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RESUMO

A aveia (Avena sativa L.) € um cereal de estrutura diferenciada dos
demais. Apresenta alto teor lipidico distribuido por todo o grido, com
constituicdo predominante de dcidos graxos insaturados. Também
contém alto contetido proteico e de fibras alimentares, sendo a mais
conhecida a fibra soldvel [-glucana. Contudo, os compostos
antioxidantes fendlicos da aveia vém sendo fonte de interesse devido as
suas agdes benéficas a saidde. Estes tém a sua concentragdo e
composicdo afetadas por fatores genéticos, condigdes de cultivo e
processamento a que os graos sao submetidos antes do consumo. Foram
avaliadas cinco diferentes fragdes que compdem o cereal aveia do
cultivar URS 21: Aveia descascada (AD), Flocos de aveia (FA), Farelo
de aveia (OB), Aveia maltada (AM) e Casca de aveia (CA). Andlises de
composicdo quimica, estabilidade enzimdtica e de propriedades
antioxidantes foram realizadas. Utilizou-se microscopia eletrdnica de
varredura com o objetivo de conhecer e diferenciar as estruturas internas
de cada fracdo analisada e andlise de FTIR para determinar a
composicdo e cada fracdo. E no intuito de estudar a composicdo e
atividade dos compostos fendlicos, diferentes tipos de extragdo foram
realizadas: com solvente etanol aquoso (80%, pH 2,0) a temperatura de
50°C, com solvente etanol aquoso (80%) e ondas de ultrassom a
temperatura ambiente, extracdo supercritica (300 bar, 50°C) e extragio
supercritica com co-solvente etanol (300 bar, 50°C, vazdo de solvente
1,05 mL/min) . Os extratos foram avaliados com teste acelerado de
estufa aplicado em 6leo de soja. Os experimentos foram planejados ao
acaso e os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel 5% de significancia. Os
resultados foram bastante significativos principalmente para os extratos
obtidos em banho-maria a 50°C, sendo os maiores conteudos de
fendlicos encontrado nas amostras AM e CA de 1162,15 e 316,81 mg
EAG/100 g respectivamente. A andlise de atividade antioxidante
apresentou % de descoloracio superior para a amostra AM de 2,56% e
na sequéncia AD, CA e OB com 18,31%, 18,77% e 20,15%
respectivamente. Ndo sendo significativa a atividade antioxidante da
amostra FA com 39,65% de descoloracdo do radical DPPH. As amostras
que foram tratadas termicamente tiveram reducdo na concentragcdo de
fendis e atividade antioxidante. Porém o processo de maltagem
aumentou consideravelmente o conteido de fendlicos e a atividade
antioxidante. Todos os extratos tiveram bom desempenho no teste
acelerado de oxidacdo, retardando o processo oxidativo quando



comparados com a amostra branco (sem adicdo de nenhum extrato) e
obtendo desempenho semelhante ao mix da antioxidantes sintéticos
BHA/BHT.

Palavras-chave: Aveia. Compostos fendlicos. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

Oat (Avena sativa L.) is a cereal with differentiated structure of others
cereals. It presents high lipid content distributed throughout the grain,
with predominant formation of unsaturated fatty acids. It also contains a
high content of protein and dietary fiber, being -glucan the most known
soluble fiber. However, the phenolic antioxidants compounds in oats
have been a source of interest due to their benefits to health. They have
the concentration and composition affected by genetic factors, growth
conditions and the processing that the grains are subjected before
consumption. We evaluated five different fractions that make up the
cereal oat cultivar URS 21: Hulled oats (AD), Rolled Oats (FA), oat
bran (OB), Malted Oats (AM) and Oat hulls (CA). Chemical
composition analysis, enzyme stability and antioxidant properties were
performed. Scanning electron microscopy was used in order to
understand and differentiate the internal structures of each fraction
analyzed and FTIR analysis to determine the composition of each
fraction. In order to study the composition and activity of phenolic
compounds, different types of extraction were performed: using organic
solvent aqueous ethanol (80%, pH 2,0) at a temperature of 50 ° C, using
organic solvent aqueous ethanol (80%) with ultrasound waves at room
temperature and supercritical extraction (300 bar, 50°C) and
supercritical extraction with co-solvent ethanol (300 bar, 50°C, solvent
flow rate 1,05 mL/min). The extracts were evaluated using schall oven
test applied in soy oil. Experiments were planned at random and the
results were submitted to analysis of variance. The averages were
compared by Tukey test at 5% significance. The results were quite
significant mainly for the extracts obtained in water bath at 50°C, and
the highest phenolics content found in samples MA and CA, 1162.15
and 316.81 mg EAG/100 g respectively. The analysis of antioxidant
activity showed % discoloration highest for the sample AM of 2.56%
and following by AD, AC and OB with 18.31%, 18.77% and 20.15%
respectively. No significant antioxidant activity of the sample FA with
39.65% of DPPH discoloration. The samples which were heat treated
decreased the phenolics concentration and antioxidant activity. But the
malting process greatly increased the phenolic content and antioxidant
activity. All extracts had good performance in the accelerated oxidation
test, delaying the oxidation process as compared to the blank sample
(without addition of any extract) and obtaining similar performance to
mix the synthetic antioxidants BHA / BHT.



Keywords: Oat. Phenolic Compounds. Antioxidant activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Dados de producdo e 4rea plantada de aveia em graos. .................... 28
Figura 2 — Dados histdricos dos estados brasileiros que mais cultivam aveia. ..29
Figura 3 — Diagrama mostrando a estrutura da cariopse da aveia. Na esquerda a
cariopse com casca. E na direita, corte transversal com as partes (A) farelo, (B)
endosperma amildceo e (C) interface germe-endosperma. ..........ccccceeevvernennne. 31

Figura 4 — Micrografia da superficie da aveia, mostrando os tricomas.............. 33

Figura 5 — (A) Granulo de amido de aveia composto por pequenos granulos de
forma poligonal. (B) Granulos menores de forma poligonal. .........c..ccccceveennene 35

Figura 6 - Fluxograma do processo produtivo da aveia para a obtenc¢do produtos.

........................................................................................................................... 40
Figura 7 — Separador de disco por COMPIrimento. ..........ccceevevvenvenuenienienienieniennes 41
Figura 8 — Discos SEParadores. .........cevueeruieeniieniieenieeniee ettt 41
Figura 9 — Esquema de um descascador de aveia. ..........ccccoevenenienienieniencnnennes 43
Figura 10 — Esquema de um estabilizador de aveia. ...........ccoceerveenieinecnncnnnne. 44
Figura 11 — Esquema cortador de aveia. ........cc.cceceereeninieneenienicneenieeieseeniene 44
Figura 12 — Esquema flocador de aveia. ..........ccocceevieeniiiniiiiceniieniceec e 45
Figura 13 — Esquema de secagem em secador de leito fluidizado. .................... 46
Figura 14 — Fluxograma de produc¢do da aveia maltada...........cc.cceevueeneennennne. 50

Figura 15 — Estrutura quimica das avenantramidas descritas por COLLINS &
PATON em 1992, ..o 55

Figura 16 - Esquema das extracdes com ultrassom: (a) banho de ultrassom e (b)
SONAA de UIIASSOIM. ...coueiiiiiiiiiiiiieet e e 59

Figura 17 — Diagrama esquematico da extragdo supercritica de matrizes sélidas:
(R1) regulador de pressao do cilindro; (S1) pistdo de compressao; (R2)



regulador de pressdo; (C1) serpentina; (E1) coluna de extracdo; (V) vdlvula
abre-fecha; (VM) valvula micrométrica; (RM) medidor de vazdo; (TF)
TOtAlIZAAOT . ....ceuiieiieeit ettt e 62

Figura 18 — Diagrama pressdo/temperatura e os equilibrios entre os estados
sélidos, liquido e gasoso. Defini¢do de regido supercritica para o CO,............. 64

Figura 19 — Reagdo do 4cido gélico com molibdénio, componente do reagente

de Folin-CioCalteau. .........cccirviirieiiiiiiniieiiieee e 68
Figura 20 — Estabilizagiio do radical livie DPPH ...........cococeviniinnniicernns 69
Figura 21 - Matérias-primas utilizadas para realizacdo das extragdes. .............. 72
Figura 22 - Unidade de germinag@o utilizada nos experimentos. ...................... 82
Figura 23 - Unidade de Extra¢do Supercritica do LATESC.......cc.cccooiiniinneen. 87

Figura 24 - Figura ilustrativa do processo de extra¢do com fluido supercritico.88

Figura 25 - Imagens de MEV da amostra Aveia descascada (AD). (a) Imagem
superficial com aumento de 50x, e (b) superficie fraturada por criogenia com
aumento de T00X........ccoviiiiiiiiiiiiii 102

Figura 26 - Imagens de MEV da amostra Aveia descascada (AD). Detalhe da
fratura mostrando a diferenciacdo da camada de aleurona e endosperma
amildceo em aumento de 00X. .......cocuireerirriirienieie e 103

Figura 27 - Imagens de MEV da amostra Aveia descascada (AD). Detalhe dos
granulos de amido de formato esférico formados por granulos menores de
formato poligonal em aumento de 3000X. ....cccecvereerirrirreenenie e 103

Figura 28 - Imagens de MEV da amostra Flocos de Aveia (FA). (a) Imagem da
superficie com aumento de 100x e (b) Fratura criogénica em sentido transversal
em aumMento de 400X ......cceeeiiriiieiiieie ettt e 104

Figura 29 - Imagens de MEV da amostra Flocos de Aveia (FA). (a) Imagem da
superficie de fratura criogénica com visualizagio dos granulos de amido do
interior do floco em aumento de 800x e (b) Visualiza¢do dos granulos menores
de amido de forma poligonal em aumento de 6000X. .........cccccevvevvinienieniennenne. 105

Figura 30 - Imagens de MEV da amostra Oat bran (OB). (a) Imagem da
superficie e caracterizag@o do farelo, em aumento de 100x, (b) e detalhe de



granulos de amido presentes em aumento de 800x e (c) imagem da deposi¢do
dos granulos de amido em cima das placas de farelo em aumento de 3000x...106

Figura 31 - Imagens de MEV da amostra Aveia Maltada (AM). Imagem da
superficie fraturada por criogenia em corte de sentido transversal do grao em
aumento de 80X........ccoviiiiiiiiiiii 108

Figura 32 - Imagens de MEV da amostra Aveia Maltada (AM). (a) Detalhe da
camada de aleurona em aumento de 800x, (b) e (c) detalhe do endosperma
amildceo em aumento de 3000x e granulos de amido em aumento de 1600x
TESPECTIVAINIEIILE. «...eeueiieueieeiiieriteenitee et e et e st e st e sttt e bt e et e st e e sateesbeeenbaesabeens 109

Figura 33 - Imagens de MEV da amostra Casca de Aveia (CA). (a) Superficie
da amostra em aumento de 100x. (b) Detalhes da constitui¢ao da amostra com o
aparecimento de tricomas em aumento de 400x e (c) granulos de amido
reMANESCENLES O PIOCESSO. .eeuuvieurieiiieiieeieesteeritee sttt et e et e s e sareesieeesbaesbee s 111

Figura 34 - Espectro da aveia descascada (AD). O espectro foi realizado com 20
escaneamentos, sendo resolucdo de 2.0, comprimentos de onda variando de 400
24000 cm™'. Resultados apresentados em absorbancia. ..................co..covveeeees. 113

Figura 35 — Espectro de FTIR para a farinha de aveia extrusada obtido por
CREMER & KALETUNC (2003).....ceitieiiieenienieneenieeiesieenieeee e 114

Figura 36 - Espectro de FTIR das amostras AD (cor preta), FA (cor azul), OB
(cor marrom), AM (cor vermelha) e CA (cor verde). O espectro foi realizado
com 20 escaneamentos, sendo resolugdo de 2.0, e range de comprimento de
onda de 400 a 4000 cm™'. Resultados apresentados em absorbancia................ 115

Figura 37 - Espectro de FTIR comparativo das amostras AD (cor preta) e CA
(cor vermelha). O espectro foi realizado com 20 escaneamentos, sendo
resolugdo de 2.0, e range de comprimento de onda de 400 a 4000 em’.
Resultados apresentados em absorbancia. ...........ccecevevinininininincicncnene 116

Figura 38 - Extratos obtidos através de extragdo com solvente organico etanol
das matérias-primas AD, FA, OB, AM e CA. ....c.ccccvimviniinininecneeceeeeen 117

Figura 39 - Extratos obtidos através de extragdo com solvente supercritico CO,
e co-solvente organico etanol a temperatura de 50°C das matérias-primas AD e
OB e 118

Figura 40 - Contetdo reacional da andlise de Folin-Ciocalteau para as matérias-
primas AD, FA, OB, AM € CA. ..cccoooiiiiiieiiecnitecreee et 119



Figura 41 - Contetido reacional da andlise de DPPH para as matérias-primas
AD, FA, OB, AM e CA. ..o e 124

Figura 42 - Resultados de Atividade Antioxidante expressos em % de
Sequestros de Radicais Livres (%SRL) para os processos de extragdo com
solvente organico e banho-maria a 50°C e solvente organico e banho de
ultrassom a temperatura ambiente para as matérias-primas AD, FA, OB, AM e
A ettt ettt nes 126

Figura 43 - Comparag@o entre resultados de Acidez (%) com utilizacdo dos
extratos obtidos através do (a) processo extracdo com solvente organico em
banho de ultrassom a temperatura ambiente e (b) extragdo com solvente
organico em banho-maria a 50°C, para as matérias-primas AD, FA, OB, AM,
CA. E comparagdo com amostra de Branco. ...........cccccceveneniininincncncnenn. 130

Figura 44 - Comparacio entre resultados de Indice de Peréxidos (meqg/kg) com
utilizag@o dos extratos obtidos através do (a) processo extragdo com solvente
organico em banho de ultrassom & temperatura ambiente e (b) extragdo com
solvente organico em banho-maria a 50°C, para as matérias-primas AD, FA,
OB, AM, CA. E comparac¢do com amostra de Branco e com aplicacdo de mix de
antioxidantes BHA/BHT. .......c.cocoiiiiiiiiiiiiiececiceeeecee e e 132



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AACC - American Association of Cereal Chemists

AD — Aveia descascada

AM — Aveia maltada

CA — casca de aveia

FA — Flocos de aveia

FDA - Food and Drug Administration

OB - Farelo de aveia

PBQP — Programa Brasileiro de Qualidade e Produtividade






SUMARIO

SUMARIO 21
INTRODUCAO 25
LT OBIETIVOS ..ottt 26
1.1.1 Objetivo Geral 26
1.1.2 Objetivos Especificos 26

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA 27
21 AVEIA Lottt 27
2.1.1 Morfologia 30
2.1.1.1 Estrutura e quimica da aveia ........cccceeeveveveeeenieseesieeeenne 32

2.1 1010 CASCA it 32

2011 1.2 FAFQLO et 33
2.1.1.1.3 Endosperma amildceo .................ccccoveueenueenseeenneennne.. 34
201114 GOFME ..ttt 36
2.1.1.2 Lipidios, enzimas e qualidade da aveia..........ccccccceueeeenes 36
2.1.1.2.1 Antioxidantes da aveia e estabilidade lipidica............ 37
2.1.1.2.2. Antioxidantes [POflICOS ........ccoueveueeceescieeeeieeieeenne 37
2.1.1.2.3 Outros antioxXid@nies ..............ccceeeeueeeeeeeeceeenseeeereenannnns 38

2.1.2 Processamento da Aveia 39
2.1.2.1 RECEPCAD ..enuvieeuitieiieeeite ettt ettt et ettt et 39
2.1.2.2 Limpeza e classificacdo........cceccervuervierieeriiesieeieeie e 40
2.1.2.3 SECAZEM ..c.onviiiiieniiiiicectee ettt 41
2.1.2.4 Armazenagemm .......cccceeuieeiuieiiieeniieeiteeite ettt e 42
2.1.2.5 DescasCamento........cccocuereereereereeneeneenee e see e 42
2.1.2.6 Estabiliza¢d0 € toStagem ..........cceeueruireecienienieieieniieeennens 42
2127 COTL.c ettt 43
2.1.2.8 Condicionamento e flocagem..........cccecceveuereerienieneennnenne 45
2.1.2.9 Secagem e resfriamento ...........cccecuevieiecieninieienienieneenns 46
2.1.2.10 MOAZEIM ..ottt 46
2.1.2.11 Ensaque € empacotamento ..........ccocueeeveeenieeeneeensieesnueeenne 47
2.1.3 Maltagem 47

2.1.3.1 MACETACAO ..ottt ettt sttt st st 49



2.1.3.2 GeImiNACAO.....cviereeeeeieeieeieeieeteeteeteeteeteeteseeeseeneens 50

2.1.3.3 SECAZEM ...ttt 51
2.2. ANTIOXIDANTES FENOLICOS .....oooovveeeeeeeeeeeeveeeesvee e, 51
2.2.1 Acidos fenolicos conjugados com aminas — Avenantramidas
53
2.2.2 Biossintese e Metabolismo 54
2.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS..........ccccocoovvunnnn. 56
2.3.1 Extracao com solvente organico 56
2.3.2 Extraciao em banho de ultrassom 58
2.3.3 Extracao Supercritica 60
2.3.3.1 Caracteristicas dos fluidos supercriticos.........c..ccceeeeeeunes 63
2.3.4 Extracao supercritica com co-solvente 66

2.4 METODOS DE AVALIACAO E QUANTIFICACAO DA

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE .....cooiiiiieieieeeeeeee e 66
2.4.1 Compostos fendlicos totais 67
2.4.2 Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH....... 68
2.4.3 Teste acelerado de estufa 69

3 MATERIAIS E METODOS 71

3.1 OBTENCAO DAS MATERIAS-PRIMAS .........ccoccvvvmrrrrnrirrnns 71
3.1.1 Preparo das amostras 73

3.2 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS....................... 73
3.2.1 Determinacio do teor de umidade 74
3.2.2 Determinacao do residuo mineral fixo (cinzas)........ceceeuesnes 74
3.2.3 Determinacio de lipidios 75
3.2.4 Determinacao de proteinas 75
3.2.5 Determinaciao de carboidratos 76
3.2.6 Determinacao de acidos graxos livres 77
3.2.7 Determinacio de acidez 77
3.2.8 Determinacao de atividade enzimatica 78
3.2.9 Determinacio de concentracao de B-glucana........cceeureenee. 79
3.2.10 Analise de microscopia eletronica de varredura.........c..c... 80

3.3 CARACTERIZACOES DA AVEIA MALTADA ..........ccccooee...... 81

3.3.1 Potencial de germinacao 81




3.4 PROCESSOS DE MALTAGEM.........ccccciiiiiiiiiiiiiiiciciccee, 83

3.4.1 Maceraciao 83
3.4.2 Germinacio 84
3.4.3 Secagem 84
3.5 EXTRACOES ..o 84
3.5.1 Extracao com solvente organico 84
3.5.2 Extracao com banho de ultrassom 85
3.5.3 Extracao com fluido supercritico 86
3.5.4 Extracao com fluido supercritico e co-solvente..........ccceuure.. 88
3.5.5 Extracoes x Amostras 88
3.6 METODOS DE AVALIACAO E QUANTIFICACAO DE
ANTIOXIDANTES ...ttt 89
3.6.1 Compostos fendlicos totais — Método de Folin-Ciocalteau.. 89
3.6.2 Atividade Antioxidante — Método DPPH 90
3.6.3 Teste Acelerado de estufa — Schall Oven Test........c.cecerueunee 91
3.6.3.1 Andlise de acidez em 4¢cido 0l€iCO .....cceevververierierieeenee 91
3.6.3.2 Anilise de Indice de Per6xido..........cocovuvvrvevveeeeeerennan. 92

3.7 FTIR — ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR

TRANSFORMADA DE FOURIER .........cc.cooomviveeiseeeenessenrennes 92
3.8 ANALISE ESTATISTICA........ovmovoeeeeeeeeeeeeeeeeeree e, 93
4 RESULTADOS E DISCUSSOES 95
4.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA ........oooveeeeeeeeeeean 95
4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA................... 102
4.3 ANALISE DE FTIR......c..coovmiieeeeeeeeeeeeseeeeeeeeee s 112
4.4 CARACTERIZACAO DA AVEIA MALTADA .........cccccoounan.. 116
4.5 OBTENCAO DE EXTRATOS ..o 117

4.6 QUANTIFIQACAO E ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS
DAS EXTRACOES UTILIZANDO SOLVENTE ORGANICO ....... 119
4.6.1 Analise do contetido de compostos fenolicos ...........eeeeeuesnes 120



4.7 QUANTIFICACAO E ANALISE DE ATIVIDADE A
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS COM SOLVENTE ORGANICO

4.7.1. Analise de atividade antioxidante 124

4.8 EXTRATOS OBTIDOS COM FLUIDOS SUPERCRITICOS .....127

4.9 TESTE ACELERADO DE ESTUFA - SCHAAL OVEN TEST..129

5. CONCLUSOES 135

6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS.........ccocerersnernne 137

REFERENCIAS 139




25

INTRODUCAO

O consumidor preocupado com seu bem estar tem olhado para os
alimentos ndo s6 como fonte de nutrientes, mas também com o intuito
de melhorar a qualidade de vida. Isso porque certos alimentos sdo fontes
muito ricas em compostos bioativos que proporcionam enormes
beneficios a saide. Recentes estudos epidemioldgicos contribuem para
um conjunto de evidéncias do papel de protecido dos cereais integrais
contra muitas doencgas cardiovasculares (POUTANEN, 2009).
Fitoquimicos e antioxidantes provenientes de cereais até entdo eram
pouco citados devido a sua atividade antioxidante que se acreditava ser
baixa, contudo novas evidéncias mostram que cereais integrais tem
composicdo de antioxidantes e fitoquimicos igual ou superiores a muitos
vegetais e frutas (LIU, 2004).

Alimentos a base de cereais fornecem cerca de 30 a 60% da
energia didria, e sua contribuicdo é mais alta em paises desenvolvidos
(POUTANEN, 2009); logo, o tipo e o papel dos alimentos a base de
cereais na manutencdo da sadde tem que ser cuidadosamente
considerados. DE MUNTER et al (2007) demonstraram que o consumo
de cereais integrais reduz o risco de doencas cronicas ligadas a sindrome
metabdlica, como a diabetes tipo 2, e o risco de doengas
cardiovasculares (MELLEN et al, 2007).

Dentre estes cereais, por exemplo, a aveia e a cevada possuem
reconhecimento por ajudar na redugdo de colesterol e na manutengdo
dos niveis de glicose através de sua fibra solivel, a B-glucana (TTIWARI
& CUMMINS, 2011), sendo comprovado cientificamente que o
consumo de cereais integrais reduz as chances de desenvolvimento de
certos canceres como o intestinal (SCHATZKIN et al, 2008).

Contudo, existe uma grande diversidade de outros compostos em
cereais que sdo benéficos, dentre eles pode-se citar as avenantramidas.
Estes sdo fendlicos que compreendem um conjunto de compostos
exclusivos da aveia, formados por um 4cido antranilico e um
hidroxicindmico, podendo estar presentes tanto nos graos como também
na casca e nas folhas da planta do cereal (DIMBERG et al, 1993). E
mesmo estando presente em quantidades ndo muito significativas, este
componente da aveia, pode ter grandes efeitos sobre os processos
inflamatérios tipicos e de dermatites atopicas (FOWLER &
SILVERBERG, 2009).

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a aveia e seus
antioxidantes fenodlicos, produziram-se estudos que visam determinar



meios de obtencdo e detec¢do nos tecidos da aveia de compostos
fendlicos e sua atividade quando aplicado. Objetivando desta forma
futuras aplica¢des como antioxidante e estabilizante de alimentos.

1.1 OBJETIVOS

Este trabalho apresenta dois grandes objetivos:

1. A caracterizacdo fisico-quimica da aveia, de forma a conhecer
melhor suas partes constituintes para utilizagao eficiente dos
compostos fendlicos.

2. A obtencdo de compostos fendlicos de cinco fragdes
constituintes do cereal aveia por diferentes métodos de extragao,
objetivando determinar a melhor metodologia.

1.1.1 Objetivo Geral

Tem-se como objetivo geral comparar os extratos obtidos das
fracdes da aveia através de diferentes modos de extracdo. Pretende-se
assim determinar a fracdo e o método de extracdo mais adequado para a
obtenc¢do de antioxidantes fendlicos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Como objetivos especificos tem-se:
v" Determinar o tipo de extra¢do e a fragdo da aveia mais
indicados para a obtencdo de compostos fendlicos.
v Determinar os efeitos do tratamento térmico e da etapa
de maltagem na concentragdo dos compostos fenélicos.
v' Avaliar a atividade antioxidante de extratos oleosos
obtidos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AVEIA

A aveia € uma espécie de graminea que pertence a familia
Poaceae, da subfamilia Pooideae e género Avena. As espécies de aveia
mais cultivadas no mundo sdo Avena sativa e Avena byzantina
(PETERSON et al, 2002).

A aveia caracteriza-se como um cereal de clima frio e tmido,
origindria da Asia e do Mediterrineo (HOSENEY, 1991), e pode ser
colhida com a casca ou nido dependendo da espécie. Este cereal
desempenhou um importante papel através da histéria como fonte de
alimentacdo animal e como alimento devido ao seu alto contetido
nutricional.

