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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF LEMON SEED EXTRACT (Citrus limon) ADDED TO SOYBEAN OIL IN ACCELERATED
INCUBATOR-STORAGE TEST. The aim of this work was to evaluate antioxidant activity of lemon seeds added to soybean oil,
submitted to accelerated incubator-storage test and to determine its synergistic effect with the synthetic antioxidant TBHQ. The
treatments Control, TBHQ (50 mg/kg), LSE (2,400 mg/kg Lemon Seed Extract), Mixture 1 (LSE + 50 mg/kg TBHQ) and Mixture
2 (LSE + 25 mg/kg TBHQ) were prepared and subjected to the accelerated incubator-storage test at 60 °C for 12 days; samples were
taken every 3 days and analyzed regarding peroxide value and conjugated dienes. The results showed that antioxidant activity of the
tested treatments were: TBHQ = Mixture 1 = Mixture 2 > LSE > Control.
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INTRODUCAO

O limdo € uma fruta citrica rica em vitaminas, principalmente
vitamina C, fibras e potdssio.' E extensamente cultivado em pomares
e viveiros, pois induz a maturacgio precoce das frutas, proporcionando
melhores precos no inicio da safra. E utilizado para a fabricacio de
sucos naturais e concentrado, além de ser tecnologicamente usado
como flavorizante em alimentos, devido ao dleo essencial presente
em sua casca.’

O Brasil destaca-se como o segundo maior produtor de frutos
citricos e o maior exportador de sucos citricos. A produ¢ao brasileira
de limdo esta localizada no estado de Sdo Paulo, sendo o primeiro
produtor destes frutos, representando 81,3% da producio, seguido
por Rio de Janeiro e Bahia com 3,9 e 2,7%, respectivamente.?

Grande parte do residuo sdlido das sementes de limado € uma fonte
inexplorada de dleo que pode alcancar 55% de rendimento.* Este
6leo pode ser aproveitado pelas industrias alimenticia, farmacéutica
e de cosméticos.

As frutas citricas sdo conhecidas por conterem antioxidantes
naturais no éleo, na polpa, na semente e na casca. Segundo Pereira,’
os resultados obtidos dos extratos metandlicos de sementes de frutas
citricas, como o limao, indicaram atividade antioxidante inibindo o
processo oxidativo em 73,4%.

Com o objetivo de retardar os processos oxidativos, responsa-
veis por alteragdes na cor, sabor, textura e valor nutricional, alguns
compostos antioxidantes sdo adicionados aos alimentos. Estas
substancias podem ser naturais ou sintéticas e atuam de diversas
maneiras: interrompendo a cadeia de rea¢des oxidativas; cedendo um
hidrogénio a um radical lipidico livre e assumindo a forma de radical
estavel diminuindo, assim, o nimero de radicais livres; reduzindo a
velocidade da oxidagdo e prolongando-se o periodo de indugdo, que
consiste no tempo que o material analisado necessita para comecar
a apresentar sinais detectdveis de oxidagéo.%”

Os antioxidantes podem ser classificados de acordo com seu
mecanismo de a¢cdo como primdrios ou secunddrios. Os antioxidantes
primdrios sdo, por exemplo, compostos fendlicos, atuam interrom-
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pendo a cadeia da reag@o através da doag@o de elétrons ou hidrogénio
aos radicais livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente
estdveis ou reagem com radicais livres, formando o complexo lipidio-
antioxidante que, por sua vez, pode reagir com outro radical livre.
O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante € seqiiestrado pelos
radicais livres R* e ROO" com maior facilidade que os hidrogénios
alilicos das moléculas insaturadas. Assim, formam-se espécies ina-
tivas para a reagdo em cadeia e um radical relativamente estavel (A")
procedente do antioxidante.®

J4 os antioxidantes secunddrios retardam a reacio de autoxidagio
por diferentes mecanismos, que incluem complexa¢do com metais,
seqiiestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperdxidos para formar
espécie ndo radical, absor¢do da radiagdo ultravioleta ou desativagio
de oxigénio singlete.’

