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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antioxidante de extratos etandlicos de folhas
de louro (Laurus nobilis) em éleo de girassol sob estocagem acelerada em estufa. Para tanto,
foram utilizadas folhas liofilizadas (EL) e secas em estufa (ES) a 60°C. Os extratos foram
obtidos com 4alcool etilico (1:10, folhas:solvente) e avaliados quanto ao teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante pelos métodos DPPH®, FRAP e ABTS*". Foram avaliados
0s seguintes tratamentos: Controle (6leo de girassol = OG), TBHQ200 (OG + 200 mg/kg de
TBHQ), EL200 (OG + 200 mg/kg de fendlicos totais do extrato liofilizado), ES200 (OG + 200
mg/kg de fendlicos totais do extrato seco), TBHQ1o + EL100 (OG + 100 mg/kg de TBHQ +
100 mg/kg de fenolicos totais do extrato liofilizado), TBHQ10 + ES100 (OG + 100 mg/kg de
TBHQ + 100 mg/kg de fendlicos totais do extrato seco) e EL100 + ES100 (OG + 100 mg/kg de
fenolicos totais do extrato liofilizado + 100 mg/kg de fendlicos totais do extrato seco). Os
tratamentos foram submetidos ao teste acelerado em estufa, cujas amostras foram tomadas
nos intervalos de tempo 0, 7 e 14 dias e analisadas por meio de indice de perdxidos e dienos
conjugados. O extrato EL apresentou maiores teores de compostos fendlicos (1,9 mg EAG/Q)
e atividade antioxidante (70,2%, 17,3 e 13,5 uMol trolox/g para DPPH, FRAP e ABTS*",
respectivamente), diferindo significativamente do ES. Quando aplicados no 6leo, os extratos
mostraram-se eficientes em relacdo ao Controle, porém menos eficientes quando comparados
ao TBHQ.
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INTRODUCAO

As reacdes de oxidacao de lipidios estdo entre as mais frequentes em alimentos, sendo
uma das principais causas de sua deterioracdo. Oleos com elevados teores de acidos graxos
poli-insaturados, como € o caso dos 6leos vegetais, estdo susceptiveis & peroxidacéo lipidica,
podendo sofrer alteracfes no valor nutricional e no flavor original com o surgimento de odor
e gosto caracteristicos de ranco (ARAUJO, 2006; CHAIYASIT et al., 2007).

A oxidacgdo pode ser inibida de diferentes maneiras, incluindo a prevencéo do acesso
de oxigénio ou reducdo de sua pressdo, uso de baixas temperaturas, inativacao de enzimas que
catalisam a reacdo de oxidacdo e utilizacdo de embalagens adequadas. Outra forma de
protecdo € o uso de antioxidantes, aditivos especificos capazes de inibir a oxidacdo
(RAMALHO; JORGE, 2006).
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Para ser empregado em alimentos, além de ser efetivo em baixa concentracdo, o
antioxidante deve atender aos seguintes requisitos: ser compativel com o substrato, néo
conferir odor ou sabor estranho ao produto, ser efetivo durante o periodo de estocagem do
produto alimenticio, ser estavel ao processo de aquecimento e ser facilmente incorporado ao
alimento (MELO; GUERRA, 2002).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de alimentos incluem: butil-
hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e galato de
propila (GP), no entanto, devido ao risco potencial a salde, vem aumentando o interesse na
utilizacdo de antioxidantes naturais (ROMANI et al, 2017).

Além de terem importante funcdo na industria alimenticia, os antioxidantes naturais
também tém beneficios para a saide como inibidores de oxidacédo biologicamente prejudiciais
no corpo. Uma melhor compreensdo das propriedades dos antioxidantes naturais pode levar
ao desenvolvimento de aditivos alimentares que podem prevenir a deterioracdo oxidativa dos
alimentos, a0 mesmo tempo em que proporcionam beneficios para a satde. As vantagens do
uso desses componentes podem superar, entdo, as limitagdes em eficacia, preco, sabores e
cores associados (CHAIYASIT et al., 2007).