Historicamente, evidéncias mostram que a aveia foi um dos
ultimos graos que foi cultivado pelo homem, cerca de 3.000 anos atrés
na Europa, contudo registros certificam que houveram plantagdes na
China ancestral, cerca de 7.000 A.C. Para o Brasil, provavelmente a
aveia foi trazida pelos espanhéis em épocas ndo determinadas, sendo a
espécie Avena byzantina a primeira a ser cultivada e posteriormente
Avena sativa e Avena stringosa (FEDERIZZI & ALMEIDA, 1998). O
seu cultivo, apresenta-se como uma alternativa técnica e
economicamente vidvel para o cultivo no periodo de inverno/primavera
na regido centro-sul do Brasil, ocupando area de solos que ficam em
pousio nesta época do ano (CARDOZO et al, 2002). Os estados que
mais se destacam neste cultivo sdo Rio Grande do Sul, Parana, Santa
Catarina e Mato Grosso do sul. A producio nacional de aveia em 2012
foi de aproximadamente 395 mil toneladas e a estimativa para a
producao de 2013 € de 400 mil tonelada (IBGE, 2012). Devido a vérias
possibilidades de uso, tem-se notado um crescimento na producdo do
grao nos ultimos 20 anos, quando a producéo total aumentou em mais de
100% (CARDOZO et al, 2002). Sendo que o principal fator para o
aumento da demanda por aveia branca € o crescimento do consumo
humano de derivados de seus grdos, que apresentam alto valor nutritivo,
alto teor de proteinas, bom balanceamento de aminodcidos, sais minerais
e vitaminas (VELLOSO & FEDERIZZI, 2000).

O rank de producdo mundial de cereais tem a aveia como sexto
colocado, seguido por milho, trigo, cevada, sorgo e milheto (WELCH,
2011). A aveia representa menos de 2% do total de grios produzidos



(WELCH, 2011). Belarus, Estonia, e Finlandia tem o maior nivel de
aveia consumida como alimento, 18~24g por dia por pessoa.

Segundo dados do IBGE (2011), a drea cultivada com aveia no
Brasil em 2010 foi de 173.455 hectares com uma producdo de 395.056
toneladas. A drea de producdo estd em constante evolucdo, apesar de
uma queda registrada entre os anos de 2006/2007. A FIGURA 1 mostra
a queda na producgdo entre os anos de 2006/2007 e a nova ascensio a
partir de entdo tanto em 4rea quanto em producio.

Figura 1 — Dados de producio e drea plantada de aveia em gréos.
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Fonte: IBGE — www.sidra.ibge.gov.br

Dados histéricos do CONAB mostram a prevaléncia de producio
de aveia entre os estados do sul, e Mato Grosso Sul, porém, com
pequena quantidade produzida. A FIGURA 2 mostra dados histdricos da
producio do cereal nos estados do sul.
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Figura 2 — Dados histdricos dos estados brasileiros que mais cultivam aveia.
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Os grios de cereais sdo denominados de cariopses, ou seja, um
fruto-semente, em que parte do fruto estd aderido a semente. A caripose
¢ constituida pelo embrido, endosperma e circundada pela camada de
aleurona, testa e pericarpo. A casca representa 25% do peso total do
grio, sendo cerosa, fibrosa e totalmente indigerivel pelos seres humanos.
Visualmente, a aveia lembra a semente do trigo ou do centeio, exceto
pelo germe conter um longo escutelo e o seu cerne ser coberto por
tricomas (cabelos). O germe se estende por cerca de um terco do
comprimento do grio, sendo tdo grande e estreito como o germe do
trigo. A semente da aveia possui maior quantidade de lipidios e proteina
que outros cereais. Também é fonte de vdrias enzimas. O maior
problema do processamento da aveia € a enzima lipase. A menos que o
sistema da lipase seja desnaturado, produtos de aveia moidos tem curta
vida-de-prateleira (HOSENEY, 1986).

A enzima lipase, presente na aveia, estd localizada quase
inteiramente na camada de aleurona. A a¢@o da lipase nos lipidios da
aveia se dad principalmente no glicerol e nos 4cidos graxos,
principalmente oleico, linoleico e palmitico, os quais sdo hidrolisados
em glicerol e dcidos graxos livres (KENT, 1964). Na semente intacta, os
lipidios da aveia ndo entram em contato com a lipase, por suas
diferentes localizacdes, desta forma, a lipase exerce pequeno ou nenhum
efeito sobre os lipidios. Porém, quando a aveia sofre alguma ruptura ou



€ moida, a lipase na aleurona € posta em contato com os lipidios no
endosperma e germe, € o processo de oxidagdo € acelerado. Este
processo também depende da umidade do produto, temperatura e
granulometria da moagem.

Para evitar qualquer tipo de problemas com a rancidez
enzimatica na aveia, o cereal passa por um processamento que visa
inativar as enzimas causadoras do problema. Desta forma, o produto
seco chega atingir um ano de validade.

2.1.1 Morfologia

A aveia é um cereal relativamente semelhante aos demais,
porém que apresenta algumas peculiaridades significativas que afetam
diretamente o seu processo. Dentro da casca protetora, a cariopse de
aveia pode ser dividida em tr€s principais componentes: o farelo, o
germe, ¢ o endosperma amiliceo (MILLER & FULCHER, 2011). A
FIGURA 3 mostra a anatomia da semente dentro da casca em corte
longitudinal. Aproximagdes das trés maiores fracdes industriais so
mostradas na figura como o farelo (A), o endosperma amiliceo (B), e
parte do germe adjacente ao endosperma amildceo (C).

O grio de aveia possui um comprimento que varia de 6 a 13 mm,
espessura de 1,0 a 4,5 mm e peso médio de 32 mg, sendo que sua
densidade varia de 520 a 756 kg/m3 (BUTT et al, 2008). Apresenta
uma estrutura composta por quatro principais partes, dentre elas a casca
que responde por cerca de 25% do total do grdo; entre 9 e 12% ¢ a
propor¢do do pericarpo que € composto pelas camadas de epiderme,
hipoderme, células finas, intermedidrias, cruzadas e tubulares; entre 63 e
84% ¢é a composicdo percentual do endosperma, sendo o mesmo
composto pelo endosperma amildceo e camada de aleurona e 2,8 e 3,7%
de germe. O endosperma amildceo contém grande quantidade de células
amildceas e contribui com 55 a 68,3% do peso total da cariopse.
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Figura 3 — Diagrama mostrando a estrutura da cariopse da aveia. Na esquerda a
cariopse com casca. E na direita, corte transversal com as partes (A) farelo, (B)
endosperma amildceo e (C) interface germe-endosperma.
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Fonte: MILLER & FULCHER, 2011.



2.1.1.1 Estrutura e quimica da aveia

2.1.1.1.1 Casca

A casca ¢ mantida até a maturidade e colheita da aveia. Durante o
desenvolvimento inicial, fazem parte da casca diferentes tecidos,
incluindo tecidos fotossintéticos e vasculares para o transporte de
nutrientes e contribuem significativamente para a nutricio da aveia
(JENNINGS & SHIBLES, 1968). Na maturidade, no entanto, a casca é
seca, frgil e € isenta de significante atividade metabdlica (MILLER &
FULCHER, 2011), perfazendo um total de 25% do peso seco do gréo.
Tradicionalmente, a casca de aveia € utilizada para a producdo de
furfural e para alimentacdo animal. Mais recentemente, oat fiber, uma
fibra derivada da casca tem entrado no mercado de ingredientes para
alimentos com um total de 90% de fibras totais.

Os maiores constituintes quimicos da casca sdo celulose e
hemicelulose, com menores quantidades de lignina. Segundo EMMONS
& PETERSON (1999), o conteddo total de fendlicos normalmente é
mais alto em cascas de variedades de aveia que possuem maior atividade
antioxidante no grdo. Catorze componentes ja foram separados na casca
da aveia e da aveia usando HPLC com fase reversa (MILLER &
FULCHER, 2011). Acido cafeico, acido gdlico, e trés avenantramidas
foram encontrados em significantes quantidades na aveia, enquanto que
casca contém significantes quantidades de dcido protocateico, p-
hidroxibenzaldeido, vanilina, 4dcidos p-cumarico, acido ferulico, e dcido
vanilico (MILLER & FULCHER, 2011).

Depois da casca da aveia ser removida, a semente restante €
bastante similar a outro cereal em sua morfologia geral, contudo, a aveia
€ normalmente mais longa e delgada que as sementes de trigo ou
cevada. E ainda a aveia tem sua estrutura mais coberta por cabelos ou
tricomas que outro cereal. A Figura 4 mostra a aveia com detalhes dos
tricomas.
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Figura 4 — Micrografia da superficie da aveia, mostrando os tricomas.

Fonte: DELCOUR & HOSENEY, 2010.

2.1.1.1.2 Farelo

Circundando a semente estdo os tecidos que formam o farelo ou
popularmente conhecido pelo nome inglés Oat bran. Esta camada mais
externa da semente, isto €, o farelo, contem a maior quantidade de
minerais (PETERSON et al, 1975); vitaminas (FULCHER ef al, 1981),
fitatos (FULCHER et al, 1981) e atividade antioxidante (PETERSON et
al, 2001) que qualquer outra parte do grdo, a maior parte reside na
camada de aleurona.

A camada de aleurona ndo se separa claramente do endosperma
da aveia como no trigo. O farelo de aveia tipicamente é composto por
pericarpo, tegumento, nucelo, camada de aleurona e uma grande por¢ao
do sub-aleurona do endosperma amildceo como € encontrado no farelo



de trigo. O pericarpo, o tegumento, e o nucelo sdo todos remanescentes
do ovdrio e sd@o comprimidos e metabolicamente inativos na maturidade.
Estas camadas s@o principalmente compostas por polissacarideos
insoliveis, provavelmente com abundincia de compostos fendlicos
(MILLER & FULCHER, 2011).

Imediatamente abaixo do nucelo estd a camada de aleurona, a
qual, com a camada externa circunda o endosperma amiliceo e uma
pequena por¢do do germe. Durante o processamento, a camada de
aleurona na aveia adere na camada mais externa (assim como no trigo),
esta é a parte do endosperma amildceo (MILLER & FULCHER, 2011).

A parede celular da camada de aleurona contam (1—3)-(1—4)-
B-D-glucana, B-glucana (WOOD & FULCHER, 1978). A parede celular
do endosperma também é rica em B-glucana, fibra solivel que tem
mostrado efeitos benéficos na dieta humana.

2.1.1.1.3 Endosperma amildceo

O endosperma amildceo é o maior tecido de todos os cereais, o
qual pode constituir até 70% do peso de uma semente que alcangou a
maturidade (YOUNGS, 1972). Na aveia, o mesmo € a armazenagem
primaria do amido, da proteina, dos lipidios e B-glucana. Todos estes
componentes sdo hidrolisados durante a germinagcdo por enzimas
derivadas da camada de aleuroma e escutelo para provisionar nutrientes
para o crescimento do embrido.

Como a maioria dos cereais, o componente de maior abundancia
na semente € o amido. Nos cereais e em outras plantas, os granulos de
amido sdo formados em amiloplastos. Em cereais com grinulos de
amido simples (trigo, milho, centeio, cevada, e sorgo), cada amiloplasto
contem um granulo. Mas na aveia e no arroz, muitos granulos sio
encontrados em cada amiloplasto, ou seja, o amido da aveia é formado
por muitos multifacetados granulos individuais. A FIGURA 5 mostra a
forma do amido individual (A) e da composi¢do do mesmo por granulos
menores de forma poligonal.

O amido da aveia tem algumas caracteristicas especiais e Unicas
que o fazem diferente de outros amidos, como os granulos pequenos
(HARTUNIAN-SOWA & WHITE, 1992), alto contetido lipidico
(HARTUNIAN-SOWA & WHITE, 1992), alta cristalinidade relativa, e
cadeias curtas de amilose (WANG & WHITE, 1994). Estas
propriedades fazem com que haja vdrias possibilidades do uso deste
amido em produtos comerciais. Estudos comparando o amido da aveia
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com o de outros cereais mostrou que o amido de aveia tem o contetiido
de amilose similar aos amidos do trigo e do milho (HARTUNIAN-
SOWA & WHITE, 1992). O amido da aveia exibe relativa alta absorcio
de dgua em testes de panificacio e baixa gelatinizacio a temperatura de
55°C (MACARTHUR & D’APPOLONIA, 1979). Existem diferencas
na conducgdo do resfriamento do amido de aveia. Alta viscosidade se
desenvolve rapidamente, e géis resfriados sdo claros e menos
susceptiveis a retrogradacdo que o amido de outros cereais.

A aveia é considerada um cereal superior nutricionalmente
baseado na quantidade de proteinas e lipidios presentes e pela alta
concentragio de B-glucana.

Mais que 90% dos lipidios da aveia sd3o encontrados no
endosperma, a maior parte deste sdo lipidios neutros com pequenas
quantidades de glicolipidios e fosfolipidios (YOUNGS et al, 1977). Os
dcidos graxos predominantes sdo linoleico, seguido em menores
quantidades pelo oleico e palmitico (YOUNGS et al, 1977).

As células do endosperma estio rodeadas por parede celular e
esta € diferente em aparéncia e composi¢do quimica da de outros tecidos
de outros grios, exceto cevada. A parede celular do endosperma da
aveia € rica em B-glucana, com pequenas quantidades de arabinoxilanas,
celulose e glucomanas (MILLER & FULCHER, 1995).

Figura 5 — (A) Granulo de amido de aveia composto por pequenos granulos de
forma poligonal. (B) Granulos menores de forma poligonal.

Fonte: DELCOUR & HOSENEY, 2010.



2.1.1.1.4 Germe

Como a camada de aleurona, o germe € uma estrutura vidvel com
atividade metabdlica, e é através do germe que se forma uma nova
planta.

A composicdo quimica do germe é alta em proteina e lipidios,
mas nio possui amido. Contudo, o germe normalmente ndo atinge mais
que 7% do total de proteinas do grao. Cada corpo de proteina do germe
¢ rodeado por corpos de lipidios semelhantes as células da camada de
aleurona (WHITE et al, 2006). Como com proteinas, o germe conta
com a menor propor¢do dos lipidios totais do grao. A parede celular do
germe € muito mais fina que a da camada de aleurona.

2.1.1.2 Lipidios, enzimas e qualidade da aveia

Comparada com outros cereais, é sabido que a aveia contém alto
contetido de lipidios. Muitas propriedades tecnoldgicas da aveia como
propriedade de pasta e comportamento durante a moagem, extrusio,
panificac@o, podem ser atribuidas ao alto conteddo lipidico. Contudo, o
alto conteddo lipidico pode causar efeitos adversos na qualidade
sensorial dos produtos a base de aveia. Desta forma, durante o
processamento estocagem de produtos de aveia, atencdo especial deve
ser dada para minimizar a deterioragdo dos componentes lipidicos.

Estudos relativos a quantificacdo de lipidios mostrou que este
varia de 5,6 até 8,2%, isto realizado com multiplas variedades
(BRYNGELSSON et al, 2002).

Os lipidios na aveia estdo presentes em toda a semente como
corpos gordurosos e em duplas camadas. O eixo embriogé€nico e o
escutelo tém o mais alto contetido lipidico e a maior propor¢do de
lipidios neutros que o farelo e o endosperma (YOUNGS et al, 1977).
Contudo, por causa da pequena propor¢do em peso das células
embriogénicas, o efeito na fragdo total dos lipidios da aveia é pequeno.
Segundo PRIME & PARSONS (1979), o germe contém somente 7,2%
dos lipidios totais do grdo comparados com a fracdo de 84,7% de
lipidios do farelo-endosperma. PETERSON & WOOD (1997)
descreveram a distribuicdo dos corpos gordurosos em duas variedades
de aveias comerciais, e chegaram a conclusdo que os lipidios estdo
concentrados em maior quantidade no aleurona do que no endosperma
amildceo. Os corpos gordurosos no aleurona, contudo, sdo muito mais
discretos que os do endosperma, os quais tendem a se fundir quando o
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grdo se torna maduro e se agregam com o amido e as proteinas
(HENEEN et al, 2009).

A casca da aveia contém relativo baixo contetddo de lipidios. O
conteido varia de 0,2 a 0,5% do total do peso da casca
(BRYNGELSSON et al, 2002).

Entre os cereais a aveia contém, excepcionalmente, alta
atividade da enzima lipase. A alta atividade lipolitica junto com o alto
contetdo lipidico, faz com que a estabilidade dos lipidios da aveia e a
prevencgdo de off-flavors seja um desafio ao processamento industrial da
aveia (LEHTINEN & KAUKOVIRTA-NORIJA, 2011).

Para prevenir a formacdo de sabores e odores indesejdveis em
produtos a base de aveia, a atividade da lipase, lipoxigenase e
lipoperoxidase sdo geralmente inativadas em produtos comerciais da
aveia (LEHTINEN & KAUKOVIRTA-NORJA, 2011). Caso o
tratamento seja inadequado, a lipase da aveia pode efetivamente
hidrolisar os lipidios endégenos do grdo durante a estocagem e causar a
deterioracdo através da liberacdo de dcidos graxos. A lipdlise é
geralmente iniciada quando € iniciado o processamento do grao.

2.1.1.2.1 Antioxidantes da aveia e estabilidade lipidica

As propriedades antioxidantes da aveia t€m sido reconhecidas por
longo tempo. Farinha de aveia foi adicionada em gorduras, margarina e
maionese; pulverizada em bacons, chips de batata e em castanhas
aumentando a estabilidade contra a oxida¢do (SUPOVA et al, 1959).
Extratos de aveia diminuem a oxidacdo de semente de aveia e dleo de
soja (TIAN & WHITE, 1994). Também, de acordo com DUVE &
WHITE (1991), extratos de aveia aumentam a estabilidade do dleo de
soja em altas temperaturas de fritura. Os antioxidantes estdo
concentrados principalmente na camada mais externa do grido de aveia
(PETERSON, 2001). A atividade antioxidante da aveia consiste em
vérios compostos que podem ser divididos em dois grupos:

1. Antioxidantes Lipofilicos e

2. Outros compostos, principalmente fendlicos.

2.1.1.2.2. Antioxidantes lipofilicos

Tocdis juntamente com compostos fendlicos sdo os principais
responsaveis pela atividade antioxidante. A quantidade média de tocodis



na aveia é de 20-30 mg/kg (PETERSON & QURESHI, 1993). Os
principais tocdis em aveia integral e 6leo de aveia s@o a-tocotrienol
(43%) e a-tocoferol (18%). Também, B-, y- e d- tocoferdis ja foram
detectados em aveia em quantidades que variam de 1,4 a 9,1%
(LEHTINEN & KAUKOVIRTA-NORJA, 2011). O conteido de
tocotriendis € relacionado com o contetido total de lipidios, mas ndo
com o conteido de tocoferéis (PETERSON & WOOD, 1997). Os
tocotriendis sdo principalmente localizados no endosperma do griao de
aveia, o qual contém o maior contetido de 6leo da aveia, e os tocoferdis
sdo principalmente concentrados no germe (PETERSON, 1995). Um
estudo de WHITE et al (2006) supde que os corpos gordurosos € os
tocdis estdo intrinsicamente associados, mostrando a importancia do
papel dos tocdis na prote¢do dos lipidios da aveia e suas membranas.
BRYNGELSSON et al, (2002), mostrou que os tocdis sdo estdveis
durante o processo. O processo de estabilizagdo com vapor e a flocagem
ndo influenciam o conteido de tocoferdis e causam moderadas perdas
em tocotriendis. O processo de autoclavagem parece aumentar oS
tocoferdis e tocotriendis, provavelmente isso ocorre como resultado da
liberagdo de tocdis das estruturas da aveia (LEHTINEN &
KAUKOVIRTA-NORIJA, 2011).

2.1.1.2.3 Outros antioxidantes

Outros importantes antioxidantes incluem é&cido fitico, 4cido
fendlico e avenantramidas (PETERSON, 2001). EMMONS &
PETERSON (1999), mostraram a forte relacdo entre o contetdo total de
fendlicos e a atividade antioxidante da aveia pelo método do B-caroteno.
Outros métodos, como DPPH, mostrado por LEHTINEN &
KAUKOVIRTA-NORJA (2011), apresentou resultados de aumento da
atividade antioxidante da aveia durante a maltagem. O contetddo total de
fendlicos da aveia maltada é muito bem correlacionada com a atividade
antioxidante total, indicando que significativa parte do aumento da
atividade antioxidante € atribuida aos compostos fendlicos. Os
compostos antioxidantes tem importante papel na prote¢dao dos lipidios
da aveia. Segundo com HEINIO et al (2002) a aveia maltada é menos
susceptivel a oxidacdo que a aveia in natura, indicando a influéncia da
protecdo com o aumento do nivel da atividade antioxidante.
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2.1.2 Processamento da Aveia

A aveia € instdvel ao armazenamento e possui forte tendéncia a
rancidez devido a sua alta concentragdo de lipidios e presenca de
enzimas lipoliticas. Estas enzimas devem ser inativadas para evitar a
hidrélise dos triacilglicerideos em 4cidos graxos livres (EKSTRAND et
al, 1993).

A enzima lipase € bastante sensivel ao calor (MARINI, 2005). A
lipoxigenase catalisa a oxigenacdo de certos dcidos graxos insaturados a
monoperdxidos, produtos primdrios da rancidez oxidativa e estes podem
ser degradados a produtos secunddrios, sendo os ltimos os responsaveis
pela rancidez ou o sabor amargo dos produtos da aveia (GALLIARD,
1983 apud HART, 2001). E a peroxidase, que é uma enzima
termoestdvel capaz de decompor os hidroperéxidos em compostos
hidroxilados de baixo peso molecular, os responsdveis pelo sabor
amargo (GALLIARD, 1983 apud HART, 2001). Normalmente apds a
finalizacdo do processamento térmico da aveia, a peroxidase é utilizada
como indicador de processo térmico eficiente, ou seja, a sua auséncia
indica que as demais enzimas também foram desnaturadas.

Segundo HART (2001), o processamento hidrotérmico ndo
ocasiona pré-gelatinizacdo do amido, sendo o seu teor similar aos da
matéria-prima nativa. Nesta etapa, ocorre a inativacdo enzimdtica e a
aveia tem seu sabor fracamente realgado.

O processamento da aveia pode seguir em linhas gerais o descrito
na FIGURA 6, o fluxograma de produgo.

2.1.2.1 Recepgdo

A aveia que chega do campo passa por uma pré-avaliagdo antes
de seu recebimento. Logo apds a colheita, os graos vém acompanhados
de materiais estranhos, impurezas e aveia verde na propor¢do de cerca
de 1%. Também outros cereais acabam se misturando durante a colheita
como a aveia preta, soja e trigo cerca de 2%.

Para a aveia ser recebida deve apresentar algumas caracteristicas
essenciais como a de ter o peso hectolitro minimo de 44, umidade entre
17~18%, ndo apresentar contamina¢do quimica e indice de rancidez nio
superior a 2%.



Figura 6 - Fluxograma do processo produtivo da aveia para a obten¢do produtos.
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2.1.2.2 Limpeza e classifica¢do

As etapas do processo de limpeza e classificacdo dos graos de
aveia objetiva-se na remog¢ao materiais estranhos e de todos os tipos de
sementes estranhas ou improdutivas (HOSENEY, 1986; KENT, 1964)
como sementes duplas, pois resultam em um pobre desenvolvimento,
com alto conteido de casca. Também sdo removidas sementes muito
finas e pequenas ou sem semente (HOSENEY, 1986). Normalmente,
estas sementes sdo removidas para alimentacdo animal. A classificagdo
ocorre de acordo com a largura e comprimento do grdo utilizando
separadores de precisdo, graos com espessura acima de 2,8 mm e abaixo
de 1.5 mm sdo descartadas. Os grios sdo classificados em finos,
regulares ou duplos (DORN, 1989).

A pré-limpeza € realizada com peneiras e ventiladores. E a
classificacdo é realizada por peneiras cilindricas de precisdo, onde
ocorre a classificacdo por espessura (cilindros) e por tamanho: pequena,



41

média e grande (separadores de disco). As FIGURAS 7 e 8 mostram os
equipamentos utilizados para a realizag@o da classificacdo do cereal que
chega do campo.

Figura 7 — Separador de disco por comprimento.
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Fonte: www.carterday.com

Figura 8 — Discos separadores.

Fonte: www.carterday.com

2.1.2.3 Secagem

A aveia para manter estabilidade durante o armazenamento e
obter também padronizagcdo do produto processado, o cereal passa por
secador onde sua umidade € padronizada para 12% (base imida) antes
da estocagem.



2.1.2.4 Armazenagem

Apds a secagem, enquanto aguarda processamento, a aveia é
armazenada em silos que possuem temperatura e umidade controladas,
18°C e 13% respectivamente.

E nos silos que os cereais passam pelo primeiro expurgo,
evitando qualquer tipo de infesta¢do na linha de processamento.

