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RESUMO

Os oOleos e gorduras sdo fundamentais na constituicdo dos alimentos, entretanto, essas
substancias sdo suscetiveis a reacdes que alteram suas caracteristicas, destacando-se a oxidagéo
lipidica. A adicdo de antioxidantes é uma estratégia eficaz contra essa oxidagéo, e hd uma
crescente preferéncia por antioxidantes naturais, impulsionando pesquisas sobre possiveis
fontes vegetais. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar a capacidade antioxidante
do extrato de espinheira-santa aplicado em 6leo de soja, com extrato das folhas obtido a partir
de um planejamento experimental que investigou o efeito de varidveis sobre a capacidade
antioxidante (DPPH) na extracdo assistida por ultrassom e os compostos fendlicos (Folin-
Ciocalteu). Além disso, o estudo desenvolveu emulsées do tipo agua em éleo (A/O) para aplicar
a formulacdo com melhor estabilidade em 6leo de soja degomado e comercial. Ainda,
objetivou-se avaliar o indice de per6xidos e a estabilidade oxidativa a 110°C para verificar se
0 extrato protege os 6leos contra a oxidacao. A extracdo teve influéncia positiva do percentual
de etanol e negativa da razdo sélido-liquido. Sete ensaios apresentaram atividade antioxidante
com percentual de inibicdo acima de 40%. O planejamento experimental da emulsdo A/O
encontrou desafios de estabilidade devido ao alto percentual de etanol nos extratos, por isso,
optou-se pela formulagdo com ensaio 9 do planejamento de extracdo, que apresentou
aproximadamente 34% de inibicdo e grandes quantidades de compostos fendlicos (6 mg.mL"
'EAG ou 120 mgEAG.g ! de amostra). Na analise de indice de perdxidos, ao final do tempo de
armazenamento (25 dias), o extrato protegeu os dleos, com valores de 59,23+2,19 meq.kg™ para
6leo degomado e 57,58+0,98 meq.kg™ para o 6leo comercial, metade do valor obtido para seus
respectivos controles. A protecdo também foi constatada na estabilidade a oxidagdo a 110°C,
com periodo de inducdo foi de 10,68 h e 12,62 h para o 6leo degomado e comercial,
respectivamente. Contudo, houve desafios na estabilidade da emulsdo antioxidante ao ser
incorporada ao Oleo de soja, sugerindo a necessidade de futuras pesquisas para explorar
métodos que melhorem a miscibilidade e a estabilidade fisica dessa emulsdo. O extrato de
espinheira-santa se mostrou promissor para aplicagdes em alimentos com alto teor lipidico,
oferecendo uma alternativa natural para conservagdo dos alimentos, podendo substituir total ou

parcialmente antioxidantes sintéticos.

Palavras-chave: extragdo assistida por ultrassom; rancidez oxidativa; polifenais.



ABSTRACT

Fats and oils are essential components of foods; however, they are susceptible to reactions
altering their characteristics, notably lipid oxidation. The addition of antioxidants is an effective
strategy against this oxidation, and there is a growing preference for natural antioxidants,
driving research into potential plant sources. Therefore, this study aimed to analyze the
antioxidant capacity of espinheira-santa extract applied in soybean oil, extracted from leaves
using an experimental planning investigating variables affecting antioxidant capacity via
ultrasound-assisted extraction. Antioxidant capacity was assessed using DPPHe and phenolic
compounds quantified using the Folin-Ciocalteu reagent. Additionally, water-in-oil (W/O)
emulsions were developed to apply the most stable formulation in degummed and commercial
soybean oils. Peroxide value and oxidative stability at 110°C were evaluated to assess whether
the extract protected oils from oxidation. Extraction was positively influenced by ethanol
percentage and negatively by liquid-to-solid ratio. Seven assays exhibited antioxidant activity
with inhibition rates above 40%. The W/O emulsion experimental planning encountered
stability challenges due to high ethanol content in extracts; hence, the formulation from
extraction assay 9 was chosen, showing approximately 34% inhibition and high phenolic
compound content (6 mg.mL™? GAE or 120 mg GAE.g? of sample). At the end of a 25-day
storage period, the extract protected oils with values of 59.23+2.19 meq.kg™ for degummed oil
and 57.58+0.98 meq.kg™ for commercial oil, half of their respective controls. Protection was
also observed in oxidative stability at 110°C, with induction periods of 10.68 h and 12.62 h for
degummed and commercial oils, respectively. However, challenges in the stability of the
antioxidant emulsion upon incorporation into soybean oil suggest the need for future research
to improve the miscibility and physical stability of this emulsion. Espinheira-santa extract has
shown promise for applications in foods with high lipid content, offering a natural alternative

for food preservation, being able to totally or partially replace synthetic antioxidants.

Keywords: ultrasound-assisted extraction; oxidative rancidity; polyphenols.
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1 INTRODUCAO

Os oleos e gorduras sdo fundamentais na constitui¢éo dos alimentos, fornecendo energia
caldrica, vitaminas lipossolUveis e acidos graxos essenciais. Além disso, sdo importantes na
transferéncia de calor durante a fritura e influenciam diretamente atributos sensoriais dos
alimentos, como palatabilidade, sabor, cor e textura (Bolognese et al., 2024; Pimentel, 2018;
Souza, Braghirolli e Schneider, 2018). Entre os 6leos vegetais, 0 6leo de soja é 0 segundo mais
consumido mundialmente, com China, Estados Unidos e Brasil representando juntos 63% da
demanda global (USDA, 2024). Entretanto, essas substancias séo suscetiveis a varias reacoes
que alteram suas caracteristicas originais, destacando-se a oxidacao lipidica. Para retardar ou
prevenir esse fendmeno, a adi¢do de antioxidantes é uma estratégia eficaz (Albuquergue,
Oliveira e Costa, 2018; Bayram e Decker, 2023; Fennema, 2017; Frankel, 2012).

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais. Na industria alimenticia, os sintéticos
mais utilizados sdo butil-hidroxianisol (BHA), butilhidroxi-tolueno (BHT), galato de propila
(GP) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (Flieger et al., 2021). Contudo, preocupac¢des com
possiveis complicacfes associadas aos antioxidantes sintéticos e a preferéncia crescente por
produtos naturais tém direcionado as pesquisas para a utilizacdo de substancias naturais com
propriedades antioxidantes (Aradjo et al., 2022; Caetano, 2022; Silva, T. F. da, 2023).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em diversas fontes vegetais (Carvalho, 2019;
Chaves Neto et al., 2019; Farinazzi Machado et al., 2017; Zopellaro, Silva e Lovato, 2019). A
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss) é uma dessas fontes, conforme
demonstrado em estudos que destacam sua capacidade antioxidante e a presenga de compostos
fendlicos (Bittar et al., 2024; Haida et al., 2012; Negri, 2007; Perleberg et al., 2017; Pessuto,
2006). Isso fortalece o reconhecimento desse material como uma alternativa de antioxidante
natural.

Considerando o alto consumo de 0leos vegetais, como 0 de soja, especialmente no
preparo de alimentos em altas temperaturas, € crucial investigar a estabilidade oxidativa desses
6leos. Isso se deve ao interesse em minimizar a degradacdo nutricional e prolongar sua vida
atil, aliado a crescente preferéncia por antioxidantes naturais. Nesse contexto, torna-se
pertinente estudar a capacidade antioxidante do extrato de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia

Mart. ex Reiss) quando aplicado ao 6leo de soja, visando melhorar sua resisténcia a oxidacao.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Analisar a capacidade antioxidante do extrato de Espinheira-Santa (Maytenus ilicifolia

Mart. ex Reiss) aplicado no dleo de soja.

2.2 Objetivo Especifico

e Obter extratos de folhas de espinheira-santa utilizando extragdo assistida por ultrassom
(sonicacdo indireta);

e Investigar a atividade antioxidante dos extratos pela sua capacidade de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe);

e Testar diferentes formulagOes para desenvolvimento de emulsdo do tipo agua em dleo
(A/O) contendo extrato de folha de espinheira-santa;

e Quantificar os compostos fendlicos totais do extrato empregado na emulsao, pelo
método de Folin-Ciocalteau;

e Avaliar a estabilidade a oxidacao do 6leo de soja adicionado da emulsdo desenvolvida

por meio do indice de perdxidos e da estabilidade oxidativa a 110°C (Rancimat).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Oleos e Gorduras

Os dleos e gorduras fazem parte de um grupo de compostos denominados de lipidios e
sdo substancias conhecidas por sua insolubilidade em &gua (hidrofdbicas), sendo derivados
tanto de fontes animais quanto vegetais (Sinkiewicz, 2023). Entretanto, é relevante destacar a
presenca de uma ideia erroneamente disseminada na sociedade, que associa 0s 0leos a origem
vegetal e as gorduras as fontes animais. De acordo com a Resolucgdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 481, de 15 de marco de 2021, a classificagdo dos lipideos em 6leos ou gorduras ndo
é determinada pela natureza da fonte da qual sdo extraidos, mas sim pelo ponto de fusdo da
mistura a uma temperatura de 25°C. Nesse contexto, os 0leos sdo caracterizados por estarem
em estado liquido, enquanto as gorduras se apresentam em formas sélidas ou pastosas (Brasil,
2005).

Esses compostos desempenham um papel significativo para o sabor e para a
palatabilidade dos alimentos. Outra caracteristica relevante dos 6leos e gorduras estd
relacionada a sua importancia na alimentacdo humana, pois sdo fontes de &cidos graxos
essenciais e fontes de energia, uma vez que, apés a digestao, fornecem ao organismo humano
uma significativa quantidade de energia, com um valor de 9 kcal/g, o que excede em mais do
que o dobro a energia derivada do metabolismo de carboidratos ou proteinas (Castro et al.,
2004; Pimentel, 2018). Adicionalmente, desempenham um papel crucial como veiculos
transportadores das vitaminas lipossoluveis, isto é, aquelas que sdo sollveis em dGleos e
gorduras, tais como as vitaminas A, D, E e K (Bolognese et al., 2024).

Além disso, representam 0s componentes predominantes do tecido adiposo, que
desempenha um papel duplo ao proporcionar isolamento ao organismo e protecdo aos 0rgaos
internos, a0 mesmo tempo que influencia a configuracdo corporal (Souza, Braghirolli e
Schneider, 2018).

Como mencionado, os 0Oleos e gorduras desempenham tém uma fungdo crucial na
alimentacdo, no entanto, é importante ressaltar que o consumo excessivo desses elementos pode
acarretar riscos a saude, como obesidade, doencas cardiovasculares e aumento do colesterol
(Rodrigues, 2018).
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3.1.1 Composicdo Quimica

Os termos “Oleos” e “gorduras” referem-se a substancias compostas predominantemente
por moléculas de hidrogénio, oxigénio e carbono, principalmente na forma de triacilglicerois
ou triglicerideos (cerca de 95%), que consistem em uma molécula de glicerol ligada a trés
moléculas de acidos graxos (Kesarwani et al., 2024).

No seculo XIX, Michel-Eugéne Chevreul desencadeou as primeiras investigacdes
acerca da estrutura de 6leos e gorduras. Seus estudos evidenciaram que a hidrélise dessas
substancias resultava na formacédo de acidos graxos livres e glicerol, contribuindo assim para
um entendimento mais aprofundado de sua composic¢éo (Leray, 2023), conforme é demonstrado
na Figura 1. Esses acidos graxos podem ser idénticos ou, mais comumente, distintos entre si
(Sinkiewicz, 2023).

Figura 1 - Reacdo de hidrélise para 6leos e gorduras.

O 0
I I
H,C —O0—C—R, HO——C——F, H,C—OH
E :
I I
HC—O0—C—~R, + 3 H,0 .~ HO—C R, + HC—OH
s i |
[l [l
H,C—O0—C—R, HO—C—R, H,C—OH
Triacilglicerol Agua Aecidos Graxos Glicerol

Legenda: R1, Rz e R3 séo &cidos graxos.
Fonte: Adaptado de Salcedo et al. (2023).

3.1.2 Acidos Graxos

Os &cidos graxos sao estruturas compostas por uma cadeia alifatica (ndo aromatica)
ligada a um grupo &cido carboxilico (-COOH). Em sua maioria, sdo de origem natural e
possuem um numero par de atomos de carbono organizados em uma cadeia linear, resultado do
processo bioldgico de alongamento, com a adi¢ao de dois carbonos a cada etapa. Na natureza,
a maioria desses acidos graxos possui entre 14 e 24 &tomos de carbono, sendo conhecidos como
acidos graxos de cadeia longa, e sdo predominantes nas composicdes de alimentos de origem
animal e vegetal (Fennema, 2017; Galante e Araujo, 2019).

Além disso, apresentam uma ampla variagcdo em sua composicéo, podendo se classificar

como saturados (ndo contém ligagdo dupla), monoinsaturados (contendo uma ligagéo dupla) ou
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poli-insaturados (com mais de uma ligagdo dupla). A variagcdo no tamanho da cadeia, grau e
localizagdo das insaturagfes na estrutura molecular confere a esses compostos distintas
propriedades fisicas, quimicas e nutricionais (Zamuz et al., 2022).

