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RESUMO

SILVA, Marina Maria Lelis da. M.Sc. Universidade Federal de Vigcosa, maio de 2008.
Parametros de qualidade de fritura por imersdo em 6 leo de soja e os efeitos do
consumo em ratos Wistar.  Orientadora: Céphora Maria Sabarense. Co-orientadores:

Angela Maria Campos Santana, Helena Maria Pinheiro Sant’Ana e Clovis Andrade Neves.

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes sofridas pelo 6leo de fritura utilizado em uma
Unidade de Alimentacdo e Nutrigdo institucional, bem como as consequéncias desta utilizacao
no 6leo e nos alimentos fritos e o efeito do consumo deste dleo de fritura no tecido hepético de
ratos Wistar. Nas amostras de 6leo foram analisados o teor de vitamina E, o perfil de acidos
graxos e as caracteristicas quimicas. Nos alimentos foram determinados a composicao
centesimal e o perfil de acidos graxos. Para o ensaio biol6égico, os animais consumiram, por 8
semanas, dietas contendo 6leo fresco e 6leo utilizado para fritura por 13h38min e por
23h28min. ApOs este periodo os animais sofreram eutanasia e o figado foi retirado para a
andlise. O processo de fritura acompanhado durou 23h28min e apés este periodo ndo houve
degradacéo excessiva do 6leo utilizado e 0 mesmo nao atingiu os limites recomendados para
descarte. O teor de a-tocoferol no 6leo foi reduzido em 20% apds a fritura, e a perda dos outros
isdmeros tocoferdis variou entre 38,4 e 49,9%. O perfil de acidos graxos dos Gleos foi alterado
pelas frituras, com aumento do teor de &cidos graxos saturados, monoinsaturados e trans e
reducdo do teor de acidos graxos poliinsaturados. Apds o processo de coccao, houve de forma
geral, um aumento do teor de lipideos nas amostras de alimentos. O perfil de acidos graxos
dos alimentos também se alterou apdés a cocgdo, com aumento de acidos graxos
poliinsaturados e trans. Na analise dos resultados do ensaio biolégico ndo foram encontradas
diferencas significativas no ganho de peso e na quantidade de lipideos absorvidos pelos
animais. O perfil de acidos graxos do tecido hepéatico também nao apresentou diferencas
relevantes entre os grupos. A andlise histoldgica indicou alteragcfes na estrutura hepatica dos
animais, com presenca significativa de esteatose hepatica no tecido dos animais que
consumiram o OGleo utilizado por 23h28min. Os resultados do estudo indicam que, apesar do
periodo de utilizagdo do 6leo, os limites maximos de degradagdo quimica ndo foram atingidos.
Entretanto, seu consumo em por ratos Wistar em dietas normolipidicas foi suficiente para

promover alteragdes histologicas nos figados dos animais.

viii



ABSTRACT

SILVA, Marina Maria Lelis da. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, May, 2008. Quality
parameters of deep frying in soybean oil and the ef  fects of consumption in Wistar  rats.
Adviser: Céphora Maria Sabarense. Co-advisers: Angela Maria Campos Santana, Helena

Maria Pinheiro Sant’Ana and Clévis Andrade Neves.

This study aimed to evaluate the alterations in deep frying oil used at an institutional restaurant,
the consequences of this use in the fatty acid profile of the oil and fried foods and the effect of
the frying oil consumption in the fatty acid profile and in the cellular structure of Wistar rats’
hepatic tissue. Oil samples were chemically characterized and the fatty acid profile and the
vitamin E contents were analyzed. In the fried foods the composition and the fatty acid profile
were also analyzed. In the biological assay, the animals were fed by 8 weeks with diets
containing fresh oil and deep frying oil, used by 13h38min and by 23h28min. After this period
the animals were euthanized and the liver were extracted for analysis. The deep frying process
lasted 23h28min and the oil was not excessively degraded by the use, and does not reached
the recommended limits of discard. The a-tocopherol content in the oil reduced by 20% after the
use for frying, and the loss of the other isomeric tocopherols varied between 38,4 and 49,9%.
The fatty acid profile of the oils was altered by frying, with increase of the of saturated,
monounsaturated and trans fatty acids, and reduction polyunsaturated fatty acids. For the fryed
foods, after the cooking process, there was, generally, an increase of fat content in samples.
The fatty acid profile of the foods was altered by frying, with increase of polyunsaturated and
trans fatty acids. The results of biological assay does not indicate significant differences in
weight gain and lipid absorption by the animals The fatty acid profile of the hepatic tissue did not
differ among groups. The histological analysis indicated alterations in the hepatic structure of
the animals, with significant amount of esteatosis in the tissue of animals that feed the oil with
23h28min of use. The results indicate that, even though the used oil did not reach the maximum
limits of chemical degradation, its consumption by Wistar rats in normolipidical diets was

enough to promote histological alterations in animals” livers.



Introducéo

1. INTRODUCAO

O processo de fritura por imersdao é amplamente utilizado em todo o mundo para a
producdo de alimentos e as caracteristicas desenvolvidas pelos produtos fritos séo

interessantes, tanto para os produtores, como para os consumidores dos alimentos.

As modificacdes ocorridas na sociedade moderna, como as longas jornadas de
trabalho e as grandes distancias a serem percorridas, modificaram o habito alimentar, e,
atualmente, um grande numero de pessoas opta por realizar suas refeicbes fora do lar, em
unidades de alimentacao e nutricdo. Estes estabelecimentos utilizam o processo de fritura com

freqiiéncia no preparo dos alimentos.

Durante o processo de fritura, ocorre a exposicdo do 6leo as altas temperaturas, a
umidade proveniente do alimento e ao ar, e este Oleo sofre varias alteracBes quimicas que
prejudicam a sua qualidade. O grau das alteracbes sofridas pelo 6leo varia em funcdo do
tempo de aquecimento, da temperatura utilizada, do tipo de gordura e das caracteristicas do

alimento que esta sendo processado.

Os compostos de degradacao formados pela utilizagdo excessiva do 6leo apresentam
toxicidade e podem ser prejudiciais a saude do consumidor. Durante o processo de cocgéo, 0s
compostos de degradacéo do 6leo sao absorvidos pelos alimentos e com isso, sdo consumidos
associados a este. Para que estes compostos de degradacdo ndo cheguem ao consumidor dos
alimentos fritos, é importante avaliar o ponto de degradacao do 6leo e correlacionar o grau de

degradacéo atingido aos danos que este pode causar quando consumido.

Para a avaliacdo destes efeitos toxicos, grande parte dos estudos realizados utiliza
gordura termicamente oxidada em condigGes de laboratério. Essa avaliagdo nem sempre
reflete a realidade do processo de fritura, pois, muitas vezes, o 6leo avaliado é aquecido sem a
presenca do alimento, ou em condi¢cGes que ndo se assemelham a utilizacdo do éleo em uma

unidade de alimentacéo.

A partir disso, torna-se importante acompanhar o processo de fritura de alimentos em
uma unidade de alimentacdo e nutricdo e avaliar os efeitos metabdlicos desencadeados pelo

consumo deste 6leo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FRITURA POR IMERSAO

O processo de fritura por imersdo em 6leo é largamente difundido e utilizado para a
coccdo de alimentos em todo o mundo. Sua ampla utilizacdo na industria se da pelo grande
apelo comercial, rapidez da coccdo e variedade de produtos produzidos. Para os
consumidores, os atributos principais sdo as caracteristicas sensoriais agradaveis de odor,
sabor, cor e textura, que tornam o alimento mais atraente para o consumo (BATTINO et al.,
2002; CELLA et al., 2002; SAGUY e DANA, 2003; ROMERO et al., 2006).

Neste tipo de fritura, o alimento é imerso em 6leo aquecido, que promove a troca de
calor com o alimento. A fritura possui trés caracteristicas principais, que a difere dos outros
métodos de coccdo (SAGUY e DANA, 2003):

I. Alta temperatura do 6leo de coccao (entre 160 e 180 ), que permite um curto

tempo de cocc¢édo pela rapida transferéncia de calor;
II. Temperatura moderada no centro do alimento (até 100 C) e
lll.  Perda minima de componentes hidrossollveis do alimento.

Como resultado, o alimento adquire algumas caracteristicas sensoriais desejaveis, em
funcdo de reacdes decorrentes do aquecimento e contato com o 6leo: a saida de agua do
alimento pela formacgéo de vapor; a absorgdo de 6leo, que penetra no alimento pelos canais
formados pela passagem do vapor; a desidratacdo da superficie do alimento, com formacédo de
crosta e o desenvolvimento da coloracdo dourada como resultado da reacdo de Maillard
(SAGUY e DANA, 2003; ORTHOEFER e LIST, 2007a).

2.2. ALTERACOES FiSICO-QUIMICAS DO OLEO DE FRITURA

Durante a fritura, o 6leo sofre diversas reagdes quimicas, que geram uma grande
variedade de compostos de diferentes pesos moleculares e polaridade (DOBARGANES e
MARQUEZ-RUIZ, 2007). As principais reacdes de degradacdo ocorridas no 6leo de fritura sdo

a hidrélise, a oxidacdo e a polimerizagdo, descritas a seguir.

2.2.1. HIDROLISE

O vapor de agua liberado pelo alimento durante o processo de fritura, ao entrar em
contato com o triacilglicerol, ataca a ligagcdo éster entre o glicerol e o acido graxo, rompendo-a
e formando monoacilglicerdis, diacilglicerdis, glicerdis e acidos graxos livres (Figura 2.1). A
guebra de ligacdo ocorre preferencialmente em &cidos graxos de cadeias menores, devido a
sua maior polaridade, e consequentemente, maior afinidade com a adgua (CHOE e MIN, 2007).
A molécula de glicerol volatiliza a partir de 150C, com isso o equilibrio da reacéo é deslocado

em favor da hidrélise, aumentando assim sua ocorréncia (NAZ et al., 2005). Os acidos graxos
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liberados fazem parte do flavor do 6leo de fritura e dos produtos fritos, porém, a maior parte
dos &cidos graxos livres e do glicerol é volatilizado e carreado, pela acdo do vapor de agua
(PERKINS, 2007).

O glicerol e os acidos graxos livres que permanecem no 6leo aceleram a hidrélise de
outros triacilgliceréis (CHOE e MIN, 2007). Além disso, o glicerol resultante da hidrélise pode
ser oxidado a &cido acrilico e reagir com amoénia para a formagédo de acrilamida (MESTDAGH
et al., 2007).

A acrilamida é formada durante o processamento térmico de alimentos ricos em
carboidratos, e, geralmente, a sua formacdo estd relacionada a reacdo de Maillard. As
moléculas de aclcares redutores e o aminoacido asparagina sdo os principais precursores da
acrilamida. Uma outra via para a sua formacédo é a oxidagdo do glicerol (MESTDAGH et al.,
2007). A quantidade de acrilamida presente em produtos fritos tem sido estudada devido a sua
acumulacéo nos alimentos, em especial em alimentos ricos em amido e aglicar, como batatas
(CARERE, 2006; WICKLUND et al., 2006).

Varios efeitos téxicos sdo relacionados a acrilamida, como a carcinogenicidade,
genotoxicidade, neurotoxicidade e distdrbios reprodutivos (CARERE, 2006), e nao foram
estabelecidos ainda limites seguros para o consumo desta substancia (WICKLUND et al.,
2006). Desta forma, a presenca deste composto no 6leo de fritura e nos alimentos fritos é

preocupante e deve ser evitada.

H,C—OH
Q H,C—OH H,C—OH
RZ—C—O—CI:HZ HC—OH HCIZ—OH
o HC-0-C-R3 H,C-0—C—R1 HZCIZ—O—C—Rl H,C—OH
I | g Vapor 0 Vapor g Vapor
R2—C-0-CH, - + — + -
H,C-O0—C—R1
& 0 Q I
Il —C—
R3—C—OH R2—C—OH R1—C—OH
o Diacilglicerol e Al Glicerol e
Pyl . Monoacilglicerol e
Triacilglicerol 4cido graxo livre ey grgx e &cido graxo lie

Figura 2.1: ReacgOGes de hidrolise ocorridas no triacilglicerol durante o processo de fritura.
(Adaptado de PERKINS, 2007).

2.2.2. OXIDAGAO

Outra alteracdo que ocorre no 6leo de fritura, que é de extrema importancia para a
gualidade nutricional dos alimentos, é a oxidacéo dos lipideos. O processo de oxidacao lipidica
se da em trés etapas, iniciagcdo, propagacgédo e terminagdo, com formacao de varios compostos

intermediarios, conforme ilustrado na Figura 2.2 .
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Figura 2.2 : Esquema das etapas do processo de auto-oxidacdo de lipideos (Adaptado de LIMA
e ABDALLA, 2001).

O processo de auto-oxidacdo e oxidacdo térmica ocorrem, em sua maior parte, em
lipidios poliinsaturados, principalmente o acido linoléico (C18:2) e o acido linolénico (C18:3),
quando estes sdo expostos ao oxigénio e altas temperaturas. Além disso, a oxidagdo
catalisada por metais (ferro, manganés, cobre, cobalto, chumbo, niquel e zinco) também pode
ocorrer, quando ha presenga destes no meio de fritura, seja no 6leo, no alimento ou no
equipamento utilizado (PERKINS, 2007).

O radical triplet do oxigénio presente no ar ndo reage diretamente com o 6leo, a ndo
ser que as moléculas de acidos graxos ja estejam também em sua forma radical. Para isso, um
atomo de hidrogénio de ligacdo mais fraca com carbono na cadeia do acido graxo € removido
para a formacao do radical. No &cido linoléico, por exemplo, a ligacdo hidrogénio-carbono que
necessita de menos energia para o rompimento esta localizada no carbono 11, situado entre os
carbonos das duas ligag6es duplas. Deste carbono, entéo, é extraido o hidrogénio e formado o
radical alquila, que inicia a fase de propagacéo da oxidacdo de lipidios. As diferentes forcas de
ligacdo entre os atomos de carbono e hidrogénio nas moléculas explicam as velocidades de
oxidacao dos diferentes acidos graxos, em funcdo do comprimento da cadeia e da presenca ou
nao de duplas ligacdes (CHOE e MIN, 2007).

Devido a alta temperatura durante o processo, os hidroperéxidos formados na oxidacéo
dos lipidios em fritura sdo rapidamente transformados em outros compostos. A decomposi¢éao
de hidroperoxidos gera alcanos, alquenos, aldeidos (monoinsaturados e di-insaturados),
cetonas e metil-cetonas. S&do formadas também lactonas e pentil-furanos e na fritura de
batatas, sdo formados pirazinas (PERKINS, 2007). Os compostos formados pela quebra dos

hidroperoxidos possuem baixo peso molecular, sendo, portanto, volateis. Por isso, ndo séo o
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principal enfoque no estudo do processo de fritura do ponto de vista nutricional, pois nao se
mantém no 6leo e nem sao retidos nos alimentos (MARQUEZ-RUIZ e DOBARGANES, 2007).

2.2.3. POLIMERIZACAO

Apesar da presenca dos compostos volateis formados na oxidagdo de lipidios ser muito
importante para a qualidade e flavor de produtos fritos, sua presenca nos 6leos ocorre em
concentracbes muito baixas. Os compostos de degradacdo encontrados em concentracfes
maiores no Oleo sdo os compostos polares ndo volateis e os derivados da polimerizagdo de

acidos graxos livres e triacilgliceréis (CHOE e MIN, 2007) (Figura 2.3) .

R—CH;—CH—CH—R

-H.

l +R—CH;—CH—CH—R R—=CH—CH=CH—R
R—CH—CH=CH—R | Dimero
R—CH—CH=CH—R

l + R—CH;—CH—CH—R

R—CH—CH=CH—R FHe Rt cn=cHR
— CH—CH—CHeo— Dimero
R=CH;—CH—CHR R—CH;—CH—CH; R

l + R—CH;—CH——CH—R
R—C\I-l—CH:CH—R
R—CH;—CH—CH—R
/
R—CH;—CH—CH-—R

R_CU\_CH:CH_R
R_CHZ_CH;CH_R Trimero
R—CH;—CH—CH;-R

+Heo

’ + R—CH;—CH—CH—R
Polimero

Figura 2.3: Reacdes de polimerizagdo aciclica do acido oléico (Adaptado de CHOE e MIN,
2007).

Dependendo da reacdo ocorrida e do tipo de 6leo utilizado, os dimeros e polimeros
formados podem ser ciclicos ou aciclicos. A formacédo de monémeros e polimeros ciclicos esta
diretamente relacionada a quantidade de &cido linolénico presente no 6leo. A ciclizacdo ocorre
de forma expressiva em temperaturas entre 200° e 300C e a quantidade de mondmeros
ciclicos formada € significante quando o 6leo apresenta mais de 20% de acido graxo linolénico.
A fritura com 6leo de soja produz dimeros biciclicos e triciclicos do linoleato, bem como
mondmeros ciclicos (CHOE e MIN, 2007).

2.3. METODOS DE ANALISE DAS ALTERACOES NO OLEO DE F RITURA

Cada vez mais os estudos tém indicado os efeitos prejudiciais do consumo de 6leo
degradado. Algumas alteracBes podem ser facilmente observadas, como alteracdes de cor,

viscosidade e formacdo de espuma no 6leo, e alteracfes de cor, textura e sabor dos alimentos
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(WHITE, 1991). Entretanto, essas avaliacdes sdo subjetivas e as alteracdes visiveis surgem

tardiamente em relacdo as alteracGes quimicas. Para garantir que o 6leo de fritura esteja

adequado para consumo, varios testes com maior ou menor complexidade podem ser

realizados. Estes testes avaliam a presenca de produtos de degradacdo e as alteracBes

sofridas pelo dleo. Em recente revisdo, ORTHOEFER e LIST (2007b) reuniram alguns métodos

de avaliacao do excesso de utilizacao do éleo de fritura (Quadro 2.1).

Quadro 2.1 : Métodos de analise de qualidade do 6leo utilizado para fritura — Primeira parte.

Método

Principios do método e caracteristicas

Métodos tradicionais

Cor

Acidos graxos livres

Presenca de espuma

Ponto de fumaga

Viscosidade
Métodos padréo

Compostos polares

Acidos graxos oxidados

Dienos conjugados

Perfil de acidos graxos

Testes rapidos

Constante dielétrica

Testes colorimétricos

Fitas para testes

Métodos complexos

Cromatografia
gas-liquido

Cromatografia de
exclusdo molecular

O ¢leo escurece na medida em que é utilizado. Pode ser medido com kits ou
através do tintdmetro Lovibond. Deve ser associado a outros métodos.

Com as reagdes de hidrdlise e oxidagéo, acidos graxos livres séo liberados no
meio de fritura.

Oleos degradados formam quantidades excessivas de espuma que quando
nao dispersam indicam que o 6leo deve ser descartado.

O ponto de queima do 6leo diminui na medida em que sofre degradagéo, pelo
aumento da presenca de compostos de baixo peso molecular.

A viscosidade do 6leo aumenta com a formacgédo de compostos de alto peso
molecular, como os polimeros.

Avalia a formagdo de compostos com polaridade mais alta que os
triacilglicerois.

Mede a presenca de acidos graxos oxidados, que sao insollveis em éter de
petréleo.

Mede a formacao de intermediarios da oxidagdo do 6leo de fritura. Pode ser
medido por absorvancia em 232 nm, Teor de compostos carbonila e indice de
p-Anisidina.

Avalia a modificagcao dos acidos graxos em decorréncia do processo de fritura.

O aumento do teor de compostos polares promove altera¢des na constante
dielétrica do 6leo, A constante dielétrica correlaciona-se bem com o teor de
acidos graxos livres, com compostos polares, com o indice de perdxidos e
dienos conjugados.

Utiliza a alteracé@o de cor de uma substéncia indicadora de pH para indicar a
alteracéo no dleo.

Determina acidos graxos livres. Correlaciona-se em 0,89 com o método
titulométrico de analise do teor de acidos graxos livres (indice de acidez)

Separa e quantifica dimeros formados por oxida¢éo ou por aquecimento, além
de mondmeros ciclicos de acidos graxos.