2.1.2.5 Descascamento

A aveia apds ser classificada por tamanho é descascada. Os grios
sdo separados em pratos separadores em largos ou curtos. Ambas sio
descascadas, porém, separadamente. O descascador mais comumente
utilizado € de impacto (HOSENEY, 1986). A aveia entra no centro de
um rotor em alta velocidade, o qual joga a aveia contra um forro de
borracha fixado na parte mais externa do equipamento. O forro de
borracha auxilia na reducdo da quebra dos grios e na separacdo do gréo
da casca. A casca € removida por aspiracdo. A aveia descascada é
separada da ndo descascada por peneiras ou por discos separadores.
Separadores chamados de paddys sdo os mais efetivos nesta separagao,
utilizando a diferenca de densidades. A FIGURA 9 mostra
esquematicamente o funcionamento de um descascador utilizado no
processamento de aveia.

Apés descascada, a aveia passa por polimento, onde por fric¢do
de um grdo no outro, os tricomas (cabelos) e cascas aderidas sdo
retirados.

2.1.2.6 Estabilizacdo e tostagem

Depois de todos os processos de limpeza e classificacdo, o cereal
passa pelo tratamento térmico. Este normalmente consiste no
aquecimento da aveia por cerca de uma a duas horas em colunas com
vapor. A aveia alcanga temperaturas em torno de 93°C e perde 3-4% da
umidade. Como resultado do tratamento térmico, a aveia adquire aroma
de tostado (roasted flavor), considerado desejavel (HOSENEY, 1986).
O tratamento térmico tem também como resultado a inativacdo da
lipase, de muita importancia para que os produtos tenham maior
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extensdo da vida-de-prateleira (KENT, 1964). A FIGURA 10 apresenta
o desenho esquemadtico de um processo de estabilizagao.
Figura 9 — Esquema de um descascador de aveia.

Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br

Na etapa de tostagem sdo retirados de um produto soélido,
quantidades de substancia voldtil, normalmente 4dgua, caracterizando a
umidade do material (PARK et al, 2007). A tostagem ocorre para evitar
a rancificacdo dos grios de aveia, estes sdo submetidos a vapor e calor,
geralmente a uma temperatura elevada. Através da tostagem, ocorre a
inativacdo de enzimas lipoliticas, fundamental para obter produtos de
boa conservacdo (HOSENEY, 1991).

2.1.2.7 Corte

Para a producdo de aveia em flocos e flocos finos é necessario
que o grio da aveia seja cortado em trés ou quatro partes
respectivamente, por facas estaciondrias rotativas. Entdo os pedacos
passam por coluna com vapor e posteriormente sao flocados e secos. A
FIGURA 11 mostra esquematicamente um cortador de aveia.



Figura 10 — Esquema de um estabilizador de aveia.
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Figura 11 — Esquema cortador de aveia.

Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br
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2.1.2.8 Condicionamento e flocagem

Para a producio de aveia flocada (old-fashioned rolled oats), os
graos livres da casca so utilizados. Para a producido de aveia em flocos
inteiros, a mesma passa por uma coluna com vapor e imediatamente por
rolos, onde é formado o floco (HOSENEY, 1986). Também ¢& possivel
produzir flocos menores, onde o grio de aveia cortado passa por
condicionamento e apds por rolos para flocagem. A FIGURA 12 mostra
o desenho esquemadtico do processo de flocagem da aveia.

A passagem da aveia pelo vapor antes da flocagem € importante
por diversas razdes. A primeira € pelo vapor tornar a aveia mais flexivel,
desta forma menor nimero de graos sdo quebrados durante a flocagem.
Também, auxilia na desnaturagdo das enzimas que causam rancificagao.
Os flocos normalmente sdo empacotados em embalagens capazes de
trocar gases com o ambiente. Este tipo de embalagem € necessdria para
a remocgdo dos odores de ranco que sdo produzidos durante a estocagem.
Mesmo com as enzimas desnaturadas, uma pequena quantidade de
odores de ranco ainda sdo produzidas.

Figura 12 — Esquema flocador de aveia.

Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br



2.1.2.9 Secagem e resfriamento

A secagem ¢é a etapa final da producdo de flocos de aveia. Ela
ocorre normalmente em secadores de leito fluidizado onde a umidade do
floco é reduzida ao maximo de 11,5% (base umida). A FIGURA 13
mostra o esquema de um secador de leito fluidizado destinado a
secagem dos flocos.

Figura 13 — Esquema de secagem em secador de leito fluidizado.
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2.1.2.10 Moagem

Na sequéncia a aveia pode passar pelo processo de moagem onde
obtém-se a farinha de aveia, iniciada com a abertura de grios
(trituracdo), extracdo de farinha (reducdo), compressdo e moagem. A
moagem, por sua vez, separa 0 maximo do endosperma da casca e do
germe, além de conseguir a mixima extragdo por meio da redugdo de
maior quantidade de endosperma em farinha.

Segundo a definicdio da AMERICAN ASSOCIATION OF
CEREAL CHEMISTS (AACC), o farelo de aveia deve conter no
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maximo 50% da matéria-prima original (taxa de extracdo), no minimo
16% de fibra alimentar total (base seca) e, desta, no minimo 1/3 deve ser
soldvel.

2.1.2.11 Ensaque e empacotamento

O empacotamento de produtos processados de aveia pode ser
realizado de vdrias formas, big bags (900 a 1000 kg), sacos de papel
kraft (30 kg), pacotes (250 a 500 g) e cartuchos (250 a 500 g).

2.1.3 Maltagem

Aveia (Avena sativa) ¢ um dos cereais mais populares para o
consumo humano e tem recebido crescente interesse por causa das suas
excelentes propriedades relativas a satide, como alto contetdo de fibra
dietética, especialmente a P-glucana, assim como minerais e
antioxidantes (KLOSE er al, 2009). Os antioxidantes mais abundantes
sdo a vitamina E (tocdis), 4cido fitico, compostos fendlicos e
avenantramidas, estes estdo concentrados na camada mais externa da
semente (PETERSON, 2001). A aveia maltada € outra possibilidade de
apresentagdo do cereal, sendo que os atributos sensoriais mais salientes
sdo odor e sabor de torrado, sabor doce, odor intenso, after taste intenso;
e textura dura e fragil. Os compostos fendlicos parecem influenciar
significativamente o flavor da aveia.

A cevada maltada, o cereal mais popular que passa por
malteacdo, tem hoje sua maior utilizacdo para a producio de cerveja e
bebidas destiladas, e vem sendo utilizada por longo tempo pela indistria
de alimentos como fonte de sabor, cor, dogura, enzimas e outros
componentes nutricionais (BAMFORTH & BARCLAY, 1993). J4 a
aveia maltada tem sido largamente utilizada como um ingrediente para a
producdo de cerveja desde os tempos medievais. Atualmente, a aveia
maltada € utilizada na industria cervejeira principalmente como
coadjuvante de sabor para a producgfo de cervejas especiais como lagers,
ales e stouts (KLOSE et al, 2009). Também pode ser utilizada em
produtos alimenticios como pdes especiais, cookies, produtos de
confeitaria, e em preparados de cereais matinais (VALENTINE, 1995).

Sementes de cereais tem sido germinadas por séculos para
amolecer a estrutura da semente, aumentar a concentragdo dos
compostos nutritivos e diminuir a composi¢do dos compostos anti-



nutricionais (KAUKOVIRTA-NORJA et al, 2004). O principal
propdsito da malteacdo € a produgdo de enzimas e a quebra da parede
celular que circunda os granulos de amido (KLOSE et al, 2009). Uma
das mais importantes mudangas fisico-quimicas que ocorrem durante a
maltagem € a degrada¢do da matriz proteica que circunda os granulos de
amido dentro das células do endosperma e sua conversio em peptideos
soliveis e aminodcidos para fornecer substratos para a sintese de
proteinas para o embrido em desenvolvimento (BRIGGS et al, 1981).

A maltagem € uma germinagcdo controlada com limite de
crescimento seguida por uma secagem controlada da semente. O
objetivo € produzir alta atividade enzimdtica e odor e sabor
caracteristicos com a minima perda de peso seco (HOSENEY, 1986).
Somente griaos selecionados devem ser maltados, para haver alta
capacidade germinativa. A germinacdo é um processo fisioldgico no
qual componentes estocados no grido sdo degradados para o
desenvolvimento de uma nova planta.

A germinacdo ¢é iniciada pela maceracdo, onde grios secos
absorvem dgua, até o seu conteido de umidade atingir 43-45%, e
reativar as atividades metabdlicas. Durante o processo de germinagéo, a
sintese de enzimas e as modificacdes da semente realizam-se. Pequena
aten¢do € dada aos efeitos da germinacdo sob os compostos fendlicos da
aveia, mas estudos tem mostrado que o conteido de avenantramidas,
com a aceleracdo da atividade da enzima HHT, aumenta durante a
germinacdo (MATSUKAWA et al, 2000).

Existem alguns fatores de interesse no processo de maltagem de
cereais. O primeiro é com relacdo a biodisponibilidade de nutrientes
fornecidos pelos cereais. A biodisponibilidade destes nutrientes &
afetada por muitos complexos e outros fatores interelacionados. Os
fitatos s3o compostos normalmente presentes em grande quantidade nos
cereais, e supde-se que seja o fator que mais comprometa a absorcdo de
vérios elementos essenciais, como o zinco, o ferro, o magnésio e o
cilcio (MORRIS, 1986). Altos niveis de fitatos em produtos
alimenticios a base de aveia podem reduzir a absorcdo de minerais
(PETERSON, 1998). A concentragdo de fitatos em cereais pode ser
diminuida ativando uma enzima de ocorréncia natural, a fitase, a qual
hidrolisa os fitatos para fosfatos, o que aumenta a biodisponibilidade dos
minerais (SANDBERG & SVANBER, 1991; BRUNE et al, 1992;
LARSSON & SANDBERG, 1992). Além de ocorrer substancial
aumento na atividade da fitase durante a germinacdo do trigo, da cevada,
do centeio e da aveia.
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Outro fator de interesse no processo de maltagem da aveia, é que
ela tem alto nivel de atividade de lipase se comparada com outros
cereais (O’CONNOR et al, 1989). Também o fato de possuir alta
concentracdo de lipidios (BROWN & CRADDOCK, 1972), requer que
a aveia processada seja tratada com vapor para a inativagao das enzimas
(HUTCHINSON et al, 1951; EKSTRAND et al, 1993). Também, a
oxidagdo dos dcidos graxos livres, liberados dos triacilglicer6is pelas
lipases levam a rancifica¢do do produto (HUTCHINSON & MARTIN,
1952). A rancificacdo nio é um problema usual na estocagem de graos
intactos a temperatura e umidade ambientes (WELCH, 1977).
PETERSON (1998), durante seus experimentos de viabilidade de aveia
maltada, descobriu que a concentracdo de dcidos graxos livres durante a
fase de germinacdo da maltagem aumenta a niveis inaceitdveis para a
maioria dos seus usos.

Alguns estudos preliminares com aveia maltada examinaram o
efeito do dcido giberélico, da atividade enzimdtica e outras
caracteristicas relativas a cevada maltada e outros cereais (PALMER,
1970; POMERANZ & SHANDS, 1974). A atividade da enzima o-
amilase em aveia maltada € similar a cevada maltada, mas o poder
diastatico (DP - diastatic power) da aveia € consideravelmente mais
baixo. O extrato de malte da aveia é mais baixo em rela¢do ao da cevada
(POMERANZ & SHANDS, 1974), possivelmente pela combinagdo de
maior porcentagem de casca e o alto conteido proteico da aveia.

O Fluxograma do processo de maltagem € apresentado na
FIGURA 14.

2.1.3.1 Maceracao

O processo de maltagem comeca com rigorosa limpeza das
sementes, com remoc¢do de sementes estranhas, ou quebradas. E
posterior selecdo, onde somente as de maior didmetro sio utilizadas.

A primeira etapa do processo de maltagem € a maceragdo
(steeping), onde o objetivo € introduzir d4gua no grdo. A maceracdo
normalmente estd completa quando o conteido de umidade do grdo
atinge 42~44% (HOSENEY, 1986). E importante que a umidade atinja
até o centro da semente por causa do mecanismo de difusdo no qual a
dgua tem que penetrar no grdo, a maceracdo € um processo lento. O
tempo requerido depende da distincia que a dgua tem que ser difundida.

Outro fator que afeta o tempo de maceracdo € a temperatura. Altas



temperaturas necessitam menor tempo de maceracdo, pois a difusdo é
mais rdpida.

O contetdo de umidade de 42~44% é um valor de equilibrio. E
neste ponto que a pressdo hidrostitica na célula se iguala a pressdo
osmotica gerada pela seiva da célula (HOSENEY, 1986).

Figura 14 — Fluxograma de produg¢do da aveia maltada.
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2.1.3.2 Germinagdo

A etapa seguinte € a germinacgdo. Nela, os grios sdo removidos da
dgua e colocados em camas para germinar. Fisiologicamente,
germinacdo € o processo no qual uma nova planta comega sua formacao
(HOSENEY, 1986). Ambos, radicula e acrospério (primeira folha
formada) sdo formados. A germinac¢do normalmente leva de quatro a
cinco dias. Durante este tempo, ar timido € for¢ado através da cama de
germinacdo. A temperatura geralmente fica em torno de 16°C.
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Durante a germina¢do, como uma nova planta comeca seu
desenvolvimento, um grande nimero de enzimas sdo desenvolvidas ou
ativadas. Normalmente quando se pensa em malte, as principais enzimas
sdo o- e B-amilase (HOSENEY, 1986).

O crescimento de uma nova planta é controlada pela umidade do
grio, pela temperatura, e pelo ar forcado através da cama. O objetivo é
um crescimento minimo para obter um mdximo rendimento de malte
com alta atividade enzimdtica. Germinacdo a alta temperatura apresenta
uma alta taxa de crescimento da nova planta, mas a atividade enzimatica
e o rendimento do malte sio ambos baixos. Como regra geral, a
germinacdo € interrompida quando o acrospério tem o comprimento de
um ter¢o da semente (HOSENEY, 1986).

2.1.3.3 Secagem

A 1ltima etapa € a secagem. Apds o grio ter sido germinado, o
“malte verde” tem cerca de 45% de umidade. Entdo tem que ser seco
para ser um produto apto a ser estocado e desenvolver as caracteristicas
do malte de aroma e sabor.

O maior problema da maltagem € a secagem do “malte verde” de
forma a retirar a umidade sem danificar a atividade enzimética. Em alta
umidade, muitas enzimas sdo sensiveis ao calor. A atividade enzimatica
¢ afetada da mesma forma que a solubilidade das proteinas. Entdo, para
proteger as enzimas, o “malte verde” tem que ser cuidadosamente seco
somente com baixas temperaturas. Conforme a umidade é removida, a
temperatura pode ser aumentada no intuito de ativar a reagdo de
escurecimento para dar ao malte as caracteristicas desejadas. Durante o
processo de maltagem, de 7-10% do peso é perdido.

2.2. ANTIOXIDANTES FENOLICOS

Antioxidantes tradicionalmente sdo descritos como compostos
que protegem os sistemas bioldgicos contra efeitos nocivos de processos
ou reagdes que possam causar a oxidacdo. Ja o FDA (Food and Drug
Administration) define os antioxidantes como substincias usadas com a
finalidade de conservar os alimentos pelo retardamento da deterioragao,
rancidez ou descoloracdo causada pela oxidacdo. Sendo que substincias
téxicas sdo formadas pela peroxidagdo lipidica durante o processamento
dos alimentos e podem levar a efeitos adversos como carcinogénese,



mutacdo do DNA celular e envelhecimento. A atuagio destes compostos
pode se dar por alguns possiveis mecanismos: alteracdo da produgdo de
radicais; eliminacdo de precursores de radicais; quelacio de metais; e
elevacdo dos niveis de antioxidantes endégenos (PIMENTEL et al,
2005). Os antioxidantes primdrios atuam como doadores de prétons,
impedindo deste modo, o processo de iniciacdo da reacdo de oxidagdo
que € desencadeada pelos radicais livres. Atuando como antioxidantes
primdrios encontramos os antioxidantes fendlicos, tocoferdis,
aminoacidos, carotenoides e os antioxidantes sintéticos. Ja os
conhecidos como antioxidantes secunddrios atuam no bloqueio da
decomposi¢dao dos perdxidos e hidroperdxidos, e por consequéncia a
reacdo em cadeia através da captag@o de intermedidrios reativos como os
radicais peroxila e alcooxila. Antioxidantes sintéticos, vitaminas A, C e
E e também compostos fendlicos se enquadram nesta classificagcdo
(PIETTA, 2000). Ou seja, os antioxidantes primdrios sdo capazes de
interromper a cadeia de radicais, cedendo hidrogénio a um radical
lipidico livre e assumindo a forma de radical estdvel, sendo os fendis
representantes deste grupo, que apresentam grupos doadores de elétrons
nas posi¢des orto e para de sua cadeia ciclica. Os secunddrios reduzem
o processo de iniciagdo, utilizando agentes quelantes de metais como o
acido citrico (GORDON, 1990).

Dentre as mais variadas classes de antioxidantes naturais, uma
classe tem se mostrado muito eficiente pelas suas propriedades redutoras
e estrutura quimica, os compostos fendlicos. Com estas caracteristicas,
estes compostos t€m o potencial de neutralizar ou sequestrar os radicais
livres e de quelar os metais de transi¢do, agindo desta forma tanto na
etapa de iniciagdo como a de propagacdo do processo oxidativo
(NACZK & SHAHIDI, 2004).

Os compostos fendlicos dos alimentos vegetais incluem diversos
compostos e um amplo espectro de atividades funcionais.
Tradicionalmente, esses compostos sdo considerados importantes em
alimentos vegetais, devido a seu impacto sobre o sabor e a cor, além de
existir um grande interesse em seus potenciais efeitos benéficos a saude,
sua atividade antioxidante e seus efeitos antimicrobianos (BRECHT et
al, 2010). Os fendlicos sdo associados a resisténcia de alguns tecidos
imaturos de frutas ao ataque de micro-organismos patogénicos
(BRECHT et al, 2010).

Em plantas, os compostos fendlicos sao metabdlitos secundarios
que sdo sintetizados por elas durante o desenvolvimento normal e sdo os
responsdveis pelos mecanismos de defesa das plantas contra patégenos,
pragas e qualquer outra condicdo de estresse, sendo a resposta de defesa
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das plantas (PARR & BOLWELL, 2000). Sendo que os compostos
fendlicos normalmente apresentam propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anticancerigenas (GRAY et al, 2002).

A estrutura basica dos compostos fendlicos é constituida por um
grupamento quimicamente heterogéneo de fitoquimico derivado da
tirosina e fenilanina, contendo um grupo fenol, que é um grupo hidroxila
funcional em um anel aromatico (PETERSON, 2001; NACZK &
SHAHIDI, 2006). Acidos fendlicos e flavonoides estio presentes em
cereais tanto na forma livre como na forma conjugada. A maior
concentracdo dos mesmos se encontra na camada de aleurona dos
cereais, porém, também sdo substincias encontradas no germe e na
casca do grao.

Dentre os compostos fendlicos pertencentes aos cereais, 0s
mesmos podem ser classificados como livres (6%), soldveis (17-30%)
ou ligados (66-80%) (KLAJN, 2011). Em geral, a maioria dos
compostos fendlicos em cereais estd ligada através de ligacdo covalente
com células de polissacarideos e sua remogdo requer condicdes
extremas de extracdo (KLAJN, 2011). E ainda existe a fracdo soldvel
dos compostos fendlicos simples de forma livre, sendo estes, os mais
importantes em termos de beneficios nutricionais (GRAY et al, 2002).

2.2.1 Acidos fenolicos conjugados com aminas — Avenantramidas

Uma série de compostos andlogos a arilaminas conjugadas
baseadas no acido antranilico e dcido hidroxiantranilico, coletivamente
conhecidas como avenantramidas foram descritas como sendo
provenientes da aveia (COLLINS, 2011). Em 1989, COLLINS
identificou e caracterizou um grupo de alcaloides que contém grupos
fendlicos nas cascas e graos de aveia. Estes compostos sdo oriundos do
metabolismo secunddrio da planta como uma resposta de defesa das
mesmas (KLAJN, 2011). Estes compostos fendlicos sdo caracterizados
por possuirem baixo peso molecular, por serem conjugados, soliveis em
etanol aquoso e por serem Unicos da aveia (COLLINS, 2011). As
avenantramidas sdo conjugados substituidos do 4cido hidroxicinamico,
que apresentam atividade antioxidante, descritos como fitoalexinas com
potencial propriedade de promover beneficios a saide (PETERSON &
DIMBERG, 2008).

MAYAMA et al (1981), isolou trés fitoalexinas das folhas da
aveia que foram inoculadas com um fungo muito comum neste tipo de
plantacdes, a Puccinia coronata, e caracterizou estas trés fitoalexinas



como avenalumins I, II e III. Posteriormente, em 1989, COLLINS
publicou a ocorréncia de uma série complexa de pelo menos 20 distintos
compostos, na cariopse da aveia, conjugados dos dcidos antranilico e 5-
hidroxiantranilico com os dcidos p-cumdrico e ferrilico, que foram
chamadas de avenantramidas.

A FIGURA 15 mostra as estruturas das avenantramidas presentes
na cariopse da aveia e que foram descritas na patente de COLLINS &
PATON em 1992. Contudo, a constituicio e quantidade das
avenantramidas variam muito de acordo com o genétipo, clima, ano de
cultivo, a localizagdo do cultivo e o tecido analisado (COLLINS, 2011).
Atualmente sdo conhecidas cerca de 40 diferentes avenantramidas
identificadas por cromatografia (COLLINS, 1989), trés sdo notadamente
mais abundantes nos griaos de aveia (EMMONS & PETERSON, 1999;
BRATT et al, 2003):

v N-(40-hidroxi-30-metoxicinamoil) - acido 5-
hidroxiantranilico (By);

v" N-(40-hidroxicinamoil) — dcido 5-hidroxiantranilico (B,);

v' N-(30, 40-dihidroxicinamoil) - acido 5-
hidroxiantranilico (B.)

Contudo, as concentra¢des de avenantramidas no gréo, ja provado
exaustivamente, sio influenciadas pelo gendtipo e pelo ambiente de
crescimento em que se desenvolvem (EMMONS & PETERSON, 1999;
BRYNGELSSON et al, 2002; PETERSON et al, 2005).

2.2.2 Biossintese e Metabolismo

O grupo dos compostos alcaloides derivados do dcido antranilico
ligado a um derivado do acido hidroxindmico por uma ponte pseudo-
peptidica, avenantramidas, sio muito comuns em grios de aveia
(COLLINS, 1989; DIMBERG et al, 1996), possuem atividade
antioxidante in vitro (PETERSON et al, 2002; BRATT et al, 2003) e in
vivo (CHEN et al, 2007) sao acidos fendlicos conjugados da aveia e sdo
sintetizados do correspondente dcido antranilico substituido como
aceptores acil, com 4cidos fendlicos hidroxi-substituidos com CoA-
ativada com doadores acil (COLLINS, 2011). Na aveia, 4cido
hidroxicindmico, antes do dcido hidroxibenzdico, € o principal doador
(COLLINS, 2011). A aveia € o unico dentre os cereais no qual sao
acumuladas preferencialmente arilaminas conjugadas (as
avenantramidas) ao invés de alquilaminas conjugadas, nas suas folhas
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em resposta a infeccdo flingica e tratamento contra o ataque de outros
elicitores.

ISHIHARA et al (1999) descreveu a importancia do papel de
uma enzima chamada  hidroxicinamoil-CoA:hidroxiantranilato N-
hidroxinamoiltransferase (HHT) como sendo a responsdvel pela
condensacdo final entre o dcido e o éster. BRYNGELSSON et al
(2002), mostrou que a maceragdo acompanhada de incubagio de
cariopses de aveia sem processamento ter aumento na enzima HHT. O
aumento € dependente do tempo, temperatura, ¢ da manutencdo da
integridade dos tecidos, se houver tratamento térmico ou moagem, este
aumento na enzima nao ocorre.

Figura 15 — Estrutura quimica das avenantramidas descritas por COLLINS &
PATON em 1992.
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2.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A extracdo de compostos fendlicos de materiais vegetais tem
influéncia da natureza quimica do composto, do método de extragio
empregado, do tamanho das particulas da amostra envolvida, do tempo
de armazenamento e condi¢des, bem como, pela presenca de substancias
interferentes (NACZK & SHAHIDI, 2004). O tipo de solvente e a
polaridade podem afetar a transferéncia de elétrons e a transferéncia de
atomos de hidrogénio, que sdo aspectos chaves na medida da capacidade
antioxidante. A presenca de outros compostos nas solucdes testadas
também podem afetar os resultados (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-
CALIXTO, 2006).

Durante as extragdes, algumas varidveis podem interferir no bom
funcionamento da reacdo. A solubilidade € afetada pela polaridade dos
solventes utilizados, desta forma, torna-se bastante dificil desenvolver
um procedimento de extracdo de fendlicos que seja adequado para todos
0s compostos. Assim como, varidveis de operacdo de equipamentos de
extracdo podem ser decisivas para a extracao.

Dentre os processos de extragdo, estaremos comentando quatro
principais utilizados para a extracdo dos compostos fendlicos nominados
avenantramidas de aveia.