Os &cidos graxos insaturados sdo caracterizados por uma menor estabilidade diante de
processos de degradacdo quando comparados aos saturados, em especial a oxidacdo. De
maneira geral, essa susceptibilidade aumenta a medida que a quantidade de insaturagdes na
estrutura molecular se eleva (Wang et al., 2020).

Alguns acidos graxos se classificam como essenciais e 0s seres humanos nao conseguem
sintetizar internamente, tornando necessario sua obtencdo por meio da alimentacdo. Por esse
motivo, estes acidos graxos, desempenham um papel fundamental na saide humana. As
familias de &cidos graxos 6mega-3 (»-3), que incluem o 4cido graxo alfa-linolénico, e dmega-
6 (w-6), como o acido linoleico, desempenham um papel crucial nesse contexto (Shrestha et al.,
2022).

3.1.3 Fontes de Oleos e Gorduras

Os 6leos e gorduras tém uma ampla variedade de fontes, incluindo tanto origens animais
quanto vegetais, e podem até ser produzidos por microrganismos. Dentre essas fontes, os 6leos
vegetais assumem um papel de destaque, representando produtos valiosos oriundos da
agricultura. Dependendo do tratamento ao qual sdo submetidos, os 6leos vegetais podem ser
classificados como brutos, destinados principalmente a usos industriais, ou refinados,
amplamente empregados na alimentacdo humana (Zeferino e Ramos, 2023).

Diversas matérias-primas sdo utilizadas na producdo de Oleos vegetais em todo o
mundo. Essas matérias-primas incluem amendoim, oliva, caroco de algodao, coco, colza (6leo
de canola), girassol, palma (azeite de dendé), palmiste e soja. Nesse contexto, 0s 6leos de palma,
soja, colza e girassol sdo os mais relevantes, representando, em ordem decrescente de
importancia, cerca de 88,12% da producdo mundial projetada para a temporada 2024/25.
Estima-se que a producgéo global de dleos vegetais atinja aproximadamente 228,28 milhdes de
toneladas entre os anos de 2024/25, refletindo um aumento de 2% em relagdo ao ano anterior,
2023/24. O consumo global de 6leos vegetais também deve crescer, com uma previsdo de
224,91 milhdes de toneladas, um aumento de cerca de 3% em comparagdo com a temporada
passada (USDA, 2024).
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3.1.4 Oleo de Soja

O feijédo de soja (Glycine max) é uma das culturas agricolas mais antigas conhecidas
pelo ser humano, com evidéncias de cultivo na China h& aproximadamente 5.000 anos. No
contexto brasileiro, foi introduzida pelos primeiros imigrantes japoneses em 1908, mas sua
entrada oficial no pais ocorreu no Rio Grande do Sul em 1914. No entanto, a verdadeira
expansdo da cultura da soja no Brasil ocorreu na década de 1970, impulsionada pelo crescente
interesse da industria de 6leo e pela demanda do mercado internacional (Luzia, 2008).

A definicdo do 6leo de soja é estabelecida pela Portaria n°® 795, datada de 15 de
dezembro de 1993. Conforme essa regulamentacdo, é descrito como "o produto obtido por
prensagem mecanica e/ou extracdo por solvente, dos graos de soja (Glycine max. L Merril),
isento de misturas de outros 0leos, gorduras ou outras matérias estranhas ao produto”. Ainda,
essa norma detalha a composicéo percentual dos acidos graxos presentes no 6leo de soja, com

0s principais apresentados na Tabela 1 (Brasil, 1993).

Tabela 1 — Composicdo de acidos graxos de 6leo de soja.

Acido Graxo Composigao (%)
Palmitico 9,0al45
Estearico 2,5a5,0

Oleico 18,0a34,0
Linoleico 45,0 a60,0
Linolénico 3,5a8,0

Fonte: Adaptado de Brasil (1993)

A Tabela 2 oferece uma apresentacdo de algumas de suas caracteristicas e propriedades

fisicas.

Tabela 2 — Propriedades fisicas do 6leo vegetal de soja.

Propriedade Caracteristica/Valor
Estado fisico a 25°C e 1 atm Liquido
Cor Amarelo palido a amarelo acastanhado
Densidade 0,919 a 0,922
Temperatura de Fuséo -10°C a-16°C
Temperatura de Ebulicdo Bruto: 185°C; Refinado e Branqueado: 228°C a 234°C
pH 75
Viscosidade 60, mPals
Inflamabilidade no armazenamento Ponto de inflamag&o: 328°C; Ponto de incéndio: 363°C

Fonte: Adaptado de Baker, Grant e Malakar-Kuenen (2018).
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Amplamente consumido em todo o mundo, esta disponivel em diferentes formas,
incluindo o dleo bruto (na sua forma original, exatamente como é extraido dos gréos), o 6leo
degomado (6leo bruto submetido a extracdo de fosfolipidios) e o 6leo refinado, que apds a
extracdo e a degomagem, é submetido a etapas adicionais de neutralizacdo, branqueamento e
desodorizacdo (Gatade, 2020). O 6leo de soja destinado ao consumo humano passa por um
processo de refino que visa aprimorar suas caracteristicas, como aparéncia, sabor, odor e
estabilidade, por meio da remocéo de componentes indesejaveis, incluindo acidos graxos livres,
proteinas, corantes naturais, umidade e compostos volateis e inorganicos (Chew e Nyam, 2020).

A sua extracdo é um processo que abrange varias etapas, e a Embrapa (2015) oferece
uma explicacdo completa de cada uma delas, conforme apresentado na Quadro 1.

Quadro 1 — Etapas do processo de extracdo do 6leo de soja.

ETAPA DESCRICAO
Armazenamento Armazenamento da soja antes da extragéo, o que influencia diretamente na
qualidade e no rendimento final.
Pré-Limpeza Classificacdo dos graos e remocéo de impurezas por meio de peneiras vibratorias.
Descascamento Remocdo das cascas dos graos.
Condicionamento Agquecimento dos cotilédones a 55-60°C.

Aumento da superficie de contato entre gréo e 6leo para melhorar o rendimento
da extragdo. Isso é feito com rolos de ago inoxidavel.

Elevacdo da temperatura dos flocos para 105°C, rompendo as paredes celulares
para facilitar a extragdo do 6leo.

Trituracdo e Laminagéo

Cozimento

Extracéo do Oleo Bruto Extracdo do 6leo por prensagem mecanica ou solventes.

A micela resultante da extracao é filtrada e o 6leo é separado do solvente por

Destilacdo da Micela ; )
¢ aquecimento sob vacuo.

Dessolventizacéo e x .
¢ Evaporagdo do solvente com cocgdo Umida do farelo.

Tostagem
Recuperagao do Recuperacdo do solvente da mistura incondensavel.
Solvente
Remocdo de fosfatidios do 6leo bruto, como lecitina e proteinas, utilizando dgua
Degomagem

a 60-70°C.

Eliminacdo de acidos graxos livres e outras impurezas com solucdo aquosa de
hidréxido de sédio.

Neutralizacdo

Branqueamento Adsorcdo de pigmentos em terras clarificantes.

Desodorizagdo Remocdo de sabores e odores indesejaveis.

Fonte: Adaptado de Embrapa (2015).
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Cabe ressaltar que o 6leo de soja é propenso a oxidagdo devido ao seu elevado grau de
insaturacdo, manifestado pelo alto teor de &cido linoleico e o teor relativamente elevado de

acido linolénico (Koztowska e Gruczynska, 2018).

3.2 Oxidagdo Lipidica

A oxidacéo lipidica, uma das principais preocupacgdes no processamento de alimentos,
especialmente quando se trata de 6leos vegetais, refere-se a um processo complexo de reacdes
quimicas responsaveis pela degradacéo do 6leo durante o processamento e armazenamento. E
durante essas reacGes que o0s acidos graxos presentes nos triacilglicerois se degradam,
resultando na formacéo de moléculas menores e volateis que contribuem para odores e sabores
indesejados (Albuquerque, Oliveira e Costa, 2018; Fennema, 2017). Além disso, esse processo
pode ocasionar uma série de outras alteracBes que afetam ndo apenas a qualidade nutricional
dos alimentos, devido a degradacdo de vitaminas lipossolUveis e &cidos graxos essenciais, mas
também comprometem a integridade e seguranca dos produtos alimenticios, uma vez que
podem levar a formacdo de compostos potencialmente toxicos (Mohamed et al., 2018).

Esse processo envolve uma série de interagcdes influenciadas por diversos fatores que
incluem temperatura, exposicdo a luz, presenca de catalisadores, acdo de radicais livres,
formacdo de espécies reativas de oxigénio, influéncia de metais, pigmentos, composicdo
gliceridica, natureza e concentracao de antioxidantes e pré-oxidantes (Bao, Chen e Liu, 2019;
GOmez-Cortés e Camifia, 2019; Huyan et al., 2019). Segundo Tena et al. (2019) dentro deste

complexo cenario de interagdes, varias consequéncias podem surgir:

I.  Perda ou modificacdo de componentes quimicos, isso inclui &cidos graxos poli-
insaturados e antioxidantes, que desempenham papéis cruciais na saide humana;
Il.  Formacéao de outros compostos quimicos (hidroperdxidos e &cidos graxos livres),
contribuindo para a formacgéo de produtos secundarios da oxidacéo;
I1l.  Surgimento dos produtos secundarios de oxidacéo, que alteram as propriedades
sensoriais dos Oleos e gorduras, devido a formacdo de aldeidos e cetonas
insaturados, responsaveis pelo desenvolvimento de defeitos "ran¢osos” que podem

levar a rejeicdo do produto pelos consumidores.

Os 0leos vegetais se destacam por sua abundancia de &cidos graxos insaturados, os quais

desempenham um papel central na oxidacdo lipidica, pois séo alvos primordiais das espécies
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reativas de oxigénio. Os &cidos graxos poli-insaturados s&o particularmente suscetiveis a esses
efeitos prejudiciais devido as multiplas ligacGes duplas em sua estrutura. Quando as espécies
reativas entram em contato com estes, isso desencadeia uma reacdo quimica conhecida como
peroxidacdo lipidica, resultando na degradacédo desses acidos graxos (Socrier et al., 2019).

Métodos eficazes de controle contra a oxidacéo lipidica abrangem uma variedade de
estratégias. Estas incluem a inativacdo de metais pro-oxidantes, o processamento com foco na
reducdo ou eliminacdo de contaminagdo metalica e exposicédo a luz, a hidrogenacéo parcial de
gorduras poli-insaturadas e a escolha de embalagens adequadas para minimizar a exposi¢do ao
ar e a umidade. Além disso, 0 uso de antioxidantes € uma préatica essencial para proteger contra
a oxidacdo lipidica (Bayram e Decker, 2023; Frankel, 2012).

3.2.1 Mecanismos de Oxidacéo Lipidica

A degradacdo dos &cidos graxos insaturados pode ser desencadeada por diversos
mecanismos, incluindo a oxidacdo enzimatica, reacdes hidroliticas, fotoxidacdo e autoxidacao.
Dentre esses processos, a autoxidacdo se destaca como uma das mais amplamente reconhecidas,
sendo responsavel por muitas das mudancas observadas durante o armazenamento de produtos
alimenticios (Bottoli, 2022).

3.2.1.1 Oxidacdo Enzimatica

A oxidacdo enzimatica é desencadeada pela atuacdo das enzimas lipoxigenases, as quais
agem sobre 0s acidos graxos poli-insaturados, catalisando a incorporacdo de oxigénio nas
cadeias hidrocarbonadas poli-insaturadas. Isso resulta na formacdo de perdxidos e
hidroperdxidos contendo duplas ligaces conjugadas, os quais podem se envolver em variadas

reacOes degradativas (Amaral, Silva e Lannes, 2018).

3.2.1.2 Reagdes Hidroliticas

Segundo Fennema (2017), as reacdes hidroliticas podem ser de dois tipos principais:
1. Reacdo hidrolitica enzimatica: envolve a hidrolise de 6leos e gorduras, resultando na
producdo de &cidos graxos livres. Catalisada por enzimas lipases, que podem estar presentes
nas sementes oleaginosas ou serem de origem microbiana, a decomposi¢do das gorduras é

acelerada pela luz e calor, resultando em sabores e odores desagradaveis nos 6leos.
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2. Reacdo hidrolitica quimica: ocorre principalmente durante a fritura em altas
temperaturas. Neste processo, a hidrélise dos lipidios é induzida pelo calor e pela 4gua liberada
dos alimentos, formando &cidos graxos livres, monoacilglicerois, diacilglicerois, glicerol,

monodmeros ciclicos, dimeros e polimeros

3.2.1.3 Fotoxidagao

A fotoxidacdo é o processo, que em gorduras insaturadas, & desencadeado
principalmente pela absor¢do de energia luminosa, com comprimentos de onda na faixa visivel,
proxima ao ultravioleta. Isso ocorre em presenca de substancias sensibilizadoras, (como
clorofila, mioglobina, riboflavina e outras), que transferem essa energia para o oxigénio triplete
(302), que possui dois elétrons ndo emparelhados em orbitas diferentes, criando assim o estado
singlete (*O2). No estado singlete, todos os elétrons estdo emparelhados, o0 que o torna mais
reativo e capaz de reagir em uma taxa mais rapida. O oxigénio singlete, ao reagir diretamente
com as ligacdes duplas por meio de adicdo, gera hidroperoxidos que apresentam caracteristicas
distintas dos produzidos na auséncia de luz e sensibilizadores, esses, posteriormente, passam
por processos de degradagdo que resultam na formac&o de aldeidos, &lcoois e hidrocarbonetos
(Bacellar e Baptista, 2019; Silva, 2018). A formacao de hidroperoxidos por meio da fotoxidacdo
é apresentada na Figura 2.

