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Resumo:

O seguinte estudo busca obter informacfes sobre os diferentes métodos acelerados da oxidagdo
lipidica para verificar a estabilidade oxidativa do dleo de semente de uva e também objetiva avaliar a
eficiéncia dos diferentes antioxidantes utilizados para as amostras. Amostras de Gleo de semente de
uva organico, sem adicdo de antioxidantes e adicionadas de antioxidantes sintéticos (BHT, TBHQ e
PG), foram submetidas & termo-oxidacdo (Schaal Oven Test), foto-oxidacdo em cémara de luz UV
durante 60 dias, e Rancimat. A foto-oxidacdo do Oleo de semente de uva proporcionou valores
levemente maiores de indice de peroxidos que a termo-oxidagdo, sendo que na termo-oxidagdo o
antioxidante mais eficiente foi o PG, enquanto na oxidagdo fotoquimica, o 6leo sem antioxidante
apresentou menores indices de perdxidos e se mostrou mais estavel nas analises de RMN~H. Na
utilizacdo do método Rancimat, a amostra com antioxidante TBHQ se mostrou mais estavel. Os
resultados demonstram que o Oleo de semente de uva apresenta um comportamento diferenciado
possivelmente pela presenca de antioxidantes naturais e que a eficiéncia dos antioxidantes varia de
acordo com o método utilizado e composic¢éo das amostras.

Palavras chave: Oleo de Semente de Uva, Oxidag&o lipidica, Antioxidantes Sintéticos.

Behavior of the Grape Seed Oil Submitted to Lipid Oxidation

Abstract

The following study aims to gather information about the different accelerated methods of lipid
oxidation to check the oxidative stability of grape seed oil and evaluate the efficiency of
different antioxidants used for the samples. Samples of organic grape seed oil, without
antioxidant and with synthetic antioxidant added (BHT, TBHQ, and PG) were subjected to
thermo- oxidation (Schaal Oven Test), photo-oxidation in UV light Chamber for 60 days, and
Rancimat. The photo-oxidation of grape seed oil resulted in slightly higher values of peroxide
that the thermo- oxidation, even though the thermal oxidation the most efficient antioxidant
was PG, while in hotochemical oxidation, the oil without antioxidant has presented lower
indexes of peroxides and proved to be more stable in the analyses of RMN1H. Using Rancimat
method, the sample with TBHQ antioxidant proved to be more stable. The study showed that
grape seed oil has a differentiated behavior possibly by the presence of natural antioxidants and
that antioxidant efficiency varies according to the method used and the composition of the
samples.

Key-words: Grape Seed Oil, Lipid Oxidation, Synthetic Antioxidants

1. Introducéo

A oxidacdo lipidica é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis
tornando os alimentos improprios para consumo, além de também provocar outras alteracdes
que irdo afetar ndo s6 a qualidade nutricional, devido a degradacdo de &cidos graxos
essenciais, mas também a integridade e seguranca dos alimentos, através da formacdo de
compostos poliméricos potencialmente toxicos (SILVA, 1999).
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Existem duas principais vias de reacdo da oxidagdo lipidica: a auto-oxidacéao e foto-oxidacéo.
A auto-oxidacao € uma via primaria para a formacédo de hidroperdxidos lipidicos que formam
produtos secundarios que causam sabores significativamente indesejaveis ao 6leo. J& a foto-
oxidacdo ocorre quando um 6leo é exposto a luz em presenca de sensibilizadores como clorofila
ou riboflavina que quando ativada pela luz reage com o oxigénio e este reage com o acido graxo
para formar hidroperéxido (HU; JACOBSEN, 1994).

A estabilidade oxidativa é um parametro global para avaliacdo de qualidade de dleos que reflete
diretamente na qualidade da matéria-prima. Para verificar a estabilidade oxidativa existem
testes acelerados como o Schaal Oven Test (temperatura elevada), incidéncia direta da luz e
o0 alto consumo de oxigénio. Esses testes também séo utilizados para verificar a eficiéncia de
antioxidantes (HILL, 1994).

O principal interesse no 6leo de semente de uva € seu alto valor de &cidos graxos insaturados,
como o acido linoleico, que excede o 6leo de cartamo, dleo de girassol, 6leo de milho e o éleo
de soja. Além disso, esse 6leo contém uma grande quantidade de taninos sendo resistente a
oxidagédo (CAO e ITO, 2003).