2.3.1 Extracao com solvente orginico

A operacdo unitdria de extracdo por solventes é uma das mais
amplamente utilizadas, devido aos seus resultados satisfatérios e a sua
simplicidade de procedimento. Normalmente busca-se extrair um
componente especifico de um alimento ou planta, sendo muito
importante para um grande nimero de aplica¢des: extracdo de Oleos
essenciais, remocao da cafeina do café (ESPINOZA et al, 2007) e do
chd (PERVA-UZUNALIC et al, 2006) e extracdo de compostos ativos
como antioxidantes de alecrim (HOSSAIN et al, 2011), de frutas
(POMPEU et al, 2009) e de cereais como o trigo (ZHOU & YU, 2004) e
a aveia (ALRAHMANY & TSOPMO, 2012). A extra¢do com solventes
organicos € também frequentemente utilizada para o isolamento dos
compostos bioativos (ANDREO & JORGE, 2006). O rendimento da
extracdo e a determinagdo da atividade antioxidante dependem do tipo
de solvente, devido as diferencas nos potenciais antioxidantes e a
polaridade dos compostos (MARINOVA & YANISHLIEVA, 1997).
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A extracdo sélido-liquido envolve a remog¢do de um componente,
o soluto, de um alimento usando um liquido, o solvente, o qual deve ter
a capacidade de dissolvé-lo (FELLOWS, 2000). Os solventes orgénicos,
como por exemplo, metanol, etanol, propanol, acetona, acetato de etila e
suas combinacdes tém sido utilizados, frequentemente com diferentes
proporg¢des de dgua (ANTOLOVICH et al., 2002).

Um solvente é usualmente um liquido que dissolve um sdlido,
liquido ou uma substincia gasosa (o soluto), resultando na formagao de
uma solucdo (HOLLIDAY, 2006). Os solventes sdo utilizados para
extrair compostos soldveis de uma mistura. A atuacdo do solvente serd
na criagdo de interagdes quimicas fracas com o soluto, a fim de
solubilizd-lo. As interagdes mais comuns sio liga¢des de Van der Waals
(interagdes dipolo induzidas), interacdes dipolo-dipolo, e pontes de
hidrogénio. Contudo, as interacdes seguem regras de polaridades, sendo
solventes e solutos classificados como polar (hidrofilico) e ndo polar
(lipofilico). E é a polaridade do solvente que determina que tipo de
composto ele poderd dissolver e com qual outro solvente ou composto
liquido ele é miscivel. Porém, ndo existe sistema de extracdo com
solvente que seja eficaz com todas as classes de antioxidantes
(antocianinas, dcidos fendlicos e taninos). A natureza quimica destes
compostos nos alimentos pode variar de simples ou altamente
polarizado além da possibilidade de interagdo com outros componentes
(ANDREO & JORGE, 2006). A extracdo por solvente envolve as fases
de mistura (alimento e solvente), contato solvente-soluto e separagido do
solvente (FELLOWS, 2000). Durante o periodo de contato entre o
solvente e o alimento ocorre a transferéncia de massa do soluto do
alimento para o solvente. Primeiro o soluto se dissolve no solvente
formando uma solucdo, a solucdo se move através das particulas do
alimento até a sua superficie e entdo a solucdo se torna dispersa em
maior quantidade de solvente.

Os fatores que alteram a extracdo sdo: temperatura, superficie de
contato, viscosidade do solvente e fluxo do solvente (FELLOWS, 2000).

A decomposi¢do térmica é um dos principais fatores da redugdo
do conteido de fendis. Na decomposi¢do térmica, os fendis podem
reagir com outros componentes e impedir a sua extracdo (MOURE et
al., 2001). O conteddo total de fendlicos diminui com o aumento da
temperatura (CONDE et al, 1998 apud ANDREO & JORGE, 2006).

Apesar da extragdo com solvente ser um método conveniente, 0s
efeitos toxicos deixados pelos residuos devem-se levar em conta.

A obten¢do de compostos fendlicos da aveia € comumente
realizada com a utilizacdo de solventes orgdnicos como dgua, etanol,



éter e metanol. No caso da extracdo de avenantramidas, que sdo
moléculas fendlicas de baixo peso molecular sdo prontamente extraidas
com dlcoois como metanol e etanol, ja& moléculas menos polares como
tocoferdis, tocotriendis € a maioria dos fitatos sdo mais soldveis em
solventes menos polares (SUN et al, 2006).

2.3.2 Extraciao em banho de ultrassom

O processo de ultrassom € utilizado para a extragdo de compostos
voldteis de plantas com solventes organicos em temperatura ambiente. O
mesmo utiliza energia de ondas sonoras de origem mecanica que sdo
transmitidas em frequéncia superior a capacidade auditiva humana. As
ondas sonoras se propagam na matéria em frequéncias de 20 a 100 kHz,
criando no meio que se propagam ciclos de expansdo e compressao
(BENELLI, 2010) fazendo com que as moléculas do meio se
aproximem e se afastem repetidas vezes. Essas variagcdes na pressdo do
liquido empregado no processo gera cavitagdo, bolhas ou micro fluxos
causando mudancas, fisicas e quimicas permanentes, como ruptura de
s6lidos e instabilidade na interface de sistemas liquido-liquido e liquido-
gas (MELECCHI, 2005).

A extra¢do por ultrassom segue um mecanismo que atribui seu
comportamento a formacdo de cavitacdo na propagacdo das ondas
acusticas, que acontece quando a pressdo negativa resultante dos ciclos
de expansdo e compressdao excede a tensdo superficial do liquido
naquele ponto. A cavitagdo ocorre quando, sob efeito de ondas
ultrassdnicas houver uma diminuicdo de pressdo para que a distdncia
entre as moléculas ultrapasse a distdncia molecular critica que mantém o
liquido intacto. Formam-se espagos vazios no liquido, que sdo chamados
de bolhas de cavitacdo. Quando a pressio aumenta pelo efeito da
aproximag¢do das moléculas do liquido levada a efeito pelo onda sonica
injetada, a bolha entra em colapso e implode (OLIVEIRA, 2010). O
colapso das bolhas pode produzir efeitos fisicos, quimicos e mecanicos
que resultam no aumento da permeabilidade das paredes celulares,
melhorando o processo de difusdo e de transferéncia de massa (LUQUE-
GARCIA & CASTRO, 2003). Em alguns casos, pode ocorrer a ruptura
da parede celular causando a saida de compostos aromdticos da célula
além de aumentar a eficiéncia da extracdo e a reducdo do tempo de
extracdo, ¢ aumentada a drea de contato entre o sélido e a fase liquida
(LUQUE-GARCIA & CASTRO, 2003).



59

A cavitacdo envolve trés estagios: a nucleagio (formacdo de
bolhas de ar proximas as superficies irregulares de particulas sdlidas
presentes), o crescimento das bolhas e a violenta implosdo (OLIVEIRA,
2010).

Existem dois tipos de equipamentos utilizados para extragdes
com ultrassom: banhos e sondas. O banho de ultrassom tem o transdutor
preso no fundo da cuba do aparelho e a energia ultrassonora é
transmitida através de um liquido, normalmente ¢é utilizada dgua fria.
Contudo, esta caracteristica do equipamento gera muita dispersdo da
energia ultrassdnica e, consequentemente, menor influéncia nos sistemas
reacionais. J4 a sonda ultrassOnica tem o transdutor fixado na
extremidade do amplificador, mantem contato direto com o sistema
reacional apresentando como vantagens a poténcia totalmente
disponivel, promovendo cavitacio mais eficiente no liquido, ndo hd
transferéncia de irradiacdo ultrassdnica pelas paredes do vaso. Em
ambos o0s casos, a energia ultrassonica provém de uma cerdmica
piezoelétrica (LUQUE-GARCIA & CASTRO, 2003).

Dentre as principais vantagens do uso de ultrassom podemos
destacar: a simplicidade e economia de custo inicial; redug¢do do tempo e
temperatura de extragcdo; pode-se utilizar uma ampla gama de diferentes
solventes assim como redugdo da quantidade de reagente. A FIGURA
16 apresenta o esquema das extracdes com ultrassom utilizando banho
de ultrassom (a) e sonda de ultrassom (b).

Figura 16 - Esquema das extracdes com ultrassom: (a) banho de ultrassom e (b)
sonda de ultrassom.
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FONTE: OLIVEIRA, 2010.

O processo de extragdo com ultrassom utiliza amostras trituradas
misturadas ao solvente em um recipiente que € imerso em um banho de
ultrassom por um tempo pré-determinado e uma frequéncia prépria do
banho. Apés extracdo, o extrato ¢ filtrado e concentrado. A extragdo
com ultrassom é utilizada em diversas dreas que incluem a extragio de
compostos naturais, compostos antioxidantes e fitoquimicos como
hidrocarbonetos, polissacarideos, alcaloides, Oleos, fendis, esterdis
(LUQUE-GARCIA, 2003). J4 em aplicacdes industriais, a limpeza com
ultrassom € a operacdo mais conhecida e difundida.

2.3.3 Extracao Supercritica

Atualmente fluidos supercriticos vém adquirindo ampla utilidade
em muitos processos e aplicacdes industriais, principalmente devido as
restrigdes quanto ao uso de solventes organicos (MOHAMED, 1997).
Em drea de nutracéuticos, produtos farmacéuticos, cosméticos,
esséncias, alimentos e produtos agricolas, as aplicacdes de extragdo
supercritica sdo multiplas, como descafeinacdo de café (TELLO et al,
2011) e chd (ICEN & GURU, 2009), extragio de aromas (HAAN et al,
1990; YONEL et al, 1995), pigmentos (MARCIAS-SANCHEZ et al,
2005), o6leos essenciais (BERNA et al, 2000), antioxidantes de
sementes (PASSOS er al, 2010) e especiarias entre outros
(REVERCHON & DE MARCO, 2006). A técnica de extracdo
supercritica de antioxidantes naturais e compostos com atividade
microbiana, compostos de alto valor agregado, é de fundamental
importancia para a definicdo de qualidade do produto. As vantagens em
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relacdo aos métodos tradicionais sdo vdrias como o uso de baixas
temperaturas, reducdo do consumo de energia e alta quantidade de
produto, devido a auséncia de solvente em fase de soluto (MICHIELIN
et al, 2005; BRUNNER, 2005).

A extrag@o supercritica explora as propriedades particulares dos
fluidos quando préximos aos seus pontos criticos. Nesta regido as
propriedades termodinimicas sdo particularmente sensiveis as alteracdes
de temperatura e pressdo. O estado supercritico na prética é obtido
através de um aumento simultdneo da temperatura e da pressdo de uma
substincia (ou mistura de substincias) de forma a modificar o estado de
agregacdo entre suas moléculas (LANCAS, 2002). Vdrias propriedades
dos fluidos s@o alteradas sob essas condi¢des, a densidade do fluido
supercritico é similar a dos liquidos, sua viscosidade assemelha-se a dos
gases e sua capacidade de difusdo € intermedidrias entre os dois estados
(ANDREO & JORGE, 2006). Desta forma, o CO, age como um liquido,
porém tem baixa viscosidade, e difunde-se como um gis (FELLOWS,
2000; PERRUT, 2000). Portanto, o estado supercritico de fluidos pode
ser definido como o estado no qual liquido e gds sdo indistinguiveis
entre si (HERRERO et al, 2006). A solubilidade é um parametro de
grande relevincia na determinacdo das condicdes de operagdo,
enquanto, que a seletividade permite a obten¢do de informacdes sobre
qualidade e composi¢do dos extratos (FERREIRA et al, 1999). A
seletividade na extracdo supercritica pode ser determinada pela escolha
do fluido supercritico ou pelo ajuste de parametros como temperatura e
pressao do processo dentro da regido supercritica, ou seja, controlando a
densidade do solvente (BENELLI, 2010). A defini¢do das condigdes de
extracdo (temperatura e pressdo) indicam o poder de solvatacdo do
solvente, assim quanto maior o poder de solvatagdo maior a solubilidade
de um determinado composto e maior o numero de compostos
solubilizdveis de uma mistura, ou seja, alta solubilidade significa baixa
seletividade e vice-versa (BENELLI, 2010).

O processo de extragdo com fluidos supercriticos consiste em
duas etapas de processo: a solubilizacdo e a separacdo da mistura
soluto/solvente. Durante o processo de extracdo, o solvente supercritico
flui através de um extrator com leito fixo de particulas sélidas e
solubiliza os componentes passiveis de extracdo do sélido (BENELLLI,
2010). O solvente sai do extrator, carregando 0s compostos
solubilizados e passa através de uma vdlvula de expansdo, onde o
extrato € liberado do meio gasoso devido a menor pressdo e coletado
(REVERCHON & DE MARCO, 2006). A FIGURA 17 mostra o



diagrama esquemdtico de uma extracdo supercritica de uma matriz
solida.

Figura 17 — Diagrama esquematico da extragdo supercritica de matrizes sélidas:
(R1) regulador de pressdo do cilindro; (S1) pistdao de compressao; (R2)
regulador de pressido; (C1) serpentina; (E1) coluna de extracdo; (V) vdlvula
abre-fecha; (VM) valvula micrométrica; (RM) medidor de vazdo; (TF)
Totalizador.

a TF
D
I v WM IL RM
Compressor [

c1 Frasco Coletor

E1

Banho Termostitico

Tanque de
coz
S e N —
—— e o
Extracdo Separacdo

FONTE: FERREIRA et al, 1999 adaptado por MEZZOMO, 2008.

A extracdo supercritica pode proporcionar uma gama de
possibilidades de extra¢des em diversas situacdes. Como vantagens da
utilizacdo desta técnica podemos citar:

v" Uma variada gama de solventes e mistura de solventes
pode ser utilizada como em extragdes tradicionais,
contudo por motivos como saudabilidade e seguranca o
diéxido de carbono é o solvente que vem sendo mais
largamente utilizado, considerando principalmente a sua
aplicacdo em alimentos e inddstrias relacionadas (KING
& BOTT, 1993).

v' Com o controle da pressio, uma variedade de
seletividades e poderes de dissolucdo podem ser
conseguidos com um dado solvente a uma dada
temperatura (KING & BOTT, 1993).
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v Por causa do comportamento de difusividade e
viscosidade dos solventes supercriticos, eles podem
proporcionar melhores penetracdes nos poros e matrizes
€ por esta razdo proporcionar uma extragdo mais rapida e
eficiente quando em contato com o material a ser
extraido havendo maior controle do processo do que em
extracdes normais (KING & BOTT, 1993).

v' A etapa de recuperagdo do solvente € realizada com
requerimento menor de energia do que em casos de
extracdes convencionais e a remog¢do dos ultimos tragos
do solvente do produto ndo apresenta dificuldade (KING
& BOTT, 1993).

v' Comparativamente baixo poder de dissolugdo de
solventes supercriticos tendem a ser associados com boa
seletividade, resultando em produtos limpos e de boa
qualidade (KING & BOTT, 1993).

2.3.3.1 Caracteristicas dos fluidos supercriticos

Os fluidos supercriticos apresentam uma série de vantagens
perante outros tipos de extra¢do assim como na extra¢do de produtos
naturais, como a utilizagdo de gases inertes e baixas temperaturas de
processo. Por outro lado, a extragdo com CO, supercritico exige um
investimento maior devido aos custos de aquisicdo de equipamentos de
alta pressdo. Um fluido supercritico normalmente é representado por
pelo diagrama de Pressdo x Temperatura, onde a regido supercritica
demarca o final da coexisténcia das fases liquida e vapor. Na
proximidade de seu ponto critico, o fluido tem uma densidade
semelhante a da fase liquida e por tanto, poder de solubilizagdo também
(RODRIGUES, 2005). Juntamente com a compressibilidade e
coeficiente de expansdo semelhantes aos da fase gasosa (RODRIGUES,
2005). Estas propriedades sdo muito sensiveis a temperatura e pressao,
pequenas mudangas na temperatura e pressdo geram enormes mudancas
na densidade e, por tanto, no poder de solubilizagdo. A FIGURA 18
mostra o diagrama de fases caracteristico para um fluido supercritico, no
caso o diéxido de carbono.



Figura 18 — Diagrama pressdo/temperatura e os equilibrios entre os estados
s6lidos, liquido e gasoso. Defini¢do de regido supercritica para o CO,
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FONTE: CARRILHO et al, 2001.

O didéxido de carbono é um solvente seguro, ndo combustivel,
sem odor, sem sabor, barato e um solvente prontamente disponivel.
Possui baixa viscosidade sendo capaz de penetrar o material em que se
deseja extrair algum composto. Também possui baixo calor latente de
evaporagdo e alta volatilidade o que significa que pode ser facilmente
removido sem deixar residuos de solvente. O mais importante, variando
a temperatura e a pressdao do CO, durante o processo de extragdo, ele
pode ser usado na extracdo seletiva de componentes especificos. O
diéxido de carbono (CO,), o fluido mais utilizado devido a sua
moderada temperatura (31,3°C) e pressdo critica (72,9 atm), € gasoso
em temperatura ambiente. Entretanto, o CO, supercritico (pela baixa
polaridade) é menos efetivo para a extracdo de compostos com maior
polaridade em fontes naturais. Tal fato é superado com a adicdo de
modificadores, também conhecidos como co-solventes (DEL VALLE &
AGUILLERA, 1999).

Em recentes comparacdes da extracdo com CO, e outras
extracdes com solventes, concluiu-se que dentre todos os solventes
avaliados, o CO, resulta extratos com sabor e odor mais naturais
(MOYLER, 1991). Em altas pressdes e temperaturas, o0 CO, supercritico
age similarmente a um solvente organico, semelhante na distribuicéo e
no peso molecular dos componentes no extrato sdo de interesse. A
solubilidade relativa de classes de compostos tipicamente presentes em
ervas e outras materiais de plantas no CO, liquido apresenta-se resumido
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na TABELA 1. E com relacdo ao rendimento deste tipo de extracio,
quando usado para uma extragdo seletiva a baixas temperaturas, o CO,
liquido pode dar rendimentos de 6leos essenciais de plantas similares
aos obtidos em destilacdo com vapor (MOYLER, 1993).

Tabela 1 - Solubilidade relativa em CO, liquido de classes de compostos
tipicamente encontrados em materiais de plantas.

Muito solivel Parcialmente solivel Totalmente insoliivel
Compostos organicos Compostos organicos Aclcares e proteinas.
nao polares ou com alto peso
parcialmente polares  molecular (maior que
com baixo peso 400) ou alta polaridade.
molecular (<250)

Exemplos incluem Exemplos incluem Taninos, ceras, sais
terpenos, tiois, terpenos substituidos e inorganicos, clorofilas,
pirazinas e tiazoles, sesquiterpenos, dgua, carotendides, citricos,
acido acético, dcido oleico, glicerol, dcido madlico, glicina,
benzaldeido, hexanol, decanol e lipidios nitratos e a maioria
glicerol, acetatos. saturados com mais que  dos componentes dos
C12. pesticidas e
inseticidas.

FONTE: MOYLER, 1993

Como uma generalizacdo dos extratos de CO,, como aqueles
obtidos com solventes organicos, contem antioxidantes presentes
naturalmente nos materiais de plantas e sio eles que consequentemente
protegem contra a oxidag@o. Os extratos de CO, tipicamente contem
lipidios saturados a cadeias de carbono C12, no entanto lipidios
insaturados, lipidios oxigenados e lipidios com cadeias de comprimentos
superiores a C12 s@o ausentes. Os lipidios usualmente sdo os
responsaveis por altos valores de perdxidos e pela rancidez ser tdo alta
tanto em peso molecular e polaridade dos extratos com CO, liquido.
Quando altas temperaturas ou pressdes de CO, sdo usadas (condi¢des
supercriticas), mais lipidios com maior peso molecular sdo extraidos.
Eles ndo sdo uma contribui¢do favordvel para os aromas. Qualquer
extracdo com CO, supercritico pode ser seguida por uma etapa de
fracionamento, onde os lipidos insaturados do 6leo essencial podem ser
retirados. Os lipidios ndo s3o detrimentais nos extratos de CO, em
formulacdes, contudo eles podem melhorar a solubilidade em alguns
produtos (MOYLER, 1993).



2.3.4 Extracao supercritica com co-solvente

Os co-solventes se caracterizam por solventes orginicos que
apresentam volatilidade intermedidria entre o solvente supercritico € o
soluto a ser extraido, sendo adicionada em pequenas quantidades para
alterar as caracteristicas da mistura co-solvente/solvente, tais como
polaridade e interac¢des especificas com o soluto (pontes de hidrogénio),
podendo interagir com sitios ativos da matriz sélida e favorecer a
difusdo do CO, para extrair os compostos desejados, sem mudar de
forma significativa a densidade e compressibilidade do solvente
supercritico original (DIAZ-REINOSO er al, 2006). A utilizacio de co-
solventes ou modificadores na extracdo supercritica é utilizada para
favorecer a recuperacdo de substincias polares. Estas substincias, que
sdo liquidas nas condi¢cdes ambientais, tem sido usadas extensivamente
para alterar as propriedades de solvatacdio do CO, supercritico
(TAYLOR, 1996).

Quando se adota o uso de co-solventes, os beneficios no aumento
de solubilidade tem de ser balanceados contra o impacto negativo
resultante na complexidade do processo. A adi¢do de co-solvente serd
vantajosa no processo de separacdo se a seletividade puder ser
melhorada devido a interacdes especificas entre o co-solvente e
componentes especificos de uma mistura, desde que a solubilidade de
todos os componentes da mistura é aumentada devido a efeitos de
densidade (TEMELLLIL, 2008).

Diversos solventes orgdnicos podem ser utilizados como co-
solventes na extragdo supercritica, entre eles o etanol, este atende as
exigéncias legais para o uso de solventes organicos em insumos para a
inddstria de alimentos (MICHIELIN, 2009).

2.4 METODOS DE AVALIACAO E QUANTIFICACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Substancias antioxidantes desempenham um papel importante na
satide através de seus efeitos na modulacdo dos processos oxidativo que
ocorrem no organismo. A formacdo de espécies reativas de oxigénio e
subsequente oxidag¢do de moléculas bioldgicas constitui um mecanismo
de dano tecidual presente em vdrios processos patologicos como
inflamacgfo, derrame, infarto do miocardio, arteroesclerose, doenca de
Alszheimer e Parkinson e em alguns tipos de cancer (OZBEN, 1998).
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Segundo NACZK & SHAHIDI (2006) a quantificacdo de
compostos fendlicos em plantas € influenciada pela sua natureza
quimica, método de extracdo empregado, granulometria da amostra,
tempo e condigdes de estocagem, bem como o método analitico
empregado, escolha de padrdes e presenga de substancias interferentes
tais como lipidios, ceras, terpenos e clorofilas.

O conhecimento dos potenciais antioxidantes em alimentos nao
indica necessariamente sua capacidade antioxidante in vivo, e que oS
efeitos de cooperagdo que existem entre diferentes antioxidantes
sinergistas significam que o efeito do conjunto de antioxidantes é maior
que a soma da atividade antioxidante individual (KLAJN, 2011). Deste
modo, os métodos de quantificacdo sdo também conhecidos como
Atividade Antioxidante Total, ou seja, pardmetros que quantificam a
capacidade de uma amostra (natural ou artificial) atuar sobre radicais
livres em um meio determinado.

2.4.1 Compostos fendlicos totais

A andlise espectrofotométrica para a determinacdo dos compostos
fendlicos totais € realizada pelo método descrito por ROSSI &
SINGLETON em 1965 e testado outras vezes por estudiosos de
compostos fendlicos da aveia como VERARDO et al (2011). Este
método utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau e tem como o principio a
reacdo em meio alcalino dos compostos fendlicos presentes na amostra
reduzindo-se na mistura de &4cidos fosfotungsticos e fosfomolibdicos
presentes no reagente em 6xidos de tungsténio e molibdénio de cor azul,
tornando possivel leituras de absorbancia em espectrofotdometro na faixa
visivel do espectro de 750 nm.

O reagente de Folin-Ciocalteau consiste em uma mistura dos
acidos fosfomolibdico e fosfotingstico, no qual o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo (VI) (cor amarela no
complexo Na,MoO, . 2H,0), mas quando em presenga de agentes
redutores, como os compostos fendlicos, formam-se compostos
molibdénio-tungsténio azuis 1, sendo a média do estado de oxidagdo dos
metais entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja a coloracio permite a determinacio da
concentracdo das substidncias redutoras, que ndo necessariamente
precisam ter natureza fendlica (NACZK & SHAHIDI, 2004). A
vantagem deste método é que o resultado estd associado ao
aparecimento de absorbancia na regido do visivel, que fornece um



resultado mais sensivel que a medida de andlise espectral na regido de
UVv.

A FIGURA 19 mostra a desprotonagdo dos compostos fendlicos,
usando como padrdo o dcido gilico, em meio basico, gerando os anions
fenolatos. A partir dai, ocorre uma reacdo de oxirreducdo entre o anion
fenolato e o reagente de Folin, no qual, segundo SINGLETON ef al,
(1999), o molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre reducdo e
o meio reacional muda de coloracido amarela para azul.

