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RESUMO

No presente trabalho foram avaliados a a¢ao antioxidante do extrato de sementes de limao adicionado
ao 6leo de soja, submetido a termoxidagdo, e o seu efeito sinergistico com o antioxidante sintético terc-
butilhidroquinona (TBHQ). Desta forma, foram preparados os seguintes tratamentos: Controle, TBHQ
(50 mg.kg!), ESL (2.400 mg.kg"' Extrato de Sementes de Limao), Mistura 1 (ESL + 50 mg.kg' TBHQ) e
Mistura 2 (ESL + 25 mg.kg! TBHQ), que foram incubados a 180°C durante 20 horas. As amostras foram
coletadas nos intervalos de tempo de 0, 5, 10, 15 e 20 horas e analisadas quanto ao indice de per6xidos e
dienos conjugados. Os resultados obtidos das determinagdes analiticas foram estatisticamente estudadas pela
andlise de variancia e teste de Tukey a 5% de nivel de significincia, em esquema fatorial, no delineamento
inteiramente randomico. Verificou-se que o ESL e as Misturas 1 e 2 apresentaram capacidade de retardar
a oxidagdo lipidica, quando adicionados ao 6leo de soja. Entretanto, as Misturas 1 e 2 apresentaram um
maior poder antioxidante, o que comprova o efeito sinergistico dos antioxidantes em estudo.

Palavras-chave. extrato de sementes de liméo, indice de peréxidos, dienos conjugados, termoxidacéo.

ABSTRACT

The present study evaluated the antioxidant activity of lemon seed extract added to soybean oil, submitted
to thermoxidation, and its synergistic effect with synthetic antioxidant tertiary-butylhydroquinone (TBHQ).
For carrying out the proposed investigation, the following treatments were prepared: Control, TBHQ (50
mg.kg!), LSE (2.400 mg.kg"' Lemon Seed Extract), Mixture 1 (LSE + 50 mg.kg" TBHQ), and Mixture 2 (LSE
+ 25 mg.kg' TBHQ). These preparations were incubated at 80°C for 20 hours, and samples were collected
at time intervals of 0, 5, 10, 15, and 20 hours which were analyzed in regarding to peroxide indices and
conjugated dienes. The obtained results from the analytical determinations were statistically analyzed as for
variance analysis and Tukey test at 5% significance level, at factorial scheme, using completely randomized
experimental delineation. The LSE, Mixtures 1 and 2 presented the ability in delaying the lipid oxidation,
when added to the soybean oil. However, Mixtures 1 and 2 presented a highest antioxidant ability, and
thus proved the synergistic effect of these investigated antioxidants.

Key words. lemon seeds extract, peroxide index, conjugated dienes, thermoxidation.
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INTRODUCAO

A soja é um produto agricola de grande interesse mundial
gracas a versatilidade de aplicagao de seus produtos na
alimenta¢ao humana e animal e ao seu valor econdémico
nos mercados nacional e internacional'.

O Brasil é responsdvel por cerca de 28% da
produgdo mundial de soja, com a safra de 2006 estimada
ao redor de 57 milhoes de toneladas. O pais é o segundo
maior produtor e exportador mundial de soja em grao,
farelo e dleo de soja’.

O 6leo de soja, um dos mais sauddveis em seu
segmento, contém em sua composi¢do o maior teor de
acidos graxos poli-insaturados, sendo mais abundantes
os 4cidos linoleico e linolénico, que sdo essenciais ao
organismo e, como nao sao sintetizados pelo corpo
humano, devem ser ingeridos através dos alimentos®.

O retardo ou a preven¢ao da oxidagao lipidica,
uma das principais causas de deteriora¢do no processo
de aquecimento de dleos vegetais, pode ser realizado
pela adi¢do de antioxidantes, que mantém a qualidade
do alimento®. No entanto, o emprego de antioxidantes
sintéticos na industria de alimentos tem sido alvo de
questionamentos quanto a sua inocuidade. Sendo
assim, pesquisas sdo realizadas em busca de compostos
naturais que apresentem esta propriedade funcional,
podendo atuar como alternativa para prevenir a
deterioragao oxidativa de alimentos e diminuir o uso
dos antioxidantes sintéticos.

O TBHQ ¢ considerado o melhor antioxidante
sintético para 6leos sob temperaturas elevadas, pois resiste
ao aquecimento. Estudos toxicolégicos tém demonstrado
a possibilidade desse antioxidante apresentar efeito
carcinogénico em experimentos com animais’. Por esse
motivo, o uso de antioxidantes sintéticos é restringido
em varios paises, visto que existe a possibilidade de terem
efeitos indesejaveis para a saide humana®.