Estudos revelam os beneficios do consumo do 6leo de semente de uva, como a prevencdo de
trombose, reducdo do colesterol, inibi¢cdo do cancer de mama, pele e outros, e esse 6leo ainda
possui grandes gquantidades de tocoferol (vitamina E), que € um antioxidante (CAO e ITO,
2003).

A oxidacdo lipidica é um fenémeno espontaneo e inevitavel, com uma implicacdo direta no valor
comercial, nutricional e na vida de prateleira dos alimentos. Assim, o presente trabalho tem
como objetivo comparar diferentes métodos de inducdo de lipidios a oxidacdo, analisar a
eficacia de diferentes antioxidantes em éleo de semente de uva submetido a oxidacdo acelerada,
e monitorar a oxidacgdo por técnicas classicas e por RMN de 1H.

2. Metodologia

O 6leo de semente de uva organico foi obtido por prensagem a frio e cedido pela empresa
Econatura Produtos Ecoldgicos e Naturais LTDA. Foram adicionados trés antioxidantes
sintéticos ao 6leo de semente de uva para comparacdo de sua eficacia: TBHQ (terc-butil
hidroquinona), BHT (butil hidroxitolueno) e PG (galato de proprila) ao 6leo de uva. Adicionou-
se aproximadamente 0,0065g de cada antioxidante, diluido em um pouco de etanol, para
65 mL de 6leo, sob agitacdo. As amostras de 6leo adicionadas de antioxidantes e uma amostra
de 6leo puro como controle foram colocadas em tubos de ensaio e submetidas a testes acelerados
de oxidacdo (teste da estufa ou Schaal Oven Test, camara de foto-oxidacdo e rancimat). As
analises realizadas a cada 15 dias foram o indice de perdxido, indice de acidez e a Ressonancia
Magnética Nuclear de *H apenas nos dias 0 e 60.

3. Resultados

3.1 Acidez

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados obtidos de indice de acidez para a amostra de
Oleo de semente de uva sem adicdo e com adicdo de antioxidantes submetida a termo-
oxidacéo e foto-oxidagédo durante 60 dias.
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Tempo Amostras? Acidez (mg KOH/gamostra) [
Termica Fotoguimica
CONT 3,36+0 06 3,360 06
BHT 3,380 06 3,38+0,06
Zero
PG 3,380 06 3,38+0,06
TEHGQ 3,36+0 06 3,360 06
MadiatDpP 3,3820,06 3,36+0,06 1,00
p* 1,00 1,00
CONT 3,0620 27 3,150, 13
. EHT 4082014 3,36x017
15 dias
PG 3662012 3,350,038
TEBHO 3912004 33023
MadiatDP 3,8740,21% 3,3040,15% <0,001
p* 0,08 0,60
CONT 3832013 3,580, 10
. EHT 3712023 3,6620,16
30 dias
PG 4 12+0 22 336010
TEHGQ 3,72+0 11 3,60+0 26
MadiatDpP 3,86+0,23° 3,56+0,19% <0,01
p* 0,08 0,23
CONT 3542003 3,540 11
EHT 3, 712007 3,359+0,038
45 dias
PG 3,6620,03 3,370,04
TEBHQ 3542010 3,340,211
MadiatDpP 3,59+0,00° 3.41+0,13% <0, 001
p* 0,05 0,27
CONT 3,0620, 10 3,740, 13
. EHT 3,840 12 3,750,224
g0 dias
PG 3,790 03 3,790 12
TBHOQ 3,650 05 377:0,13
MadiatDP 3, 790,11 3,76x0,14 0,66
p* 0,05 0,98

' CONT: dleo sem adicdo de antioxidantes; BHT: dleo com adigdo do antioxidante BHT;
PG: 0leo com adigdo do antioxidante PG; TBHQ: oOleo com adicdo do antioxidante
TBHQ. n=3. "¢ Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os
métodos de oxidagdo (Teste t, p < 0,05, p**).