Existem diversos métodos utilizados para a avaliagdo dos para-
metros da oxidacdo, dentre eles podem ser citados a determinacdo
do indice de peréxidos, os dcidos graxos residuais ndo oxidados, os
dienos conjugados, os compostos aldeidicos, os dcidos oxidados e
os compostos volateis. !

A determinagd@o do indice de perdxidos representa a diferenga
entre a formacao e a decomposicio de perdxidos, e € expressa em mi-
liequivalentes de oxigénio ativo por kg de matéria graxa. No decurso
da sua decomposi¢do produzem-se compostos de natureza muito di-
versa (aldeidos, cetonas, hidroxidcidos, hidrocarbonetos, polimeros),
os quais sdo genericamente designados produtos secundérios.!!

Os dienos conjugados absorvem a 232 nm. Os produtos secun-
ddrios da sua oxidagdo, em particular as -dicetonas ou as cetonas
insaturadas, apresentam um mdaximo de absor¢do a 272 nm. Esta
diferenca € particularmente interessante, permitindo diferenciar esta-
dos de evolugdo oxidativa com base narelagdo A, , /A,. . Quanto
maior o valor da absorbancia a 232 nm, mais elevado serd o conteido
em perdxidos, correspondendo, portanto, ao inicio do processo de
oxidacdo; pelo contrdrio, quanto maior for o valor da absorbancia a
272 nm, maior serd o teor de produtos secundérios presentes.'>!*

O emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimen-
tos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade e,
devido a isso, pesquisas estdo voltadas para a busca de compostos
naturais que exibam esta propriedade funcional, atuando sozinhos
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ou sinergisticamente com outros aditivos, como alternativa para
prevenir a deterioracio oxidativa de alimentos e diminuir o uso dos
antioxidantes sintéticos.'® Dentre as fontes de antioxidantes naturais
podem ser citados os cereais, os cogumelos, as ervas e especiarias e
as sementes de frutas citricas.>!¢18

Diante disso, este trabalho objetivou a avaliacdo da atividade
antioxidante do extrato metandlico de sementes de limao, adicionado
ao 6leo de soja submetido ao teste acelerado em estufa e, também,
seu efeito sinergistico com o antioxidante sintético terc-butil-hidro-
quinona (TBHQ), utilizado atualmente pelas industrias de alimentos
com a finalidade de retardar as alteracdes oxidativas.

PARTE EXPERIMENTAL
Sementes de limao

As frutas maduras, variedade galego, foram provenientes de uma
plantac@o na regido de Itajobi-SP, colhidas em janeiro de 2007. Os
lim&es foram cortados pela metade e as sementes retiradas manual-
mente e, em seguida, lavadas ligeiramente com dgua destilada para
remover restos de polpas e acticares soldveis provenientes das frutas.
As sementes foram secas em estufa, com circulag@o de ar forcada,
a 45 °C por 24 h para reducio do teor de umidade abaixo de 10%.
Depois, foram armazenadas em recipientes plasticos, vedados com
tampas de rosca e devidamente rotulados, para andlises posteriores.

Oleo de soja

Para a realiza¢@o do experimento foi utilizado 6leo de soja refi-
nado, sem adi¢do de antioxidantes sintéticos (TBHQ e acido citrico).
Utilizou-se embalagens contendo 900 mL de éleo de soja, processado
pela empresa Cargill Agricola S/A, Uberlandia-MG.

Antioxidantes

O antioxidante sintético utilizado foi o terc-butil-hidroquinona
(TBHQ), apresentado na forma em pd, fornecido pela empresa
Danisco S/A.

