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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de Oleo de palma bruto
nanoencapsulado (OPB-NE) como antioxidante em molho para salada em teste de oxidagdo
acelerada (Schaal Oven Test). O OPB-NE foi caracterizado quanto a eficiéncia de
encapsulamento (EE), tamanho de particula (TP), potencial Zeta (pZ) e indice de
polidispersibilidade (PDI). O Oleo de palma bruto livre (OPB-L) e OPB-NE foram avaliados
guanto aos carotenoides totais (CT) e atividade antioxidante (AA). Foram desenvolvidos trés
molhos para salada sabor mostarda (A-molho base controle/B-molho base + OPB-NE/C-
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molho base + BHA e BHT). Nos molhos foram determinadas a composic¢do centesimal e 0
teor de CT. OPB-L, OBP-NE e os molhos foram submetidos ao Schaal Oven Test em estufa
(60 £ 5° C/15 dias/circulacdo de ar). Apds este periodo os indices de acidez (I1A), perdxidos
(IP) e dienos (DC) e trienos (TC) conjugados foram determinados. O OPB-NE apresentou EE
de 95,66%, TP de 0,29 um, heterogeneidade de tamanhos de particula (PDI 1,00), pZ de -
41,80 mV, e 12,11% de AA. O OPB-NE e o0 molho B apresentaram teor de CT de 561,77
10,97 e 442,31 + 12,14 ug.g*, respectivamente. Os molhos ndo tiveram diferenca na
composicdo centesimal. OPB-NE apresentou maior 1A do que o OPB-L, valores de IP e DC
inferiores, e TC semelhantes ao final de 15 dias. Nos molhos houve diferenca apenas no IP,
com maior estabilidade do molho C, seguido pelo B, mais estavel que o A. Concluiu-se que 0
OPB-NE pode ser uma alternativa aos antioxidantes sintéticos BHA e BHT em molhos para
salada.

Palavras-chave: Molho para salada; Elaeis guineensis; Antioxidante natural,

Encapsulamento.

Abstract

The effect of the addition of nanoencapsulated crude palm oil (NE-CPO) as antioxidant in a
salad dressing using accelerated oxidation (Schaal Oven Test) was evaluated. The
encapsulation efficiency (EE), particle size (PS), Zeta potential (Zp) and polydispersity index
(PDI) was determined. Crude palm oil (CPO) and NE-CPO were evaluated for total
carotenoids (TC) and antioxidant activity (AA) using the ABTS method. Analysis of the
centesimal composition and TC in three developed mustard salad dressings (A control/B -
control + NE-CPO/C -control + BHA and BHT) were carried out. OPB-L, OBP-NE e 0s
molhos foram submetidos ao Schaal Oven Test em estufa (60 £ 5° C/15 dias/circulacao de ar).
OPB-L, OBP-NE and sauces were evaluated by Schaal Oven Test in an oven (60 + 5° C/15
days/air circulation). After 15 days, the acidity value (AV), peroxides value (PV) and
conjugated dienes (CD) and trienes (CT) were determined. NE-CPO presented EE of 95.66%,
PS of 0.29 um, particle size heterogeneity (PDI 1.00), Zp of -41.80 mV, indicating good
stability of the particles, and 12.11% of AA. The NE-CPO and the dressing B presented
561.77 + 10.97 pg.g* and 442.31 + 12.14 pg.g* of TC, respectively. The dressings had no
difference in the centesimal composition. NE-CPO showed greater increase in acidity than
CPO, PI and lower CD, and similar CT after 15 days. The dressing C presented a greater

stability when compared to dressings A and B, followed by dressing B, which was more
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stable than dressing A. It was concluded that NE-CPO can be an alternative to the synthetic
antioxidants BHA and BHT in salad dressings.

Keywords: Salad dressing; Elaeis guineensis; Natural antioxidant; Encapsulation.

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de aceite de palma crudo
nanoencapsulado (APC-NE) como antioxidante en salsa para ensaladas en una prueba de
oxidacion acelerada (Schaal Oven Test). OPB-NE se caracterizo en términos de eficiencia de
encapsulacion (EE), tamafio de particula (TP), potencial Zeta (pZ) e indice de polidispersidad
(PDI). Se evaluo el total de carotenoides (CT) y la actividad antioxidante (AA) del aceite de
palma crudo libre (APC-L) y APC-NE. Se desarrollaron tres aderezos para ensalada de
mostaza (A- aderezo base control/B aderezo base + APC-NE/C- aderezo base + BHA y
BHT). En las salsas estudiadas se determin6 la composicion centesimal y el contenido de CT.
APC-L, APC-NE y las salsas fueran evalu6 en Schaal Oven Test (60 + 5° C/15
dias/circulacion de aire). Después de este periodo, se determinaron los indices de acidez (1A),
perdxidos (IP) y dienos (DC) y trieniales (TC). EI APC-NE present6 un EE de 95,66%, TP de
0,29 um, heterogeneidad de tamafio de particula (PDI 1,00), pZ de -41,80 mV y 12,11% de
AA. APC-NE y salsa B tenian un contenido de TC de 561,77 + 10,97 y 442,31 + 12,14 pg.g-
1, respectivamente. Las salsas no tuvieron diferencia en la composicion proxima. APC-NE
tenia una IA maés alta que APC-L, valores de IP y DC mas bajos y CT similar al final de los
15 dias. En las salsas solo hubo diferencia en PI, con mayor estabilidad de la salsa C, seguida
de B, mas estable que A. Se concluy6 que APC-NE puede ser una alternativa a los
antioxidantes sintéticos BHA y BHT en aderezos para ensaladas.