Os compostos de baixo peso molecular formados no éleo podem ser
separados em fungéo da diferenga de tamanho molecular entre eles. Sua
desvantagem € o longo tempo de andlise.

Fonte: ORTHOEFER e LIST, 2007b
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Além dos métodos ja descritos, existem alguns outros que também sao utilizados para

determinar a qualidade do 6leo utilizado para fritura e que estédo descritos no Quadro 2.2 .

Quadro 2.2 : Métodos de analise de qualidade do 6leo utilizado para fritura — Segunda parte.

Método Principio do método e caracteristicas

indice de iodo E uma medida do grau de insaturagdo do 6leo, pela titulagdo de iodo

(Cd 1-25 — AOCS) ativo. O grau de insaturacdo do 6leo diminui em funcéo da utilizag&o em
fritura.

indice de peréxido Determina a presenca de substancias capazes de oxidar o iodeto de

(Cd 8-53 — AOCS) potassio nas condicdes do teste. Avalia a formacdo de compostos

primarios de oxidacédo

SUbStéh?i?S reativas ao acido  \ede a presenca de compostos secundérios de oxidacdo (aldeidos). A
tiobarbiturico (TBARS) reacéo do aldeido com o éacido tiobarbitirico forma um composto que
(Cd 19-90 — AOCS) absorve luz em 530nm.

i Baseia-se no estimulo da oxidagdo do 6leo por um fluxo de ar e a

Indice ‘_je estabilidade do 6leo  gyantificagso é feita pela condutividade elétrica dos produtos volateis de

— Rancimat degradacéo. Estabilidade oxidativa de um 6leo: tempo necessario para se

(Cd 12b-92 — AOCS) atingir um nivel detectavel de rancidez ou uma drastica mudanca na taxa
de oxidacao (tempo de inducéo).

Fonte: AOCS, 1994

2.4. LIMITES DE UTILIZACAO PARA OLEOS DE FRITURA

Em funcéo dos efeitos indesejados da utilizacdo excessiva de 6leos em fritura, existe a
necessidade de que limites sejam estipulados para que a salde dos consumidores seja
preservada. No Brasil, apesar da orientacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para
utilizacéo do 6leo de fritura de acordo com as Boas Praticas de Fabricagdo, ainda ndo existe
uma recomendacado de limites de utilizagcdo ou degradacdo para 6leos de fritura (ANVISA,
2004).

Para a regulacdo da utilizacdo de 6leos de fritura, alguns paises determinaram os
pontos de descarte dos 6leos, a partir da medicdo de alguns dos indices ja apresentados.
FIRESTONE (2007) reuniu as informac®es sobre a regulacéo de utilizacdo de 6leos de fritura
em todo o mundo. Em geral as recomendacdes sao para os limites de utilizacdo, porém,
Bélgica e Franca recomendam também que os 6leos para fritura contenham menos de 2% de
acido linolénico (C18:3). As informacdes sobre estes limites sdo apresentadas no Quadro 2.3.

2.5. DESCARTE DO OLEO DE FRITURA: IMPACTOS AMBIENTA IS

Como visto, a utilizacdo de 6leos e gorduras como meio de fritura promove varias
reacdes quimicas, cujos produtos tornam o meio de fritura impréprio, impedindo sua utilizagédo
por periodos muito longos. O descarte do meio de fritura torna-se entdo, uma preocupacao

para o estabelecimento produtor de alimentos, devido ao impacto ambiental que pode gerar.
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Quadro 2.3: Limites de utilizacao do 6leo de fritura em diferentes paises.

Pais Temperatura Dimeros e indice de Ponto de Teor de indice de iodo Acidos Compostos Composicao do 6leo
de fritura () polimeros de acidez (%) fumaca () compostos (% de iodo graxos carbonila para fritura
triacilglicerdis (%) polares (%) absorvido) oxidados (LM/g)
Austria Abaixo de 180° 2,5 170° 27% 1%
Bélgica Abaixo de 180° 10% 2,5 170° 25% 2% de &c ido linolénico
Rep. Tcheca 10% 25%
Franca 25% 2% de acido linolénico
Alemanha 2,5 170° 24% 1%
Hungria 160°a 180° 180 30%
Italia Abaixo de 180° 25%
Japéo 2,5 170° 50
Paises baixos 16 4,5
Finlandia 2 180 25% 16*
Espanha 25%
Suica 170 27%
EUA Abaixo de 190° 2
*Reducéo de 16 unidades no indice de iodo entre o dleo fresco e o oxidado.
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O descarte inadequado de gorduras acarreta o desperdicio de potencial energético do
O0leo, e quando este é realizado no sistema de esgotamento doméstico ou dos
estabelecimentos produtores de alimentos, gera impactos ambientais como a poluicdo de agua,
tornando-a impropria para utilizacdo e consumo e a sobrecarga nas estacfes de tratamento de
esgoto (FELIZARDO et al., 2006).

Frequentemente, os 6leos de descarte sdo utilizados para alimentagao animal, porém,
os efeitos indesejaveis do consumo de 6leo de fritura degradado podem atingir indiretamente o
consumidor final pelo consumo de produtos derivados destes animais. Portanto, este € um
destino inadequado para o 6leo quando os animais ou derivados sdo destinados ao consumo
humano (COSTA-NETO et al., 2000).

No Brasil, ndo existe regulamentacédo para o descarte de 6leo de fritura. Os esforcos
para a reducdo do impacto ambiental do descarte inadequado do 6leo s&o realizados por
organizagfes ndo-governamentais. Para a reducdo deste impacto ambiental, existem algumas
possibilidades de reaproveitamento do residuo do processo de fritura, como a producédo de
sabdes, de massa para fixacdo de vidros, e, em especial, a producdo de biocombustiveis. A
reducao do impacto ambiental pela utilizagcao destes 6leos como biocombustivel € multiplicado:
ocorre a reducdo da utilizacao de fontes de energia nao renovaveis, a substituicdo por fonte de
energia renovavel e a reducédo da contaminacdo do ambiente com o descarte de um produto

poluente.
2.6. IMPACTOS NUTRICIONAIS DO PROCESSO DE FRITURA

As diversas modificagdes ocorridas no 6leo de fritura e nos alimentos nele processados
resultam em alteracbes no teor e na digestibilidade de alguns nutrientes, o que conduz a

diferencas importantes no valor nutricional dos mesmos.

2.6.1. IMPACTOS NUTRICIONAIS SOBRE O OLEO DE FRITURA
VITAMINA E

Os 6leos vegetais sao importantes fontes de vitamina E. A acdo desta vitamina no
organismo €, principalmente, a regeneragdo de radicais peroxil, transformando-os em
hidroperoxidos e impedindo oxidagéo dos lipidios. A reacao do radical peroxil com a vitamina E
ocorre cerca de 1.000 vezes mais rapido que sua reagdo com os acidos graxos poliinsaturados.
Por sua acdo antioxidante, a vitamina E impede a oxidacdo de LDL no organismo humano,

prevenindo a aterosclerose, além de outros mecanismos protetores (IOM, 2000).

Os compostos a-, B-, y- e &- tocoferdis e tocotriendis sdo designados como isémeros
da vitamina E, sendo que a atividade desta vitamina era medida em equivalentes de a-
tocoferol, em funcéo das diferentes atividades de cada isbmero. No ano 2000 foi realizada a
atualizacdo das recomendac¢des nutricionais, e a partir desta data, em virtude da dificuldade em
se determinar a capacidade vitaminica de cada isdmero, convencionou-se considerar somente
o conteudo de o-tocoferol dos alimentos para avaliagdo do suprimento das necessidades

nutricionais de humanos (IOM, 2000). Apesar de somente o a-tocoferol ser considerado para o
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suprimento das necessidades nutricionais, as funcbes dos demais isbmeros ndo devem ser

desconsideradas.

O y-tocoferol é o isdbmero presente em maior concentracdo em alguns 6leos vegetais,
inclusive no 6leo de soja (JIANG et al.,, 2001). Alguns estudos tém encontrado que este
isdbmero é o maior responsavel pela protecdo de dleos de fritura contra a oxidagéo, e por isso,
sdo observadas maiores perdas de y-tocoferol nos 6leos de fritura em relagdo aos demais
isdbmeros. A presenca de y-tocoferol em 6leos esta relacionada a maior estabilidade durante o
processo de fritura e a menor formacao de compostos de oxidagdo durante o armazenamento
do produto frito (NORMAND et al. , 2001; WARNER et al. , 2003).

Para o a-tocoferol, também é observada perda na concentracdo em funcdo da
utilizacdo de 6leos para a fritura. Porém é observada uma perda menor deste isbmero durante
0 processo, sendo creditada aos demais isbmeros a capacidade de proteger também o a-
tocoferol da oxidacéo pela fritura (ROSSI et al., 2007).

ACIDOS GRAXOS

As reacgdes ocorridas no 6leo durante o processo de fritura tém como consequéncia a
formagdo de moléculas diferentes das originais, e que podem exercer efeitos toxicos.
Entretanto, as modificacbes também resultam em alteracBes estruturais nas moléculas

presentes, 0 que acarreta alteracdes no perfil de acidos graxos do 6leo apos as frituras.

As alteracBes ocorridas na composicdo de acidos graxos dos 6leos de fritura resultam
especialmente das reacdes de oxidacdo das duplas ligacdes presentes nos 6leos. Com isso,
guanto maior o nimero de insaturagdes, mais susceptivel a degradacéo o acido graxo se torna.
Da mesma forma, quanto maior o contetido de acidos graxos poliinsaturados em um 6leo, este
€ mais propenso a degradacdo durante o processo de fritura (DANIEL et al., 2005). Desta
maneira, o perfil de acidos graxos de um 6leo pode ser um indicador de sua estabilidade e

performance durante o processo de fritura (XU et al., 1999).

De forma geral, o processo de fritura por imerséo resulta em reducao do teor de acidos
graxos poliinsaturados e aumento no teor de &cidos graxos saturados. Por sua menor
capacidade oxidativa, os acidos graxos monoinsaturados sao mais estaveis durante o processo
de fritura, sendo que o teor de monoinsaturados nos 6leos utilizados para fritura se mantém ou
sofre pequenas reducdes apdés o processo (TYAGI e VASISHTHA, 1996; XU et al., 1999;
HOUHOULA et al., 2002; DANIEL et al., 2005).

Os acidos graxos essenciais, cujas principais fontes sédo os 6leos vegetais (KRIS-
ETHERTON et al., 2000), também tém seus teores reduzidos em fungdo do processo de fritura.
As reacdes de oxidacdo afetam o contelddo destes acidos graxos, com reducdo do seu
contetido no 6leo apés o processo de fritura (SANIBAL e MANCINI FILHO, 2004a). Alguns
paises tém como recomendacao, inclusive, que o teor de acido linolénico no 6leo a ser utilizado
para fritura seja menor que 2%, devido a sua grande instabilidade, sendo este acido graxo o
que apresenta maiores perdas devido ao processo (HOUHOULA et al., 2002; FIRESTONE,
2007).
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Os acidos graxos trans séo moléculas derivadas da isomerizagdo de acidos graxos cis
em decorréncia do aquecimento de éleos e gorduras. Alguns estudos tém evidenciado os
efeitos deletérios do consumo destes acidos graxos na dieta humana. O processo de fritura
promove a formacdo e o aumento significativo destas moléculas no 6leo, sendo que seu teor
aumenta em funcdo da quantidade de horas de utilizacdo (ROMERO et al., 2000; SANIBAL e
MANCINI FILHO, 2004b).

2.6.2. IMPACTOS NUTRICIONAIS SOBRE OS ALIMENTOS:

Como visto anteriormente, o processo de fritura apresenta algumas caracteristicas que
o difere consideravelmente de outros processos de coc¢do. Essas caracteristicas resultam em
alteracdes nutricionais importantes no alimento. Os aspectos nutricionais do processo de
coccdo de alimentos por imersdo em O6leo j4 estdo esclarecidos e consolidados. Em uma
revisdo, FILLION e HENRY (1998) reuniram as principais altera¢6es sofridas pelos nutrientes

em funcao do processo de fritura, que estédo descritas no Quadro 2.4 .

Quadro 2.4: Alterac8es nos nutrientes presentes no alimento em funcéo do processo de fritura.

Nutriente Alteracbes

Carboidratos Em batatas fritas, ocorre a formagéo de amido resistente, consequentemente, 0 processo
de fritura pode aumentar o teor de fibra alimentar. A formac&o deste composto pode ser
atribuida, em parte, pela formacéo de complexos entre a amilose e lipidios.

Proteinas A fritura ndo traz alteragdes consideraveis na composigdo protéica dos alimentos.

Lipidios Os alimentos fritos absorvem os lipidios do meio de processamento. Consequentemente, a
alteracdo nos alimentos se da tanto no teor lipidico, como na sua composicao, que passa a
apresentar também os acidos graxos provenientes do meio de fritura. Como excegdo, 0s
alimentos crus com alto teor lipidico como as carnes, tém menor capacidade de perda de
agua, o que dificulta a absorc¢éo lipidica.

Colesterol O teor deste nutriente pode variar nos alimentos fritos em fungdo do tipo de gordura
utilizada como meio de cocgdo. No caso de gorduras vegetais, ndo ha aumento no
contelido de colesterol nos alimentos, pela auséncia deste nutriente no meio de fritura.
Porém, se o alimento frito contiver colesterol, pode haver perda do conteido, com parte do
colesterol sendo transferido para o meio de fritura. Quando o meio de cocgéo for gordura
animal, cujo contetdo de colesterol é consideravel, hA um aumento deste no alimento
apoés o processo de cocgao.

Vitaminas Em comparagéo aos outros meios de cocgdo como cocgédo em forno e por calor imido, o

hidrossollveis processo de fritura apresenta menor perda de vitaminas hidrossollveis, tanto pela
temperatura relativamente baixa no alimento como pela baixa polaridade do meio, que
impede as perdas de compostos hidrossollveis por lixiviagao.

Vitaminas Em relagdo aos carotenotides, o conteldo nos alimentos pode diminuir pela agdo de

lipossoluveis lixiviagdo no meio. Porém, como os O6leos vegetais usados em fritura normalmente
apresentam alto teor de vitamina E, o alimento, por absorgdo do 6leo de fritura, tem seu
conteudo de vitamina E aumentado.

Minerais O contetddo mineral dos alimentos € minimamente afetado pela fritura.
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2.7. IMPACTOS NUTRICIONAIS E METABOLICOS DO CONSUMO DE OLEO DE FRITURA
E DE ALIMENTOS FRITOS

Véarios dos compostos formados no 6leo durante o processo de fritura possuem

propriedades toxicas e os efeitos destes compostos sédo estudados ha pelo menos 50 anos.

Para a avaliagdo da qualidade do dleo apds aquecimento e dos efeitos toxicos dos
compostos produzidos, nem sempre os estudos avaliam 6leos utilizados para fritura. Em alguns
casos 0s 6leos sdo submetidos somente ao aquecimento (OWU et al.,, 1998) ou ao
aquecimento com borbulhamento de ar (BESBES et al., 2005). No caso do 6leo de fritura, o
processo pode ser realizado em laboratério (LIU e HUANG, 1995) ou os 6leos podem ser

coletados em industrias ou restaurantes (LIAO et al., 2005).

Para avaliar as diferencas entre 6leos utilizados para fritura e 6leos termicamente
oxidados, HOUHOULA e colaboradores (2002) utilizaram varios indices de avaliacdo de
qualidade do 6leo para comparar amostras de 6leo submetidas a aquecimento e ao processo
de fritura em diferentes temperaturas. Dos indices avaliados, somente os valores do indice de
p-Anisidina diferiram significativamente entre as amostras de 6leo aquecido ou utilizado para
fritura. Este indice mede o teor de aldeidos no 6leo, e estes sdo compostos volateis. A
diferenca pode ser atribuida a menor possibilidade de volatilizacdo destes componentes

durante o aquecimento do 6leo em relagéo ao processo de fritura.

Os estudos para avaliacdo dos efeitos deletérios do consumo de 6leos de fritura, em
sua maior parte, sdo realizados em roedores. Em humanos, sdo encontrados na literatura
estudos epidemiolégicos para a associagdo do consumo de frituras com variaveis

antropométricas e de saude, além de alguns estudos experimentais.

Comumente, o consumo de 6leo termicamente degradado ou utilizado para fritura tem
sido relacionado as alteracdes no metabolismo lipidico no figado, as alteracdes no

metabolismo de lipoproteinas e as alteracdes histoldgicas no tecido hepatico.

O Quadro 2.5 resume alguns resultados descritos na literatura sobre os efeitos do

consumo de oleo de fritura em animais.

Alguns estudos tém apontado os 6leos termicamente oxidados como proliferadores de
peroxissomos (PP), que atuam como ligantes de PPARa (Receptor ativado por proliferadores
de peroxissomos da classe a) (CHAO et al., 2001; SULZLE et al., 2004; CHAO et al., 2005;
CHAO et al., 2007).

Os peroxissomos sdo compartimentos celulares envoltos por membrana onde ocorrem
as reacbes da B-oxidacéo dos acidos graxos, com formacado de perdxido de hidrogénio (H,05).
A formacdo de peroxissomos pela célula pode ser estimulada por um grupo de compostos
chamados PP. Essas substancias ativam um grupo de proteinas denominadas PPAR (do
inglés peroxisome proliferator-activated receptor — em portugués: receptor ativado por
proliferador de peroxissomos), que estimulam a producdo de peroxissomos e aumentam a

transcricéo de varias enzimas responsaveis pela oxidagao dos acidos graxos.
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Quadro 2.5 : Efeito do consumo de 6leos de fritura ou 6leos termicamente oxidados em animais.

Tipo de 6leo Tratamento térmico Modelo Quantidade Tempo de Resultado encontrado Referéncia
analisado animal de 6leo na estudo
dieta
Oleo de oliva Frituras descontinuas em  Ratos Wistar 8% 8 semanas O consumo dos Oleos alterou a estrutura e a fungdo de BATTINO etal,
virgem laboratério mitocdndrias do tecido hepético. 2002.
Oleo de soja Equivalente ao utilizado Ratos 7% 8 semanas Os animais apresentaram niveis séricos elevados de glicose, TOTANI etal.,
para fritura em indistria de  SHR/NDmc-cp* triacilglicerdis e acidos graxos livres. Foram encontrados danos nas  2006b.
alimentos células epiteliais do tubulo renal e acimulo de gordura no tecido
hepético.
Oleo de girassol Aguecimento em Ratos Wistar 10% 3 a5 semanas Aumento da atividade do sistema da glutationa peroxidase indicaa SAKA etal,,
laboratério por 10h a importancia deste sistema na eliminagdo de compostos téxico 2002.
220<C e fritura provenientes dos 6leos
Mistura de dleo de Aguecimento em Ratos Sprague- 5a10% 6 a 8 semanas O consumo do Oleo oxidado suprimiu a expressdo génica de EDERetal.,
girassol e banha laboratério em diferentes Dawley enzimas lipogénicas no figado 2003b
tempos e temperaturas
Oleo de soja Frituras descontinuas em  Ratos Sprague- 20% 5 a 6 semanas O consumo de 6leo de fritura reduziu a adipogénese e aumentoua CHAO etal.,
laboratério Dawley intolerancia a glicose 2007
Oleo de soja Frituras descontinuas em  Ratos Sprague- 5a20% 6 semanas O aumento da expresséo de alguns genes no figado indica que o CHAO etal.,
laboratdrio Dawley 6leo oxidado causa a ativagdo de PPARo** e altera a expressdo de 2001
enzimas do metabolismo lipidico em ratos
Oleo de girassol Frituras descontinuas em  Ratos Wistar 15% 27 dias Houve aumento de colesterol e fosfolipideos no plasma e aumento GARRIDO-
laboratério na peroxidacdo das lipoproteinas plasmaticas e no figado dos POLONIO etal.,
animais. 2004.
Mistura de dleo de Aguecimento em Ratos Sprague- 10% 8 a 9 semanas Houve aumento na susceptibilidade das lipoproteinas de baixa EDER etal.,
girassol e banha laboratério em diferentes Dawley densidade (LDL) a oxidacdo, porém n&do houve aumento da captacdo 2003a

tempos e temperaturas

destas lipoproteinas pelos macréfagos.