O extrato metandlico de sementes de limao foi obtido de acordo
com a metodologia descrita por Pereira.’ As sementes de limao
desidratadas e trituradas (10 g) foram mantidas sob agitagdo perma-
nente com metanol (100 mL) a temperatura ambiente (25 + 2 °C),
durante 6 h e, em seguida, a mistura foi centrifugada a 3.000 rpm,
por 10 min. Apds a transferéncia do sobrenadante, o precipitado foi
novamente submetido ao processo de extraciio nas mesmas condigdes
anteriormente explicitadas, e os sobrenadantes resultantes da extragdo
foram combinados. Em seguida, procedeu-se a remog¢ao do solvente
utilizado para a obteng@o do extrato metandlico, sob pressio redu-
zida a 40 °C. O extrato seco foi pesado e ressuspenso em metanol,
obtendo-se solugdo-estoque contendo 1 g de extrato metanélico para
cada 10 g de solvente metanol (1:10), utilizada para aplicagdo direta
no dleo de soja.

Ensaio experimental

Foram submetidos ao teste de oxidac@o acelerada em estufa a
60 °C cinco tratamentos, conduzidos com duas repeti¢des: 6leo de
soja, sem adi¢@o de antioxidantes sintéticos e dcido citrico (Contro-
le); d6leo de soja, com adi¢d@o de 2.400 mg/kg de extrato de sementes
de limdo (ESL); 6leo de soja, com adicio de 50 mg/kg de TBHQ
(TBHQ); dleo de soja, com adi¢do da mistura de antioxidantes, ou
seja, 2.400 mg/kg de extrato de sementes de limdo galego e 50 mg/kg
de TBHQ (Mistura 1) e, 6leo de soja, com adi¢do da mistura de
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antioxidantes, ou seja, 2.400 mg/kg de extrato de sementes de limao
galego e 25 mg/kg de TBHQ (Mistura 2).

Os tratamentos foram conduzidos por 12 dias em estufa aquecida,
utilizando-se béqueres de 50 mL contendo 30 mL de amostra com
relacdo superficie/volume 0,4 cm’'. Esse valor corresponde aquele
normalmente usado nas frituras em fritadeira. A temperatura utili-
zada foi de 60 °C, normalmente utilizada em testes de estocagem
acelerada.'*?

Todas as amostras, a diferentes intervalos de tempo (0, 3, 6,9 e
12 dias), foram recolhidas e analisadas quanto ao indice de peréxidos
e dienos conjugados.

Métodos analiticos

Com o objetivo de avaliar as altera¢des oxidativas primadrias,
utilizaram-se andlises de peréxidos e dienos conjugados para ava-
liacdo das amostras obtidas durante o teste de estocagem acelerada.

Indice de peréxidos

Denomina-se indice de per6xidos a quantidade de oxigénio ativo,
calculada em miliequivalentes, contida em 1 kg de 6leo, medida a
partir do iodo liberado do iodeto de potdssio pelos peréxidos presentes
no dleo. Esse indice foi determinado segundo a norma da American
Oil Chemists’ Society (AOCS) Cd 8-53.%!

Dienos conjugados

Este método determina dienos conjugados presentes na matéria gra-
Xa, expressos como porcentagem de dcidos diendicos conjugados, apds
leitura da absorbancia a 233 nm. A determinacio de dienos conjugados
foi efetuada de acordo com o método oficial AOCS Ti 1a-64.*!

Delineamento experimental

Para as amostras submetidas ao teste acelerado em estufa foram
considerados os seguintes fatores: tratamentos (Controle, ESL, TBHQ,
Mistura 1 e Mistura 2) e tempos de aquecimento (0, 3, 6, 9 e 12 dias).