Palabras clave: Salsa para ensaladas; Elaeis guineensis; Antioxidante natural,

Encapsulacion.

1. Introducéo

O 6leo de palma bruto (OPB) ou azeite de dendé é o 6leo extraido da polpa do fruto de
palmeiras das espécies Elaeis oleifera e Elaeis guineensis (Prado & Block, 2012), sendo um
dos 6leos mais produzidos e consumidos no mundo. Em 2019, a producdo mundial foi de
aproximadamente 75 milhGes de toneladas (Foreign Agricultural Service, 2020). Porém, em
sua forma bruta, mais rica em nutrientes, possui consumo limitado somente ao Brasil e a
Africa (Almeida et al., 2013).
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O OPB presenta alto teor de carotenoides com atividade de pro-vitamina A, tocoferdis
e tocotriendis, (Gee, 2007; Almeida et al., 2013), que juntos conferem elevada atividade
antioxidante ao Oleo tornando-o0 menos susceptivel a oxidacao lipidica (Jedrkiewicz et al.,
2016; Macmahon; Begley; Diachenko, 2013).

A principal causa de deterioracdo quimica de 6leos é a oxida¢do, podendo causar sabor
rancoso e perda de compostos bioativos. Durante a oxidagdo, os &cidos graxos sofrem
decomposicéo e se transformam em diferentes aldeidos reativos que propagam a oxidacgéo (Si
et al., 2018; Farvin; Surendraraj, 2018). Como forma de ampliar e preservar 0s compostos
bioativos do OPB da degradacdo, aumentando sua vida util, o 6leo pode ser encapsulado. No
processo, este é isolado em pequenas particulas revestidas por um material de parede que Ihe
fornece protecdo e, caso 0 tamanho dessas particulas seja inferior a 1 um, elas podem ser
consideradas de tamanho nanométrico (Ahn et al., 2008; Domian et al., 2014; Batycky et al.,
1997; Food and Drug Administration, 2020).

Diversos trabalhos tém utilizado o encapsulamento com o intuito de proteger os
compostos bioativos e/ou Oleos funcionais, como Ricaurte et al. (2016), que produziram
nanoparticulas de super oleina de palma com whey protein como material de parede e
Esquerdo et al. (2018), que elaboraram nanoemulsdes de acidos graxos concentrados de 6leo
de carpa utilizando quitosana e gelatina como materiais de parede. O OPB foi encapsulado
pela técnica de spray-drying utilizando goma arabica, whey protein e fécula de mandioca
como materiais de parede (Ferreira et al., 2016). A fécula de mandioca e a goma arabica sao
boas op¢des de material de parede, por serem polimeros de origem natural, biodegradaveis e
terem uso permitido em alimentos (Paraskevopoulou; Boskou; Paraskevopoulou, 2007).

Nanoemulsdo de extrato de folhas de oliva foi eficaz no controle da estabilidade
oxidativa de Oleo de soja, com melhores resultados nos niveis de peréxido do Gleo,
comparado ao extrato sem encapsulamento (Mohammadi et al., 2016). O potencial
antioxidante do OPB nanoencapsulado poderia ser testado em diferentes tipos de alimentos,
mas considerando que o mercado global de molhos para salada resultou em um faturamento
de $17,600 milhdes de ddlares em 2019 e deve ter um crescimento de 6,13% até 2025 e,
dentre os produtos, o maior crescimento deve ser de molhos com clean label (livres de
aditivos artificiais) (Mordor, 2019; Fior Markets, 2020), essa categoria de produtos & uma
opcao bastante viavel.

Além disso, apesar de serem artificiais (sintéticos) e apresentarem potencial
carcinogénico quando consumidos em elevada quantidade, os antioxidantes BHA (Butil

hidroxianisol) e BHT (Butil hidroxitolueno) sdo os mais utilizados em molhos para retardar as




Research, Society and Development, v. 9, n.10, 4229107841, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.7841

reacbes de oxidacdo lipidica (Perrechil et al., 2010; Farvin & Surendraraj, 2018).
Estabilizantes também sdo adicionados para prevencdo da separagdo de fases, sendo que as
opcdes mais utilizadas sdo as gomas xantana, arabica, carragena, entre outras (Perrechil et al.,
2010). A a fécula de mandioca, possui baixo valor e pode ser utilizada para reduziro custo de
producédo das nanoparticulas de OPB, viabilizando seu uso como aditivo.

Ao considerar a elevada produgdo do OPB, seu restrito consumo na forma bruta e sua
relevante composicao de bioativos, aliados a busca da populacéo por alternativas alimentares
saudaveis e da industria por substitutos para antioxidantes artificiais, este trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito da adi¢do de dleo de palma bruto nanoencapsulado (OPB-NE) como
antioxidante em molho para salada em teste de oxidacao acelerada (Schaal Oven Test).

2. Metodologia

Trata-se de um estudo experimental, quantitativo (Pereira et al., 2018), de caréater
exploratdrio, cientifico e tecnoldgico, conforme descrito abaixo.

2.1 Matérias-primas

O 6leo de palma bruto foi cedido pela empresa Agropalma, a fécula de mandioca pela
empresa Cargill, o 6leo de canola pela Bunge, a goma arabica pela empresa Nexira e o BHA e
BHT (diluidos em 6leo de canola) pela Danisco. Demais ingredientes alimenticios e reagentes

quimicos foram adquiridos em estabelecimentos comerciais.

