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RESUMO

O Oleo extraido da linhaca, a semente do linho (Linum usitatissimumL.), contém
elevado teor de acidos graxos poliinsaturados (&cido oleico, linoleico e linolénico) os quais 0
torna susceptivel a oxidacdo. Como a oxidacdo € um fator critico inerente aos 6leos vegetais,
este trabalho visou contribuir com dados de estabilidade térmica e oxidativa do Gleo de
linhaca, aditivado ou ndo como antioxidante quercetina, submetido a foto-oxidacdo por um
periodo de 15 dias. O processo oxidativo foi avaliado pelos pardmetros quimicos indice de
acidez e indice de peroxidos, assim como por espectroscopia UV-Vis, IV e RMN de *H. Os
resultados mostraram que a metodologia adotada para a foto-oxidacdo em camara clara
(temperatura ambiente; 115,2 Lux; 15 dias) foi eficiente, pois o dleo apresentou sinais tipicos
de degradacéo, como a formacdo de acidos graxos livres, peroxidos e dienos conjugados. A
presenca de compostos secundarios de oxidacdo como os volateis que geram o denominado de
rango e o processo de polimerizacdo por formacdo de ligacbes cruzadas também foram
observados. As andlises estatisticas confirmaram que quanto maior o tempo de exposicdo,
aliado a presenca de luz, maior a facilidade de ocorrer degradacdo. Avaliou-se também o
efeito protetor da adicdo de agentes antioxidantes (TBHQ e quercetina) no 6leo durante a
foto-oxidacdo. Os resultados indicaram que os mesmos ndo evitaram a formacdo de acidos
graxos livres, perdxidos e dienos conjugados, mas impediram a formagdo dos compostos

secundarios do ranco e o processo de polimerizagéo.

Palavras chave: 6leo de linhaca; foto-oxidacdo; agentes antioxidantes.



ABSTRACT

The linseed oil, obtained from the flax’s seed (Linum usitatissimum L.) contains high
levels of polyunsaturated fatty acids as oleic, linoleic and linolenic acid, which makes it
susceptible to oxidation. As oxidation is a critical factor inherent to vegetable oils, this study
intends to contribute with data from thermal and oxidative stability of linseed oil, with and
without the antioxidant quercetin subject photo-oxidation for a period of 15 days. The
oxidative process was evaluated by chemical parameters acidity index (Al), peroxide index
(IP) and spectroscopic UV-Vis, IR and *H NMR. The results showed that the methodology
adopted for the photo-oxidation in light box (at room temperature; 115.2 Lux and 15 days)
was effective because there was oil degradation. The statistical analyzes confirmed that the
greater the exposure time, and this coupled with the presence of light, the more easily occurs
the degradation process. Was also evaluated the effect of adding quercetin and TBHQ
antioxidant in the oil during photo-oxidation. The results showed that they did not prevent the
formation of free fatty acid, peroxides and conjugated dienes, but prevented the formation of
secondary oxidation compounds as volatile generating the rancidity, and the polymerization

characterized by crosslinking.

Keywords : linseed oil, photo—oxidation, antioxidant agents.
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1 INTRODUGCAO
1.1 Justificativa

O Brasil é um pais que possui uma extensa area territorial, aléem de clima tropical e
subtropical, o que favorece o plantio de uma ampla diversidade de espécies produtoras de 6leo
vegetal.

Os bleos vegetais sdo matérias primas renovaveis e apresentam diversas aplicacoes
pelo fato de possuirem ampla disponibilidade, baixo custo, facilidade de processamento, baixa
toxicidade, baixo indice de formacdo de residuos durante a producdo e, sobretudo, pela
possibilidade de serem biodegradaveis, acarretando em uma menor geracao de residuos para o
meio ambiente.

O dleo de linhaca (Linum usitatissimun L.) € um dos mais empregados na industria
por apresentar ampla aplicacdo: é considerado um dos mais importantes 6leos secantes pois
apresenta em sua composicdo elevado indice de insaturacdo que lhe confere alta reatividade
quimica, principalmente com o oxigénio do ar, garantindo assim um melhor desempenho no
que diz respeito a preparacdo de resinas, vernizes e polimeros quando comparado a outros
6leos, além de ser usado na industria de alimentos, na formulacdo de tintas, sabdes e cremes.
Contudo a presenca de agentes oxidantes como O, luz e calor no ambiente pode interferir na
composicdo do 6leo de linhacga, tornando-o vulneravel a sofrer processos de degradacao (auto-
oxidacdo, foto-oxidacdo e termo-oxidacdo). Para avaliar o processo degradativo sdo utilizadas
técnicas titulométricas que além de serem limitadas, sdo trabalhosas e demoradas, e técnicas
espectroscdpicas que sdo mais rapidas, precisas e geram um grande numero de informacGes
sobre a estrutura da molécula em um curto periodo de tempo e fornecem resultados confiaveis
sobre o real estado oxidativo dos 6leos vegetais. A adicdo de antioxidantes nos 6leos vegetais
se torna necessaria para prolongar a vida-de-prateleira dos mesmos, portanto ao adiciona-los
pode-se promover uma protecdo efetiva no sistema. As andlises estatisticas, ajudam a
interpretar os dados e demonstrar quais sdo os fatores que realmente produzem efeitos
significativos nas respostas de um sistema.

Neste contexto este trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade do 6leo de
linhaca submetido a foto-oxidagdo, na presenca e auséncia de quercetina que é um agente

antioxidante natural, por técnicas fisico-quimicas e espectroscopicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Oleos Vegetais

2.1.1 Definicéo

Os 6leos vegetais sdo extraidos de diferentes plantas oleaginosas e sdo utilizados
principalmente como fonte de alimento e na producdo de cosméticos, lubrificantes, tintas,
farmacos e biodiesel, entre outros. Juntamente com as proteinas e os carboidratos, sdo fontes
de energia, apresentando grande importancia para a industria, na producdo de acidos graxos,
glicerina, lubrificantes, carburantes, biodiesel, além de inimeras outras aplicacbes (REDA &
CARNEIRO, 2007).

Oleos e gorduras juntamente com as ceras s&0 compostos que fazem parte da familia
dos lipidios, os quais constituem um grupo quimicamente heterogéneo de substancias
insollveis em agua (hidrofobicas), mas sollveis em solventes apolares (LEHNINGERet al,
1995).

Os oleos além de triacilglicerois (TAGS), contém varios componentes em menores
proporcgdes, como mono e diglicerideos (importantes como emulsionantes); &cidos graxos
livres; tocoferdis (importantes antioxidantes); proteinas, esterois e vitaminas (FARIA et al,
2002).

Segundo a Resolugdo RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, dleos e gorduras
vegetais sdo os produtos constituidos principalmente de glicerideos de acidos graxos de
espécie(s) vegetal(is) e que podem conter pequenas quantidades de outros lipideos como
fosfolipideos, constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres naturalmente presentes no
6leo ou na gordura. A diferenca entre 6leos e gorduras é que os 6leos vegetais se apresentam
na forma liquida a temperatura de 25°C e as gorduras vegetais se apresentam na forma sélida
ou pastosa a temperatura de 25°C (ANVISA, 2005).

2.1.2 Composigéo e Estrutura

Os Oleos vegetais sdo constituidos majoritariamente por triacilglicerdis, que séo
compostos por trés fragmentos de &cidos graxos idénticos ou diferentes- AG (acidos
carboxilicos) unidos por ligacdo ester com uma molécula de glicerol (LEHNINGERet al,
1995). Cada um destes acidos graxos pode conter diferentes nimeros de &tomos de carbono,
bem como diferentes graus de insaturacdo (duplas ligacdes) (MORETTO; FETT, 1998). Os
acidos graxos contribuem de 94 a 96% do peso total de uma molécula de triglicerideo no 6leo
(MAYES, 1994 apud MOREIRA, 1999).
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A Figura 1 apresenta esquematicamente um acido graxo (onde R representa a cadeia
carbdnica), o glicerol e a estrutura geral de um triglicerideo.

Figura 1- Representacdo esquematica de um &cido graxo e o glicerol (A), Estrutura geral de um triacilglicerol
(R1, R2, R3 = grupo alquil saturado ou insaturado; podendo ser igual ou diferente) (B).

H
|
P H-C—
Acido graxo Ton _ A
H-C—0H Glicerol
I H—? OH
H-0—C—R |
R1 NS
R2
Triacilglicerol

Fonte: MAYES, 1994 apud MOREIRA, 1999.

Na Figura 2 estdo representados os produtos da reacdo de uma molécula de glicerol
(glicerina) com até 3 moléculas de acidos graxos. A reacdo no sentido direto (—) € chamada
“reacdo de esterificacao”. Os glicerideos sdo ésteres de glicerol. No sentido inverso («—) a

reagdo ¢ dita “reag¢do de hidrélise”. Assim, os &cidos graxos podem ser obtidos pela hidrolise
dos glicerideos (RODRIGUES, 2008).

Figura 2 - Reagdo de Esterificacdo do glicerol na reacdo direta e Hidrdlise do trigliceridio podendo formar
acidos graxos na reacdo inversa.

OH OO0OCR OOCR
RCOOH RCOOH
HO OH ==——=— HO OH ———————— HO OOCR
H-,0
- ) H,O )
GLICEROL MONOGLICERIDEO DIGLICERIDEO
OOCR OO0OCR
RCOOH
HO O0OCR RCOO O0OCR
H,O
DIGLICERIDEO TRIGLICERIDEO

Fonte: RODRIGUES, 2008.

Os AGs sdo geralmente representados pelo simbolo Cx:y(z), em que Cx indica o

naumero de atomos de carbono que forma a cadeia linear; y e z indicam a quantidade de duplas
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ligacGes existentes na molécula e sua(s) posicdes, respectivamente (MAHAN & ESCOTT-
STUMP, 2010 apud FASSINA 2011). A Tabela 1 mostra alguns dos principais acidos graxos

presentes na composicao dos 6leos vegetais.

Tabela 1 - Simbologia, nomenclatura e estrutura molecular dos principais &cidos graxos presentes na
composicdo dos 6leos vegetais.

Simbolo Nomenclatura sistematica/usual Estrutura molecular
[Cx:y(2)] ]
16:0 Hexadecandico/ Acido palmitico A
PAVAV A VAN
18:0 Octadecanoico/ Acido estearico A
PR VaVAV AN AN AVAVAVAN
18:1 (9) Cis 9- Octadecanoico/ Acido !
oleico HOMVW
18:2 (9,12) Cis, cis 9,12 — Octadecadienoico/ w
Acido linoleico HO T
18:3 (9,12,15) Cis, cis, cis 9, 12, 15- — = = COOH
Octadecatrienoico/ Acido linolénico VIVIVTWVWAWY

Fonte: LOPES, 2009.

A Tabela 2 apresenta alguns 6leos vegetais comuns e as percentagens respectivas dos

acidos graxos que os compdem, incluindo o 6leo de linhaca.

Tabela 2 - Composicao de acidos graxos (% em massa) de alguns dleos vegetais.

] Oleo de Oleo de ] Oleo de Oleo de
Acidos Estrutura Mamona Linhaca Oleo de Soja (%) Girassol
Graxos (%)* (%)** | Palma (%) ja (o (%)
Acido C16:0 1-2 4-10 39 12 6

pa]mltlco

Acido C18:0 09-2 28 5 4 4

es@earlco

Acido c18:1 29-6 10— 24 45 24 17

oleico

Acido C18:2 3.5 1219 9 53 73
linoleico
_Acido C18:3 0-05 48— 60 ; 7 -

linolénico
_Acido c18:1 88 ; ; - -
ricinoleico

Fonte: MARQUETTI et al, 2007* Segundo Campestre, ** segundo Mills & White (1994), apud Fonseca (2009)
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2.1.3 Oleos Vegetais e a Satide Humana

Segundo Sizer e Whitney (2003) e Olszewer e Naveira (1997), os &cidos graxos
linolénico, linoleico e oleico, sdo agrupados em familias conhecidas como 6mega,
pertencendo a familias dmega 3, 6mega 6 e dmega 9, respectivamente. Essas familias dmega
sdo gorduras poliinsaturadas que fazem parte de um grupo de acidos graxos essenciais a vida
por ajudarem na reducdo dos niveis de colesterol no sangue e desempenharem funces
fisiolégicas fundamentais nos seres vivos. Como ndo sdo produzidos pelo corpo humano
devem ser supridos pela dieta. A Figura 3 representa a estrutura quimica e a classificacao dos

acidos graxos linolénico, linoleico e oleico respectivamente acidos 6mega 3, 6 € 9.

Figura 3 -Estrutura e classificacdo dos acidos graxos linolénico, linoleico e oleico

HO

Acido linolénico (dmega 3) — 18:3 (n — 3), onde (n — 3) indica a posi¢ao da ultima dupla

ligacdao em relagdo ao ultimo carbono da estrutura e o “18:3” se refere ao nlimero de carbonos e a
presenca das 3 duplas ligacdes na estrutura.

1
CH3 w
18

Acido linoleico (6mega 6) — 18:2 (n — 6), onde (n — 6) indica a posicdo da Gltima dupla
ligacdo em relagdo ao ultimo carbono da estrutura e o “18:2” se refere ao nlimero de carbonos e a
presenca das 2 duplas ligagOes na estrutura.

2 (
o —g CH3 ®
HO™ 1 9 18
Acido oleico (6mega 9) — 18:1 (n — 9), onde (n — 9) indica a posi¢&o da Gltima dupla
ligacdo em relacdo ao Ultimo carbono da estrutura e o “18:1” se refere ao niimero de carbonos e a
presenca da dupla ligagdes na estrutura.

Fonte: FASSINA, 2011.

2.2 Linhaga (Linum usitatissimun L.)

De origem asiatica, o Linum usitatissimun L., que pertence a familia das Linaceas, €
uma das herbaceas mais antigas da historia da humanidade e deriva da semente do linho
(REDA & CARNEIRO, 2007; LOPES, 2009). Ha aproximadamente 7.000 anos era cultivada
na Babil6nia, Mesopotamia e Egito e, desde entdo, vem sendo cultivada em quase todos 0s
lugares do mundo, crescendo em climas tropicais, mas, principalmente, em climas temperados
(LOPES, 2009).
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A planta da linhaca é caracterizada por apresentar uma altura entre 40 e 80 cm, caule
reto, folhas alongadas e estreitas (Figuras 4a e 4b) e flores de coloragdo azul-claro com cinco
pétalas (Figura 4c). O fruto é uma cépsula globulosa de coloragdo marrom (Figura 4d),
também conhecida como cachopa, que contém de sete a onze sementes. A semente da linhaca
(Figura 4e) é pequena, plana e oval e com borda pontiaguda (GALVAO, 2009). Apresenta
textura lisa e brilhante e, um sabor levemente amargo. Sua cor pode variar de marrom-
avermelhado ao amarelo brilhante, em funcdo do teor de pigmento de cada variedade.
Excetuando-se o teor de pigmentos, ndo ha, contudo, diferengas significativas entre as
composicdes dos dois tipos de sementes (linhaca marrom x dourada), pois ambas contém os
mesmos nutrientes e mantém o mesmo potencial funcional (LOPES, 2009).

Figura 4 - (a) Plantacdo da linhaga; (b) Linhaga apds colheita; (c) Flores da linhaca; (d) Capsula globulosa
madura e (e) Sementes de linhaca marrom e dourada.

o

Fonte; GALVAO, 2009.

A linhaga é classificada como uma semente oleaginosa em virtude de seu elevado
teor de lipidios (36 a 42%). Esse Oleo constitui uma das maiores fontes de acido linolénico
(18:3) cerca de 48 a 60%, seguida do acido oleico (18:1) com valores de 10 a 24%, o &cido
linoleico (18:2) variando de 12 a 19%, além de fra¢gBes minoritérias de outros acidos graxos
como palmitico ( 4 a 10%) e esteéarico (2 a 8%) como mostrado na Tabela 2 (GALVAO,
2009).

Além de acidos graxos, a linhaca apresenta fibras soltveis e insoluveis, das quais se

destaca a lignana, um fitoestrogeno com acgdo benéfica semelhante ao do horménio feminino
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estrogénio (GALVAO, 2009). O contetdo de proteinas na semente seca pode variar de 21 a
26% (sendo a albumina e a globulina as principais proteinas). Apresenta ainda vitaminas
hidrossoluveis e lipossoltveis, com destaque para a vitamina E, que na linhaca esta presente
primariamente como gama-tocoferol (TRUCOM, 2006). A vitamina E atua na linhaga como
um antioxidante biolégico de forma a prevenir a degradacdo dos acidos graxos
poliinsaturados presentes no 6leo (BOZAN e TEMELLI, 2008).

O 6leo de linhaca tem uma coloracdo amarelo-dourado, marrom ou &mbar, e deve ser
prensado a frio, pois a temperatura € uma variavel determinante para acelerar o processo de
oxidacdo do OGleo obtido. Além disso, observa-se que com a prensagem na faixa de
temperatura de 40 a 45 °C é possivel obter rendimentos maiores em termos de quantidades de
6leo, comparado a prensagem a 25 °C (TRUCOM, 2006).

Desde o inicio do seculo XV, o 6leo de linhaca tem sido utilizado como 6leo secativo
em tintas artisticas, esta caracteristica esta diretamente relacionada as insaturacdes que Ihes
conferem reatividade quimica, principalmente com o oxigénio do ar (auto-oxidagdo) e
capacidade de polimerizacdo, portanto ele apresenta bom desempenho na preparagéo de
resinas e vernizes (DERKSEN et al, 1996).

A producdo mundial de linhaga encontra-se entre 2.300.000 e 2.500.000 toneladas
anuais. O Canada destaca-se com a maior producdo até dezembro de 2009 (FLAX
COUNCILOF CANADA, 2010), seguido pelos Estados Unidos, india, China, Ucrania,
Russia, Bélgica, Franca e Alemanha (TRUCOM, 2006). Na América do Sul, os maiores
produtores sdo a Argentina, com cerca de 80.000 ton/ano e o Brasil, que apresenta baixa
producdo, com cerca de 21.000 ton/ano (JACINTO,2007). No Brasil, o plantio ocorre no
outono, periodo compreendido entre 0s meses de abril a junho, principalmente no Rio Grande
do Sul, sendo que a colheita se d& na primavera e no verdo (LOPES, 2009).

