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Avaliacao do dleo de soja adicionado de
extratos de cascas e sementes de roma
(Punica granatum L.)

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos avaliar os extratos etandlicos de cascas e
sementes de roma (Punica granatum L.), bem como o efeito da aplicacdo em dleo de soja
submetido a termoxidagdo a 180 °C/5 h. Os extratos de cascas e sementes foram avaliados
quanto a atividade antioxidante, compostos fendlicos e carotenoides totais, enquanto a
qualidade do éleo de soja (OS) adicionado de butilhidroxitolueno (BHT), dos extratos de
cascas (OS+ECR) e sementes (OS+ESR) de romd foi avaliada por meio das propriedades
fisico-quimicas. Os resultados do presente estudo demonstraram que o extrato de cascas
de roma apresentou maior atividade antioxidante, teores de compostos fendlicos (126,5
mg EAG g!) e carotenoides totais (1,9 mg B-caroteno 100 g'). O OS+ECR conferiu menor
formacdo de dienos conjugados, perdéxidos e compostos polares, compardvel aquela
oferecida pelo antioxidante sintético. Ainda, se destacou pelos teores de tocoferodis e
acidos graxos essenciais, linoleico e a-linolénico. Logo, o extrato de cascas de roma pode
ser utilizado como um antioxidante alternativo para a prote¢dao do dleo de soja quando
exposto a elevadas temperaturas.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes. Oleos vegetais. Termoxidag3o.
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INTRODUGAO

Punica granatum L. é uma pequena arvore da familia Punicaceae, nativa da
Asia ocidental e considerada uma das culturas mais rentaveis economicamente,
devido a sua ampla adaptabilidade a diferentes condi¢Ges ecoldgicas. Seu fruto é
rico em polifendis, incluindo acidos elagico e ferulico, além de quercetina,
catequina e antocianina. Estes polifendis exibem vdrias atividades bioldgicas,
como eliminacdo de radicais livres, inibicdo da oxidacdo e crescimento
microbiano, além da diminuicdo do risco de doencas cardiovasculares e cancer
(ERKAN e DOGAN, 2018). Normalmente, a roma é consumida in natura ou
processada como suco, geleia, vinho, 6éleo e suplemento nutricional. O
processamento gera subprodutos, como cascas e sementes, que correspondem a
cerca de 70% do peso do fruto. Devido ao aumento do consumo, as cascas e
sementes se tornaram residuos valiosos e abundantes na industria alimenticia

(ZHU et al., 2015).

Estudos demostram que o 6leo essencial das cascas de roma possui
inimeros compostos aromaticos, destacando-se o palmitato de metila (22,2%),
mirceno (18,8%) e tetrametil hexadecano (8,7%) (WANG et al.,, 2019). Outros
estudos mostram que os extratos das cascas e sementes de romd possuem
efeitos antioxidantes in vivo e in vitro e podem ser utilizados, dentre outros fins,
como aditivos alimentares (CHATTERJEE, 2014). Apesar de representarem uma
importante fonte de compostos biologicamente ativos, o efeito antioxidante das
cascas e das sementes de roma estd principalmente correlacionado a presenca

dos polifendis (ANAHITA et al., 2015).

Normalmente, os antioxidantes sintéticos, como o butilhidroxianisol (BHA), o
terc butilhidroquinona (TBHQ) e o butilhidroxitolueno (BHT) sdo utilizados na
indUstria de alimentos para aumentar a vida de prateleira e controlar a oxidagao
lipidica, visto que sdo mais econdmicos do que os naturais. Entretanto, podem
ocasionar riscos a saude, como desregulagdo enddcrina e carcinogénese. Como
consequéncia, em alguns paises, como o Canadd, é proibida a aplicagcdo desses
antioxidantes em produtos alimenticios, enquanto em outros, a quantidade para

utilizacdo é controlada (KWON et al., 2015).
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Por esta razdo, ha um crescente interesse na pesquisa por antioxidantes
naturais, principalmente os provenientes dos subprodutos da indUstria de
alimentos, que representariam uma alternativa sustentdvel, segura e econémica
ao uso dos antioxidantes sintéticos. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi
analisar os extratos de cascas e sementes de romd; bem como avaliar a

efetividade destes extratos na qualidade do éleo de soja submetido a 180 °C/5 h.