2.2 Preparo do OPB-NE e dos molhos para salada

O 6leo de palma bruto (OPB-L) foi nanoencapsulado de acordo a metodologia descrita por
Ferreira et al. (2016), com modificagGes. Os materiais de parede (fécula de mandioca e goma
arabica 1:1) foram adicionados na proporcdo de 40% p/v em &gua destilada a 25 °C e
misturados até completa dissolucdo. Em seguida, o OPB-L (20% p/v) foi adicionado a
solucdo contendo os materiais de parede e homogeneizado a 4000 rpm em Ultra-Turrax (lka
T25 digital), durante 20 minutos.

Foram preparados trés molhos sabor mostarda amarela (Tabela 1). No caso do molho
adicionado dos conservantes artificiais BHA e BHT, foram considerados os limites de adigédo

permitidos pela legislacdo vigente, de 0,02% e 0,01% sobre o teor de 6leo do molho,
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respectivamente (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2007). No preparo dos molhos, 0s
grdos de mostarda amarela foram triturados e padronizados em peneira granulométrica de 35

mesh e foram homogeneizados manualmente com os demais ingredientes.

Tabela 1 - Composic¢do dos molhos para salada desenvolvidos.

Molho Molho com Molho com
Ingrediente (%0)
base (A) OPB-NE (B)? BHA e BHT (C)

Oleo de canola? 30,0 25,0 29,9
Agua 28,3 28,3 28,3
Mostarda amarela em po 17,0 17,0 17,0
Vinagre 12,0 12,0 12,0
Oleo de palma bruto 0,0 5,0 0,0
Fécula de mandioca 5,0 5,0 5,0
Goma arabica 5,0 5,0 5,0
Acucar 2,0 2,0 2,0
Sal 0,5 0,5 0,5
Goma xantana 0,2 0,2 0,2
BHA 0,0 0,0 0,03
BHT 0,0 0,0 0,02

!0 OPB, a fécula de mandioca, a goma arabica e a 4gua destilada, foram homogeneizados previamente
para o nanoencapsulamento. 2Oleo de canola refinado livre de antioxidantes. Fonte: Préprio autor.

2.3 Caracterizacdo do OPB-NE

Para a determinacdo da eficiéncia do encapsulamento foi utilizada a metodologia de
Aghbashlo et al. (2013), com modifica¢cbes. Adicionou-se 15 mL de hexano a
aproximadamente 4 g do OPB-NE e essa mistura foi mantida durante 2 min em agitacdo
magnética. Em seguida, a suspensdo foi filtrada em papel filtro Whatman n° 1 e lavada 4
vezes com 20 mL de hexano. A solugdo resultante foi entdo transferida para um frasco
previamente pesado, sendo realizada a evaporacdo completa do solvente, seguida de pesagem
para a determinacdo da quantidade de dleo superficial, a qual foi dada pela diferenga do peso
inicial e final. O célculo da eficiéncia de encapsulamento foi realizado de acordo com a
Equacao 1:

FE = (Oto—tOs

) x 100 1)

Onde:
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EE = eficiéncia de encapsulamento
Ot = dleo total

Os = Gleo de superficie

Para a determinacdo do tamanho de particula, do potencial Zeta e do indice de
polidispersibilidade, o OPB-NE foi diluido em agua ultrapura para a concentracdo final de
1:100 (v/v) e analisado no equipamento ZetaSizer® (Nano ZS, Malvern Panalytical —
Malvern/GBR).

2.4 Determinacéao da atividade antioxidante do OPB-NE

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do sequestro do céation do
radical  2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico (ABTS'), utilizando a
metodologia de Chew et al., (2016), com modificacdes. Primeiramente, 5mL da solugéo de
ABTS 7mM foram misturados a 88uL da solucdo de persulfato de potassio 140mM. Esta
mistura foi armazenada por 16h no escuro a temperatura ambiente, resultando na solucéo de
ABTS", a qual foi diluida em etanol até a absorbancia de 0,700 + 0,005 a 734 nm em
espectrofotdmetro UV-Vis (Spectro S-2000, Bel Engineering— S&o Paulo/BR).

O OPB-L (300mg) foi diluido em 5mL de hexano e homogeneizado por 1 minuto em
Vortex. No caso do OPB-NE e de seu controle (contendo apenas agua e 0s materiais de
parede) houve uma etapa posterior de centrifugacdo de 10 min a 4000rpm (80- 2B, Daiki —
Georgia/USA).

Para a reacdo, 200uL do extrato das amostras foram misturados a 2,8mL da solucéo
ABTS" e mantidos no escuro a temperatura ambiente durante 6 minutos, seguido da leitura da
absorbancia a 734 nm no espectrofotdbmetro. A porcentagem da inibi¢do (%) foi calculada

com base na Equagéo 2.

% inibigao = 2222 5 100 )

Sendo:
Abs ¢ = absorbancia controle

Abs a = absorbancia amostra
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2.5 Determinacéao de carotenoides totais do OPB-NE e dos molhos

A andlise dos carotenoides do OPB-NE (0,59) e dos molhos (2,0g) foi realizada
utilizando o método adaptado de Yi et al. (2014). A extracdo, realizada com uma mistura de
hexano e metanol (2:1 v/v), foi realizada cinco vezes, sendo que na primeira foi utilizado
7,5mL da mistura e nas outras quatro, a quantidade foi reduzida pela metade. Apds cada
adicdo da mistura de solventes, os tubos foram agitados por 30 segundos em vortex e
centrifugados (80- 2B, Daiki — Georgia/lUSA) por 10 minutos a 4000 rpm. Apds a
centrifugacdo, os sobrenadantes foram transferidos para frascos previamente pesados e o
solvente evaporado com gas nitrogénio. Entdo, os frascos foram pesados novamente para o
calculo da massa dos extratos.