Na industria, a linhaca desempenha um papel muito importante. As fibras retiradas
do caule sdo utilizadas na producdo de um tecido muito valorizado no mercado, o linho
(RENNEBAUM et al. 2002). As sementes podem ser utilizadas para producdo de Oleo e
farelo, sendo utilizado como suplemento alimentar, adicionada em pées, bolos e biscoitos, ou
ainda cruas aos cereais, proporcionando equilibrio nutricional (LOPES, 2009). O farelo pode
ser produzido para o consumo humano ou mais comumente, ser utilizado como matéria-prima
para producio de racbes animais (GALVAO, 2009). Medicinalmente, sdo utilizadas na
prevencdo de disturbios gastricos, indigestdo, Ulceras duodenais, atuando também como
laxante suave (LOPES, 2009).
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O 6leo pode ser encontrado encapsulado ou engarrafado para fins alimenticios e
também ¢é vendido como matéria-prima para empresas produtoras de sabdes, cosméticos,
tintas, vernizes, resinas, materiais poliméricos e outros fins industriais (BICKERT, LUHS e
FRIEDT, 1994).

2.3 Processos de deterioracdo de 6leos vegetais

A oxidacdo € a reacdo mais importante do ponto de vista da qualidade de Oleos e
gorduras e pode ocorrer durante a estocagem da matéria prima, processamento, tratamento
térmico e estocagem do ponto final, quando esses sdo expostos a fatores ambientais como ar,
luz e temperaturas elevadas (MORETTO & FETT, 1998). Os processos de oxidacdo de
substancias organicas sdo uma das principais causas de reducdo do prazo de validade dos
produtos alimenticios industrializados bem como das matérias-primas em geral, alterando nao
somente a qualidade nutricional, mas também a integridade e seguranca dos alimentos
tornando-os impréprios para o consumo devido a formacdo de substancias potencialmente
toxicas (BOBBIO & BOBBIO, 1992 apud DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004;
NAWAR apud FENNEMA, 1996). Diferentes mecanismos quimicos sdo responsaveis pela
oxidacdo dos 0leos vegetais, dependendo do tipo de oxigénio que reage com esses 6Oleos. O
oxigénio atmosférico (*0,), chamado de triplete, reage com radicais lipidicos e promove a
auto-oxidacdo, que é uma reacdo em cadeia via radicais livres. A foto-oxidacdo é promovido
pela luz na presenca de sensibilizadores como a clorofila, no qual estes absorvem energia e
transferem para o oxigénio triplete (°0,), convertendo-o em oxigénio singlete (*O,) que reage

diretamente com as duplas ligacdes.

2.3.1 Auto-oxidagao

E o principal mecanismo de oxidacdo dos 6leos e gorduras. A auto-oxidacdo é uma
reacdo em cadeia envolvendo o oxigénio triplete (*0) que ocorre em trés estagios: iniciacdo,
propagacao e terminacdo. As razdes para ocorrer este processo estdo relacionadas a presenga
de ligacdes duplas nas cadeias de varias substancias graxas, temperatura, ions metalicos e
radicais livres (FREEDMAN & BAGBY, 1989). Os pontos mais propensos a oxidacdo nos
acidos graxos insaturados, podem ser visualizados na Figura 5.
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Figura 5 — As posi¢des nas cadeias graxas mais propensas a oxidacdo apresentam-se marcadas com um circulo
pontilhado.

Acido Oléico
9]
17 15 1312 10_ 9 7 5 3
e N T N T e S T~OH
I T

Acido Linoléico

17 14 11 8

Acido Linolénico
Fonte: DANTAS, 2010.

As posicoes alilicas, em relacdo as duplas ligacGes presentes nas cadeias dos acidos
graxos, sdo efetivamente susceptiveis a oxidacdo. No entanto, as posi¢Ges bis-alilicas em
acidos graxos poli-insaturados de ocorréncia natural, tais como os &cidos linoleico (duplas
ligacGes em C9 e C12, gerando uma posicao bis-alilica em C-11) e linolénico (duplas ligacdes
em C9, C12 e C15, gerando duas posicBes bis-alilicas em C-11 e C-14) sdo ainda mais
susceptiveis a auto-oxidacgdo, isto ocorre devido a facilidade de abstragdo de hidrogénio e
consequente formacédo de radicais nestas posicdes, que sdo ainda confirmadas pelas energias
de dissociacdo da ligacdo C-H, sendo 96, 85, e 76 Kcal/mol, para o monoinsaturado, di-
insaturado (uma posi¢éo bis-alilica - C11) e tri-insaturado (duas posigdes bis-alilicas - C11 e
C14), respectivamente. As energias tendem a decrescer a medida que se formam
intermediarios de reacdo mais estaveis (KNOTHE, 2005; MCCORMICK e WESTBROOK,
2010 apud DANTAS, 2010).

Assim a ocorréncia da etapa de iniciacdo e propagacdo depende da facilidade que os
hidrogénios alilicos e/ou bis-alilicos podem ser removidos das cadeias dos &cidos graxos.
Moretto & Fett (1998) propuseram uma seqiiéncia de reacdes inter relacionadas para explicar

0 processo de autoxidacéo dos lipidios demonstrada na Figura 6.
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Figura 6-Rota classica da auto-oxidacdo

Primeira etapa — Iniciacdo

RH + 02 catalisador > R' + . OOH

RH catalisador s R+ -H

N

Catalisadores: fontes externas de energia; ions metalicos; metaloproteinas.

Segunda etapa — Propagacao

R-+ O3 » ROO-

ROO- + RH > ROOH + R-

Nesta etapa ocorre reacdo em cadeia, com alto consumo de oxigénio, e ha um rapido

aumento do indice de peroxido.

Terceira etapa — Terminacao

R-+R-: » R-R
ROO- + R > ROOR
ROO- + ROO- » ROOR + O,

Nesta etapa ocorre formacdo de produtos estaveis como polimeros, aldeido, éter,

alcano, cetona, acido graxo de cadeia curta.

Onde: RH — Acido graxo insaturado
R- - Radical alquil
ROO- - Radical alquilperoxil

ROOH — Hidroperéxido de alquila

Fonte: MORETTO; FETT, 1998.

Como mostrado na Figura 6 na etapa de Iniciacdo ocorre a formacdo dos radicais
livres do acido graxo devido a retirada de um hidrogénio do carbono alilico na molécula do
acido graxo. A formacdo dos primeiros radicais livres pode ser explicada pela acdo da luz
sobre o hidrogénio alilico, pela catalise de cations de metais e pelo ataque do oxigénio
singleto (*O,) diretamente a dupla ligacdo (KNOTHE, 2005; BOBBIO e BOBBIO, 2001).
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Na Propagacao os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao ataque do
oxigénio atmosferico, sdo convertidos em outros radicais, aparecendo os produtos primarios
de oxidacdo (perdxidos e hidroperdxidos) cuja estrutura depende da natureza dos acidos
graxos presentes (TOLEDO et al, 1985). A quantidade de perdxidos e os produtos decorrentes
da peroxidacdo aumentam rapidamente nesta fase, tornando assim a etapa mais importante do
processo (BOBBIO e BOBBIO, 2001; OZAWA e GONGCALVES, 2006).

Na etapa de Terminacdo dois radicais livres combinam-se levando a formacdo de
outros produtos mais estaveis obtidos por cisdo e rearranjo dos perdxidos (epoxidos,
compostos volateis e ndo volateis). A terminacdo caracteriza-se por odor e sabor fortes,
alteracdes da cor, da viscosidade e da composicdo do 6leo e gordura (BOBBIO & BOBBIO,
2001).

A Figura 7 exemplifica o processo de auto-oxidacdo do acido linoleico. Os &tomos
de hidrogénio do grupo —CH,- localizados entre as duas ligagbes duplas do éster linoleico sdo
susceptiveis a abstracdo por radicais. A reacdo é iniciada pelo ataque de um radical em um
dos atomos de hidrogénio do grupo —CH,- entre as duas ligacGes duplas; essa abstracdo de
hidrogénio produz um radical que € um hibrido de ressonancia. A seguir esse radical reage
com o oxigénio, para formar um hidroperéxido (SOLOMONS &FRYHLE, 2006).

Figura 7- Exemplo representativo do processo de auto-oxidagcdo do acido linoleico com formacgdo de
hidroperoxidos.

Fonte: CHOE; MIN, 2006.
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Durante 0 processo de auto-oxidacdo sdo formados, simultaneamente, compostos
volateis de baixa massa molar e compostos com alta massa molar (FORTES, 1994). Os mais
volateis sdo facilmente identificados pelo odor liberado durante a queima (VAN DEN BERG
et al., 2002). A maioria dos compostos volateis é perdida por evaporagdo (GARCIA et al.,
2004), contudo os compostos mais polares e de cadeia curta podem ser retidos no material
oxidado, transformando-se em acidos carboxilicos ou diacidos pela continuidade dos
processos oxidativos na matriz (MILLS & WHITE, 1994 apud FONSECA, 2009).A Tabela 3

mostra os produtos de oxidagdo secundarios dos acidos oleico, linoleico e linolénico.

Tabela 3- Produtos de oxidacdo secundarios dos &cidos oleico, linoleico e linolénico.

Classe Acido Oleico Acido Linoleico Acido Linolénico
Pentanal, Hexanal, 2- Propanal, Butanal, 2-
. Octanal, Nonanal,
Aldeidos Octenal, 2,4- Hexanal, 3,6-
Decanal, 2-Decenal . .
Decadienal Nonadienal
Metil Heptanoato, Metil Heptanoato, Metil Heptanoato,
Acido Carboxilico Metil Octanoato, Metil | Metil Octanoato, Metil | Metil Octanoato, Metil
10-oxodecanoato 8-0xooctanoato 9-oxononanoato
Alcool 1-Heptanol 1-Pentanol, 1 Octene-
3-ol
Hidrocarbonetos Heptano, Octano Pentano Etano, Pentano

Fonte: CHOE; MIN, 2006.

Para evitar a auto-oxidacdo de Gleos e gorduras ha a necessidade de diminuir a
incidéncia de todos os fatores que a favorecem, mantendo ao minimo 0s niveis de energia
(temperatura e luz) que sdo responsaveis pelo desencadeamento do processo de formacédo de
radicais livres, evitando a presenca de tragos de metais no 6leo, evitando ao méximo o contato
com oxigénio e bloqueando a formacéo de radicais livres por meio de antioxidantes, os quais,
em pequenas quantidades, atuam interferindo nos processos de oxidacgéo de lipidios (JORGE
& GONGCALVES, 1998).

2.3.2 Foto-oxidacao

O mecanismo de foto-oxidacdo de gorduras insaturadas é promovido essencialmente
pela radiacdo ultravioleta (UV) em presenca de fotossensibilizadores como clorofila,
riboflavina, dentre outros que absorvem a energia luminosa de comprimento de onda na faixa
do visivel e a transferem para o oxigénio triplete (30), gerando o estado singlete (*O,). O
oxigénio singlete reage diretamente com as ligacbes duplas por adicdo formando

hidroperdxidos diferentes dos que se observam na auséncia de luz e de sensibilizadores, e que
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por degradacdo posterior originam aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos (MELO & GUERRA,
2002).

De modo geral, no estado fundamental a molécula de oxigénio apresenta-se no

estado eletrdnico tripleto [°0,], tendo os dois elétrons de maior energia com spins paralelos| 1

7 em orbitais moleculares diferentes. Em presenca de radiacdo ultravioleta ou de

molécula sensibilizadora no estado excitado, recebe energia levando a formacéo do oxigénio

no estado singleto [*O,], que é uma forma altamente reativa por apresentar os dois elétrons de

maior energia alinhados de forma antiparalela 1 l ,podendo ocupar 0 mesmo orbital
molecular| T (MELO, 2010).

A facilidade com que o oxigénio singlete reage com substancias de alta densidade
eletronica, a exemplo dos &cidos graxos insaturados, chega a ser 1500 vezes mais rapido que a
forma triplete (FRANKEL, 1991; NAMIKI, 1990).

Conforme Gunstone (2007) na foto-oxidacdo, a reatividade estd relacionada ao
namero de duplas ligacdes na cadeia, ou seja, a velocidade de oxidacdo depende diretamente
do grau de insaturagdo do acido graxo correspondente. Sendo que, em geral a velocidade de
oxidacdo do acido graxo linoleico (18:2) é 10, ou mais vezes maior do que o0 &cido graxo
oleico (18:1). Enquanto que, o &cido graxo linolénico (18:3) é duas vezes maior do que 0
acido graxo linoleico. A formacéo de hidroperoxidos durante a foto-oxidacgdo € cerca de 10 a
30 vezes maior que na auto-oxidagdo, pois ndo ha periodo de inducdo (ROVELLINI et al,
1997 apud TOLENTINO, 2008). A degradacao posterior dos hidroperéxidos leva a formagéo
de aldeidos, cetonas, alcoois, e hidrocarbonetos (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Segundo Oliveira (2003), os acidos graxos insaturados ao sofrer 0s processos
oxidativos (foto ou auto-oxidagdo), geram primeiramente os compostos primarios da oxidagdo
que sdo principalmente os hidroperdxidos, ao continuar o processo pode-se gerar compostos
volateis como hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas, furanos, &cidos carboxilicos e 0s ndo
volateis tais como monbémeros ciclicos e ndo ciclicos, dimeros, trimeros e compostos de alta

massa molecular através de ligacbes cruzadas como mostra a Figura 8 abaixo.

Figura 8 - Ligagdes cruzadas (cross linking) ocorridas em 6leos: unidade glicerol (G) e acidos graxos (F)
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Fonte: PARKINSON, 2000.
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A auto-oxidacdo e a foto-oxidacdo ocorrem através de mecanismos distintos
produzindo diferentes quantidades de hidroperoxidos. Desta maneira, o produto primario da
foto-oxidacédo é o hidroperoxido e sua velocidade de formacéao é de 10 a 30 vezes maior que
na auto-oxidacdo, pois ndo ha periodo de inducdo (ROVELLINI et al., 1997). A foto-oxidacéo
€ uma reacao mais rapida que a auto-oxidagdo pois 0 oxigénio singlete reage 1500 vezes mais
rapido que o oxigénio normal (GUNSTONE, 2007; ROVELLINI et al., 1997). Na auto-
oxidacdo, o mecanismo se da via formacao de radicais livres onde um grupamento metilico
associado a uma dupla ligacdo é mais reativo que uma simples insaturacdo. J& na foto-
oxidagdo, o mecanismo envolve a acdo direta do oxigénio singlete nas duplas ligacdes na
cadeia (GUNSTONE, 2007).

2.4 Antioxidantes

Segundo a ANVISA, antioxidantes sdo substancias que retardam o aparecimento de
reacOes oxidativas nos alimentos, o processo de deteriorizacdo e rancidez. Os mesmos
reduzem a formacdo de hidroperoxidos e previnem sabores estranhos em 6leos comestiveis,
pois aumentam o periodo de inducéo das reagdes oxidativas (SHYAMALA et al., 2005).

Os antioxidantes interferem de forma eficiente no processo de auto-oxidagdo doando
hidrogénios, regenerando a molécula do acilglicerol e interrompendo o mecanismo de
oxidacdo (MADSEN; BERTELSEN; SKIBSTED apud RISCH, 1997). Sua eficiéncia est4
relacionada principalmente a sua capacidade em capturar radicais livres (VICETTI et al.,
2005).

Em relacdo aos mecanismos de acdo, os antioxidantes sdo classificados em primarios
e secundarios. Os primarios atuam interrompendo a cadeia de reacdo através da doacdo de
hidrogénio aos radicais livres, convertendo-o em produtos mais estaveis ou reagindo com 0s
radicais livres (GORDON, 2001). Normalmente, compostos fenolicos sdo os mais utilizados
na inddstria de alimentos: butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), propil
galato (PG) e terc butil hidroquinona (TBHQ) (Figura 9), todos sintéticos pois sdo mais
efetivos e baratos do que os antioxidantes naturais (RAMALHO; JORGE, 2006). Os
antioxidantes secundarios agem por varios mecanismos de acdo como ligacdo com metais,
remocgdo do oxigénio, conversdo de hidroperdxidos em espécies ndo-radicais, absorvendo a
radiagdo UV ou desativando o oxigénio singlete. Exemplos desse tipo de antioxidante s&o os
agentes gquelantes, como o &cido citrico (GORDON, 2001).
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Figura 9 - Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria alimenticia.
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Fonte: RAMALHO; JORGE, 2006.

BHA é um antioxidante mais efetivo na supressdo da oxidagdo em gorduras animais
que em Oleos vegetais. Como a maior parte dos antioxidantes fenolicos, sua eficiéncia é
limitada em éleos insaturados de vegetais ou sementes. Apresenta pouca estabilidade frente a
elevadas temperaturas, mas é particularmente efetivo no controle de oxidacdo de &cidos
graxos de cadeia curta, como aqueles contidos em 6leo de coco e palma. O BHT tem
propriedades similares ao BHA (BAILEY, 1996 apud MELO, 2010).

PG é um éster do 3,4,5 acido triidroxibenzoico; tem uma concentracdo 6tima de
atividade como antioxidante e tem poder para estabilizar alimentos fritos, massas assadas e
biscoitos preparados com gorduras € baixo (BAILEY, 1996 apud MELO, 2010).

TBHQ € um pé cristalino branco e brilhoso, moderadamente soltvel em 6éleos e
gorduras (MADHAVI & SALUNKHE, 1995). E considerado um dos melhores antioxidantes
para Gleos, porque € resistente ao calor, inclusive de fritura, proporcionando uma excelente
estabilidade para os produtos em que é utilizado (ndo confere cores andmalas e é muito
eficiente no armazenamento de Oleos refinados e desodorizados) (DZIEZAK, 1986;
ORDONEZ et al, 2005).

Siqueira (1998) em seu estudo sobre a estabilidade oxidativa de 6leos de soja, milho
e canola, verificou que o antioxidante TBHQ demonstrou ser mais eficiente que o BHA e 0
BHT, em ensaios de foto-oxidacao acelerada em todas as amostras.

Oliveira (2003) observou que o TBHQ demonstrou ter efeito protetor sobre o 6leo de
milho e de canola contra a oxidacdo tanto acelerada (termo e foto-oxidagdo) como em

temperatura ambiente.
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O uso de antioxidantes sintéticos é regulado pelos governos através do controle de
aditivos alimentares, em virtude de possiveis efeitos indesejaveis a saude que esses compostos
podem promover. No Brasil, a Resolugdo CNS/MS (Conselho Nacional de Saude/Ministério
da Saude) N.° 04, de 24 de Novembro de 1988 estabelece que o limite maximo para utilizagdo
de antioxidantes em 6leos e gorduras € de 0,02g/100g 6leo no caso do BHA e TBHQ e de
0,019/100 g oleo para o BHT e PG, sendo que o acido citrico pode ser adicionado na
guantidade necessaria ao produto (ANVISA, 1988) devido aos efeitos toxicoldgicos
ocasionados por esses aditivos.