Fonte: As autoras
(2016)

Tabela 1 — Efeito do tempo e do método de oxidacdo acelerada (térmica e fotoquimica) no indice de acidez em
6leo de semente de uva organico sem adicdo e com adi¢do de antioxidantes sintéticos
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De acordo com a Resolugdo RDC n°270 de 22 de setembro de 2005 (Brasil, 2005), para 6leos
prensados a frio e ndo refinados, o valor de indice de acidez méaximo permitido é de 4,0
mgKOH)/g. Pode-se observar que o 6leo esta dentro das normas exigidas pela legislacdo, mesmo
apos 60 dias de oxidacao.

A termo-oxidacdo apresentou niveis levemente maiores de acidez quando comparado a foto-
oxidagdo. Houve diferenga significativa nos tempos 15 e 45 dias entre os métodos.
Analisando as amostras, ndo houve diferencas significativas em nenhum dos tempos analisados.

O oleo de semente de uva possui o antioxidante natural tocoferol e este se mostrou bastante
eficiente quando comparado aos antioxidantes sintéticos ja que nas amostras adicionadas destes,
a estabilidade do 6leo foi a mesma.

3.2 Indice de peroxido
A Figura 1 representa o Indice de peréxido das amostras submetidas & oxidagio térmica.
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Fonte: As autoras (2016)
Figura 1 — Efeito do tempo no indice de perdxidos de amostras de 6leo de semente de uva organico sem adicao e
com adicdo de antioxidantes sintéticos submetidos a oxidagéao térmica.

Conforme mostra o grafico acima, a amostra controle apresentou comportamento tipico de
formacéo de perdxido, havendo um aumento do indice até o tempo 45 e posterior decaimento
até tempo de 60 dias.

A amostra com o antioxidante BHT obteve o maior indice de formacgéo de peroxido de todos
os tratamentos, sendo que um aumento significativo ocorreu a partir do tempo de 15 dias,
enquanto o TBHQ apresentou 0 mesmo comportamento, poréem esse aumento foi significativo
apos 30 dias de oxidacdo térmica. O antioxidante que apresentou menor indice de perdxido e
maior estabilidade durante os 60 dias foi 0 PG, mostrando assim ser o mais eficiente na protecéo
contra a termo-oxidacao.
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O indice de perdxidos do dleo de semente de uva submetido a oxidacdo fotoquimica,
encontra-se no Figura 2.
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Figura 2 — Efeito do tempo no indice de peréxidos de amostras de 6leo de semente de uva organico sem adicgéo e
com adicdo de antioxidantes sintéticos submetidos a oxidacdo fotoquimica em camara de luz UV.

A Resolucdo RDC n°270 de 22 de setembro de 2005, ANVISA, rege que 0 maximo permitido
de indice de perdxido para 6leos prensados a frio é de 15 mEq/kg de amostra, ou seja, 0 6leo
de semente de uva, incialmente, estava dentro do limite imposto pela legislagdo, apresentando
valor de 10,83 mEqg/Kkg.

Para a foto-oxidagdo os antioxidantes ndo foram eficientes pois conforme mostra a Figura 2, 0
Controle obteve os menores indices de perdxido e depois do tempo 30 dias manteve-se
estavel.

A amostra com o antioxidante TBHQ mostrou-se menos eficiente do que as outras amostras
com antioxidante. J& a amostra com o PG manteve-se estavel até 15 dias e a taxa aumentou apds
esse periodo, enquanto a amostra com BHT manteve-se estavel até o tempo de 30 dias.

O dleo de semente de uva contém o antioxidante natural tocoferol que esta presente em maior
guantidade na forma de alfa-tocoferol (MORETTO e FETT, 1998) o que justifica sua
estabilidade frente a processos oxidativos.

Comparando os dois métodos acelerados de oxidacdo constata-se que o Controle foi
amplamente oxidado na auto-oxidagdo enquanto na oxidacdo fotoquimica manteve-se estavel,
mostrando que o efeito antioxidante do tocoferol foi eficiente na presenca de luz UV, mas foi
inibido em altas temperaturas.