*Modelo animal obeso e espontaneamente hipertenso e diabético. ** PPARa: Receptor ativado por proliferadores de peroxissomos da classe a.
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O sistema PPAR tem papel importante na regulacdo de vias metabdlicas relativas ao
balanco energético (metabolismo lipidico, gliconeogénese e termogénese) e se relaciona com a
producdo de citocinas envolvidas no processo inflamatério, no controle do crescimento e

diferenciacéo celular normal e na proliferacéo celular em neoplasias (UAUY et al., 2000).

7

A denominacdo de PP ¢é atribuida a um grupo de moléculas como drogas
hipolipidémicas, pesticidas e outros compostos que geram um aumento no ndmero ou no
tamanho dos peroxissomos no figado. Associada a proliferagdo dos peroxissomos ocorrem
também hepatwlia, menor peso corporal e aumento da expressdo de genes relacionados a
oxidacao de lipideos (CHAO et al., 2005).

Devido a variedade de compostos formados durante o processo de fritura, torna-se
dificil atribuir esse efeito de ativacdo de PPARa especificamente a uma molécula. Entretanto,
MARTIN e colaboradores (2000) estudaram a capacidade dos mondémeros ciclicos de acidos
graxos formados durante o aquecimento do 6leo funcionarem como PP. Foi encontrado que
esses compostos sdo capazes de alterar o metabolismo lipidico e gerar uma resposta
fenotipica de proliferacdo de peroxissomos, sugerindo que mondmeros ciclicos de acidos
graxos podem ser responsaveis pela capacidade do oleo termicamente oxidado de ativar
PPARa.

Em humanos, os estudos sobre os efeitos do consumo de éleo degradado sdo menos
freqlientes. Alguns estudos epidemioldgicos foram realizados, buscando associacdes entre o
consumo de alimentos fritos com a obesidade. TAVERAS e colaboradores (2005) encontraram,
em seu estudo nos EUA, que, entre os individuos no final da adolescéncia, o aumento no
consumo fora de casa de alimentos fritos esta relacionado ao ganho de peso excessivo. Na
Espanha, GUALLAR-CASTILLON e colaboradores (2007) observaram que entre os individuos
que estdo no quintil mais alto do consumo de energia proveniente de alimentos fritos, a

ingestdo destes alimentos esta relacionada a presenca de obesidade central e abdominal.

Em um interessante estudo, SORIGUER e colaboradores (2003) investigaram a
relacdo entre a qualidade do 6leo para fritura doméstica com o risco de hipertensédo arterial. Os
resultados indicam que a hipertensao arterial esta relacionada com o consumo de 6leos com
altos teores de compostos polares. A correlacdo deste indice de qualidade do 6leo de fritura e
o desenvolvimento de uma enfermidade enfatiza ainda mais a importancia da avaliacdo da
gualidade do 6leo de fritura durante o processamento e do controle da utilizagdo deste meio de

cocgao.

Em estudos experimentais com humanos, nos quais os pacientes foram avaliados apds
a ingestdo de refeicBes preparadas com 6leos oxidados, ja foram encontrados resultados como
a reducado na dilatacdo arterial (WILLIANS et al., 1999), e o aumento da susceptibilidade de
lipoproteinas a oxidacdo (SUTHERLAND et al., 2002). Foi encontrado também que apds
refeicbes que continham Oleos termicamente tratados, pacientes diabéticos com controle
glicémico inadequado apresentaram niveis elevados de lipideos oxidados nos quilomicrons, o

que pode representar maior risco de doencas cardiovasculares (STAPRANS et al., 1996).
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A maior parte dos estudos em humanos relaciona o consumo de 6leo de fritura e
alimento fritos ao risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, porém, outros efeitos
podem também estar relacionados, como a carcinogénese, a teratogénese e a ocorréncia de
gastropatias (GROOTVELD et al., 2001). Outros estudos sdo necessarios para que os efeitos

do consumo destes alimentos sejam esclarecidos.

Além dos efeitos deletérios da ingestdo de moléculas toxicas presentes no 6leo de
fritura, o consumo deste tipo de 6leo nos alimentos fritos também traz consequéncias

nutricionais importantes para a ingestao de acidos graxos.

Como visto anteriormente, em decorréncia do processo de fritura ocorrem modificacdes
no perfil de acidos graxos dos 6leos, 0 que altera também o tipo de acido graxo presente no
alimento frito. Os diferentes tipos de acidos graxos consumidos na dieta tém reflexos diferentes

no metabolismo lipidico e no risco de doencas.

Portanto, os estudos encontrados na literatura indicam que assim como a quantidade, a
gualidade da gordura presente na alimentacao influencia os efeitos desta na salide, e com isso,
torna-se importante a avaliacdo da qualidade e dos efeitos decorrentes do consumo de

gorduras utilizadas em servicos de alimentacgéo.

15



Obijetivos

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o nivel de degradacao de 6leo de soja utilizado para fritura em uma Unidade de

Alimentacado e Nutrigdo e investigar os efeitos deletérios do consumo deste 6leo em animais.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

— Acompanhar o processo de fritura por imersdo em um estabelecimento
produtor de refeicdes.

- Analisar quimicamente o 6leo de fritura apés cada utilizacdo buscando

avaliar as alteracfes ocorridas e o grau de degradacéo.

— Analisar as alteracBes no perfil de acidos graxos do 6éleo apés cada

utilizacao.

- Analisar o teor de vitamina E no 6leo de fritura e caracterizar a degradacéo

da vitamina durante o processo.

- Investigar as alteragbes no perfil de acidos graxos do tecido hepéatico de

ratos alimentados com o6leo de fritura.

— Investigar as altera¢cdes histolégicas nos figados dos animais em decorréncia

do consumo de 6leo utilizado para fritura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO DE FRITURA E COLETA DE AMOSTRAS

O processo de fritura em uma Unidade de Alimentacdo e Nutricdo Institucional foi
acompanhado desde o carregamento da fritadeira até o descarte do éleo apds a utilizacdo. A
temperatura durante os processos de aquecimento e utilizacdo do 6leo foi registrada com o
auxilio de um termdmetro (Testo 735, TestoAG). Foram coletadas amostras de 6leo antes da
primeira fritura e apds cada utilizacdo, em quantidade suficiente, a fim de se proceder as
andlises. Além disto, a cada fritura foram coletadas amostras dos alimentos crus e fritos. O dleo
coletado foi armazenado sob refrigeracéo, em frascos ambar, sob atmosfera de nitrogénio até
as analises. Os alimentos crus e fritos coletados foram armazenados sob congelamento, em

temperatura de -20 C.

4.2 ANALISES DAS AMOSTRAS DE OLEO DE FRITURA
4.2.1. ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO OLEO DE FRITURA

Foram realizadas as seguintes determinag8es no 6leo coletado fresco e apds cada

fritura, a fim de caracterizar o seu estado de degradacéo:
+ Indice de acidez (Método Cd 3d-63 — AOCS, 1994).

« Indice de peréxido — Método Acido acético/Cloroférmio (AOCS Official Method Cd 8-
53 — AOCS, 1994).

« Indice de iodo — Método Ciclohexano/Acido acético (AOCS Official Method Cd 1d-92
— AOCS, 1994).

« Determinacéo do teor de dienos conjugados, por absortividade em 232 nm (Ti 1a-64
—AOCS, 1994)

« Determinacdo do teor de compostos polares (AOCS Official Method Cd 20-91 —
AOCS, 1994).

« Determinacdo do indice de estabilidade do dleo, através da utilizagcdo do aparelho
Rancimat (Brinkmann Instruments, USA) (AOCS Official Method Cd 12b-92 — AOCS,
1994).

4.2.2. ANALISE DO TEOR DE VITAMINA E DO OLEO DE FRITURA

Os teores dos isdmeros tocoferodis e tocotriendis da vitamina E foram investigados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se as seguintes condigbes
cromatograficas: sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japao),
equipado com bomba de alta pressédo, modelo LC10AD VP; injetor automatico SIL-10AF com

alca de amostragem de até 50 uL; coluna LiChrosorb 5 y Si60 Phenomenex, com 250 mm de
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comprimento e 4 mm de didmetro interno; detector de fluorescéncia modelo RF-10A-XL
programado para deteccdo em 290 nm de excitacdo e 330 nm de emissao; fase movel
composta de hexano: isopropanol (99,4:0,6), com pH 2,5 corrigido com &cido acético, em
vazao de 1mL/min (GUINAZI, 2004).

As amostras de oleo foram dissolvidas em hexano, na concentracdo de 0,01g/mL e
diretamente injetadas para a andlise (GUINAZI, 2004). Para a analise quantitativa foram
construidas curvas-padrdo utilizando-se padrdes dos isdbmeros da vitamina E (CALBIOCHEM®,
Alemanha). Solu¢cdes com concentracdes conhecidas e crescentes dos isémeros foram
analisadas de forma que se obtivessem, apds a andlise de regresséo linear, as curvas-padréo,

as equacdes de linearidade e o coeficiente de correlacéo de cada curva.

4.2.3. DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DAS AMOSTRAS DE OLEO

Para a determinacéo do perfil de acidos graxos, as amostras de 6leo coletadas foram
esterificadas para obtencdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos, utilizando o método
IUPAC Standard 2.301 (IUPAC, 1987). A identificac@o dos ésteres metilicos dos acidos graxos
foi realizada por cromatografia gasosa, comparando-se os tempos de retencao dos ésteres
presentes nas amostras com os dos ésteres de acidos graxos do padrdo FAME mix (SIGMA®,
EUA).

Utilizou-se um sistema para cromatografia de fase gasosa GC-17A Shimadzu/Class
GC, equipado com detector de ionizacdo de chamas e com coluna cromatografica de silica
fundida SP-2560 (Biscyanopropil polysiloxane) de 100 m de comprimento e 0,25 mm de
didmetro interno. As condi¢cbes de programacdo foram: temperatura do detector: 260 T;
temperatura do injetor: 250 C; temperatura da colu na: inicio em 140 C permanecendo nesta
temperatura por 5 minutos; aquecimento até 240 T, a uma taxa de 4 °C por minuto;

permanecendo nesta temperatura por 20 minutos.

O gas de arraste utilizado foi nitrogénio, com fluxo da coluna de 1,07 mL/minuto,
velocidade linear de 20,01 cm/segundo, split de 1:20, fluxo total de 26 mL/minuto e presséo da

coluna de 257 Kpa.

4.3. CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS
4.3.1. DETERMINACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DOS ALIMENTOS

A composicdo centesimal das amostras de alimentos crus e fritos foi determinada com
a utilizacdo das seguintes metodologias, descritas pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (IAL,
2005):

e Teor de umidade: secagem em estufa a 105 C até pe so constante.

e Teor de lipidios: extragdo por Soxhlet, utilizando-se éter etilico. A extragdo foi

precedida de hidrélise acida para alimentos protéicos.
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e Teor de proteinas: método de Kjeldahl.
e Teor de cinzas: incineragdo em mufla.

e Teor de carboidratos: obtido por diferenca entre a massa de amostra e a massa

somada dos demais componentes.

4.3.2. DETERMINAGAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DAS AMOSTRAS DE
ALIMENTOS

Os lipidios dos alimentos crus e cozidos foram extraidos pelo método de FOLCH et al.,
(1957). Para a obtencgdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos, os extratos lipidicos foram
esterificados segundo o método IUPAC Standard 2.301 (IUPAC, 1987). As condigGes
cromatograficas de andlise utilizadas foram as mesmas descritas para a andlise de acidos

graxos do 6leo de fritura.

4.4, ENSAIO BIOLOGICO
4.4.1. ANIMAIS E CONDIGCOES EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus, var. Albinus, Rodentia,
MAMMALIA) da linhagem “Wistar”, adultos jovens, com aproximadamente 250 g, procedentes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UFV e mantidos para
experimentacdo no Laboratorio de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e
Saude da UFV. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel, em

ambiente com temperatura controlada (21 + 1 C) e f otoperiodo de 12 horas.

Aos animais, foi oferecida a dieta AIN-93M (REEVES et al., 1993), em pellets, com 4%
de lipidios. Os animais receberam agua e dieta ad libitum, exceto nas 12 horas anteriores a

eutanasia, quando foram mantidos em jejum.

Foram formados 3 grupos experimentais, com 8 animais cada, que receberam
alimentacdo que diferia unicamente em relagcdo ao ndmero de horas de utilizacdo do 6leo

adicionado:

— Grupo Controle (Grupo CT): os animais foram alimentados com dieta

produzida com éleo de soja nao utilizado em fritura.

— Grupo Teste 1 (Grupo T13): os animais foram alimentados com dieta

produzida com 6leo de soja utilizado para fritura por 13h38 min.

— Grupo Teste 2 (Grupo T23): os animais foram alimentados com dieta

produzida com 6éleo de soja utilizado para fritura por 23h28min.

Durante todo o periodo experimental a dieta oferecida foi pesada, bem como o resto

deixado pelos animais. Semanalmente os animais e as fezes produzidas eram pesados.
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O tempo de estudo foi de nove semanas, dividido em uma semana de
adaptacao a dieta e oito semanas de experimento. Apds este periodo foi realizada a eutanasia
dos animais, por asfixia com dioxido de carbono. Os figados foram coletados, pesados e
divididos em duas partes. Uma das partes foi armazenada em -80 T para as analises de perfil
de acidos graxos, e a outra parte foi armazenada em solugao de formol tamponado (CARSON,

et al., 1973) para fixacdo e posterior analise histoldgica.

4.4.2. CALCULO DO COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTAR, ABSORCAO APARENTE DE
GORDURA E iNDICE HEPATOSOMATICO

O coeficiente de eficacia alimentar (CEA) foi calculado por semana; o indice de
absorcdo aparente de gordura (AAG) foi calculado para dois momentos do experimento, na
segunda e na dUltima semana. O indice hepatosomatico (IH) foi calculado ao final do
experimento. Os célculos de CEA, AAG e IH foram realizados a partir da aplicacdo das
seguintes férmulas:

CEA = _ganho de peso (q)
consumo de dieta (g)

AAG = peso de gordura nas fezes (q)
peso ingerido de gordura (g)

IH = _peso do figado (q)
peso do animal (g)

4.4.3. ANALISE HISTOQUIMICA E MORFOMETRICA DO TECIDO HEPATICO

De cada grupo experimental foram escolhidos, aleatoriamente, cinco animais cujos
figados foram processados e analisados histoquimicamente. Fragmentos de tecido hepatico
foram fixados em solucdo de formol tamponado (CARSON, 1973) por uma semana apés a
eutanasia. Ao final desse periodo os fragmentos foram armazenados em solucdo de alcool

etilico 70% em agua.

Os fragmentos hepaticos foram desidratados em série etanodlica crescente (70% -
absoluto) e incluidos em resina a base de hidroxietiimetacrilato (Historesin®, Leica). Seccdes
ndo consecutivas de 3 ym de espessura (distantes entre si em, pelo menos, 30 ym) foram

obtidas em micrétomo rotativo (RM2155, Leica) utilizando-se navalhas de vidro.

Os cortes obtidos foram corados com solucéo de azul de toluidina/borato de sédio 1%
(BANCROFT e STEVENS, 1996). As laminas foram imersas na solucdo corante por 30
segundos, lavadas em agua corrente, secas em placa aquecedora e montadas em resina

Entellan® (Merck, Alemanha).

Fragmentos de tecido hepéatico de dois animais aleatoriamente escolhidos nos grupos,

foram fixados também com tetréxido de 6smio (OsQ,), buscando a preservagédo dos lipidios
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para a comprovacdo da presenca destes nas vesiculas encontradas. Algumas séries
histolégicas foram coradas com solucao de Sulfato de Azul do Nilo adaptada de BANCROFT e
STEVENS (1996), para a coloracao diferenciada dos lipidios. A coloracdo com Sulfato de Azul

do Nilo foi realizada da seguinte forma:

» Coloracao dos cortes em lamina imersa em solucao de Sulfato de Azul do Nilo (recém

preparada) em estufa a 60 C por trés horas;
« Diferenciacdo em acido acético 1% por um minuto e meio, movimentando a lamina;
+ Lavagem em &gua corrente e morna por 2 a 4 horas;

* Secagem da lamina em placa aquecedora e montagem em resina Entellan® (Merck,

Alemanha).

As imagens das seccdes histoldgicas foram capturadas em microscépio de luz
Olympus BX60 através de uma camera de video Olympus Q color Il (Objetiva de 10x, projetiva

de 3,3x e imagens com resolucdo de 1024x768 pixels).

Para a quantificacdo dos glébulos de gordura foram analisados dezesseis cortes
histolégicos de cada animal, sendo que em cada corte foram realizadas dez fotografias em
areas distintas. Com o auxilio do software Image-Pro Plus, versao 4.5 (Media Cybernetics) foi
aplicada sobre cada fotografia uma mascara que continha 160 pontos localizados
aleatoriamente. A partir desta mascara foram contados quantos destes pontos se localizavam
sobre regides com presenca de glébulos de gordura. Os valores resultantes desta contagem

foram utilizados para a comparacao entre 0S grupos experimentais.

4.4.4. DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO TECIDO HEPATICO

Os lipidios do tecido hepatico dos animais foram extraidos pelo método de FOLCH et
al. (1957). Para a obtengédo dos ésteres metilicos dos acidos graxos, os extratos lipidicos foram
esterificados utilizando-se o método descrito por HARTMAN e LAGO (1973). As condigGes
cromatograficas de analise foram as mesmas utilizadas para a identificacdo dos acidos graxos

dos 6leos.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC). As
andlises estatisticas foram realizadas através do programa SigmaStat, versédo 2.0. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para avaliar a adequagéo dos dados a distribuicdo normal.
Para comparacao entre as amostras foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA), seguido do
teste de Tukey para a comparacao multipla das médias. Quando os dados ndo se adequaram a
distribuicdo normal foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido dos testes de Tukey ou
Dunn’s para comparacdo entre as médias. O nivel de significancia adotado foi p<0,05. Os

dados foram expressos em média + desvio padrdo ou em mediana.
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5. ARTIGO ORIGINAL I:

QUALIDADE DO OLEO E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DE ALIM ENTOS
SUBMETIDOS A FRITURA POR IMERSAO

5.1. RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracdes sofridas pelo 6leo de fritura utilizado
em uma Unidade de Alimentacdo e Nutricdo institucional e suas conseqiiéncias na qualidade e
no perfil de acidos graxos do 6leo e dos alimentos. A rotina de fritura do restaurante foi
acompanhada e amostras do 6leo e dos alimentos foram coletadas a cada fritura. Nas
amostras de 6leo foram realizadas as seguintes determinacfes: indice de acidez, indice de
iodo, indice de peréxidos, teor de dienos conjugados, teor de compostos polares, estabilidade
oxidativa-Rancimat, teor de vitamina E e perfil de acidos graxos. Nos alimentos foram
determinados a composicédo centesimal e o perfil de acidos graxos. Apds 23h28min de fritura,
observou-se que o 6leo utilizado ndo atingiu os limites de degradacdo recomendados
internacionalmente para descarte. Os teores dos isdbmeros tocoferéis apresentaram-se
reduzidos entre 20 e 49,9% apds a utilizacdo do 6leo. O perfil de acidos graxos dos 6leos foi
alterado apés as frituras, com aumento do teor de acidos graxos saturados, monoinsaturados e
trans e reducgédo do teor de acidos graxos poliinsaturados. Para os alimentos, apés o processo
de coccao, houve aumento do teor de lipideos nas amostras, exceto para o corte de frango,
cujo teor de lipideos reduziu apos a fritura. O perfil de acidos graxos dos alimentos também se
alterou apés a cocgdo, com aumento de acidos graxos poliinsaturados e trans. Os resultados
indicam que o processo de fritura estudado nédo foi suficiente para que o 6leo atingisse o limite
maximo de degradacdo e que as alteragbes nos alimentos se deram em decorréncia da

absorcao de lipideos do meio de fritura.