Vaérios estudos apontam que o emprego de antioxidantes sintéticos na industria de
alimentos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade por apresentarem
possiveis efeitos tdxicos, mutagénicos e carcinogénicos em experimentos com animais
(PITARO; JORGE; FIORANI, 2009; BOTTERWECK et al, 2000). Estudos de laboratorio
demonstraram danos a saude de animais, 0 BHA pode induzir a atividade hepatica, aumento
do figado, reducdo do crescimento e formacdo de carcinoma (CRUCES-BLANCO et al,
1999). BHT foi toxico para o figado, rins e pulmdes, houve reducdo de peso, entre outros
efeitos observados em animais (ALMEIDA-DORIA; REGITANO-D'ARC, 2000). A reducdo
do nivel de hemoglobina e a hiperplasia de células basais foram atribuidas ao uso de TBHQ
(MADHAVI & SALUNKHE, 1995).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo
de antioxidantes sintéticos, pesquisas tém sido dirigidas no sentido de encontrar produtos
naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou fazer
associacOes entre eles, com intuito de diminuir sua quantidade nos alimentos (SOARES,
2002).

Apesar de existir um alto custo (principalmente em relacdo a extragéo e purificacdo)
e menor eficiéncia dos antioxidantes naturais, ha vantagem no nivel preservacionista, na
medida em que as industrias alimenticias produzem residuos que poderiam ter um destino
muito mais benéfico, favorecendo o homem e o meio ambiente (OLIVEIRA et al, 2009).

Entre os antioxidantes naturais mais utilizados na inddstria alimenticia podem ser
citados o &cido ascorbico, acido citrico, tocoferdis, compostos fendlicos e extratos de plantas
tendo varios estudos com alecrim, sélvia e orégano (RAMALHO & JORGE, 2006). Os
tocoferdis como por exemplo a vitamina E tem a capacidade de doar seus hidrogénios
fendlicos aos radicais livres lipidicos, interrompendo a propagacdo em cadeia. Os compostos

fenolicos (por exemplo, flavonoides) funcionam como sequiestradores de radicais e, algumas
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vezes, como quelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacao do
processo oxidativo (RAMALHO & JORGE, 2006).

2.4.1. Quercetina

A quercetina (3,5,7,3-4’- pentahidroxi flavona) é o principal flavonoide presente na
dieta humana e representa cerca de 95% do total dos flavonoides ingeridos. Apresenta grande
potencial antioxidante. Tem como fontes especificas: vinho tinto, cha preto, cerveja, frutas
(macd, uva, morango), vegetais (cebola, couve, vagem, brdcolis, pimentdes), grdos, nozes,
sementes e especiarias. Sendo a cebola, maca e brocolis as fontes majoritarias da quercetina
(NIJVELDT, R.J et al., 2001).

Figura 10: Estrutura do flavonoide quercetina um antioxidante natural encontrado em diversas fontes.

Fonte: http//gnint.sqb.org.br

Os flavonoides sdo uma classe de compostos fendlicos e possuem atividade
antioxidante efetiva devido a suas propriedades sequestrantes de radicais livres e por quelar
ions metalicos, protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da peroxidacéo lipidica. A
propriedade antioxidante € direcionada sobre o radical hidroxil (-OH) e o anion superdxido
(02--), que sdo espécies altamente reativas envolvidas na iniciagdo da peroxidacdo lipidica
(KANDASWAMI& MIDDLETON, 1994).

Particularmente, a quercetina sequestra radicais de oxigénio como (-OH e O2--) e
inibe a peroxidacgdo lipidica. Além de possuir propriedades quelante e estabilizadora do ferro
(KAHRAMAN et al., 2003). A quercetina pode inibir o processo de formagéo de radicais
livres em trés etapas diferentes, na iniciacdo (pela interacdo com ions superdéxido), na
formacéo de radicais hidroxil (por quelar ions de ferro) e na peroxidacéo lipidica (por reagir
com radicais peroxil de lipideos) (AFANAS'EV, et al, 1989).

A quercetina também é conhecida por seus efeitos terapéuticos, especificamente, a
alta ingestdo de quercetina esta relacionada com a baixa incidéncia de doenca cardiovascular,
cancer de pulmao em homens, de mama em mulheres, risco de desenvolver diabetes tipo 2 e

asma. Ajuda na preservacdo da integridade histoldgica renal com diminui¢do do dano tubular
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e da inflamac&o intersticial, além de proteger o figado contra a faléncia (BEHLING et al,
2004).

2.5 Estado da arte

Oliveira (2003), submeteu os 6leos de milho e canola a foto-oxidagdo acelerada
durante um periodo de 168 horas, com adi¢do do antioxidante TBHQ. As analises de UV-Vis
e indice de perdxidos, confirmaram que o TBHQ exerceu efeito protetor no 6leo, mesmo em
quantidades inferiores ao limite estipulado.

No estudo realizado por Tolentino (2008), avaliou-se a estabilidade dos 6leos de
soja, canola, milho e girassol submetidos a foto-oxidacdo por 60 dias, e verificou-se que o
6leo de canola é o mais resistente ao processo e o de girassol menos resistente, isto justificado
pela composicdo de &cidos graxos dos mesmo, sendo o Gltimo, composto majoritariamente
por &cido linolénico, que possui trés insaturacdes, tornando-se mais susceptivel a degradacéo.
Os dados de UV-Vis indicaram a eficiéncia dos antioxidantes na protecdo dos 6leos, sendo o
propil galato (PG), mais eficiente, seguido do TBHQ, BHT, BHA e &cido citrico. Mostrou
também que as técnicas de UV-Vis e RMN de 'H, sdo eficazes para monitorar os efeitos de
antioxidantes e alteracGes oxidativas dos 0leos.

O processo de degradacao e secagem oxidativa do 6leo de linhaca foi acompanhado
por Lazzari & Chiantore (1999) utilizando Espectrometria Vibracional na Regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TG) e Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), que confirmaram alguns estagios no processo de oxidacéao
dos TAG, concluindo que 0s mesmos ocorrem com a conjugacao de insaturacGes nos acidos
graxos e desenvolvimento de extensivas ligagdes cruzadas.

Gambarra Neto (2008) em sua dissertacdo de mestrado realizou uma PCA em um
conjunto de 114 amostras de 0leo vegetal para avaliar possiveis sobreposicdes entre as classes
e avaliar se as amostras estavam ou ndo vencidas. Essa andlise mostrou uma separacdo em
dois grandes grupos, onde 0s escores mais negativos em PC1 pertencem as amostras da classe
vencidos, enquanto que 0s mais positivos correspondem as amostras nao vencidas. Em
seguida ele aplicou novamente o PCA somente nas amostras ndo vencidas para classificar os
tipos de o6leos, verificando novamente dois grupos, um constituido pelas classes Canola e
Milho e o outro formado por Soja e Girassol, sendo que estes foram agrupados juntos devido

as suas semelhancas com relacdo a composic¢éo de &cidos graxos.
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Neste contexto, este trabalho tem como objetivo aplicar o antioxidante quercetina no
oleo de linhaca submetido a processo fotoxidativo, avaliando sua potencial atividade na

qualidade do 6leo através de técnicas fisico-quimicas e espectroscopicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a estabilidade do 6leo de linhaca in
natura, e em condicOes aceleradas pela presenca de radiacdo ultravioleta, contando com a
presenca de antioxidante natural e sintético utilizando-se de métodos fisico-quimicos e

espectroscopicos.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar por métodos fisico-quimicos (indice de acidez e indice de perdxidos) e
espectroscopicos (UV-Vis, Infravermelho e RMN *H) o 6leo de linhaca in natura.

o Avaliar por métodos fisico-quimicos (indice de acidez e indice de peroxidos) e
espectroscopicos (UV-Vis, Infravermelho e RMN *H) o 6leo de linhaca submetido & oxidacio
acelerada por incidéncia de radiacdo ultravioleta (foto-oxidacdo) na auséncia e presenca de
quercetina.

o Verificar o comportamento do éleo de linhacga in natura através de analise térmica (TG
- Termogravimetria, DTG — Termogravimetria Derivada).

o Verificar a significAncia estatistica do processo de foto-oxidacdo e o uso de
antioxidantes.

o Aplicar PCA visando separar as classes no processo de degradacéo e protecédo do 6leo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

O dleo de linhaca utilizado foi adquirido comercialmente pela empresa General Iron
Fittings e os reagentes utilizados foram de grau analitico. Os antioxidantes utilizados foram

terc-butilhidroquinona (TBHQ) e quercetina (obtida comercialmente).

4.2 METODOS
4.2.1 Técnicas de Caracterizacéo

4.2.1.1 Analises Fisico-Quimicas dos Oleos Vegetais

As andlises para obtengdo dos indices de acidez e indice de perdxido dos 6leos,
foram realizadas de acordo com metodologias descritas para 6leos e gorduras pelo American
Oil Chemists’ Society — AOCS (1990).

4.2.1.1.1. indice de Acidez

Realizou-se o indice de acidez das amostras seguindo-se a metodologia da AOCS
(AMERICAN OIL CHEMIST'S SOCIETY) Ca 5a-40 (1990) modificada. Pesou-se 0,5
gramas da amostra e dissolveu-se em 15 mL de &lcool isopropilico com 4 gotas de
fenolftaleina. Titulou-se com KOH 0,1 M até aparecimento da coloracdo rosa. O volume de
hidroxido de potassio gasto indica o teor de &cidos graxos livres. O indice de acidez é
expresso em % de acido oleico/ 100 g de 6leo, conforme Equacéo 1.

IA=V x 100 x 0,0282/m Eq. 1

onde:
IA = indice de acidez
V= volume gasto de KOH 0,1M

m = massa da amostra

4.2.1.1.2 indice de Peroxidos

Determinou-se o indice de perdxidos seguindo a metodologia da AOCS
(AMERICAN OIL CHEMIST'S SOCIETY) Cd 8-53 (1990). Em 0,5 g da amostra adicionou-
se 15 ml de solucéo de &cido acético-cloroférmio (3:2) seguido de agitacdo até a dissolugdo da
amostra. Em seguida, adicionou-se 0,5 ml de solugédo saturada de iodeto de potassio (60%),
gue permaneceu em repouso, ao abrigo da luz por 1 minuto, e observou-se o surgimento de

uma coloragdo amarela. Acrescentou-se entdo 30 ml de &gua destilada e titulou-se com
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solucdo de tiossulfato de sodio 0,01 M até quase completa descoloracdo da amostra. Na
sequéncia adicionou-se 0,5 ml de solucdo indicadora de amido e titulou-se até o completo
desaparecimento da coloracdo azul. Preparou-se uma prova em branco, nas mesmas condicdes
e titulou-se. O indice de perdxidos € entdo determinado pela Equagdo 2 e expresso em mmol
de perdxido por quilo de amostra.
IP= (A - B) x M x1000/m Eq. 2

onde:

IP = indice de perdxido (mmol de perdxido por kg da amostra)

A =n.° de ml da solucéo de tiossulfato de sédio 0,01M gasto na titulacdo da amostra.

B =n.° de ml da solucéo de tiossulfato de sddio 0,01M gasto na titulagdo do branco.

M = molaridade da solucéo de tiossulfato de sodio.

m = massa da amostra

4.2.2 Anédlises Espectroscopicas

4.2.2.1 Ultravioleta

Realizou-se as analises de ultravioleta com as amostras solubilizadas em isopropanol
(diluicdo 1:1000), utilizando cubetas de quartzo de 1 cm. Levou-se as amostras ao
espectrofotobmetro Varian modelo Cary Bio 50 de feixe simples e realizou-se a varredura na
regido de 200-800 nm (REDA et al, 2005).

4.2.2.2 Infravermelho

Para as analises de infravermelho, prensou-se 5 pul das amostras de cada 6leo em
pastilhas de KBr (100 mg) e realizou-se leitura dos espectros em espectrofotdmetro
Shimadzu, modelo IR Prestige-21, operando no modo FT (REDA, 2004).

4.2.2.3 RMN de *H

As anélises de RMN de 'H foram realizadas em espectrometro Bruker Avance Il1-
400 MHz, operando no modo FT a temperatura ambiente. A concentracdo das amostras para
as analises é de aproximadamente 10 a 20 mg do 6leo em 0,7 mL de CDClj3, contendo tracos
de TMS como referéncia interna, em tubos de RMN de 5 mm de diametro. Os espectros de *H
foram obtidos utilizando 16K de pontos dados, largura espectral de 14 ppm, tempo de
aquisicdo 3,6 s, tempo de relaxacdo 1,3 s, largura de pulso 45°, ndmero de varreduras 16 e
tempo total de aproximadamente 90s (CARNEIRO, BELESKI-CARNEIRO, REDA, 2005).

Para determinacdo da massa molecular (MM), indice de iodo (I) e relacdo de hidrogénios
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olefinicos e alifaticos (Roa) a partir dos espectros de RMN 'H, seguiu-se a mesma
metodologia utilizada por CARNEIRO, BELESKI-CARNEIRO E REDA (2005), cujas
equac0es estao descritas abaixo:
MM =119,7+ 7,035 T + 5,983 V Eq.3
Onde T = total de hidrogénios
V = Total de hidrogénios vinilicos
V=ER2+G
I1=[126,91 x 100.V] / MM Eq. 4
Roa=V/[A+B] Eq. 5

4.2.2.4 Andalise Térmica TG e DTG

A analise térmica foi realizada no TA Instruments modelo SDT 2960, com sistema
de registro de curvas TG/DTG/DTA simultaneos. Utilizou-se cadinho de alumina como porta-
amostra e realizou-se as analises sob atmosfera dindmica de nitrogénio (N,), a razdo de
aquecimento de 10 °C min™, da temperatura ambiente até 750 °C; e com fluxo dos gases de
100 mL min™. Utilizou-se a massa de amostra de aproximadamente 10 mg (FONSECA,
2009).

4.2.3 Ensaios de degradacéo

Realizou-se primeiramente o ensaio em trés ambientes: no escuro (em uma caixa de
madeira retangular de dimensdes 100 X 80 X 80 cm sem presenca de luz), na bancada
(condicao ambiente) e no sistema denominado claro que envolve a incidéncia de R-UV - uma
caixa retangular de mesma dimensdo que do sistema escuro porém toda recoberta com papel
aluminio para refletir a luz em todo sistema, com a presenca de 1 lampada ultravioleta com 15
W de poténcia, uma ventoinha de PC para manter a temperatura do sistema proxima a
ambiente, e um termdmetro para controlar a temperatura. A intensidade luminosa da camara
foi medida por Luximetro de Marca: Minipa MLM-1332 Digital Luz Meter. O esquema do

reator em sistema claro é mostrado na Figura 11 a seguir:
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Figura 11: Esquema do reator (caixa) de fotodegradacdo com incidéncia de R-UV, com ldmpada ultravioleta,
ventoinha, termémetro e com a amostra de dleo de linhaga puro.
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Fonte: A autora

Nos trés ambientes adicionou-se de cerca de 80 mL do o6leo de linhaca puro em
béqueres (vidro de borosilicato) de 200 mL sem tampa, deixando-o0s nestes sistemas durante
um periodo de 15 dias. No decorrer desse processo, foram retiradas aliquotas (5 mL)
diariamente e realizadas as andlises (fisico-quimicas, espectroscépicas) para acompanhar o
processo de degradacéo.

Repetiu-se o procedimento adicionando-se os antioxidantes TBHQ e quercetina em
quantidades condizentes com o maximo previsto na literatura (0,029/100 6leo) nos 6leos
presentes nos sistemas claro e escuro, monitorando diariamente o processo durante o periodo
de 15 dias.

4.2.4 Atividade Inibitoria de Radicais Livres (DPPH)

A atividade antioxidante das amostras foi avaliada quanto a capacidade de doacéo de
hidrogénios, ou seja, inativacdo de radicais livres, através do método do radical estdvel DPPH
descrito por BRAND-WILLIAMS et al., 1995 e adaptada ao sistema utilizado neste trabalho.
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Em uma placa de poliestireno de 96 micropogos, 22 puLL. de amostra nas concentragoes
de 0,01; 0,02; 0,05; 0,10 e 0,209/100 mL, foram misturados a 200 puL de uma solugdo de
DPPH (25 mg/L), recém preparada ao ensaio. Devido as amostras terem cor, foi preparado um
branco da amostra com 22 pl. da amostra ¢ 200 puL de solvente (etanol). A leitura das
absorbéancias foi feita em leitor de microplaca ELISA SINERGY H1 marca BIOTEC a 515
nm. Também foi preparado um branco do DPPH (200 puL de DPPH e 22 uL de solvente

somente). A capacidade de inativacao do radical DPPH foi calculada através da Equacéo 6:

(A0)—(A1—A42)]%100
A0

| (%) =1 Eq.6
Onde,

I: Inativacdo do radical DPPH

AO: Absorbancia do branco do DPPH

Al: Absorbancia na presenca das amostras

A2: Absorbancia do branco da amostra

4.2.5 Analise Estatistica

As regressdes lineares multiplas foram realizadas utilizando-se o programa Microsoft
Excel 2007, na qual as avaliagbes de significancia para os coeficientes foram realizadas
empregando o teste t (distribuicdo de Student), e para a regressdo e falta de ajuste empregou-
se a distribuigéo F.

A andlise dos componentes principais (PCA) foi realizada utilizando o programa

Pirouette 4.0 da Empresa Infometrix.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao inicial do 6leo

O ¢leo de linhaca foi inicialmente caracterizado fisico-quimicamente por andlises de
indice de acidez e indice de peroxidos cujos resultados estdo apresentados na Tabela 4

juntamente com valores de referéncia.

Tabela 4- Resultados obtidos e referéncias para as analises fisico-quimicas do 6leo de linhaca.