Os resultados obtidos para indice de per6xidos e dienos conjuga-
dos, em duas repeti¢des, foram submetidos as andlises de variancia
para determinar a influéncia dos fatores sobre a alteracdo dos 6leos
submetidos ao teste acelerado em estufa. O experimento foi realizado
em esquema fatorial 5 x 5, no delineamento inteiramente casualiza-
do.” A anilise de variancia e o teste de Tukey para as médias a 5%
foram obtidos por meio do programa ESTAT — Sistema para Andlises
Estatisticas, versao 2.0.%

RESULTADOS E DISCUSSAO
Indice de peréxidos

O indice de peréxidos representa a diferenca entre a formacdo
e a decomposicio de peréxidos; produtos primdrios de oxidagao,
incolores e inodoros. Os perdxidos sdo intermedidrios instaveis,
sobretudo a temperaturas elevadas.'

A Tabela 1 apresenta os resultados médios de indice de peréxidos
para os tratamentos Controle, ESL, TBHQ, Mistura 1 e Mistura 2,
submetidos ao teste acelerado em estufa a 60 °C por 12 dias. Para
cada tratamento verificou-se que os valores aumentaram ao longo
do periodo de estocagem, havendo diferenca significativa entre os
tempos de aquecimento.

Analisando os tratamentos dentro de cada tempo de aquecimento,
nota-se que até 3 dias nio foi observada diferenga significativa entre
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Tabela 1. Médias do indice de perdxidos (meq/kg) do 6leo de soja
controle e do 6leo de soja com adi¢do de antioxidantes para cada
tratamento e tempo de aquecimento

Tempos de aquecimento (dias)

Tratamentos

0 3 6 9 12
Controle 1,79¢4  2,89% 30,384 57,094 7791
ESL 1,604 2,839 10,548 36,97*8 57,65
TBHQ 1,392 2,849 4,66  7,66°C 9,54«
Mistura 1 1,64% 24394  387C 716 931
Mistura 2 1,532 2,699 4,13€  734%C 9 ,54:C

Controle: 6leo de soja; ESL: extrato de sementes de limao (2.400 mg/
kg); TBHQ: terc-butil-hidroquinona (50 mg/kg); Mistura 1: extrato
de sementes de limao (2.400 mg/kg) + TBHQ (50 mg/kg); Mistura2:
extrato de sementes de limao (2.400 mg/kg) + TBHQ (25 mg/kg).
a, b... (linha): em cada Tratamento, médias de Tempos de aquecimento
seguidas de mesma letra mindscula nio diferem pelo teste de Tukey
(P>0,05). A, B... (coluna): em cada Tempo de aquecimento, médias
de Tratamentos seguidas de mesma letra maidscula nao diferem pelo
teste de Tukey (P > 0,05).

as médias dos indices de perdxidos. A partir de 6 dias de aquecimen-
to, os teores de perdxidos do 6leo de soja com TBHQ, Mistura 1 e
Mistura 2 nio diferiram significativamente, apresentando-se mais
eficientes na prote¢do do 6leo, com relacdo a formacio de perdxi-
dos. O extrato de sementes de limao reduziu em 26%, o TBHQ e as
Misturas 1 e 2 reduziram em 88% a formagdo de perdxidos do dleo
ap6s 12 dias de estocagem acelerada a 60 °C. Nota-se que a adi¢do
do extrato metandlico de sementes de liméo ao dleo de soja ndo foi
tdo eficiente quanto o antioxidante sintético TBHQ e as misturas de
antioxidantes, contra a formagao de per6xidos.

Com relagdo a eficiéncia contra a formagdo dos compostos primd-
rios de oxida¢do durante o periodo de estocagem em estufa, pode-se
classificar os tratamentos da seguinte maneira: TBHQ = Mistura 1 =
Mistura 2> ESL > Controle.

O TBHQ tem se mostrado mais eficiente que os antioxidantes
naturais, quando adicionado na dosagem méxima permitida de 200
mg/kg. Gdmez-Meza et al.** verificaram que o TBHQ obteve melhor
resultado que o extrato de bagaco de uvas, contra a formagdo de
perdxidos, em 6leo de soja, durante estocagem a 60 °C.