Para a realizacdo da leitura das absorbancias dos extratos, o contetdo dos frascos foi
dissolvido com hexano e o volume completado para 25mL em baldo volumétrico. A leitura
foi realizada em espectrofotometro UV-Vis (Spectro S-2000, Bel Engineering— Sé&o
Paulo/BR) no comprimento de onda de 444nm. O total de carotenoides em pg.g* foi

calculado como B-caroteno (Equacéo 3).

_ AbsVol.10%

CT (uo/g) = E% 5 (3)

Sendo:

CT = Carotenoides totais

Abs = absorbancia no Amaximo
Vol = Volume da diluigdo (mL)
El%]_cm = 2590

P = Massa da amostra (g)

O teor de carotenoides do OPB-L (0,125g) foi determinado como controle. Para tal, o
mesmo foi dissolvido em hexano em baldo volumétrico de 25 mL e a leitura da absorbancia e

calculo de carotenoides foram realizados nas mesmas condic@es descritas acima.
2.6 Composigéo centesimal dos molhos

As analises fisico-quimicas foram realizadas segundo metodologias da Association of
Official Analytical Chemists logo ap6s o preparo, sendo: teor de umidade, lipidios, proteinas e
cinzas. Os carboidratos foram quantificados por diferenca (AOAC, 2000).
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2.7 Teste de oxidagao acelerada (Schaal Oven Test)

As amostras foram mantidas em estufa com circulacdo de ar, em temperatura de 60 = 5
°C durante 15 dias. Neste teste, cada dia é equivalente a um més de armazenamento a
temperatura ambiente (Ng et al., 2014). As determinacdes dos indices de acidez e perdxidos,
dienos e trienos conjugados, de acordo com as metodologias Ca 5a-40, Cd 8-53, e Ch 5-91 da
AOCS (2004), respectivamente, foram realizadas nos 6leos (OPB-L, OPB-NE e ¢leo de
canola usado como ingrediente nos molhos) e molhos nos dias 0, 5, 10, 13 e 15. Antes da
realizacdo das analises, os Oleos das amostras de OPB-NE e molhos foram extraidos
utilizando a metodologia de Jacobsen & Timm (2001), com modifica¢des. As amostras foram
centrifugadas por 10 min a 4000 rpm, congeladas a -20°C por 24h para quebra da emulsé&o,
descongeladas em banho-maria (30°C) e centrifugadas novamente para finalizar a separacao

do oleo.
2.8 Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos (expressos em média
+ desvio padrdo) foram avaliados por anélise de varidncia (ANOVA) a 5% de significancia
(p<0,05), e a comparacdo entre as médias pelo teste de Tukey. O tratamento de dados foi

realizado com auxilio do software Statistica® versdo 13.3 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA).

3. Resultados e Discussao

3.1 Caracterizacdo do OPB-NE

O encapsulamento foi realizado a fim de preservar as caracteristicas do OPB-L,
principalmente seus compostos bioativos. Ao realizar o encapsulamentro, é essencial analisar
a eficiéncia do processo, ou seja, determinar o grau de protecdo do 6leo (Gallardo et al., 2013)
com a técnica empregada, aléem de avaliar o tamanho de particula, e se a emulsdo obtida é
estavel.

A eficiéncia de encapsulamento obtida foi de 95,66 + 0,03%, indicando que a capsula
possuia pouco 6leo na superficie. Estes valores foram inferiores aos obtidos por Ferreira et al.
(2016), que microencapsularam OPB com goma ardbica e fécula de mandioca e obtiveram
eficiéncia de encapsulamento de 96,53 + 0,50 % logo ap6s o preparo. No entanto, nesse

estudo a emulsao foi submetida a secagem em spray dryer (Tabela 2).




Research, Society and Development, v. 9, n.10, 4229107841, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.7841

Tabela 2 — Eficiéncia do encapsulamento, tamanho de particula, potencial Zeta, PDI,
carotenoides totais e atividade antioxidante do OPB-NE e do OPB-L.

Determinagdes OPB-NE
Eficiéncia do encapsulamento (%) 95,66 = 0,03
Tamanho de particula (um) 0,29 £ 0,02
Potencial Zeta (mV) -41,80 £ 0,28
indice de polidispersibilidade 1,00 £ 0,00
Determinagdes OPB-L OPB-NE
Carotenoides totais (pg.g™) 566,80 + 4,372 561,77 £ 10,972
Atividade antioxidante (%) 77,41 +0,60? 13,92 + 1,21°

Diferentes letras na mesma linha indicam diferenca estatistica (p <0,05). OPB-NE: Oleo de palma
bruto nanoencapsulado; OPB-L.: Oleo de palma bruto livre. Fonte: Préprio autor.

Gallardo et al. (2013) e Tontul & Topuz (2013) encapsularam O6leo de linhaca e
relataram valores inferiores aos observados no presente trabalho, de 90,5 £ 0,10% utilizando
somente goma arabica como material de parede e de 87,47 + 1,66% utilizando uma mistura de
amido de milho modificado e goma arabica (1:3 p/p), respectivamente. Em ambos 0s casos, a
emulsdo foi preparada por homogeneizacdo de alto cisalhamento (9000 rpm/ 5 minutos e
19000 rpm/ 9 minutos, respectivamente) seguida de secagem em spray dryer.

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), nanoparticulas sdo as particulas
com dimensGes menores que 1pm (Food and Drug Administration, 2020). Portanto, o
tamanho das particulas obtidas neste trabalho, de 0,29 + 0,02 um, pode ser considerado de
tamanho nano (Tabela 2). Ricaurte et al. (2016), que avaliaram nanoemulsdes de super oleina
de palma homogeneizadas em microfluidizador (9000 rpm/ 10 minutos), obtiveram tamanhos
de particula préximos de 0,281 pm, porém, com uma concentracdo de éleo muito inferior a do
presente trabalho (1% de 6leo e 20% de whey protein).