Palavras chave: oleo de fritura, degradagédo, perfil de acidos graxos, vitamina E, alimentos

fritos.
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5.2. INTRODUCAO

As alteracdes da sociedade moderna fazem com que muitas pessoas optem por
realizar suas refeic6es fora do lar, em unidades de alimentac&o e nutricdo (CARDOSO et al.,
2005). Segundo a Associacao Brasileira das Empresas de Refei¢cdes Coletivas, em 2007 foram
servidos em Unidades de Alimentacdo e Nutricdo no Brasil aproximadamente 12,4 milhdes de
refeicdes por dia, com estimativa de 13,7 milhdes para 2008 (ABERC, 2008). Pelo grande
namero de refeicdes produzidas e consumidas nesses estabelecimentos se torna necessario

avaliar as condicfes reais da matéria prima e da producédo de alimentos em restaurantes.

A fritura por imersdo € um método de coc¢do muito utilizado em todo o mundo. Suas
caracteristicas como o apelo comercial, a rapidez e variedade de produtos o tornam
economicamente interessante para as industrias e estabelecimentos produtores de alimentos.
Para os consumidores, as caracteristicas de odor, sabor, cor e textura fazem os alimentos fritos
atraentes para o consumo (SAGUY e DANA, 2003).

Durante o processo, o meio de fritura utilizado sofre alteragbes fisico-quimicas em
decorréncia da sua exposicdo ao calor, a umidade proveniente dos alimentos e ao oxigénio
presente no ar, além de outros fatores como a presenca de ions metalicos (BHATTACHARYA
et al., 2008). Essas alteraces resultam em produtos de degradacdo volateis e ndo-volateis,
que podem apresentar toxicidade, como os compostos carbonila, os polimeros de &acidos

graxos e acidos graxos ciclicos (CHOE e MIN, 2007).

A fritura por imersdo resulta em absorcdo do meio de fritura pelo alimento frito. Os
produtos de degradacéo ndo-volateis permanecem no 6leo de fritura e podem ser ingeridos em
conjunto com o alimento ou reagir com 0os componentes do mesmo, trazendo riscos a salde do
consumidor (SORIGUER et al., 2003).

As alteracdes no 6leo de fritura promovem também modificacdes no seu valor
nutricional. Alteracdes no perfil de acidos graxos do 6Oleo ocorrem durante a fritura, com
aumento de &cidos graxos saturados e trans e reducdo de acidos graxos poliinsaturados
(LOPES et al., 2004). Essas alteracfes variam de acordo com o grau de utilizacdo do éleo e

alteram também a composic¢ao de acidos graxos dos alimentos.

Sao encontrados na literatura varios estudos sobre a utilizacéo e degradagdo do dleo
de fritura. Porém, frequentemente, sdo simulagdes laboratoriais do processo de fritura,
somente com aquecimento do 6leo, com frituras de pequenas quantidades de alimentos e em
condicdes controladas de utilizacdo, como nos estudos de LIU e HUANG (1995), de OWU e
colaboradores (1998) e de DEL RE e JORGE (2006). Poucos estudos avaliam a utilizacio de
Oleo de fritura in loco, e os estudos em servigcos de alimentagcdo sdo ainda mais escassos.
Devido as grandes diferencas no processo, os resultados laboratoriais sdo de dificil

extrapolacéo.
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A avaliacdo da qualidade do éleo de fritura e das alteracdes nutricionais ocorridas no
Oleo e no alimento é importante, pois indica o limite de utilizacdo para o 6leo e os possiveis

comprometimentos na qualidade do alimento e na saldde do consumidor.

O objetivo deste trabalho foi acompanhar a rotina de fritura por imersdao em uma
Unidade de Alimentagéo e Nutricdo institucional e avaliar os efeitos deste método de cocgéo no

6leo utilizado e no alimento frito.

5.3. MATERIAIS E METODOS

ACOMPANHAMENTO DO PROCESSO DE FRITURA E COLETA DE AMOSTRAS

O processo de fritura em uma Unidade de Alimentacdo e Nutricdo institucional foi
acompanhado desde o carregamento da fritadeira até o descarte do Oleo apés as dez
utilizagbes. A temperatura durante os processos de aquecimento e utilizacdo do Oleo foi
registrada com o auxilio de um termdémetro (Testo 735, TestoAG). Antes das utilizacdes, foi
coletada uma amostra de 6leo fresco. Além disto, ap6s cada utilizagao para fritura foi coletada
também uma amostra. Para cada fritura foram coletadas amostras dos alimentos crus e fritos

preparados.

O dleo coletado foi armazenado sob refrigeracdo, em frascos ambar, sob atmosfera de
nitrogénio até as analises. Os alimentos crus e fritos coletados foram armazenados sob

congelamento, em temperatura de -20 C.

ANALISES DAS AMOSTRAS DE OLEO DE FRITURA
ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO OLEO DE FRITURA

Nas amostras de 6leo coletadas durante o processo de fritura foram realizadas as
seguintes determinagoes: indice de acidez (Cd 3d-63 — AOCS, 1994); indice de perdxido —
Método é&cido acético/cloroférmio (Cd 8-53 — AOCS, 1994); indice de iodo — Método
ciclohexano/acido acético (Cd 1d-92 — AOCS, 1994); Determinacdo do teor de dienos
conjugados, por absortividade em 232 nm (Ti 1a-64 — AOCS, 1994); Determinac&o do teor de
compostos polares (Cd 20-91 — AOCS, 1994); Determinacgéo do indice de estabilidade do 6leo -
Rancimat (Brinkmann Instruments, USA) (Cd 12b-92 — AOCS, 1994).

ANALISE DO TEOR DE VITAMINA E DO OLEO DE FRITURA

Os teores dos isémeros tocoferdis e tocotriendis da vitamina E foram investigados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utlizando-se as seguintes condicbes
cromatograficas: sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Kyoto, Japao),
equipado com bomba de alta pressao, modelo LC10AD VP; injetor automatico SIL-10AF com

alca de amostragem de até 50 yL; coluna LiChrosorb 5 p Si60 Phenomenex, com 250 mm de
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comprimento e 4 mm de didmetro interno; detector de fluorescéncia modelo RF-10A-XL
programado para deteccdo em 290 nm de excitacdo e 330 nm de emissao; fase movel
composta de hexano: isopropanol (99,4:0,6), com pH 2,5 corrigido com &cido acético, em
vazao de 1mL/min (GUINAZI, 2004).

As amostras de o6leo foram dissolvidas em hexano, na concentragdo de 10 g/L e
diretamente injetadas para a andlise (GUINAZI, 2004). Para a analise quantitativa foram
construidas curvas-padrdo utilizando-se padrdes dos isdbmeros da vitamina E (CALBIOCHEM®,

Alemanha).
DETERMINACAO DO PERFIL LIPIDICO DAS AMOSTRAS DE OLEO

Para a determinacéo do perfil lipidico, as amostras de 6leo coletadas foram esterificadas
para obtencdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos, utilizando o método IUPAC Standard
2.301 (IUPAC, 1987). A identificacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa, comparando-se os tempos de retencao dos ésteres presentes nas

amostras com os dos ésteres de acidos graxos do padrao FAME mix (SIGMA®, EUA).

Utilizou-se sistema de cromatografia gasosa GC-17A Shimadzu/Class GC, equipado
com detector de ionizagdo de chamas e com coluna cromatografica de silica fundida SP-2560
(Biscyanopropil polysiloxane) de 100 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. As
condicdes de programacao foram: temperatura do detector: 260 C; temperatura do injetor: 250
C; temperatura da coluna: inicio em 140 € permane cendo nesta temperatura por 5 minutos;
aquecimento até 240 C, a uma taxa de 4 °C por minu to; permanecendo nesta temperatura por

20 minutos.

CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS
DETERMINAGAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL DOS ALIMENTOS

A composicdo centesimal das amostras de alimentos crus e fritos foi determinada com
a utilizacdo dos seguintes metodologias, descritas pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (IAL, 2005)
para umidade, proteinas, cinzas e lipideos. O teor de carboidratos foi obtido por diferenca entre

a massa de amostra e a soma da massa dos demais componentes.
DETERMINACAO DO PERFIL LIPIDICO DAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS

Os lipidios dos alimentos crus e fritos foram extraidos pelo método de FOLCH et al. .
(1957). Para a obtencgdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos, os extratos lipidicos foram
esterificados segundo o método IUPAC Standard 2.301 (IUPAC, 1987). As condicfes

cromatograficas de andlise utilizadas foram as mesmas descritas anteriormente.

ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas através do programa SigmaStat, versédo 2.0.
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para avaliar a adequacao dos dados a distribuigédo

normal. Para comparagdo entre as amostras foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA),
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seguido do teste de Tukey para a comparacao multipla das médias. Quando os dados néo se
adequaram a distribuicdo normal foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido dos testes de
Tukey ou Dunn’s para comparacdo entre as médias. O nivel de significancia adotado foi

p<0,05. Os dados foram expressos em média + desvio padrao ou em mediana.

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZACAO DO PROCESSO DE FRITURA:

O processo de fritura acompanhado ocorreu em um Restaurante Universitario, que
funciona diariamente em periodo letivo e servia até cinco mil refeicdes por dia na época da
coleta. O cardapio do restaurante fornece alimentos fritos, geralmente produtos carneos e
batata.

Desde a carga da fritadeira até o descarte final, a utilizagdo do 6leo durou doze dias,
sendo realizadas dez frituras conforme o cardapio do restaurante, preparando-se alimentos
variados (Tabela 5.1). Nao foram feitas interferéncias durante o processo, de modo que os
dados coletados refletissem a realidade da producdo dos alimentos. O equipamento de fritura
utilizado foi uma fritadeira de zona fria, em aco inox, com aquecimento elétrico, compartimento

para salmoura e capacidade para 180 L de 6leo.

Quando necessario, para que o nivel adequado de 6leo fosse mantido, foram feitas
reposicdes com 6leo novo. Apés 13h23min de utilizacao da fritadeira foi realizada uma limpeza,
com troca da salmoura, retirada do 6leo que continha residuos, na parte inferior da fritadeira, e
reposi¢cdo de parte do 6leo. O restaurante ndo tem como rotina a filtragem do 6leo apds as
utilizagdes. Apds cada fritura, o 6leo esfriava em temperatura ambiente, e se ndo ocorresse

nova utilizacdo, era tampado.

AVALIACOES FiSICO-QUIMICAS DA QUALIDADE DO OLEO

Para avaliar as alteracbes quimicas decorrentes do processo de fritura, as amostras
foram submetidas a analises que indicam o grau de degradacdo do Oleo e fornecem

par&metros para sua utilizacdo ou descarte.

indice de Acidez: Nas amostras analisadas houve um aumento significativo (p<0,001)
do teor de acidos graxos livres, sendo que a hidrélise se acentuou a partir da segunda fritura,
com aproximadamente oito horas de utilizacdo do Oleo (Tabela 5.2). O vapor de agua
produzido pelo alimento durante o processo de fritura ataca a ligacdo éster entre o glicerol e o
acido graxo, rompendo-a e formando diacilglicerdis e monoacilgliceréis, glicerol e acidos graxos
livres (CHOE e MIN, 2007). Varios estudos confirmam o aumento do teor de acidos graxos
livres durante a utilizacdo em frituras (JASWIR, et al., 2005; CELLA et al., 2002; NAZ et al.,
2005; YOON e CHOE, 2007). Porém, a formacédo de acidos graxos livres varia em funcéo de

alguns fatores tais como a temperatura de fritura, 0 nUmero vezes em que o 6leo é reaquecido,
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a quantidade de agua no alimento a ser frito, entre outros. Desta forma, a comparacdo dos
teores e a velocidade de formacdo dessas moléculas, entre estudos, é dificultada (JORGE et
al., 2005).

indice de peréxidos: O indice de peréxidos é uma medida utilizada para avaliar a
formagdo dos compostos primarios da oxidagdo. Os hidroperéxidos sdo formados durante o
aquecimento, porém, devido a sua instabilidade, rapidamente se decompdem em outros
compostos, com baixo peso molecular. Devido a esta instabilidade, o indice de perodxidos é

uma medida limitada para a avaliagdo da degradac&o de gorduras (ARAUJO, 2004).

Os valores obtidos neste estudo, para o indice de peroxidos, seguem exatamente o
comportamento esperado, com drastico aumento inicial do teor de hidroperdxidos, seguido de
reducdo no teor encontrado. ApoOs a reducéo, a partir de 11h36min de fritura foi observado que
o indice de perdxidos apresenta aumentos e reducdes sucessivas (Tabela 5.2). A rotina de
frituras descontinuas seguidas de um periodo de resfriamento do 6leo, com exposicao ao
oxigénio e temperatura ainda elevada, permite novamente a formacao de peréxidos. Com o
reaquecimento do 6leo esses peroxidos sdo decompostos, gerando o comportamento de
aumento e diminuicdo do indice de peroxidos ao longo do periodo de fritura (CHATZILAZAROU
et al., 2005). Esse comportamento foi observado neste estudo (Figura 5.1) e esta de acordo
com os resultados encontrados por outros autores (CHE MAN e WAN HUSSIN, 1998; TYNEK
et al., 2001).

Figura 5.1: Curva do indice de peréxidos em 6leo de soja utilizado para fritura em uma

Unidade de Alimentacéo e Nutricdo institucional em Vigcosa-MG.
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Tabela 5.1: Caracterizacdo do processo de fritura acompanhado em uma Unidade de Alimentacao e Nutricdo institucional em Vicosa-MG.

Alimento frito Quant. Descricio do alimento Tempo de  Tempo de fritura Temp. do dleo Intervalo entre Temp. durante o Observacio
(Kg) ¢ fritura (h) acumulado (h) de fritura (C)* frituras (h) intervalo (T)* &
- Oleo n&o utilizado 00:00 00:00 -—- - -
Batata palha 300 Batata Inglesa crua ralada 03:52 03:52 142,53 +11,11 19:48 64,67 £ 27,61
Batata palha 300 Batata Inglesa crua ralada 04:14 08:06 140,24 + 10,49 11:00 75,28 + 26,05 Reposigao ‘(’if’);z')t“ra 18litros
A Almdndega de carne bovina . . . Reposigao pré-fritura 27 litros
Almondega 372 industrializada. 02:44 10:50 125,45 +5,76 03:54 117,89 +12,6 (15%)
Steak 96 Empanado de frango pre-cozido 00:46 11:36 155,57 + 8,13 17:06 89,8 + 33,27
industrializado

Espetinho de frango 204 Carne de peito de frango congelada. 01:48 13:24 135,03 5,44 04:44 43,97 £24,81

Bifes de cha de dentro, empanados Limpeza da fritadeira, descarte
Bife a milanesa 338 com ovo e farinha de trigo e 00:52 14:16 143,64 + 14,59 14:24 64,62 + 25,28 parcial do 6leo e reposicéo de

cobertos com farinha de rosca. 57 litros pré-fritura (31,7%)
Frango 513 Cortes de coxa e sobre-coxa de 04:54 19:10 128,99 + 13,4 03:45 63,77 26,76
frango com pele e com osso.
Steak 129 Empanado de frango pré-cozido 01:12 20:22 140,96 + 7,4 16:26 55,01 + 34,38
industrializado

Bifes de ché de dentro, empanados

Bife a milanesa 435 com ovo e farinha de trigo e 01:16 21:38 127,15+ 6,24 23:16 61,43 + 27,42
cobertos com farinha de rosca.

Frango 200 Cortes de coxa e sobre-coxa de 01:50 23:28 131,03+ 13,35

frango com pele e com 0sso.

*Dados apresentados em média + desvio padrao.
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Tabela 5.2: Resultados das analises fisico-quimicas para caracterizacdo e degradacao de 6leo de soja utilizado para fritura em uma Unidade de Alimentacéo e

Nutricdo institucional em Vigosa-MG

Tempo de fritura

Alimento frito

Tempo de fritura

indice de

indice de Peréxidos

indice de lodo

Dienos

Rancimat (h)*

Compostos

acumulado por alimento Acidez (%)* (mEag/Kg)* (% de iodo absorvido)* conjugados(%)* polares (%)*
00h0Omin 00h0Omin 0,15 +0,012 3,51+0,37® 112,14 +17,84% 0,4+0,01° 11,06 +0,54* 7,38 +0,722
03h52min Batata palha 03h52min 0,15 +0,012 15,03 +0,03° 103,39 + 0,442 0,63+0,02' 8,59+0,29%
08h06min Batata palha 04h14min 0,17 0,012 14,47 +0,21% 116,22 +5,61 % 0,67 +0,01° 7,4+1,89°
10h50min Alméndega 02h44min 0,28+0,02° 11,8 £0,79° 128,87 + 12,06 ® 0,59 +0,01°* 9,05+0,18"
11h36min Steak 00h46min 0,29 +0,01° 5,45 +0,5° 117,41 +7,82% 0,6 +0,01 % 9,44 +0,25"
13h24min Espetinho de frango ~ 01h48min 0,36+0,02™  529+0,36° 132,64 +10,3" 0,62 +0,00% 12,19+0,49° 9,91 +0,972
14h16min Bife a milanesa 00h52min 0,32+0,02° 3,05+0,04° 137,33+ 6,66 " 0,57 +0,01% 12,69 +0,15°
19h10min Frango 04h54min 0,47 +0,02° 3,48+0,19% 128,9 +6,43% 0,53+0,02°" 18,21+0,5'
20h22min Steak 01h12min 0,47 +0,05° 4,44+0,13° 124,97 +13,81%° 0,55+0,01"™ 17,03 +0,26
21h38min Bife a milanesa 01h16min 0,49+0,02° 3,88+0,42% 122,45 +8,89 % 0,55 +0,02" 15,14 +0,79°
23h28min Frango 01h50min 0,57 +0,00° 3,53+0,36 ™ 122,38 42,94 0,52 +0,01°" 17,75+0,75 6,06 + 2,642

*Dados apresentados em média + desvio padrdo. * >~ % %

médias seguidas de pelo menos uma letra igual nas colunas nédo diferem entre si
comparag8es mdltiplas de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

. Andlise de Variancia complementada pelo teste de
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Alguns estudos encontrados na literatura estudam a oxidacdo do 6leo pelo seu
aguecimento extremo sem a presenca de alimento. Quando a fritura é realizada, sao utilizadas
pequenas quantidades de 6leo, e um Unico tipo de alimento é frito em pequenas por¢des, com
tempos relativamente curtos de utilizacdo do 6leo e simulacfes de frituras descontinuas sem
tempo suficiente para resfriamento do 6leo entre as frituras. Essas rotinas geram resultados
que nem sempre refletem a realidade do processo de fritura em Unidades de Alimentagéo e
Nutricdo. Por isso, boa parte dos estudos ndo apresenta os resultados de decréscimo do teor
de peroxidos. Varios estudos observaram somente o aumento inicial do valor de peroxidos em
amostras de 6leo utilizadas para fritura (CHATZILAZAROU et al., 2005; SMITH et al., 2006,
DEL RE e JORGE, 2006).

indice de iodo: O indice de iodo é uma medida para avaliacdo do grau de insaturac&o
de um determinado 6leo pela titulacdo de iodo ativo (ORTHOEFER e LIST, 2007c).
Geralmente, a conseqiiéncia da utilizacdo de Oleos com altos teores de &cidos graxos
poliinsaturados para fritura é a reducao do valor do indice de iodo, em decorréncia das reacdes
de oxidacao, hidrélise e polimerizacdo (TAKEOKA et al., 1997). Alguns estudos confirmam este
resultado, apresentando decréscimos significantes no indice de iodo apés a utilizacdo do 6leo
(TYNEK et al., 2001, NAZ et al., 2005).