Figura 19 — Reagdo do 4cido gélico com molibdénio, componente do reagente
de Folin-Ciocalteau.
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FONTE: gnint.sbq.org.br

O experimento conta com uma curva de calibracdo de 4cido
gélico, e desta forma os resultados sdo apresentados em equivalentes de
acido galico.

2.4.2 Atividade antioxidante pela captura do radical DPPH

O método de captura de radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por antioxidantes foi descrito por BRAND-WILLIAMS et al
(1995). Sendo considerado que o DPPH ¢ um radical estdvel e tem sua
absor¢do mdxima em 517 nm. Quando este composto recebe um elétron
ou um radical hidrogénio para se tornar um composto mais estdvel, sua
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absor¢do diminui (BRAND-WILLIAMS et al, 1995). O DPPH ¢ um
radical estdvel, ndo natural, cujas propriedades diferem dos radicais de
oxigénio altamente reativos como os radicais hidroxil, alcoxil,
superéxidos de oxigé€nio, dentre outros, que apresentam um importante
papel nos processos oxidativo bioldgicos.

O ensaio fundamenta-se no fato da propriedade do DPPH
apresentar uma forte absor¢do no espectro visivel, no comprimento de
onda de 517 nm, caracterizado por uma coloracdo violdcea intensa,
devido a presenca de radicais livres. Quando o DPPH € colocado em
presenca de substincias capazes de sequestrar radicais livres, a absor¢do
¢ inibida, resultando em uma descoloracio estequiométrica em relacio
ao ndmero de elétrons retirados e independente de qualquer atividade
enzimatica. O grau de descoloracdo indica a capacidade sequestradora
de radical livre (OZBEN, 1998).

O principio do método consiste na capacidade do DPPH reagir
com doadores de hidrogénio. Na presenca de substincias antioxidantes o
mesmo recebe H+ sendo entdo reduzido. A capacidade da amostra de
reduzir o DPPH, ou seja, evitar sua oxidacdo é evidenciada pela
porcentagem de DPPH restante no sistema. Entdo, a porcentagem de
DPPH restante é proporcional a concentracio de antioxidante e
apresenta a coloracdo amarela (BRAND-WILLIAMS ez al, 1995). A
FIGURA 20 apresenta a reacdo de descolorag@o do radical DPPH.

Figura 20 — Estabiliza¢io do radical livie DPPH’.
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FONTE: RUFINO et al, 2007.

2.4.3 Teste acelerado de estufa

O teste acelerado de estufa ou conhecido como o método Schall,
ou teste de oxidagdo acelerada. Neste as amostras sdo submetidas a
condi¢gdes extremas de degradagdo, o que possibilita a avaliacdo rapida



de diferentes técnicas analiticas e verificacio da eficicia dos
antioxidantes. Nele, 6leo € submetido a temperaturas entre 60 e 65°C, na
auséncia de alimento, em um determinado periodo de tempo, com a
finalidade de conhecer a sua estabilidade e prever sua vida util. Os
resultados fornecidos por este tipo de teste apresentam boa correlagdo
com a avaliacdo efetuada em condi¢cdes normais de armazenamento
(FERREIRA et al, 1999; GOMEZ-ALONSO e al, 2007). A oxidacdo
neste teste € mensurada pelo indice de perdxidos em intervalos
regulares, estes compostos normalmente sdo resultantes das reagdes de
oxidagdo. Os principais compostos originados por este tipo de
tratamento sdo os mondmeros oxidados.

Uma forma de avaliar a capacidade de antioxidantes naturais
compara-los aos antioxidantes sintéticos, contudo, esta avaliagcdo
dependente do tipo de composto analisado e da concentracdo utilizada.

O
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais ¢ métodos utilizados
na elaboragdo e desenvolvimento dos experimentos em busca da
caracterizagdo fisico-quimica das fracdes da aveia, extracdo e avaliagcdo
dos antioxidantes obtidos de diferentes fracdes provenientes da aveia.
Foram utilizados quatro tipos de extragdo: com solvente organico etanol
em banho-maria a 50°C, com solvente orginico etanol em banho de
ultrassom a temperatura ambiente, com fluido supercritico CO; e fluido
supercritico CO, utilizando co-solvente. Para a definicdo de
metodologias foram utilizadas referéncias de trabalhos de pesquisa
anteriores. E no caso das extracdes com fluido supercritico e com fluido
supercritico e co-solvente, como néo ha relatos na literatura de extragoes
deste tipo com aveia, foram utilizados como parametros de extracio os
mesmos em que se obtiveram os melhores rendimentos e resultados em
outros materiais.

Como matérias-primas foram utilizadas cinco diferentes fragcoes
provenientes da aveia (Avena sativa L): a aveia descascada (AD), flocos
de aveia (FA), oat bran (OB), aveia maltada (AM) e casca de aveia
(CA). O objetivo em avaliar diferentes matérias-primas € a de confirmar
estudos e algumas questdes ainda pouco esclarecidas na literatura.

3.1 OBTENCAO DAS MATERIAS-PRIMAS

As amostras de aveia (Avena sativa L.) e seus derivados: aveia
descascada (AD), flocos de aveia (FA), oat bran (OB) e casca de aveia
(CA) foram fornecidas pela empresa SL Cereais e Alimentos, retiradas
diretamente de sua unidade fabril que estd localizada em Maud da Serra
no estado do Parand. A aveia maltada (AM) consiste na aveia
descascada que passou por processo de maltagem. Este processo de
maltagem serd posteriormente descrito, foi realizado em escala piloto no
Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento da empresa SL Cereais e
Alimentos. Todas estas matérias-primas foram fornecidas a partir de um
mesmo lote de aveia de variedades mistas de URS 21, usualmente
plantadas na regido. Esta aveia foi cultivada no ano de 2012 e
processada no més de junho de 2012.

Todas as matérias-primas foram coletadas imediatamente apds
seu processamento caracteristico. A aveia descascada (AD) foi
produzida através de simples descascamento do cereal com casca, sendo
que este descascamento foi realizado por equipamentos fabris. Os flocos



de aveia (FA) passaram por processo hidrotérmico para inativagio
enzimdtica ainda na forma de aveia inteira descascada, apds por
condicionamento, e entdo flocada e seca. O oat bran (OB) passou por
processo hidrotérmico de inativacdo enzimdtica, moagem e
peneiramento para a separagdo das frages, a fracdo de maior
granulometria caracterizada como oat bran. As cascas de aveia (CA)
foram retiradas do processamento de descascamento da aveia e ndo
passaram por nenhum processo. E a aveia maltada (AM) apds
descascamento, passou por processo de maltagem e por finalizacdo
secagem. Todas as amostras apds processamento, foram acondicionadas
em embalagem de polietileno com 1 kg e armazenadas em freezer tipo
doméstico marca Brastemp) do Laboratério de Pesquisa e
Desenvolvimento em temperaturas que variaram de -18°C e -20°C,
sendo as mesmas frequentemente monitoradas, até o0 momento em que
seguiram para as extracdes. A FIGURA 21 apresenta imagens
ilustrativas referentes a cada matéria-prima utilizada.

Figura 21 - Matérias-primas utilizadas para realizac@o das extracdes.
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A TABELA 2 apresenta as caracteristicas de cada tipo de amostra
utilizada com relagdo ao processamento industrial a que foi submetida
apds o seu recebimento na planta de processamento.

Tabela 2 - Descricdo dos tratamentos industriais a que foram submetidas as
amostras a serem analisadas.

AMOSTRA PROCESSOS
Aveia descascada (AD) Descascamento
Descascamento — tratamento térmico com
Flocos de aveia (FA) vapor (inativacdo enzimdtica) — corte —

condicionamento — flocagem - secagem
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Descascamento — tratamento térmico com
vapor inativacao enzimatica -

Oat bran (OB) por ( § )
condicionamento — flocagem — moagem —
separacdo por peneiras.

Cascas de aveia (CA) Residuo da aveia descascada

. Descascamento — macera¢do — germinacao —

Aveia maltada (AM) § & §

secagem.

3.1.1 Preparo das amostras

As amostras, antes de passarem pelos processos de extracdo,
foram moidas em moinho de laboratério IKA A 11 Basic.

10 g de cada matéria-prima foram inseridas no copo do moinho
laboratorial por um periodo de 3,0 minutos até que as particulas
atingissem granulometria inferior a 0,6 mm, sendo selecionadas em
peneira 30 mesh (abertura 0,595 mm).

3.2 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS

As matérias-primas foram caracterizadas com andlises de teor de
umidade, residuo mineral fixo (cinzas), determinacdo de lipidios,
proteinas, carboidratos e B-glucana. Também andlise de acidez e acidos
graxos livres. Além de andlise de microscopia eletronica de varredura e
FTIR.

As andlises de caracterizacdo das matérias-primas foram
realizadas no Laboratério Analitico da empresa SL Cerais e Alimentos.
A andlise de microscopia eletrdnica no Laboratério de Microscopia
eletronica e microandlise da Universidade Estadual de Londrina - UEL.
As extra¢des com solvente e banho de ultrassom foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento da empresa SL Cereais e
Alimentos. As extragdes supercriticas foram realizadas no Laboratdrio
de Termodindmica e Extracdo Supercritica - LATESC, do
Departamento de Engenharia Quimica e Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina. A andlise de Infravermelho por transformada
de Fourier no Laboratério de Controle de Processos — LCP, da
Universidade Federal de Santa Catarina.



3.2.1 Determinacio do teor de umidade

A determinacdo dos teores de umidade de cada matéria-prima
(AD, FA, OB, CA, AM), ap6s sofrerem seus respectivos tratamentos,
foram realizadas de acordo com o método AACC 44-19, secagem a
130°C. Andlises realizadas em triplicata.

Trés capsulas, limpas e secas, com tampa semiaberta foram
levadas para estufa a 130 +/- 2 °C por 60 minutos para padronizacio.
Apés as cédpsulas foram resfriadas em temperatura ambiente dentro
dessecador com silica e pesadas em balanga analitica Shimadzu AY220,
considerando P;. Entdo de 1 a 5 g de amostra foram pesadas nas
capsulas taradas, P,. As amostras seguiram para a estufa de secagem
(Fanem / Mod. 320-SE Circulagdo mecanica) em temperatura 130 +/-
2°C aonde permaneceram durante 2 horas. As cdpsulas com o material
ja dessecado foram resfriadas em dessecador com silica a temperatura
ambiente com as tampas fechadas e posteriormente pesadas, P;. O
calculo de umidade que exprime os resultados em porcentagens é dado
pela EQUACAO 1.

P; — P
Umidade (%) = % x 100
2

6]

3.2.2 Determinacao do residuo mineral fixo (cinzas)

A determinacdo do residuo mineral fixo foi realizada de acordo
com o método analitico AACC 08-01 (1995). Andlises realizadas em
triplicata.

Trés cadinhos de porcelana foram padronizados sendo lavados,
secos e mantidos em mufla (Tecnal / EDG 3000) por 60 minutos,
resfriados em dessecador e pesados em balanca analitica Shimadzu
AY?220, sendo este P;. Amostras foram pesadas, de 3 a 5 g, em balanca
analitica nos cadinhos de porcelana previamente tarados, sendo este P,.
A amostra entdo foi carbonizada em bico de bussen e incinerado em
mufla previamente aquecida a 550°C por 4 horas. Decorrido o tempo, o
cadinho foi resfriado em dessecador até temperatura ambiente e pesado,
sendo este P3. O cdlculo correspondente a porcentagem de cinzas € dado
pela EQUACAO 2.
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P,—P
Cinzas (%) = % x 100
2

2

3.2.3 Determinacao de lipidios

Os lipidios de cada amostra foram determinados segundo
metodologia AOCS Bc 3-49 modificada feita com extracdo em Soxhlet
(Tecnal / TE - 044) seguido de evaporacdo do solvente empregado.
Andlises realizadas em triplicata.

Os tubos de extragdo foram padronizados mantidos em estufa
por 1 hora a 130°C, resfriados em dessecador e pesados em balanca
analitica Shimadzu AY?220 (P,). De 2 a 5 g de amostra previamente
moida foram pesadas em papel filtro (P;). A amostra entdo foi
acomodada em cartucho de celulose e 0 mesmo teve sua superficie
obstruida com algoddo. O solvente hexano (Fmaia) foi adicionado ao
extrator em quantidade suficiente para haver refluxo. O cartucho de
celulose com a amostra foi conectado no aparelho de extragdo tipo
Soxhlet onde a amostra permaneceu mergulhada no solvente por 1 hora
a 100°C. A extracdo foi realizada por 2 horas a 110°C e posteriormente
o solvente evaporado a 150°C. O tubo extrator foi levado para estufa por
1 hora e 130°C a fim de evaporar residuo de solvente restante, resfriado
em dessecador até temperatura ambiente e entdo pesado em balancga
analitica (P3). O célculo que determina a porcentagem de lipidios é dado
pela EQUACAO 3.

Py — Py

Lipidios (%) = x 100

3)

3.2.4 Determinacao de proteinas

A quantificacdo de proteinas ou determinacdo de nitrogénio
total se resume nas etapas de digestdo, destilacdo e titulacdo de acordo
com o método AACC 46-12. Andlises realizadas em triplicata.

Amostra de 0,2 g previamente moida foi pesada e colocada no
tubo digestor. Acrescentou-se 0,25 g de mistura catalitica: sulfato de
cobre (Synth), sulfato de potdssio (Audaz) e 8 ml de 4cido sulftirico



(Fmaia) e entdo a amostra foi colocada no bloco digestor
(Microdigestor Kjeldahl) onde a temperatura aumentou gradativamente
até atingir 380°C até final da digestdo e posteriormente resfriados em
suporte especifico, sendo adicionados mais 10 mL de dgua. A amostra
diluida seguiu para destilador (Tecnal / TE - 036/1), o destilado foi
recolhido em erlenmeyer com solugdo de acido bérico 2% (Vetec) (10-
30 mL) com 8 a 10 gotas de indicador misto (Merck). De 10 a 20 mL de
NaOH (50%) (Quimica Moderna) foram adicionados sem ligar o
aparelho, e todo o material destilado, até liberacdo completa da amonia.
O destilado recolhido foi titulado com acido sulfirico 0,02 N (Fmaia)
padronizado passando a solug@o de cor verde para rosa. Em paralelo foi
realizada andlise do branco nas mesmas condi¢cdes. O cédlculo para a
determinaciio da porcentagem de proteina é dado pela EQUACAO 4.

(V; —Vg) X fc X N X 14,007 X 100 X N

Proteina (%) = P — 1000

“)

Onde:

V, — volume gasto de 4cido sulfirico 0,2 N na titulagdo

Vg — volume gasto de 4cido sulfirico 0,2 N na titulacdo do
branco

F. — fator de correcdo do 4cido sulfirico 0,02N

N — normalidade do 4cido sulftrico

P — peso da amostra em gramas

N* - fator de conversdo do nitrogénio em proteina (para aveia
N#*=5,83 (Instituto Adolfo Lutz, 2005)).

3.2.5 Determinacio de carboidratos

A determinacgdo de carboidratos foi realizada por diferenca dos
demais itens analisados. A porcentagem de carboidratos ¢ calculada pela
EQUACAO 5 conforme utilizado por MAIA et al (1999):

Carboidratos (%)
=100%
— (umidade (%) + cinzas (%) + lipidios (%)
+ proteinas (%))
)
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3.2.6 Determinacao de acidos graxos livres

Esta andlise é aplicdvel a materiais gordurosos e produtos que
contenham estas substincias. Os dcidos graxos participam da
constitui¢do dos mono, di e triglicerideos, principais constituintes dos
6leos e gorduras, e apresentam-se na forma livre ap6s sofrerem algumas
modificacdes como a hidrdlise quimica e enzimatica. Como os 4cidos
graxos sdo dcidos carboxilicos, eles podem ser neutralizados por acio de
uma base forte como o hidréxido de sédio. O método seguido é AOCS
Ca 5a — 40 e foi realizado em triplicata.

O procedimento iniciou-se com a extracdo de lipidios da
amostra, como descrito no item 6.2.3, com o peso de lipidios anotado
em gramas. No préprio tubo de Soxhlet, 100 mL de solugao éter etilico
(Fmaia):etanol (Quimica Moderna) neutralizada. Entdo a solugdo foi
titulada com hidréxido de sédio 0,1 N (Quimica Moderna) até que a
solucdo ficasse ligeiramente résea. A cor deve persistir por 30 segundos.
O volume de NaOH 0,1 N foi anotado. A porcentagem de dcidos graxos
livres é calculada com 4cido oleico. A EQUACAO 6 apresenta como é
realizado o cdlculo da porcentagem de 4cidos graxos livres em acido
oleico.

Vg X N X f. X 28,2

peso de lipidio (g)
(6)

Acidos graxos livres em 4cido oleico (%) =

Onde:
V, — Volume gasto de NaOH 0,1 N
N — Normalidade do NaOH
F. — fator de corre¢do do NaOH 0,1 N

3.2.7 Determinacio de acidez

Este método pode ser aplicado a cereais em geral, e visa
determinar através de titulacdo com 4lcali padrdo a acidez do produto
decorrida de decomposicdo por hidrélise ou oxidacdo que altera a
concentracdo dos fons de hidrogénio. Este método seguiu PEARSON
(1970), SHULERUD (1932) e ZELENY & COLENAB (1938) e foi
realizada em triplicata.



Cinco gramas de amostra foram pesadas em balanga analitica
(Shimadzu AY220) e transferidas para um erlenmeyer de 250 mL onde
foram adicionados 50 mL de dalcool etilico (Quimica Moderna) 98%
neutro. A solucdo foi deixada em repouso por 24 horas com agitagcdo
ocasional. Entdo, filtrou-se a solu¢cdo em papel filtro qualitativo e 10 mL
desta solucdo foram titulados com solucdo de hidréxido de sédio 0,01 N
(Quimica Moderna) até o aparecimento de coloracdo levemente résea. A
coloracdo deve persistir por 30 s. O célculo da acidez d4 como resposta
mL de solugdo / 100 g de amostra é apresentado na EQUACAO 7.

mL de solu(;QO) _ V' xf.x100

Actdez ( 100 g Px2xT,

)

Onde:
V — volume gasto (mL) na titulagdo
f. — fator de correcio NaOH 0,01 N
P — peso da amostra (g)
T, — tomada da amostra (mL)

3.2.8 Determinacao de atividade enzimatica

E comum, em produgdes industriais, haver rigoroso controle de
inativacdo enzimdtica para que seja garantida a qualidade do produto
final assim como o sua vida-de-prateleira. Para a aveia, a enzima que
causa maiores problemas € a lipase, que hidrolisa os lipidios do grao.
Porém o controle € feito com andlise de inativacdo de peroxidase. Esta é
uma enzima mais resiste que aquela, entdo se a reacdo para peroxidase
for negativa, com certeza a lipase também estard inativada. O teste de
inativacdo de peroxidase baseia-se no aparecimento de coloragdo
marrom caso afirmativo de presenca de enzima no produto analisado.
Caso contrdrio, serd negativo.

A técnica inicia-se pesando 5 g de amostra moida em um bécker
de 250 mL, aonde sdo adicionados 100 mL de dgua destilada. A mistura
¢ deixada em repouso por 30 minutos. Apds € filtrada em papel filtro
qualitativo. 10 mL do filtrado sdo transferidos para um bécker de 100
mL e 2 mL de solugdo de guaiacol (Lafan) e de 2 a 3 gotas de solugdo
de H,O, (Synth) s@o adicionados. Caso ocorra desenvolvimento de
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coloragdo marrom indica a presenga de peroxidase, caso negativo, a
enzima foi inativada.

3.2.9 Determinacio de concentracio de p-glucana

A determinag@o de B-glucanas foi conduzida conforme descrita
nos métodos AOAC 995.16, AACC 32-23 e ICC Standard Method No.
168 e realizada em triplicata e sempre acompanhada de uma amostra
padrio com concentracio de B-glucana conhecida.

Para a realizacdo da andlise foi utilizando o kit Mixed-Linkage
beta-glucan ( K-BGLU) da Megazyme International Ireland Ltd.,
Irlanda. Este contém as enzimas que hidrolisam B-glucanas,
especificamente [(1-3)(1-4)]-B-D-glucana: liquenase (EC 3.2.1.73) e B-
glucosidase (EC 3.2.1.21). A D-glicose produzida é analisada utilizando
um reagente glucose oxidase/peroxidase.

Para a determinac¢do de B-glucana, aproximadamente 50 g de
amostra, com umidade conhecida, foram moidas em moinho de
laboratério IKA A 11 Basic até granulometria inferior a 0,5 mm. De 80
a 120 mg da farinha moida foram pesadas em tubo de vidro, com tampa,
para centrifuga. A amostra foi umedecida com 0,2 mL de etanol aquoso
(50% v/v) e posteriormente foram adicionados 4,0 mL de tampdo de
fosfato de sédio (20 mM, pH 6,5) e agitados em mixer vortex. Os tubos
seguiram para incubacdo em banho-maria com dgua fervente por 60 s,
apods foram misturados vigorosamente em vortex e incubados em banho-
maria fervente por mais dois minutos. Passado o tempo, o tubo foi
agitado em vortex e entdo incubado por 5 min em banho-maria a 50°C.
Apébs a temperatura estar equilibrada, foram adicionados 0,2 mL da
enzima lichenase, e o tubo agitado, tampado e entdo incubado por 1 h a
50°C, com regulares agitacdes (3 a 4 vezes durante incubacgfo). Entdo
foram adicionados 5,0 mL de tampdo de acetato de sédio (200 mM, pH
4,0) e misturado vigorosamente em vortex. O tubo foi deixado a
temperatura ambiente por 5 minutos até equilibrar a temperatura e entdo
centrifugado (1000 g, 10 min). Aliquotas de 0,1 mL do sobrenadante
foram transferidas para trés tubos. 0,1 mL de B-glucosidase em tamp@o
de acetato (50 mM, pH 4,0) foi adicionada a dois dos trés tubos. Ao
terceiro (branco), foi adicionado 0,1 mL de tampdo de acetato (50 mM,
pH 4,0). Todos os tubos foram incubados a 50°C por 10 minutos. Entio
3 mL do reagente GOPOD (glicose oxidase mais peroxidase e 4-
aminoantipirina)  foram adicionados aos tubos que foram depois
incubados a 50°C por 20 min. Os tubos entdo foram removidos do



banho e tiveram a sua absorbdncia medida dentro de 1 hora em
espectrofotdmetro em comprimento de onda 510 nm, sendo para cada
reacdo (Ex) e o branco (Eg).A concentracdo de B-glucana foi calculada
através da Equacio 8.

A xF x 27

B — glucana (% %) = W

®)

Onde:
AA — média da absorbancia apds tratamento com B-glicosidase
menos absorbancia do branco.
F — fator de conversio de valor de absorbancia para pg de glicose.
Equacdo (9).
100 (ug de D — glicose)
" absorbancia de 100 ug de D — glicose

9

W — peso seco em mg.

3.2.10 Analise de microscopia eletronica de varredura

As amostras para a andlise de MEV foram aderidas em pequenas
pecas de aluminio (stubs) utilizando fita adesiva dupla face de carbono.
Esta fita além de fixar o material no stub, serve também como isolante.
Todo material que € analisado no MEV precisa de uma superficie
condutiva (capaz de refletir elétrons) pois a imagem € construida a partir
dos elétrons que refletem da amostra. Considerando que um cereal néo
pode refletir elétrons por si s6, foi aplicada uma fina camada de ouro em
sua superficie. O ouro é o metal de escolha em microscopia eletronica
de varredura devido a sua excelente capacidade condutiva mesmo em
quantidades muito pequenas. O processo de recobrimento com ouro é
feito em um equipamento da marca BAL-TEC BALZERS (Sputter
Coater, mod. SCD 050, Alemanha). Para se proceder ao recobrimento,
as amostras foram acondicionadas em uma cimara de vacuo e, em
seguida foi aplicada uma voltagem pré-definida em uma pega de ouro
(target) quase puro (99,96% de pureza). Essa voltagem faz com que
atomos de ouro se desprendam da peca e se fixem uniformemente na
superficie da amostra. O tempo de deposi¢do para recobrimento das
amostras foi de 198 segundos, o que corresponde a uma espessura em
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torno de 20 nandmetros. Apds esse procedimento, as amostras foram
analisadas no Microscépio Eletronico de Varredura (Philipps-FEI, mod.
Quanta 200) em diferentes aumentos.

3.3 CARACTERIZACOES DA AVEIA MALTADA

A aveia para ser maltada necessita atingir algumas caracteristicas
iniciais de qualidade para que possam seguir seu processo. A
germinacdo pode ser definida como a emergéncia e desenvolvimento
das estruturas essenciais do embrido, demonstrando a sua aptidao para
produzir uma planta normal sob condi¢des favordveis de campo (PBQP,
1992). Esta caracteristica prediz a qualidade da semente e seu potencial
em desenvolver uma nova planta. Caso a exigéncia minima de qualidade
ndo seja atingida, a semente ndo poderd seguir para cultivo ou processo
de germinagdo. Uma das estruturas essenciais € a acrospdrio, e os testes
de germinagdo correspondem a porcentagem de acrospdrios normais
obtidas sob as condi¢des em que foram submetidas as sementes.