O resultado foi superior ao de Campo et al. (2017), que obtiveram tamanho das
particulas de 6leo de chia nanoencapsulado com a sua mucilagem em Ultra Turrax (8000 rpm
/15 minutos) de 0,205 pm. Os autores utilizaram o equipamento Ultra-Turrax a uma
velocidade de 6000 rpm por 5 min para 0 preparo da emulsdo, secagem em spray dryer e
determinaram o tamanho de particula por microscopia eletrénica de varredura, enquanto nesse
trabalho, apesar de utilizar o mesmo equipamento para o0 preparo, o tempo e a velocidade
diferiram (4000 rpm/20 minutos), além de a amostra ndo ter sido submetida a secagem,
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fatores que podem ter contribuido para as diferencas entre os tamanhos de particula nos dois
estudos.

Tontul & Topuz (2013) nanoencapsularam 6leo de linhaca utilizando amido de milho
modificado e whey protein concentrado (4:1) como materiais de parede e avaliaram o
tamanho de particula pelo método de dispersdo da luz (Mastersizer 2000). Os autores
obtiveram tamanhos médios das nanoparticulas de 0,28 pm utilizando o equipamento Ultra-
Turrax (19.000 rpm/9 min) para o preparo da emulsao e de 0,44 um usando o ultrassom, 0s
dois tamanhos de particula estdo dentro da faixa encontrada neste trabalho.

O potencial Zeta corresponde a carga das particulas e pode ser influenciado pela
composi¢do do meio (Campo et al., 2017). Segundo Couvreur et al. (2002), valores proximos
ou acima de 30 mV (em mddulo) indicam uma boa estabilidade das particulas. Portanto, as
particulas obtidas na encapsulacdo do OPB estavam estaveis apds o preparo, com valor de -
41,80 £ 0,28 mV (Tabela 2). Ricaurte et al. (2016), para a elaboracdo da nanoemulséo
contendo 1% de super oleina de palma e 20% de whey protein, obtiveram pZ inferior (em
modulo)(-31,41), em relacdo do presente trabalho.

O indice de polidispersibilidade obtido foi de 1,00 £ 0,00 (Tabela 2). Valores abaixo
de 0,3 indicam alta homogeneidade no tamanho das particulas presentes no meio (Zhang &
Kosaraju, 2007). Portanto, apesar da estabilidade das particulas, o PDI de 1,00 demonstra que
havia uma grande variacdo de tamanho. Ricaurte et al. (2016), também obtiveram PDI de 1,0
em nanoemulsdes de oleina de palma homogeneizadas em microfluidizador que continham
altas concentracdes de 6leo (15%) e pequena concentracdo do encapsulante whey protein
(1%). Neste trabalho, o teor de 6leo utilizado no preparo da emulsao foi de 20% (p/v) e o de
materiais de parede 40% da mistura de encapsulantes (goma arabica e fécula de mandioca 1:1
p/v em agua destilada).

De modo geral, as diferencas encontradas nos parametros avaliados em comparagédo
com os outros trabalhos podem ter ocorrido em funcdo da variacdo no tempo e na velocidade
de homogeneizacdo, no tipo de equipamento utilizado, diferentes tipos e concentracdes de
6leo, pelos materiais de parede utilizados no encapsulamento e pela posterior secagem em

spray dryer, realizada em alguns trabalhos.

3.2 Carotenoides totais e atividade antioxidante

O OPB-L apresentou 566,80 pg.g™* de carotenoides totais enquanto o OPB-NE 561,77
+ 10,97 pg.g* (Tabela 2), indicando que o processo de encapsulamento preservou o contetido
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(p>0,05), e que o valor encontrado est& dentro da faixa estabelecida pelo Codex Alimentarius
(2019), de 500 a 2000 pg.g. Para 0 OPB-L, o valor encontrado foi similar ao encontrado por
Choo et al. (2005) (550,00 pg.g™), e inferior aos resultados descritos por Ferreira et al. (2016)
e Tan et al. (2009), de 608,39 pg.g™ e 668 pg.g™?, respectivamente. Para 0 OPB-NE, o valor
também foi inferior ao de Ferreira et al. (2016), de 600,52 pg.g*. Essas diferencas sdo
esperadas por se tratar de matérias-primas de origem vegetal, as quais possuem grande
variabilidade em seus constituintes de acordo com a variedade, regido, clima, nutrientes do
solo, entre outros.

A porcentagem de inibicdo determinada pelo método ABTS™" foi de 77,41 + 0,60 %
para 0 OPB-L e de 13,92 + 1,21% para o 6leo na forma encapsulada. O método utilizado
guando comparado a outros métodos quimicos, apresenta diversas vantagens como rapidez,
reprodutibilidade e boa solubilidade, permitindo a analise tanto de compostos hidrofilicos
quanto de compostos lipofilicos, como no caso da matéria-prima utilizada neste trabalho
(Kuskoski et al., 2005).

Alfrecha & Nyam (2018) encapsularam OPB com pectina de alta metoxilacdo e
solucdo de alginato de sddio (1,50% e 1,50% p/p, respectivamente) como materiais de parede
e preparo da emulséo realizado em Ultra-Turrax a 12000 rpm por 2 min e a 7200 rpm por 1
minuto. Em seguida, foi preparada uma solucdo com cloreto de sédio, quitosana e o
emulsificante Tween 80® para seguir com a etapa de extrusdo (Encapsulator B-390, Buchi-
Suica). Os autores também usaram o método ABTS™™ para determinagdo da atividade
antioxidante, obtendo um resultado de 28% para o Oleo livre e de 13% para o Oleo

encapsulado, sendo este ultimo similar ao do presente estudo.