Entretanto, um estudo realizado por CHATZILAZAROU e colaboradores (2005)
demonstrou ndo haver reducéo significativa do indice de iodo apés a utilizacdo de éleo de oliva
e mistura de 6leo de milho e éleo de oliva para fritura descontinua. Da mesma forma, o éleo
por nds avaliado apresentou aumentos significativos do indice de iodo no momento da
reposigdo com o6leo novo, porém ndo apresentou diminuicdo significativa no indice de iodo
apos as 23h28min de utilizacdo (Tabela 5.2). Este resultado contradiz a avaliacao de perfil de
acidos graxos realizada, que indica reducdo significativa do teor de &cidos graxos
poliinsaturados e aumento do teor de acidos graxos saturados apés o final das frituras (Tabela
5.3). Com este resultado, sugere-se que o indice de iodo ndo foi um bom método para avaliar o

grau de perda das duplas ligagdes no nosso estudo.

Dienos conjugados: As modificacbes oxidativas ocorridas em &cidos graxos
poliinsaturados levam a formacgéo de radicais mais estaveis, como dienos conjugados. Essas
moléculas apresentam valores maximos de absortividade na faixa entre 220 e 234 nm e a
medicdo da absorbancia de amostras de 6leo de fritura nestes comprimentos de onda pode
oferecer indicacao das alteragdes no 6leo em decorréncia do processo oxidativo (CELLA et al.,
2002; SMITH et al., 2006). Houve um aumento significativo (p<0,001) na concentracdo destes

compostos, ap6s o processo de fritura, nas amostras analisadas (Tabela 5.2).

O valor de 0,52% de dienos conjugados encontrado ao final da fritura foi semelhante ao
encontrado por YOON e CHOE (2007) no mesmo tempo de utlizagdo do Oleo. O
comportamento do teor dos dienos conjugados no 6leo por nos analisados esta em
consonancia com o descrito por DEL RE e JORGE (2006), que indica que alimentos de origem
vegetal promovem um aumento mais rapido no teor de dienos conjugados que os alimentos de

origem animal. Nas amostras analisadas houve, inicialmente, um rapido aumento na
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concentracdo de dienos, durante a fritura de batatas. Com a reposicédo de 15% de 6leo, houve
um decréscimo no teor de dienos, que se manteve praticamente constante até o descarte do
Oleo. As pequenas variacGes podem ser atribuidas as trocas de lipideos entre 0 meio e o

alimento frito.

indice de Estabilidade de Oleos — Rancimat: Devido a sua facilidade de uso,
reprodutibilidade e baixo custo operacional, 0 método Rancimat tem boa aceitacdo para a
medida de estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras (FARHOOSH e MOOSAVI, 2007). O
método baseia-se no estimulo da oxidacdo de uma amostra de 6leo por um fluxo de ar e a
quantificacao é feita com base na condutividade elétrica dos produtos volateis de degradacéo.
Pode-se definir a estabilidade de um 6leo como o tempo necessario para se atingir um nivel
detectavel de rancidez ou uma drastica mudanca na taxa de oxidacdo (tempo de inducéo).
(DEL RE e JORGE, 2006).

A estabilidade oxidativa esta diretamente relacionada ao grau de insaturagdo dos
acidos graxos presentes no 6leo, sendo que os 6leos com maiores teores de gordura saturada
apresentam maiores tempos de indugcdo e maior resisténcia oxidativa. Portanto, de maneira
geral, ocorre uma reducao da estabilidade oxidativa de 6leos durante o processo de fritura,

com reducdo do tempo necessario para a detec¢éo da rancidez.

Um estudo realizado com cocc¢do de batata em diferentes 6leos comerciais para fritura
encontrou reducdes no tempo de inducdo de 70 a 90% apds 48h de fritura (FARHOOSH e
MOOSAVI, 2007).

Em avaliacéo realizada por CORSINI e JORGE (2006), o tempo de inducéo para o 6leo
de palma fresco apresentou-se elevado, atingindo o tempo de inducdo aproximadamente
guatorze vezes maior que para o0 6leo de girassol e cinco vezes maior que para o Oleo de
algodao. Apés o processo de fritura de mandioca congelada, houve reducdo dos tempos de
inducdo para todos os 6leos, porém com aumento da diferenca entre os tempos de inducéo, o

que indica a maior estabilidade dos 6leos com maior teor de acidos graxos saturados.

Os resultados obtidos apresentam-se de forma contraria a estes, com aumento no
tempo de inducdo apos a fritura (Tabela 5.2). Avaliando o perfil lipidico dos 6leos, pode-se
observar o aumento no teor de acidos graxos saturados (Tabela 5.3) durante o processo de
fritura, fato que pode acarretar o aumento da estabilidade oxidativa do Oleo. Esses acidos
graxos saturados, além de serem formados durante o processo, podem ser provenientes dos
alimentos fritos. Além disso, os alimentos podem também ser fornecedores de acidos graxos
insaturados nao oxidados para o meio de fritura, visto que, por serem de origem animal, alguns

alimentos possuiam contetdo consideravel de gordura.

Essa hipotese é reforcada pela variacdo do tempo de inducdo ao longo do processo de
fritura. Apds as duas primeiras frituras (batata-palha) houve uma reducgédo no tempo de inducgéo,
no entanto, apés o inicio das frituras de alimentos de origem animal, ocorreu um aumento
significativo do periodo de indugéo (p<0,05). Resultados semelhantes foram encontrados por
DEL RE e JORGE (2006), com aumento do periodo de indugéo para 6leos de soja, girassol e

milho ap6s a fritura de produtos carneos pré-fritos congelados.
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Compostos polares: a medicdo de compostos polares é considerada um bom indice
para a avaliacdo da degradacdo, pois € uma medida representativa da alteracéo total do dleo.
Em oOleos de fritura, os compostos polares séo resultantes das reacdes de degradacéo sofridas
pelas moléculas lipidicas (QUILES et al., 2002) e sua concentracdo apos a utilizagédo do 6leo é
diretamente proporcional a quantidade de insaturacéo inicial do 6leo (TAKEOKA et al., 1997). A
concentracdo de compostos polares também se correlaciona fortemente com o teor de
monomeros de acidos graxos ciclicos, moléculas derivadas da degradacédo de lipideos, e que

possuem grande potencial téxico (ROMERO et al., 2006).

A determinacdo de compostos polares é aceita como um dos métodos mais confiaveis
para determinacédo da degradacdo de 6leos e gorduras e pode ser considerada como medida
de referéncia para avaliacdo de outros métodos (FARHOOSH e MOOSAVI, 2007). Tal medida
€ tao difundida e aceita que a maioria dos paises que possuem legislacdo de controle de

utilizacé@o do 6leo baseia seus limites de utilizagdo no teor de compostos polares.

Varios estudos tém confirmado que, em geral, os teores de compostos polares
aumentam ao longo do processo de fritura (LAKE e SCHOLES, 1997; TYNEK et al., 2001;
HOUHOULA et al., 2002; JORGE et al., 2005). Na avaliacdo realizada, ndo houve diferenca
significativa no teor de compostos polares nas amostras com 0Oh, 13h24min e 23h38min de uso
(Tabela 5.2). Com esse resultado, acredita-se que o tempo de fritura ao qual o 6leo foi
submetido nédo foi suficiente para a geracéo consideravel de compostos polares. Um outro fator
que pode ter contribuido para os resultados baixos de teores destes compostos seria o tipo de
fritadeira utilizado. A salmoura situada ao fundo da fritadeira proporciona um ambiente
altamente polar, que atrai os compostos polares, diminuindo sua concentragcdo no meio de
fritura. Além disso, a reposi¢édo durante o processo com 6leo novo ndo também € uma hipotese

para justificar este resultado.

No Brasil, apesar da orientacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
para utilizacdo do 6leo de fritura de acordo com as Boas Préaticas de Fabricacdo, ainda néo
existe uma recomendacdo de limites de utilizacdo ou degradacdo para 6leos de fritura
(ANVISA, 2004).

Alguns paises, como Bélgica, Italia, Austria e outros, tém recomendagdes de qualidade
para 6leos utilizados para fritura. Para uma maior vida Util do éleo de fritura sdo recomendados
gue o Oleo ndo apresente mais de 2% de acido linolénico na sua composicdo e que a
temperatura do éleo deve manter-se abaixo de 180 T. Para a presenca de compostos de
degradacdo os limites recomendados sédo, em geral, teores maximos de compostos polares
entre 25% e 27% e indice de acidez abaixo de 2,5% (FIRESTONE, 2007).

Durante o acompanhamento do processo de fritura a média de temperatura do Gleo
utilizado nas frituras foi 135,5 C, com desvio pad rdo de 12,9C. Com isso, era esperado que o
Oleo ndo apresentasse processo avancado de degradagdo. Confirmou-se, com as andlises
guimicas, que os 0Oleos analisados apresentaram valores abaixo dos limites sugeridos, por isso,
€ possivel que o processo de fritura avaliado ndo tenha alterado o 6leo ao ponto de ser

considerado inadequado para consumo.
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EFEITOS DO PROCESSO DE FRITURA NO TEOR DE VITAMINA E DOS OLEOS

Oleos e gorduras sdo as principais fontes de vitamina E na dieta ocidental,
contribuindo, nos Estados Unidos, com 20% da ingestéo de equivalentes de a-tocoferol e 41%
na Finlandia (SCHWARTZ, 2008). N&o ha registro conhecido do papel dos 6leos vegetais no

consumo desta vitamina no Brasil.

Durante o processo de fritura as reacfes de oxidacdo contribuem para a degradagéo
do dleo utilizado. Cada 6leo tem um grau de estabilidade a oxidagao, que varia em fungéo da
sua composicdo de &cidos graxos e da presenca de componentes com capacidade
antioxidante. Para a estabilidade dos 6leos durante o processo de fritura contribuem como
antioxidantes os tocoferois (em especial o y-tocoferol), fosfolipideos, carotendides, esqualeno e
alguns esterdis. A acao antioxidante de tocoferdis e tocotriendis na presenca de lipideos resulta
da sua oxidacdo a quinonas e dimeros, anterior a acdo dos radicais sobre os lipideos. (ROSSI
et al., 2007). Segundo BARRERA-ARELLANO e colaboradores (1999) a presenca de tocoferois
em Oleos vegetais tem agdo protetora contra a oxidagao, tanto em temperaturas altas como
abaixo de 100C.

Os teores dos isémeros tocoferdis encontrados no éleo estdo apresentados na Tabela
5.3. Além da presenca dos tocoferois, foi investigada também a presenca dos isémeros
tocotriendis nos 6leo, porém, esses ndo foram encontrados. Segundo EINTENMILLER (1997),
0s tocotriendis ndo sao compostos de ocorréncia comum em 6leo de soja, podendo inclusive

ser utilizados como parametro de adulteracao neste tipo de 6leo.

Tabela 5.3: Teores de tocoferéis em 6leo de soja utilizado em fritura por imersdo em uma

Unidade de Alimentacéo e Nutricdo institucional em Vigcosa-MG.

Tempo de fritura a-tocoferol B-tocoferol y-tocoferol &-tocoferol
acumulado (mg/100g) (mg/100g) (mg/1009) (mg/100g)
00h0Omin 18,33+0,74° 2,76° 74,82° 24,58 +1,43%
03h52min 16,56 + 0,51 2,43° 63,28" 23,16 +1,21%°
08h06min 18,27 +0,49% 2,76% 65,87° 25,11 + 0,642
10h50min 15,77 £0,09% 2,77° 56,2° 22,63 +0,11%
11h36min 17,64 +0,66° 2,7% 53,46" 21,36 +0,31%
13h24min 11,99 +0,06° 2,24% 48,97° 20,00 +0,27%
14h16min 17,05 +0,53*° 2,08 50,61° 18,96 +0,31°
19h10min 14,75 £ 0,92 6,49 35,16° 15,54 +0,85'
20h22min 15,80 £ 0,16 3,06 39,23° 14,68 + 0,40'
21h38min 15,79 +0,23% 2,37° 41,53° 15,34 + 0,40'
23h28min 14,66 +0,12° 1,7° 37,48° 13,91 +0,22'

Redugéo apoés

0, 0, 0, 0,
23h28min de fritura 20,0% 38,4% 49,9% 43.4%

abcd- valores seguidos por pelo menos uma letra igual, em cada coluna, néo diferem entre si. Valores

expressos em média + desvio padrdo, exceto para valores de [-tocoferol e y-tocoferol, que nédo
apresentaram distribuicdo normal, expressos em mediana. Analise de Varidncia ou Teste de Kruskal-
Wallis, complementado pelo teste de comparacdes mdltiplas de Tukey, com nivel de significAncia de
5%.

33



Artigo |

O isbmero y-tocoferol é amplamente consumido por estar presente em altas
concentracdes nos 6leos de soja e de milho. Apesar do a-tocoferol ser o0 isbmero da vitamina E
mais estudado, ser encontrado em maiores quantidades nos fluidos corporais (IOM, 2000;
JIANG, et al., 2001), o isbmero y-tocoferol desempenha alguns papéis exclusivos na salde: o
combate as espécies reativas de nitrogénio, e acao anti-inflamatoéria, inibindo a producéo de
prostaglandina E2 (FRANKE et al.,, 2007). Além disso, suas concentracdes plasmaticas em
animais e humanos sao inversamente relacionadas a incidéncia de doencgas cardiovasculares e
cancer de préstata (JIANG et al., 2001).

Dentre os isbmeros encontrados, o y-tocoferol foi 0o que apresentou maiores
concentracées no Oleo. Além disso, foi também o isdbmero que sofreu maior degradacdo
durante o processo, 0 que confirma sua importante atividade de protecdo contra a oxidacao.
Essa acao do isbmero y-tocoferol é também confirmada em outros estudos. WARNER et al.
(2003) indicaram que este isbmero tem acdo importante na protecdo do Oleo contra a
deterioragdo durante o processo de fritura, aumentando sua vida Util, além de inibir a formacéo
de aldeidos volateis em alimentos fritos. A perda diferenciada dos teores dos isémeros
tocoferdis decorrente do processo de fritura ja foi identificada por NORMAND e colaboradores
(2001), que também observaram perdas maiores de y-tocoferol em relacdo aos outros

isbmeros ao utilizar varios tipos de 6leo de canola para fritura.

Verificou-se que o processo de fritura estudado foi responsavel pela reducao de 20%
no contetdo de a-tocoferol no 6leo de fritura. A reducdo nos teores dos demais isdmeros
tocoferdis nos Oleos de fritura variou entre 38,4% e 49,9%. Apesar da perda no teor dos
isbmeros tocoferdis no 6leo, o processo de fritura ndo acarretou o desgaste total destas
moléculas. Supde-se que a presenca destes isbmeros no 6leo durante todo o processo de
fritura possa ter agido como fator protetor importante, impedindo que o dleo atingisse grau

elevado de degradacéo.

QUILES e colaboradores (2002) também observaram perdas significantes de vitamina
E em 6leo de girassol, 6leo de oliva e éleo de oliva virgem utilizados para fritura. A diminuicéo
do teor de vitamina E foi diferenciada entre os tipos de 6leo, sendo que o 6leo de girassol
apresentou perdas mais rapidas e maiores, indicando a sua menor resisténcia a fritura e que a

vitamina E possa ter sido utilizada na protegdo contra a oxidagéo do 6leo.

COMPOSICAO E ALTERACOES NO PERFIL LIPIDICO DOS OLEOS PELO PROCESSO DE
FRITURA

As caracteristicas do processo de fritura como o aquecimento do 6leo em altas
temperaturas, a presenca de agua proveniente do alimento e a presenca de oxigénio produzem
alterag6es na composicao quimica dos 0Oleos, decorrentes das reagdes de hidrolise, oxidagéo e
polimerizacéo ocorridas nas moléculas. Essas alteracdes resultam em modificacdes no perfil de
acidos graxos, alterando a composicdo dos Oleos (SAGUY e DANA, 2003).
Consequentemente, com a absor¢éo de 6leo do meio de fritura pelo alimento, essas alteragdes

refletem-se também na composicéo de acidos graxos destes.

34



Artigo |

Os tipos de acidos graxos consumidos na dieta tém reflexos diferenciados no
organismo. O consumo de acidos graxos saturados e trans, de forma geral, promovem
alteracdes no perfil de lipoproteinas plasmaticas e aumentam o risco de doencas
cardiovasculares, por essa razao, seu consumo em quantidades excessivas deve ser evitado.
Ja o consumo de &cidos graxos monoinsaturados, em especial o &cido oléico (C18:1 w9),
associado a uma baixa ingestdo de acidos graxos saturados esta associado a uma menor

chance de desenvolvimento de doenca cardiovascular (WAHRBURG, 2004).

Em funcéo de seus papéis na salde e das conseqiiéncias do consumo dos diferentes
tipos de acidos graxos encontrados nos alimentos, as alteracfes na composicao dos lipidios
presentes na dieta tem impacto na saude do consumidor. Com isso, as altera¢cdes no perfil
lipidico dos Oleos e de alimentos fritos causam modificagcdes no valor nutricional destes

alimentos.

Analises de Oleo de fritura realizadas por HOUHOULA e colaboradores (2002)
apresentaram aumento significativo no conteddo de acido palmitico (C16:0) e redugéo no teor
de &cido linoléico (C18:2 w6) em 6leo de algodao, apds 12 horas de fritura. Em um estudo com
Oleo de soja e de 6leo de soja hidrogenado utilizados para fritura, a avaliagdo do perfil lipidico
indicou um aumento no percentual de acidos graxos saturados, monoinsaturados e trans e
reducdo de acidos poliinsaturados apds 50 horas de fritura. Essas alteracdes contribuiram para
a reducdo do conteldo dos acidos graxos essenciais linoléico e acido a-linolénico nos dois
meios de fritura (SANIBAL e MANCINI FILHO, 2004b).

Assim como os resultados encontrados na literatura, no presente estudo, a analise das
amostras de 6leo por cromatografia gasosa indicou alteragdes na composicao de acidos graxos
produzidas durante o processo de fritura. As alteragcdes nos 6leos de fritura aconteceram
durante todo o processo, mas intensificaram-se ap0s a terceira fritura, a partir da décima hora
de utilizacdo. Foi observado o aumento significativo do conteldo de acidos graxos saturados,
monoinsaturados e acidos graxos trans e diminuicdo no conteddo de acidos graxos
poliinsaturados. Houve reducdo no conteldo de acidos graxos essenciais dos Oleos
analisados, em 21,8% de &cido linoléico e em 54% para o acido a-linolénico (Tabela 5.4).

Os &cidos graxos essenciais linoléico (18:2 w6) e a-linolénico (18:3 w3) séo
precursores de familias de moléculas que possuem papéis importantes no processo
inflamatério e na imunidade. Por ndo serem produzidos pelo organismo humano, seu consumo
através da dieta € essencial (TAPIERO et al., 2002).
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Tabela 5.4: Perfil de 4cidos graxos de 6leo de soja utilizado para fritura em uma Unidade de Alimentacdo e Nutricdo institucional em Vicosa-MG.