MATERIAL E METODOS

PREPARO DOS EXTRATOS

A roma (Punica granatum L.) foi adquirida in natura (Catanduva, Sdo Paulo,
Brasil). As cascas e sementes foram separadas manualmente, liofilizadas a -50 °C
(L101, Liotop, Séo Carlos, Sdo Paulo, Brasil) e trituradas em moinho de faca (MA
340, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Para a obtencdo dos extratos, as
cascas e sementes foram adicionadas de alcool etilico sob agitacdo por 30 min
em liquidificador doméstico, nas propor¢des 1:6 (p/v) e 1:3 (p/v),
respectivamente. As misturas resultantes foram filtradas com auxilio de bomba
de vacuo (NT-613, Novatecnica, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) e evaporadas sob

pressao reduzida a 40 °C (Q 344B2, Quimis, Sdo Roque, Sdo Paulo, Brasil).

TERMOXIDAGAO

O dleo de soja refinado, sem a adicdo de antioxidantes sintéticos, foi
adquirido no comércio local (Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil) e usado
como controle. O butilhidroxitolueno foi adquirido na sua forma comercial, com
97% de pureza (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) e empregado como
antioxidante sintético de referéncia. Os tratamentos: 6leo de soja sem adicao de
antioxidantes (0S), 6leo de soja com adicdo de 100 mg kg?* de BHT (OS+BHT),
6leo de soja com adicdo de 100 mg kg™ de extrato de cascas de roma (OS+ECR) e
6leo de soja com adicdo de 100 mg kg' de extrato de sementes de rom3
(OS+ESR) foram submetidos a 180 °C por 5 h em Rancimat (743, Metrohm Ltd.,
Herisau, Suica), simulando o processo de fritura. A seguir, os tratamentos foram
acondicionados em frascos de vidro ambar, inertizados com nitrogénio gasoso,

selados e armazenados a -18 °C até o momento das analises.
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ANALISE NOS EXTRATOS

A atividade antioxidante pelo sistema B-caroteno/acido linoleico foi
determinada segundo método descrito por Marco (1968) e modificado por Miller
(1971), sendo a leitura realizada em espectrofotdmetro (UV-Vis mini 1240,
Shimadzu, Téquio, Japdo) a 470 nm, cujo resultado foi expresso em porcentagem.
A atividade sequestradora de radicais pelo sistema DPPH® foi determinada de
acordo com Brand-Williams et al. (1995), cuja absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro a 515 nm e o resultado expresso em porcentagem. O ensaio
FRAP foi realizado conforme metodologia desenvolvida por Szydtowska-Czerniak
et al. (2008). A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 595 nm e os valores

foram expressos em pM Trolox 100 g de extrato.

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais, utilizou-se o método de
Singleton e Rossi (1965). O coeficiente de determinacdo da curva analitica foi de
0,9972 e os teores de compostos fendlicos totais foram expressos mg EAG g. Na
andlise de carotenoides totais, a absorbancia da solu¢do etandlica 1.000 pg mL™*?
de extrato de cascas e sementes de roma foi lida em espectrofotémetro (Uv-Vis
mini 1240, Shimadzu, Téquio, Japdo) a 450 nm. A quantificacdo foi calculada pelo
valor da absortividade dos carotenoides em alcool etilico (2620), cujo resultado

foi expresso em pg B-caroteno g.

ANALISE NOS OLEOS

Os 4acidos diendicos conjugados e o indice de perdxidos foram analisados de
acordo com os métodos Ti 1a-64 e Cd 8-53 (AOCS, 2009), cujos resultados foram
expressos em porcentagem e meq kg, respectivamente. Os compostos polares
totais foram determinados pelo instrumento Testo (270, Testo, Campinas, Sdo
Paulo, Brasil), conforme o método descrito por Bertanha et al. (2009), e
expressos em porcentagem. A estabilidade oxidativa foi determinada segundo
metodologia AOCS Cd 12b-92 (AOCS, 2009); sendo os tratamentos submetidos a
110°C com fluxo de ar de 20 L h?! no Rancimat (743, Metrohm, Herisau,

Switzerland) e o resultado expresso em horas.