Propriedades fisico | Derksen et al CAMPESTRE

quimicas (1996) (2009) OLVEPIN (2009) | Resultados

indice de acidez (g

4cido oleico/100g ) Max 3 Max 3 0,451
Indice de perdxidos
(mmol peroxido/kg) Max 10 Max 10 - 2,034

O indice de acidez, segundo Mendonca et al (2008) é um parametro de valiosa
importancia para avaliacdo da natureza e qualidade da matéria prima, além das condicfes de
conservacao e grau de pureza do dleo ou gordura. Um processo de decomposi¢do, seja por
hidrélise, oxidagdo, foto-oxidacdo, termo-oxidacdo ou fermentacdo, altera quase sempre a
concentracdo dos ions hidrogénio aumentando a acidez do sistema e consequentemente gera
acidos graxos livres (AGL). Segundo a literatura utilizada (referenciada na Tabela 4) o indice
de acidez ndo deve ultrapassar 3 g acido oleico/100g, o que foi confirmado pela analise
realizada pois o valor estabelecido experimentalmente foi 0,451 g é&cido oleico/100g,
indicando que o mesmo encontra-se dentro do valor exigido, verificando que ndo houve
deteriorizacdo do 6leo e ndo ha uma quantidade significativa de acidos graxos livres que
dificultem a neutralizacdo do 6leo para fins comerciais, bem como néo estd impréprio para
consumo na alimentagdo (DANTAS, 2006).

O indice ou teor de peroxidos é um indicador muito sensivel no estagio inicial da
oxidacdo do Oleo ou gordura e a sua presenga € indicio de deterioracdo, que poderd ser
verificada com a mudancga do sabor e do odor caracteristicos dos 6leos (REDA, 2004). No
entanto, um nivel baixo de peroxidos na amostra ndo constitui uma garantia de boa
estabilidade oxidativa, podendo, pelo contrario, ser sindbnimo de alteracdo pronunciada
(SILVA et al, 1999).

A determinacdo do indice de perdxidos ocorre pela adicdo de solucdo de iodeto de
potéssio saturada & amostra. Os ions iodeto reagem com os perdxidos, produzindo I,. A
quantidade de iodo (lI,) liberada é proporcional a concentracdo de peréxido presente. O I,
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liberado é determinado por titulacdo pelo uso de solucéo de tiossulfato de sodio (Na,S,03)
padronizada e amido como indicador que na presenca de I, ficara azul (BACCAN et al.,
2003).

As equagdes representadas no quadro abaixo mostram as reagfes quimicas
envolvidas na determinacdo do indice de perdxido (IP) (JEFFERY et al, 1992).

2ROOH +2H" +2KI — I,+2ROH + H,0 +K,0

I, + 2 Na,S,0;3 —Na,S,0 +2 Nal Eq'7

Este método determina todas as substancias, em termos de milimol (ou
miliequivalente) de peroxido por 1000 g de amostra, que oxidam o iodeto de potéssio. Essas
substancias sdo geralmente consideradas como peroxidos ou outros produtos similares
resultantes da oxidacéo de lipidios, conforme Mendonca et al (2008).

Quando a concentracdo de perdxidos atinge determinado nivel, mudancgas complexas
ocorrem na estrutura molecular do 6leo vegetal, formando compostos de baixo peso
molecular. Estes compostos, aldeidos, cetonas, acidos, alcodis e hidrocarbonetos, sdo 0s
responsaveis pelo sabor e odor caracteristicos de produtos (MENDONCA et al, 2008).

Ao efetuar esta determinacdo deve ser levado em consideracdo que: a) o iodo
liberado pode fixar-se as duplas ligacBes dos acidos graxos insaturados, dando um valor
menor para o indice de perdxido; b) o oxigénio presente no meio pode levar a liberacdo de
iodo e dar origem a um valor erréneo de indice de peroxido por excesso, sendo, portanto,
aconselhavel efetuar a desaeracdo prévia do meio, bem como evitar a agitagdo no curso da
reacdo; c) a determinacdo do ponto final da titulacdo é dificil quando o nivel de perdxido é
baixo (0,06 - 20,00 mmol/Kg), mesmo tendo o amido como indicador (BERSET&
CUVELIER, 1996 apud MELO, 2010). Devido a dificuldade na visualizacdo do ponto final
de titulagdo, a determinag&o deste indice limita-se aos estagios iniciais de oxidago por causa
de sua natureza transitéria (GRAY, 1978).

Entre as vantagens em utilizar tal técnica estdo a rapidez, a simplicidade e o baixo
custo dos equipamentos utilizados. Dependendo das condi¢Ges do procedimento e tipo do
6leo, o IP ¢ razoavelmente exato, resultando em um coeficiente de variagdo menor que 1%
(JEFFERY et al,1992).

A presenca de perdxidos ndo é desejavel em Oleos e gorduras, pois pressupde
processos degradativos. Mesmo assim a Resolu¢do ANVISA n° 270, de 22 de setembro de

2005, estabelece valores limites para alguns 6leos comestiveis, sendo considerado bom para o
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consumo, aqueles que apresentem um valor maximo de 10 mmol peroxidos/kg de 6leo ou
gordura, a exemplo dos 6leos de amendoim, linhaca, babacgu, dendé, semente de uva, dentre
outros e 15 mmol perdxidos/kg para 6leos prensados a frio e ndo refinados. Na amostra em
estudo obteve-se um indice de peroxidos com valor 2,034 mmol/kg, estando portanto dentro
do estabelecido pela ANVISA, indicando que o mesmo possui baixo processo oxidativo e
consequentemente pouca formacdo de peroxidos, confirmando que o 6leo ndo esta
deteriorado.

A espectroscopia de ultravioleta visivel € uma técnica muito utilizada para
caracterizacdo de Oleos e outros compostos organicos, devido a presenca de insaturacdes e,
portanto, ligacdes do tipo = (duplas e triplas) cujos elétrons sdo excitados ao serem incididos
pela radiacdo ultravioleta (SILVERSTEIN et al 1991; REDA, 2004).

A oxidagdo de acidos graxos poliinsaturados pode ser analisada pelo aumento da
absortividade na faixa do espectro ultravioleta. A oxidacdo de lipidios, térmica ou
fotoxidativa, gera compostos conjugados devido a abstracdo dos hidrogénios alilicos e
dialilicos da molécula do acido graxo insaturado e deslocamento da dupla liga¢do formando
conjugagdo. A formacgdo de dienos e trienos é proporcional ao ganho de oxigénio e a
formagdo de peroxidos durante os estagios iniciais de oxidagdo, favorecendo o aumento da
absorcdo na regido do ultravioleta. Os dienos conjugados formados pela oxidacdo dos acidos
graxos insaturados com duas ou mais insaturacbes tornam a molécula mais estavel,
diminuindo a energia de absorcdo e, portanto deslocando o comprimento de onda da absorc¢ao
para valores maiores, na dire¢do do visivel (deslocamento batocrémico) ocasionando também
um aumento na intensidade de absorcdo (SMITH; KING; MIN, 2007). Existe uma regra geral
que afirma que quanto maior o nimero de ligacbes multiplas conjugadas que um composto
contém, maior serd o comprimento de onda no qual o composto absorve luz (SOLOMONS&
FRYHLE, 2006).

A Tabela 5 apresenta a absorcdo maxima dos principais cromoforos de produtos de

oxidacéo.



Tabela 5 — Grupos croméforos de produtos de oxidacao e regides de absorcao no espectro de ultravioleta.
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PRODUTOS ABSORCAO MAXIMA (nm)
Monoenos 190
Dienos 220 - 230
Trienos 265 - 270
Tetraenos 310 - 320
Aldeido Cetbnico 265 — 280
o — dicetonas 280
o — cetoaldeido 282
B- dicetonas 274
Acido o — cetdnico 210

Fonte: ROVELLINI; CORTESI; FEDELI, 1997 apud TOLENTINO, 2008.

Quando um o6leo €é oxidado, o espectro gerado mostra um deslocamento de bandas e

aumento da intensidade dos sinais de absorcdo (A), acusando de imediato que o 6leo ndo esta

no seu estado mais puro (REDA, 2004). A Figura 12 mostra o espectro UV-Vis do 6leo de

linhaga in natura.

Figura 12 - Espectro de UV-Vis do 6leo de linhaca in natura, com absor¢cdo maxima em 238 nm.
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Pode-se observar no espectro de UV-Vis do 6leo de linhaca uma banda larga de

absorcdo em 238 nm, que é caracteristica de 6leos ndo aquecidos em geral. A absor¢do nesta

regido € devido as duplas ligacGes carbono-carbono presentes nos acidos oleico, linoleico e

linolénico (alto grau de insaturacdo dos 0Oleos) presentes na amostra, indicando que o 6leo

encontra-se preservado sem nenhum processo oxidativo.

A espectroscopia de infravermelho (FTIR) utiliza radiacdo de frequéncia de maior

comprimento de onda (menor energia). Esta radiacdo de baixa energia provoca vibragdes
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entre as ligacGes de &tomos nas moléculas da amostra sob analise, na faixa de nimero de onda
de 4000 a 400 cm™. Estas vibracdes correspondem aos estiramentos (simétricos e
assimétricos) e dobramentos (no plano e fora do plano). Estas alteracdes nas ligacOes
guimicas sdo captadas pelo equipamento, que gera um grafico (espectro em bandas) de
transmitancia ou absorbancia (intensidade da absorcdo) pelo nimero de ondas (cm™), em
concordancia com a presenca de grupos funcionais na amostra. O espectro infravermelho da
informacBes sobre grupos funcionais da composi¢do dos 6leos bem como a vizinhanga dos
mesmos e até a geometria de duplas ligagdes, avaliando a presenca de ligagdes trans quando
estas estdo presentes (REDA, 2004; TELES, 2009). A andlise por espectroscopia no
infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) permite identificar os sinais relativos
aos diferentes grupamentos da longa cadeia dos ésteres de acidos graxos, como mostra a
Tabela 6 (PAVIA et al, 2012).

Tabela 6 — Bandas de absorcdo dos principais grupos funcionais de acidos graxos insaturados de cadeia longa
(PAVIA et al, 2012).

ATRIBUICAO N° DE ONDA (cm™
Estiramento O-H 3400-2400
Estiramento C sp*-H (C=C) 3000-3100
Estiramento C-H 3000-2850
Estiramento C =O (éster) 1750-1730
Estiramento C=C 1660-1600
Dobramento CH; 1450-1375
Dobramento CH, 1465
Dobramento C-O 1300-1100
Dobramento C=C cis 700
Dobramento C=C trans 970

Fonte: PAVIA et al, 2012

Os oOleos vegetais sdo sensiveis a este tipo de analise por possuirem grupos
funcionais possiveis de serem analisados no infravermelho (REDA, 2004). Este método é
utilizado na avaliagdo do rango, desempenhando um papel particularmente importante no
reconhecimento de grupos funcionais ndo caracteristicos e de compostos contendo duplas
ligagdes com configuracdo trans. O aparecimento de bandas préximo dos 3410 cm™
corresponde a formacdo de hidroperdxidos, enquanto que o desaparecimento da banda
proximo dos 3125 cm™ é indicativo da substituicdo de um hidrogénio de uma dupla ligagdo
por um radical livre. Por outro lado, um aumento da banda de absorcdo a 970 cm™
corresponde a formacdo de duplas ligagbes com configuracdo trans (provavelmente devido a

dano oxidativo), enquanto que o aparecimento de bandas adicionais proximo dos 1750 cm™
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(devido ao estiramento da ligagdo C=0) é um indicio da formacdo de aldeidos, cetonas ou
acidos, de acordo com Silva et al (1999).

Empregou-se a espectroscopia na regido do infravermelho para descrever melhor os
constituintes do 6leo de linhaga, cujo espectro estd ilustrado na Figura 13 e suas bandas mais
significativas encontram-se descritas na Tabela 7.

Figura 13 — Espectro de infravermelho do 6leo de linhaga in natura, com os grupamentos caracteristicos de
acidos graxos.
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Tabela 7— Especificacdes das bandas significativas do espectro de infravermelho do 6leo em estudo.

ATRIBUICAO N° DE ONDA (cm™)
Harmonica de C=0 3469 f
Estiramento C sp*-H 3015 f
Estiramento CH, assimétrico 2925 F
Estiramento CH, simétrico 2852 m
Estiramento C=0 (éster) 1742 F
Estiramento C=C 1645 f
Dobramento CH, 1466 F
Dobramento CH; 1369 f
Estiramento C-O (éster) 1166 F
Rocking CH, cadeia longa 720 m

Legenda: F = forte, m = médio, f = fraco

E observado, nesse espectro, algumas absorcdes tipicas dos triacilglicerois, como a
intensa absorcdo do estiramento da carbonila C=0 entre 1750 e 1740 cm™ e o sinal de forte
intensidade, entre 1300 e 1000 cm™, caracteristico do estiramento C-O do éster. Observam-se
ainda duas bandas de cadeia alquilica entre 3000 e 2840 cm™, referentes ao estiramento C-H

de alcano, reforcada pela absorcdo em torno de 1370 cm™, relacionada ao dobramento de
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CHgs, além da absorcdo em torno de 1465, referente a dobramento de CH, da cadeia alquilica.
S&o perceptiveis ainda bandas entre 3100 e 3000 cm™ e entre 1680 e 1620 cm™, referentes,
respectivamente, ao estiramento C sp>H e ao estiramento C=C de alcenos, além de uma
absorcéo em aproximadamente 720 cm™ que é uma banda referente a cadeias longas, que s&o
facilmente encontradas nos triacilgliceréis (SILVERSTEIN,1991).

Na Figura 14, é mostrado o espectro de RMN de *H simulado de um dleo vegetal. O
espectro de RMN de *H é bem resolvido, observando-se sinais distintos, caracteristicos, para
os protons olefinicos, do glicerol e alquilicos, que mostram absorcdo em regides diferentes do
espectro. Os hidrogénios olefinicos (aqueles conectados diretamente nos carbonos das
ligacGes duplas carbono-carbono) sdo observados em (8) 5,26 — 5,40 ppm (K), os hidrogénios
metilénicos do glicerol em (3) 4,10 — 4,32 ppm (I + H) [H-1 e H-3]; H-2 o0 hidrogénio metino
em (8) 5,25 ppm (J). Os hidrogénios metilicos (parte saturada da molécula) sdo observados
em (8) 0,80 — 1,00 ppm (A,B). Somente os hidrogénios metilicos do &cido linolénico séo
observados em (8) 0,98 ppm (B) e sua concentracdo pode ser diretamente medida a partir do
valor da curva de integra¢cdo. Hidrogénios dialilicos sdo observados em () 2,90 — 2,70 ppm
(G). Os hidrogénios alilicos sdo observados em (d) 2,10 — 1,90 ppm (E). Hidrogénios a-
carboxilicos sdo observados em (8) 2,34 — 2,22 ppm (F). Os hidrogénios B-carboxilicos sdo
observados em (6) 1,70 — 1,50 ppm (D). Um conjunto de picos sobrepostos em (9) 1,40 — 1,15
ppm e centrado em (8) 1,20 ppm (C) corresponde aos demais hidrogénios metilénicos dos

acidos graxos presentes no triacilglicerol (VIGLI et al, 2003).
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Figura 14 — (1) Estrutura de um &cido graxo (2) Espectro de RMN de 'H tipicamente obtido para uma amostra
de 6leo vegetal (3) expansédo dos picos a e b.
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Fonte: VOIGT, 2009.

Do espectro de RMN de 'H integrado, obtém-se a medida direta do grau de
insaturacdo de modo preciso. Todos os hidrogénios olefinicos mostram deslocamento quimico
entre 5,40 - 5,26 ppm. Todos os hidrogénios metilicos mostram deslocamento quimico entre
0,80 e 1,00 ppm (a+b). Portanto o nimero total de insaturacdo, € a medida direta da area dos
picos normatizados e integrados, dos hidrogénios que geraram aqueles sinais, naquelas
regides do espectro de RMN de *H (MANNINA et al, 2003). Os experimentos de RMN *H
ainda podem fornecer informacdes relativas a: peso molecular médio, indice de iodo, indice
de saponificacdo, indice de acidez, teor de acidos graxos saturados, perfil de acidos graxos

insaturados ou grau de insaturacéo, contetdo de acido linolénico, linoleico e oleico e a relagdo
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de hidrogénios olefinicos e alifaticos (Roa), 0 qual indica precisamente o estado de oxidagao
do 6leo vegetal (REDA et al , 2005).

A fim de confirmar a integridade do 6leo de linhaca, utilizou-se a RMN de *H. Ao
comparar 0 espectro obtido com o apresentado pela literatura (VOIGT, 2009), observa-se o
mesmo comportamento, porém o0s sinais apresentam intensidades diferentes devido a
composicao dos acidos graxos, mas o espectro € bem resolvido, apresentando sinais distintos
e caracteristicos para cada tipo de hidrogénio existente no triacilglicerol como mostra a Figura
15.

Figura 15 — Espectro de RMN de 'H do 6leo de linhaga in natura, mostrando todos 0s picos caracteristicos de
6leos vegetais.
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Fonte: A autora

Os dados de UV-Vis, infravermelho e RMN de 'H corroboram as analises fisico-
quimicas indicando que o 6leo de linhaga ndo apresenta indicios de processo oxidativo, sendo

entdo satisfatorio como substrato para experimentos de degradacao.

5.2 Ensaios de foto-oxidacao

Para se avaliar a estabilidade oxidativa ou a sua suscetibilidade & oxidac&o, o 6leo ou

gordura é submetido a teste de oxidacdo acelerada, nos quais as amostras sdo adicionadas a
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condicdes extremas de degradacdo para que seja avaliada de forma rapida sua estabilidade e
para prever a vida-de-prateleira. Além disso, possibilita a avaliacdo rapida de diferentes
técnicas analiticas e verificacdo da eficacia de antioxidantes. Com isso, eles se tornaram
rotineiros no controle de qualidade de industrias, principalmente de Oleos vegetais, que
necessitam de resultados eficientes de uma forma mais rapida, pois o processo de oxidagdo a
condi¢des ambientes é muito lento. Para se acelerar a oxidacéo, os testes incluem elevacédo de
temperatura, adicdo de metais, aumento da pressao de oxigénio, estocagem sob luz e agitacéo.
O aquecimento € o meio mais utilizado e eficiente. A luz acelera a oxidacdo e apresenta 0s
produtos de degradacdo similares ao obtido pela temperatura ambiente (ANTONIASSI,
2001).

No teste de Schall, por exemplo, as amostras sdo colocadas em estufa a temperatura
de 60 a 70°C, onde foi observado que 1 dia de estocagem em estufa a 65°C é equivalente a 1
més de estocagem a temperatura ambiente (25°C) (ABOU-GHARBIA et al., 1996).

Os raios ultravioletas podem causar reacdes de oxidacdo nos 6leos e gorduras, com
consequentes altera¢fes organolépticas, como mudancas na cor, no sabor, na consisténcia e no
odor, pois os mesmos favorecem a formacdo de radicais livres, acelerando as reacOes de
decomposicdo (BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998).