Almeida-Doria e Regitano-D’ Arce! verificaram que o TBHQ,
aplicado na concentracdo de 200 mg/kg, foi mais eficiente na pro-
tecdo contra a formagdo de per6xidos em 6leo de soja que extratos
etandlicos de alecrim e orégano, a partir de 5 e 7 dias em teste de
estocagem acelerada a 63 °C.

Em estudo realizado por Andreo e Jorge,> observou-se que o
extrato de gengibre, TBHQ e a mistura, antioxidante sintético TBHQ
com o extrato etandlico de gengibre, adicionados no 6leo de soja re-
duziram em 57, 90 e 92%, respectivamente, a formagdo de peréxidos
ap0s 12 dias de estocagem acelerada a 60 °C.

Rehman? verificou que o extrato de cascas de citros adicionado
em 6leo de milho, na concentragio de 2.000 ppm, apresentou efeito
semelhante ao do antioxidante sintético BHT (200 ppm) na protecao
contra a formagao de perdxidos em teste de estocagem acelerada a
45 °C por 6 meses.

Dienos conjugados
A medida quantitativa dos dienos conjugados tem sido largamente

utilizada para a determinagdo da oxidag@o de 6leos e gorduras. A
peroxidacdo dos dcidos graxos insaturados acompanha a mudanga
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da dupla ligacdo na formagao dos hidroperéxidos conjugados. Essa
estrutura conjugada absorve fortemente a luz ultravioleta no compri-
mento de onda entre 232 e 234 nm.”

De acordo com a Tabela 2, houve aumento gradual na formagao
de dienos conjugados ao longo do teste acelerado em estufa, de
forma progressiva, do inicio ao final do aquecimento tanto para o
6leo de soja controle quanto para o 6leo de soja com adigdo dos
antioxidantes testados.

Tabela 2. Médias de dienos conjugados (%) do dleo de soja controle
e do 6leo de soja com adigdo de antioxidantes para cada tratamento
e tempo de aquecimento

Tempos de aquecimento (dias)

Tratamentos

0 3 6 9 12
Controle 0,254 0,28 0,594  0,92** 1,144
ESL 0,24~ 0,28 0,53 0,858 1,06*
TBHQ 0,24~ 0,27% 0,39«  0,49¢ 0,57«
Mistura 1 0,259 0,274 0,39¢ 0,50 0,58
Mistura 2 0,24+ 0,26% 0,38 0,50 0,58«

Controle: 6leo de soja; ESL: extrato de sementes de limao (2.400 mg/
kg); TBHQ: terc-butil-hidroquinona (50 mg/kg); Mistura 1: extrato
de sementes de limao (2.400 mg/kg) + TBHQ (50 mg/kg); Mistura2:
extrato de sementes de limdo (2.400 mg/kg) + TBHQ (25 mg/kg).
a, b... (linha): em cada Tratamento, médias de Tempos de aquecimento
seguidas de mesma letra mindscula nio diferem pelo teste de Tukey
(P>0,05).A,B... (coluna): em cada Tempo de aquecimento, médias
de Tratamentos seguidas de mesma letra maitscula ndo diferem pelo
teste de Tukey (P > 0,05).

Pode-se observar, portanto, que até o tempo de aquecimento
de 3 dias ndo houve formacao significativa de dienos conjugados
nos tratamentos utilizados. Esta formag¢ao comecou a ser detectada
estatisticamente apenas a partir do tempo de aquecimento de 6 dias
em estufa. A partir daf, observa-se que os tratamentos ESL, TBHQ,
Mistura 1 e Mistura 2 foram eficientes contra a formagao de dienos
conjugados, pois diferiram do controle. A maior formagio de dienos
no 6leo indica formag¢@o de compostos primdrios de oxidagao lipidica
mais acentuada nesse 6leo que nos demais tratamentos.