O perfil de 4acidos graxos foi determinado a partir de amostras
transesterificadas segundo procedimento descrito pela metodologia Ce 2-66 da

AOCS (2009) e analisadas em cromatdgrafo gasoso (3900, Varian Inc., Califérnia,
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Estados Unidos), com detector de ionizagdo de chama, injetor split e coluna
capilar de silica fundida (Microsorb CP-Sil 88 60 m x 0,25 mm x 0,20 um, Varian
Inc., California, Estados Unidos). A temperatura inicial da coluna foi 90 °C 4 min,
com aquecimento de 10 °C min? até 195 °C e, apds, sistema isotérmico durante
16 min. As temperaturas utilizadas no injetor e detector foram 230 e 250 °C,
respectivamente. O gds de arraste foi o hidrogénio com velocidade linear de 30
mL min. Utilizou-se como padrdo uma mistura composta de 37 ésteres metilicos
de acidos graxos (Supelco, Bellefonte, USA) de C4:0 a C24:1, com pureza entre

99,1 e 99,9%. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Para a determinacdo do teor de fitosterdis foi utilizado o método Ch 6-91 da
AOCS (2009) com algumas adaptacGes. A andlise foi realizada em cromatdgrafo
gasoso (Plus-2010, Shimadzu, Tdéquio, Japao), com detector de ionizacdo de
chama, injetor split e coluna de silica fundida (RTX-5, Restek, Pensilvania, Estados
Unidos) de 30 x 0,25 mm e poro de 0,25 um. A temperatura inicial do forno foi
estabelecida em 100 °C 2 min, com aquecimento de 15 °C min™* até 260 °C e em
sistema isotérmico durante 35 min. As temperaturas utilizadas no injetor e
detector foram 280 e 320 °C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o
hidrogénio com velocidade linear de 40 mL min’. Os fitosterdis foram

identificados por meio de curva padrdo, e o contetdo foi expresso em mg 100 g

Os tocoferdis foram quantificados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Pro Star 210, Varian Inc., California, Estados Unidos), com detector de
fluorescéncia e coluna de ago inox empacotada com silica (Microsorb 100 Si 250 x
4,6 mm x 0,5 um, Varian Inc., California, Estados Unidos) segundo o método Ce 8-
89 da AOCS (2009). A separacdo cromatografica foi realizada por eluicdo
isocratica de fase moével constituida de n-hexano:dlcool isopropilico (95,5: 0,5
v/v) com fluxo de 1,2 mL min. Os picos foram detectados em comprimento de
onda de excitacdo 290 nm e emissdo 330 nm. Os teores de tocoferdis individuais

foram identificados por meio de curva padrao, e expressos em mg kg™.

ANALISE ESTATISTICA

As andlises foram realizadas em triplicata, e os resultados submetidos a
anadlise de variancia e ao teste de Tukey com grau de confianca de 95% através do

programa Statistica versao 10.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZAGAO DOS EXTRATOS

Tanto as sementes quanto as cascas in natura obtiveram o mesmo
rendimento apds a remocdo do solvente organico empregado no processo de
extracdo. Os dados mostraram que ambos os extratos apresentaram atividade
antioxidante. O ensaio da atividade antioxidante pelo modelo B-caroteno/acido
linoleico foi importante para estimar a habilidade dos extratos vegetais em
capturar os radicais perdxidos, gerados a partir da oxidacdo do acido linoleico.
Neste contexto, a maior habilidade na captura dos radicais perdxidos foi

encontrada no extrato etandlico de cascas de roma, 76,2% (Tabela 1).

Tabela 1 — Rendimento, atividade antioxidante e compostos bioativos dos extratos de
cascas e sementes de roma.