Lugasi et al., (1995 apud Oliveira, 2003) expuseram o0s 0leos de soja, girassol, oliva,
margarina e banha a luz ultravioleta, por periodos de 20 minutos a 6 horas, onde no maior
tempo de exposi¢do houve um aumento significativo do indice de peroxidos confirmando que
a presenca de luz acelera a peroxidacao lipidica.

No intuito de se investigar o processo de foto-oxidacao do dleo de linhaca realizou-se
0 ensaio em trés ambientes: no escuro, natural e claro. O sistema escuro é aquele que nao ha
incidéncia de luz, utilizado como controle negativo (-). O sistema natural é a condicdo
ambiente sujeita a oxidagdo por fatores externos como luz e oxigénio, utilizada como controle
central (0), e o sistema claro envolve a incidéncia de R-UV, utilizado como controle positivo
(+) e € denominado de teste acelerado pois possibilita avaliar a estabilidade de forma rapida,
pois o processo de oxidacdo em condi¢des ambiente é muito lento. A intensidade luminosa da
camara clara foi de 115,2 Lux e a temperatura nesse sistema foi de aproximadamente 24°C, ou
seja ocorreu a temperatura ambiente evitando o processo de termo-oxidacdo. O processo foi
monitorado durante um periodo de 15 dias, com retirada diaria de amostras, sendo que as
analises 1A, IP, RMN de *H, UV-Vis e FTIR foram realizadas em triplicata, cujos resultados
das andlises fisico-quimicas sdo apresentados como a media aritmética dos valores na Tabela
8.
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Tabela 8 — Indice de acidez e indice de peroxidos do dleo de linhaga foto-oxidado por 15 dias, juntamente com
0s controles escuro e natural.

1A (g &cido oleico/100g) IP (mmol perdxido/kg)

DIAS ESCURO NATURAL CLARO ESCURO NATURAL CLARO
1 0,367 0,367 0,367 47,062 47,062 47,062
2 0,285 0,278 0,609 45,801 55,374 83,320
3 0,275 0,282 0,282 50,288 56,836 81,818
4 0,374 0,283 0,553 57,692 75,623 124,452
5 0,278 0,273 0,585 58,791 74,941 165,498
6 0,287 0,286 0,583 61,023 79,982 298,229
7 0,278 0,276 0,448 59,199 67,557 338,335
8 0,282 0,284 0,857 78,057 91,173 362,879
9 0,282 0,283 0,673 83,468 91,554 364,019
10 0,282 0,281 0,861 100,958 123,580 441,230
11 0,284 0,286 0,820 103,310 121,422 475,143
12 0,374 0,447 0,834 97,178 103,106 650,316
13 0,287 0,290 0,846 109,049 131,546 698,443
14 0,276 0,274 0,869 105,353 167,919 765,964
15 0,573 0,575 1,613 100,377 138,756 1030,94

Para melhor visualizar o comportamento do 6leo em relacdo aos parametros fisico-
quimicos estudados, durante o periodo de exposicao, estdo representados abaixo os gréaficos
de indice de acidez (Figura 16) e indice de perdxidos (Figura 17) em relacdo aos dias

considerados.

Figura 16 — indice de acidez do 6leo de linhaga foto-oxidado, com os controles natural e escuro.
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Fonte: A autora

Como mostrado na Tabela 8 e na Figura 16, observa-se que o éleo degradado em

ambiente natural e escuro apresentam o0 mesmo comportamento em relagdo ao indice de
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acidez, nao havendo diferenca significativa em armazenar o 6leo em um sistema totalmente
vedado. Ja o sistema claro, apresentou um aumento gradativo deste indice pois, a
decomposicdo dos glicerideos é acelerada pela luz, sendo a rancidez quase sempre
acompanhada da formacdo de &cido graxo livre. Um processo de decomposicdo, seja por
hidrélise, oxidagdo, foto-oxidacdo, termoxidacdo ou fermentacdo, altera quase sempre a
concentracdo dos ions hidrogénio e o aumento da acidez indica o desenvolvimento de reacdes
hidroliticas, com a consequente producdo de acidos graxos livres (AGL). A literatura
estabelece que o indice de acidez ndo deve ultrapassar 3 g acido oleico/100g e durante o
periodo estudado, o valor maximo encontrado foi 1,6137 g acido oleico/100g no ultimo dia de
foto-oxidacéo, indicando que o mesmo ainda encontra-se abaixo do valor exigido. Sabe-se
agora que no sistema tem-se: TAG, DAG ( diacilglicerol) + AGL, MAG (monoacilglicerol) +
2 AGL, como mostra a equacédo de hidrolise do TAG abaixo, confirmando que o 6leo ndo foi
totalmente deteriorado, mas houve aumento da concentragdo de AGL no sistema (DANTAS,
2006).

H,O H,O
TAG —— » DAG+AGL ——— » MAG + AGL Eq. 8

Andlise de Variancia (ANOVA)

Na literatura ha diferentes métodos para se avaliar efeitos e coeficientes
significativos; entre os mais usados destaca-se a analise de variancia (ANOVA) esta €
utilizada para aceitar ou rejeitar, estatisticamente, as hipoOteses investigadas com 0s
experimentos. O objetivo dessa técnica é analisar a variacdo media dos resultados dos testes e
demonstrar quais sdo os fatores que realmente produzem efeitos (principais e de interacéo)
significativos nas respostas de um sistema (GALDAMEZ, 2002).

O artigo de divulgacéo de Tedfilo & Ferreira, (2006) mostra detalhadamente todos os
calculos da analise por regressdo multipla, e a Tabela 9 descreve resumidamente os fatores
obtidos pela analise de variancia (ANOVA), e que serdo utilizados posteriormente (BARROS
NETO et al, 2002).
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Tabela 9: Andlise de variancia por regressdo multipla.

Fonte de N° graus de
variacgio SQ liberdade MQ F
Regressao (regr) SQ regr p-1 MQ reqr
Residuos (res) SQ res n-p MQ res MQ rea/ MQ s
Falta de ajuste
. SO ¢, m- M .
(faj) Q el P Q b MQ faj/ MQ ep
Erro puro (ep) SQ ¢ n-m MQ e
Total SQ toal n-1

SQ: soma quadratica, MQ: média quadratica, F: distribuigdo F,p: n® parametros da equagdo, n: n° total de experimentos, m:
n° niveis de cada variavel
Fonte: BARROS NETO et al, 2002.

Dos experimentos realizados nesta dissertacdo, as avaliaces de significAncia para os
coeficientes foram realizadas empregando o teste t (distribuicdo de Student), e para a
regressdo e falta de ajuste (desvio entre a média das triplicatas e o valor calculado pela
regressao) empregou-se a distribuicdo F. O teste t sera significativo dentro de um intervalo de
confianca se tcalc > ta (to: erro padrdo) para o nimero de graus de liberdade em questdo. A
distribuicao F serd significativa se F calc/ F tabelado > 10. (F tabelado: considerar o intervalo
de confianca e graus de liberdade) (TEOFILO & FERREIRA, 2006).Além destes, calcula-se o
coeficiente de correlago r’ que é um pardmetro que permite uma estimativa da qualidade da
curva obtida, pois quanto mais proximos de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. A ANVISA
(2003) recomenda um coeficiente de correlacdo igual a 0,99 e 0 INMETRO (2003) um valor
acima de 0,90.

Na andlise estatistica do IA mostrado detalhadamente no Anexo A, hid uma
significancia da fotodegradacdo, ou seja ao realizar o processo de oxidacdo em 15 dias, ha
uma variacdo significativa dos valores de IA ao comparar o0 primeiro e o ultimo dia de
experimento, isto é confirmando pelo teste t no qual observa-se que o parametro dias foi o
mais influente no processo de degradacgdo, seguido da interacdo dias versus luz, confirmando
que quanto maior o tempo de exposicdo, e este aliado a presenca de luz, maior o IA e
consequentemente maior o processo degradativo, pois ocorre um aumento na concentracao de
AGL no sistema. Observou-se também o valor de r’> = 0,795, que apesar de apresentar um
valor baixo (pois o ideal é r* = 1), ndo possui falta de ajuste ou seja houve um pequeno desvio
dos valores obtidos da média das replicatas com o valor estipulado pela regressdo linear,
portanto dando confianca nos dados obtidos experimentalmente. Além disso, o significado da

regressao foi testado (95% confianca), proporcionando um valor de 38,29 (10 vezes maior que
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o tabelado) provando ser estatisticamente significativo, confirmando que o método de
degradacdo em camara clara foi eficiente.
A Figura 17 apresenta o efeito da foto-oxidacdo no indice de peroxidos das amostras,

durante os mesmos 15 dias de experimento.

Figura 17 — indice de perdxidos do dleo de linhaga foto-oxidado, juntamente com os controles natural e escuro.
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Fonte: A autora

A determinacdo do indice de peroxido em Oleos vegetais € um dos métodos mais
utilizados para medir o estado de oxidagdo dos 0leos e gorduras, pois as substancias lipidicas
oxidam-se na presenca do oxigénio, e formam inicialmente os peréxidos. A presenca de
peréxidos ndo é desejavel em oOleos e gorduras, pois pressupde processos degradativos.
Mesmo assim a Resolugdo ANVISA n° 270, de 22 de setembro de 2005, estabelece valores
limites para alguns 6leos comestiveis, sendo considerado bom para o consumo, aqueles que
apresentem um valor maximo de 10 mmol perédxidos/kg de 6leo ou gordura, a exemplo dos
6leos de amendoim, linhaca, babacu, dendé, semente de uva, dentre outros e 15 mmol/kg para
Oleos prensados a frio e ndo refinados. Na amostra em estudo observa-se novamente o
mesmo comportameto dos sistemas escuro e natural, que oxidam com o tempo como Vvisto nos
valores de IP de 100,37 e 138,75 mmol/kg respectivamente, porém a oxidacdo se da numa
escala inferior ao sistema claro, que no ultimo dia analisado obteve-se um valor de 1030,94
mmol/kg, indicando que o Oleo sofreu processo oxidativo, com formacdo de perdxidos,
confirmando alteracdo pronunciada.

Na analise estatistica do IP mostrado detalhadamente no Anexo B, também observa-

se uma significancia estatistica do processo de fotodegradacgéo, pois ao realizar o processo de



54

oxidacdo em 15 dias, hd uma variacéo significativa dos valores de IP ao comparar o primeiro
e o ultimo dia de experimento, isto é confirmando pelo teste t no qual observa-se que o
parametro luz foi o mais influente no processo de degradacdo, seguido da interacdo dias
versus luz, confirmando que a presenca da luz, acelera a formacao de perdxidos, e além disso
quanto maior o tempo de exposicdo, e este aliado a presenca de luz, maior o IP e
consequentemente maior o0 processo degradativo, pois ocorre um aumento na concentracao de
peréxidos no sistema. Observou-se também o valor de r* = 0,97, (ideal é r* = 1), portanto
pode-se ter confianga nos dados obtidos experimentalmente. Além disso o significado da
regressdo foi testado (95% confianca), proporcionando um valor de 321,7 (10 vezes maior)
provando ser estatisticamente significativo, confirmando que o método de degradacdo em
camara clara foi eficiente.

O espectro de UV-Vis dos 0leos (original, escuro, natural e claro) no primeiro dia da
foto-oxidacdo, € apresentado na Figura 18 e pode indicar uma medida relativa da degradacao
oxidativa do mesmo.

Figura 18 — Espectro UV-Vis dos 6leos de linhaca foto-oxidado no primeiro dia da foto-oxidacéo, juntamente
com o controle do 6leo in natura, escuro e natural.
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Fonte: A autora

Observa-se que ha um aumento progressivo da absorbancia em 235 nm dos 6leos a
medida que tornam-se mais degradados, ou seja, quanto maior a incidéncia da radiacdo. Este
comportamento € visto do primeiro ao ultimo dia da foto-oxidacdo, no qual a amostra
original, apresenta uma menor absorbancia em relacéo as foto-oxidadas, devido a integridade
da amostra, e a amostra do sistema claro possui a maior absorbancia. Ao submeter o 6leo a

um processo oxidativo, é observado um leve aumento na intensidade da absor¢do devido a
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geracdo de compostos conjugados através da abstracdo dos hidrogénios alilicos e dialilicos da
molécula do acido graxo insaturado.

A Figura 19 mostra o espectro UV-Vis do 6leo de linhaca no sistema claro, o qual
apresenta maior diferenca nas absorbancias com o passar nos dias, mas vale lembrar que
apesar de pouca diferenca encontrada entre os valores das absorbancias dos sistemas escuro e
natural, eles seguem o mesmo comportamento do sistema claro, ou seja, quanto maior o
tempo de exposicdo maior a absorbancia das amostras.

Figura 19 — Espectro UV-Vis do 6leo de linhaca foto-oxidado na camara clara no 1°, 5° 10° e 15° dia de
experimento.
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Fonte: A autora

Como visto na Figura 19, tem-se que quanto maior o tempo de exposicao a radiacdo
ultravioleta, maior € a absorbancia do sistema devido a formacdo dos compostos conjugados,
confirmando que houve oxidacéo no sistema.

Nas Figuras 20 a), b) e c) estdo apresentados os espectros de infravermelho das
amostras de dleo foto-oxidadas (a), foto-oxidacdo ocorrida no éleo de linhaca do primeiro ao
quinto dia, a 20 (b) mostra o comportamento do 6leo do sexto ao decimo dia, e a 20 (c) do

décimo primeiro ao ultimo dia da oxidacéo.
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Figura 20- Espectro IR das amostras do éleo de linhaga foto-oxidado, juntamente com o controle do 6leo in
natura, escuro e natural, (a), foto-oxidacdo ocorrida no 6leo de linhaca do primeiro ao quinto dia, (b)
comportamento do éleo do sexto ao décimo dia, e (c) do décimo primeiro ao ultimo dia da oxidacéo.
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Até o quinto dia a degradacdo se da de uma maneira branda, ndo surgindo nenhum
novo grupamento. O segundo momento da oxidacdo observa-se que no sistema claro ocorre o
aparecimento de uma banda préximo a 3450 cm™ correspondente & formacdo de
hidroperdxidos, e 0 mesmo fica mais evidente nos ultimos dias da degradacdo, indicando
processo oxidativo. O aparecimento de bandas adicionais proximo dos 1750 cm™ (devido ao
estiramento da ligacdo C=0), é um indicio da formacdo de aldeidos, cetonas ou acidos,
caracterizando a formacdo de compostos volateis no sistema que sao alguns dos produtos da
oxidagdo de cidos graxos insaturados.

A Tabela 10 apresenta os dados obtidos dos espectros de RMN de *H dos 6leos

estudados.

Tabela 10 — Resultados obtidos por RMN de 'H, e pardmetros PM, I, Roa e %Ln calculados conforme
metodologia descrita por BELESKI-CARNEIRO, REDA E CARNEIRO, 2005.

Dias \Y/ E G PM 1 Roa %Ln

Orig 12,82 10,9 7,5 840,2 193,7 8,17 54,91

1 12,80 11,0 7,5 840,8 193,2 8,12 54,90

2 12,79 11,0 7,5 840,7 193,0 8,20 55,24

3 12,58 11,1 7,4 842,2 189,6 8,12 55,12

4 12,58 10,9 7,4 839,3 190,2 8,05 54,96

5 12,06 10,5 7,2 838,5 182,6 7,90 55,20

6 12,39 10,8 7,2 839,4 187,4 7,94 54,25

% 7 12,17 10,7 7,1 838,3 184,2 7,74 53,68
O 8 7,78 7,1 4,6 776,0 127,2 6,01 53,41
9 11,63 10,4 6,7 837,5 176,2 7,68 54,29

10 9,99 9,1 5,9 825,4 153,6 6,58 50,38

11 11,57 10,2 6,5 837,5 175,4 7,53 52,50

12 11,44 10,3 6,4 836,1 173,6 7,37 51,55

13 11,03 10,2 6,2 834,9 167,6 7,28 51,28

14 10,52 10,0 5,8 833,7 160,2 7,06 50,42

15 9,96 9,4 5,3 832,4 151,8 6,56 47,63

\ E G PM 1 Roa %Ln

Orig 12,82 10,9 7,5 840,2 193,7 8,17 54,91

1 12,81 11,0 7,6 840,4 1934 8,18 55,26

2 12,99 11,1 7,5 840,5 196,2 8,31 55,67

3 12,37 10,7 7,3 832,5 188,5 8,21 56,67

_ 4 12,58 10,8 7,4 840,1 190,0 8,15 55,92
g 5 12,63 10,9 7,5 840,2 190,9 8,08 55,08
= 6 12,63 11,0 7,4 840,1 190,8 8,16 55,52
(\ZD 7 10,41 9,1 6,2 824,7 160,2 7,25 55,25
5 8 12,51 10,8 7,4 840,9 188,8 8,09 55,51
E 9 12,61 10,9 7,5 841,0 190,2 8,09 55,38
10 10,80 9,4 6,5 827,3 165,7 7,38 55,15

11 12,86 11,0 7,5 840,8 194,0 8,21 55,20

12 12,97 11,1 7,7 840,6 195,8 8,34 55,79

13 12,89 11,1 7,6 839,9 194,8 7,81 53,21

14 12,88 11,1 7,7 840,2 194,5 8,15 54,87

15 12,71 11,0 7,5 840,5 191,9 8,21 55,76

Os parametros estruturais foram obtidos dos espectros integrados de RMN de 1H e calculados conforme descrito por BELESKI-
CARNEIRO, REDA E CARNEIRO, 2005. V= hidrogénios vinilicos (olefinicos); G= hidrogénios dialilicos; E = hidrogénios alilicos; PM =
peso molecular; l1=indice de iodo; Roa= razéo entre hidrogénios olefinicos e alifaticos; %Ln = concentragdo de 4cido linolénico.
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Devido aos sistemas escuro/natural apresentarem as mesmas caracteristicas, 0S
mesmos foram representados unicamente na Tabela 10. Observou-se que nestes sistemas,
ocorreram trés evidéncias de degradacdo, primeiramente no terceiro dia, cujo espectro esta

representado na Figura 21.