O TBHQ nio é permitido no Canadd e na
Comunidade Econémica Européia’. No Brasil, o uso de
antioxidantes é controlado pelo Ministério da Satide que
limita 200 mg.kg™' para BHA e TBHQ e 100 mg.kg™ para
BHT como concentragdes méaximas permitidas®.

Por vérias décadas os pesquisadores tém
demonstrado um grande interesse em identificar e isolar
antioxidantes naturais, devido a rejeicdo de aditivos
sintéticos em alimentos’. Dentre as indmeras fontes de
antioxidantes naturais estao incluidos cereais’, sementes e
casca de frutas citricas'’, cogumelos'!, ervas e especiarias'?
e plantas medicinais®.

O limao é uma fruta citrica rica em vitaminas,
principalmente vitamina C, fibras e potdssio'. E
extensamente cultivado em pomares e viveiros, pois
induz a maturagao precoce das frutas, proporcionando
melhores pregos no inicio da safra. E utilizado para a
fabricaciao de sucos naturais e concentrado, além de ser
tecnologicamente usado como flavorizante em alimentos,
devido ao 6leo essencial presente em sua casca.

O Brasil se destaca como o segundo maior
produtor de frutos citricos e o maior exportador de sucos
citricos. A produgdo brasileira de limdo esta localizada
no Estado de Sdo Paulo, sendo o primeiro produtor
destes frutos, representando 81,3% da produgdo,
seguido pelo Rio de Janeiro e Bahia com 3,9 e 2,7%,
respectivamente's.

Grande parte do residuo sélido das sementes de
limao é uma fonte inexplorada de 6leo que pode alcangar
55% de rendimento’. Este 6leo pode ser aproveitado pela
industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. As
frutas citricas sao conhecidas por conterem antioxidantes
naturais na polpa, nas sementes e na casca'’.

Tendo em vista os indicios de problemas que
podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes
sintéticos, varios estudos tém sido conduzidos com a
finalidade de substitui-los por antioxidantes naturais ou
fazer associac¢des entre eles, com o intuito de diminuir
sua quantidade nos alimentos'®. Além disso, estudos
epidemioldgicos sugerem que antioxidantes naturais
podem ser benéficos ao organismo humano, prevenindo
doengas’, porém faz-se necessirio submeter estes
antioxidantes a testes toxicoldgicos.

Considerando o elevado consumo de alimentos
fritos, o interesse em reduzir as alteragdes que ocorrem
no 6leo durante o processo de aquecimento e o estimulo
a substitui¢do ou diminui¢ao do uso de antioxidantes
sintéticos, torna-se necessario estudar aacdo antioxidante
do extrato de sementes de limdo adicionado ao 6leo de
soja sob termoxi¢ao e também o seu efeito sinergistico
com o antioxidante sintético TBHQ, atualmente
utilizado pelas industrias de alimentos com a finalidade
de retardar as alteragdes oxidativas.

MATERIAL E METODOS

= Sementes de limao

As frutas maduras, variedade galego, foram provenientes
de uma planta¢ao na regiao de Itajobi/SP, colhidas em
Janeiro de 2007. Os limdes foram cortados pela metade e
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as sementes retiradas manualmente e, em seguida, lavadas
ligeiramente com dgua destilada para remover restos de
polpas e acgucares soluveis provenientes das frutas. As
sementes foram secas em estufa, com circulagdo de ar
forgada, a 45°C por 24 horas para redugao do teor de
umidade abaixo de 10%. Depois, foram armazenadas
em recipientes pldsticos, vedados com tampas de rosca e
devidamente rotulados, para andlises posteriores.

= Oleo de soja

Paraarealizagdao do experimento foi utilizado 6leo de soja
refinado, sem adi¢ao de antioxidantes sintéticos (TBHQ
e acido citrico). Utilizaram-se embalagens contendo 900
mL de 6leo de soja, processado pela empresa Cargill
Agricola S/A, Uberlandia-MG.

= Antioxidantes

O antioxidante sintético utilizado foi o terc-
butilhidroquinona (TBHQ), apresentado na forma em
po, fornecido pela empresa Danisco S/A.

O extrato metandlico de sementes de limao
foi obtido de acordo com a metodologia descrita por
Pereira'®. As sementes de limao desidratadas e trituradas
(10 g) foram mantidas sob agitacio permanente
com metanol (100 mL) a temperatura ambiente
(25 + 2°C), durante seis horas e, em seguida, a mistura
foi centrifugada a 3.000 rpm, por dez minutos. Apés
a transferéncia do sobrenadante, o precipitado foi
novamente submetido ao processo de extracdo nas
mesmas condigoes anteriormente explicitadas, e os
sobrenadantes resultantes da extracao foram combinados.
Em seguida, procedeu-se a remocgao do solvente utilizado
para a obten¢ao do extrato metandlico, sob pressao
reduzida a 40°C. O extrato seco foi pesado e ressuspenso
em metanol, obtendo-se solu¢do-estoque contendo um
grama de extrato metanélico para cada dez gramas de
solvente metanol (1:10), utilizada para aplicacido direta
no 6leo de soja.