Extratos
Analises
Cascas Sementes
Rendimento (%) 11,85 11,58
B-caroteno/acido linoleico (%) 76,2 £4,98° 28,9+7,50°
Inibicdo do radical DPPH (%) 89,7£0,14 26,1+0,22
FRAP (uM Trolox 100 g?) 265,240,722 88,9 +0,36°
Fendlicos totais (mg EAG g)" 126,5+0,56° 0,8+0,06°
Carotenoides totais (mg B-caroteno 100 g2) 1,9+0,01° 0,5+0,01°

Meédias + desvio padrdo seguidas de mesmas letras minusculas ndo diferem pelo teste de Tukey
(p > 0,05). "Equivalentes de dcido gélico.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Valores semelhantes ao deste estudo foram encontrados por Zaki et al.
(2015), em extrato etandlico de cascas de roma das variedades Manfalouty
(80,2%) e Wardely (70,9%). Por outro lado, valores inferiores foram mostrados na
pesquisa de Sadeghi et al. (2009), cujos extratos etandlicos de cascas exibiram
somente 53%. Resultados discrepantes existentes na literatura quanto a
atividade antioxidante dos extratos de sementes e cascas de roma podem estar
relacionados as diferentes caracteristicas quimicas das variedades de romas
analisadas, além das condi¢bes ambientais, método e solventes utilizados na

preparagao dos extratos.

A porcentagem de inibi¢cao do radical DPPH do extrato de cascas de roma foi
3,4 vezes maior em relagdo a das sementes. Esses resultados mostram

similaridade com o estudo de Singh et al. (2002), que obtiveram para extratos de
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cascas e sementes, 81 e 23,2%, respectivamente. Adyani e Soleimani (2019)
avaliando o extrato etandlico/aquoso de cascas de romada em diferentes
concentragdes provaram que este extrato possui acdo como agente redutor de
DPPH, relacionada com a quantidade de compostos fendlicos. Em relagdo ao
método FRAP, o extrato de cascas de roma também apresentou atividade
aproximadamente 3 vezes superior ao valor encontrado no extrato de sementes.
Possivelmente, este valor estd relacionado com a quantidade de compostos
fendlicos presentes nas cascas, visto que o reagente FRAP é compativel com
compostos que fazem parte da fracdo hidrofilica ou polares dos alimentos

(CASTELO-BRANCO e TORRES, 2011).

Os compostos fendlicos sdo os principais responsaveis pela atividade
antioxidante de muitos frutos e vegetais. O extrato das cascas apresentou maior
quantidade de compostos fendlicos (126,5 mg EAG g?) do que o das sementes,
corroborando com o estudo de Hasona et al. (2017), no qual observaram que o
extrato de cascas possui maior teor de compostos fendlicos totais que os da
polpa e sementes. Alexandre et al. (2019) avaliando o efeito da alta pressao e
extracdo enzimatica sobre os compostos fendlicos de cascas de roma
averiguaram a presenca de 201 a 219 mg g de compostos nos extratos. Em
contrapartida, Adyani e Soleimani (2019) estudando o extrato etandlico/aquoso

de cascas de rom3 encontraram apenas 12,3 mg g* de compostos fendlicos.

Embora em menor quantidade, os compostos fendlicos encontrados no
extrato das sementes também sdo importantes por possuirem atividade
antioxidante, conforme observado por Keskekoglu e Uren (2014), que ao
analisarem o efeito da adi¢do de extrato de sementes no contelddo de compostos
fendlicos totais de alméndegas de carne bovina e de frango, submetidas a quatro
processamentos térmicos distintos, constataram que as alméndegas que
continham extrato possuiam de 1,2 a 1,6% mais quantidade de compostos
fendlicos do que as almondegas controle. A diferenca qualitativa e quantitativa
de compostos fendlicos de um o6rgdo para outro de planta da mesma espécie
pode ser devido a varios fatores como condicdes de colheita, pratica de cultivo,
estadio de maturacdo, local de crescimento, sazonalidade, temperatura de
secagem, polaridade do solvente de extracdo e método de extracdo (Mnari et al.,

2016). Os extratos de cascas e sementes de romd mostraram baixos teores de
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carotenoides totais, porém, o de cascas se sobressaiu com 1,9 ug B-caroteno g™.