Figura 21 — Espectro de RMN de *H do 6leo de linhaga no terceiro dia da foto-oxidac&o, com pontilhado na
regido do aparecimento do pico em 3,7 ppm B) sobreposi¢do dos espectros dos 3 sistemas com expansdo na
regido entre 3,5 a 4,6 ppm evidenciando que no sistema escuro ocorre o aparecimento do pico .
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Fonte: A autora

Observa-se no espectro, o aparecimento de um novo pico em 3,7 ppm, que segundo
GUILLEN & RUIZ (2001), representa os prétons do 1,2 diacilglicerol (-CH,-OH) isso é
confirmado pela diminuicdo do PM de 840,3 para 832,5, pois 0 TAG hidrolisa e forma TAG

+ DAG. A segunda evidéncia ocorre no sétimo dia de oxidacéo, como mostra a Figura 22.
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Figura 22 - Espectro de RMN de *H do 6leo de linhaga no sétimo dia da foto-oxidacéo, com pontilhado nas
regides do aparecimento de picos em 1,05; 3,7 e 4,05 ppm B) sobreposicdo dos espectros dos 3 sistemas com
expansao na regido entre 3,5 a 4,6 ppm evidenciando que 0s picos surgem nos sistemas escuro e natural.
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Fonte: A autora

No sétimo dia surgem trés novos picos no espectro, um em 1,05 ppm que SACCHI et
al (1996) sugerem que seja a formacdo do volatil propanal, outro em 3,7 ppm representado
pelos prétons do 1,2 diacilglicerol (-CH»-OH) e outro em 4,05 ppm que GUILLEN & RUIZ
(2001) diz ser referente ao préton do 1,3 diacilglicerol (-CH-OH), o surgimento destes
compostos confirma as mudancas ocorridas em todos parametros encontrados na Tabela 10,
pois sdo exatamente as posicdes vinilicas, dialilicas e alilicas as mais propensas a sofrer
ataque portanto ao oxidar, estes parametros juntamente com a Roa, Il e PM irdo diminuir. O
PM tende a diminuir pois o TAG hidrolisa formando DAG e volateis, e o Il refere-se a
reatividade das duplas ligacGes, quanto maior o nimero de duplas liga¢Ges, maior o Il, e Roa
é razdo existente entre hidrogénios vinilicos e alifaticos (das duplas e da cadeia alifatica), ou

seja ao quebrar as ligacbes duplas, maior é a degradacdo e o Roa tende a diminuir. A terceira
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evidéncia de oxidacdo ocorre no décimo dia, com 0 surgimento de trés novos picos no

espectro como mostra a Figura 23.

Figura 23 - Espectro de RMN de *H do 6leo de linhaca no décimo dia da foto-oxidacdo, com pontilhado nas
regides do aparecimento dos picos em 1,4; 3,7 e 4,8 ppm. B) sobreposi¢do dos espectros dos 3 sistemas com
expansao na regido entre 3,5 a 5 ppm e C) expansdo da regido entre 1 e 2 ppm evidenciando que 0s picos surgem
nos sistemas claro e natural.
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Fonte: A autora

O primeiro pico aparece em 1,4 ppm que SACCHI et al (1996) sugerem ser a
formacgdo do volatil pentanal, um sinal em 3,7 ppm representado pelos prétons do 1,2
diacilglicerol (-CH,-OH) e outro em 4,8 ppm que segundo GUILLEN & RUIZ (2001), refere-
se a formacdo de hidroperoxi-epidioxido derivado da trilinolenina (Figura 24), estes
compostos também refletem na diminuicdo do PM, Il e Roa, bem como dos hidrogénios V, G
e E.
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Figura 24 — Estrutura do hidroperoxi-epidioxido derivado da trilinolenina
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No sistema claro ocorreram duas evidéncias de oxida¢do, um no oitavo e outro no

décimo dia. O espectro do oitavo dia aparece na Figura 25.

Figura 25 - Espectro de RMN de *H do 6leo de linhaga no oitavo dia da foto-oxidagdo, com pontilhado nas
regifes do aparecimento dos picos em 1,05; 3,7 e 4,8 ppm B) sobreposi¢do dos espectros dos 3 sistemas com
expansao na regido entre 3,5 a 5 ppm evidenciando que os picos surgem nos sistemas claro e natural.
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Neste dia surgiram trés picos no espectro, um em 1,05 ppm referente a formacéo de
propanal, em 3,7 ppm refere-se aos prétons do 1,2 diacilglicerol (-CH,-OH) e outro em 4,8
ppm devido a formacao de hidroperoxi-epidioxido derivado da trilinolenina (um triacilglicerol
composto de trés unidades de acido linolénico). No décimo dia o espectro esta representado
na Figura 26.

Figura 26 - Espectro de RMN de *H do 6leo de linhaca no décimo dia da foto-oxidagdo, com pontilhado nas
regifes do aparecimento dos picos em 3,7 e 4,05 ppm. B) sobreposicdo dos espectros dos 3 sistemas com
expansao na regido entre 3,5 a 5 ppm evidenciando que 0s picos surgem nos sistemas escuro e claro.
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Fonte: A autora

Nestes dias surgiram dois picos no espectro um em 3,7 ppm referente aos prétons do
1,2 diacilglicerol (-CH,-OH) e outro em 4,05 ppm devido ao préton de 1,3 diacilglicerol (-
CH-OH), com a formacdo desses compostos, 0s parametros apresentados na Tabela 10
também tendem a diminuir, pois as posi¢des vinilicas, dialilicas e alilicas as mais propensas a
sofrer ataque, portanto ao oxidar estas posicdes, os parametros Roa, Il e PM irdo diminuir. O

PM tende a diminuir pois o TAG hidrolisa formando DAG e volateis, e o Il refere-se a
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reatividade das duplas ligacdes, quanto maior o numero de duplas ligagbes, maior o Il, ao
atacar as ligacfes duplas, maior é a degradagdo e o Roa tende a diminuir. No ultimo dia da
oxidacdo no sistema claro, o Oleo apresentou endurecimento e coloracdo escura,
caracteristicos do processo de polimerizacdo e ligacGes cruzadas. Além de evidenciar os
produtos formados na degradacéo a técnica de RMN de *H permite calcular o teor residual
(razdo entre o valor final e inicial) dos hidrogénios dialilicos (G), vinilicos (V) e alilicos (E),
determinando-se quais foram preferencialmente abstraidos durante a foto-oxidacdo (Figura
27).

Figura 27 — Fragmento insaturado de um &cido graxo mostrando as posicdes alilicas (E), vinilicas (V), dialilicas
(G) e a fracdo residual desses hidrogénios ap06s foto-oxidacao.

81,20% Dia 7 esc/Nat
84,242/0 Dia 10 esc/nat
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‘\..' T T i
E G E
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65,13% 61,33%

Onde: V- hidrogénios vinilicos
E — hidrogénios alilicos
G — hidrogénios dialilicos
R — (CH,),CO.H
R1 - (CH2),Me
Fonte: Tolentino, 2008.

Observa-se na Figura 27 que a posic¢do vinilica (V) é a mais degradada, excetuando-
se 0 Ultimo dia de oxidacéo do sistema claro, isso confirma que o &cido linolénico composto
por 3 duplas ligacGes, tende a ter alta reatividade nestas posicGes. Alem disso o 6leo que
permaneceu até o oitavo dia no sistema claro foi o que apresentou uma maior degradabilidade,
tendo 39,31% de ataque nessa posicdo (100 — 60,69%). A razéo entre hidrogénios olefinicos e
alifgticos (Roa) também da informacBes sobre a estabilidade oxidativa dos dleos.
Comparando os valores iniciais, observa-se que este indice diminui com o tempo de foto-

oxidacgdo. Pela analise deste indice, calculando-se o seu valor residual (razdo entre o valor
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final e inicial), pode-se estimar a resisténcia & oxidacao, e vé-se que no sistema escuro/natural
0 Oleo permanece 88,73% inalterado, contra 73,56% do sistema claro. Portanto a técnica de
RMN de *H, juntamente com as outras anéalises comprovaram que houve degradac&o no éleo.
Todas as técnicas em conjunto demonstraram que o sistema claro, foi eficiente para degradar
0 Oleo, e a analise estatistica confirmou que os parametros: dias e a interacdo luz X dias,
foram os que apresentaram significancia estatistica, pois quanto maior a quantidade de dias de
oxidacdo, e este aliado a presenca de luz, maior é a degradacéo observada no 6leo.

A Anélise de Componentes Principais (ACP) é uma técnica estatistica multivariada
criada por Hotelling (1933) e que se dedica a explicacdo da estrutura de variancia-covariancia
existente em um conjunto de dados, utilizando-se combinacfes lineares das variaveis
originais. Segundo Rencher (2002), seus objetivos principais sdo: (1) a reducdo de
dimensionalidade, e (2) a interpretacdo de dados. Seu principio é fatorar um conjunto de
dados de natureza multivariada, objetivando a representacéo das variagdes existentes na forma
de componentes principais (PCs).

Gambarra Neto (2008) em sua dissertacdo de mestrado realizou uma PCA em um
conjunto de 114 amostras de 6leo vegetal para avaliar possiveis sobreposi¢des entre as classes
e avaliar se as amostras estavam ou ndo vencidas. Essa analise mostrou uma separagdo em
dois grandes grupos, onde 0s escores mais negativos em PC1 pertencem as amostras da classe
vencidos, enquanto que 0S mais positivos correspondem as amostras ndo vencidas. Em
seguida ele aplicou novamente o PCA somente nas amostras ndo vencidas para classificar os
tipos de oleos, verificando novamente dois grupos, um constituido pelas classes Canola e
Milho e o outro formado por Soja e Girassol, sendo gque estes foram agrupados juntos devido
as suas semelhancas com rela¢do & composicao de &cidos graxos.

Com o proposito de investigar a existéncia de similaridades e/ou diferengas entre as
amostras e variaveis analisadas realizou-se uma analise exploratéria dos dados aplicando
PCA. Inicialmente foi realizada uma PCA no conjunto das 45 amostras de 6leo de linhaca
submetido & foto-oxidacdo, para avaliar possiveis sobreposi¢Ges entre as classes natural,
escuro e claro. Essa analise mostrou que existe uma separacdo em dois grandes grupos (Figura
28). Os escores mais negativos em Factor 1 pertencem as amostras da classe claro (azul) que
foram aquelas que apresentaram uma maior degradacdo com o passar do tempo, visto que o
dia 15 como mostra a Figura € a amostra mais degradada, enquanto que 0s mais positivos
correspondem as amostras natural e escuro (preto e vermelho), que estdo agrupadas juntas

visto que apresentaram todos os resultados das analises de maneira similar.
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Figura 28 — Gréfico dos escores de Factor lversus Factor 2 das 45 amostras de 6leo de linhaga submetido a
foto-oxidacao.
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Fonte: A autora

A PCA confirmou que a camara clara foi eficiente para degradar as amostras de 6leo.

Para tentar retardar esse processo oxidativo, e estender a vida atil dos éleos e
gorduras, inibidores de oxidagdo ou comumente chamados de aditivos antioxidantes, podem
ser adicionados aos mesmos. Este produto reage preferencialmente com os produtos de
oxidacdo oriundos da degradacdo dos oOleos, formando produtos mais estaveis e
interrompendo a reacdo em cadeia. Antes de adiciona-los nos 6leos, primeiramente foi testada
a eficiéncia dos mesmos através da atividade inibitoria do DPPH-, para confirmar que

possuem atividade antioxidante.

5.3 Atividade Inibitdria de Radicais Livres (DPPH)

Em decorréncia da grande diversidade quimica existente, em especial entre 0s
compostos fenolicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliacdo da capacidade
antioxidante de amostras. Alguns deles determinam a habilidade dos antioxidantes em
sequestrar espécies reativas geradas no meio reacional (Sequestro do perdxido de hidrogénio -
H,0,), Sequestro do radical peroxil - Método ORAC (Capacidade de Absorcdo de Radicais de
Oxigénio), Sequestro de radical superoxido - xantina oxidase) todos sdo métodos analisados
por fluorescéncia. Outros avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacéo

lipidica através de sua complexacdo com ions metalicos, inativando reagdes radicalares e
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prevenindo a conversao de hidroperoxido em oxirradicais reativos como o método de Folin-
Ciocaulteau. J& 0 método de oxidagdo do B-caroteno/ &cido linoleico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do é&cido linoléico (medida
espectrofotométrica). Ndo obstante a diversidade de métodos para avaliar a capacidade
antioxidante, ndo existe um procedimento metodoldgico universal (OLIVEIRA et al, 2009;
SUCUPIRA et al, 2012).

Um dos métodos e o utilizado neste trabalho é o da capacidade antioxidante frente ao
radical DPPH-. Este ¢ um método quimico, aplicado para determinar a capacidade an-
tioxidante e consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil
(DPPH"). E considerado um método rapido, pratico e com boa estabilidade (SUCUPIRA et al,
2012).

O DPPH- (2,2-difenil-1-picrilidrazil) € um radical de nitrogénio orgéanico, estavel por
virtude da deslocalizacdo do elétron livre sobre a molécula como um todo, possui coloragédo
purpura e absorve na faixa de 515-520 nm (enquanto radical). Por acdo de um antioxidante
(AH) ou uma espécie radicalar (R-) o DPPH: ¢é reduzido formando o 2,2-difenilpicril-
hidrazina (DPPH-H)de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da banda de
absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia (SUCUPIRA et al,
2012; OLIVEIRA et al, 2009; BRAND-WILLIAMS, 1995).

DPPH: + AH — DPPH-H + A-

DPPH- + R- -DPPH-R (BRAND-WILLIAMS, 1995)

A Figura 29 apresenta as formas radicalar e ndo radicalar do DPPH (ALVES et al, 2010).

Figura 29- Formas radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH
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Fonte: ALVES et al, 2010.
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O mecanismo de reacédo € baseado em transferéncia de elétrons, enquanto a abstracéo
de aomo de hidrogénio € uma reacdo marginal, pois a mesma acontece lentamente em

solventes que estabelecem fortes ligacbes de hidrogénio. O método é influenciado pelo
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solvente e pelo pH das reacBes. E considerado um método facil e atil para anélise de
substancias puras e amostras complexas (OLIVEIRA et al, 2009).

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante (quantidade de DPPHe consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de
radicais e/ou a porcentagem de DPPHe remanescente no meio reacional (OLIVEIRA et al,
2009).

DUARTE-ALMEIDA et al (2006) em sua pesquisa avaliando a atividade
antioxidante utilizando sistema B-caroteno/acido linoleico e método de sequestro de radicais
DPPHe verificaram que a quercetina apresentou a maior porcentagem de sequestro de radicais
livres ou seja melhor atividade antioxidante em comparagdo aos padrdes sintéticos BHA e
BHT.

O método é baseado na reducdo do radical livre DPPH em solucdo alcodlica por um
composto doador de hidrogénio (antioxidante) formando um produto ndo radical DPPH-H. O
radical DPPH remanescente é medido depois de um tempo especifico e é inversamente
proporcional a capacidade de captacdo de radicais livres do antioxidante testado. O gréfico da

Inibicdo do DPPH é mostrado na Figura 30.

Figura 30 — Percentual de inibigdo do radical livre DPPH pelos antioxidantes TBHQ e Quercetina.
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Realizou-se este método utilizando os antioxidantes TBHQ (padrdo para 6leos) e
Quercetina (natural) nas concentra¢des de 0,01; 0,02; 0,05; 0,10e 0,20 g antioxidante/% Oleo

(limite permitido pela ANVISA), e observa-se que em todas as concentracdes houve inibicao
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do DPPH como mostra a Figura 29, ndo sendo observado efeito dose-dependente onde, o
aumento da concentracdo do substrato (TBHQ e Quercetina) potencializa a atividade
antioxidante entdo optou-se em utilizar a concentracdo limitrofe nos ensaios de degradacéo.
Na concentracdo 0,2 g antioxidante/% Oleo obteve-se cerca de 97% e 95% de inibi¢do do
radical livre DPPH, para TBHQ e Quercetina respectivamente, confirmando que ambos

possuem uma atividade relativamente alta e que podem ser utilizados nos ensaios posteriores.

5.4 Ensaio de foto-oxidacao utilizando antioxidantes

Para estudar o efeito da presenca de antioxidantes no processo de foto-oxidacéo do
o6leo de linhaca realizou-se o ensaio utilizando o sistema claro, visto que este apresentou uma
degradacdo mais eficiente. No sistema foram adicionados trés béqueres contendo: éleo in
natura, 6leo juntamente com TBHQ, e 6leo juntamente com Quercetina. A concentracdo de
antioxidantes adicionado no 6leo foi de 0,20 g antioxidante/% o6leo tanto do TBHQ quanto da
Quercetina. O processo foi monitorado durante um periodo de 15 dias, com retirada diaria de
amostras, sendo que as analises 1A, IP, RMN de 'H, UV-Vis e FTIR foram realizadas em
triplicata, cujos resultados das analises fisico-quimicas sdo apresentados como a média

aritmética dos valores na Tabela 11.

Tabela 11 — indice de acidez e peréxidos do 6leo de linhaca na auséncia e presenca de antioxidantes monitorado
por 15 dias.

IA (g &cido oleico/100g) IP (mmol peréxido/kg)

DIAS | CLARO TBHQ QUERCETINA CLARO TBHQ QUERCETINA
1 0,286 0,551 0,339 74,746 46,155 59,337
2 0,286 0,335 0,604 78,108 81,053 230,035
3 0,295 0,317 0,292 87,849 107,437 332,600
4 0,300 0,336 0,357 113,669 144,541 448,772
5 0,296 0,294 0,309 120,100 248,750 501,426
6 0,497 0,542 0,568 162,326 679,378 766,954
7 0,315 0,557 0,564 172,088 836,476 949,870
8 0,571 0,853 0,831 211,862 1079,445 1061,860
9 0,573 0,870 0,885 280,808 1272,383 1287,554
10 0,579 0,835 0,819 290,611 1508,057 1462,069
11 0,716 0,974 0,975 337,862 1570,140 1522,469
12 0,603 1,398 1,414 385,379 2001,040 1763,645
13 0,568 1,923 1,907 475,842 2056,547 2055,513
14 0,689 1,965 1,839 538,532 2160,040 2057,726
15 1,306 2,297 2,452 576,011 2097,458 1959,529

Fonte: A autora
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A Figura 31 apresenta o perfil do indice de acidez utilizando antioxidantes com o

passar do tempo.