3.3 Composicao centesimal dos molhos

Os valores médios obtidos para a composicdo dos molhos foram 41,51% de umidade,
38,26% de lipidios, 14,56% carboidratos (valores obtidos por diferenca), 4,51% de proteina e
1,35% de cinzas, ndo sendo observada diferenca significativa (p>0,05) entre os parametros
analisados entre os molhos base (A), com OPB-NE (B) e adicionados de BHA e BHT (C).

A legislacdo brasileira ndo determina o teor minimo de lipidios que molhos para
salada devem conter, enquanto a Food and Drug Administration (FDA), nos EUA, determina
gue contenham no minimo 30% de dleos de origem vegetal. Dessa forma, os molhos

desenvolvidos cumprem esse requisito.
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Na composi¢do de molhos para salada os teores de &gua e lipidios adicionados séo
similares e constituem a base dos ingredientes, 0 que varia sdo 0s outros ingredientes
adicionados para dar sabor, aroma, corpo e estabilidade ao produto, como temperos,
adocantes, aromatizantes, conservantes, antioxidantes, espessantes e estabilizantes. Os teores
de umidade e de carboidratos dos molhos desenvolvidos neste estudo foram préximos aos de
Rashed et al. (2017), j& o teor de lipidios foi superior ao descrito pelos autores, que avaliaram
seis marcas de cada tipo de molhos comerciais encontrados em mercados de uma regido da
Malasia e obtiveram uma média 44,07% de umidade, 12,36% de carboidratos e 29,85% de
lipidios.

Todos os parametros foram similares aos encontrados por Perrechil et al. (2010), que
avaliaram molho para salada do tipo italiano e obtiveram 47,12% de umidade, 34,50% de
lipidios e 14,40% de carboidratos para uma das amostras analisadas. Ja os teores de proteinas
e cinzas dos autores citados foram bem distintos aos dos molhos deste trabalho. Para os dois
parametros, respectivamente, Perrechil et al. (2010) obtiveram 0,00% e 4,65%, enquanto
Rashed et al. (2017) obtiveram 1,06 % e 2,32 %, respectivamente. O teor de proteina
encontrado neste trabalho (média de 4,51%) foi superior ao dos referidos trabalhos e inferior
ao de Costa (2015), de 7,31% em molho de iogurte com 6leo essencial de manjericdo. Esse
teor proteico importante encontrado no presente trabalho pode ser justificado pela adigéo de
mostarda nos molhos preparados (17%), que possui 23,1% de proteina em sua composi¢éo
(Bhattacharya; Vasudha & Murthy, 1999).

3.4 Teste de oxidacéo acelerada (Schaal Oven Test)

Os resultados de acidez obtidos para as amostras e controles estdo apresentados na

Figura 1.
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Figura 1 - Efeito do OPB-NE e dos antioxidantes BHA e BHT na acidez dos molhos para
salada a 60 = 5° C.
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Fonte: Proprio autor.

Na Figura 1 é possivel observar que o OPB-L, o OPB-NE e o 6leo de canola
apresentaram valores de acidez de 8,53 + 0,02 a 8,79 + 0,01; 8,08 + 0,01 a 8,95 £ 0,01; e 0,15
+ 0,00 a 0,39 £ 0,01, respectivamente. Estes valores estdo de acordo com o estabelecido pelo
Codex Alimentarius (2019) para 6leo de palma bruto e dleo de canola refinado (maximo de 10
e 0,6 mg KOH.g}, respectivamente). A acidez é um importante fator que afeta a qualidade
dos Oleos e a sua elevacdo decorre principalmente da hidrélise parcial dos triacilglicerdis,
gerando &cidos graxos livres. O 6leo de canola apresentou valores iniciais inferiores de acidez
(p<0,05) em relacdo ao OPB-L por estar na forma refinada, pois durante o processamento, na
etapa de desodorizacdo, os &cidos graxos livres sdo removidos, o que ndo ocorre com o OPB-
L, que foi analisado em sua forma bruta (Tan et al., 2009). No OPB-L, esta associada a
ativacdo da lipase, presentes no mesocarpo do fruto, devido a lesdes provocadas durante e/ou
apos a colheita, além do armazenamento de cachos por um longo periodo de tempo (Frank et
al., 2011).

Os valores de 1A determinados para os molhos variaram de de 0,78 + 0,01 a 1,08 £
0,01; 1,86 £ 0,01 a 2,56 + 0,01; e de 0,69+0,01 a 1,08+£0,05 para os molhos A, B e C,
respectivamente. Os molhos apresentaram uma elevada acidez ja no primeiro dia de analise

(tempo zero), pois como estes foram adicionados de vinagre e de &gua, que ficaram em
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contato com o 6leo, pode ter ocorrido hidrdlise dos triacilglicerdis, em decorréncia de reaces
hidroliticas dos lipidios, liberando acidos graxos livres, com consequente aumento da acidez
(Mohamad, Agus & Hussain, 2019). Outra possibilidade para a alta acidez do 6leo extraido
dos molhos é de que o sobrenadante lipidico obtido na etapa da metodologia onde foi
realizada a separacdo do 6leo do molho ndo estivesse totalmente puro, mas que uma pequena
aliquota de vinagre estivesse presente.