Ao final do processo, pode-se verificar que o extrato de sementes
de limdo demonstrou efeito antioxidante durante todo o aquecimento,
embora tenha apresentado o menor nivel de protecdio, com 7% de
reducdo da formacao de dienos conjugados ap6s 12 dias de estocagem
acelerada. A aplicacdo do antioxidante sintético TBHQ e das misturas
de TBHQ e extrato de sementes de limao foram mais efetivas entre
os tratamentos testados, embora ndo tenham apresentado diferenga
significativa entre si na prote¢@o do 6leo de soja refinado estocado a
60 °C com relagdo a formagao de dienos conjugados. O 6leo adicio-
nado de TBHQ apresentou redugao de 50%, e as misturas de TBHQ
e extratos de sementes de limdo apresentaram 49% de redu¢do na
formacéo desses compostos no final do processo.

Os extratos de frutas citricas como o limdo sdo importantes fontes
de acidos fendlicos, como o dcido hidroxicindmico e de flavondides
(flavononas e flavondis).?® Esses compostos podem agir como redu-
tores, interruptores de radicais livres, inibidores ou supressores de
oxigénio singlete e como inativadores de metais pré-oxidantes.

Ruth, Shaker e Morrissey® observaram redugao de 23% no valor
de dienos conjugados em 6leo de linhaca, com a adigdo de 4% de
extrato metanélico de semente de soja. O extrato etandlico de manje-
ricdo retardou a formagao de dienos conjugados durante a estocagem



Vol. 32, No. 4

de carne de porco, evidenciando a utilizag@o de extratos naturais com
caracteristicas polares contra a oxidagdo lipidica.*

A comparag¢do entre antioxidantes sintéticos e naturais quanto a
capacidade antioxidante depende do tipo do composto analisado e
da concentracdo utilizada. Os valores de dienos conjugados em 6leo
de milho com adic@o de 20% de extrato etandlico de germe de trigo
torrado foram inferiores ao do d6leo contendo 0,02% de BHA, em
estudo realizado por Krings et al..!

Igbal e Bhanger®? estudaram a formagio de dienos conjugados
em Oleo de girassol adicionado de extrato metandlico de alho, em
estocagem acelerada. As concentragdes de 250, 500 e 1.000 mg/kg
foram comparadas com os antioxidantes sintéticos BHA e BHT (200
mg/kg). Apés 80 min de aquecimento a 185 °C, concluiram que o
dleo de girassol adicionado de 200 mg/kg de BHT foi o mais eficiente
na inibicdo da formagao de dienos conjugados, seguido da amostra
contendo 1.000 mg/kg de extrato metandlico de alho.

Em estudo realizado por Angelo e Jorge,*® extrato de coentro, pal-
mitato de ascorbila e mistura destes antioxidantes quando adicionados
no 6leo de girassol apresentaram capacidade em retardar a formacao
de dienos conjugados em 11,2, 56,9 e 60,9%, respectivamente, apds
10 dias de estocagem acelerada.

Contudo, ao final do teste acelerado em estufa, ou seja, aos 12
dias de aquecimento, os valores resultantes das determinacdes de
indice de perdxidos e dienos conjugados apresentaram coeficiente
de correlacdio elevado e positivo (r = 0,9924) para as médias dos
tratamentos utilizados.

CONCLUSAO

Apesar de o antioxidante sintético TBHQ ter apresentado protecio
superior ao controle, na concentragdo utilizada neste estudo, deve-se
ressaltar que a Mistura 2 teve comportamento semelhante, sendo capaz
de prevenir a oxidacdo lipidica. Portanto, recomenda-se as industrias
de dleos vegetais diminuir a concentragio do antioxidante sintético,
TBHQ, substituindo-o parcialmente pelo antioxidante natural.

A atividade antioxidante dos diversos tratamentos testados neste
estudo foi: TBHQ = Mistura 1 = Mistura 2> ESL > Controle.
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