Figura 31 — indice de acidez da foto-oxidac&o do dleo de linhaca na presenca e auséncia de antioxidantes TBHQ
e Quercetina em sistema claro durante 15 dias.
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Fonte: A autora

Observa-se em todas as condicdes que o indice de acidez aumenta com o passar do
tempo, indicando que a presenca dos antioxidantes ndo evitaram a formacdo de AGL no
sistema, apesar de todos os valores estarem dentro do valor exigido pela legislacdo 3 g acido
oleico/100g. Desde o primeiro dia da oxidacdo, os valores deste indice para os sistemas que
utilizaram antioxidantes foi superior ao que continha somente éleo, indicando que a presenca
ou auséncia dos mesmos ndo impede que o 6leo degrade e forme AGL juntamente com 0s
DAG e MAG. Entretanto, este indice ndo deve ser utilizado sozinho para presumir a
estabilidade de um dGleo e sim associado a outros parametros, tais como perdxidos, dienos
conjugados, formacdo de hidroperoxidos e compostos de oxidacdo primarios e secundarios.

Na anélise estatistica do |A mostrado detalhadamente no Anexo C, observa-se uma
significancia estatistica da foto-oxidacdo com antioxidantes, pois ao realizar o processo de
oxidacdo em 15 dias, ha uma variacao significativa dos valores de IA ao comparar o primeiro
e o Ultimo dia de experimento, isto é confirmando pelo teste t no qual observa-se que o
parametro dias foi Unico influente no processo de degradacédo, confirmando que a presenca ou
ndo dos antioxidantes, ndo protege nem degrada o sistema, mas sim quanto maior o tempo de
exposicdo maior o 1A e maior a quantidade de AGL no sistema. Observou-se também o valor
de r* = 0,94, (ideal é r* = 1), portanto pode-se ter confianca nos dados obtidos

experimentalmente. Além disso o significado da regressdo foi testado (95% confianca),
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proporcionando um valor de 104,4 (10 vezes maior) provando ser estatisticamente
significativo, confirmando que o método de degradacdo em camara clara foi eficiente mesmo
na presenca de antioxidantes.

Ao comparar a eficiéncia dos antioxidantes TBHQ e Quercetina vé-se que ambos
apresentaram valores de acidez semelhantes, ndo podendo através dessa técnica determinar
qual apresentou melhor resultado.

A Figura 32 apresenta o indice de perdxidos utilizando antioxidantes em funcao do
tempo de exposicéo.

Figura 32 - indice de perdxidos da foto-oxidagio do 6leo de linhaca na presenca e auséncia de antioxidantes
TBHQ e Quercetina.
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Fonte: A autora

Na Figura 32 pode-se observar que no primeiro dia da oxidacdo, ambos antioxidantes
evitaram a formagdo de perdxidos no sistema, porém ap6s o segundo dia na cdmara clara, 0s
mesmos ja tiveram sua atividade diminuida, pois observou-se um aumento gradativo do
indice de peroxidos. Os sistemas que utilizaram antioxidantes tiveram um aumento maior no
IP quando comparado ao sistema que tinha somente o 6leo, pois estes compostos podem ser
degradados pela luz, fazendo que com percam sua atividade como potenciais agentes
antioxidantes. Na analise estatistica do IP mostrado detalhadamente no Anexo D, observa-se
uma significancia estatistica da foto-oxidacdo com antioxidantes, pois ao realizar o processo
de oxidacdo em 15 dias, ha uma variacdo significativa dos valores de IA ao comparar 0
primeiro e o Gltimo dia de experimento, isto é confirmando pelo teste t no qual observa-se que
0s parametros dias, antioxidantes e a interacdo dias x antioxidantes, foram influentes no

processo de degradacdo do sistema, confirmando que a presenca dos antioxidantes nao ajuda a
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proteger o 6leo da oxidacéo, pois quanto maior a quantidade de dias de experimento, e quando
ha presenca dos antioxidantes, maior & o IP observado, afirmando que 0s mesmos néo
impediram & formacéo de peréxidos no sistema. Observou-se também o valor de r? =
0,98,(ideal é r* = 1), portanto pode-se ter confianca nos dados obtidos experimentalmente.
Além disso o significado da regressdo foi testado (95% confianca), proporcionando um valor
de 468,3 (10 vezes maior) provando ser estatisticamente significativo, confirmando que houve
degradacdo mesmo na presenca de antioxidantes.

A espectroscopia de UV-Vis também é uma técnica utilizada para verificar a
eficiéncia dos antioxidantes. A Figura 33 apresenta o espectro UV-Vis do primeiro dia da

oxidacéo.

Figura 33 — Espectro UV-Vis do primeiro dia da foto-oxidacdo do 6leo de linhaga na presenca e auséncia de
antioxidantes TBHQ e Quercetina.
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Fonte: A autora

Verifica-se no primeiro dia da oxidacdo, que o sistema com antioxidantes possui uma
menor absorbancia quando comparado com o sistema com Oleo, tendo o TBHQ e a
Quercetina valores préximos de absorcdo, indicando que possuem o mesmo potencial nas

primeiras horas de ensaio. Do segundo ao sexto dia, o perfil € mostrado na Figura 34.
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Figura 34 - Espectro UV-Vis do segundo ao sexto dia da foto-oxidacdo do dleo de linhaga.
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Nestes dias tem-se que o 6leo (somente) apresentou uma absorbancia menor quando
comparado aos sistemas que utilizaram antioxidantes, isso pode ser devido a degradacdo
desses compostos quando expostos a radiacdo ultravioleta fazendo com que absorvam em
maiores intensidades, nota-se que o TBHQ apresentou uma melhor atividade quando

comparada & Quercetina. A partir do sétimo até o dltimo dia, & mostrado o perfil na Figura 35.

Figura 35 - Espectro UV-Vis do sétimo ao Ultimo dia da foto-oxidacéo do 6leo de linhaga.
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Nota-se que a partir do sétimo dia, o antioxidante Quercetina degrada totalmente,
apresentando absorbancias extremamente altas, 0 TBHQ também comeca a degradar, por isso
eles ndo podem ser considerados como antioxidantes eficientes para proteger o 0leo no

processo de foto-oxidacdo prolongado.
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A espectroscopia de IR revela se houve formacdo ou desaparecimento de algumas
bandas, também sendo uma técnica Util para verificar a eficiéncia dos antioxidantes. Na

Figura 36 tem-se os espectros de IR do (a) primeiro dia, (b) do 2° ao 10° dia e (c) do 11° ao
ultimo dia de oxidac&o.

Figura 36 — Espectro IR do dleo de linhaca na presenca e auséncia de antioxidantes durante o processo de foto-
oxidagdo(a), primeiro dia, (b) do 2° ao 10° dia e (c) do 11° ao dltimo dia de oxidag&o.
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No espectro 36 (a) observa-se que ndo ocorre nenhuma modificacdo dos
grupamentos quimicos do 6leo na auséncia e na presenca dos antioxidantes, indicando que
neste dia, 0 mesmo encontra-se integro. Nos proximos dias (figura 36b e 36¢) nota-se o
surgimento de uma banda préximo a 3450 cm™ correspondente & formacao de hidroperéxidos,
ficando mais evidente dos ultimos dias da degradacdo,observa-se também um aumento da
banda de absorgdo a 970 cm™ corresponde & formacéo de duplas ligacdes com configuracio
transe o aparecimento de bandas adicionais préximo dos 1750 cm™ caracterizando a formagéo
de compostos volateis, todas essas bandas sdo indicativas de processo oxidativo. Do segundo
ao décimo dia, a quercetina representou o antioxidante com menor eficiéncia pois apresentou
uma banda de hidroperdxidos mais intensa, porém nos ultimos dias da oxidagcdo, o TBHQ
apresentou essa caracteristica, confirmando que esses agentes nao impedem a formacédo de
hidroperdxidos no sistema, e que degradam com a exposicao a radiagéo.

A RMN de *H complementa as outras técnicas, e os resultados estdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados obtidos pela RMN de *H com a utilizac&o de antioxidantes TBHQ e Quercetina.

(continua)
Dias \ E G PM I Roa %Ln
Orig 12,82 10,9 75 840,2 193,7 8,17 54,91
1 12,80 11,0 75 840,2 193,2 8,13 55,06
2 12,79 11,0 75 840,2 192,0 8,07 54,84
3 12,90 11,1 7,6 840,1 191,9 7,81 54,74
4 12,69 10,9 7.4 840,2 191,6 8,08 54,85
5 12,66 10,9 7,4 841,2 191,0 8,09 55,01
6 12,49 10,8 7,3 840,8 188,6 8,08 55,21
8 7 12,54 10,9 7,4 839,5 189,6 8,07 54,79
\5' 8 12,50 10,8 7,3 840,4 188,7 8,04 54,90
9 12,25 10,6 7,0 840,3 185,0 8,06 55,66
10 12,45 10,9 7,2 835,4 189,1 7,90 54,29
11 12,11 10,3 7,1 839,8 183,0 7,86 54,69
12 12,44 10,8 7,1 838,8 188,2 8,01 54,57
13 12,30 10,8 7,0 837,4 186,5 7,89 54,27
14 11,76 10,5 7,0 836,2 178,5 7,63 53,34
15 11,92 10,5 6,9 837,8 180,6 7,73 53,51
\% E G PM 1 Roa %.Ln
Orig 12,82 10,9 75 840,2 193,7 8,17 54,91
1 12,81 11,0 7,6 840,5 193,5 8,29 55,87
% 2 12,72 11,0 7.4 840,5 192,1 8,15 55,15
? 3 12,72 11,0 7,4 839,8 192,2 8,07 54,78
8 4 12,62 10,9 7.4 840,4 190,7 8,06 54,90
- 5 12,32 10,7 7,2 839,1 186,4 7,92 54,56
© 6 11,51 10,2 6,5 836,2 174,7 7,67 54,28
7 11,12 10,0 6,2 829,7 170,2 6,95 49,82
8 10,86 9,9 6,1 833,8 165,3 7,03 50,46
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9 10,57 9,8 5,6 833,8 160,9 6,86 49,83

10 10,02 9,8 51 828,4 153,5 6,72 49,63

11 10,03 9,6 53 831,2 153,1 6,86 49,67

12 9,59 8,7 4,5 821,5 148,2 6,32 46,65

13 7,24 7,5 34 827,0 1111 4,59 38,12

14 8,57 8,1 4,4 829,0 131,2 5,55 43,25

15 7,80 7,4 3,9 819,6 120,7 5,76 46,47

Orig 12,82 10,9 7,5 840,2 193,7 8,17 54,91

1 12,66 11,0 7,4 839,3 1915 8,14 55,40

2 12,38 10,8 72 840,5 187,0 8,13 55,81

3 12,24 10,7 7,1 838,1 1854 7,88 54,29

< 4 12,13 10,6 71 839,3 183,4 7,69 53,10
E 5 11,44 10,1 6,6 838,4 173,2 7,51 53,19
E)J 6 11,32 10,1 6,4 835,4 172,0 7,21 51,37
% 7 11,14 10,1 6,3 830,7 170,2 7,43 53,11
8 8 10,87 10,0 6,0 833,7 165,5 6,91 49,66
5 9 10,51 9,7 58 8331 160,2 6,06 45,08
H 10 10,16 9,6 54 826,9 156,0 6,70 48,67
O 11 10,16 9,4 53 830,5 155,3 6,72 48,26
12 10,53 91 4,8 823,6 162,2 6,31 45,47

13 7,75 8,2 3,6 827,8 118,8 5,68 44,44

14 9,32 91 4,4 827,5 142,9 5,38 40,94

15 9,98 8,4 4,2 819,8 154,6 6,40 47,75

Os pardmetros estruturais foram obtidos dos espectros integrados de RMN de 1H e calculados conforme descrito por BELESKI-
CARNEIRO, REDA E CARNEIRO, 2005. V= hidrogénios vinilicos (olefinicos); G= hidrogénios dialilicos; E = hidrogénios alilicos; PM =

peso molecular; I1=indice de iodo; Roa= razdo entre hidrogénios olefinicos e alifaticos; %Ln = concentragao de &cido linolénico.

Primeiramente, observou-se o aparecimento de 2 picos no espectro no décimo dia da

oxidacdo, para as trés condicoes (0leo, 6leo + TBHQ, 6leo + quercetina) como mostrado na

Figura 37.
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Figura 37 -Espectro de RMN de *H do 6leo de linhaca com a utilizagdo dos antioxidantes no décimo dia da
foto-oxidacdo, com pontilhado na regido do aparecimento do pico em 2,9 e 3,7 ppm B) sobreposicdo dos
espectros dos 3 sistemas com expansao na regido entre 2,5 a 4,0 ppm evidenciando que 0s picos surgem nos trés
sistemas.
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Fonte: A autora

O primeiro pico surge em 2,9 ppm que segundo FRANKEL et al (1990) representa
0s prétons alilicos (-CH=CH-CH,-CH=CH-) do mono hidroperdxido derivado da trilinolenina
(Figura 38), e outro pico surge em 3,7 ppm e refere-se aos prétons do 1,2 diacilglicerol (-CH-
OH) (GUILLEN & RUIZ, 2001), é neste dia que ocorre a reducdo brusca de todos os

parametros obtidos pelo célculo das integracdes e mostrados na Tabela 12.

Figura 38 — Estrutura do mono hidroperéxido derivado da trilinolenina

0 OO0H
o /U\(C'H;h M/\

0-CO4 CH,)-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH,
0-CO{ CH, i-C H=CH-C H,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH;

Fonte: GUILLEN & RUIZ (2001)

No décimo terceiro dia da oxidacdo para as condi¢des que possuem antioxidantes,
surgem trés picos nos espectros como mostra a Figura 39.
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Figura 39 - Espectro de RMN de 'H do 6leo de linhaga com a utilizagdo dos antioxidantes no décimo terceiro
dia da foto-oxidacdo, com pontilhado na regido do aparecimento do pico em 2,9; 6,1 e 6,6 ppm B) sobreposicéo
dos espectros dos 3 sistemas com expansao na regido entre 2,5 a 3,1 ppm C) expansdo da regido entre 6 e 7 ppm
evidenciando que os picos surgem nos trés sistemas
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Fonte: A autora
O primeiro pico surge em 2,9 ppm representado pelos protons alilicos (-CH=CH-

CH,-CH=CH-) do mono hidroperéxido derivado da trilinolenina (FRANKEL et al, 1990), o
segundo e o terceiro em 6,1 e 6,6 ppm, respectivamente, sendo que o aparecimento de picos
nesta regido é relativo ao sistema dieno conjugado cis, trans (-CH=CH-CH=CH-) derivado
dos mono hidroperdxidos dos acidos graxos em geral (HAYWOOD et al, 1995). A tabela 12
mostra que houve um decréscimo acentuado em todos os parametros nesses dias, isso deve-se
ao fato do surgimento dos picos extras no espectro representando grupamentos caracteristicos
do processo oxidativo. No 13° dia de experimento, o sistema que contém 6leo + TBHQ, e
6leo + Quercetina sofrem maior degradacdo como visto na Tabela 12, indicando que o0s
mesmos sao sensiveis a radiacao, e exercem uma atividade baixa quando adicionados no 6leo.
Calculando-se o teor residual dos hidrogénios V, E e G nos dias de maior oxidagdo, tem-se

para o sistema com 6leo (14° dia), 91,73; 96,33 e 93,33% respectivamente, sendo a posi¢io

vinilica (V) a mais comprometida, com TBHQ (13°dia) tem-se V = 56,47%; E = 68,81% e G
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= 45,33% e com Quercetina (13° dia) V =60,45%; E = 75,23% e G = 48%, indicando que
para ambos a maior degradacéo ocorre nas posicdes dialilicas (G). Com relacdo a razdo entre
hidrogénios olefinicos e alifaticos (Roa) tem-se OLEO = 93,39%, OLEO + TBHQ = 56,18%
e OLEO + QUERCETINA = 69,52 %, indicando que o sistema que contem somente Oleo
permanece 93,39% inalterado, e ao comparar os antioxidantes que apesar de possuirem baixa
efetividade, a Quercetina foi mais eficiente (deixou o sistema mais inalterado) quando
comparada ao TBHQ que é o antioxidante padrdo utilizado em dleo, podendo entédo substituir
0 mesmo.

Os antioxidantes TBHQ e Quercetina potencializaram o processo de degradacéo do
oleo de linhaca, devido a adicéo de alta concentracdo dos mesmos (0,029/100 g 6leo) no éleo.
Oliveira (2003), em seu estudo submetendo os 6leos de milho e canola a foto-oxidacdo
acelerada durante um periodo de 168 horas e adi¢do do antioxidante TBHQ na concentracéo
de maxima de 0,02g/kg 6leo, confirmou atraves das analises de UV-Vis e indice de perdxidos
que o TBHQ exerceu efeito protetor no 6leo. J& o estudo realizado por Tolentino (2008),
avaliando a estabilidade dos 6leos de soja, canola, milho e girassol submetidos a foto-
oxidagdo por 60 dias, utilizando os antioxidantes PG, TBHQ, BHT, BHA e acido citrico na
concentracdo maxima de 0,02g/kg oOleo, verificou pelos dados de UV-Vis que o (PG)
mostrou-se mais eficiente na protecdo dos 6leos, pois proporcionou um menor valor de
absorbancia a 232 nm, ou seja uma menor formagdo de compostos conjugados.

Ao comparar o estudo com a literatura, observou-se que a concentracdo de
antioxidantes adicionada no 6leo, pode ter sido muito alta (0,029/100g 6leo), cerca de 10
vezes maior, potencializando o processo de degradacdo. Uma proposta para trabalhos futuros
é adicionar concentracdes menores dos antioxidantes, para observar se estes exercerdo efeito
protetor no éleo, diferentemente do que foi observado nesta dissertacéo.

Aplicou-se novamente a técnica do PCA quando houve a adicdo dos antioxidantes
TBHQ e Quercetina, para observar possiveis sobreposi¢fes das classes: 6leo, 6leo +TBHQ ,

6leo + Quercetina, como mostra a Figura 40.
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Figura 40 — Grafico dos escores de Factor 1 versus Factor 2 das 45 amostras de 6leo de linhagca submetido a
foto-oxidacdo com adicdo dos antioxidantes TBHQ e Quercetina.
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Fonte : A autora

Novamente observa-se separacdo em dois grandes grupos (Figura 40). Os escores
mais positivos em Factor 1 correspondem & amostra de 6leo sem a presenca de antioxidantes
(preto) e os mais negativos pertencem as amostras das classes contendo os antioxidantes
TBHQ(azul) e Quercetina (vermelho) que foram aqueles que apresentaram uma maior
degradacdo com o passar do tempo. Observa-se que estes estdo agrupados do mesmo lado do
gréafico, pois ambos apresentaram resultados semelhantes, ndo podendo identificar qual possui
melhor funcéo.