Tempo de

fritura 00h00min 03h52min 08h06min 10h50min 11h36min 13h24m in 14h16min 19h10min 20h22min 21h38min 23h28min
acumulado

C14.0 n.d. n.d. n.d. 0,16+0,00 0,19+0,00 0,18+0,00 0,1440,00 0,26+0,00 0,26+0,00 0,2440,00 0,3+0,00
C16.0 10,61+0,03%  10,73+0,02*  10,8+0,00°" 11,65+0,01°  12,2440,06°  12,12+0,00°  11,74#0,03°  14,4240,05°  14,3840,04° 13,81+0,09" 15,360,04°
C18.0 3,18+0,01 3,2240,02 3,210,02 4,01+0,02 4,1140,15 3,95+0,01 3,72+0,06 4,19+0,00 4,16+0,03 4,22+0,16 4,34+0,00
C20.0 0,27+0,00 0,2740,00 0,27+0,00 0,2740,00 0,2740,00 0,27+0,00 0,27+0,00 0,22+0,00 0,23+0,00 0,23+0,00 0, 200,00
C22.0 0,37+0,00 0,37+0,01 0,38+0,00 0,35+0,00 0,35+0,00 0,3520,00 0,36+0,00 0,28+0,00 0,29+0,00 0,31+00 0,1740,15
C16.1 n.d. n.d. n.d. 0,21+0,00 0,24+0,00 0,26+0,00 0,19+0,00 1,17+0,02 0,94+0,01 0,84+0,01 1,460,01
C18.1t n.d. n.d. n.d. n.d. 0,30+0,12 0,26+0,01 0,09+0,09 0,22+0,00 0,49+0,05 0,18+0,15 0,33+0,04
C18.1¢c n9 19,260,12%  19,38+0,04°  19,444#0,05°  20,3+0,01™  20,41+0,07*  20,48+0,02°  20,13+0,05°  24,30+0,08° 23,79+0,06' 23,13+0,06°  25,63+0,10"
C18.1c n7 1,76+0,2 1,65+0,04 1,67+0,02 1,71+0,08 2,0040,09 1,89+0,16 1,66+0,06 1,85+0,04 2,18+0,17 2,04+0,28 1,9040,25
C20.1 0,56+0,00 0,58+0,04 0,56+0,04 0,55+0,04 0,55+0,03 0,53+0,04 0,53+0,04 0,47+0,03 0,46+0,03 0,46+0,00 1,64+2,06
C18.2t 0,28+0,11 0,3440,00 0,33+0,00 0,32+0,01 0,2940,11 0,2840,10 0,32+0,01 0,26+0,00 0,22+0,11 0,22+0,10 0,23+0,09
C18.2¢ 57,39+0,08%  57,23+0,09° 57,1940,12°  54,71+0,10°  53,74#0,04°  53,78+0,07°  54,98+0,12°  47,63+0,12° 47,95+0,14° 49,26+0,10" 44,940,079
C18.3w3 5,7740,06°  5,68+0,04®  563+0,02" 5,33+0,01° 4,95+0,02 5,04+0,03° 5,23+0,04° 4,39+0,04' 4,17+0,049 4,47+0,01" 2,65+2,29'
C20.4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,10+0,00
C22.6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,03+0,05 0,09+0,00 0,03+0,05
5 Saturados 14,43+0,02°  14,59+0,04°  14,66+0,05°  16,43+0,03°  17,15+0,10°  16,86+0,01° 16,23+0,04' 19,360,049 19,32+0,07" 18,8+0,12" 20,38+0,19'
S Monoinsat. 21,562 21,572 21,63° 22,77 23,49 23,42 22,53% 28,06 % 27,92% 26,72% 29,68"°
S Poliinsat. 63,87° 63,73% 63,61% 60,79% 59,45 % 59,49 % 61,07 52,62 52,64 % 54,25% 49,55°
S Trans 0,34% 0,34% 0,33% 0,32° 0,53% 0,59% 0,44% 0,48% 0,64% 0,43% 0,58°

Valores expressos em percentual do total de acidos graxos. abedefghil: \/g|ores seguidos por pelo menos uma letra igual, em cada linha, ndo diferem entre si. Valores expressos em média + desvio padréo,
exceto para somatoério de monoinsaturados, poliinsaturados e trans, que n&do apresentaram distribuicdo normal, expressos em mediana. Analise de Variancia ou Teste de Kruskal-Wallis, complementado

pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os somatérios dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados incluem acidos graxos ndo apresentados
na tabela.
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Como os 0leos vegetais sao as principais fontes de acidos graxos essenciais na dieta
(KRIS-ETHERTON et al., 2000), a reducdo destes acidos graxos no 6leo pode ter um grande
impacto em seu consumo. Além disso, apesar do aumento do percentual de acidos graxos
monoinsaturados apés o processo de fritura, o efeito negativo do aumento de acidos graxos
trans e saturados pode resultar na auséncia de efeito benéfico dos monoinsaturados. Portanto,

pode-se afirmar que o processo de fritura tem impacto negativo no valor nutricional do éleo.

COMPOSICAO CENTESIMAL E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DOS ALIMENTOS FRITOS

A absorc¢éo do 6leo de fritura pelos alimentos fritos € uma das principais caracteristicas
deste processo de coccao. A captacdo do 6leo pelo alimento se da por dois meios: tanto
durante o processo de fritura, pela substituicdo por 6leo da agua perdida como vapor, quanto
pela absorcéo do 6leo da superficie apos a finalizagdo da coccao (SAGUY e DANA, 2003). O
Oleo absorvido altera a composicao e o valor nutricional do alimento consideravelmente, pelo
aumento da quantidade de lipideos e vitamina E, podendo acarretar também a absorgéo de

compostos toxicos de degradacgéo presentes no 6leo.

Na Tabela 5.5 sdo apresentados os dados da composi¢do dos alimentos crus e fritos.
Todos os alimentos apresentaram teores diferentes (p<0,05) de lipideos quando crus e
cozidos, exceto a segunda fritura de steak, cujos teores de lipidios entre as amostras cruas e
cozidas ndo diferiram significativamente. Acredita-se que esta diferenca observada no
comportamento de absorcéo de gordura para o steak pode ser atribuida ao fato deste alimento
ser pré-frito, € com isso ja ter sofrido parte da etapa de absorgcdo de gordura durante a cocgéo

na inddstria.

Devido ao processo utilizado, os alimentos, de forma geral, apresentaram teores
maiores de lipideos ap6s a coccdo. Somente as amostras de frango tiveram comportamento
inverso, com teores maiores nas amostras cruas em relacdo as fritas. As amostras de frango
fritas durante o experimento eram cortes de coxa e sobrecoxa com pele. A presenca da pele
pode justificar a reducéo do teor de lipideos apds a fritura, pois esta se apresenta como uma
barreira fisica para o contato do meio de fritura com a carne, impedindo que houvesse
absorcgédo de lipideos em grande parte da area de contato com o 6leo. Além disso, devido ao
seu alto teor de gordura e sua drastica reducdo de tamanho ap0s a fritura, a pele de frango
pode perder lipideos para o meio, 0 que ocasionaria a redu¢ao da quantidade final de lipideos

no alimento.
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Tabela 5.5: Composi¢do centesimal dos alimentos crus e fritos em uma Unidade de

Alimentacédo e Nutricdo institucional em Vicosa-MG.

Alimentos Umidade Lipidios Proteinas Cinzas Carboidratos
(%) (%) (%) (%) (%)

Batata crua (1 fritura) 86,68 + 0,12 0,03+0 1,21 +0,02 0,41 +0,01 11,68 +0,12
Batata-frita (1° fritura) 3,45 + 1,67 37,18 +3,6 3,6+0,11 1,25 +0,17 54,53 2,14
Batata crua (2* fritura) 85,42 +0,37 0,03+0 0,95 + 0,05 0,44 +0,01 13,16 +0,38
Batata-frita (22 fritura) 3,45+0,63 40,81 + 2,45 3,34+0,2 1,63+0,1 50,78 +1,81
Alméndega crua (32 fritura) 66,75 + 0,32 9,1+0,17 11,09 +0,26 2,8+0,06 10,27 £0,6
Alméndega frita (3* fritura) 54,26 +1,29 14,26+0,57 16,08+0,33  3,91+0,11 11,5 +0,83
Steak cru (42 fritura) 51,43+045 14,84+141 11,37+0,92 2,31+0,02 20,06 +1,98
Steak frito (42 fritura) 47,01+054 17,56 +1,52 13,09 +1,1 2,61+£0,07 27,56+20,19
Espentinho de frango cru (5° fritura) 67,12 + 0,31 1,56 + 0,35 21,67 +0,23 3,38+0,1 6,27 0,51
Espetinho de frango frito (5 fritura) 50,83 +1,41 6,51 +1,53 26,03+2,45  3,59+0,56 13,04 +3,16
Bife empanado cru (62 fritura) 67,95 +0,12 1,62 +0,19 16,67 +0,43 2,78 +0,05 10,99 + 0,54
Bife empanado frito (62 fritura) 42,79+1,47 14,17+0,98 16,81+8,28 2,78+0,45 20,36 2,65
Frango cru (72 fritura) 67,68 +0,8 14,17+0,21  10,71+9,31  1,95+0,01 0,89 +0,9
Frango frito (72 fritura) 55,38 2,5 11,4 +1,08 29,42+153  2,99+0,61 1,64 +1,91
Steak cru (82 fritura) 539+026  1458+1,86 14,16+206 2,58 +0,03 14,79 0,44
Steak frito (82 fritura) 4838+0,15 16,93+254 1388+0,75 2,91+0,32 17,9 +2,63
Bife empanado cru (92 fritura) 64,92 + 0,07 1,72+0,48 17,05+0,86  1,71+0,01 14,6 £1,21
Bife empanado frito (92 fritura) 4461+024 1167+121 2426+2,63 207+0,22 17,39 +1,95
Frango cru (102 fritura) 63,39+0,37 19,37+0,99 10,83+2,01  1,15+0,02 5,26 + 1,66
Frango frito (102 fritura) 57,66 +0,5 11,83 +0,45 26,3+1,68 2,68 +0,07 1,63 +1,53

*Dados apresentados em média + desvio padréo.

Em funcado da absorcéo de lipideos durante o processo de fritura ocorrem modificacfes
na composicéo de acidos graxos dos alimentos fritos em relagdo aos crus. O perfil de acidos
graxos dos alimentos estd apresentado na Tabela 5.6. Devido ao baixo teor de lipideos da

amostra de batata crua, o perfil de acidos graxos deste tipo de amostra néo foi analisado.

Para as amostras de batatas fritas, observa-se que a composigdo de &cidos graxos
refletiu o contetdo do dleo, pois praticamente todo o contetdo lipidico desse tipo de amostra é
proveniente do meio de fritura. Em todas as outras amostras foram observadas alteragbes no
perfil de acidos graxos e essas alteracdes séo atribuidas a absorcédo do 6leo de fritura pelos
alimentos. Um resultado a ser destacado é a alteracdo na quantidade do acido graxo trans
linoelaidico (C18:2w6t) nos alimentos apés a fritura, indicando incorporacédo deste proveniente
do meio. Os alimentos analisados apresentaram aumento ou manutencdo no percentual do
acido linoelaidico apés a fritura, e com isto, pode-se dizer que a composigdo de acidos graxos

de alimentos fritos é prejudicada pelo processo.

5.5. CONCLUSOES

A avaliacdo do grau de degradacdo dos 6leos utilizados para fritura, durante o
experimento, indicou que o periodo e a frequéncia de utilizacdo do éleo e as caracteristicas dos
alimentos nele fritos ndo foram suficientes para que o descarte do mesmo fosse recomendado.
Porém, a analise do perfil de acidos graxos revelou alteracdes consideraveis no meio de fritura,

que podem resultar em altera¢gfes nutricionais importantes no alimento frito, como o aumento
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no conteddo de acidos graxos saturados e trans. As alterag6es na composicao nutricional dos
alimentos apds a fritura se devem principalmente a incorporacao dos lipideos do meio de
fritura.

O teor de tocoferdis do 6leo avaliado foi reduzido em funcéo da utilizacdo do 6leo como
meio de fritura, o que pode ser atribuido a sua utilizagdo como agentes antioxidantes durante o
processo. No entanto, ndo houve o consumo total dos isdbmeros tocoferdis durante o processo

de fritura, o que pode ter evitado a degradacéo extrema do 6leo.

Nas condi¢Bes descritas neste estudo, como capacidade e tipo de equipamento para
fritura, temperatura controlada durante a coccédo, tipo de alimento frito e condicbes de
reposicdo e armazenamento do 6leo, admite-se a utilizacéo do 6leo de fritura por até 23 horas,
ndo sendo possivel fazer inferéncias sobre as conseqiiéncias da sua utilizacdo apds esse

periodo.
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Tabela 5.6: Perfil de acidos graxos dos alimentos crus e fritos.

Alimento Saturados Mono-Insat. Poli-Insat C12.0 C14:.0 C16:0 C18:.0 C20:.0 C22:.0
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Batata-frita (1 fritura) 14,67+0,06 21,57 +0,04 63,65+0,10 n.d. n.d. 10,77+0,01  3,23+0,01  0,28+0,00 0,37 +0,01
Batata-frita (2* fritura) 14,37+ 0,67 21,32+0,27  64,13+0,70 n.d. n.d. 10,75+0,08 3,06 +0,32 0,28+0,13 0,28+0,14
Alméndega crua (32 fritura) 40,51+0,74 38,99+0,35 18,42 +0,74 n.d. 1,42+0,04 22,71+0,04 1523+064 0,14+0,01 nd
Almodndega frita (32 fritura) 34,25+2,04 3327+038 30,71+234 n.d. 1,17+0,16  19,67+0,92 12,24+091 0,19+0,00 0,17 0,01
Steak cru (42 fritura) 26,81+0,17 31,43+0,58 41,35+0,78 0,09+0,00 0,56+001 21,69+002 4,04+007 023+014 0,10+0,00
Steak frito (4 fritura) 22,06£0,38  31,03+0,83 46,47 +1,22 n.d. 0,30+0,00 16,63+0,34  4,48+0,04 0,32+0,01 0,21+0,01
Espentinho de frango cru (5° fritura) 3146+ 0,26  46,70+0,66  20,33+0,42 0,07+0,00 0,50+0,02 23,88+0,35 6,63+0,25 0,15+0,02 0,20%0,01
Espetinho de frango frito (5% fritura) 20,14+ 0,28  28,31+0,83 51,12+0,95 n.d. 0,24+0,01 14,58+0,19 4,58 +0,17 0,32+0,10 0,31+0,02
Bife empanado cru (6° fritura) 36,56+5,60 43,14+398 17,75+9,28 0,23+0,16 0,79+0,15 24,73+3,40 10,00 + 1,60 n.d. n.d.
Bife empanado frito (6 fritura) 22,03+3,00 30,11+3,43 46,41 +6,56 n.d. 0,29+0,03 1578+2,01 5,59 + 0,80 n.d. n.d.
Frango cru (72 fritura) 29,4+ 0,13  43,27+0,27 26,46+0,12 0,20+001 0,65+0,00 21,36+0,06 6,91+0,08  0,05+0,00 n.d.
Frango frito (72 fritura) 24,74+0,85 36,18+2,74 3858+356 0,13+0,01 0,43+002 1846+103 528+014 0,13+001 0,16+0,01
Steak cru (82 fritura) 26,93+0,14 32,97+0,25 39,78+0,22 n.d. 0,54+0,00 21,75+0,07 4,18+0,02 0,18+0,08 0,09+0,00
Steak frito (8 fritura) 23,80+0,82 3528+2,34  40,15+3,63 n.d. 0,35+0,01 1840+0,69 4,62+0,09 0,20£0,10 0,17+0,01
Bife empanado cru (92 fritura) 33,43+0,58 42,17+069  22,55+1,26 n.d. 0,74+0,10 23,25+0,28 8,71+0,16  0,24+0,00 n.d.
Bife empanado frito (9 fritura) 22,63+2,35 30,44+2,66 4605+4,88 0,07+000 0,45+007 16,13+1,66 5,74 + 0,63 0,19 + 0,00 nd.
Frango cru (10 fritura) 29,25+0,16  43,85+0,25 26,02+0,04 0,20+0,00 0,61+000 22,38+0,14 5794005 005+000 0,03+0,00
Frango frito (102 fritura) 26,16+2,15 36,38+2,47 3695+459 0,16+004 0,52+0,07 19,46+1,48 5,59 + 0,63 0,12+0,03 0,14+0,05

Dados apresentados em média + desvio padréo. Valores expressos em percentual do total de acidos graxos. Os somatdrios dos 4cidos graxos saturados, monoinsaturados e

poliinsaturados incluem acidos graxos ndo apresentados na tabela.
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Tabela 5.6 (continuagéo)

. Perfil de acidos graxos dos alimentos crus e fritos.

Alimento Cl4:1 Cil6:1 C18:1c n9 C18:1c n7 C20:1 C18:2 C18:3w3 C20:4 C22:6 C18:1t C18:2t
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Batata-frita (1 fritura) n.d. 0,07+0,00 19,52+0,15 146+0,15 0,56+0,00 57,10+0,11 5,77 +0,01 n.d. n.d. n.d. 0,35+0,00
Batata-frita (2* fritura) n.d. n.d. 19,70+0,36  1,43+0,21 0,56+0,00 57,86+122 562+0,21 n.d. n.d. n.d. 0,34 +0,00
Alméndega crua (32 fritura) 0,13+0,01 257+0,06 3346+053 1,42+011 1,12+005 17,05+0,86 0,30+0,04 0,28 +0,02 n.d. n.d. 0,19 + 0,04
Alméndega frita (3% fritura) 012+0,01 1,85+0,06 29,48+0,35 1,16+003 0,41+003 27,47+215 240+0,20 0,19+0,02 n.d. n.d. 0,21 +0,03
Steak cru (42 fritura) 0,04+0,00 203+0,13 27,11+041 1,97+0,02 0,19+003 3995+085 077+0,06 0,19+001 0,15 +0,01 n.d. 0,04 +0,00
Steak frito (4 fritura) 0,05+0,01 1,99+0,19 27,38+062 1,09+0,03 0,44+001 4219+106 347+0,10 0,22+0,02 0,05 0,00 n.d. 0,16 + 0,00
E(gf‘frti't’:;‘g)de frango cru 0154002 562+021 37,49+014 246+058 0,77+007 17,38+045 0,10+0,00 182+0,10 02 +0,02 019+0,07 0,13+0,04
(Essapf‘fltt'ﬂg; de frango frito nd. 127+011 2469+064 181+014 052+0,06 4558+0,69 4,24+007 046+014 008+002 016+006 0174013
Bife empanado cru (6° fritura) 016+0,09 225+0,19 36,47+346 2,39+070 1,03+070 1527+7,60 020+0,01 2,10+0,13 0,35+001 0,25%0,23 0,17 +0,03
Bife empanado frito (6 fritura) 0,10+0,05 0,60+0,12 27,07+272 157+045 0,48+009 4264+537 299+133 0,21+007 0,11+001 0,17+0,16 0,30 +0,03
Frango cru (72 fritura) 0,12+0,00 350+0,00 37,48+0,14 155+042 0,32+0,00 2386+0,08 1,71+0,00 0,33+0,01 n.d. 0,13+0,01 0,08 +0,03
Frango frito (72 fritura) 0,09+0,02 301+1,11 3103+182 159+0,15 0,37+0,02 34,77+325 279+0,30 0,36 +0,02 n.d. n.d. 0,15+ 0,04
Steak cru (82 fritura) 0,05+0,00 237+0,06 2843+023 1,84+0,08 0,20+001 3824+025 087+0,03 0,23+002 0,13 0,01 n.d. 0,05 + 0,00
Steak frito (8 fritura) 0,07+0,01 2924068 30,34+183 1,49+031 0,38+006 3645+356 279+0,28 0,25+0,01 0,05 0,01 n.d. 0,22+0,21
Bife empanado cru (92 fritura) 0,14+0,03 226+0,14 37,09+017 1,61+0,10 1,02+005 1886+1,16 0,18+0,02 207+004 027 +0,00 0,13+0,01 0,28+0,05
Bife empanado frito (9 fritura) 0,06+0,00 1,10+0,14 27,19+231 1,70+048 0,46+001 4151+395 337+094 0,24+0,15 0,08 0,00 n.d. 0,28 + 0,02
Frango cru (10 fritura) 0,13+0,00 4,20+0,02 38,11+093 1,42+0,28 0,31+0,00 2365+0,06 1,67+0,00 0,19 +0,01 n.d. n.d. 0,06 +0,04
Frango frito (102 fritura) 010+0,01 296+0,38 31,21+214 164+025 0,36+005 3325+4,02 265+050 0,35+0,03 n.d. n.d. 0,15 + 0,09

Dados apresentados em média + desvio padrdo. Valores expressos em percentual do total de &acidos graxos. Os somatdrios dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados incluem
acidos graxos ndo apresentados na tabela.