Figura 2 — Esquema da reacdo de fotoxidacdo de &cidos graxos.

S luz g*
s* +70, s+'0,
RH + 1O2 ROOH

Legenda: S — Sensibilizador; S* - Sensibilizador excitado; 30, - Oxigénio triplete; 1O, - Oxigénio singlete; RH —
Acido graxo insaturado; ROOH — Hidroperoxido.
Fonte: Adaptado de Nunes (2013).
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3.2.1.4 Autoxidacao

A autoxidacdo, que também pode ser referida como rancidez oxidativa ou peroxidacao
mediada por radicais livres, representa 0 mecanismo de oxidacdo mais encontrado em 6leos e
gorduras. Esse processo ocorre devido a existéncia de oxigénio no ambiente, tornando sua
prevencdo um obstéculo significativo. A sensibilidade a esse fendmeno varia de acordo com a
quantidade e a posicéo das ligagdes duplas nos acidos graxos insaturados encontrados nos 6leos
e gorduras. Outra caracteristica desse processo € sua natureza autocatalitica que, uma vez
desencadeada, se propaga e acelera por conta prépria. No entanto, varios fatores pro-oxidantes,
como ions de metais pesados, podem intensificar esse processo, enquanto antioxidantes tém o
efeito oposto, reduzindo sua velocidade (Tena et al., 2019).

A rancidez oxidativa resulta na formacdo de hidroperoxidos e segue trés etapas:
iniciagdo, propagacdo e terminagdo, conforme ilustrado na Figura 3. Assim que 0S
hidroperdxidos se formam, eles podem se decompor em aldeidos e cetonas, que sdo 0s
principais produtos responsaveis pelos sabores e aromas associados a rancidez oxidativa
(Amaral, Silva e Lannes, 2018). No primeiro estagio, denominado de iniciacdo, ocorre a
formacé&o de radicais livres (R®), uma reacgdo que demanda uma elevada energia de ativacéo e,
portanto, ndo é espontanea. Para desencadear essa etapa, a presenca de catalisadores é
fundamental, tais como luz visivel, radiacdo ultravioleta, metais ou metaloproteinas. Esses
propiciam a remocéao de um atomo de hidrogénio do carbono alilico presente na molécula do
acido graxo insaturado (RH), resultando na formacéo de atomos com elétrons ndo pareados nos
orbitais externos (Lorenzo et al., 2018). Na etapa de propagacéo, os radicais livres reagem com
0 oxigénio atmosférico (O2) para gerar o radical peroxila ou radical peréxido (ROQO®). Este
ultimo é extremamente reativo e instavel, e, por sua vez, remove um atomo de hidrogénio de
uma molécula de acido graxo insaturado préxima (RH), resultando na formacdo de
hidroperdxidos (ROOH) e na producdo de outro radical (R®). Esse novo radical atua como
propagador da reacdo, criando assim um processo autocatalitico. A formacéo do radical peroxila
e a geragdo de novos radicais livres podem ocorrer em uma cadeia, repetindo-se inUmeras vezes
(Chaijan e Panpipat, 2017).

No inicio da etapa de propagacdo, os hidroperoxidos se acumulam. No entanto, devido
a sua natureza instavel, a medida que a reacao oxidativa avanca, esses hidroperoxidos comegam
a se decompor, resultando na formacéo de hidrocarbonetos, &cidos graxos de cadeia curta,
radicais livres e compostos volateis, incluindo aldeidos e cetonas, que sdo responsaveis pelo

caracteristico odor de ranco. Os ions metalicos, como ferro, cobalto, cobre e molibdénio, podem
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atuar como catalisadores nesse processo de degradacdo (Dominguez et al., 2019). Por fim, na
etapa de terminacgéo, os radicais (livres e peroxilas) se combinam para formar compostos
estaveis, ou seja, ndo reativos. Logo, a reacdo com oxigénio diminui, uma vez que a quantidade
de radicais esta reduzindo. A reagdo se encerra quando ndo ha mais radicais presentes. No
entanto, € crucial salientar que, em geral, as condi¢cGes ambientais que favorecem a oxidacéao
(como calor, luz e substancias catalisadoras) permanecem presentes. Isso implica que sempre
existe a possibilidade de formacéo de novos radicais livres e, consequentemente, a ocorréncia

de novos ciclos de autoxidacdo (Lorenzo et al., 2018).

Figura 3 —Mecanismo de acdo da autoxidacao.

Iniciacio
RH — R* + H*
Propagacio
R*+0O, —» ROO*
ROO*+RH — ROOH +R*
|
Terminaciao
R*+R* - R—-R
ROO*+R* - ROOR
ROO* + ROO* — ROOR +0O,

Legenda: RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre; ROO"- Radical peroxila ou Radical peréxido; ROOH —
Hidroperoxido.
Fonte: Adaptado de Gavahian et al. (2018).

Assim, é importante reduzir ao maximo a influéncia de todos os fatores desencadeantes
na formac&o de radicais livres, tais como a exposic¢do a luz, temperaturas elevadas, presenca de
metais, contato com o oxigénio e, adicionalmente, bloquear a geracdo de radicais livres
mediante a incorporacao de antioxidantes, que tém a capacidade de diminuir a velocidade da
reacao, atrasando ou inibindo a oxidacéo (Grosshagauer, Steinschaden e Pignitter, 2019).

3.2.2 Avaliaco da Qualidade dos Oleos

Os métodos empregados para avaliar o grau de oxidacao lipidica oferecem informacdes
sobre o estado do 6leo no momento da analise. Esses procedimentos se fundamentam na
mensuracdo de produtos primarios e secundarios resultantes da oxidagdo, os quais sdo

quantificados com base em diversos critérios de qualidade especificos (Tena et al., 2019).
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3.2.2.1 Indice de Peréxidos

O indice de peroxidos (IP) é um método muito utilizado para avaliar o estado oxidativo,
uma vez que os peroxidos sdo um dos primeiros produtos gerados durante a oxidacgédo e,
portanto, fornece informacGes sobre o frescor e qualidade do 6leo. A sua determinagéo envolve
a liberagdo de iodo molecular de uma solucéo saturada de iodeto de potéssio pelos peroxidos
presentes no 6leo. O iodo liberado €, entdo, quantificado por titulacdo com tiossulfato de sodio
(Dijkstra, 2016).

O resultado desse teste é expresso em "meq.kg™", que representa miliequivalentes por
quilograma, refletindo a quantidade de peroxidos contidos em uma amostra de 6leo ou gordura
em relacdo a sua massa. Geralmente, o valor de perdxidos para 6leos frescos é inferior a 10
meq.kg? enquanto concentragdes situadas entre 30 e 40 meqg.kg™ podem sugerir a ocorréncia
de ranco (Tenaet al., 2019).

Ainda, é importante ressaltar que um valor baixo de indice de perdxido pode ser
observado mesmo em 0leos que estejam altamente oxidados e com sinais de rancidez. Esse
fendmeno ocorre devido a transformacdo dos peroxidos contidos nesses 6leos em compostos
como aldeidos e cetonas, os quais conferem aromas indesejaveis ao produto. Portanto, é
fundamental possuir informagdes prévias sobre as caracteristicas do 6leo antes de interpretar 0s
resultados obtidos no teste (Talbot, 2011).

Conforme estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 481, de 15 de margo de 2021, no Anexo IV da
Instrucdo Normativa (IN) n° 87, os limites maximos permitidos para o indice de peréxidos em
6leos e gorduras vegetais refinados é de 10 meqg.kg™. Ainda, para 6leos prensados a frio e ndo

refinados, o limite maximo permitido é de 15 meq.kg? (Brasil, 2021).

3.3 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que tém a capacidade de retardar ou prevenir a oxidagao
de alimentos (Oswell, Thippareddi e Pegg, 2018). Sua afinidade pelo oxigénio supera a dos
lipidios presentes nos produtos alimenticios, permitindo que atuem de forma preferencial ao
consumir o oxigénio absorvido pelo produto. Assim, ajudam a proteger os alimentos da
deterioracdo oxidativa (Mishra, Belur e lyyaswami, 2021; Vaisali, Belur e lyyaswami, 2018).

Ao escolher tais compostos, é desejavel que apresentem as seguintes caracteristicas:

eficacia em concentracdes reduzidas; auséncia de efeitos indesejaveis na cor, sabor e odor do
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produto final; nenhuma influéncia adversa sobre o produto; seguranga toxicolOgica;
compatibilidade e facilidade de aplicacdo. Além disso, é importante considerar a conformidade
com a legislacéo, os custos envolvidos e a preferéncia do consumidor por antioxidantes naturais
(Lourenco, Mold&o-Martins e Alves, 2019).

3.3.1 Mecanismo de Acdo

Existem duas abordagens para inibir ou retardar os processos de oxidacdo por meio de
antioxidantes. A primeira é através dos antioxidantes primarios, que tém a capacidade de
eliminar diretamente os radicais livres, neutralizando e inativando-os durante as fases iniciais
ou de propagacao das reacGes de oxidacdo, ao doar &tomos de hidrogénio, interrompendo assim
a progressdo da reacdo em cadeia. Por outro lado, os antioxidantes secundarios atuam de
maneira distinta, ndo se envolvendo diretamente na eliminacdo desses radicais, mas exercendo
um papel preventivo ao retardar o inicio da oxidacdo, sua funcéo principal € neutralizar os
catalisadores pré-oxidantes. Esses antioxidantes interagem com o oxigénio do ar (como o acido
ascorbico e o palmitato de ascorbila), e com ions de metais cataliticos (como o &cido
etilenodiamino tetra-acético e o acido citrico), impedindo que esses elementos iniciem o
processo de oxidacdo. Também, ha antioxidantes com fungdes combinadas, que desempenham
papéis tanto primarios quanto secundarios, exemplificados pelos polifendis de origem natural
(Gutiérrez-del-Rio et al., 2021).

Os antioxidantes sintéticos, como butil-hidroxianisol (BHA), butilhidroxi-tolueno
(BHT), galato de propila (GP) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) sdo exemplos de antioxidantes
primarios (Manessis et al., 2020). A Figura 4 apresenta 0 mecanismo de a¢do dos antioxidantes

primarios.

Figura 4 — Mecanismo de acdo dos antioxidantes primarios.

ROO'+AH ——» ROOH + A’
R'+AH —— RH+A"

Legenda: ROO"- Radical peroxila ou Radical peroxido; AH — Antioxidante com um atomo de hidrogénio; ROOH
— Hidroperoxido; A® - Radical inerte; R* - Radical livre; RH - Acido graxo insaturado.

Os radicais R* e ROOe capturam o 4tomo de hidrogénio ativo do antioxidante com maior eficiéncia do que os
hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas, gerando espécies inativas que interrompem a progressdo da reagdo
em cadeia. Isso resulta na formagdo de um radical inerte (A¢) derivado do antioxidante, que, devido a sua
estabilizacdo por ressonancia, ndo é capaz de iniciar ou propagar reacdes oxidativas.

Fonte: Adaptado de Gutiérrez-del-Rio et al. (2021).
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3.3.2 Antioxidantes Sintéticos

Numerosos compostos sintéticos demonstram uma atividade antioxidante superior em
comparagdo aos antioxidantes naturais e estdo amplamente disponiveis. Esses compostos, em
sua maioria, pertencem a classe dos compostos fenolicos e incluem substancias como TBHQ,
BHA, BHT e GP (Flieger et al., 2021). Entretanto, a utilizacdo desses antioxidantes sintéticos
estd cada vez mais restrita e, em certos paises, banida devido as crescentes apreensdes
relacionadas a sua toxicidade, mesmo em concentracdes reduzidas, e aos potenciais efeitos
adversos para a salde associados a exposi¢des prolongadas (FDA, 2021; Gongalves-Filho e
Souza, De, 2022).

Estudos demonstraram que o BHA, quando presente em altas concentragdes, possui
efeitos carcinogénicos, mutagénicos e um forte efeito citotoxico em humanos (Felter, Zhang e
Thompson, 2021; Li et al., 2018; Park et al., 2019). No estudo conduzido por Sasaki et al.
(2002), foi investigado o impacto dos aditivos alimentares no DNA de camundongos, revelando
que tanto o BHA quanto o BHT causaram danos ao DNA nos érgdos gastrointestinais dos
animais.