Esses baixos valores podem estar relacionados ao tipo de solvente utilizado para

a preparagdo do extrato, visto que os carotenoides sdo compostos que se

acumulam em fragdes menos polares (SOUSA et al., 2018).

ANALISE NOS OLEOS

Apbs 5 h de termoxidacdo, a adicdao do antioxidante sintético e do extrato de

cascas de roma nao mostrou diferenca significativa em relacdo aos acidos

diendicos, além de reduzir a formacdo desses compostos em 23 e 25%,

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Andlises fisico-quimicas dos diferentes tratamentos submetidos a 180 °C/5h

Analises

Tratamentos

OS+BHT

OS+ECR

OS+ESR

Acidos diendicos (%) 0,7 +0,0° 0,5+ 0,01 0,5+0,0° 0,7 +0,01°
Qualidade Perdxidos (meq kg™) 4,7 +0,052 1,5+0,01°¢ 1,6 £0,08°¢ 3,5+ 0,04
lipidica Compostos polares (%) 13,2+0,29%> 12,0+0,87° 11,7+0,29¢ 13,8+0,29°
Estabilidade oxidativa (h) 5,8+0,27° 7,8+0,13° 7,8 +0,032 5,8+0,18°
Palmitico 9,3+0,02° 9,3+0,04° 10,2+0,022 9,1+0,01°
Estearico 1,0 £0,04° 0,9+0,01° 1,8+0,46° 1,7 £0,06°
) Oleico 35,5+0,05° 34,8+0,22° 27,9+0,68 36,5+0,30°
Acidos
Linoleico 47,7 +0,04¢ 48,3+0,15> 52,8+0,24* 46,5+0,28¢
graxos (%)
a-linolénico 5,7 +0,0¢ 5,8+ 0,03 6,4 +0,03? 5,5 + 0,044
Eneicosandico 0,1+0,01° 0,1+0,01° 0,1+0,01° 0,1+0,02°
Behénico 0,7+0,01° 0,7+0,01° 0,9 £0,02° 0,8 +0,04°
Campesterol 6,3+0,13" 7,6 +0,14° 6,7 +0,13 6,7 +0,11°
Fitosterdis Estigmasterol 9,2 +0,06¢ 10,6 +0,09° 10,0+ 0,06® 9,6 +0,10¢
(mg 100 g*) B-sitosterol 127,4+0,12¢ 132,7+0,12* 134,8+0,07° 127,9 +0,09¢
Totais 142,9+0,11° 150,9+0,19° 151,4+0,20° 144,1 40,30
a-tocoferol 41,6 +0,26° 43,3+0,25° 46,4+0,15° 43,3+0,46°
Tocoferdis y-tocoferol 224,4 +0,12¢ 260,6 +0,21° 270,5+0,15* 242,4 +0,26¢
(mgkg?')  6-tocoferol 81,4+0,29° 855+0,31° 87,5+0,38° 86,7+0,35°
Totais 347,440,269 389,4+0,51° 404,4+0,49° 372,4 +0,68°

Médias + desvio padrdo seguidas de mesmas letras minusculas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
0S:, dleo de soja sem adigdo de antioxidantes; OS+BHT: éleo de soja + 100 mg kg! de BHT; OS+ECR: 6leo
de soja + 100 mg kg! de extrato de cascas de romd; OS+ESR: dleo de soja + 100 mg kg de extrato de
sementes de roma.

Pagina | 3291 Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Os teores de compostos polares totais sdo utilizados como parametro de
avaliacdo da qualidade de dleos em processo de fritura. Os tratamentos
apresentaram menos de 25% de compostos polares, limite estabelecido por
legislagdes internacionais, com destaque para o OS+ECR, com 11,7%. Os indices
de estabilidade oxidativa exibidos pelos tratamentos OS+ECR e OS+BHT foram
significantemente similares e superiores ao OS. A efetividade do extrato de roma
no aumento da estabilidade oxidativa também foi observada por Igbal et al.
(2008), ao adicionar 500 e 1000 mg kg de extrato de cascas de roma em dleo de
girassol. E comprovado que a atividade antioxidante da casca de rom3 estd
relacionada a presenca de elevados teores de compostos fendlicos (HASONA et

al., 2017).