A germinacdo normalmente ocorre em camaras de paredes
duplas, adequadamente isolada por uma camada de ar ou de material
isolante a fim de diminuir as variagdes internas de temperatura, e
equipada com um conjunto de bandejas ou tipo de suporte, onde as
amostras sio colocadas para germinar no escuro ou na luz. O fundo do
germinador € construido de modo a formar um depdsito onde deve ser
colocada dgua (PBQP, 1992). Normalmente a dgua é resfriada e passa
entre as paredes do germinador ou através de tubos de refrigeracio
colocados ao longo de suas paredes internas. Com tais dispositivos
pode-se obter qualquer temperatura desde, aproximadamente 8 a 40°C e
manter a umidade relativa entre 90 e 95%, reduzindo a possibilidade de
ressecamento dos substratos (PBQP, 1992).

3.3.1 Potencial de germinaciao

O teste de potencial de germinacio representa a porcentagem de
grios que germinaram em 72 horas, sendo este fator diretamente ligado
a atividade enzimdtica do grdo e deve ser da ordem de 65 a 85 %
(PALMER, 1989).

O potencial de germinagdo foi realizado utilizando 400 sementes
de aveia, separadas por contadores de 100 unidades e dispostas pelos
mesmos em papel de germinacdo dmido (Germitest®) e deixadas em



camara de germinacdo De Leo a 20°C por 3 e 4 dias. A FIGURA 22
traz uma imagem dos germinadores utilizados.

A avaliacdo foi realizada contando-se as sementes que possuiam
radiculas maiores que 3 cm. Os lotes de sementes que atingiram valores
inferiores aos mencionados acima ndo sdo aptos a maltagem e foram
descartadas. Teste realizado em triplicata.

Figura 22 - Unidade de germinag@o utilizada nos experimentos.

Fonte: www.deleo.com.br

3.3.2 Poder germinativo

O teste de poder germinativo ndo deve apresentar-se resultado
inferior a 95% das sementes germinadas. Caso isto ocorra, apresentard
malte de baixa atividade enzimdtica e focos de contamina¢do com os
graos nao germinados. 100 sementes foram enroladas em papel de
germinacgao (Germitest®) imido e deixadas em cAmara de germinacao,
conforme apresentado no item 6.3.1, a 20°C por 5 dias.

A avaliacdo foi realizada contando-se todas as sementes que
germinaram. Sementes que atingiram valores inferiores de germinacio a
95% ndo estavam aptas a maltagem e foram descartadas. O teste foi
realizado em triplicata.
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3.4 PROCESSOS DE MALTAGEM

O processo que foi utilizado para o desenvolvimento de matéria-
prima aveia maltada (AM), para a realizagdo dos experimentos de
extragdo, foi desenvolvido experimentalmente no laboratério de P&D da
empresa SL Cereais e Alimentos, determinando as melhores condi¢des
para a matéria-prima aveia em questdo. O processo foi realizado em
escala laboratorial e o processo é composto das etapas de maceragdo,
germinacdo e secagem semelhante a maltagem de cevada.

3.4.1 Maceracao

A maceracdo € a etapa inicial do processo de maltagem e tem por
objetivo final atingir umidade de 45% na semente da aveia, desta forma
a atividade enzimdtica da semente seja despertada e a semente comece
agir no sentido de formar uma nova planta. Para isso, cariopses de aveia,
ja selecionadas, passaram inicialmente por uma higienizacdo de sua
superficie utilizando solug¢do de 1% de hipoclorito de sédio por 30s e
apo6s sdo mergulhadas em 4gua abundante.

1 kg de aveia descascada (P;) foi mergulhada em 4gua até que
seus graos fossem totalmente cobertos e entdo deixados a temperatura de
16°C até que a umidade final do gréo atingisse 45%. O tempo necessario
para que as sementes atingissem este nivel de umidade foi de 16 horas.
Este tempo ¢é varidvel e foi previamente determinado com testes
preliminares. Durante este processo de maceragdo, no tempo de 12
horas, as sementes foram escorridas e deixadas por 30 minutos em
descanso em ar ambiente. Apds novamente foram cobertas por dgua e
deixadas até que completassem o seu tempo de umidificagdo. No
término das 16 horas, as sementes foram novamente escorridas e secas
com papel toalha e pesadas (P;). A umidade que as sementes de aveia
atingiram pode ser determinada pela EQUACAO 10.

P, X 100)

Umidade apds germinagio (%) = 100 — ( 7
1

(10)



3.4.2 Germinacio

Ap6s finalizacdo da maceracdo as sementes drenadas e secas com
papel toalha seguiram para camara especifica de germinacdo de
sementes De Leo apresentada na FIGURA 22, onde foram deixadas a
temperatura controlada de 16°C para seguirem o seu processo de
germinacdo. As sementes foram dispostas em grades sobre papel de
germinacdo Umido. A umidade dentro da cimara girava em torno de
90%.

A aveia foi germinada por 5 dias sendo revirada duas vezes ao
dia.

3.4.3 Secagem

A secagem € a etapa aonde se deve ter maior critério, pois a
mesma deve conseguir secar o grio por inteiro, desde o seu interior para
que ndo ocorram problemas de conservacdo futuros. O malte verde,
como s3o chamadas as sementes apds germinacdo, foi seco a
temperatura de 30°C em estufa até umidade final préxima de 12%, ou
seja, a umidade préxima a inicial do grdo. Entdo a aveia seca foi limpa,
havendo eliminacdo das radiculas e plantulas que foram emitidas pelas
sementes através de friccdo de uma semente contra a outra. Apds a aveia
maltada foi acondicionada em sacos de polietileno e armazenada em
freezer a temperatura proxima de -20°C e aguardou a etapa posterior de
extracao.

3.5 EXTRACOES
3.5.1 Extracao com solvente orginico

O método usado para a extragdo do contetido de fendis em tecidos
da aveia e produtos a base de aveia incluem o procedimento de moagem
seguido por uma extragdo dcida (pH 2) com etanol a 50°C. Apds o
solvente é evaporado, o residuo é dissolvido em um pequeno volume de
metanol e centrifugado. Esta metodologia foi descrita por DIMBERG &
JASTREBOVA (2009).

1 g de cada amostra moida foi pesada em balanca analitica
(Shimadzu AY220) e colocada de um tubo de 30 mL com tampa de
rosca. Amostragem foi realizada em triplicata. Foram adicionados 20
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mL de etanol aquoso 80% (v/v) (pH 2) no tubo. Utilizou-se acido
cloridrico (Synth) para acidificar o etanol aquoso. O 4lcool etilico
utilizado foi Fmaia. Apds, o tubo foi incubado em banho-maria (Tecnal
modelo TE-056) a 50°C por 20 minutos, sendo agitado na metade do
tempo. Na sequéncia da extragdo, o tubo foi centrifugado a 5000 rpm
por 10 minutos em centrifuga (Excelsa Baby II Modelo 206 R da
Fanem). Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi colhido em baldo
evaporador de 250 mL e ao residuo novamente foram adicionados 20
mL de etanol aquoso, sendo repetido o processo de extracdo. Os
sobrenadantes das duas sequéncias de extragdo foram combinados e o
solvente da combina¢do dos sobrenadantes foi evaporado em um
evaporador rotativo (Fisaton B503), com banho de 50°C até aparente
secagem com controle de vacuo feito com bomba de vacuo (Tecnal
modelo TE-058). Ao residuo de secagem foram adicionados 2 mL de
metanol Merck para reconstituicio do extrato € o mesmo transferido
para tubos de Eppendorf. Até as andlises posteriores nio serem
realizadas, o extrato fico armazenado a -20°C. Antes da utilizagdo, os
tubos foram centrifugados em 7000 rpm por 10 minutos.

3.5.2 Extracao com banho de ultrassom

A extracdo com a utilizacdo de banho de ultrassom € bastante
utilizada dentre os estudiosos que realizam extragdes de compostos
naturais. Esta técnica para extragdo de compostos fendlicos da aveia foi
utilizada por VERARDO et al (2011).

2 g desta farinha foram pesadas em balanca analitica e
colocadas em tubos com tampa de rosca de 30 mL. Realizou-se
amostragem em triplicata. Junto as 2 g de amostra, 20 mL de uma
solucdo solvente etanol (Fmaia) / dgua na propor¢cdo 4:1, foram
adicionados. Entdo agitados e colocados em banho de ultrassom Limp
Sonic Mod. LS — 1,3D-2, sem aquecimento, por um tempo de 10
minutos sendo agitado na metade do tempo. Na sequéncia da extracio,
os tubos foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos em centrifuga
(Excelsa Baby I Modelo 206 R / Fanem). Apés centrifugacdo, o
sobrenadante foi colhido em baldo evaporador de 250 mL e ao residuo
novamente foram adicionados 20 mL de etanol aquoso, sendo repetido o
processo de extracdo. Os solventes combinados foram evaporados dos
sobrenadantes em evaporador rotativo (Fisaton / B503), com banho de
40°C até aparente secagem com controle de vicuo feito com bomba de
véacuo (Tecnal / modelo TE-058). Para a reconstitui¢do do extrato, foram



adicionados 2 mL de uma solugdo 1:1 metanol (Merk) : dgua destilada,
o extrato entdo foi transferido para tubos de Eppendorf. Até que as
andlises posteriores ndo fossem realizadas, os extratos ficaram
armazenados a -20°C em freezer tipo doméstico (Brastemp). Antes da
utilizacdo, os tubos foram centrifugados em 7000 rpm por 10 minutos.

3.5.3 Extracao com fluido supercritico

Os experimentos de extracdo supercritica foram realizados no
laboratério Latesc, no departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da UFSC, aonde se encontra disponivel uma
unidade de extragdo supercritica a qual opera com uma pressao maxima
de 300 bar e vazdes de solvente de 1,67 g/min a 36,67 g/min.

Utilizou-se o método dindmico de extragdo, que se caracteriza
pela passagem continua de solvente supercritico pela matriz sélida
(FERREIRA et al, 1999). O equipamento utilizado para a realizacdo das
extragdes supercriticas é apresentado na FIGURA 23. A unidade de
extracdo supercritica foi desenvolvida pelo laboratério Thermische
Verfahrenstechnik da  Technische Universitidit Hamburg-Harburg
(TUHH), na Alemanha.

De forma esquemdtica, o processo de extracdo supercritica
ocorreu conforme apresentado na FIGURA 24. Diéxido de carbono
liquido 99,9% de pureza foi fornecido do cilindro (White Martins Ltda)
com um tubo pescador diretamente para a linha de extragdo. A
temperatura ambiente o CO, foi bombeado a pressdo desejada pela
bomba P (M111, Maximator Niedersachen). A linha onde o solvente
passa € imersa em um resfriador C que mantém a temperatura inferior a
0°C, (C10 — k10, Thermo Haake Karlrunhe) necessdrio para prevenir
cavitacdo e garantindo que o solvente permaneca em estado liquido
antes da entrada na bomba. O fluxo de CO, foi levado, a temperatura e
pressdo desejadas, a passar através de uma serpentina localizada em um
banho termostdtico, e posteriormente a passar pelos vasos de extracéo
V1 e V2, os quais consistem em cilindros de aco inox encamisados de
32,9 de comprimento, 2,042 cm de didmetro interno e volume de 10 mL,
com extremidades rosqueadas. A temperatura de operagcdo do extrator
foi mantida constante através de um banho termostitico de aquecimento
A (DC30-B30, Thermo Haake). Estes vasos contem uma cama de
material sélido para prevenir o arraste da amostra. A linha que liga a
bomba ao extrator, bem com a linha apds o extrator € mantida em banho
termostdtico de aquecimento 65°C (MQBTZ99-20 Microquimica Ind.
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Figura 23 - Unidade de Extra¢do Supercritica do LATESC
, O OTNRA

Com. e Repr.) para evitar que a linha sofra congelamento. O fluxo de
solvente, contendo o soluto dissolvido, passou entdo através de uma
vilvula de medida, onde o solvente foi despressurizado e teve sua
pressdo levada proxima a ambiente, o soluto foi coletado dentro de um
frasco. O fluxo (agora somente composto pelo gis solvente) passou
através de um medidor de fluxo (10A61ABB, Automation Producst)
aonde foi descartado. As condicdes utilizadas para a extragdo
supercritica foram a de pressdo de 300 Bar e temperatura de 50°C. O
tempo de extracdo foi de 3 horas.



Figura 24 - Figura ilustrativa do processo de extragcdo com fluido supercritico.

Coy cylinder
with dip tube

1
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-

P Water Bath Cold Trap
Fonte: KING & CATCHPOLE, 1993

3.5.4 Extracao com fluido supercritico e co-solvente

Utilizando as mesmas condi¢des da extracdo supercritica de 300
Bar e 50°C, testou-se a aplicagdo de co-solvente adicionado ao solvente
etanol em quantidade definida em relacio a massa total de CO,
empregada na extracdo supercritica. O co-solvente etanol (Merck S. A)
foi adicionado por uma bomba de co-solvente (BC) (Constametric 3200,
SP Thermo Separation Products) que foi acoplada ao equipamento de
extracdo supercritica. A bomba de co-solvente trabalha numa faixa de
vazdo de 0,1 a 10 mL/min. Os experimentos com co-solvente etanol
foram realizados nas condi¢des de 300 bar, 50°C, vazdo de etanol de
10% sobre o consumo de CO,, ou seja, no tempo de 3 horas de extragio
utilizou-se 190 mL de etanol, ou 1,05 mL/min. Os extratos que foram
obtidos ao final da extra¢do foram submetidos a etapa de evaporacgdo do
solvente organico empregado em evaporador rotativo Fisaton B503, em
banho com 50°C e controle de vicuo feito com bomba de vacuo Tecnal
modelo TE-058, semelhante as extracdes com solvente e banho de
ultrassom. Os experimentos de extragdo em que se utilizou co-solvente
foram realizadas em duplicata.

3.5.5 Extracoes x Amostras

A TABELA 3 apresenta detalhadamente os tipos de extragdes a
que foram submetidas cada uma das amostras.
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Tabela 3 - Detalhamento dos experimentos de extracdo relacionados as amostras
que foram utilizadas.

Banho de Extracdo com
Solvente ultrassom a Extracdo com CO2
E ~ organico temperatura CO2 supercritico e
xtracdes / . ;.
Amostras etanol 80% ambiente com supercritico: co-solvente
- Banho- solvente 300 Bar, 50°C etanol: 300
maria 50°C  organico por 3 horas bar, 50°C por
etanol 80 % 3 horas
Aveia
descascada X X X X
(AD)
Flocos de
aveia (FA) X X
Oat bran
(OB) X X X X
Cascas de
aveia (CA) X X
Aveia
maltada X X
(AM)

3.6 METODOS DE AVALIACAO E QUANTIFICACAO DE
ANTIOXIDANTES

3.6.1 Compostos fendlicos totais — Método de Folin-Ciocalteau

A determinag@o do conteido total de compostos fendlicos totais
presentes nos extratos das matérias-primas da aveia foi realizada através
do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por
SINGLETON & ROSSI (1965).

Para a quantificacdo de compostos fendlicos, os extratos foram
centrifugados (10.000 x g, 10 min) em centrifuga e 100 pL de cada
extrato foram pipetados com pipeta automdtica em um baldo
volumétrico de 20 mL. Ao baldo volumétrico foram adicionados 500 uL
do reagente Folin-Ciocalteau (Sigma) e 6 mL de 4gua destilada. A
mistura foi agitada e incubada por 1 minuto a temperatura ambiente.
Apéds adicionou-se 2 mL de solugdo de carbonato de sédio 15%
(Na,CO3 da Merck) e agitada por 30 segundos. O volume do baldo
volumétrico foi completado com 4gua destilada e o mesmo ficou em



repouso por 2 horas 2 temperatura ambiente. Agua destilada foi utilizada
como branco. Apds o tempo de repouso, realizou-se leitura em
espectrofotdmetro (Micronal B582) com comprimento de onda de 750
nm a 25°C em cubetas de vidro. Como padrido de comparacgio foi feita
curva padrdo de 4cido galico (Fluka Analytical) nas concentragdes de 0
a 1500 mg/L, esta curva é apresentada através do grafico de absorbancia
versus concentracdo de 4cido gélico (mg/L).

3.6.2 Atividade Antioxidante — Método DPPH

A capacidade antioxidante foi avaliada utilizando-se o método de
sequestro de radicais livres do DPPHe (2,2 difenil-1-picrilhidrazida),
que se baseia em um ensaio fotométrico onde o radical livre DPPHe, que
apresenta coloracdo roxa intensa em solucdo alcodlica, absorve
comprimentos de onda em espectrofotdmetro de 515 nm. Por agdo de
um antioxidante ou de uma espécie radicalar (Re¢), o DPPHe € reduzido,
formando o 2,2 difenil-1-pircrilhidrazida, que € amarelo, com
consequente decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora
de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPHe remanescente no meio
reacional (BRAND-WILLIAMS et al, 1995)

Para a determinacdo da atividade antioxidante, 100 uL de cada
extrato foram adicionados de 2,9 mL de uma solucdo 100 uM de DPPH
(Aldrich) em solucdo 4/1 etanol/dgua (v/v). O decréscimo da
absorbancia foi determinado em espectrofotdmetro (Micronal B582) no
comprimento de onda de 517 nm no tempo 30 minutos a temperatura
ambiente. O espectrofotdometro foi zerado utilizando solugdo 4/1
etanol/agua (v/v) e a mesma solugdo adicionada de 2,9 mL de solucio
de DPPH utilizada como branco.

Para avaliar a atividade antioxidante, os resultados foram
expressos por porcentagem de sequestro de radicais livres e 0s mesmos
calculados através da EQUACAO 11.

% Descoloragido do DPPH
=100
((Absorbéncia Amostra — Absorbancia branco) o 100)

Absorbancia branco

Y
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3.6.3 Teste Acelerado de estufa — Schall Oven Test

Volumes de 180 mL de 6leo de soja extraidos em prensa
extrusora Bindgalvdo 7590 um dia antes foram preparados para
aplicacdo de todos os extratos de aveia. O 6leo foi centrifugado em
centrifuga Excelsa Baby II Modelo 206 R / Fanem, para a retirada de
impurezas. Foram utilizados 2500 mg/kg de cada um dos extratos AD,
FA, OB, AM e CA, dos dois experimentos de extragcdo, no 6leo. E para
apreciacdo comparativa utilizou-se 20 mg/kg de um antioxidante
sintético de uso industrial em gorduras composto por BHA e BHT.
Convencionou-se usar 20 mg/kg devido a atividade antioxidante
semelhante a dos extratos. Esta mesma concentracdo foi utilizada por
KLAJN (2011). Ao controle ndo houve adicdo de antioxidantes. As
por¢des de 180 ml de dleo adicionados dos extratos ou ndo, foram
divididos em 6 por¢des de 30 mL cada em tubos de ensaio de 50 mL. Os
tubos de ensaio foram identificados e as amostras submetidas a estresse
oxidativo térmico em estufa de circulacio forcada de ar com
temperaturas que variaram de 58 a 65°C durante 21 dias. As amostras
foram retiradas nos tempos 0, 3, 7, 10, 14, 17 e 21 dias para a realizacéo
dos ensaios. A andlise da amostra de tempo O ndo foi adicionada de
nenhum antioxidante.

3.6.3.1 Analise de acidez em acido oleico

O indice de acidez indica se o 6leo ou a gordura em andlise estao
sofrendo quebras em suas cadeias, liberando seus constituintes
principais, os dcidos graxos livres. Este indice é bastante importante na
avaliacdo do estado de deterioracdo (rancidez hidrolitica) do 6leo ou da
gordura.

A determinacg@o da acidez dos 6leos foi realizada de acordo com o
método descrito por NORMAS ANALITICAS DO INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (2008). 2 g de amostra foram dissolvidas em
erlenmeyer de 125 mL com 25 mL da solugio neutra de dlcool-éter. A
solucdo foram adicionados 0,5 mL de fenolftaleina a 1% e realizada a
titulagio com NaOH 0,01 N padronizada, até o aparecimento de
coloracdo résea permanente por 30 segundos. Os resultados foram
expressos em percentual de acidez em 4cido oleico.



3.6.3.2 Andlise de Indice de Perdxido

O método de determinagdo de indice de peréxido indica qual a
quantidade de oxigénio ativo, calculada em miliequivalentes de
peréxido por 1000 g de 6leo, medida a partir do iodo liberado do iodeto
de potéssio oxidado pelos peréxidos presentes no 6leo, sob as condi¢des
do teste.

As amostras foram analisadas através de indice de perdxidos,
metodologia extraida INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2005). Para isso,
foram pesadas 5 g de amostra em erlenmeyer de 250 mL, com tampa
esmerilhada e a ele adicionou-se 30 mL de solu¢do dcido acético-
cloroférmio sob agitacdo até a amostra se dissolver na solugdo.
Posteriormente, mais 0,5 mL de solug@o saturada de iodeto de potéssio
(KI) foram adicionados e deixados em repouso ao abrigo da luz por
exatamente um minuto. Decorrido o tempo, foram acrescentados 30 mL
de dgua e a solugdo foi titulada lentamente com tiossulfato de sédio 0,1
N com constante e vigorosa agitacdo até a que a cor amarela tivesse
quase desaparecido. Em seguida foram adicionados 0,5 mL de soluc¢do
indicadora de amido a 1% e continuou-se a titulagio até o
desaparecimento da coloragdo azul. Os resultados foram expressos em
miliequivalentes de oxigénio ativo/ kg de matéria graxa.

3.7 FTIR — ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

A espectroscopia de infravermelho € um tipo de espectroscopia
de absorcio a qual usa a regido do infravermelho do espectro
eletromagnético. A radiacdo infravermelha corresponde a parte do
espectro eletromagnético entre as regides do visivel e das micro-ondas.
Esta € utilizada para identificar um composto ou a composi¢do de uma
amostra e para isso a regido entre 4000 e 400 cm™ ¢é a mais utilizada.

Para a realizacdo do experimento de FTIR das amostras de aveia:
AD, FA, OB, AM e CA, passaram por moagem em moedor IKA A 11
Basic e foram misturadas com brometo de potédssio (KBr) com auxilio
de cadinho e pistilo. Esta mistura, na sequéncia, segue para prensagem a
altas pressdes em uma prensa hidrdulica, para a formag¢do de uma
pastilha. E necessdrio garantir que esta pastilha seja translicida. O
brometo de potdssio € utilizado, pois ndo absorbe a radiacdo
infravermelho.
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O equipamento utilizado para a realizacdo da andlise de FTIR foi
IR PRESTIGE - 21 Fourtier Transform Spectrophotometer Shimadzu.
A andlise foi realizada no LCP — Laboratério de Controle de Processos
UFSC. O branco utilizado pelo equipamento € o ar ambiente presente
dentro do equipamento. O niimero de escaneamento realizados pelo FT-
IR ¢ de 20, sendo a resolugdo de 2.0. O range de comprimento de onda
utilizado foi de 400 a 4000 cm™. O resultado observado foi um gréfico
construido com “nimero de onda” em cm’' no eixo horizontal e a
transmitancia ou absorbancia em % no eixo vertical.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram analisados através da Andlise de
Variancia ANOVA. Para a identificacdo de diferengas significativas
entre as médias utilizou-se o teste de Tukey ao nivel de significancia de
5% (P<0,05). A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa
Statistica 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A aveia hoje € um cereal ja bastante estudado pelo mundo devido
as suas caracteristicas benéficas a satide, principalmente relacionadas a
sua fibra solivel f-glucana.

Os produtos a base de aveia sdo diversos nas gondolas dos
supermercados. Aveias em flocos grossos, normais ou finos; farinhas;
cerais matinais ou biscoitos. Estes produtos convencionais somente
sofrem o processo de inativagdo enzimdtica antes do consumo. Porém a
aveia maltada e outros cereais maltados vém por algum tempo sendo
utilizados para a fabricacdo de bebidas. A atividade da enzima a-
amilase, considerada a principal enzima no processo de maltagem, é
semelhante a encontrada na cevada. A aveia sofre algumas modificagcdes
durante a maltagem que a diferenciam do seu grdo sem este processo,
como € o caso da reducdo de fitatos através da enzima fitase. A alta
concentracdo de fitatos nos produtos a base de aveia podem reduzir a
absorcdo de minerais.

4.1 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

A atividade da peroxidase, assim como concentra¢des de lipidios,
AGL, proteinas, carboidratos, umidade, matéria mineral e concentragio
da fibra B-glucana, da aveia e das suas fragdes estudadas estdo
apresentadas nas TABELAS 4 até 8.

A TABELA 4 apresentada refere-se a andlise de presengca ou
auséncia de enzimas, sendo a andlise realizada pela presenca de
peroxidase. Este teste € realizado industrialmente no controle dos
tratamentos térmicos a que os grios de aveia ja descascados sdo
submetidos. E um teste indicativo com resposta por coloragdo, contudo
ndo indica total inativagdo enzimdtica. De acordo com MARINI et al
(2005), a enzima lipase € 1dbil ao calor e muito mais sensivel ao calor
umido. J4 a enzima peroxidase € altamente termoestdvel, contudo o
estudo de MARINI et al (2005) observou decréscimo na atividade da
lipase e peroxidase com secagem estaciondria a partir dos 80°C.