No Brasil, conforme a IN n° 211 de 1° de margo de 2023, o uso de galato de propila,
BHA, BHT e TBHQ é limitado a concentracGes de até 200 mg/kg em bleos e gorduras vegetais,
exceto em azeites de oliva e 6leos prensados a frio, onde seu uso ndo é autorizado (Brasil, 2023).
Considerando os indicios de potenciais complicacdes associadas ao consumo de antioxidantes
sintéticos, como reacOes alérgicas, distdrbios hormonais e possiveis efeitos carcinogénicos, e a
crescente demanda dos consumidores por produtos de origem natural e minimamente
processados, pesquisas tém sido direcionados a busca de substancias naturais que possuam
propriedades antioxidantes. Essas substancias naturais, além de servirem como alternativas aos
antioxidantes sintéticos, oferecem a possibilidade de serem utilizadas em associacdo com estes
ualtimos, contribuindo assim para a reducdo das quantidades empregadas na industria de
alimentos (Aradjo et al., 2022; Caetano, 2022; Silva, M. F. da, 2023; Silva, T. F. da, 2023;
Tozo, 2022; Venzel, 2022).

3.3.3 Antioxidantes Naturais
Os antioxidantes naturais sdo substancias provenientes de fontes naturais, incluindo

grdos, frutas, sementes, folhas e raizes (Bottoli, 2022). Esses compostos incluem vitaminas

como o acido ascoOrbico e os tocoferdis; carotenoides; antioxidantes contendo enxofre;
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compostos neoformados, como as melanoidinas; compostos fendlicos (Comert e Gokmen,
2018).

Por um longo periodo, as pesquisas se concentraram na avaliacdo da capacidade
antioxidante de substancias como tocoferdis, acido ascorbico (vitamina C) e carotenoides.
Contudo, os pesquisadores posteriormente observaram que os compostos fendlicos, substancias
que contém um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila, apresentavam uma eficéacia
superior como antioxidantes. Sao encontradas mais de 8.000 estruturas fendlicas distintas, das
quais muitas estdo amplamente distribuidas nos alimentos. Esses sdo amplamente reconhecidas
como os grupos de metabdlitos secundarios mais numerosos e onipresentes encontrados nas
plantas, sendo subdivididos em seis grupos principais, que incluem flavonoides, &cidos
fenolicos, alcoois fendlicos, estilbenos, lignanas e taninos (Cémert e Gokmen, 2018; Mutha,
Tatiya e Surana, 2021; Oluwole et al., 2022). No entanto, 0s compostos naturais ainda nédo
foram submetidos a testes abrangentes para determinar seu perfil de seguranca, o que restringe
sua aplicacdo na preservacdo da estabilidade lipidica de alimentos (Pokorny et al., 2010).
Adicionalmente, é necessario aprimorar ou desenvolver métodos de extracdo, purificacdo,
identificacdo e quantificacdo de antioxidantes por meio de técnicas ecologicamente corretas e

econOmicas para otimizar o rendimento do processo de extragdo (Oroian e Escriche, 2015).

3.3.4 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos, também conhecidos como polifendis, sdo metabdlitos
secundarios encontrados em plantas, produzidos como resposta a mecanismos de defesa.
Reconhecidos por suas propriedades antioxidantes e outros beneficios para a saude, esses
compostos sdo caracterizados por conter grupos benzénicos com, pelo menos, um hidrogénio
substituido por grupamentos hidroxila (OH) (Kumar et al., 2020; Stiller et al., 2021). Devido a
diversidade de suas estruturas quimicas, 0os compostos fenolicos podem ser categorizados em
diversos subgrupos distintos, tais como acidos fendlicos, flavonoides, taninos, cumarinas,
lignanas, quinonas, estilbenos e curcumindides (Gan et al., 2019). A Figura 5 apresenta as

diferentes categorias de compostos fendlicos.
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Figura 5 — Categorias de Compostos Fenolicos.
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Fonte: Adaptado de Gan et al. (2019).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos deriva predominantemente de suas
caracteristicas redutoras e estrutura quimica. Essas propriedades desempenham um papel
fundamental na eliminacdo e captura de radicais livres, bem como na ligacdo a metais de
transicdo, influenciando tanto o inicio quanto a propagacdo dos processos oxidativos. Os
intermediarios resultantes da acdo dos antioxidantes fenolicos, ou seja, as espécies quimicas
que se formam durante a reagao dos antioxidantes fenolicos com os radicais livres, demonstram
notavel estabilidade, em grande parte devido a ressonancia presente nas estruturas de aneis
aromaticos que compdem essas substancias (Chun et al., 2005; Huang, Cai e Zhang, 2010;
Soares, 2002).

A comunidade cientifica tem dedicado atencdo especial a extracdo de compostos

fenolicos, principalmente a partir das folhas de diversas fontes vegetais (Alara, Abdurahman e
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Ukaegbu, 2018; Do, Truong e Nguyen, 2020; Irakli, Chatzopoulou e Ekateriniadou, 2018;
Schafranski, 2019; Wu et al., 2020). A espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss) é
um exemplo de planta com a presenca de compostos fenolicos (Bittar et al., 2024; Chiapetti,
2018; Haida et al., 2012). Este fato corrobora para a valorizacdo deste material no uso como

antioxidante natural.

3.3.4.1 Quantificacdo de compostos fendlicos totais por Folin-Ciocalteu

O método Folin-Ciocalteu é uma técnica amplamente empregada para a quantificacao
de compostos fendlicos em amostras de origem vegetal. Essa abordagem se baseia em uma
analise espectrofotométrica que faz uso da espectroscopia na faixa do visivel, com um intervalo
de comprimento de onda de 760 nm. Nesse processo, emprega-se o reagente Folin-Ciocalteu,
composto por &cido fosfotlngstico e &cido fosfomolibdico, que exibe uma coloracdo amarela
caracteristica. Os compostos fendlicos contidos no extrato vegetal sdo submetidos a uma
solucdo alcalina, geralmente carbonato de sodio, levando a formacdo do anion fenolato por
meio da dissociacdo do proton presente na sua estrutura. Esse anion reage com o0s acidos
componentes do reagente Folin-Ciocalteu, ocasionando a redugdo destes em Oxido de
tungsténio e 6xido de molibdénio, conferindo uma coloracdo azul ao sistema. Entdo, a
concentracdo de compostos fendlicos é avaliada indiretamente em um espectrofotdmetro,
possibilitando o subsequente calculo com base em uma curva de regressdo linear estabelecida
com o acido galico (GA) ou outro composto fendlico utilizado como padrdo de referéncia
(Chow et al., 2017; Pérez, Dominguez-L6épez e Lamuela-Raventos, 2023; Samara, Nasser e
Mingelgrin, 2022).

3.4 Espinheira-Santa

A planta conhecida como espinheira-santa, cujo nome cientifico € Maytenus ilicifolia
Mart. ex Reiss, apresenta ramificagdes que se estendem desde a base, alcangcando uma média
de 5 metros de altura quando atinge a fase adulta, as suas flores sdo pequenas e de cor amarelada
e os seus frutos sdo capsulas bivalvares, deiscentes de cor vermelha, contendo de uma a quatro
sementes de cor castanha ou preta (Figura 6). No estado do Parana, essas plantas séo
comumente denominadas como "cancorosa”, enquanto no Rio Grande do Sul, recebem diversos

nomes, tais como “espinheira-divina,"” "erva cancorosa" e "erva-santa". Além disso, é

encontrada em solos alicos, com baixa saturacdo de bases trocaveis e em solos eutréficos
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(Benedetti et al., 2009). Seu periodo de florescimento tem inicio durante a primavera,
estendendo-se ao longo do verdo, enquanto a fase de frutificagdo ocorre nos meses de
novembro, dezembro e janeiro (Oliveira, 2016).

A designacéo "espinheira-santa” provém da presenca de folhas com bordas espinhosas
e da reconhecida utilidade medicinal da planta. Embora seja nativa do sul do Brasil, essa espécie
também é encontrada em regides do Chile, Paraguai, Argentina e Uruguai (Negri, Possamai e
Nakashima, 2009). Essa planta se destaca por suas propriedades medicinais, sendo rica em
flavonoides, taninos e triterpenos. Essas substancias desempenham papéis diversos, atuando
como antioxidantes, acelerando o processo de cicatrizacdo e protegendo o revestimento gastrico
(Vasconcelos e Santos, 2023). Em virtude dessas caracteristicas, a espinheira-santa é
frequentemente empregada como um recurso natural no tratamento de condi¢cdes como Ulcera

gastrica, azia, gastrite, acne e eczema (Filho e Modesto, 2019).

Flgura 6 — Aspectos morfologlcos da Maytenus |I|C|foI|a

Legenda: AeB - flores C - aspecto geral da planta com frutos; D frutos E - sementes com e sem arilo.
Fonte: Soares Garcia e Oliveira (2021).

A literatura contém alguns estudos que comprovam a capacidade antioxidante e a
presenca de compostos fendlicos na espinheira-santa (Bittar et al., 2024; Haida et al., 2012;
Negri, 2007; Perleberg et al., 2017; Pessuto, 2006).
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3.5 Extragédo Assistida por Ultrassom

O ultrassom consiste em ondas mecanicas capazes de se propagar através de diferentes
meios, abrangendo sélidos, liquidos e gases. Distingue-se do som audivel pelo ser humano
devido as suas frequéncias elevadas, geralmente superiores a 20 kHz (Moyano, Paraiso e
Gonzélez-Lezcano, 2022).

A cavitacdo é um dos fenémenos produzido quando as ondas de ultrassom se propagam
em liquidos. As forcas geradas pela cavitacao, decorrentes da aplicacao de ultrassom, originam-
se da implosdo de microbolhas que se formam devido as oscilacdes de pressdo, envolvendo
alternancias entre compressdes e rarefacdes, induzidas pelas ondas acusticas que se propagam
no meio liquido. Essas microbolhas desenvolvem-se até atingirem um tamanho instavel e,
posteriormente, colapsam, como exemplificado na Figura 7, liberando uma consideravel
quantidade de calor e exercendo elevadas pressdes substanciais nas proximidades da regido de
implosdo. Se houver particulas solidas presentes na solugdo, as implosfes das microbolhas
resultam na formacao de jatos que colidem com essas particulas. Esse impacto pode levar a
ruptura das células vegetais, o que, por sua vez, facilita a penetracdo do solvente extrator na
matriz da planta. Além disso, o calor gerado pelas implos6es contribui para 0 aumento da
solubilidade dos analitos, resultando em uma maior eficiéncia no processo de extracdo e taxa
de transferéncia de massa. Consequentemente, é possivel promover a agitagdo da mistura e
extrair os compostos desejados em um periodo significativamente mais curto do que o requerido
pelos métodos convencionais de extracdo, tudo isso enquanto se utiliza uma quantidade
reduzida de solvente (Gallo, Ferrara e Naviglio, 2018; Quarato et al., 2023; Shestakova e
Sillanpé&a, 2020).

Nos Gltimos anos, comecgou a ser observado um aumento significativo na aplicacdo da
técnica de extracdo de compostos fendlicos assistida por ultrassom. Esse método se destaca por
proporcionar uma eficaz extragdo em um periodo consideravelmente reduzido, a0 mesmo
tempo em que demanda menor consumo de energia e quantidades reduzidas de solvente
(Altemimi et al., 2017; Baakili, El, Fadil e Es-Safi, 2023; Lopeda-Correa, Valdés-Duque e
Osorio-Tobén, 2022; Rocha et al., 2017; Sanou et al., 2023; Silva et al., 2021).

Na extracdo de polifendis, solugcdes que combinam agua e etanol sdo empregadas,
especialmente quando o extrato se destina a formulagGes de alimentos. O uso de etanol ¢
vantajoso devido a sua capacidade de aumentar a solubilidade dos polifendis, facilitando sua
extragdo da matriz. Por outro lado, a presenca da dgua desempenha um papel essencial ao

auxiliar na remocéo eficaz do soluto da amostra (Barros et al., 2019).
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Figura 7 — Principio de extragdo assistida por ultrassom e fendbmeno cavitacional.
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Fonte: Adaptado de Barba et al. (2016)

A capacidade antioxidante e o perfil dos compostos bioativos podem sofrer influéncia
de diversos fatores, tais como temperatura, pressao, frequéncia, tempo de sonicacao e poténcia
ultrassénica (Yahya, Attan e Wahab, 2018). Portanto, os principais parametros estudados
quando se emprega o0 ultrassom como técnica sdo o tempo de sonicacdo, a temperatura de
extracdo, relacdo entre a quantidade de liquido e so6lidos na matriz, tipo e concentragdo do
solvente, frequéncia e poténcia do ultrassom (Linares e Rojas, 2022; Mehta et al., 2022).
Normalmente, a frequéncia utilizada em banhos ultrassénicos varia entre 20 a 40 kHz.
Frequéncias mais baixas, como 20 kHz, tém demonstrado eficacia na extracdo de compostos de
origem vegetal, principalmente devido aos efeitos fisicos associados a cavitagdo (Shirsath,
Sonawane e Gogate, 2012).