Os resultados do presente estudo diferem de Ng et al., (2014) que encapsularam 6leo
de semente de kenaf e, ap0s a realizacdo do teste de oxidacdo acelerada durante 24 dias a
65°C, encontraram no tempo zero, o valor da acidez do éleo livre menor (p<0,05) em relacéo
ao 0leo encapsulado. Em contrapartida, ao longo do teste, esse dado alterou em fungdo do
efeito protetor que o encapsulamento provocou sobre o0 6leo. Nesse estudo, a acidez do OPB-
NE foi maior (p<0,05) que o OPB-L ap0s 15 dias e em relacdo aos molhos entre si, ndo houve
diferenca significativa da acidez.

Além disso, a acidez de todos os 6leos e os molhos variou significativamente ao longo
do tempo e entre eles, o que era de se esperar dada as condi¢cdes do teste e também as
diferencas entre a composicéo de cada 6leo estudado, inclusive dos molhos.

Os resultados referentes ao indice de peroxidos para os 6leos e molhos estudados

podem ser observados na Figura 2.

Figura 2 — Indice de peroxido (IP) obtido para os 6leos e molhos estudados submetidos ao

teste de oxidacéo acelerada (Schaal Oven Test) durante 15 dias a 60 £ 5° C.
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Os valores para o indice de peroxido (IP) (meq Oz.kg™ 6leo) variaram de 5,96 + 0,02 a
23,95 £ 0,02 OPB-L; de 5,98 + 0,01 a 13,96 + 0,02; e de 1,98 + 0,01 a 77,30 = 0,11 para o
OPB-L, OPB-NE e dleo de canola. Para os molhos foram observados valores de 1,99 + 0,01 a
69,91 + 0,01; 1,99 + 0,01 a 61,94 + 0,01, e de 1,99 £+ 0,01 a 55,97 + 0,01 nos molhos A, B e
C, respectivamente.

O Codex Alimentarius (2019) estabelece para 6leos refinados e virgens (brutos)
valores maximos de 10 e 15 meq O2.kg?, respectivamente. Dessa forma, para as formulagdes
que apresentaram 6leo de canola na composicéo, a partir dos 5 dias, o0 molho A excedeu o
limite estabelecido, enquanto que o molho C excedeu a partir de 10 dias. J& para 0 OPB-L,
OPB-NE e 0 molho B (que utilizou OBP na composi¢éo), esse limite foi excedido apenas com
10 dias apds o inicio do teste.

Até o 10° dia de teste, 0 OPB-NE, considerando o indice de peroxidos, apresentou
uma maior estabilidade oxidativa que os demais 6leos analisados e até mesmo maior que 0s
molhos. Isso porque o encapsulamento de O&leos pressupbe uma maior protecdo ao
encapsulado (6leo) frente aos efeitos externos pro-oxidativos, como oxigénio, luz e calor.
Entretanto, apds o 10° dia, pode ter ocorrido quebra da emulsdo, com maior exposi¢do do 6leo
aos fatores oxidantes do teste, como &gua, temperatura da estufa e maior exposicdo ao
oxigénio devido a circulagéo de ar.

As oscilagdes no comportamento do OPB-NE frente ao indice de perdxidos, ora com
elevacdes ora com reducdes, sdo explicadas pela formagdo de hidroperdxidos na oxidacao
priméaria do 6leo. Estes compostos, por serem muito instaveis, acabam por se decompor
rapidamente dando origem aos produtos secundarios de oxidacdo como hidrocarbonetos,

alcoois, aldeidos e cetonas (Belter et al., 2008).

O indice de perdxidos sofre influéncia do tempo, condi¢bes de armazenamento,
método de extracdo, transporte e quantidade de acidos graxos insaturados no 6leo (Frank et
al., 2011). Nesse sentido, quando comparado o IP do OPB-L utilizado para o preparo do
OPB-NE com o do dleo de canola refinado utilizado como ingrediente em todos os molhos
(Figura 2), foi observado que tanto o OPB-L quanto o nanoencapsulado tiveram uma
evolucéo reduzida (p<0,05) nesse parametro, em funcdo da composicédo equilibrada de acidos
graxos saturados e insaturados associada ao efeito protetor dos antioxidantes naturais

(carotenoides e tocotrienois) presentes no OPB, o que difere do éleo de canola.

Ferreira et al. (2016) encapsularam OPB por spray drying e obtiveram um valor inicial

de IP superior (11,16 + 0,00 meq.kg™) ao do presente trabalho (5,98 +0,01 meq.kg™), mas no
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final do teste de 5 semanas a 45°C, obtiveram o valor de 12,54 + 0,00 meq.kg™?, proximo ao
obtido neste trabalho no tempo 15 (13,96 + 0,02 meqg.kg™?). Em atividades de agua com
valores muito baixos ou altos, as taxas de oxidacdo lipidica sdo maiores do que nas
intermediarias, portanto, o indice de peroxidos mais alto encontrado inicialmente pelos
autores citados pode estar relacionado a menor atividade de dgua presente em suas amostras,
devido a secagem realizada (Nelson; Labuza, 1992).

Dentre os molhos analisados, o A teve o aumento mais expressivo de IP (p<0,05), por
ndo ter adicdo de antioxidantes, como o molho B com OPB-NE e 0 C com BHA e BHT. O IP
do molho B teve um aumento significativo, de 1,99 + 0,01 a 61,94 + 0,01 meq.kg™ (Figura 2),
porém, foi inferior ao do molho A durante todo o teste e ao do molho C até o 5° dia (p<0,05),
indicando que os tocotriendis e carotenoides presentes no OPB-NE tiveram acdo antioxidante.