= Ensaio experimental

Foram submetidos a termoxidagdo os seguintes
tratamentos, conduzidos com duas repeti¢oes: i) 6leo
de soja sem adi¢ao de antioxidantes sintéticos e acido
citrico (Controle), ii) 6leo de soja com adi¢dao de 2.400
mg.kg! de extrato de sementes de limao (ESL), iii) éleo
de soja com adi¢ao de 50 mg.kg' de TBHQ (TBHQ),
iv) 6leo de soja com adi¢do da mistura de antioxidantes,
ou seja, 2.400 mg.kg" de extrato de sementes de limao e
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50 mg.kg"' de TBHQ (Mistura 1) e v) 6leo de soja com
adi¢ao da mistura de antioxidantes, ou seja, 2.400 mg.kg™!
de extrato de sementes de limao e 25 mg.kg"' de TBHQ
(Mistura 2).

Os tratamentos foram realizados em chapa
aquecida, utilizando-se béqueres de 50 mL contendo 30
mL de amostra com rela¢do superficie/volume 0,4 cm™.
A temperatura foi monitorada a 180 + 5°C.

O experimento foi conduzido de modo
descontinuo, sendo realizadas 10 horas de aquecimento
por dia, cujas amostras foram tomadas nos periodos de
tempo 0, 5, 10, 15 e 20 horas. As amostras, nos diferentes
intervalos de tempo, foram recolhidas em frasco &mbar,
inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a
temperatura de aproximadamente -18°C até o momento
das andlises.

= Métodos

Com o objetivo de determinar as alteragoes oxidativas
primdrias, utilizaram-se anélises de per6xidos e dienos
conjugados para a avaliagao das amostras obtidas durante
a termoxidacao.

= Indice de peréxidos

Denomina-se indice de perdxidos a quantidade de
oxigénio ativo, calculada em miliequivalentes, contida
em um quilograma de 6leo, medida a partir do iodo
liberado do iodeto de potdssio pelos peréxidos presentes
no 6leo. Esse indice foi determinado segundo a norma da
AOCS Cd 8-53".

= Dienos conjugados

Este método determina dienos conjugados presentes na
matéria graxa, expressos como porcentagem de dcidos
diendicos conjugados, ap6s leitura da absorbancia a 233
nm. A determina¢do de dienos conjugados foi efetuada
de acordo com o método oficial AOCS Ti la-64".

= Delineamento experimental
Para as amostras submetidas a termoxida¢ao foram
considerados o0s seguintes fatores: Tratamentos
(Controle, ESL, TBHQ, Mistura 1 e Mistura 2) e Tempos
de aquecimento (0, 5, 10, 15 e 20 horas).

Os resultados obtidos para indice de peréxidos
e dienos conjugados, em duas repeti¢des, foram subme-
tidos a andlise de variancia para determinar a influéncia
dos fatores sobre a alteracao das amostras de dleos sub-
metidos a termoxidagdo. O experimento foi realizado em
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esquema fatorial 5 x 5, no delineamento inteiramente
casualizado®. A andlise de variancia e o teste de Tukey
para as médias a 5% foram obtidos por meio do pro-
grama ESTAT — Sistema para Andlises Estatisticas, ver-
sdao 2.0%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

= Indice de peré6xidos
A Tabela 1 apresenta as médias de indice de perdxidos
e dienos conjugados para a interagdo tratamentos X
tempos de aquecimento. Observa-se que houve um
acréscimo no indice de peréxidos para os tratamentos até
o tempo de 20 horas de termoxidagao, havendo diferenca
significativa entre os tempos de aquecimento.

Nota-se que no tempo inicial o ESL apresentou
maior agdo protetora ao 6leo, seguido da Mistura 2 e
TBHQ. De 5 até 15 horas de aquecimento, os teores de
perdxidos dos tratamentos ESL, Mistura 1 e Mistura 2
nao diferiram significativamente, apresentando-se mais
eficientes na prote¢dao do 6leo, com relacdo a formagao
de peréxidos.

Os tratamentos ESL, TBHQ, Misturas 1 e 2
reduziram a formacio de perdxidos em 47%, 34% e
36%, respectivamente, as 15 horas a 180°C. Verifica-se
que a adigao do extrato metandlico de sementes de limao
ao 6leo de soja foi tao eficiente quantoas misturas de
antioxidantes, contra a formacao de peréxidos.

No final do processo os tratamentos estudados
nao diferiram estatisticamente do controle. Os
perdxidos, por serem instdveis, sao rapidamente
formados e quebrados em compostos menores. Apds
20 horas de aquecimento, encontram-se dentro da
margem permitida pelas normas que regulamentam a
adequacao de dleo de soja refinado para consumo no
Brasil, a Portaria 482/99-ANVISA, que estabelece o
limite mdximo de 10 meq.kg" de 6leo*.