O estudo de Mazza (2017) visou obter um extrato em pé rico em compostos fendlicos a
partir de residuos de bagagco de uva, usando extracdo assistida por ultrassom. Os testes
abrangeram diferentes parametros, como poténcia ultrassonica (1000 a 3000 WIL),
concentracdo de acido citrico (0 a 3%) e razédo solidos-liquidos (1:5 a 1:15). A condi¢do mais
eficaz identificada foi uma poténcia de 3000 W/L, 2,5% de acido citrico e razdo S:L de 1:15,
destacando o ultrassom como uma alternativa promissora para a extracdo de antioxidantes.

O uso do ultrassom oferece diversas vantagens, como a reducao no tempo de extracao,
uma melhor penetracgdo e baixo consumo do solvente, maior rendimento, boa reprodutibilidade
e permite a exploracdo de solventes alternativos mais econdémicos e seguros para 0 meio

ambiente e a salde. Portanto, a aplicacdo desta tecnologia se mostra uma opg¢do de fécil
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implementacdo para melhorar o processo de extracdo de compostos fenolicos (Barba et al.,
2016; Lavilla e Bendicho, 2017; Pingret, Tixier e Chemat, 2013).

3.6 Emulsoes

Emulsdes sdo sistemas coloidais resultantes da combinacdo de dois liquidos que
naturalmente ndo se misturam, nos quais pequenas goticulas de um liquido, conhecido como
fase dispersa, sdo distribuidas na fase liquida predominante (fase continua). Devido a auséncia
de atracdo molecular entre esses liquidos, uma tensdo interfacial surge, criando uma separacao
entre as fases (Callender et al., 2017; Goodarzi e Zendehboudi, 2019). No entanto, essa tensao
pode ser reduzida com a adi¢cdo de um agente emulsificante, que € conhecido por diversos
nomes, como emulsionante, surfactante ou tensoativo. A funcdo primordial desse composto €é
minimizar a tensdo na interface entre os dois liquidos, resultando na formacéo de goticulas
somente em uma das fases por um periodo determinado. Essa fase recebe diversas
denominacdes, como fase interna, dispersa ou descontinua, e encontra-se envolta pela fase
externa, denominada dispersante ou continua (Kupikowska-Stobba, Domagata e Kasprzak,
2024; Mohamed e Shahira, 2019).

Os tensoativos sdo constituidos por moléculas anfifilicas, ou seja, apresentam regies
hidrofébicas e hidrofilicas em uma Unica estrutura molecular (Figura 8). Essa caracteristica
permite que desempenhem um papel fundamental na reducéo da tensao interfacial entre as fases
continua e dispersa. H4 uma ampla gama de emulsificantes disponiveis, sejam de origem
sintética ou natural. A escolha do emulsificante adequado é de extrema importancia, uma vez
que influencia tanto a facilidade de formacgdo da emulsdo quanto as caracteristicas do produto
final (McClements e Jafari, 2018).

Entre os emulsificantes sintéticos aprovados para aplicacdes em alimentos, destacam-se
compostos como ésteres de poliglicerdis, ésteres de sorbitana, polissorbatos, monoacilglicerdis
(MAG) e diacilglicerois (DAG). Estes incluem o0 monooleato de sorbitana etoxilado (Tween 80)
e 0 monoestearato de sorbitana (Span 60). Devido a limitacdo do nimero de emulsificantes
aprovados para uso alimentar, uma alternativa viavel é a utilizacdo de emulsificantes de origem
natural. Estes podem ser emulsificantes obtidos a partir de fontes vegetais, como a lecitina de
soja e isolados proteicos, bem como emulsificantes derivados de fontes animais, como as
proteinas do leite (Ludtke, 2021).
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Figura 8 - Orientacdo de moléculas de surfactante em uma interface 6leo-agua.
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Legenda: Os grupos de cabecas polares do surfactante (regies hidrofilicas) se orientam para a fase aquosa polar,
enguanto os grupos de caudas ndo polares do surfactante (regides hidrofébicas) se orientam para a fase oleosa néo
polar. Este tipo de orientacdo reduz a tenséo entre as duas interfaces promovendo a miscibilidade.

Fonte: Adaptado de Callender et al. (2017).

As emulsdes podem ser classificadas em dois tipos principais: emulsdes 6leo em &gua
(O/A), onde o 0leo € a fase dispersa e a agua é a fase continua, encontradas em produtos como
leite, iogurte, maionese e sorvete; e emulsdes d&gua em 6leo (A/O), onde ocorre 0 oposto, com
a agua sendo a fase dispersa e o 6leo constituindo a fase continua, por exemplo, a margarina e
a manteiga (Yamashita, Miyahara e Sakamoto, 2017). A Figura 9 apresenta um esquema dos

dois tipos basicos de emulsdes.

Figura 9 - Representacao esquematica de emulsées. A (O/A); B (A/O).

Fonte: Adaptado de Bouyer et al. (2012)

No processo de emulsifica¢do, ocorre um aumento na area interfacial. De acordo com a
segunda lei da termodinamica, todos os sistemas buscam retornar ao seu estado de energia

minima inicial. Portanto, caso ndo haja estabilizac&o, as emulsdes tendem a separar suas fases,
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a fim de minimizar a area de contato interfacial e reduzir a energia livre do sistema. As

instabilidades comuns em emuls6es séo descritas na Quadro 2.

Quadro 2 — Instabilidades comuns em emulsdes.

Instabilidade Descrigdo Referéncias
x Gotas dispersas se atraem devido a forcas atrativas, formando flocos, sem Blijdenstein
Floculacdo . . o
serem destruidas. Pode anteceder a cremeacdo e a coalescéncia. etal., 2004
x Processo reversivel que inclui cremeacao (em emulsdes O/A, goticulas do Bouyer et al.,
Separacio liqui - . ~ ~ S
NN iquido mais denso se movem para o topo) e sedimentacdo (em emulsGes A/O, 2012; Hill,
gravitacional . .
goticulas migram para o fundo). 1996
Processo irreversivel de difusdo das gotas da fase dispersa para a fase continua,
Maturagdo de | sem entrar em contato umas com as outras. Isso faz com que as gotas Damodaran,
Ostwald aumentem de tamanho. 2006
~ . | E.um processo irreversivel, que envolve o aumento das gotas dispersas quando Fennema,
Coalescéncia « ;
as suas paredes sdo rompidas. 2017

Fonte: A autora, 2024.

A Figura 10 apresenta esquematicamente, os principais tipos de instabilidade em

emulsdes O/A.

Figura 10 - Principais tipos de instabilidades em emulsdes O/A.
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Legenda: O: Oleo; A: Agua.
Fonte: Adaptado de Bouyer et al. (2012).
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Emuls6es A/O contendo extratos vegetais na fase aquosa podem ser aplicadas em
diferentes industrias, como alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos. Na industria
alimenticia, por exemplo, essas emulsfes, contendo extratos vegetais, sdo utilizadas para
melhorar a estabilidade de 6leos (Liu et al., 2018; Mohammadi et al., 2016). Assim, essa
abordagem facilita a compatibilidade entre fases aquosas e oleosas, superando as limitagdes de
aplicacdo de extratos vegetais diretamente em sistemas lipidicos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

e Alcool etilico P.A. (Neon®, 99%);

e DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Alfa Aesar®, 95%);
e Alcool metilico P.A.-A.C.S. (CRQ®);

e Acido galico (Exodo Cientifica®, 99%);

e Reagente Folin-Ciocalteau (Exodo Cientifica®, 99%);
e Carbonato de sddio (Dindmica®, 99%);

e Acido acético glacial P.A.-A.C.S. (Synth®);

e Cloroférmio P.A. (Alphatec®);

¢ lodeto de potassio P.A.-A.C.S. (Neon®);

e Amido solavel P.A.-A.C.S. (Dinamica®);

e Tiossulfato de sédio P.A.-A.C.S. (Dindmica®).

4.2 Oleos Vegetais

e Oleo de soja degomado, isento de antioxidantes, fornecido pela empresa Olfar S/A -

Alimento e Energia, de Erechim-RS;

e Oleo de soja refinado, contendo antioxidantes TBHQ e &cido citrico, da marca Vitaliv.

4.3 Obtencéo e Preparo da Matéria-Prima

A matéria-prima, constituida por folhas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart.
ex Reiss), foi obtida diretamente no municipio de Séo José do Ouro, Rio Grande do Sul, Brasil
(Latitude: 27° 45' 36" Sul, Longitude: 51° 34" 42" Oeste) e apds obtencao, foram secas em estufa
(LUCA-82/480, marca LUCADEMA) com circulagdo de ar a 60 °C durante 7 dias (Figura 11),
trituradas em liquidificador doméstico (marca Cadence), classificadas em peneira com abertura
de 1,40 mm (mesh 12, marca Bertel), embaladas em recipiente protegido da luz e congeladas

ateé a utilizag&o.
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Figura 11 - A: Estufa utilizada para secagem da matéria-prima; B: Folhas de espinheira-santa
submetidas a secagem.

Fonte: A Autora, 2024.

4.4 Ensaios de Extracao

4.4.1 Planejamento de Experimentos

Para a conducdo dos experimentos de extracdo assistida por ultrassom foi realizado
planejamento experimental por meio de um delineamento composto central rotacional (DCCR)
com 4 variaveis independentes (2%), totalizando 27 ensaios. As variaveis independentes a serem
investigadas foram a poténcia do ultrassom, a temperatura de extragéo, a porcentagem de etanol
(na solucgdo extratora) e a razdo solido-liquido (RSL), que representa a relacdo entre a massa de
folhas e o0 volume do solvente A Tabela 3 apresenta os niveis propostos para cada variavel e o

Apéndice A apresenta os ensaios estudados nesse trabalho.

Tabela 3 - Varidveis e niveis a serem estudados no delineamento completo.

Niveis
- -2 -1 0 1 2
Poténcia (%) 10 30 50 70 90
Temperatura (°C) 25 30 35 40 45
Etanol (%) 10 30 50 70 90
RSL (g/mL) 0,025 0,05 0,075 01 0,125

Fonte: A Autora, 2024.
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4.4.2 Extracdo Assistida por Ultrassom

Primeiramente, um volume de 30 mL do solvente na concentracao de etanol desejada
foi adicionado a um tubo Falcon (protegido da evaporacdo) e ap0s colocado em banho
ultrassénico (SB-5200DTD). Na sequéncia, ajustou-se a temperatura e a poténcia de sonicacao
diretamente no equipamento (ambas definidas pelo planejamento de experimentos). Apos
alcancar o equilibrio térmico, uma determinada massa de espinheira-santa foi adicionada ao
tubo Falcon (respeitando a concentracdo a ser investigada) e imediatamente foi iniciada a
sonicagdo, que permaneceu por um tempo de 1h (Gambin, 2020). Apds o término do periodo
de extracdo, as amostras contidas nos tubos de ensaio foram submetidas a filtracdo a vacuo
utilizando um frasco Kitassato equipado com um funil de Buichner, conectado a uma bomba de
vacuo (SL-60, SOLAB), empregando papel filtro de 90 mm de didmetro e posteriormente,

foram encaminhadas para andlise. A Figura 12 demostra como essa etapa foi conduzida.

Figura 12 - Extracdo assistida por ultrassom: A (banho ultrassom utilizado para obtencéo do
extrato) e B (equipamentos utilizados para a filtracéo a vacuo).

Fonte: A Autora, 2024.

4.4.3 Caracterizacdo dos Extratos

4.4.3.1 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres
(DPPH?")

A atividade antioxidante foi avaliada pela capacidade dos antioxidantes presentes nas
amostras de sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPHe), assim fornecendo o
percentual de inibicdo de oxidagdo. O método seguiu a metodologia proposta por Roesler et al.,
(2007) e baseia-se na capacidade dos antioxidantes presentes na amostra se ligarem ao DPPHe,
um radical orgénico estavel, resultando em sua redugdo na presenca de um antioxidante.
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Inicialmente foi preparada uma solugdo de DPPH+ em metanol (0,004% m/v), de forma
a apresentar absorbancia em 517 nm entre 0,8 e 1,2. Em seguida, as determinacbes foram
conduzidas pela adicdo de 200 pL dos extratos em tubos de ensaio, juntamente com 1000 uL
da solu¢do de DPPHe. Para o controle negativo, 200 uLL de metanol foram adicionados a mesma
quantidade da solu¢do de DPPHe. Os tubos foram entdo incubados por 30 minutos, protegidos
da luz e mantidos a temperatura ambiente, seguido pela leitura das absorbancias utilizando um
espectrofotdbmetro (Nova 6100UV) a 517 nm. Todas as leituras foram realizadas em duplicata.
A capacidade de sequestrar radicais livres, expressa como percentual de inibicdo de oxidacéo,
foi calculada com base no decaimento da absorbancia das amostras em relagdo ao controle,

conforme a Equacgdo 1.

(ADPPH - Aam)

ApppH

%Inibicao = < > x 100 (1)

Onde:
AppprH= Absorbancia da solucdo de DPPH (controle negativo);

Aam = Absorbancia da amostra.
4.4.3.2 Quantificacdo dos Compostos Fendlicos Totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais no extrato selecionado para a emulséo,
escolhido com base em sua atividade antioxidante, foi realizada utilizando o reagente Folin-
Ciocalteu, seguindo a metodologia de Lazzarotto et al. (2020). As analises foram conduzidas
em duplicata e na auséncia de luz. As leituras de absorbéncia foram realizadas a 765 nm e 0s
resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de &cido galico (mg EAG) por
mililitro de extrato de folhas de espinheira-santa.