Todas as técnicas em conjunto confirmaram que os antioxidantes TBHQ e
Quercetina ndo foram efetivos para proteger o Oleo da foto-oxidacdo, ao contrario,
potencializaram a degradacdo, pois ocorreu formacéo de AGL, peroxidos, dienos conjugados
e isomerizacdo, porém os mesmos evitaram a formacdo de compostos secundarios da
oxidacéo, os volateis como evidenciado pela auséncia de sinais na RMN de *H, referentes aos
compostos propanal e pentanal evitando o chamado ranco que provoca um aroma
desagradavel, além disso, ndo observou-se ligacBes cruzadas pois o 6leo na presenca dos
antioxidantes ap6s 15 dias de experimento, ndo polimerizou e ndo houve mudanga na

coloracdo do mesmo.

5.5 Analise térmica

A andlise térmica foi definida por (SANTOS et al, 2004) como: “Um grupo de

técnicas nas quais uma propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é
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medida, enquanto a amostra € submetida a uma programacdo de temperatura”. A andlise
térmica possibilita uma ampla faixa de aplicacdo para medidas de propriedades fisicas, estudo
de reacdes quimicas, avaliacdo da estabilidade térmica, determinacdo da composicdo de
materiais e desenvolvimento de metodologia analitica (FARIA et al.,2002). Dentre as
vantagens dessa técnica destacam-se 0 uso de pequenas quantidades de amostra, variedade de
resultados em um unico grafico e ndo requer preparo prévio da amostra para 0 ensaio a ser
realizado (MOTHE & AZEVEDO, 2002; EYCHENNE, et al, 1998).

O principio da analise termogravimétrica (termogravimetria - TG) consiste na
medicdo da perda de massa de uma amostra quando esta é aquecida dentro de uma
determinada faixa de temperatura (BROWN, 1998). Um programa de aquecimento, com uma
taxa de velocidade previamente selecionada € aplicado, enquanto o equipamento monitora a
perda de massa através de uma termobalanca previamente calibrada. A analise
termogravimétrica gera como resultado uma curva de decomposicao térmica que fornece os
percentuais dos fragmentos de massa perdidos em funcao da temperatura (CHEN et al, 2003).

A Termogravimetria Derivada (DTG) é a derivada primeira da curva
termogravimétrica, ou seja, a derivada da variacdo de massa em relacdo ao tempo ou
temperatura. As perdas de massa observadas nas curvas TG sdo substituidas por picos que
delimitam as areas proporcionais as alteracdes de massa com o0 aquecimento ou resfriamento
da amostra. A curva DTG apresenta as informacdes de uma forma mais visualmente acessivel,
mostrando com mais clareza os pontos inicial e final do processo (FERNANDES, 1995). Nas
ultimas décadas, técnicas termo analiticas tém sido empregadas com o intuito de controlar a
qualidade de 6leo de gorduras vegetais, e principalmente, de biodiesel, pois fornecem dados
sobre a estabilidade destes produtos perante seu comportamento térmico (TOMASSETTI et
al., 1991; GARCIA, et al., 2004).

Até o presente momento foi estudado a degradacdo parcial do éleo, mostrando quais
o0s principais produtos formados durante a oxidacdo do mesmo, a analise térmica apresenta a
decomposicgdo total deste. O comportamento térmico do 6leo de linhaga natural foi avaliado
por TG e DTG em atmosfera dindmica de nitrogénio. As curvas obtidas estdo ilustradas na

Figura 41.
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Figura 41 — Curvas TG/DTG do 6leo de linhaga in natura.
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Fonte: A autora

Observa-se, na curva TG (Figura 41), que o 6leo de linhaca apresenta estabilidade
térmica até aproximadamente 290°C. A partir desta temperatura, observa-se o inicio da
degradacdo térmica em um Unico evento, com perda de massa de 98,7%, no intervalo de
temperatura de 294,1 - 484,8°C, atribuido a volatilizacdo e/ou decomposicdo dos
triacilglicerdis. A perda de massa foi suave até aproximadamente 360,6°C e apresentou
maximo da DTG posicionado em 432,8°C, tratando-se de um processo exotérmico
caracteristico de reacdes de oxidacdo e decomposicéo.

FONSECA & YOSHIDA, (2009) avaliaram o comportamento térmico do 6leo de
linhaca natural e envelhecido artificialmente por TG/ DTG e por DTA, e viram que em
atmosfera de nitrogénio, as amostras também se decompdem em um Unico estagio entre
380°C e490°C, com perda de aproximadamente 95% da massa inicial, diferentemente do que
acontece na atmosfera dindmica de ar sintético onde as amostras reagem com o0 gas 0xigénio e
se decompBem em trés estagios entre 30°C e 550°C formando 4,5% (massa) de residuo. A
diferenca no processo de decomposicao esta relacionada com a complexidade da matriz e dos

mecanismos envolvidos na auto-oxidacéo do oleo.
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6. CONCLUSOES

Através da caracterizacdo inicial do dleo de linhaga pode-se dizer que 0 mesmo
estava integro, fazendo com que seja um substrato satisfatorio para experimentos de
degradacéo.

No ensaio de foto-oxidagdo, observou-se que o sistema claro foi eficiente para
degradar o 6leo, sendo que os parametros: dias e a interacdo luz x dias apresentaram
significancia estatistica. Houve a formacéo de compostos de liga¢Ges cruzadas como dimeros,
polimeros além de substancias volateis. A PCA demonstrou a separacdo em dois grandes
grupos, sendo a primeira para a amostra clara, e a segunda representando as amostras escura e
natural, confirmando que possuem resultados semelhantes.

Verificou-se que o TBHQ e Quercetina apresentaram atividade de inibicdo do radical
DPPH relativamente alta (97% e 95% respectivamente), podendo ser utilizados no ensaio de
foto-oxidacao.

A utilizacdo do antioxidantes quercetina e TBHQ ndo foi eficiente para impedir o
processo fotoxidativo, pois ndo impediram a formacdo de AGL, nem de peroxidos que séo
compostos primarios da oxidacdo confirmado pelas técnicas de IA, IP, UV-Vis e IR, porém
evitaram a formacdo de compostos secundarios como aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos,
como evidenciado pela RMN de *H, evitando ranco, e retardando a reacéo de polimerizac#o.

A PCA demonstrou novamente a separacdo em dois grandes grupos, sendo a
primeira para a amostra clara, e a segunda representando as amostras que possuem 0s
antioxidantes TBHQ e Quercetina, demonstrando resultados semelhantes, ndo podendo
identificar qual possui melhor fungéo.

A analise térmica demonstrou que o 06leo de linhaca apresentou um Unico evento de
degradacdo, com 98,7% de perda de massa, atribuido a volatilizacdo e/ou decomposicdo dos
triacilglicerdis, sendo um processo exotérmico caracteristico da reacdo de oxidacdo e

decomposicao.
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Anexo A — Estatistica do |A para foto-oxidacao durante 15 dias.

logo, Fcalc > Ftabel

Fc/Ft > 10
Fc/Ft 38,298

é significativo pois Fc/Ft € maior que 10

0,7957

R”"2 max = SQT -Sqep/SQT

0,951

|significéncia estatistica da falta de ajuste
Mqfaj/Mgep F tabelado
7,50192 1,53782

logo, Mgfaj/MQep > Ftabel

Mdfaj:Mgep / Ftabel >10
4,87828 falta de ajuste ndo possui significancia estatistica,

indicando que o modelo quadréatico pode ser usado.

significancia estatistica dos parametros (coeficientes) MQr = 0,0159
matriz de covariancia
x'.X)" =B V(B)= matriz B * MQr
0,123 0 -0,0227 0 -0,0523 0,00098 0,00036 0,00196 0 -0,0004 0 -0,0008 1,6E-05 5,8E-06
0 0,04921 0 -0,004761905 0 0 0 0 0,00078 0 -8E-05 0 0 0
-0,0227 0 0,00729 0 1E-17 -0,0004 -1E-19 -0,0004 0 0,00012 0 1,6E-19 -7E-06 -2E-21
0 -0,0048 0  0,000595238 0 0 0 0 -8E-05 0 9,5E-06 0 0 0
-0,0523 0 2,4E-17 0 0,07841 0,00036 -0,0005 -0,0008 0 3,8E-19 0 0,00125 5,8E-06 -9E-06
0,00098 0 -0,0004 0 0,00036 3E-05 -4E-06 1,6E-05 0 -7E-06 0 5,8E-06 4,7E-07 -7E-08
0,00036 0 -2E-19 0 -0,0005 -4E-06 6,6E-06 5,8E-06 0 -3E-21 0 -9E-06 -7E-08 1E-07
var Dp t128 Dp.T128 coef erro padrao
0,001955767 0,04422 1,97867 0,0875 0,3592  +- 0,0875 k tem significancia
0,000782381 0,02797 1,97867 0,05535 -0,003 +- 0,05535 luz  n&o tem significancia
0,000115941 0,01077 1,97867 0,02131 -0,0291 +- 0,02131 dias tem significancia
9,46429E-06 0,00308 1,97867 0,00609 0,02545  +- 0,00609 L*D tem significancia
0,001246685 0,03531 1,97867 0,06986 0,08542 0,06986 L”2 tem significancia
4,74859E-07 0,00069 1,97867 0,00136 0,00232 0,00136 D"2 tem significancia
1,04874E-07 0,00032 1,97867 0,00064 0,00141 0,00064 L"2*D"2 tem significancia
R =0,350 - 0,0030 L - 0,029 D + 0,0254 L*D + 0,085 L"2 + 0,00232 D*2 + 0,0014 L"2*D"2
significancia estatistica da regressao
Fcalculado Ftabelado R"2 = SQR/SQT
Fc= 83,113 Ft= 2,1702
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significancia estatistica dos parametros (coeficientes)

MQr = 1493,479

matriz de covariancia

(xX.X)M=B V(B)= matriz B * MQr
0,123 0 -0,02271062 0 -0,0522719 0,00097867  0,0003635 183,704223 0 -33918 0 -78,067 1,46162 0,54289
0 0,04920635 0 -0,0047619 0 0 0 0 73,4886492 0 -7,1118 0 0 0
-0,0227 0 0,00729189 0 1,0283E-17 -0,0004309 -1,406E-19 -33,917838 0 10,8903 0 1,5E-14 -0,6436 -2E-16
0 -0,0047619 0 0,00059524 0 0 0 0 -7,1118048 0 0,88898 0 0 0
-0,0523 0 23939E-17 0 0,07840785 0,0003635 -0,0005453 -78,066987 0 3,6E-14 0 1171 0,54289 -0,8143
0,00098 0 -0,00043094 0 0,0003635 2,9865E-05 -4,397E-06 1,46161578 0 -0,6436 0 054289 10,0446 -0,0066
0,00036 0 -1,6647E-19 0 -0,0005453 -4,397E-06 6,5958E-06 0,54288586 0 -2E-16 0 -0,8143 -0,0066 0,00985
var Dp 1128 Dp.T128 coef erro padrao
183,704223 13,5537531 1,97867082 26,8184158 40,0521472 +- 26,8184  k  temsignificAncia
73,4886492 8,57255208 1,97867082 16,9622587 -69,43074 +- 16,9623 luz  tem significancia
10,8902863 3,30004337 1,97867082 6,52969953 5,89223139 +- 6,5297 dias ndo tem significancia
0,8889756 0,94285502 1,97867082 1,86559973 28,5540119 +- 1,8656 L*D tem significancia
117,10048 10,8212975 1,97867082 21,4117857 5,94710011 +- 21,4118 L"2 n&o tem significancia
0,04460325 0,21119482 1,97867082 0,41788503 0,09563389 A= 0,41789 D"2 ndo tem significancia
0,00985075 0,09925095 1,97867082 0,19638496 1,63466895 +- 0,19638 L"2*D"2 tem significancia
R =40,052 - 69,431 L +5,892 D + 28,554 L*D + 5,947 L"2 + 0,095 D2 + 1,635 L"2*D"2
significancia estatistica da regressao
Fcalculado Ftabelado RA2 = SQR/SQT
Fc= 698,230196 Ft= 2,17015459
0,9703524
logo, Fcalc > Ftabel
R”A2 max = SQT -Sqep/SQT
Fc/Ft > 10
FclFt 321,742146 0,9990512
é significativo pois Fc/Ft é maior que 10

|significéncia estatistica da falta de ajuste
Mgfaj/Maep F tabelado
71,6384737 1,53782188

logo, Mqfaj/MQep > Ftabel

Mafaj:Mgep / Ftabel >10
46,5843766 falta de ajuste possui significancia estatistica,

indicando que o modelo quadratico ndo é o mais indicado.
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significancia estatistica dos parametros (coeficientes)

matriz de covariancia

(X . X1 =B MQr = 0,0205 V(B)= matriz B * MQr
0,18450633 0 -0,0341 0 -0,0784 0,00147 0,00055 0,00378238 0 -0,00069835 0 -0,0016 3E-05 1,1E-05
0 0,07381 0 -0,007142857 0 0 0 0 0,00151 0 -0,0001 0 0 0
-0,0340659 0 0,01094 0 0 -0,0006 0 -0,00069835 0 0,00022423 0 0 -1E-05 0|
0 -0,0071 0 0,000892857 0 0 0 0 -0,0001 0 1,8E-05 0 0 0|
-0,0784079 0 -9E-17 0 0,11761 0,00055 -0,0008 -0,00160736 0 -1,8738E-18 0 0,00241 1,1E-05 -2E-05
0,001468 0 -0,0006 0 0,00055 4,5E-05 -7E-06 3,0094E-05 0 -1,3251E-05 0 1,1E-05 9,2E-07 -1E-07
0,00054526 0 6,4E-19 0 -0,0008 -7E-06 9,9E-06 1,11778E-05 1,303E-20 0 -2E-05 -1E-07 2E-07
significancia estatistica dos parametros (coeficientes)
var Dp 83 Dp.T83 coef erro padrao
0,00378238 0,0615 1,98896 0,12232 0,50659836 +- 0,12232312 k tem significancia
0,001513095 0,0389 1,98896 0,07737 -0,0019219 +- 0,0773676 ANTIOX né&o tem significancia
0,000224226 0,01497 1,98896 0,02978 -0,07695615 +- 0,02978301 DIAS tem significancia
1,83036E-05 0,00428 1,98896 0,00851 -0,00020518 +- 0,0085093 A*D ndo tem significancia
0,002411041 10,0491 1,98896 0,09766 -0,04472408 0,09766261 A”2 ndo tem significancia
9,18359E-07 0,00096 1,98896 0,00191 0,007679123 0,00190604 D72 tem significancia
2,02822E-07 0,00045 1,98896 0,0009 0,005558477 0,00089574 A”2*D"2 tem significancia
R =0,506 - 0,0019 A - 0,0769 D - 0,00021 A*D -0,0447 A"2 + 0,00768 D"2 + 0,00556 A*2*D"2
significancia estatistica da regresséao
Fcalculado Ftabelado R"2 = SQR/SQT
Fc= 230,7067388 Ft=
0,94343122
logo, Fcalc > Ftabel
R"2 max = SQT -Sqgep/SQT
Fc/Ft> 10
Fc/Ft 104,3963775 0,99828741

€ significativo pois Fc/Ft é maior que 10

Mgfaj/Mgep

83,5595

logo, Mgfaj/MQep

Mgfaj:Mqep / Ftabel >10

48,8433

significancia estatistica da falta de ajuste
F GLfaj;GLep

1,71077

> Ftabel

falta de ajuste possui significancia estatistica,

indicando que o modelo quadratico ndo é o mais apropriado

formula do fator F: = invf(erro; GLfaj, GLep)
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significancia estatistica dos parametros (coeficientes)
matriz de covariancia

(x'. X =B MQr = 16595,4 V(B)= matriz B * MQr
0,184506333 0 -0,0341 0 -0,0784 0,00147 0,00055 3061,96 0 -565,34 0 -1301,2 24,362
0 0,07381 0 -0,0071 0 0 0 0 12249 0 -118,54 0 0
-0,03406593 0 0,01094 0 0 -0,0006 0 -565,34 0 181,518 0 0 -10,727
0 -0,0071 0 0,00089 0 0 0 0 -118,54 0 14,8173 0 0
-0,07840785 0 -9E-17 0 0,11761 0,00055 -0,0008 -1301,2 0 -2E-12 0 1951,81 9,04875
0,001467998 0 -0,0006 0 0,00055 4,5E-05 -7E-06 24,362 0 -10,727 0 9,04875 0,74344
0,000545256 0 6,4E-19 0 -0,0008 -7E-06 9,9E-06 9,04875 0 1,1E-14 0 -13,573 -0,1095
significancia estatistica dos parametros (coeficientes)
var Dp 83 Dp.T83 coef erro padrao
3061,96 55,3349 1,98896 110,059 -261,11 +- 110,059 k tem significancia
1224,9 34,9986 1,98896 69,6107 -120,86  +- 69,6107 ANTIOX tem significancia
181,518 13,4729 1,98896 26,797 106,267 +- 26,797 DIAS tem significancia
14,8173 3,84933 1,98896 7,65616 12,7311 +- 7,65616 A*D tem significancia
1951,81 44,1793 1,98896 87,8709 195,322 +- 87,8709 A”2  tem significancia
0,74344 0,86223 1,98896 1,71494 -3,9755 +- 1,71494 D72 tem significancia
0,16419 0,4052 1,98896 0,80594 7,53105 +- 0,80594 A"2*D"2 tem significancia
R =-261,106 - 120,864 A + 106,267 D - 12,731 A*D + 195,322 A*2 - 3,975 D2 + 7,531 Ar2*D"2
significancia estatistica da regressao
Fcalculado Ftabelado R"2 = SQR/SQT
Fc= 1034,96 Ft= 2,20991
0,98681
logo, Fcalc > Ftabel
R”"2 max = SQT -Sqep/SQT
Fc/Ft > 10
Fc/Ft 468,328 0,99991

€é significativo pois Fc/Ft € maior que 10

significancia estatistica da falta de ajuste

Mafaj/Mgep
401,589

F GLfaj;GLep
1,71077

logo, Mqfaj/MQep > Ftabel

Mgfaj:Mqgep / Ftabel >10
234,742

falta de ajuste possui significancia estatistica,

formula do fator F: = invf(erro; GLfaj, GLep)

indicando que o modelo quadratico ndo é o mais apropriado

9,04875
0
0
0
-13,573
-0,1095
0,16419