Mitterer-Daltoé et al. (2021) realizaram um estudo com 96 pessoas, entre homens e
mulheres, da avaliacdo cognitiva de antioxidantes alimentares por meio da técnica de
associacdo de palavras sob dois estimulos: “Antioxidantes Alimentares” e “Antioxidantes
Alimentares Naturais”. Concluiram claramente a percep¢do negativa para o estimulo
“Antioxidante Alimentar” e positiva para o estimulo “Antioxidante Alimentar Natural”. A
pesquisa mostrou um claro potencial de antioxidantes naturais para a industria alimenticia e
gue a percepcdo positiva de beneficios a saide de um determinado alimento influencia o
comportamento de compra.

Dentre as inUmeras plantas com compostos antioxidantes, estdo as especiarias, cuja
atividade antioxidante pode ser resultado da acdo de apenas uma substancia ou pode ser
ampliada pelo sinergismo das diferentes substancias presentes no condimento vegetal
(RIBERA et al, 2021).

O louro, além de ser um condimento muito usado na culinaria, tem funcbes
fisiologicas importantes, tais como antioxidante, antidiabético, antimicrobiano, analgésico,
anti-inflamatorio, antifungico e antiviral devido aos elevados teores de compostos bioativos
que contém (EMAM et al., 2010; OUCHIKH et al., 2011; ALBAYRAK et al., 2012).
Estudos também tém demonstrado que o louro pode ser usado no tratamento de diabetes, bem
como em doencas cardiovasculares (TAROQ et al., 2018).

O 6leo de girassol € um 6leo poliinsaturado, com alto ponto de fumacga e, ainda, o
unico encontrado no mercado isento de antioxidantes. Quando comparado a soja, a semente
de girassol ainda é pouco cultivada no Brasil, porém, a alta qualidade e importantes
caracteristicas, como maior tolerancia a seca, ao frio e ao calor, o girassol tem se tornado uma
alternativa econdmica de cultivares (FREITAS, 2015).
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Sendo assim, o presente trabalho apresenta um estudo sobre o efeito dos compostos
antioxidantes extraidos da folha de louro, aplicados em Oleo de girassol, sob estocagem
acelerada em estufa a (60°C/14 dias).

MATERIAL E METODOS
Material

Para a realizacdo deste trabalho, foi utilizado 6leo de girassol refinado, sem adicdo de
antioxidantes sintéticos, adquirido no mercado local.

As folhas de louro foram coletadas manualmente de um loureiro existente no campus
IBILCE/UNESP, Séo José do Rio Preto (latitude: 20° 49' 13" Sul, longitude: 49° 22' 47"
Oeste) no més de fevereiro do ano de 2021.

Os extratos etandlicos (Etanol 95°GL) foram obtidos a partir das folhas liofilizadas por
48 horas e secas em estufa a 60°C.

O antioxidante sintético TBHQ foi aplicado nas concentragdes 100 e 200 mg/kg,
utilizado na forma comercial. Por ser a quantidade méaxima permitida pela legislacao
brasileira, a concentracdo de 200 mg/kg do antioxidante sintético TBHQ foi definida como
méaxima para todos os tratamentos realizados.

Estocagem acelerada em estufa

Foram submetidos a estocagem acelerada em estufa os tratamentos: 6leo de girassol
sem antioxidantes (Controle); com 200 mg/kg de TBHQ (TBHQ200), com 200 mg/kg de
compostos fenodlicos totais do extrato liofilizado (EL200), com 200 mg/kg de compostos
fenolicos totais do extrato seco em estufa (ES200), com 100 mg/kg de TBHQ + 100 mg/kg de
compostos fendlicos totais do extrato liofilizado (TBHQ100 + EL100), com 100 mg/kg de
TBHQ + 100 mg/kg de compostos fendlicos totais do extrato seco em estufa (TBHQio0 +
ES100) € com 100 mg/kg de compostos fendlicos totais do extrato liofilizado + 100 mg/kg de
compostos fendlicos totais do extrato seco em estufa (EL100 + ES100).

Os tratamentos foram mantidos por 14 dias em estufa aquecida a 60°C = 2°C,
utilizando-se vidros @&mbar de 60 mL contendo 30 mL de cada amostra, com relacéo
superficie/volume de 0,3/cm. As amostras, em diferentes intervalos de tempo (0, 7 e 14 dias)
foram tomadas e inertizadas com nitrogénio gasoso e armazenadas a -18°C até o momento das
analises.