Basicamente, aliquotas de 20 pL do extrato foram transferidas para tubos de ensaio, aos
quais foram adicionados 1,58 mL de 4gua destilada, 100 pL do reagente Folin-Ciocalteu e 300
pL de solucéo de carbonato de sodio. Paralelamente, um tubo contendo uma solucdo de 10%
de etanol foi preparado como branco. Os tubos foram enté&o acondicionados em local escuro por
2 horas. Posteriormente, a absorbancia foi medida em um espectrofotémetro (UV-6300PC) a
um comprimento de onda de 765 nm. A quantidade de polifendis totais foi determinada como

equivalentes de acido gélico utilizando a curva de calibracéo deste composto.
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4.4.4 Obtencdo da Emulsédo Contendo o Extrato com Capacidade Antioxidante

Foram avaliadas diferentes formulacdes de emulséo do tipo &gua em 6leo (A/O) a partir
de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 22), variando a quantidade de
extrato (fase aquosa) e do tensoativo (lecitina de soja, marca FAB®), enquanto a quantidade de
6leo mineral (fase oleosa) foi mantida constante em 16 mL. Os niveis propostos para cada
varidvel estdo descritos na Tabela 4, enquanto os ensaios realizados neste estudo sdo
apresentados no Apéndice B. O tensoativo e a fase oleosa foram aquecidos a 40 °C, e a fase
aquosa foi gotejada enquanto eram agitados em um agitador magnético com aquecimento
(modelo SL-91 da marca SOLAB). Apo6s o término do gotejamento, a mistura foi mantida em
agitacdo por 15 minutos. As formulagdes preparadas foram entdo transferidas para tubos de
ensaio e armazenadas a temperatura ambiente. A formulacdo que manteve estabilidade
macroscopica (sem separacao de fases por 7 dias) foi selecionada como a formulacdo 6tima
para aplicacdo no 6leo de soja. A Figura 13 apresenta a etapa de preparo da emulsao (Poloni et
al., 2018).

Tabela 4 - Varidveis e niveis a serem estudados no Delineamento Composto Central Rotacional.

Niveis
- -1,41 -1 0 +1 +1,41
Lecitina de Soja (mg) 179,5 200 250 300 320,5
Volume de Extrato (mL) 0,6 1 2 3 3,4

Fonte: A Autora, 2024.
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Figura 13 - Obtencao da emulsdo: A(Aquecimento a 40°C da lecitina de soja e do 0Oleo
mineral); B (Gotejamento da fase aquosa) e C (Agitacdo por 15 minutos).
~ F = “

- - B C

-

Fonte: A Autora, 2024.

4.45 Avaliagio da Atividade Antioxidante da Emulsdo em Oleo Vegetal

A emulsdo enriquecida com compostos fenolicos foi empregada como antioxidante para
avaliar a estabilidade de dois tipos de 6leo de soja: o 6leo de soja degomado, fornecido pela
empresa Olfar S/A- Alimento e Energia, de Erechim, RS, isento de antioxidantes, e o 6leo de
soja refinado comercial, contendo antioxidantes TBHQ e &cido citrico, da marca Vitaliv. As
amostras foram acondicionadas em recipientes, estes contendo 50 mL do éleo de soja e 20% da
emulsédo (Poloni et al., 2018). Para fins de comparacao, foram preparadas amostras de controle

contendo apenas 0s 6leos.

4.4.5.1 Indice de Peréxidos

Para realizacdo da analise de indice de perdxidos todos os recipientes com as amostras,
preparados em duplicata, foram mantidos a temperatura ambiente e expostos a luz para acelerar
aoxidagdo. Em intervalos de 3, 6, 10, 17 e 25 dias de armazenamento, amostras foram coletadas
para a analise do indice de perdxidos, que serve como um indicador do grau de oxidacéo do
6leo ou gordura. Este método determina todas as substancias, em termos de miliequivalentes
de perdxido por quilograma de amostra (meq.kg* de amostra), que oxidam o iodeto de potassio
nas condi¢des do teste. Estas substancias sdo geralmente consideradas como peréxidos ou
outros produtos similares resultantes da oxidacao da gordura (Santos e Taham, 2016).

Basicamente, foram pesados 5 g da amostra e colocados em um erlenmeyer de 250 mL,
ao qual foi adicionado um volume de 30 mL de uma mistura de acido acético e cloroférmio
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(3:2). A mistura foi agitada até que a amostra se dissolvesse completamente. Em seguida, foi
adicionado 0,5 mL de uma solucéo saturada de iodeto de potéssio, mantendo a agitacdo por um
minuto. Apds isso, foram adicionados 30 mL de agua destilada e 1 mL de solugédo de amido a
1%. A titulacdo foi realizada com solucdo de tiossulfato de s6dio (NA2SO.03) 0,1 N, com
agitacdo constante, até que a coloragdo azul desaparecesse por completo. Uma prova em branco
foi realizada nas mesmas condicGes, sem a presenca da amostra. O célculo do indice de

perdxido foi realizado de acordo com a Equacéo 2 (IUPAC, 1987).

Meq _ (A—B).N.£.1000
IP( /1000g de amostra) = p 2

onde:

IP = indice de per6xidos (meg/1000g de amostra);

A = Volume da solucdo de NA>SO>03 gasta para a amostra (mL);
B = Volume da solucéo de NA2SO,03 gasta para o branco (mL);
N = Normalidade da solucdo de NA2SO.03 (meg/mL);

P = Peso da amostra (g);

f = Fator de correcédo da solucdo de tiossulfato de s6dio 0,1N ou 0,01N.

4.4.5.2 Estabilidade a oxidacdo a 110°C

A estabilidade oxidativa do 6leo de soja degomado e do éleo de soja refinado, com e
sem a adicdo da emulsdo antioxidante, foi avaliada utilizando o método descrito pela AOCS Cd
12b-92 (2009) com o equipamento Rancimat (modelo 873, marca Metrohm®). As condigdes
experimentais incluiram uma temperatura constante de 110 °C e uma taxa de insuflacdo de ar
de 10 L/h. No procedimento, foram pesados 4 g de cada amostra e inseridos no tubo do
Rancimat. A oxidacdo foi induzida pela passagem de ar através da amostra, mantida a
temperatura constante. Os produtos volateis gerados durante a oxidacdo foram coletados em
agua deionizada, com a mudanca na condutividade elétrica da agua indicando a presenca desses
compostos volateis. Os dados foram registrados por um software, gerando uma curva que
representa o periodo de indugdo, o qual indica a estabilidade da amostra frente a oxidacéo
acelerada.

Nosso método Rancimat estabelecido baseia-se na aceleragdo do processo de

envelhecimento da amostra, aumentando sua temperatura e passando um fluxo continuo de ar
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através dela. O fluxo de ar transporta produtos de oxidagdo volateis do recipiente da amostra
para um recipiente contendo &gua destilada. O instrumento mede a condutividade da &gua. Um

aumento forte e repentino na condutividade marca o tempo de inducéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtencéo e Caracterizacédo do Extrato

O planejamento experimental foi realizado para investigar o impacto das variaveis -
poténcia de ultrassom, temperatura, porcentagem de etanol e razdo solido-liquido (RSL) - na
capacidade antioxidante. Os extratos obtidos sob diferentes condi¢Ges apresentaram coloragédo
distinta, conforme apresentados na Figura 14. Observou-se que 0s ensaios com uma maior
porcentagem de etanol exibiram uma coloragdo verde mais intensa. Portanto, conforme as
expectativas, esperava-se que a concentracdo de etanol demonstrasse uma influéncia
significativa no processo de extracao.

Para caracterizacdo dos extratos, a influéncia das varidveis foi avaliada através da
resposta obtida na analise da atividade antioxidante pelo método de reducéo do radical DPPHe.
A solugdo de DPPHe em metanol preparada apresentou uma absorbancia de 0,897 em 517 nm.
Os resultados referentes ao percentual de inibicdo da oxidacéo, calculados conforme a Equacao
1, estdo apresentados na Figura 15. As informac6es detalhadas sdo apresentadas no Apéndice
C.

Figura 14 - Extratos obtidos de acordo com o planejamento experimental.
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Fonte: A Autora, 2024.
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Figura 15 - Percentual de Inibi¢c&o dos Ensaios de Extragéo.
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Fonte: A Autora, 2024.

Com base na analise estatistica dos resultados, que incluiu a aplicacdo de ANOVA,
observou-se um desvio padrdo de £3,14 nas duplicatas 25 e 26, possivelmente devido a
distribuicdo ndo uniforme da energia ultrassonica dentro do banho de ultrassom (Korn et al.,
2020). Além disso, é possivel que tenha ocorrido uma reducdo na capacidade antioxidante das
amostras devido a fatores ambientais (Magsoudlou et al., 2020).

A Figura 16 exibe o diagrama de Pareto com um intervalo de confianca de 95%, onde
se observou um efeito significativo positivo da porcentagem de etanol (6,29), indicando que
um aumento nessa varidvel esta associado a um aumento na capacidade antioxidante. Tal
correlacdo era esperada, uma vez que amostras com uma coloracdo mais intensa, obtidas com
maiores concentracBes de etanol, sugerem uma extracdo mais eficiente dos compostos
fenolicos. Esta relagéo ¢é evidenciada ao comparar ensaios que aumentaram a porcentagem de
etanol enquanto mantiveram as outras variaveis constantes, por exemplo, os ensaios 1 e 3 ou 2
e 4. De acordo com Barros et al. (2019), essa influéncia positiva ocorre porque porcentagens
mais elevadas de etanol podem aumentar a capacidade de solubilizacéo, facilitando a extracéo
da matriz. Adicionalmente, a razdo sélido-liquido (RSL) demonstrou uma influéncia negativa
(-2,48), indicando que uma reducdo na RSL esta associada a uma maior capacidade
antioxidante. Esta tendéncia é corroborada ao comparar ensaios que diminuiram a RSL

mantendo as outras variaveis constantes, por exemplo, os ensaios 1 e 2 ou 3 e 4. Segundo Bohn,
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Mibielli e Teleken (2022) essa condicdo pode ser atribuida ao aumento da disponibilidade do

solvente, favorecendo a sol

ubilizag&o e evitando a saturacdo do meio.

Figura 16 - Diagrama de Pareto com intervalo de 95% de confianga para as variaveis

avaliadas na extracao.
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Fonte: A Autora, 20

24.

Na Figura 17, apresenta-se a superficie de resposta para as variaveis razao solido-liquido

e porcentagem de etanol em relacdo ao percentual de inibicdo da oxidacdo. A andlise dessas

superficies revela que o percentual de inibicdo aumenta a medida que a porcentagem de etanol

na extracdo é aumentada. Por outro lado, em relacdo a razdo sélido-liquido, observa-se o efeito

inverso.



48

Figura 17 - Superficie de resposta para as variaveis razdo solido-liquido e porcentagem de
etanol em relacdo ao percentual de inibicdo da oxidacao.
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Fonte: A Autora, 2024.

Portanto, a partir dessas informacdes, identificou-se que 0 ensaio 15 apresentou as
melhores condicbes de extracdo, pois apresentou uma maior capacidade antioxidante
(48,82%.). Além disso, outros ensaios também se destacaram, como os ensaios 3, 7, 8, 12, 22 e
23, que apresentaram um percentual de inibicdo acima de 40%.

Valores aproximados foram encontrados no estudo realizado por Negri, Possamai e
Nakashima (2009), onde foi mensurada a atividade antioxidante pelo método do DPPHe com o
extrato etandlico de espinheira-santa, encontrando um percentual de inibicdo de 36,86% * 0,79.
Também, na pesquisa conduzida por Vellosa et al. (2008), o processo de secagem da matéria-
prima foi realizado a 40°C, seguido pela trituracdo. Posteriormente, 200 g do po resultante foi
submetido a extragdo por ultrassom, utilizando 1000 mL de etanol 70% por 20 minutos (0,2
g/mL), resultando em uma porcentagem de inibicdo de 40,00% + 2,8.

Ainda, Perleberg et al. (2017) obteve valores mais elevados ao avaliar a atividade
antioxidante dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Espinheira-Santa da Embrapa
Clima Temperado/Instituto Federal Sul-riograndense. Utilizando 0,01 g de folhas secas em
estufa com circulacdo de ar forcada a 38°C e moidas, adicionadas a 10 mL de etanol 70%
(0,001g/mL), foram obtidos valores variando de 72,26% até 84,70%. Assim, 0s estudos
mencionados oferecem evidéncias importantes de que diferentes parametros durante o processo
de extracdo, assim como fatores ambientais, exercem uma influéncia significativa sobre a

capacidade antioxidante da espinheira-santa.
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5.2 Obtencéo da Emulsédo Contendo o Extrato com Capacidade Antioxidante

As emulsBes do tipo agua em dGleo foram preparadas conforme o planejamento
experimental (Tabela 4 e Apéndice B), com variacdo na quantidade de lecitina de soja e na
concentragéo da fase aquosa. Essa abordagem permitiu investigar como diferentes quantidades
de lecitina e concentracOes do extrato afetaram as propriedades da emulséo.