Dentre as fracdes de aveia analisadas, duas delas ndo apresentam
atividade enzimdtica, a FA e OB, o que ndo ocorreu com as demais
fracdes. Os resultados estdo apresentados na TABELA 4.



Tabela 4. Atividade enzimadtica da peroxidase (Presenca/Auséncia) nas
matérias-primas utilizadas para a realizacao das extragdes.

Matérias- FA OB CA AM
primas
LHE Ttk Positiva Negativa Negativa Positiva Positiva

Os flocos de aveia e o oat bran sdo entre as fracdes que chegam
até o consumidor. Para o consumo ser possivel e o produto poder contar
com relativa vida-de-prateleira, os grdos passam por tratamento térmico.
Em um processo industrial, quando este teste apresenta resposta
positiva, todo lote € novamente processado. As demais matérias-primas
apresentaram resposta positiva, por ndo terem sido tratadas
termicamente, consequentemente tem acdo de atividade enzimadtica mais
pronunciada, podendo se degradar rapidamente caso nenhum tratamento
seja realizada nas mesmas.

Na andlise enzimdtica da casca, a mesma apresentou atividade
enzimatica, porém na fase de senescéncia na qual a casca se encontra
quando colhida ndo apresenta mais atividade enzimdtica. O resultado
positivo é devido a restos de aveia, pequenos pedacos que seguem junto
com a casca no processo durante o descascamento. O processamento de
micro moagem e conservacao de produtos de casca € de dificil aceitagio
devido a estes pequenos fragmentos de aveia que dificilmente
conseguem ser separados da casca.

A TABELA 5 analisa os resultados relativos aos lipidios

lipidios L. . AGL
(L), dcidos graxos livres (AGL) (g—
100 g de amostra 100 g de lipidios

( mL solugio

) e acidez

—) das fracdes de aveia analisadas. Com os dados analiticos
100 g amostra

presentes nesta tabela ja se podem analisar as consequéncias da ac¢do da
atividade enzimadtica.

Tabela 5 - Teor de Lipidios, Acidos graxos livres e Acidez de todas as matérias-
primas em andlise: AD, FA, OB, AM e CA.

Matérias-
primas AD FA OB AM CA
Lipidios ¢ o4c, 17 7134033  7.79°40.11 7.68°4001  1.86'+0,04

(%)
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AGL (%) 11,16°40,11  4,839+0,06  4,26°+0,03 18,16°+0,17 45,97°+0,07

Acidez

(%) 2,11°+£0,04  1,62%40,01 1,70°¢0,02 6,17°+0,25  3,54°+0,06

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo; médias seguidas de
mesmas letras mintsculas ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro.

Analisando comparativamente a concentracdo de lipidios da
amostra AD com a amostra AM é possivel determinar que entre elas
ocorram diferencas estatisticas significativas. A fracdo AD, representa a
concentra¢cdo comum encontrada em aveias em geral, j4 o produto
maltado (AM), apresentou significativo aumento de lipidios, de cerca de
20%. No trabalho de PETERSON (1998), que realizou estudos com
maltagem de diversos cultivares de aveia nua (que ndo possuem casca
originariamente) e aveia com casca, encontrou que a concentragdo de
lipidios do grio de aveia comparativamente com a aveia maltada
decresce cerca de 1,1% para aveias nuas. Este decréscimo na
concentragdo de lipidios provavelmente resulte em parte da degradagao
dos lipidios pela enzima lipase, onde triacilglicerdis sdo decompostos a
acidos graxos livres e outros compostos vindos da oxidacdo dos dcidos
graxos livres em produtos ndo lipidicos. As diferengas de resultados
encontradas entre o estudo atual e o de PETERSON (1998)
provavelmente sejam decorrentes das diferencas entre os materiais
genéticos em estudo, a origem, métodos de cultivo, clima e demais
adversidades. Além de que os métodos utilizados na quantificacdo de
AGL e lipidios também diferirem. Certificando a hipétese, no mesmo
trabalho de PETERSON (1998), ele comenta que a concentracdo de
lipidios decresce em alguns cultivares e aumento em outros cultivares
com o processo de maltagem. Segundo ele, a atividade da lipase € muito
maior durante a germinagdo da aveia nua do que na aveia coberta ou
com casca. Ja com relacdo aos nimeros relativos a AGL, os resultados
sdo condizentes com os encontrados por PETERSON (1998), na amostra
maltada o niimero aumenta consideravelmente. Durante a germinacio, o
nivel de AGL aumenta consideravelmente e a subsequente oxidagio
destes 4cidos durante a estocagem do malte produz hidroxi-dcidos os
quais resultam no desenvolvimento de sabor amargo (LEHTINEN &
LAAKSO, 2004). Este dado confirma que houve atividade enzimitica
na maltagem dos grios, havendo a quebra dos triacilglicerdis pela
enzima lipase. Contudo, o aumento dos dcidos graxos livres durante a



fase de germinacdo € ndo desejivel, pois pode levar a rancidez
hidrolitica ou oxidativa (HAYDANEK &McGORRIN, 1986).
GALLIARD (1983) considerou que a aveia pode ser considerada inapta
para o processamento de produtos alimenticios se a concentracdo de
dcidos graxos livres exceder 5% dos lipidios obtidos em extragdo com
hexano. A diversidade de altos valores de dcidos graxos livres
encontrados na literatura em aveias maltadas podem levar a pesquisas
em bancos de germoplasmas de variedade que desenvolvam menos esta
caracteristica como possibilidade de nova matéria-prima para maltagem.

Outro fator importante a ser observado € com relagdo a
concentracio de AGL da amostra OB e FA, estes sdo os que apresentam
a menor concentracio. Isso ocorre, pois foram as matérias-primas que
sofreram tratamento térmico e inativagdo enzimadtica, consequentemente,
a atividade da enzima lipase foi menos pronunciada e a quantidade de
AGL liberados foi bem inferior. Estes produtos se encaixam na
defini¢do fornecida por GALLIARD (1983).

A amostra CA, casca de aveia, apresentou valor
consideravelmente alto quando comparado com as demais amostras com
relacdo a AGL. Contudo, na etapa em que foram analisadas, estas cascas
ja se apresentavam na sua maturidade, isto €, apés a aveia ser colhida.
Visualmente as cascas estavam jd secas e amareladas e segundo
MILLER & FULCHER (2011) ndo apresentam mais atividade
metabdlica significante nesta etapa. Logo, a formagdo da elevada
concentracdo de AGL provavelmente tenha se dado ainda na planta e
conforme a casca foi secando e envelhecendo, a mesma sofreu
degradacdes e alcancou este elevado indice. E parte dos dcidos graxos
livres devem-se aos resquicios de aveia que sdo provindos do
descascamento e seguem com a casca, estes niao passaram por
processamento térmico. E em andlise realizada por HOSSEINI ez al
(2010) observou que amostras de aveia maltada com casca contem
muito mais AGL que aveias maltadas descascadas.

Uma das mais importantes mudangas fisico-quimicas que
ocorrem durante a maltagem é a degradacdo da matriz proteica que
circundam os granulos de amido com as células do endosperma e a sua
conversdo em peptideos soliveis e aminodcidos que proporcionam
substrato para a sintese de proteinas para o crescimento do embrido
(BRIGGS et al, 1981). Contudo, uma das desvantagens da maltagem € a
degradacdo da B-glucana e consequentemente sua menor concentragio.
Desta forma, a maltagem da aveia pode ser desejivel ou indesejavel,
depende a sua aplicagdo. O aumento do conteido de carboidratos
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soliveis pode contribuir para a dogura. A TABELA 6 apresenta os

resultados para a andlise de concentracio da fibra soldvel B-glucana (%).

Tabela 6 - Concentragdo de B-glucana nas matérias-primas utilizadas para a
realizacdo das extragdes.

Matérias-

) AD FA OB CA AM
primas
?‘;‘g'““a“a 3,13°40,03  3.22°40,70  9,49+0,09  0,33°+0,03  1,22°0,08

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo; médias seguidas de
mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro.

As beta-glucanas estdo presentes em alta concentracdo na parede
celular das células dos grios de aveia. O farelo de aveia (OB) é
produzido a partir das camadas mais externas do grdo de aveia
(principalmente a camada aleuroma e sub-aleuroma) por isso é a
matéria-prima em andlise mais rica nesta fibra (MIRA et al, 2009),
sendo produto obtido por separacdo mecénica da farinha de aveia (DE
SA etal., 1998).

No estudo de FUJITA & FIGUEROA (2003), mostrou que dentre
0s cereais, a aveia e a cevada sdo os que apresentam maior teor de fibra
solivel B-glucana. Neste, encontrou-se que a concentragio da fibra para
o farelo de aveia é de 9,68% e para flocos de aveia é de 7,03%. DE SA
et al (1998) também investigaram a concentracdo de [-glucana,
especificamente no cultivar IAC 7 de aveia e seus produtos derivados,
verificando se existia diferenca no teor de fibra durante o seu
processamento. Os maiores valores encontrados para a fibra em questdo
foram no farelo de aveia com média de 9,5% contra o menor de 3,74%
na farinha de aveia. Para a amostra aveia descascada encontrou o valor
de 5,11% e para os flocos de aveia 5,09%.

FUJITA & FIGUEROA (2003) sugerem que os teores de fibra
podem variar com a safra e com fatores genéticos ligados ao grao.
Provavelmente, este fator interferiu significativamente nos valores
encontrados com relagdo as fibras soldveis no estudo atual. Como era
esperado, a amostra de farelo de aveia (OB) chegou a concentragio de
9,49% diferindo estatisticamente de todas as demais amostras e tendo
relacdo com os valores encontrados por FUJITA & FIGUEROA (2003)
e DE SA er al (1998). Porém nos demais itens analisados, os valores
para aveia descascada e flocos de aveia encontrados por DE SA (1998)



foram respectivamente de 5,11 e 5,09% enquanto que o estudo atual
encontrou o valor de 3,13 e 3,22%. Os ultimos valores seguem mesma
linha de raciocinio dos anteriores, ou seja, ndo apresentam diferenca
significativa entre eles.

Também eram esperados os baixos valores de p-glucana
encontrados para as amostra AM e CA. Durante o processo de
maltagem, a enzima [-glucosidase quebra a B-glucana diminuindo
assim, significativamente o seu valor, tornando-se uma caracteristica
pouco desejada da maltagem. E, a casca, regularmente ndo apresenta
este tipo de fibra solivel. Sendo as que a compdem principalmente
insoluveis.

A TABELA 7 apresenta os dados relativos a carboidratos
g proteina g carboidratos
(100 g de amostra seca
aveia em andlise.

) e proteinas ( ) das fragoes de

100 g de amostra seca

Tabela 7 - Teor de Proteinas e Carboidratos nas matérias-primas utilizadas para
a realizagdo das extragdes.

Matérias- AD FA OB AM CA
primas
P“’(‘;:;‘as 15,68%0,1  17,35°+0,11  21,62%40,07  16,98°+0,02  4,52°+0,03
Carb(“,;od)ra“’s 65,45°+0,22  63,73°+034  58,97°+0,13  64,94°+0,03 84,28%+0,06

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo; médias seguidas de
mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro.

O processo de germinacdo causa decomposi¢do de carboidratos e
proteinas, quando enzimas glicoliticas e proteoliticas sdo ativadas. O
amido € hidrolisado vagarosamente durante a germinagdo, e aveia
germinada tem aproximadamente, ou pouco inferior conteddo de amido
que aveia ndo germinada (PETERSON, 1998) e a hidrélise de proteinas
levam a um aumento de aminodcidos essenciais, lisina e triptofano
(DALBY & TSAIL 1976). Os carboidratos decresceram
significativamente numa média de 4,5% para PETERSON (1998) da
aveia sem maltagem para aveia maltada, € o que ocorre similarmente
durante o processo de maltagem da cevada no trabalho de BRIGGS et al
(1981). A concentracdo de amidos declina durante a germinagdo, mas €
compensada pelo aumento de carboidratos soliveis. E o que é visivel no
atual estudo, ocorre um decréscimo na concentragdo de carboidratos da
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amostra AD comparativamente com a AM, contudo, este decréscimo
ficou na faixa de 1%, ndo havendo diferencas significativas. E se
compararmos os valores anteriores com o valor da amostra FA, percebe-
se ndo haver diferencas estatisticas significativas. J4 a amostra OB
apresenta menor concentra¢ao de carboidratos, logicamente devido a sua
maior concentracido de proteinas. Isso por ser extraido da parte do gréo
onde a parede celular é mais espessa e por consequéncia contendo maior
concentragio de proteinas.

O valor de carboidratos apresentado pela casca de aveia ndo
configura carboidratos da forma amildcea como a dos demais itens. A
maior constituicdo da casca da aveia € de celulose e hemiceluloses, com
menor contetddo de ligninas (MILLER & FULCHER, 2011).

E com relagdo aos tltimos valores significantes em uma andlise

fisico-quimica, a TABELA 8 apresenta os valores encontrados nas

g cinzas

andlises das matérias-primas para umidade ( ) e cinzas

( g agua )
100 g amostra/’

Tabela 8 - Teor de Cinzas e Umidade nas matérias-primas utilizadas para a
realizacdo das extragdes.

100 g amostra seca

Matéria

. AD FA OB AM CA
s-primas
C(‘f,‘/:;‘s 1,94°+0,14 1,75¢0,14 3,64%+0,17 1,84£0,04 4,32°40,08
U“(“;;,:;‘de 10,6840,04  10,04°40,04  7,98%40,02  8,57°+0,02 5,03°£0,03

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo; médias seguidas de
mesmas letras mindsculas nio diferem estatisticamente no teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro.

O contetido de umidade de todas as fracdes analisadas da aveia
diferem estatisticamente, fato que se deve aos diferentes processos a que
foram submetidas todas as amostras. Assim como, os diferentes valores
encontrados para a concentra¢do de matérias minerais. A determinacgio
do teor de cinzas é um importante indicativo para a diferenciacdo das
fragdes avaliadas, pois a constituicdo externa do grido de aveia possui
maior concentragdo de minerais que na parte interna do grdo. Neste caso
ocorre correlagdo positiva entre as amostras AM, FA e CA, isso, pois
todas as matérias-primas citadas apresentam a mesma constitui¢do,
sendo que os tratamentos a que foram submetidas ndo interferiram na
concentracdo de minerais.



4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Nas imagens de microscopia eletronica de varredura das amostras
em estudo, foram obtidos interessantes detalhes além de que
caracteristicas peculiares puderam ser observadas.

A FIGURA 25 apresenta a imagem superficial da amostra de
aveia descascada (a) e a imagem da sua superficie fraturada por
criogenia (b).

Figura 25 - Imagens de MEV da amostra Aveia descascada (AD). (a) Imagem
superficial com aumento de 50x, e (b) superficie fraturada por criogenia com
aumento de 100x.
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No detalhe da fratura, a FIGURA 26 apresenta a diferenciacio
entre a camada de aleurona (A) e o endosperma amildceo (B). Ambas as
camadas possuem a constitui¢do bastante semelhante, porém na camada
de aleurona a parede celular mais espessa. E desta parede mais espessa
do grdo de aveia que o oat bran ou farelo de aveia € obtido. J4 na parte
mais interna € possivel visualizar os granulos de amido.

Figura 26 - Imagens de MEV da amostra Aveia descascada (AD). Detalhe da
fratura mostrando a diferenciacdo da camada de aleurona e endosperma
amildceo em aumento de 800x.
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No detalhe da FIGURA 27, aparecem os grinulos maiores de
amido (A). Estes granulos maiores tem forma esférica, sendo os mesmos
constituidos por granulos menores de formato poligonal (B).

Figura 27 - Imagens de MEV da amostra Aveia descascada (AD). Detalhe dos
granulos de amido de formato esférico formados por granulos menores de
formato poligonal em aumento de 3000x.



Na FIGURA 28, aparecem as imagens superficiais de um floco de
aveia (a) e a fratura criogénica em sentido transversal. No detalhe da
imagem (a) aparecem as rupturas da camada de aleurona (A).

Figura 28 - Imagens de MEV da amostra Flocos de Aveia (FA). (a) Imagem da
superficie com aumento de 100x e (b) Fratura criogénica em sentido transversal
em aumento de 400x.
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Mais detalhadamente, na FIGURA 29 (a) s3o mostradas
caracteristicas dos granulos de amido do interior do floco de aveia e o
detalhe da parede celular (A), e em (b) a conformacdo perfeita dos
granulos menores de amido de forma poligonal que formam o granulo
de amido (A), e a parede celular rompida (B).

Figura 29 - Imagens de MEV da amostra Flocos de Aveia (FA). (a) Imagem da
superficie de fratura criogénica com visualizagio dos granulos de amido do

interior do floco em aumento de 800x e (b) Visualiza¢do dos granulos menores
de amido de forma poligonal em aumento de 6000x.




Nesta FIGURA 29 ¢ possivel visualizar que o tratamento
térmico e posterior tratamento de flocagem e secagem do grdo
modificaram a estrutura dos granulos de amido, isto é, os granulos
maiores de amido se romperam sendo apresentados agora, em maior
quantidade, os granulos menores.

Na sequéncia, a FIGURA 30 caracteriza a amostra Oat Bran
(OB), aonde é possivel visualizar que sua constituicdo € diversa, isto &,
aparecem os pedacos das camadas de aleurona e sub-aleurona (A). E
nesta camada onde se encontra a maior concentragdo da fibra solivel B-
glucana. Esta camada possui células com parede celular bastante espessa
formada principalmente por polissacarideos insoliveis. Contudo,
diferentemente do que ocorre com o trigo, o endosperma amildceo nao é
individualizado da camada de aleurona, e desta forma aparecem
pequenas porcdes de amido que ndo foram eficientemente separadas (b)
(A), assim como as paredes celulares também (B). Na imagem (c) é
possivel visualizar a deposi¢@o dos granulos de amido (A) em cima das
paredes celulares (B).

Figura 30 - Imagens de MEV da amostra Oat bran (OB). (a) Imagem da
superficie e caracterizag¢@o do farelo, em aumento de 100x, (b) e detalhe de
granulos de amido presentes em aumento de 800x e (c¢) imagem da deposi¢io
dos granulos de amido em cima das placas de farelo em aumento de 3000x.
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Na FIGURA 31 as imagens sdo referentes a amostra de Aveia
Maltada (AM), sendo a fratura criogénica do grdo em sentido
transversal. Neste caso, apds processo de germinacdo algumas alteracdes
acontecem no grdo, contudo ndo puderam ser visualizadas de forma
clara na andlise de MEV.

Figura 31 - Imagens de MEV da amostra Aveia Maltada (AM). Imagem da
superficie fraturada por criogenia em corte de sentido transversal do grao em
aumento de 80x.

1.0mm




109

A FIGURA 32 (a) apresenta o detalhe da camada de aleurona que
apresenta forma muito semelhante a apresentada na FIGURA 26 da
aveia descascada. Na imagem (b) os granulos de amido apresentam
algumas irregularidades ndo visiveis anteriormente. Somente na imagem
(c) é possivel afirmar que houve quebra dos granulos maiores de amido
restando praticamente somente os grinulos menores. Em todas as
imagens, contudo, percebe-se ndo haver mais a presenca da parede
celular que foi hidrolisada pelas enzimas durante a maltagem.

Figura 32 - Imagens de MEV da amostra Aveia Maltada (AM). (a) Detalhe da
camada de aleurona em aumento de 800x, (b) e (c) detalhe do endosperma
amildceo em aumento de 3000x e granulos de amido em aumento de 1600x
respectivamente.




Na FIGURA 33 aparecem imagens da constituicio da amostra
Casca de Aveia (CA). Nestas imagens (a) e (b) é possivel determinar
que amostra ndo seja formada exclusivamente da casca da aveia, mas
sim, de forma geral de residuos industriais do processamento da aveia.
Isto significa que além da casca (A) € possivel visualizar tricomas da
aveia (B) assim como pequenas fra¢des de amido (C).
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Figura 33 - Imagens de MEV da amostra Casca de Aveia (CA). (a) Superficie
da amostra em aumento de 100x. (b) Detalhes da constitui¢do da amostra com o
aparecimento de tricomas em aumento de 400x e (c) granulos de amido
remanescentes do processo.




4.3 ANALISE DE FTIR

WETZEL & FULCHER (1990) utilizaram espectroscopia de
FTIR para a avaliagdo da microestrutura quimica dos alimentos. Estes
pesquisadores demostraram que € possivel obter espectros in situ de
seccOes finas de materiais alimentares com a resolucdo espacial tdo
pequena quanto 10um. WETZEL & REFFNER (1993) usaram
experimentos de mapeamento de laminas finas de milho e trigo e
demonstraram a existéncia de diferencas quimicas entre o pericarpo, a
camada de aleurona e o endosperma. Também mostraram através de
espectros espaciais de FTIR que o teor de lipidios é maior no pericarpo
que no endosperma e que a densidade dos carboidratos é maior no
centro do endosperma.

No caso das amostras de aveia, pouca literatura ha disponivel,
porém os o espectro de FTIR € bastante semelhante ao do milho e ao do
trigo. CREMER & KALETUNC (2003) fizeram andlise de FTIR de
farinhas de milho, de aveia e da mistura de aveia e milho extrusadas. A
andlise por eles realizada é apresentada em termos de absorbancia. Desta
forma, utilizamos a absorbidncia na analise de FTIR também. A
FIGURA 34 apresenta o espectro caracteristico para a amostra aveia,
descascada (AD). Foi utilizado este espectro para a identificagdo dos
grupos funcionais caracteristicos da aveia.
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Figura 34 - Espectro da aveia descascada (AD). O espectro foi realizado com 20
escaneamentos, sendo resolucdo de 2.0, comprimentos de onda variando de 400
24000 cm™. Resultados apresentados em absorbancia.

¥

O espectro mostra um pico largo na regido de alongamento do
OH nas imediagdes de 3450 cm™ (ponto 1 da FIGURA 34). Para alguns
casos de farinhas de aveia extrusadas, a regido de alongamento do OH
tem a forma triangular como resultado da grande contribui¢do das
vibracdes de alongamento do NH (simétrico 2857 cm™ e assimétrico
2930 cm™) se sobrepondo a banda OH (CREMER & KALETUNC,
2003).

O alto contetddo de lipidios da amostra resulta em uma regido
mais pronunciada de alongamento de CH. O pico principal a 2930 cm’™
(alongamento do CH,, assimétrico) (ponto 2) é acompanhado por um
segundo pico menor, mas muito mais acentuado aparecendo em 2857
cm’! (alongamento do CH,, simétrico) (ponto 3). O alto contetido de
lipidio é evidente através do alongamento da banda do éster carbonila
em 1745 cm™ que aparece no ponto 4.

A primeira banda que caracteriza as proteinas é apresentada no
espectro através do ponto 5, ela representa a banda da amida I (vibragdo
priméria de alongamento C=0) apresenta seu maximo em 1654 cm’.
Segundo COOPER & KNUTSON (1995), estd bem estabelecido que as
vibragdes de flexdo do H-O-H da 4dgua absorvem fortemente perto 1640
cm’' em torno da qual a banda de amida I absorve. Adicionalmente, uma
fracla deformagdo C-O-H do anel de glicose de amido contribui a 1650
cm .

A banda da amida II € representada pelo ponto 6, e € em grande
parte devido a vibragdo de flexdo do NH, observado em 1540 cm’.



A comparagdo entre os espectros do presente estudo com os
espectros de farinhas de aveia extrusadas obtidos por CREMER
KALETUNC (2003), mostraram-se muito similares como mostra a
FIGURA 35. Simplesmente algumas bandas ndo coincidiram
exatamente nos pontos indicados, porém todas as bandas foram bem
perceptiveis. Se compararmos com os espectros do endosperma de
milho obtidos por WETZEL (1993), os mesmos mostram que a banda de
amida II da farinha de aveia € mais ampla, menos intensa e mais
disforme e, portanto, menos bem definida que o do grupo amida II do
endosperma do milho. O alargamento da banda da amida II pode ser
relacionado com as estruturas aleatdrias das proteinas.

Figura 35 — Espectro de FTIR para a farinha de aveia extrusada obtido por
CREMER & KALETUNC (2003).
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Fonte: CREMER & KALETUNC (2003).

A banda de amida I que normalmente ocorre na regido entre 1600
e 1700 cm™ é conhecida por apresentar informagdes sobre a estrutura
secunddria das proteinas. Embora as caracteristicas espectrais possam
variar um pouco dependendo do ambiente, da distor¢do estrutural, e das
interacdes de dominios, tipicamente a a-hélice e B-folha, sdo estruturas
atribuidas aleatoriamente as bandas de frequéncia que variam de 1650-
1658, 1620-1635 e 1640-1650 cm™ (FABIAN & SCHULTZ, 2000).

Normalmente nas proteinas, a taxa integrante da amida L:II pode
variar 3:1 - 2:1. A propor¢do aproxima de 3:1 no caso das proteinas
puramente alfa-helice e 2:1 em proteinas puramente folha beta. Por isso
€ razodvel assumir que o amido e a umidade podem influenciar a taxa
mais no sentido da amida L.
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Na regido de impressao digital, em torno do ponto 7 da FIGURA
34, de hidratos de carbono na proximidade de 1300-900 cm™ a aveia
exibiu picos fortes e caracteristicos em 1159, 1081, 1021cm™. Exibindo
as deformagdes de C-C-O, C-C, O-C-O, anel do agticar, carboidratos
(amido).