Andreo® verificou que o TBHQ apresentou
maior a¢do protetora ao dleo, seguido do extrato natural
de gengibre e da mistura de extrato com TBHQ. Porém,
estes tratamentos tiveram uma rdpida perda da agdo
antioxidante a 180°C, mas o TBHQ foi o primeiro a
perder sua eficiéncia contra a formagao de peréxidos no
6leo termoxidado.

Tabela 1. Médias de indice de peréxidos e dienos conjugados para a interacdo tratamentos x tempos de

aquecimento

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos
0 5 10 15 20

indice de peréxidos (meq.kg™)

Controle 1,95¢A 5 AR 7,674 8,87bA 10,0534
ESL 1,65¢8 2,7549¢ 3,67 4,66°¢ 10,054
TBHQ 1,85¢48 3,92 4,75 5,8508 10,084
Mistura 1 1,90¢A 2,059 3,61¢ 5,69b¢ 10,1924
Mistura 2 1,76+ 2,904¢ 3,37« 5,66°¢ 10,112~
Dienos conjugados (%)

Controle 0,28 0), 75 1,674 2,19bA 3 02
ESL 0,27 0,619 1,524 1,848 2,49
TBHQ 0,24¢A 0,6598 1,684 2,240A 2,934
Mistura 1 0,265 0,527 1,05 1,545¢ 2,24
Mistura 2 0,24 0,49% 1,79 1,52b¢ 2,19:¢

Controle: 6leo de soja; ESL: extrato de sementes de limdo (2.400 mg.kg™"); TBHQ: terc-butilhidroquinona (50 mg.kg™); Mistura 1: ESL (2.400 mg.kg™")

+ TBHQ (50 mg.kg™"); Mistura 2: ESL (2.400 mg.kg™) + TBHQ (25 mg.kg™).

a, b... (linha) - médias seguidas de mesma letra mintscula nao diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
A, B... (coluna) - médias seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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= Dienos conjugados

O acompanhamento dos espectros de absor¢ao na faixa
do ultravioleta das amostras de 6leo fornecem uma
boa indicagao das alteragoes que ocorrem durante o
processo oxidativo. Por serem instdveis, os perdéxidos
sdo rapidamente formados e quebrados em compostos
menores, porém, os dienos conjugados que se formam
concomitantemente permanecem no 6leo aquecido®.

De acordo com a Tabela 1, observa-se que houve
um acréscimo nos valores de dienos conjugados para
todos os tratamentos, com o aumento do tempo de
aquecimento.

Verifica-se que no inicio (0 hora) nao houve
diferenca de dienos conjugados nos tratamentos
utilizados. Esta diferenca comecou a ser detectada
estatisticamente apenas a partir de 5 horas. Observa-se no
tempo de aquecimento de 10 horas, que os tratamentos
ESL e TBHQ néo foram eficientes contra a formagdo de
dienos conjugados, pois ndo diferiram do controle.

Os tratamentos ESL, Mistura 1 e Mistura 2
demonstraram desempenhos estatisticamente dife-
rentes ao controle a ao TBHQ somente a partir de
15 horas de termoxidagdao. No final do processo, a
atividade antioxidante das Misturas 1 e 2, destacaram-
se, apresentando menores niveis de dienos conjugados
que o ESL. O TBHQ nao diferiu do controle em todos os
tempos de aquecimento.

Ao final do processo, as Misturas 1 e 2 foram
capazes de reduzir em 26 e 27%, respectivamente, a
formagao de dienos conjugados e o ESL reduziu em
apenas 17% a formacao destes compostos.

Ramalho e Jorge* encontraram valores de dienos
conjugados semelhantes aos determinados no presente
trabalho, para o éleo de soja termoxidado a 180°C. Os
valores de dienos conjugados para o 6leo de soja no
tempo inicial e apds 10 horas de aquecimento, foram de
0,26 e 1,61%, respectivamente.

CONCLUSAO

A capacidade antioxidante das Misturas 1 (ESL + 50
mg.kg' TBHQ) e 2 (ESL + 25 mg.kg' TBHQ), superou o
ESL e o TBHQ, adicionados ao 6leo de soja na dosagem
de 50 mg.kg™. Portanto, o efeito sinergistico foi constatado
entre os antioxidantes testados durante a termoxidacao.
O tratamento Mistura 2 pode ser sugerido como
uma prética tecnologicamente vidvel para reduzir a
degradacao oxidativa de 6leos e gorduras, pois a ac¢ao
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antioxidante dos tratamentos testados neste estudo foi:
Mistura 1 = Mistura 2> ESL > TBHQ > Controle.
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