Inicialmente, o ensaio 15, que apresentou a maior capacidade antioxidante, foi
selecionado para a preparacdo das emulsdes. Para obter uma fase aquosa de 4 mL em cada
formulacdo, diferentes proporcGes de extrato foram diluidas em agua destilada. Notavelmente,
formulagdes contendo 1 mL ou menos de extrato (ensaios 1, 2 e 7) mostraram-se mais estaveis,
enguanto propor¢des mais elevadas de extrato resultaram em desestabilizacdo mais rapida. Esta
observacao sugeriu que a presenca de etanol no extrato poderia contribuir para a instabilidade
das emulsdes. A Figura 18 apresenta as emulsdes 6 horas apds o preparo. Ja a Figura 19
demonstra que mesmo 0s ensaios 1, 2 e 7, que mantiveram a estabilidade por mais tempo,

apresentaram separacao ap6s 24 horas.

Figura 18 - EmulsGes, apos o preparo.
e = - i .

i f “

Fonte: A Autora, 2024.
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Figura 19 - Ensaios 1,2 e 7 ap6s 24 horas.

Fonte: A Autora, 2024.

Devido a instabilidade causada pelo etanol nas emulsdes, optou-se pela sua reducéo pelo
processo de evaporagdo. Para isso, o extrato do ensaio 15 foi submetido a um processo de
evaporacao em estufa com circulacdo de ar a 60°C por aproximadamente dois dias. Apés essa
etapa, foram preparadas novas formulacGes de emulsdo. No entanto, as emulsfes ainda

apresentaram desestabilizacdo apds 24 horas (Figura 20).

Fonte: A Autora, 2024.

Diante da necessidade de obter uma emulsdo com estabilidade adequada, foram
conduzidos testes adicionais antes de prosseguir com o planejamento experimental. Além do
ensaio 15 com uma propor¢do aumentada de lecitina de soja, os ensaios 23 e 9, do planejamento
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experimental de extracdo (Apéndice A), foram selecionados para testes, uma vez que
demonstraram boa capacidade antioxidante com concentracdes de etanol menores (50% e 30%,
respectivamente). As formulacGes das emulsdes desses testes estdo detalhadas na Tabela 5.
Apbs andlise, verificou-se que apenas a formulacdo com etanol 30% manteve a estabilidade em
24 horas (Figura 21).

Tabela 5 — Formulaces emulsdes testes.

i Fase Aquosa iti i
Ensaio ~de q Fase Oleosa (mL) Lecitina de Soja
Extracéo ) (mg)

Extrato (mL) Agua destilada (mL)
15 3.4 0,6 16 1000
23 3,4 0,6 16 250
9 34 0,6 16 250

Fonte: A Autora, 2024.

S.

Fonte: A Autora, 2024.

Como apenas a formulagdo com 30% de etanol manteve a estabilidade, o planejamento
experimental da emulsdo foi repetido, utilizando o extrato proveniente do ensaio 9. Apds um
periodo de observacao de 7 dias, constatou-se que a formulagédo do ensaio 6, conforme descrito
no planejamento experimental da emulsdo (Apéndice B), apresentou uma estabilidade superior.
Portanto, optou-se por selecionar essa formulagéo para ser aplicada ao 6leo de soja degomado
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e comercial. As emulsdes resultantes estdo representadas na Figura 22 e exibiram uma
coloragédo bege claro que permaneceu inalterada ao longo do periodo observado.

A pesquisa realizada por Motoyama et al. (2022) evidenciou que maiores concentracdes
de etanol tendem a diminuir a estabilidade das emulsdes. Este fendmeno se deve a natureza
bifilica do etanol, ou seja, apresenta uma regido polar e outra apolar, conferindo-lhe afinidade
tanto com a fase aquosa quanto com a fase oleosa da emulsdo. Assim, ao ser incorporado a
emuls&o, o etanol concorre diretamente com o tensoativo ou agente emulsificante pela interface
entre as fases, reduzindo a quantidade de emulsificante absorvido, promovendo processos de
desestabilizacdo. Essa explicacdo fundamenta a dificuldade em alcancar a estabilidade da
emuls@o que empregou o extrato proveniente do ensaio 15, o qual continha 70% de etanol, uma
vez que este solvente estava interferindo na absorcdo adequada da lecitina de soja. Por outro
lado, o extrato contendo 30% de etanol demonstrou uma estabilidade superior, sugerindo que a

presenca reduzida de etanol permitiu uma absorcdo mais eficaz do emulsificante.

Figura 22 - Emulsdes obtidas a partir das formula¢bes do planejamento experimental.
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Fonte: A Autora, 2024.

A emulsdo mais estavel foi aquela que continha a maior quantidade de lecitina de soja,
conforme estabelecido no planejamento (320,5 mg). Segundo Jusoh e Othman (2017) em

concentracdes reduzidas de tensoativo ou surfactante, a emulsdo se torna instavel devido a alta
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tensdo interfacial entre as fases oleosa e aquosa. Aumentar a concentracdo de surfactante
melhora a estabilidade da emulsdo; no entanto, em concentragdes muito elevadas, pode ocorrer
uma desestabilizacdo devido a rapida coalescéncia das goticulas. Além disso, concentracfes
muito altas de surfactante aumentam a viscosidade da emulséo.

Ainda, o tipo de instabilidade identificada nas emulsdes deste estudo foi a sedimentacao,
um fendmeno caracteristico de emulsdes A/O (dgua em Oleo). Nesse processo, ocorrer a
deposicdo de uma das fases, geralmente a mais densa, no fundo do recipiente, resultando na
formacédo de uma camada densa na parte inferior. Visualmente, a sedimentacdo se manifesta
como uma separacao de fases, com uma camada clara no topo e uma camada mais densa na
parte inferior (Bouyer et al., 2012).

Machado (2019) explorou uma abordagem para aprimorar a estabilidade da emulsao,
investigando o efeito do pH variando de niveis acidos a neutros, por meio da adicdo de solucdes
de &cido citrico. Seus resultados revelaram que a acidificagdo contribuiu positivamente para a
estabilidade. Embora as emulsdes deste estudo ndo tenham sido acidificadas, as descobertas de
Machado (2019) ressaltam a possibilidade dessa estratégia para controlar e melhorar a

estabilidade de emulsdes em pesquisas futuras.

5.2.1.1 Quantificacdo dos Compostos Fendlicos Totais

A curva padrdo de &cido galico, utilizada para determinar a quantidade de compostos
fenolicos no extrato de espinheira-santa proveniente do ensaio 9 (conforme descrito no
Apéncice A), esta representada na Figura 23. A equacgdo da curva obtida foi y = 1,1223x -
0,0167, em que y representa a absorbancia (nm) e x indica a concentragdo da amostra (mg.mL"
LEAG). O coeficiente de determinacéo (R2) alcangado foi de 0,9972. De acordo com Hendges,
Follador e Andres (2020), valores acima de 0,99 sugerem um ajuste ideal entre os dados
experimentais, indicando uma correlacdo significativa entre as variaveis. As informacoes

detalhadas das leituras de absorbancia estéo disponiveis no Apéndice D.
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Figura 23 - Curva de calibracdo da quantificacdo de fendis totais com o acido galico como
substancia padréo. Absorbancia 765 nm.
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Fonte: A Autora, 2024.

Para assegurar que os resultados estivessem dentro do intervalo da curva padrdo, o
extrato precisou ser diluido em uma proporcdo de 1:50. Os valores da absorbancia e da
concentracdo do extrato diluido estdo no Apéndice E, enquanto os valores calculados ajustados

para o extrato sdo detalhados na Tabela 6.

Tabela 6 — Concentracdo de compostos fenoélicos (EAG) no extrato de espinheira-santa.

Concentracdo em mg EAG.g* de

Amostra Concentracdo em mg.mL* EAG N
espinheira-santa
1 6,2 124,0
5,8 116,0
Média 6,0 £ 0,268 120,0 + 5,657

Fonte: A Autora, 2024.

O conteudo de polifendis pode variar devido a uma série de fatores, como a regido
geogréfica de cultivo, exposicdo solar, métodos de cultivo e fertilizagdo, assim como 0s
processos de secagem e extracdo (Haida et al., 2012).

Bittar et al. (2024) encontraram valores proximos ao avaliar o potencial antioxidante do
extrato etandlico de Maytenus ilicifolia, relatando 187,33 + 11,50 mg EAG.g* de amostra. Os
valores de compostos fendlicos descritos pelos autores sdo maiores do que os encontrados neste
estudo, possivelmente devido ao método de extracéo utilizado e a regido geografica de cultivo.
Enquanto Perleberg et al. (2017) identificaram um teor de 194,94 mg equivalente de &cido
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fénico.g? de amostra. O resultado elevado pode estar associado ao método de secagem das
folhas, realizado em estufa com circulagéo de ar a 38°C, uma temperatura mais baixa que pode
resultar em menor degradacdo dos compostos fendlicos.

Em outro estudo, Haida et al. (2012) relataram um teor de 2,8313 mg de equivalente de
rutina.g de amostra, enquanto Chimin et al. (2008) encontraram valores variando entre 1,34
mg de equivalente de pirocatecol (EP).g™* de amostra e 4,90 mg EP.g™ de amostra. Neste Gltimo
estudo, como as amostras eram comerciais, 0s autores sugeriram que os resultados poderiam
ser atribuidos a degradacdo dos compostos ativos, influenciada por diversos fatores, incluindo
variacfes nos métodos de secagem e condicBes inadequadas durante o processamento e
armazenamento da planta.

Os resultados obtidos indicam que o método de extracdo da espinheira-santa avaliada
neste estudo produziu um extrato com uma quantidade significativa de compostos fenolicos.
Conforme explicado por Foti e Amorati (2016), os compostos fendlicos atuam como
antioxidantes, sugerindo que os polifendis identificados estdo associados a atividade
antioxidante observada na Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss. Esses achados confirmam a
eficacia do método de extracdo utilizado, destacando o potencial do extrato de espinheira-santa

como um antioxidante natural.

5.2.1.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante da Emulsdo em Oleo Vegetal

A Figura 24 apresenta o 6leo de soja degomado e o 6leo de soja comercial (marca
Vitaliv), ambos contendo 20% de adicdo da emulsdo antioxidante, além dos respectivos
controles sem nenhuma adi¢do. Em termos de compostos fendlicos, essa quantidade de emulséo
adicionada aos 6leos representa uma concentragéo de 0,1 mg.mL™? EAG ou 1,2 mg EAG.g * de
espinheira-santa. Todas as amostras foram preparadas em duplicata. Observou-se que, no 6leo
degomado, ndo houve alteracao perceptivel na coloragéo, devido a sua tonalidade amarela mais
intensa. Em contrapartida, o 6leo de soja comercial, caracterizado por uma coloragcdo amarela
menos intensa e mais transllcida, apresentou uma coloracdo mais clara e opaca ap6s a adicao,
resultado da coloracdo da prdopria emulsdo. As amostras foram mantidas em recipientes abertos

a temperatura ambiente e expostas a luz para acelerar o processo de oxidagéo (Figura 25).
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Figura 24 - Emuls&o adicionada em 6leo de soja degomado e 6leo de soja comercial e seus
respectivos controles.
, 7

= - Py
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Legenda: CD1 e CD2 séo as amostras controle de éleo de soja degomado; D120% e D220% sdo as amostras d
6leo de soja degomado com 20% da emulséo antioxidante; CO120% e CO220% sdo as amostras de 6leo de soja
comercial com 20% da emulsdo antioxidante; CO1 e CO2 séo as amostras controle de 6leo de soja comercial.

Fonte: A Autora, 2024.

Fonte: A Autora, 2024.

A Tabela 7 apresenta os valores encontrados para o indice de Per6xidos (IP), enquanto
a Figura 26 ilustra graficamente seu comportamento ao longo do periodo de armazenamento.
Verifica-se que a formacdo de perdxidos aumentou em todas as amostras com o passar do
tempo. Contudo, tanto o 6leo de soja degomado guanto o 6leo de soja comercial que receberam
a adicdo do antioxidante exibiram valores menores de IP, indicando que o extrato contribuiu
para a protecao dos 6leos contra a oxidacao. Ao final do periodo de armazenamento de 25 dias,
0s 6leos sem a adicdo do extrato de espinheira-santa apresentaram valores de peréxidos duas

vezes maiores do que aqueles enriquecidos com o extrato.



57

Tabela 7 — indice de perdxidos (meq.kg™* de amostra) para diferentes tempos de armazenamento

dos 6leos.