41



Artigo I

6. ARTIGO ORIGINAL II:

PERFIL DE ACIDOS GRAXOS E ANALISE HISTOLOGICA DE TE CIDO
HEPATICO DE ANIMAIS ALIMENTADOS COM OLEO UTILIZADO EM
FRITURA POR IMERSAO

6.1. RESUMO

Este estudo avaliou o efeito do consumo de 6leo de fritura no perfil de acidos graxos e
na estrutura celular do tecido hepatico de ratos wistar. Dietas contendo 6leo fresco como
controle e ¢6leos de fritura com 13h38min e 23h28min de utilizacdo foram administradas aos
animais por 8 semanas. Ap0Os este periodo os animais sofreram eutanasia e o tecido hepatico
foi retirado para a analise. Ndo foram encontradas diferencas significativas no ganho de peso e
na absorcdo de nutrientes pelos animais. O perfil de acidos graxos do tecido hepatico também
ndo apresentou diferencas relevantes entre os grupos. A analise histoldgica indicou alteracfes
na estrutura hepatica dos animais, com quantidade significativa de esteatose hepatica no
tecido dos animais que consumiram o 6leo com 23h28min de utilizacdo. Os resultados do
estudo indicam que, apesar do Oleo utlizado ndo ter atingido os limites méaximos de
degradacgédo quimica recomendados internacionalmente, seu consumo em quantidades normais

foi suficiente para promover alteracdes histolégicas em animais.

Palavras chave: Oleo de fritura, esteatose hepatica, ratos wistar, éleo de soja, perfil de acidos

graxos.
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6.2. INTRODUGAO

Nas culturas ocidentais e nos paises desenvolvidos a alta ingestdo de gorduras € um
padrdo dietético extremamente difundido e esta associado ao risco de doencas crbnicas, como
as doencas cardiovasculares e alguns tipos de cancer (LIU e HUANG, 1995; EDER et al.,
2003a). O consumo de alimentos fritos integra este padrdo alimentar e pode contribuir
significativamente para a ingestdo diaria de gorduras. Além disso, os alimentos fritos,
dependendo das condigfes em que sao preparados, podem fornecer também produtos de

degradacédo dos acidos graxos, decorrentes do processo de fritura.

Durante o processo de fritura, o 6leo utilizado sofre alteracbes fisico-quimicas em
decorréncia da sua exposi¢do ao calor, a umidade proveniente dos alimentos e ao oxigénio
presente no ar, além de outros fatores como a presenca de ions metalicos e residuos alcalinos
(BHATTACHARYA et al.,, 2008). Essas alteracdes resultam em produtos de degradacdo
volateis e nao-volateis, e que podem apresentar toxicidade, como os compostos carbonila, os
polimeros de &acidos graxos e acidos graxos ciclicos (CHOE e MIN, 2007). Uma das premissas
do processo de fritura € a absorcéo, pelo alimento frito, do éleo utilizado. Os produtos de
degradacdo nao-volateis, que permanecem no 6leo de fritura, podem reagir com componentes
do alimento formando compostos téxicos ou serem também absorvidos, trazendo riscos a
salide do consumidor (SORIGUER et al., 2003).

A avaliagdo da extensdao dos danos que o consumo de alimentos fritos, e
consequentemente, dos compostos de degradagdo que o acompanham, pode causar é de
extrema importancia. Em animais, os estudos indicam que o consumo de 6leos de fritura altera
a composicao das lipoproteinas plasmaticas (STAPRANS et al.,, 1996; EDER et al., 2003a),
modifica o metabolismo lipidico no figado (CHAO et al., 2005), diminui a retencao tecidual de a-
tocoferol (LIU e HUANG, 1995), induz a intolerancia a glicose (CHAO et al., 2007) e altera os
niveis circulantes de enzimas hepdticas, indicando danos celulares (OWU et al., 1998). Em
humanos, alguns efeitos deste consumo ja foram estudados, como as alteracfes na atuagéo
da enzima paraoxonase (SUTHERLAND, et al.,, 1999) e na funcdo endotelial (RUEDA
CLAUSEN et al., 2005).

Para que os resultados obtidos através destes estudos sejam compativeis com a
realidade do consumo dos alimentos fritos por humanos, é necessario que as condi¢des
experimentais se aproximem da forma de consumo real. A avaliagdo do consumo de gorduras
que sofreram processo abusivo de aquecimento ndo reflete o consumo de éleos utilizados
como meio para fritura em condicfes domésticas ou industriais. Em animais, a avaliacdo de
Oleo de fritura excessivamente degradado pode gerar respostas exacerbadas de toxicidade,
como diarréia e perda de pélos (NARASIMHAMURTHY et al., 1998).

Outra caracteristica dos estudos com animais que deve ser cuidadosamente avaliada é
a quantidade de gordura adicionada a dieta. A necessidade de lipideos na dieta de roedores
varia entre 4 e 7%, dependendo do estagio de vida do animal (REEVES et al., 1993). Estudos

nos quais a quantidade de lipideos adicionada a dieta ultrapassa este valor (LOPEZ VARELA
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et al.,, 1995; PURUSHOTHAMA et al., 2003) podem ser Uteis como amplificadores para o

estudo de possiveis efeitos téxicos, porém seus resultados devem ser analisados com cautela.

Considerando tais premissas, este estudo avaliou os efeitos do consumo de dietas
normolipidicas contendo Oleos utilizados para fritura em uma Unidade de Alimentacdo e
Nutricdo no perfil de acidos graxos e na estrutura celular do tecido hepatico de ratos wistar.

6.3. MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAS DE OLEO DE FRITURA

O processo de fritura em uma Unidade de Alimentacdo e Nutricdo institucional foi
acompanhado desde o carregamento da fritadeira até o descarte do 6leo apés a utilizacéo.
Foram coletadas amostras de Oleo fresco, na metade das utilizacdes programadas e no
momento do descarte. O 6leo coletado foi armazenado sob refrigeracdo, em frascos ambar,

sob atmosfera de nitrogénio até a utilizacao para a preparacao das dietas experimentais.

ANALISES DAS AMOSTRAS DE OLEO DE FRITURA
ANALISES FiSICO-QUIMICAS DO OLEO DE FRITURA

Para caracterizacao das amostras de 6leo foram realizadas as seguintes determinacoes:
indice de Acidez (Cd 3d-63 — AOCS, 1994); indice de Peroxido — Método Acido
acético/Cloroférmio (Cd 8-53 — AOCS, 1994); Determinacao do teor de dienos conjugados, por
absortividade em 232nm (Ti 1a-64 — AOCS, 1994); Determinacdo do teor de compostos
polares (Cd 20-91 — AOCS, 1994).

DETERMINACAO DO PERFIL LIPIDICO DAS AMOSTRAS DE OLEO

Para a determinacéo do perfil lipidico, as amostras de 6leo coletadas foram esterificadas
para obtencdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos, utilizando o método IUPAC Standard
2.301 (IUPAC, 1987). A identificacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada por
cromatografia gasosa, comparando-se os tempos de retencdo dos ésteres presentes nas

amostras com os dos ésteres de acidos graxos do padrao FAME mix (SIGMA®, EUA).

Utilizou-se sistema de cromatografia gasosa GC-17A Shimadzu/Class GC, equipado
com detector de ionizagdo de chamas e com coluna cromatografica de silica fundida SP-2560
(Biscyanopropil polysiloxane) de 100 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno. As
condicdes de programacao foram: temperatura do detector: 260 C; temperatura do injetor: 250
C; temperatura da coluna: inicio em 140 € permane cendo nesta temperatura por 5 minutos;
aquecimento até 240 C, a uma taxa de 4 °C por minu to; permanecendo nesta temperatura por

20 minutos.
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ENSAIO BIOLOGICO
ANIMAIS E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 24 ratos machos (Rattus norvegicus, var. Albinus, Rodentia,
MAMMALIA) da linhagem “Wistar”, adultos jovens, com aproximadamente 250 g, procedentes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da UFV e mantidos para
experimentagcdo no Laboratorio de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e
Saude da UFV. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de ago inoxidavel, em

ambiente com temperatura controlada (21 + 1 C) e f otoperiodo de 12 horas.

Aos animais, foi oferecida a dieta AIN-93M (REEVES et al. 1993), em pellets, com 4%
de lipidios. Os animais receberam agua e dieta ad libitum, exceto nas 12 horas anteriores ao

sacrificio, quando foram mantidos em jejum.

Foram formados 3 grupos experimentais, com 8 animais cada, que receberam
alimentacdo que diferia unicamente em relacdo ao ndmero de horas de utilizacdo do 6éleo

adicionado:

— Grupo Controle (Grupo CT): os animais foram alimentados com dieta

produzida com éleo de soja nao utilizado em fritura.

— Grupo Teste 1 (Grupo T13): os animais foram alimentados com dieta

produzida com 6leo de soja utilizado para fritura por 13h38 min.

— Grupo Teste 2 (Grupo T23): os animais foram alimentados com dieta

produzida com 6éleo de soja utilizado para fritura por 23h28min.

Durante todo o periodo experimental a dieta oferecida foi pesada, bem como o resto

deixado pelos animais. Duas vezes por semana 0s animais e as fezes eram pesados.

O tempo de estudo foi de nove semanas, dividido em uma semana de adaptacédo a
dieta e oito semanas de experimento. Apds este periodo foi realizado o sacrificio dos animais,
por asfixia com dioxido de carbono. Os figados foram coletados, pesados e divididos em duas
partes. Uma das partes foi armazenada em -80 T par a as analises do perfil de acidos graxos,
e a outra parte foi armazenada em solucdo de formol tamponado (CARSON et al., 1973) para

fixac&o e posterior analise histoldgica.

CALCULO DO COEFICIENTE DE EFICACIA ALIMENTAR, ABSORGCAO APARENTE DE
GORDURA E INDICE HEPATOSOMATICO

O coeficiente de eficacia alimentar (CEA) foi calculado por semana; o indice de
absorcdo aparente de gordura (AAG) foi calculado para dois momentos do experimento, na
segunda e na Ultima semana. O indice hepatosomatico (IH) foi calculado ao final do
experimento. Os célculos de CEA, AAG e IH foram realizados a partir da aplicacdo das
seguintes férmulas:

CEA = _ganho de peso (q)
consumo de dieta (g)
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AAG = _peso de gordura nas fezes (q)
peso ingerido de gordura (g)

IH = _peso do figado (q)
peso do animal (g)

DETERMINAGCAO DO PERFIL LIPIDICO DO TECIDO HEPATICO

Os lipidios do tecido hepatico dos animais foram extraidos pelo método de FOLCH et
al. (1957). Para a obtencao dos ésteres metilicos dos 4cidos graxos, os extratos lipidicos foram
esterificados utilizando-se o método descrito por HARTMAN e LAGO (1973). As condicfes

cromatograficas de analise foram as mesmas utilizadas para a analise dos 6leos.

ANALISE HISTOQUIMICA E MORFOMETRICA DO TECIDO HEPATICO

De cada grupo experimental foram escolhidos, aleatoriamente, cinco animais cujos
figados foram processados e analisados histologicamente. Fragmentos de tecido hepatico
foram fixados em solugcdo de formol tamponado (CARSON, 1973) por uma semana apos 0
sacrificio. Ao final desse periodo os fragmentos foram armazenados em solucdo de alcool

etilico 70% em agua.

Os fragmentos hepéaticos foram desidratados em série etandlica crescente (70% -
absoluto) e incluidos em resina a base de hidroxietilmetacrilato (Historesin®, Leica). Seccdes
ndo consecutivas de 3 ym de espessura (distantes entre si em, pelo menos, 30 ym) foram

obtidas em micrétomo rotativo (RM2155, Leica) utilizando-se navalhas de vidro.

Os cortes obtidos foram corados com solucéo de azul de toluidina/borato de sodio 1%
(BANCROFT e STEVENS, 1996). As laminas foram imersas na solucdo corante por 30
segundos, lavadas em agua corrente, secas em placa aguecedora e montadas em resina
Entellan® (Merck).

Fragmentos de tecido hepatico de dois animais aleatoriamente escolhidos nos grupos,
foram fixados também com tetréxido de 6smio (OsQ,), buscando a preservacdo dos lipidios
para a comprovagdo da presenca destes nas vesiculas encontradas. Algumas séries
histolégicas foram coradas com solugao de Sulfato de Azul do Nilo adaptada de BANCROFT e
STEVENS (1996), para a coloragéo diferenciada dos lipidios. A coloracdo com Sulfato de Azul

do Nilo foi realizada da seguinte forma:

e Coloracao dos cortes em lamina imersa em solucdo de Sulfato de Azul do Nilo (recém

preparada) em estufa a 60 C por trés horas;
« Diferenciacdo em acido acético 1% por um minuto e meio, movimentando a lamina;
« Lavagem em &gua corrente e morna por duas a quatro horas;

« Secagem da lamina em placa aquecedora e montagem em resina Entellan® (Merck).
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As imagens das secc¢des histologicas foram capturadas em microscopio de luz Olympus
BX60 através de uma camera de video Olympus Q color Il (Objetiva de 10x, projetiva de 3,3x

imagens com resolucéo de 1024x768 pixels).

Para a quantificacdo dos gl6bulos de gordura foram analisados dezesseis cortes
histolégicos de cada animal, sendo que em cada corte foram realizadas dez fotografias em
areas distintas. Com o auxilio do software Image-Pro Plus, versao 4.5 (Media Cybernetics) foi
aplicada sobre cada fotografia uma mascara que continha 160 pontos localizados
aleatoriamente. A partir desta mascara foram contados quantos destes pontos se localizavam
sobre regides com presenca de glébulos de gordura. Os valores resultantes desta contagem

foram utilizados para a comparacao entre 0S grupos experimentais.

ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas através do programa SigmaStat, versédo 2.0.
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para avaliar a adequacao dos dados a distribuigédo
normal. Para comparagdo entre as amostras foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA),
seguido do teste de Tukey para a comparagdo multipla das médias. Quando os dados nao se
adequaram a distribuicdo normal foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido dos testes de
Tukey ou Dunn’s para comparacdo entre as médias. O nivel de significancia adotado foi

p<0,05. Os dados foram expressos em média + desvio padrao ou em mediana.

6.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

CONSUMO ALIMENTAR, ABSORCAO DE LIPIDEOS E GANHO DE PESO

Durante o experimento foram coletados dados sobre o consumo de dieta, o peso dos
animais e a quantidade de fezes, que foram utilizados para o calculo dos valores de Coeficiente
de Eficacia Alimentar e Coeficiente de Absorcado Aparente de Lipideos e do ganho de peso.
Apés a eutanasia, os figados dos animais foram pesados e foi realizado o calculo do indice
hepatosomatico. Apesar da tendéncia de menor ganho de peso e menor Coeficiente de
absorgdo aparente de gordura no grupo que consumiu o 6leo utilizado por 23h38min para
fritura, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos para nenhuma das
variaveis estudadas (Tabela 6.1). Esses dados indicam que a degradacéo sofrida pelo éleo
nao foi suficiente para causar sintomas agudos observados quando do consumo de gorduras

oxidadas.

A ocorréncia de menor ganho de peso em animais em crescimento que consumiram
dietas experimentais com 6éleos termicamente oxidados esta associada a ingestao reduzida de
acidos graxos essenciais perdidos durante o aquecimento (LOPEZ-VARELA et al., 1995). Além
disso, a digestibilidade de lipideos termicamente oxidados é reduzida, pela presenca de
polimeros de triacilglicerdis, o que poderia comprometer a absorcdo e o metabolismo dos
acidos graxos (EDER, 1999).
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Tabela 6.1: Consumo alimentar, absor¢cdo de gordura e ganho de peso em animais que

consumiram Oleo de soja utilizado para fritura.

Grupo CT Grupo T13 Grupo T23
Ganho de peso 161,8 +31,7% 156,3 +50,7 ° 1443 +34,8°
IHS 34+04°% 35+04°% 35+0,3°
CEA 0,11 +0,022 0,11 +0,032 0,10 +0,02°2
CAAG
Inicio 154+1,0% 138+1,0° 12,2+0,3%
Semana 8 195+4,1°% 19,1+2,0% 17,1+26°%

Grupo CT: grupo controle / Grupo T13: grupo teste com 6leo utilizado por 13h28min / Grupo T23: grupo teste
com 6leo utilizado por 23h38min. IHS: indice hepato-somatico. CEA: Coeficiente de eficacia alimentar.
CAAG: Coeficiente de absorgéo aparente de gordura. *: Valores seguidos por letras iguais, em cada linha,
nédo diferem entre si. Analise de Variancia. Valores expressos em média + desvio padréo,

TOTANI e colaboradores (2006a) encontraram resultados semelhantes, sem diferencas
no peso total e no peso dos 6rgdos de animais alimentados com dietas contendo 7% de
gordura oxidada. Também BATTINO e colaboradores (2002) nao observaram diferencas
significantes nessas variaveis em animais alimentados com dietas com 8% de lipideos,

provenientes de frituras.

Os diferentes resultados em relacdo ao consumo de dieta e 0 ganho de peso entre
animais que consumiram ou ndo gordura oxidada s&o encontrados em estudos em que as
gorduras testadas passaram por tratamentos extremos de temperatura, com alto grau de
degradacdo. Além disso, os animais foram submetidos a dietas com teores lipidicos muito além
das recomendac¢des nutricionais para roedores, que variam entre 4 e 7%, e que equivalem as

recomendac@es de ingestdo adequada de lipideos para humanos (TOTANI e OJIRI, 2007a).

NWANGUMA et al., (1999) observaram diferencas no ganho de peso e no indice
hepatosomatico entre os grupos consumindo 6leo de milho fresco ou termicamente oxidado,
com 12% de lipideos na dieta. Em outro estudo, com 15% de lipideos contendo
aproximadamente 27% de compostos polares na dieta, apesar da ingestdo semelhante de
dieta entre os grupos teste e controle, houve um menor ganho de peso nos animais que
receberam gordura oxidada (GARRIDO-POLONIO et al., 2004).

Com isso, ressaltamos a importancia da realizacédo de estudos que se aproximem mais
da realidade do consumo de gorduras, e que ndo facam uso de condi¢cdes extremas para

determinar os efeitos metabdlicos do consumo de 6leos e gorduras termicamente oxidadas.

PERFIL LIPIDICO DAS DIETAS E DO TECIDO HEPATICO DOS ANIMAIS

Os diferentes tipos de acidos graxos consumidos na dieta tém reflexos diferentes no
metabolismo lipidico e no risco de doencas. O consumo excessivo de acidos graxos saturados
e acidos graxos trans tém a capacidade de promover o aumento dos niveis séricos de
colesterol, com prejuizo no perfil de lipoproteinas plasmaticas e maior risco de doencas
cardiovasculares (WAHRBURG, 2004).
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Para o consumo dos acidos graxos monoinsaturados, em especial o acido oléico
(C18:1 w9), quando associados a um baixo consumo de acidos graxos saturados, observa-se a
reducdo dos niveis séricos de LDL-colesterol e a associacdo a uma menor chance de

desenvolvimento de doenca cardiovascular (WAHRBURG, 2004).

A andlise do perfil de &cidos graxos indicou alteragdes na composi¢do dos o6leos
utilizados para fritura. A Tabela 6.2 mostra os dados de perfil lipidico dos 6leos utilizados nas
dietas. Houve diferengas significantes entre os trés 0Oleos utilizados, sendo que o 6leo do
Grupo T23 diferiu do 6leo do grupo controle em todas as clsses de lipideos (saturados,
monoinsaturados, poliinsaturados e trans). Ja para o 6leo do grupo T13, cujo tempo de
utilizacdo para fritura foi menor que o do grupo T23, ndo houve diferencas significativas para

todos os acidos graxos, comparando-se com 0s outros grupos.

Tabela 6.2: Perfil de acidos graxos e caracteristicas dos 6leos de fritura utilizados nas dietas

consumidas pelos animais dos grupos experimentais.