O antioxidante BHT apresenta baixa estabilidade frente a altas temperaturas (RAMALHO,
2006), esse comportamento pode ser observado na termo-oxidacéo (Figura 5), onde o BHT foi
0 antioxidante menos eficiente, enquanto na foto-oxidacdo mostrou eficiéncia razoavel
comparado aos outros antioxidantes.
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Em temperaturas elevadas, o TBHQ € considerado o melhor antioxidante sintético para 6leos
pois resiste ao aquecimento (JORGE, 2009), esse comportamento pode ser observado no Figura
5 onde mostra que este manteve-se relativamente estavel até o tempo de 45 dias.

3.3RMN de 'H
A Figura 3 representa o espectro de RMN do 6leo de semente de uva no tempo zero de oxidacao.
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Figura 3 - Espectro de RMN *H do 6leo de semente de uva organico.

Ao observar o espectro do 6leo de semente de uva, pode-se citar 0s principais picos presentes:

Em (f) observa-se os H dialilicos que estdo presentes em acidos graxos poli-insaturados como
o acido linoleico e linolénico, em (d) observa-se a regido do H alilico que esta presente em todos
os acidos graxos que contém ao menos uma insaturacdo, como &cido oleico, linolénico e
linoleico (e) representa os H ligados aos carbonos sem insaturacao.

Comparando com o Espectro de RMN *H de um triacilglicerol (Figura 1) pode-se perceber
que o pico de sinal ~0,98ppm que corresponderia aos H da metila que estdo presentes no
acido linolénico ndo existe no espectro do 6leo de semente de uva, ou seja, esse 6leo ndo contém
acido linolénico.

A tabela 2 representa os valores calculados de acido linoleico, &cido oleico e &cidos graxos
saturados obtidos pela medicéo da area dos picos de RMN H.
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Amostras?! Tempo zero Térmica Fotoguimica P
o CONT 65,48+0,68 64,63+0,904 65,85+0,40" 0,17
;_\C'do_ BHT 65,48+0,68° 58,630, 15°C 61,20+0,29% <0,001
linoleico PG 65,48+0,682 64,910,413 60,40+1,168C <0,001
(%) TBHQ 65,48+0,682 62,59+0,668 59,25+0,59°C <0,001
p 1,00 <0,001 <0,001
Acido CONT 22,93+0,71 23,40+1,28 22,30+0,28¢ 0,36
_ BHT 22,93+0,71 23,83+0,40 24,17+0,58" 0,09
oleico PG 22 93+0,71% 22424026°  2379+0,48% <0,05
(%) TBHQ 22,93+0,71 23,05+0,44 23,6540, 15" 0,24
p 1,00 0,18 <0,01
CONT 11,59+0,43 11,97+0,44° 11,84+0,15° 0,49
Saturados BHT 11,59+0,43¢ 17,500,355 14,62+0,86C <0,001
(%) PG 11,59+0,43P 12,67+0,17%C 15,80+0,8238¢C <0,001
TBHQ 11,59+0.43¢ 14,36+0,228 17,100,584 <0,001
p 1,00 <0,001 <0,001

' CONT: dleo sem adicdo de antioxidantes; BHT: 6leo com adicdo do antioxidante BHT;
PG: 6leo com adicdo do antioxidante PG; TBHQ: 6leo com adi¢cdo do antioxidante

TBHQ. n=3. "¢ Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os
métodos de oxidacdo (Teste t, p < 0,05, p**).

Fonte: As autoras

(2016)

Tabela 3 — Composicao 6leo de semente de uva sem adi¢do de antioxidantes (controle) e adicionado de
diferentes antioxidantes no tempo zero e ap6s 60 dias de oxidagdo térmica e fotoquimica

Comparando os antioxidantes com os métodos de oxidacdo, a porcentagem de &cido linoleico
contido no dleo de uva (tabela 2), mostra que para o controle ndo houve diferenca
significativa entre os métodos, 0 mesmo ocorreu para 0 acido oleico e para 0s acido graxos
saturados. J& para a amostra com antioxidante BHT mostra que houve diferenca significativa
entre 0s métodos, sendo que o Oleo adicionado desse antioxidante foi mais instavel na
oxidacdo térmica. Os resultados da amostra com o antioxidante PG mostram que o tempo zero
ndo houve diferenca com a oxidacdo térmica, mas houve diferenga com a oxidacéo fotoquimica.
Na amostra com o antioxidante TBHQ houve diferenca entre o tempo zero e o0s dois métodos,
sendo que a oxidagdo foi maior no método fotoquimico.