Métodos

Os extratos foram analisados quanto ao teor de compostos fendlicos totais pelo método
de Folin-Ciocauteau, descrito por Singleton e Rossi (1965). A atividade antioxidante foi
determinada pelos métodos DPPH, proposto por Hatano et al. (1988), FRAP - reducdo do
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complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe*', conforme Szydtowska-Czerniak
et al. (2008) e ABTS*" - radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) -
ABTS*", conforme Re et al. (1999).

O dleo de girassol foi caracterizado quanto ao teor de acidos graxos livres e acidez,
método Ca 5a-40 da AOCS (2009), dienos conjugados através da metodologia Ti la-64
(AOCS, 2009), peroxidos segundo a norma Cd 8-53 (AOCS, 2009), p-anisidina conforme
método cd 18-90 da AOCS (2009), valor de oxidacdo total (TOTOX), obtido pela equagédo
gue combina os resultados dos indices de peroxidos e p-anisidina: VT =2 IP + IA, onde, IP 0
valor de indice de peroxidos e IA, o indice de p-anisidina, indice de saponificacdo de acordo
com o método Cd 3-25 da AOCS (2009), indice de iodo pelo método de Wijs, Cd 1-25 da
AOCS (2009) e indice de refracdo a 40°C conforme método Cc 7-25 proposto pela AOCS
(2009), mediante Refratdmetro de Abbé (Quimis, Brasil).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap0s a obtencdo dos extratos, os rendimentos foram calculados por diferenca de peso,
cujos valores foram 6,15% para o louro liofilizado (EL) e 5,50% para as folhas secas em
estufa (ES) (Tabela 1).

Tabela 1. Andlises de rendimento, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos
extratos de folhas de louro: liofilizado (EL) e seco em estufa (ES).

Determinacdes EL ES
Rendimento (%) 6,15 + 0,542 5,50 £ 0,482
Compostos fendlicos (mg EAG/Q) 1,91+0,102 1,68 £ 0,042
Atividade antioxidante
DPPH® (AA%) 70,23 + 2,512 44,45 + 1,48
DPPH® (uMol Trolox/g) 4,59 + 0,172 2,24 + 0,08°
FRAP (uMol Trolox/g) 17,29 + 0,943 13,50 +0,75"
ABTS®" (uMol Trolox/g) 13,46 + 0,562 9,24 +0,29°

Médias + desvios padrdes das determinagdes seguidas pelas mesmas letras minusculas nas linhas ndo diferem
pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Ballen et al. (2019) encontraram 6,66% de rendimento em extrato de folha de louro
utilizando etanol como solvente extrator. O rendimento de extracdo pode sofrer variadas
influéncias, dentre elas, as condi¢cbes em que o processo é realizado como método, tipo de
solvente, polaridade dos compostos, tempo e temperatura (PEREIRA, 2014; PRADAL et al.,
2016; ROMANI et al, 2017);

De acordo com a Tabela 1, o extrato EL apresentou concentragdo de compostos
fenolicos totais de 1,91 mg EAG/g de extrato, ndo diferindo significativamente do ES, 1,68
mg EAG/g.
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A 4agua dos alimentos é um fator importante para a degradacdo dos fendlicos por
oxidacdo quimica e acdo enzimatica. A secagem de produtos alimenticios garante melhor
armazenamento, preservacdo da qualidade nutricional e dos compostos bioativos (KHODJA
et al., 2020).

Dall’Acqua et al. (2009) detectaram um total de 1,03 mg EAG/L de compostos
fendlicos extraidos da folha de louro, colhida na Italia, por infusdo em &gua e 0,90 mg EAG/L
para extrato obtido utilizando metanol como solvente.

Diferencas entre os resultados podem estar relacionadas as diferencas nos solventes,
métodos de extracdo e testes antioxidantes usados, além do material vegetal, que sofre
interferéncias relacionadas as condi¢des geogréficas, climaticas e ambientais, resultando em
grande variagdo do contetido de metabolitos secundarios (DALL’ACQUA et al., 2008;
NAYAK et al. 2008; ROMANI et al, 2017).

A atividade antioxidante pelos métodos DPPH®, FRAP e ABTS*" do extrato EL foi
significativamente maior que os valores encontrados para o ES. O processo de liofilizagdo
conserva melhor as propriedades dos vegetais, e, além disso, 0 aumento da temperatura na
secagem em estufa, pode reduzir o tempo do processo, mas por outro lado, pode promover a
degradacdo de compostos bioativos (RIBEIRO, 2012; KHODJA et al., 2020).

