao sinergismo entre o TBHQ e os constituintes
da semente de chia.

Os resultados demonstraram que o0s extratos da semente de chia
apresentaram capacidade antioxidante e retardou a oxidacdo do 6leo de soja
submetido a oxidacdo forcada em estufa. A determinacdo do potencial antioxidante,
oriundo de produtos naturais impulsiona a realizacdo de novos estudos, bem como
as industrias de alimentos investirem em pesquisas, a fim de diminuir o uso da

concentracdo de antioxidantes sintéticos.
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