Ao comparar as amostras entre si, na oxidagdo térmica, percebe-se que a porcentagem de
acido linoleico no controle diferiu entre as amostras com o antioxidante BHT e TBHQ, enquanto
ndo houve diferenca com o PG. E na oxidag¢do fotoquimica a amostra com o antioxidante
PG e TBHQ néo diferiram entre si, mas essas, apresentaram diferencas comparando-se com o
controle e com o antioxidante BHT.
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Para o &cido oleico, também houve diferencas entre os métodos, mas isso s6 ocorreu para a
amostra com o antioxidante PG: todos diferiram entre si, sendo que na oxidacdo fotoquimica
apresentou maior porcentagem de acido, pois a oxidacéo de &cido linoleico também foi maior
nesse método. Comparando o controle com os antioxidantes, houve diferenca significativa
apenas na oxidacdo fotoquimica, mas os antioxidantes ndo diferiram entre si.

Os acidos graxos saturados na amostra com o antioxidante BHT mostraram-se em maiores
teores na oxidacdo térmica do que na oxidacdo fotoquimica. Para a amostra com o
antioxidante PG houve um aumento para os dois métodos comparados ao tempo zero, sendo
que na oxidacao fotoquimica esse aumento foi mais expressivo. Observou-se 0 mesmo para a
amostra com o antioxidante TBHQ.

Comparando as 4 amostras, a amostra com o antioxidante BHT e TBHQ diferiram entre si e
com as amostras com o antioxidante PG e o controle, sendo que entre esses ndo houve diferenca
significativa, para a termo oxidacdo. Para a foto oxidacdo houve diferenca significativa entre
todas as amostras.

De acordo com a porcentagem de acidos graxos saturados no 6leo no tempo zero e ap6s 0s 60
dias dos dois métodos, o controle manteve-se estavel. Diferentemente da amostra com o
antioxidante BHT que obteve o maior resultado de &cidos graxos saturados na oxidagéo térmica.
Enquanto na oxidagdo fotoquimica a maior porcentagem de &cido graxo saturado foi a amostra
com o TBHQ. O aumento dos acidos graxos saturados é decorrente da diminuicao proporcional
dos acidos graxos poli insaturados, devido a sua destruicdo por oxidacdo e polimerizag3o.

Uma hip6tese que pode explicar o controle manter-se estavel até 60 dias nos dois métodos,
comparado com as amostras que continham antioxidantes, é que pode ter havido um sinergismo
negativo entre os compostos fendlicos antioxidantes do Oleo de semente de uva e 0s
antioxidantes adicionados.

3.4 Resultados do método Rancimat
A figura 4 representa os resultados obtidos pelo método Rancimat.
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Figura 4 — Resultados para o tempo de inducdo a oxidacao (horas) das amostras de 6leo de semente de semente
de uva sem adicao de antioxidantes (a); adicionado de BHT (b); adicionado de PG (c); adicionado de TBHQ (d)

O periodo de inducdo é o intervalo entre o inicio da anélise e 0 tempo em que a condutividade
da amostra aumenta bruscamente, devido aos produtos volateis da oxidacdo (VITORINO,
2012). Analisando o periodo de indugdo dos gréficos obtidos pelo Rancimat pode-se constatar
que o antioxidante TBHQ foi mais eficiente, devido a sua estabilidade em temperaturas elevadas
comparado aos outros antioxidantes (JORGE, 2009). O controle obteve menor tempo de inducao
a oxidacao, sendo 0 menos estavel, pois ndo houve adicao de antioxidantes.

4. Concluséo

Os métodos acelerados de oxidacao térmica em estufa e de oxidacdo fotoquimica em camara
de luz UV, apresentaram resultados que foram confirmados pela anélise de RMN de H.

O estudo mostrou que a eficiéncia dos antioxidantes varia de acordo com o método utilizado,
das composicdes das amostras e as técnicas utilizadas.

O 6leo de semente de uva € um 6leo com alta estabilidade oxidativa o qual mostrou-se estavel
mesmo sem adicdo de antioxidantes e que em algumas situacdes, 0 comportamento é ainda
melhor quando ndo adicionado de antioxidantes.
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