Na Tabela 2, observa-se que o 6leo de girassol apresentou 0,16% de éacidos graxos
livres e 0,33 de acidez, demonstrando que esta dentro do limite estabelecido pelo Codex
Alimentarium Commission (2009) onde estipula acidez maxima de 0,6 mg KOH/g.

Tabela 2. Caracterizacdo fisico-quimica do éleo de girassol.

Analises

Acidos graxos livres (% em oleico) 0,16 £ 0,01
indice de acidez 0,33+0,02
Dienos conjugados (%) 0,20 £ 0,00
indice de perdxidos (meg/kg) 2,14+ 0,39
indice de p-anisidina 12,72 + 0,27
Valor de oxidacdo total (Totox) 17,00 £ 0,88
indice de saponificacdo (mg KOH/g) 192,28 + 0,14
indice de iodo (g 12/100 g) 133,5+2,03
indice de refracio (a 40°C) 1,468 + 0,00

Médias + desvios padroes.

A andlise de dienos conjugados apresentou resultado igual a 0,20%. O valor
encontrado estd proximo aos resultados obtidos por Pinheiro (2019), que encontrou 0,23%
para o 6leo de girassol nas mesmas condi¢fes de avaliacéo.

A anélise de peroxidos € comumente utilizada como indicador de qualidade dos 6leos
nos estagios iniciais de oxidagdo lipidica (PIZARRO et al., 2013). As substancias que oxidam
Kl, sdo geralmente consideradas como peroxidos ou outros produtos similares da oxidagéo de
gorduras (AOCS, 2009).
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Conforme Tabela 2, o 6leo de girassol apresentou indice de peroxidos de 2,14 meg/kg.
A quantidade de peroxidos encontrada estd dentro do padrdo estabelecido pelo Codex
Alimentarium Commission (2009), que estabelece 0 maximo 10 meq/kg para 6leos refinados.
Corsini e Jorge (2006) encontraram indice de peroxidos inicial de 3,40 meg/kg para 0 mesmo
6leo, quando empregado em estudo sobre alteracbes oxidativas em Oleos de frituras de
mandioca palito congelada.

O teste de p-anisidina determia produtos secundarios da oxidacéo de lipideos e detecta
principalmente o nivel de aldeidos presentes (FREIRE et al, 2013). Embora ndo exista
legislacdo especifica, em geral, o valor de p-anisidina de 6leos de boa qualidade deve ser
menor que 10 (AOCS, 2009). Conforme pode-se verificar na Tabela 2, o 6leo apresentou
resultado superior ao maximo considerado para 6leos de boa qualidade.

O valor Totox mais alto indica uma menor estabilidade da amostra de 6leo contra
rancidez oxidativa. De acordo com os resultados, pode-se verificar que o Oleo apresentou
valor igual a 17,0, indicando boa estabilidade.

O indice de saponificacdo € inversamente proporcional ao peso molecular médio dos
acidos graxos dos glicerideos presentes. A andlise da amostra apresentou indice de
saponificacdo de 192,28 mg KOH/g, de acordo com o Codex Alimentarium (2009), o indice
de saponificacdo para 6leo de girassol é de 188 a 194 mg KOH/g.

O indice de iodo representa a medida da insaturacéo de 6leos e gorduras e para 0 6leo
analisado foi encontrado 133,5 g I»/ 100 g. A faixa padrdo especificada pelo Codex
Alimentarium (2009) é de 118 a 141 g I./ 100 g.

O indice de refracdo é caracteristico para cada tipo de 6leo. E a relagio entre a
velocidade da luz no vacuo e a velocidade da luz na substancia testada. Podendo os raios
luminosos atravessarem com menor ou maior intensidade, dependendo da natureza do éleo
(GUNSTONE, 2011).

Os 6bleos e gorduras possuem poder de refringéncias diferentes e de acordo com sua
natureza, desviam com maior ou menor intensidade os raios luminosos que os atravessam.
Avaliados a temperatura de 40°C, o Codex Alimentarium (2009) estabelece indice de refragéo
na faixa de 1,461 a 1,468 para 0Oleo de girassol. O valor de 1,468 obtido apresentou coeréncia
com os resultados de Jorge et al. (2005), que encontraram indice de refracdo igual a 1,467
para o Oleo de girassol, utilizando mesma metodologia.