Bopitiya e Madhujith (2014) também destacaram a efetividade do extrato de
cascas de roma em reduzir a formacdo de dienos conjugados em éleo de coco,
proporcionando, inclusive, maior reducdo da formacdo dos compostos diendicos

do que o a-tocoferol, antioxidante tomado como referéncia.

Os tratamentos adicionados de antioxidantes (sintético e natural)
apresentaram indices de perdxidos inferiores ao OS e dentro dos limites
estabelecidos pelo Codex Alimentarium Commission (2009), cuja recomendagéao
é de 10 meq kg? para dleos refinados. Contudo, verificou-se que OS+BHT e
OS+ECR ndo apresentaram diferenga significativa e reduziram em 69 e 67% a

formacao de peroxidos, respectivamente, em relagdo ao OS.

Para acidos graxos saturados, destaca-se o OS+ECR com 10,2% de acido
palmitico. Quanto ao conteudo de 4&cidos graxos insaturados, o OS+ECR
apresentou elevados valores de acidos linoleico (52,8%) e a-linolénico (6,4%),

enquanto o OS+ESR sobressaiu com 36,5% de acido oleico.

Lucci et al. (2015), analisando o perfil de acidos graxos do extrato de
sementes de rom3d, observaram que sua fracdo lipidica possui composicdo em
acidos graxos compardvel ao do éleo de sementes de rom3d, considerado um
ingrediente alimentar com potenciais efeitos benéficos. Os tratamentos
adicionados de antioxidantes apresentaram [-sitosterol como isGmero
predominante e teores de fitosterdis totais superiores ao OS. O OS+ECR
destacou-se por apresentar maior quantidade de fitosterdis totais em relagdo ao

OS+ESR e por ndo mostrar diferenca significativa em relagdo ao OS+BHT.
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O a-tocoferol possui maior atividade biolégica como vitamina E, enquanto o
y- e 8-tocoferol apresentam maior atividade antioxidante (SCHMIDT e POKORNY,
2005). Observando sob este conceito, nota-se que o OS+ECR, que apresentou
valores dos isdbmeros a- (46,36 mg kg?), y- (270,53 mg kg?) e &-tocoferol (87,47
mg kg!) significativamente superiores aos observados pelos tratamentos OS+BHT
e OS+ESR, possui maior atividade antioxidante. A concentragdo de tocoferdis

totais nos tratamentos analisados variou entre 347,4 a 404,4 mg kg*.

CONCLUSAO

O extrato de cascas de roma adicionado ao dleo de soja foi tdo efetivo
guanto o antioxidante sintético BHT em evitar a formacdo de compostos
diendicos conjugados, perdxidos e compostos polares. Também apresentou
valores significativamente superiores de acidos graxos essenciais, linoleico e a-
linolénico, fitosterdis e tocoferdis. Conclui-se que o referido extrato pode ser
utilizado em substituicdo ao BHT para conferir protecdo ao éleo de soja quando

exposto a elevadas temperaturas.
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Evaluation of soybean oil added from
pomegranate (Punica granatum |.) extracts

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the antioxidant activity of the ethanol extracts of peel
and seeds of pomegranate (Punica granatum L.), as well as to evaluate the contents of
phenolic compounds and total carotenoids. The quality of butylated hydroxytoluene (BHT)
soybean oil (OS), pomegranate peel extracts (OS+ECR) and seeds (OS+ESR), submitted to
thermoxidation at 180 °C/5 h, was evaluated by means of of physicochemical analysis. The
results of the present study showed that pomegranate peel extract showed higher
antioxidant activity, phenolic compound contents (126.5 mg EAG g™) and total carotenoids
(1.9 mg B-carotene 100 g?). OS+ECR conferred less formation of conjugated dienes,
peroxides, and polar compounds, comparable to that offered by synthetic antioxidant.
Also, it stood out for its levels of tocopherols and essential fatty acids, linoleic and a-
linolenic. Thus, pomegranate peel extract can be used as an alternative antioxidant for the
protection of soybean oil when exposed to high temperatures.

KEYWORDS: Antioxidants. Vegetable oils. Thermoxidation.
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