A adicdo de OPB-NE no molho B e de BHA e BHT no C contribuiram para uma
maior estabilidade, visto que o IP ultrapassou o limite maximo permitido nestes molhos
somente entre 0 5° e 10° dia do teste, ao invés de no 5° dia como no molho A, garantindo ao
molho uma vida de prateleira superior, levando em consideracdo que neste teste cada dia
equivale a um més a mais em relacdo ao 6leo armazenado sob temperatura ambiente (Ng et
al., 2014).

Sainsbury et al., (2016) desenvolveram um molho para salada de 6leo de girassol e
compararam o efeito de antioxidantes sintético (tetraacetato de etileno diamina - EDTA) e
natural (acido galico) sobre a vida de prateleira do molho. Ao contrario do presente trabalho
em que o IP no tempo 15 variou significativamente (C < B < A) (p<0,05), eles ndo
encontraram diferenga (p>0,05) do IP entre os molhos elaborados com diferentes tipos de
antioxidantes.

N&o ha valores estabelecidos para dienos e trienos conjugados na legislacdo para
nenhum dleo, porém, esta anélise é importante na indicacdo de estados oxidativos em 0leos,
por serem produtos primarios e secundarios da oxidagdo, respectivamente (Arifoglu &
Ogiitcil, 2019). Os resultados obtidos para dienos e trienos estdo apresentados nas Figura 3 e

4, respectivamente.
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Figura 3 - Dienos conjugados obtidos para os 6leos e molhos estudados submetidos ao teste
de oxidagéo acelerada (Schaal Oven Test) durante 15 dias a 60 £ 5° C.
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Fonte: Proprio autor.

Na Figura 3 constam os valores de dienos conjugados, que variaram de 1,72 £ 0,23 a
4,60 + 0,07 para OPB-L; 1,68 + 0,01 a 3,95 + 0,15 para OPB-NE; 3,21 + 0,33 a 6,69 + 0,28
para 6leo de canola; 3,36 £ 0,01 a 4,17 + 0,05 para molho A; 3,17 = 0,01 a 4,07 + 0,11 para
molho B e 3,31 + 0,01 a 4,15 + 0,06 para 0 molho C.
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Figura 4 - Trienos conjugados obtidos para os 6leos e molhos estudados submetidos ao teste
de oxidag&o acelerada (Schaal Oven Test) durante 15 dias a 60 £ 5° C.
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Na Figura 4 podem ser observados os resultados para trienos conjugados. Os valorem
variaram de 0,49 + 0,07 a 0,69 + 0,01; 0,49 + 0,01 a 0,63 + 0,01; 0,76 + 0,01; 1,36 + 0,05;
0,72+0,01a1,31+0,05;0,78+0,01a 1,24 +0,04; 0,69 + 0,01 a 1,27 + 0,08, em relagdo ao
OPB-L, OPB-NE, 6leo de canola, molho A, molho B e molho C, respectivamente.

Foi possivel observar que tanto para os dienos quanto para os trienos conjugados, 0s
valores iniciais (tempo zero) foram maiores para o 6leo de canola e para os molhos A, Be C
(p<0,05) em relagcdo ao OPB-L e ao OPB-NE. O IP de 6leo refinado é zero, pois o refino é
feito sob vécuo e a desodorizacdo elimina tudo. A variacdo desses compostos ao longo do
tempo também foi maior no 6leo de canola, que apresenta um elevado teor de acidos graxos
insaturados. Arifoglu & Ogiitcii (2019), também no tempo zero, encontraram valores maiores
de dienos (7,39) e trienos (0,85) conjugados para o 6leo de canola.

Ressalta-se que apds 15 dias de teste de oxidacdo acelerada, os dienos conjugados do
OPB-NE foram menores (p<0,05) que os do OPB-L. Esses resultados podem estar
correlacionados com o IP, também nesse tempo, em que o OPB-NE apresentou valor inferior
(p<0,05) ao OPB-L. Néo houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em relacdo
aos trienos conjugados para 0 OPB-L comparado ao OPB-NE. Para os molhos, ndo houve
diferenca (p>0,05) tanto em relacdo aos dienos quanto em relagao aos dienos.
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4. Consideragdes Finais

A utilizacdo do o6leo de palma na forma bruta aplicada em alimentos contribuiu para
a ampliacdo dos escassos estudos na area e, consequentemente, pode influenciar na
valorizacéo desta matéria-prima.

O método de emulsificacdo utilizado para o nanoencapsulamento foi eficaz, com
bons resultados de eficiéncia de encapsulamento e potencial Zeta, indicando ser viavel,
devido a sua simplicidade e reduzido custo, comparado ao encapsulamento com secagem em
spray dryer. Além disso, a atividade antioxidante e os carotenoides totais foram pouco
afetados pelo método.

Apesar de todos os parametros de oxidacdo avaliados apresentarem aumento ao
longo do tempo estudado, no tempo 15, ndo houve diferenca entre os molhos em relagédo a
acidez, dienos e trienos conjugados, e apenas 0 IP seguiu a diferenca C<B<A (p<0,05),
havendo, portanto, maior estabilidade do molho C, e 0 molho B mais estavel do que o A,
indicando que o OPB-NE pode ser uma alternativa aos antioxidantes sintéticos BHA e BHT
em molhos para salada. No entanto, mais estudos sdo necessarios, com ampliacdo do tempo
de andlise e teste de diferentes temperaturas de armazenamento e concentragdes do OPB-NE,
a fim de validar e melhorar sua fungdo antioxidante em molhos para salada, pois na
concentracdo empregada, o0 OPB-NE apresentou a limitagdo de fornecer uma curta vida de

prateleira ao molho, o que inviabilizaria a comercializagdo do produto.
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