De acordo com a Tabela 3, pode-se verificar que todos os tratamentos tiveram um
aumento significativo (p < 0,05) nos indices de perdxidos, demonstrando que quanto maior o
tempo de estocagem, mais compostos primarios de degradacdo foram formados. Ao final de
14 dias, o Controle apresentou maior indice de peréxido com 129,58 meqg/kg, sendo
significativamente maior que os demais tratamentos, enquanto 0 TBHQ200, TBHQ100 + EL 100,
TBHQ100 + ES100, N80 apresentaram diferenca significativa entre eles, demonstrando eficacia
do sinergismo entre os dois antioxidantes.

Quando observados os resultados dos tratamentos EL2o0 € ES200, NoOta-se que houve um
aumento significativo de indice de peroxido e dienos conjugados ao longo dos dias de
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estocagem, mas que os resultados foram significativamente menores que os resultados para o
controle, demonstrando eficicia dos extratos de louro ao longo da estocagem no 6leo de
girassol.

Tabela 3. Médias do indice de peroxidos e dienos conjugados para a interacdo tratamentos X
tempos dos 6leos submetidos a estocagem em estufa a 60°C.

Tempo de estocagem (dias)

Tratamentos 0 7 14

Peroxidos (meq/kg)
Controle 2,00 + 0,0°BP 53,38 + 1,8"A 129,58 + 0,0%4
TBHQ200 2,40 + 0,2¢CP 7,29 + 0,0°BP 10,29 + 0,1%C
EL200 2,91 +0,1% 47,04 + 0,98 109,68 + 5,1%
TBHQ100 + EL100 3,16 + 0,3%A 5,90 + 0,3°P 14,00 + 1,7%¢
ES200 3,26 £ 0,24 40,97 + 0,3°C 111,76 + 2,5%8
TBHQ100 + ES100 2,81 +0,3%CA 6,01 + 0,2°P 13,37 £ 0,2%¢
EL100 + ES100 3,29 + 0,2°A 44,33 + 1,9°BC 116,25 + 0,3%8

Dienos conjudados (%)
Controle 0,21 + 0,0~ 0,78 + 0,0°A 1,56 + 0,04
TBHQ200 0,21 +0,0°A 0,23 +0,0°P 0,29 + 0,0%
EL200 0,21 +0,0°A 0,59 +0,08 1,25 + 0,0%8
TBHQ100 + EL100 0,22 +0,0°A 0,25 + 0,0%P 0,31 + 0,0
ES200 0,22 +0,0°A 0,49 + 0,0°¢ 1,26 + 0,0%8
TBHQ100 + ES100 0,20 + 0,0°A 0,25 + 0,0°P 0,31 +0,0%¢
EL100 + ES100 0,21 +0,0°A 0,54 +0,0PBC¢ 1,27 +0,0%8

Médias das determinacOes seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e maidsculas nas colunas néo
diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2021) e o Codex Alimentarius (Codex, 2009)
estabelece limite maximo de 10 meqg/kg de indice de perdxidos para 6leos vegetais refinados.
Os valores médios dos indices de perdxidos para os tratamentos: TBHQ200, EL100 + TBHQ100
e ES100 +TBHQ100 permaneceram dentro dos padrfes estabelecidos pela legislacdo por até 7
dias de estocagem.

Na anélise de dienos conjugados, houve aumento gradual e progressivo na formagéo
ao longo do tempo para os tratamentos, com exce¢do do tratamento TBHQ200 que néo
apresentou aumento significativo entre os tempos 0 e 7 dias.

CONCLUSOES

Os extratos de louro analisados mostraram-se eficientes como antioxidantes,
apresentando teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante.
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Ao final da estocagem acelerada em estufa, os extratos naturais aplicados obtiveram
resultados melhores que o controle, porém, ainda menores que os tratamentos com aplicacdo
de antioxidante sintético TBHQ.

Os melhores tratamentos na protecdo do Oleo contra a formacdo dos compostos
primarios da oxidacdo foram os tratamentos TBHQ200, EL100 + TBHQ100 € ES100 + TBHQ100,
mostrando a eficiéncia do efeito sinérgico entre os antioxidantes.
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