Grupo CT Grupo T13 Grupo T23
Perfil de acidos graxos (%)
C14.0 n.d. 0,18 +0,00 0,30 + 0,00
C16.0 10,61 + 0,03° 12,12 +0,00° 15,36 +0,04°
C18.0 3,18 + 0,01 3,95+ 0,01 4,34+0,00
C20.0 0,27 +0,00 0,27 + 0,00 0,20 + 0,00
C22.0 0,37 +0,00 0,35 + 0,00 0,17 0,15
c16.1 n.d. 0,26 +0,00 1,46 +0,01
c18.1t n.d. 0,26 +0,01 0,33 +0,04
C18.1¢ n9 19,26 +0,12° 20,48 +0,02° 25,63+0,1°
C18.1¢ n7 1,76 £0,20 1,89 +0,16 1,90 +0,25
c20.1 0,56 + 0,00 0,53 +0,04 1,64 +2,06
c18.2t 0,28 +0,11 0,28 +0,10 0,23 +0,09
c18.2¢ 57,39 £0,08° 53,78 £0,07° 44,9+0,07°
C18.3w3 5,77 +0,06° 5,04 +0,03° 2,65+2,29°
C20.4 n.d. n.d. 0,10 + 0,00
C22.6 n.d. n.d. 0,03 +0,05
5 Saturados 14,43 +0,02° 16,86 +0,01 2 20,38 +0,19°
¥ Monoinsaturados 21,56° 23.42% 29,68°
Y Poliinsaturados 63,87° 59,49 49,55"
s Trans 0,28+ 0,112 0,54+ 0,10° 0,56 + 0,06 "
indice de acidez 0,15 +0,01° 0,36 +0,02° 0,57 +0,00°
indice de peréxido 3,51+0,372 5,29 +0,36° 3,530,362
Teor de dienos conjugados 04° 0,61° 0,52°
7,38 £0,72° 9,91+0,97° 6,06 + 2,64°

Teor de compostos polares

Grupo CT: grupo controle / Grupo T13: grupo com dieta teste com 6éleo utilizado por 13h38min / Grupo T23:

grupo com dieta teste com 6leo utilizado por 23h28min.

: Valores seguidos por pelo menos uma letra igual,

em cada linha, ndo diferem entre si. Valores expressos em média + desvio padrdo, exceto para somatério de
monoinsaturados, polinsaturados e teor de dienos conjugados, que ndo apresentaram distribuicdo normal,
expressos em mediana. Andlise de Variancia ou Teste de Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de
comparag6es multiplas de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os somatérios dos &cidos graxos
saturados, monoinsaturados e polinsaturados incluem &cidos graxos nédo apresentados na tabela.
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As alteracdes ocorridas nos Oleos de fritura, com aumento dos acidos graxos
saturados e trans e reducdo dos acidos graxos poliinsaturados indicam que o consumo de
Oleos utilizados para fritura por imersdo pode ter efeito sobre as lipoproteinas plasmaéticas,
aumentando o risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Este efeito ndo foi
avaliado em nosso estudo, mas outros autores fizeram resta avaliagdo e encontraram

correlacdes positivas.

Seguindo o padrao dos 6leos administrados nas dietas, a analise do perfil de acidos
graxos do tecido hepatico dos animais indicou pequenos aumentos nos percentuais de acidos
graxos monoinsaturados e de acidos graxos trans, além de pequena reducdo no percentual de
acidos poliinsaturados, observados pela comparacdo entre os grupos. Entretanto, essas
alteracdes ndo foram significativas. Além disso, comparando-se os percentuais de cada um
dos &cidos graxos entre 0s grupos, ndo houve diferenca significante para nenhum deles no
tecido hepético (Tabela 6.3). Este resultado esta de acordo com o encontrado por LOPEZ-
VARELA (1995), que nédo indicou alteragdes significativas no perfil de acidos graxos, exceto
para 0 aumento no teor de acido araquidénico e para a reducédo de acido linoléico em um
estudo de 27 dias com ratos. Entretanto, essas alteracdes podem ser justificadas pelo alto

nivel de degradacédo do 6leo utilizado em relacdo ao avaliado neste estudo.

Tabela 6.3: Perfil de acidos graxos e contagem de glébulos de gordura no tecido hepatico de

ratos Wistar que consumiram 6leo de soja utilizado para fritura.

Grupo CT Grupo T13 Grupo T23
Perfil de acidos graxos (%)
C14.0 0,73+0,19° 0,76 +0,21° 0,65+ 0,332
C16.0 26,49 +4,74° 27,41 £3,4° 26,51 +2,78°
C18.0 8,81+2,22° 8,00 +2,50° 7,14 +2,35°
C16.1 6,03 £2,13% 5,84 +1,64% 6,57 £1,42%
C18.1t 0,08 £0,05* 0,08 £0,05° 0,12 +0,07°
C18.1c n9 21,52 +4,42% 21,99 +4,77° 24,54 +5,19°
c18.1c n7 3,73+0,62° 3,79+0,65% 4,08+0,65%
c18.2t 0,07 +0,05? 0,10+0,052 0,12+0,06°
C18.2¢ 13,96 +4,03° 13,95 +2,32° 12,69 +2,11°
C18.3w3 0,38+0,28° 0,53+0,132 0,45+0,12°
C20.4 12,31 +3,89° 11,87 +4,35° 11,11 +4,38°
C22.6 2,56 +0,75° 2,53+0,84% 2,04 £0,91%
Y Saturados 36,03 +3,06° 36,17 +2,53° 34,29 +2,08°
S Monoinsaturados 31,36 +£5,59° 31,71+591° 35,31 +5,72°
5 Poliinsaturados 29,29 +7,76° 28,99 +6,5° 26,41 +6,19°
S Trans 0,15+0,11° 0,18+0,11° 0,24 +0,132
AGS/AGMI* 1,17 £0,15° 1,18 +0,30° 0,99 +0,18%
C18:2/C20:4 1,18 +0,28° 1,31 +0,47° 1,34 +0,59°
Contagem de glébulos de 6,9° 812° 11,9

gordura — tecido hepatico (%)

Grupo CT: grupo controle / Grupo T13: grupo com dieta teste com 6éleo utilizado por 13h38min / Grupo T23: grupo
com dieta teste com 6leo utilizado por 23h28min. 2P valores seguidos por pelo menos uma letra igual, em cada
linha, ndo diferem entre si. Valores expressos em media + desvio padrdo, exceto contagem de glébulos, que ndo
apresentou distribuicdo normal, expresso em mediana. Andlise de Variancia ou Teste de Kruskal-Wallis,
complementado pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os somatorios
dos acidos graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados incluem &cidos graxos ndo apresentados na
tabela. *AGS: Acidos Graxos Saturados, AGMI: Acidos Graxos Monoinsaturados.
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Um estudo realizado por NARASIMHAMHURTHY e colaboradores (1998) apresentou
diferencas importantes no perfil de acidos graxos de eritr6citos de animais alimentados com
Oleos termicamente oxidados e utilizados para fritura. Entretanto, o periodo de estudo elevado
(20 semanas) pode ter contribuido para essas diferencas. Como nossos dados apresentaram
uma tendéncia a alteracdes, acreditamos que um tempo maior de estudo seja mais adequado
para elucidar as alteragBes nos perfis de acidos graxos no tecido hepético de animais que

consumiram 6leo de fritura.

A dessaturacdo de alguns acidos graxos, como os acidos graxos essenciais, € uma
etapa da formacao dos &cidos graxos altamente insaturados, como o acido araquidénico
(C20:4), o acido eicosapentaendico-EPA (20:5 w-3) e o acido docosahexaendico-DHA (C22:6
w-3), que sao constituintes de membranas celulares e precursores de eicosandides. A razéo
entre as concentracbes dos substratos e dos produtos desse metabolismo é usada como
medida da acdo das enzimas que catalisam as reagfes de dessaturagdo. O consumo de 6leo
termicamente oxidado pode causar alteragfes na acéo das enzimas dessaturases, causando

prejuizos no metabolismo lipidico (EDER, 1999).

As enzimas Ab5-dessaturase e A6-dessaturase fazem parte do metabolismo de
conversdo do &cido linoléico em acido araquidénico, além de outras vias metabdlicas. O
aumento das concentracdes de acido linoléico associado a reducdo nas concentracdes de
acido araquidénico indica diminuicdo na atividade destas enzimas (NARASIMHAMHURTHY et
al.,, 1998). Ja a enzima A9-dessaturase, € responsavel pela conversdo de &cidos graxos
saturados como o acido palmitico e o acido estearico em &cidos graxos monoinsaturados. A
atividade desta enzima pode ser avaliada pela alteracdo da proporcédo entre acidos graxos
saturados e monoinsaturados, sendo que a presenca elevada do substrato indica reducéo da
atividade enzimatica (EDER, 1999). Em nosso estudo nao foi encontrada diferenca
significante entre os grupos para a razao 18:2/20:4, nem para a razao AGS/AGMI, o que indica
que as alteracBes sofridas pelo 6leo ou a duracdo do consumo de 6leo utilizado para fritura
nao foram suficientes para interferir no metabolismo lipidico.

ANALISE HISTOQUIMICA E MORFOMETRICA DO TECIDO HEPATICO

O consumo de gorduras termicamente oxidadas ou utilizadas para fritura tem sido
relacionado a alteragdes no metabolismo e danos ao tecido hepatico em vérios estudos. O
consumo de 6leo de palma utilizado para fritura promove aumentos significantes nos niveis
séricos de alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina, enzimas
presentes no tecido hepatico e que, quando encontradas em niveis aumentados na circulagcao
sanguinea, indicam danos celulares no figado (OWU et al., 1998). Além disso, o consumo de
gorduras termicamente oxidadas aumenta a expressdo de genes regulados pelos receptores
PPARa, que sdo receptores nucleares responsaveis pela expressao de genes do metabolismo

lipidico e da homeostase de glicose (SULZLE et al., 2004).

Em nosso estudo, a avaliagdo histoldgica indicou a ocorréncia de esteatose hepéatica

nos animais que consumiram o6leo utilizado para fritura (Figura 6.1). A quantificacdo realizada
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por amostragem da area do corte histolégico mostrou que houve diferenca significante na
presenca de glébulos de gordura entre os grupos, sendo que o grupo de animais que
consumiu Gleo de fritura utilizado por 23h38min apresentou maior nivel de esteatose hepatica.
O grupo controle e o grupo de animais que consumiram 6leo com 13h24min de uso para fritura
ndo apresentaram diferengas significantes entre si. Os dados da analise histologica estao
apresentados na Tabela 6.3. Para a confirmacdo da presenca de gordura nos glébulos
presentes nos cortes, foi realizada a fixagao de fragmentos de tecido com tetréxido de 6smio e
a coloracao dos cortes com sulfato de Azul do Nilo, para diferenciacdo dos lipideos. Foi

confirmada a presencga da gordura nos globulos presentes no tecido (Figura 6.2).

A presenca da esteatose hepética nos animais pode ter sido desencadeada por varios
fatores. Na analise histoldgica, foi observado que o dano no tecido hepatico ocorre de forma
caracteristica, com a distribuicdo do dano de forma concentrada em torno do espaco porta,
sendo que a intensidade da presenca de globulos de gordura diminuia a medida que as

células se distanciavam deste ponto central (Figura 6.3 ).

O espaco porta € uma estrutura do tecido hepatico composto predominantemente de
uma vénula, uma ateriola derivada da artéria hepéatica, e de um ducto biliar. A vénula presente
neste espaco € derivada da veia porta, que tem a funcéo de trazer até o figado grande aporte
de nutrientes e substancias absorvidas pelo intestino. Com isso, todo o tipo de substancias
absorvidas, inclusive as toxicas, sdo levadas diretamente ao figado, o que pode causar danos
celulares. O comportamento diferenciado entre as células proximas ao espaco porta em
relagdo aquelas proximas ao centro do I6bulo hepético indica a presenca de substéncias

toxicas ao hepatdcito no sangue proveniente do intestino (JONES e SPRING-MILLS, 1988).

As reacdes de hidrolise, oxidagéo e polimerizacao ocorridas nas moléculas de gordura
em decorréncia do processo de fritura podem produzir substancias com efeitos téxicos para o
consumidor de alimentos fritos. Portanto, devido a caracteristica encontrada na formacéo da
esteatose hepética, acreditamos que o dano causado as células seja decorrente da presenca

de alguma substancia téxica no 6leo, formada no processo de fritura.

Em um estudo realizado por 12 semanas, com animais que consumiram 6leo utilizado
para fritura (mistura de soja e canola) em industria, também foram encontradas alteragdes no
tecido hepatico dos animais. O autor identificou manchas vermelhas na superficie externa do
orgao e alteracdes histoldgicas como necrose e goticulas de gordura, porém néo foi realizada
analise quantitativa dos dados (TOTANI e OJIRI, 2007b).
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Figura 6.1: Observacdes histolégicas tipicas de figado dos animais dos grupos experimentais.
A: aspecto geral dos cortes dos animais do grupo controle (CT). B: aspecto geral das lesdes
encontradas nos animais do grupo T13. Em C, aspecto da lesdo no figado dos animais do
grupo T23. A-C: seta indica glébulos de gordura, n indica os nucleos celulares, e * indica vasos

sanguineos. Barra = 160um.
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Figura 6.2: Fotomicrografias de seccfes histologicas de figado de ratos fixadas com tetroxido
de 6smio. A: corte submetido a coloracdo com Sulfato de Azul do Nilo, n: ndcleo do hepatdcito
e setas: globulos com coloracéo diferenciada devido a presencga de gordura. Barra = 20um. B:
corte submetido a coloragcdo com azul de toluidina, n: nacleo do hepatécito e setas: glébulos

preenchidos com gordura oxidada pela acdo do tetroxido de ésmio. Barra = 80um.

Figura 6.3: Fotomicrografias de secg¢Bes histologicas de figado de ratos na regido de um
espaco porta. A: corte submetido a coloragdo com azul de toluidina, n: ndcleo dos hepatocitos,
setas: glébulos de gordura, VP: ramo da veia porta, AH: ramo da artéria hepética e DB: ducto
biliar. Barra = 200um. B: corte submetido a coloracdo com azul de toluidina, setas: glébulos de
gordura, VP: ramo da veia porta, AH: ramo da artéria hepatica, VCL: veia centro-lobular, *:
reducdo do dano ao tecido hepatico a medida que se distancia do espaco porta. Barra =
400um.
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Em outro estudo, os autores citam ter encontrado manifestacbes de acumulo de
gordura no entorno de uma veia, no tecido hepatico de ratos wistar, apés o consumo de dietas
contendo 7% de dleo utilizado para fritura (mistura de soja e canola), por 8 semanas (TOTANI
et al., 2006a). O mesmo grupo de pesquisadores desenvolveu um estudo semelhante ao
anterior, porém utilizando ratos SHR/NDmc-cp (modelo animal obeso, espontaneamente
hipertenso e diabético). Neste estudo os autores encontraram goticulas de gordura tanto no
tecido hepético do grupo controle (6leo de soja fresco) como no grupo teste, porém, a
intensidade e o tamanho das lesGes eram maiores para o grupo teste, sendo que este também
apresentou necrose (TOTANI et al., 2006b).

Da mesma forma, LOPEZ-VARELA e colaboradores (1995) encontraram areas de
fibrose degenerativa e a presenca de grande quantidade de hepatécitos binucleados jovens,
indicando processo regenerativo no tecido hepatico de quase todos os animais estudados.

Observaram também a presencas de grandes areas com vacuolizagéo.

Portanto, os resultados obtidos em nosso estudo, associados aos descritos na
literatura, indicam que o consumo de 6leo termicamente oxidado ou utilizado para fritura pode
causar danos no tecido hepatico de animais, e este dano estd diretamente relacionado a

absorcao de substancias toxicas pelo intestino e o transporte destas até o figado.

6.5. CONCLUSAO

Este estudo indicou que o processo de fritura realizado no 6leo foi suficiente para
promover alteracdes na sua composicao de acidos graxos apés as frituras, apesar da
concentracdo dos compostos de degradacao formados néo ter atingido o limite de utilizagédo do

6leo.

O consumo do 6leo de fritura ndo causou alteragdes importantes no perfil de acidos
graxos teciduais nem no ganho de peso dos animais, porém, apesar da degradacdo do 6leo
ter sido relativamente pequena e do tempo de exposi¢cdo ao 6leo de fritura ndo ter sido muito

extenso, o consumo do 6leo provocou danos consideraveis no tecido hepatico dos animais.

Com isso, acredita-se que os limites quimicos de degradacao para o 6leo de fritura,
adotados internacionalmente, ndo sdo seguros o suficiente para regulamentar o consumo do
Oleo sem risco de danos a saude do consumidor. Portanto, novos estudos devem ser
realizados para a discussdo de métodos e limites mais apropriados para avaliagdo da
qualidade do d4leo, além do desenvolvimento de métodos que reduzam a concentracdo de

compostos de degradacéo do dleo de forma segura e custo acessivel.
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8. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS:

Os resultados do estudo indicam que, apesar do periodo de 23h38min de utilizagéo do
Oleo analisado, ndo foram atingidos os limites maximos de degradacao quimica de 6leo de
fritura reconhecidos internacionalmente. Porém, as alteracdes observadas no perfil lipidico e no
teor de vitamina E do 6leo de fritura e no perfil lipidico dos alimentos fritos indicam que
ocorreram alteragdes nutricionais importantes apés a utilizacdo deste método de coccdo nas
condicdes deste estudo. Estas alteracdes resultaram de forma negativa no valor nutricional dos
alimentos. Associado a isto, encontrou-se que 0 consumo, por ratos wistar, de dietas
normolipidicas contendo o 6leo de fritura analisado foi suficiente para promover alteracdes

histolégicas consideraveis no tecido hepatico destes animais.

Desta forma, os resultados encontrados indicam que os efeitos deletérios associados
ao Oleo de soja utilizado para fritura por imersdo podem ser observados em animais
experimentais mesmo que o 0Oleo ndo seja excessivamente utilizado e que os limites de

degradacdo ndo sejam atingidos.

Com isso, outros estudos devem ser realizados para que o mecanismo do dano causado
aos animais seja elucidado e para que o composto causador do dano seja identificado. Para

iSso, sugere-se:

« A avaliacdo mais completa da atividade hepatica, como a avaliagdo do funcionamento
hepatico e do metabolismo lipidico no figado para que seja conhecida a extensdo do

dano causado pelo consumo do 6leo utilizado para a fritura.

e A avaliacdo do possivel dano causado pelo consumo de 6leo de fritura em outros
orgdos dos animais, como 0s pertencentes ao trato gastrointestinal, para que se avalie

se 0s compostos presentes no 6leo também lesam outros tecidos.

e O estudo dos compostos presentes nos Oleos utilizados para fritura e a avaliacdo da

capacidade téxica de cada composto ou das classes de compostos.

e O estudo e a definicdo de um método de analise da degradacéo dos éleos utilizados
para fritura que se correlacione bem com os danos provocados pelo consumo do 6leo

de fritura.

Além da elucidacdo dos mecanismos causadores do dano aos animais e do
estabelecimento de novos padrdes de analise para 6leos de fritura, € necessaria também a
ampliacdo do conhecimento sobre a utilizacdo de 6leo de frituras em outros tipos de unidades

produtoras de alimentos.

Os resultados aqui encontrados se aplicam somente as condi¢des de utilizacdo e de
equipamentos da Unidade de Alimentacdo e Nutricdo avaliada, sendo necessdario que mais
estudos sejam realizados, avaliando os outros tipos de equipamentos de fritura e outros tipos
de servico, como restaurantes comerciais e lanchonetes, que se utilizam com freqiiéncia de

fritura em seus cardapios.
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Associada a todas estas avaliacdes, € de extrema importancia a realizacdo de estudos
para o levantamento do consumo de alimentos fritos na dieta cotidiana da populacao, para a
avaliacdo do grau de degradacdo dos dleos comumente utilizados para a fritura e para a
elucidacdo dos efeitos do consumo de 6leo de fritura em humanos em condicdes reais.

Para as Unidades de Alimentacdo e Nutricdo que utilizam condigbes semelhantes as
encontradas neste estudo, a principal indicacéo € a retirada de alimentos preparados por fritura
dos cardapios. Porém, em virtude da dificuldade da implementacao desta medida, sugere-se
gue a quantidade de fritura realizada seja o minimo possivel, de preferéncia utilizando-se
sempre 6leo novo. Ndo € aconselhavel o prolongamento do tempo de utilizacdo do 6leo para
fritura.
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