Tempo (dias) Controle: Oleo

Indice Peroxidos (meg.kg*de amostra)
Oleo Deg + 20%

Controle: Oleo

Oleo Refinado +

Degomado Refinado Antioxidante 20% Antioxidante
0 5,27 +0,69 5,26 10,72 5,27 10,69 5,26 £0,72
3 11,94 +0,07 13,15 +1,69 6,54 +0,92 7,04 0,07
6 22,05 +0,96 27,52 +1,69 12,99 +1,45 13,74 0,84
10 47,89 0,07 50,79 +1,67 25,08 £1,72 27,37 +1,79
17 86,67 0,75 77,27 +4,75 45,60 6,00 40,52 0,32
25 133,82 +0,58 105,72 45,58 59,26 +2,90 57,58 40,98

Fonte: A Autora, 2024.

Figura 26 - Oxidacdao do 6leo de soja degomado e dleo de soja comercial com extrato e seus

respectivos controles.
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Fonte: A Autora, 2024.

O 6leo de soja degomado ndo € adequado para 0 consumo humano, pois ainda ndo

passou por todas as etapas de refinacdo necessarias. A degomagem, que remove proteinas e

gomas (fosfatideos e substancias coloidais), € apenas a primeira etapa no processo de refinagéo.

(Embrapa, 2015). Apesar disso, o 6leo degomado serviu como um parametro util para avaliar a

capacidade antioxidante do extrato.

No estudo conduzido por Suckeveris et al. (2020), foi utilizado 6leo de soja degomado

na dieta de frangos de corte. Segundo os autores, o0 indice de peroxidos (IP) para o 6leo de soja

degomado deve ser de até 10 meq.kg™. A legislacio brasileira, por sua vez, estabelece que os
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limites mé&ximos permitidos para o IP em o6leos e gorduras vegetais refinados sejam de 10
meq.kg? (Brasil, 2021).

Considerando esses parametros, observou-se que os 0leos sem a adicdo do extrato
antioxidante excederam esse limite a partir do terceiro dia de armazenamento, em condi¢cGes
que favorecem a oxidacdo. Por outro lado, os 6leos enriquecidos com o extrato demonstraram
uma maior resisténcia & oxidagdo, mantendo-se ligeiramente acima do limite apenas no sexto
dia. Esse resultado sugere que a aplicacdo do extrato prolonga a estabilidade oxidativa do 6leo
de soja e, consequentemente, sua adequacdo aos padroes regulatérios estabelecidos.

Ainda, as amostras foram submetidas ao teste de estabilidade oxidativa em Rancimat,
onde o fluxo intenso de oxigénio e a temperatura elevada de 110°C aceleraram a oxidacgéo do
6leo, levando a formacéo de compostos (&cidos volateis) ao final do periodo de inducgéo. Este
periodo, expresso em horas, indica a estabilidade da amostra frente a oxidacéo acelerada, sendo
que quanto maior o periodo de inducdo, maior € a estabilidade (Velasco et al., 2023). Os
resultados do periodo de inducéo, apresentados na Tabela 8, revelam uma maior estabilidade
nos 6leos que receberam adicdo do extrato antioxidante em comparacdo aos seus controles,

evidenciado pelo prolongamento do periodo de inducao.

Tabela 8 — Periodo de inducédo dos éleos controle e adicionado do antioxidante.

Amostra Periodo de Indugéo(h)
Controle: Oleo Degomado 7,26
Controle: Oleo Comercial 7,78
Oleo Degomado + 20% Antioxidante 10,68
Oleo Comercial + 20% Antioxidante 12,62

Fonte: A Autora, 2024.

Em analise realizada por Ravelli (2011) sobre a estabilidade oxidativa a 110°C em 6leo
de soja refinado isento de antioxidantes sintéticos, foi observado um periodo de inducéo de 7,18
horas. De maneira semelhante, a Embrapa (2019) avaliou a estabilidade oxidativa em Gleo de
soja comercial e encontrou um valor de 7,97 horas. Além disso, conforme descrito por Miranda
(2018), o periodo de inducdo para o 6leo de soja degomado alcangou 6,92 horas, e para Rauen-
Miguel, Esteves e Barrera-Arellano (1992) foi de 6,90 horas. Esses resultados se aproximam
dos obtidos para os controles, corroborando os valores encontrados e destacando a eficacia da
inclusdo do extrato de espinheira-santa na protecdo contra a oxidacéo dos 6leos, evidenciando

sua habilidade em prevenir a degradacdo oxidativa.
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Durante o processo de refinamento, o 6leo passa por etapas nas quais sdo removidos
acidos graxos, fosfolipideos, metais, peroxidos e clorofila, que atuam como pro-oxidantes,
acelerando a oxidacdo. Portanto, o 6leo refinado tende a apresentar valores mais altos de
estabilidade oxidativa em comparacédo ao 6leo degomado (Miranda, 2018).

Adicionalmente, é relevante comentar que o 6leo de soja comercial utilizado no estudo
ja continha o antioxidante sintético TBHQ (terc-butil-hidroquinona), mas a adi¢do do extrato
natural melhorou ainda mais sua estabilidade. De acordo com Ibsch et al. (2020), o uso de
TBHQ esta associado a reducdo do nivel de hemoglobina e a hiperplasia de células basais.
Portanto, o extrato de espinheira-santa pode servir tanto como uma alternativa aos antioxidantes
sintéticos quanto ser usado em combinacdo com eles, possibilitando a redugdo das quantidades
de antioxidantes sintéticos empregadas na industria alimenticia.

Durante o periodo de armazenamento, além da mudanca na coloracdo do 6leo de soja
comercial, foi observada a formacgdo de um precipitado tanto no éleo de soja comercial quanto
no 6leo de soja degomado, conforme apresentado na Figura 27. Este precipitado se formava
guando o Oleo estava em repouso e desaparecia quando agitado, indicando uma certa
instabilidade fisica. Esse comportamento pode ser atribuido a incompatibilidade entre alguns
componentes da emulséo e o 6leo, ou a presenca de particulas insollveis que se sedimentavam
ao longo do tempo (Gentili Nunes et al., 2022). Embora a emulséo antioxidante tenha
demonstrado eficacia na protecéo contra a oxidacao, sua incorporacdo completa e uniforme no
6leo ndo foi alcancada. A necessidade de agitacdo para dispersar o precipitado sugere que, para
aplicacBes praticas, seria necessario considerar métodos de estabilizacdo ou reformulacdo da
emulsdo para evitar a sedimentacdo e garantir a homogeneidade do produto final. Estudos
futuros podem explorar maneiras de melhorar a miscibilidade e a estabilidade fisica das
emulsdes antioxidantes em 6leos vegetais, assegurando um produto final de alta qualidade em
termos de estabilidade oxidativa e aspecto visual.

Embora tenham sido observados desafios em relacdo a estabilidade fisica da emulséo
antioxidante ao ser incorporada nos Oleos de soja, os resultados destacaram a capacidade
antioxidante da espinheira-santa e sua eficicia na protecdo tanto do éleo de soja degomado
guanto do comercial. Portanto, apesar dos desafios técnicos identificados, os achados deste
estudo estabelecem uma base sélida para investigacfes posteriores e para o aprimoramento de

formulagdes antioxidantes mais eficazes e estaveis.
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Figura 27 - Formacao de precipitado: A(6leo de soja degomado) e B (6leo de soja refinado).
— ~ K - B T ———

e  — e —

Legenda: D120% e D220% sao as amostras de 6leo de soja degomado com 20% da emuls&o antioxidante; CO120%
e CO220% sao as amostras de 6leo de soja comercial com 20% da emulsédo antioxidante.
Fonte: A Autora, 2024.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, foi evidenciada a notavel capacidade antioxidante do
extrato de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss). O método de extracdo assistida
por ultrassom se mostrou eficiente na obtengéo desse extrato, destacando-se o impacto positivo
significativo do percentual de etanol e negativo da razdo sélido-liquido. Além disso, a
quantificacdo dos compostos fendlicos totais revelou uma alta concentracéo dessas substancias,
reconhecidas por suas propriedades antioxidantes em diversas fontes vegetais.

Quanto a aplicacdo do extrato tanto no 6leo de soja degomado quanto no comercial,
observou-se que proporcionou protecdo contra a oxidagdo, conforme evidenciado pelos
resultados do indice de peroxidos e pela estabilidade a oxidacdo a 110°C. No entanto, foram
identificados desafios quanto a estabilidade da emulsdo antioxidante ao ser incorporada ao 6leo
de soja, sugerindo a necessidade de futuras pesquisas para explorar métodos que melhorem a
miscibilidade e a estabilidade fisica dessa emulsdo. Uma alternativa viavel seria a sua
acidificacdo, conforme citado neste estudo, que pode contribuir para sua estabilidade.

De maneira geral, o extrato de espinheira-santa mostra-se promissor para aplicacdes em
alimentos com alto teor lipidico, oferecendo uma alternativa natural para conservacdo dos

alimentos, podendo substituir total ou parcialmente antioxidantes sintéticos.
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APENDICE A - PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS ADOTADO NO ESTUDO.

Ensaio Poténcia (%) Temperatura (°C) Etanol (%0) RSL(g/mL)
1 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00
2 -1,00 -1,00 -1,00 1,00
3 -1,00 -1,00 1,00 -1,00
4 -1,00 -1,00 1,00 1,00
5 -1,00 1,00 -1,00 -1,00
6 -1,00 1,00 -1,00 1,00
7 -1,00 1,00 1,00 -1,00
8 -1,00 1,00 1,00 1,00
9 1,00 -1,00 -1,00 -1,00
10 1,00 -1,00 -1,00 1,00
11 1,00 -1,00 1,00 -1,00
12 1,00 -1,00 1,00 1,00
13 1,00 1,00 -1,00 -1,00
14 1,00 1,00 -1,00 1,00
15 1,00 1,00 1,00 -1,00
16 1,00 1,00 1,00 1,00
17 -2,00 0,00 0,00 0,00
18 2,00 0,00 0,00 0,00
19 0,00 -2,00 0,00 0,00
20 0,00 2,00 0,00 0,00
21 0,00 0,00 -2,00 0,00
22 0,00 0,00 2,00 0,00
23 0,00 0,00 0,00 -2,00
24 0,00 0,00 0,00 2,00
25 0,00 0,00 0,00 0,00
26 0,00 0,00 0,00 0,00
27 0,00 0,00 0,00 0,00




APENDICE B —-PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA AS FORMULAGCOES
DA EMULSAO.

Ensaio Lecitina de Soja (mg) Volume de Extrato (mL)
1 -1,00 -1,00
2 +1,00 -1,00
3 -1,00 +1,00
4 +1,00 +1,00
5 -1,41 0,00
6 +1,41 0,00
7 0,00 -1,41
8 0,00 +1,41
9 0,00 0,00
10 0,00 0,00
11 0,00 0,00




APENDICE C - RESULTADO DA ANALISE DE DPPH.
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Absorbancia 1

Ensaio

Média Absorbancia

Absorbancia 2 (nm)

Inibicéo (%)

(nm) (nm)

Controle 0,73 0,73 0,73 -
1 0,409 0,364 0,3865 *0,032 20,05
2 0,509 0,495 0,502 *0,010 4,23
3 0,220 0,227 0,2235 *0,005 42,38
4 0,249 0,258 0,2535 + 0,006 38,27
5 0,358 0,364 0,361 0,004 23,55
6 0,411 0,417 0,414 0,004 16,29
7 0,197 0,201 0,199 0,003 45,74
8 0,229 0,235 0,232 0,004 41,22
9 0,285 0,286 0,2855 *0,001 33,89
10 0,417 0,416 0,4165 *0,001 15,95
11 0,250 0,261 0,2555 * 0,008 38,00
12 0,221 0,232 0,2265 *0,008 41,97
13 0,500 0,502 0,501 0,001 4,37
14 0,495 0,495 0,495 0,000 5,19
15 0,175 0,178 0,1765 *0,002 48,82
16 0,242 0,244 0,243 0,001 39,71
17 0,359 0,360 0,3595 *0,001 23,75
18 0,296 0,295 0,2955 +0,001 32,52
19 0,328 0,330 0,329 +0,001 27,93
20 0,412 0,439 0,4255 *0,019 14,71
21 0,390 0,392 0,391 +0,001 19,44
22 0,220 0,228 0,224 0,006 42,32
23 0,218 0,220 0,219 +0,001 43,00
24 0,393 0,394 0,3935 +0,001 19,10
25 0,311 0,317 0,314 0,004 29,99
26 0,280 0,283 0,2815 *0,002 34,44
27 0,385 0,392 0,3885 * 0,005 19,78

APENDICE D - VALORES DA CURVA PADRAO PARA O ACIDO GALICO

Concentragéo (mg/mL

Absorbéancia 1 (nm)

Absorbancia 2 (nm)

Média Absorbancia (nm)

EAG)

0,05 0,026 0,04 0,033
0,10 0,105 0,111 0,108
0,15 0,159 0,156 0,1575
0,20 0,179 0,205 0,192
0,30 0,314 0,323 0,3185
0,40 0,407 0,475 0,441
0,50 0,557 0,525 0,541




APENDICE E - CONCENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS (EAG) NO
EXTRATO DE ESPINHEIRA-SANTA COM DILUICAO 1:50.
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Absorbancia (nm) Concentracdo (mg.mL*EAG)
0,122 0,124
0,115 0,117

Média 0,12 + 0,004