A FIGURA 36 apresenta todos os espectros de FTIR das
matérias-primas em andlise neste trabalho. Todas as curvas sdo bastante
semelhantes e apresentam aproximadamente a mesma leitura.

Figura 36 - Espectro de FTIR das amostras AD (cor preta), FA (cor azul), OB
(cor marrom), AM (cor vermelha) e CA (cor verde). O espectro foi realizado
com 20 escaneamentos, sendo resolucdo de 2.0, e range de comprimento de
onda de 400 a 4000 cm™'. Resultados apresentados em absorbancia.
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Dentre os espectros observados na FIGURA 36, o que se
diferencia dos demais € principalmente o da casca de aveia (CA).
Devido principalmente a sua constituicdo diferenciada.

Comparativamente, a primeira diferenca que pode ser percebida é
com relacdo aos pontos 3 e 4 da FIGURA 37. Estes indicam
grupamentos caracteristicos da composicio lipidica, que no caso da CA
ndo apresentam definicdo. Isto deve-se ao baixo contetddo lipidico
presente na casca. Fato que pode ser comprovado com os dados obtidos
na TABELA 5. Da mesma forma, ocorrem distor¢des com as curvas 5 e
6 relativas ao conteddo proteico. Sendo que o mesmo apresenta baixa
concentracdo como mostrado na TABELA 7.



Figura 37 - Espectro de FTIR comparativo das amostras AD (cor preta) e CA
(cor vermelha). O espectro foi realizado com 20 escaneamentos, sendo
resolugdo de 2.0, e range de comprimento de onda de 400 a 4000 em’.
Resultados apresentados em absorbancia.
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No ponto 7 da FIGURA 37 percebe-se que diferentemente da
amostra de aveia AD, a amostra CA nfo apresenta os mesmos trés picos
caracteristicos dos carboidratos. Apresenta somente um no comprimento
da banda 1038 cm’'. A constituigio da casca é grandemente de
carboidratos, porém os mesmos sdo de conformagdo complexa como
celuloses e hemiceluloses.

Os demais espectros do FA, AM e OB apresentam-se bastante
semelhantes ao da AD, devido as suas constituicdes bastante parecidas.

4.4 CARACTERIZACAO DA AVEIA MALTADA

Os resultados encontrados para a aveia maltada em questio foi de
n? aveia germ. radicula maior 3 cm

2 Sl ) de 66,5% e

nede aveias totais
n? de aveias germinadas

IETIE) de 99.25%. Estes
ne de aveias totais

resultados para a aveia com casca da variedade URS, cultivada em 2012.
E de acordo com os resultados, as sementes atingiram a conceituagio
desejada para seguirem para o processo de maltagem e posteriormente

serem utilizadas no processo de extracdo e obtencdo de compostos
fendlicos.

Potencial de germinagio (

de Poder germinativo (
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4.5 OBTENCAO DE EXTRATOS

Em busca da obtencdo dos antioxidantes fendlicos da aveia, e
ainda dos exclusivamente encontrados em aveia, as avenantramidas,
foram realizados diferentes experimentos de extracdo com diferentes
matérias-primas. Os extratos obtidos das matérias-primas provindas da
aveia: aveia descascada (AD), flocos de aveia (FA), oat bran (OB),
aveia maltada (AM) e casca de aveia (CA) apresentaram-se de formas
distintas de acordo com o método de extragdo utilizado. Foram
utilizados quatro diferentes tipos de extragdo: extragcdo utilizando o
solvente orgénico etanol aquoso (80%) acidificado (pH 2) em banho-
maria a 50°C, extragdo utilizando solvente orgédnico etanol aquoso
(80%) acidificado (pH 2) e com banho de ultrassom em temperatura
ambiente, extra¢do utilizando solvente supercritico CO, e extragdo
utilizando solvente supercritica CO, com co-solvente etanol.

A FIGURA 38 representa o aspecto dos extratos conseguidos
utilizando-se solvente orgénico etanol.

Figura 38 - Extratos obtidos através de extracdo com solvente organico etanol
das matérias-primas AD, FA, OB, AM e CA.
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Como ¢é possivel observar na FIGURA 38, as extragdes que
utilizaram o etanol como solvente, foram obtidos extratos de coloragdes
diferentes. Na extracdo que utilizou temperatura de 50°C em banho-
maria, o maior destaque foi com relagdo a coloracdo da amostra CA,



bastante intensa e totalmente diferente das demais. Assim como ha
bastante diferenca relacionando a AD e AM. As modifica¢es de
processo que a AM passou modificaram significativamente a sua
coloragéo. Também é possivel observar a maior quantidade de fundo do
extrato AM. Isso se deve provavelmente aos amidos com baixo peso
molecular que formaram durante a maltagem e foram também extraidos
durante o processo de obtencdo de antioxidantes. O fundo em todos os
extratos podem ter sido decorrentes da precipitagdo das -glucanas, ja
que as mesmas possuem esta caracteristica em presenga de dlcoois. Na
extragdo que utilizou banho de ultrassom, observou-se diferencgas
menores de coloracdo dos extratos. Todos de uma forma geral sdo mais
claros que os obtidos pela extracdo com solvente organico. O que volta a
acontecer nesta extragcdo é novamente a grande quantidade de residuo do
extrato AM, notadamente, a extracio com o banho de ultrassom
novamente teve a capacidade de extrair os carboidratos mais soliveis da
amostra.

A FIGURA 39, representa os extratos obtidos da extracdo
utilizando solvente supercritico CO, e co-solvente orgénico etanol.

Figura 39 - Extratos obtidos através de extracdo com solvente supercritico CO,
e co-solvente organico etanol a temperatura de 50°C das matérias-primas AD e
OB.

Como pode-se visualizar acima, os extratos sdo Dbastante
semelhantes, amarelados e ndo apresentam nenhum tipo de residuo.
Contudo, tanto os extratos da ESC e da ESC co-solvente apresentam
uma caracteristica bastante diferenciada dos demais extratos, a de serem
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oleosos. Esta caracteristica € comum aos extratos obtidos de ESC, ou
seja, normalmente estes extratos sdo considerados como dleos essenciais
obtidos das amostras. Notadamente, o que ocorre € a extracdo do dleo
presente nas amostras e nele soliveis os compostos de caracteristicas
polares semelhantes. Neste tipo de extracdo, pelo solvente ser bastante
seletivo, pode prejudicar a extracdo de compostos que ndo sejam
lipossoliveis, como é o caso dos compostos fendlicos e sim auxiliar na
melhor extracdo dos compostos lipossoliveis como os tocdis.

4.6 QUANTIFICACAO E ANALISE DE COMPOSTOS FENOLICOS
DAS EXTRACOES UTILIZANDO SOLVENTE ORGANICO

O teste de Folin-Ciocalteau é popularmente reconhecido como o
teste para medir o contetdo total de fendis. Na realidade mede a
capacidade redutora das amostras. Outro ponto fraco sdo os interferentes
nado fendlicos conhecidos, entre eles, a vitamina C (OLIVEIRA ef al,
2009). Para avaliacdo dos resultados utilizou-se uma curva padrdo de
acido galico. A equacdo referente a curva de calibragcdo do 4cido gélico
é A =661,45C + 15,34, e o coeficiente de correlagdo é R2=0,9998. Os
resultados foram expressos em Equivalentes de Acido Galico (mg EAG)
por 100 gramas de amostra (100 g).

Na FIGURA 40 sio ilustrados os resultados das rea¢des de Folin-
Ciocalteau para todas as matérias-primas. A rea¢do de Folin-Ciocalteau
para o extrato de aveia maltada (AM) foi a que apresentou coloragdo
mais intensa seguida pela amostra de casca (CA). Estas coloracdes tem
relagdo direta com o contetddo de compostos fendlicos.

Figura 40 - Contetido reacional da andlise de Folin-Ciocalteau para as matérias-
primas AD, FA, OB, AM e CA.




4.6.1 Analise do contetido de compostos fendlicos

Numerosos métodos analiticos de determinacdo de compostos
fendlicos tém sido publicados (ANTOLOVICH et al, 2002). O contetido
de compostos fendlicos foi determinado através da Reacdo de Folin-
Ciocalteau com leituras de absorbancia realizadas em triplicatas de cada
amostra. Com os resultados das leituras de absorbincia encontrados, a
média das trés leituras teve seu valor subtraido do branco (feito com
dgua destilada), e este aplicado na equacdo de calibracdo do dcido
gélico, A = 661,45C + 15,34. Aonde que o fator “A” corresponde a
média das absorbancias e o fator “C” refere-se a concentracdo de
compostos fendlicos encontrados. Os resultados sdo apresentados na
TABELA 9, sendo expressos como a média dos valores C encontrados,
mais ou menos, desvio padrdo. O contetddo de fendis é dado em mg
EAG/100 g amostra.

Tabela 9. Contetido de compostos fendlicos soliveis totais para todas as
matérias-primas AD, FA, OB, AM e CA em experimentos de extracdo com
solvente orginico em banho-maria a 50°C e banho de ultrassom & temperatura
ambiente.

Solvente organico em

Extracoes / Solvente organico
P A . o banho ultrassom
Matérias-primas em banho-maria 50°C .

temperatura ambiente

AD 194,01° £ 9,67 A 81,53°+5,84 B

FA 156,74° £ 12,61 A 44454+ 173 B

OB 183,50° + 24,03 A 78,74° + 437 B

AM 1162,15* +£48,95 A 281,36 + 12,29 B

CA 316,81+ 3,97 A 138,05" + 6,06 B

Compostos fendlicos soldveis totais expressos como mg equivalente de dcido
gélico (mg EAG) por 100 grama de amostra (g); os resultados apresentam-se
como a média + desvio padrdo. E médias seguidas de mesma letra mintiscula na
coluna (comparagd@o entre materiais) € maidscula (comparagdo entre processos)
na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

No que tange a andlise relativa aos diferentes processos, 0s
valores do conteido total de fendlicos mostram-se superiores na
extragdo com solvente organico em banho-maria a 50°C do que para a
extracdo com ultrassom a temperatura ambiente para todas as matérias-
primas utilizadas. Existindo diferenca significativa estatistica no nivel
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de significancia 5% entre os dois processos. Nestas extragdes, como o
solvente utilizado foi o mesmo, as condicdes de tempo, temperatura € o
modo que os compostos fendlicos foram induzidos a solubilizarem € que
determinaram estas diferengas. A temperatura utilizada na extracdo com
solvente organico a 50°C foi superior a do ultrassom que foi realizada a
temperatura ambiente. E deste modo, a extragdo com ultrassom, no caso
de compostos fendlicos da aveia, mostrou-se menos eficiente. Entao,
pode-se notar que temperaturas brandas tem influéncia significativa na
extracdo e solubilizacdo de compostos fendlicos. E de acordo com
BRAND-WILLIAMS et al (1995) o aumento da temperatura durante as
extracdes de compostos fendlicos tem a tendéncia de aumentar a
atividade antioxidante.

Avaliando, para os casos da extracdo com solvente em banho-
maria e extracdo com banho de ultrassom, pode-se observar que a
amostra de aveia maltada (AM) obteve o maior percentual de compostos
fendlicos em relacdo as demais amostras analisadas. Sendo que todas as
demais fracdes de aveia estudadas apresentaram diferenca estatistica
(P<0,05) em relac@o ao malte.

A amostra maltada apresentou significativo aumento do contetido
de fendlicos e, provavelmente, do conteido de avenantramidas. Pequena
aten¢do tem sido dada aos efeitos que a germinacdo tem no conteddo de
compostos fendlicos na aveia, mas estudos tém mostrado que o
contetido de avenantramidas, em alguns casos, com o aumento da
atividade da enzima HHT, aumenta durante a macera¢do e germinacgio
de graos intactos (BRYNGELSSON et al, 2003). Semelhantemente ao
que ocorre com a enzima lipase, o inicio do processo de formagdo de
uma nova planta acentua também a acdo da enzima HHT. Essa é
responsdvel pela catdlise da condensacdo final entre o 4cido e o éster,
consequentemente aumento o conteido de avenantramidas. Além de
catalisar a fase final da biossintese das avenantramidas, acredita-se que a
enzima HHT € a razdo limitante da produgcdo de avenantramidas
(ISHIHARA et al, 1999).

Dentre as fracdes do grao de aveia: casca, cariopse e o farelo, a
casca apresentou maior concentracio de fendis seguida pela cariopse e
apos pelo farelo.

Para XING & WHITE (1997), o contetido total de fendlicos tem
sido reportado como superior na casca de aveia do que na cariopse.
EMMONS & PETERSON (1999) analisaram 5 variedades de aveia: na
forma integral, somente a casca e a cariopse. O conteido total de
fendlicos encontrados por eles na casca foi bastante semelhante ao do
atual trabalho. Para as variedades Belle e Dane, 306 mg EAG/100 g e



308 mg EAG/100 g respectivamente para extragdo com solvente etanol
80%. Enquanto que no trabalho atual, o valor foi de 316 mg EAG/ 100 g
no mesmo caso de extracdo. J4 na andlise da cariopse ou amostra AD, o
valor encontrado foi de 194 mg EAG/100 g para a variedade URS em
questdo, que pode ser comparado com os valores encontrados para a
variedade Dane de 209 mg EAG/100 g, porém esta, foi a que apresentou
a menor concentracdo de fendlicos de todas as variedades analisadas que
variaram até 294 mg EAG/ 100 g. SERPEN et al (2008) quantificou o
contetido de fendlicos soldveis totais em diversos cereais, € para 0 caso
da aveia descascada e moida, o valor encontrado foi de 285 mg EAG
/100 g. As diferengas observadas no contetido de compostos fendlicos
na cariopse descascada provavelmente seja devida a diferenca de
variedade analisada e de qualquer fator que envolva a sua cadeia
produtiva e de transformacao.

Em uma andlise comparativa, considerando amostras que
possuam maior quantidade de farelo ou amido em sua constituicdo,
diferencas podem ser encontradas. Em trabalhos de IQBAL er al (2007 e
2005), nos quais foram analisadas amostras de farelo de trigo e farelo de
arroz de diferentes gendtipos, a composi¢do de fendlicos encontrados na
faixa de 268 mg EAG / 100 g foi observada para o trigo, e de 251 a 359
mg EAG / 100 g para o arroz. Contudo para LIYANA-PATHIRANA &
SHAHIDI (2006), o mais alto contetddo de compostos fendélicos no trigo
€ observado no germe, onde estd o maior contetido de lipidios. Para
PETERSON (2001), os compostos fendlicos da aveia estdo associados
principalmente ao pericarpo. Estudos de GRAY et al (2000), que extraiu
lipidios polares com isopropanol e analisaram o contetido de compostos
fendlicos totais utilizando a técnica de quimiluminescéncia em fracdes
de aveia rica em amido e ricas em farelo, valores médios de 43 mg/kg e
82 mg/kg respectivamente foram encontrados. Estes resultados
confirmam a afirmag@o dos autores de que fracdes ricas em fibras
contém maior concentra¢do de compostos fendlicos quando comparadas
as fra¢des ricas em amido. Porém, no estudo atual, diferentemente da
maioria dos relatos, o oat bran, ndo apresentou considerdvel
concentrac¢do de fendis quando comparada a cariopse intacta. A fragdo
rica em fibras (OB) apresentou uma das menores concentragdes de
fendlicos. Este resultado pode ser comparado com os obtidos por
KLAJN (2011), que analisou fra¢des de aveia da variedade URS 21 para
dois diferentes tratamentos térmicos industriais. Um convencional e
outro mais drastico. Os valores de composi¢do fendlica total para todas
as fragdes analisadas foram significante inferiores para as fracdes do
tratamento mais dréstico, inclusive a fracdo de farelo que apresentou
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concentracdo de 717 mg EAG/100 g para o tratamento convencional e
apresentou 493 mg EAG/100 g para o tratamento dristico. Com rela¢io
a este estudo, podemos concluir que o tratamento térmico que foi
aplicado as amostras OB e FA analisadas, provavelmente tenha sido
similar ao dristico aplicado por KLAJN (2011) que é de 110°C com
tempo de retencdo em coluna de 110 minutos. Os compostos fendlicos,
em funcfo de suas caracteristicas quimicas podem ser parcialmente
solubilizados no vapor d’dgua durante o tratamento hidrotérmico da
aveia (KLAJN, 2011), porém ndo indica necessariamente a reducdo da
sua capacidade antioxidante in vivo, na mesma propor¢do. Diferencas
também relacionadas com as variedades de aveia analisadas e toda a
complexidade de sua producdo desde a plantagdo até o processamento,
também devem ser consideradas.

4.7 QUANTIFICACAO E ANALISE DE ATIVIDADE .
ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS COM SOLVENTE ORGANICO

O método utilizado para avaliar a atividade antioxidante dos
extratos das amostras de aveia, desenvolvido por BRAND-WILLIAMS
et al (1995), avalia a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPHe), que tem coloracdo ptirpura e absorve em um
comprimento de onda em torno de 516 nm. Por acdo de um antioxidante
ou uma espécie radicalar (Re¢), o DPPHe ¢ reduzido formando 2,2-
difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracio amarela, com
consequente desaparecimento na banda de absorcdo, sendo a mesma
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. O mecanismo da reacdo é
baseado em transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para
um radical livre, enquanto a abstracdo de dtomo de hidrogé€nio é uma
reagdo marginal, pois a mesma acontece lentamente em solventes que
estabelecem fortes ligagdes de hidrogénio. O método € influenciado pelo
solvente e pelo pH das reacdes.

A avaliacdo dos resultados obtidos com a andlise reacional do
DPPH podem ser vistos representativamente na FIGURA 41 dos
extratos obtidos com o solvente organico etanol. Nelas pode-se
visualizar a coloracdo da reacdo de DPPH apds o tempo de 30 minutos
de reacdo na auséncia de luz. A coloracdo amarela indica o maior
potencial antioxidante.



Figura 41 - Contetdo reacional da andlise de DPPH para as matérias-primas
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AD, FA, OB, AM e CA.

Na FIGURA 41, dentre os extratos obtidos através de extracio
com solvente organico tanto utilizando temperatura de 50°C quanto a
temperatura ambiente em ultrassom, é visivel a atividade antioxidante
mais acentuada do extrato de aveia maltada (AM), seguida pelo extrato
da casca (CA). .

4.7.1. Analise de atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada através da determinacio da
% de descoloracdo do DPPH, que pode ser expressa pela porcentagem
por comparagéo com o branco.

Os resultados encontrados para a % de descoloragdio do DPPH
estdo apresentados na TABELA 10. Estes resultados foram calculados
através da EQUACAO 11 e expressam o quanto de coloragcio do
reagente DPPH ainda resta ap6s a reagdo com o antioxidante.

Tabela 10 - Porcentagem de descoloragdo (% descoloracdo do DPPH) para
todas as matérias-primas AD, FA, OB, AM e CA em experimentos de extracdo
com solvente organico em banho-maria a 50°C e banho de ultrassom a
temperatura ambiente.

Solvente organico em
banho ultrassom
temperatura ambiente

Extracoes / Solvente orgénico
Matérias-primas em banho-maria 50°C

AD 18,31°£2,99 A 32,03 + 4,30 B
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FA 39,65 +3,24 A 3731°+1,77 A
OB 20,15° +4,92 A 18,54 +3,63 A
AM 2,56+ 0,43 A 3,88°£2,15 A

CA 18,77° + 4,03 A 20,13+ 8,42 A

% de descoloragdao do DPPH expressos em %; os resultados apresentam-se
como a média + desvio padrdo. E médias seguidas de mesma letra mintiscula na
coluna (comparag@o entre materiais) € maidscula (comparagdo entre processos)
na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

A TABELA 10 mostra que estatisticamente para um nivel de
significancia de 5%, os extratos relativos aos dois processos de extracao
ndo apresentam diferencas significativas na atividade antioxidante.
Exceto para a amostra AD. Diferentemente do que ocorreu com o
contetido de fendlicos dos extratos, onde 0s processos apresentaram
diferencas estatisticas para todas as amostras analisadas.

Os resultados da atividade antioxidante também podem ser
expressos pela Atividade Sequestrante de Radicais Livres de DPPH
(%SRL), que ¢é realizada por comparagdo com o branco, que quando
apresentam baixa absorbancia indicam maior atividade sequestrante de
radicais livres (SANTOS et al, 2007). A FIGURA 42 apresenta agora 0s
resultados expressos por % de Sequestro de Radicais Libres (% SRL).

Parametros de comparacdo para a aveia sdo dificeis de serem
encontrados, devido ao vasto mundo de metodologias e diferentes
formas de célculo da atividade antioxidante. Porém, em avaliagdo
semelhante feita para o potencial antioxidante da geleia real ao longo do
tempo de armazenamento, BORGUINI er al (2012) encontrou maxima
% de descoloragdo, aos 120 dias de estocagem, de 64,71% usando BHT
como padrido, concluindo que a geleia real tem baixo potencial
antioxidante. No trabalho de DUARTE-ALMEIDA et al (2006), que
avaliou o potencial antioxidante de diversas frutas, mostrou que a
acerola apresenta capacidade de cerca de 90% SRL quando comparado
também com o BHT. Ja no trabalho de STEVENSON et al (2008)
citado anteriormente, o oat bran na forma normal e desengordurada
apresentaram atividade antioxidante de 3,58 e 3,48 umol Trolox/g.



Figura 42 - Resultados de Atividade Antioxidante expressos em % de
Sequestros de Radicais Livres (%SRL) para os processos de extragdo com
solvente organico e banho-maria a 50°C e solvente organico e banho de
ultrassom a temperatura ambiente para as matérias-primas AD, FA, OB, AM e
CA.
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Analisando os dados é possivel verificar que alguns dos extratos
brutos de aveia que foram analisados t€ém atividade antioxidante
bastante significativa como o da CA que chega a 81%, ndo apresentando
diferencas estatisticas em relacio a AD. A casca de aveia é um
subproduto da industria processadora de aveia, que apresenta baixissimo
valor de mercado, porém apresentou um dos maiores potenciais
antioxidantes. Também o oat bran (OB) como ji era esperado,
apresentou considerdvel atividade antioxidante, devido a maioria dos
compostos fendlicos estarem localizados no farelo (VERARDO et al,
2011). E a aveia maltada, que surpreendeu com altissima atividade
sequestrante de radicais, chegando a 97%, permanece inexplorada. A
amostra FA foi a que apresentou menor %SRL, na faixa de 60%,
semelhante aos valores encontrados por BORGUINI et al (2012) na
geleia real. E de acordo com a pesquisa conduzida pela General Mills, a
atividade antioxidante ndo € significante para muitos compostos, mas 0s
cereais apresentam notdvel teor de atividade antioxidante (MILLER et
al, 2000).
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4.8 EXTRATOS OBTIDOS COM FLUIDOS SUPERCRITICOS

Estudos vém demonstrando que a composi¢do de diferentes
acidos fendlicos em amostras de aveia dependem do cultivar e dos
tratamentos agrondmicos (DIMBERG et al, 2005). Contudo, os
compostos fendlicos na aveia, como em outros cereais, estdo presentes
na forma livre e na forma ligada. Geralmente, compostos fendlicos
livres sdo extraidos com metanol, etanol ou acetona. J4 os compostos
fendlicos ligados sdo ligados a polimeros da parede celular por ligagdes
éster e sdo extraidos por hidrdlise alcalina ou acida (NACZK &
SHAHIDI, 2006).

Na literatura, porém, ndo hd relatos de extracio com fluidos
supercriticos de amostras de aveia. Como este tipo de extraco utiliza
pressdo e um fluido com alto potencial de extragdo, as extracdes com
fluido supercritico CO, e a extracdo com fluido supercritico CO; e co-
solvente foram realizadas na tentativa obter os compostos fendlicos
ligados da aveia.

A coloragdo dos extratos nos casos das extracdes supercriticas,
tanto para a amostra AD como para OB, é de caracteristica leitosa com
leve coloracdo azulada. Isso se deve a caracteristica do extrato, que
neste caso especifico, era oleoso, sendo totalmente diferenciado dos
extratos que foram obtidos com solvente orginico. Nas amostras dos
extratos com extracdo supercritica com co-solvente, também &
perceptivel a caracteristica leitosa do conteddo das reacdes, porém,
devido a utilizacdo do etanol como co-solvente, esta caracteristica €
bastante reduzida e a coloracio azulada € bastante perceptivel.

A TABELA 11 apresenta os resultados do conteido de fendlicos
relativos as extragdes com solvente supercritico CO, nas condi¢des de
300 Bar e 50°C e com solvente supercritico CO, e co-solvente etanol
nas condi¢des de 300 Bar e 50°C para as fragcées AD e OB

Tabela 11 - Contetido de compostos fendlicos soluveis totais para as matérias-
primas AD e OB em experimentos de extragcdo com CO, supercritico e CO,
supercritico e co-solvente etanol.

Extracoes / ESC CO, - 300 Bar ESC CO, e co-solvente
Matérias-primas e 50°C etanol — 300 Bar e 50°C
AD 109,67 + 3,30 A 113,79* £ 5,14 A
OB 108,39 + 2,40 B 121,819 £ 2,81 A

Contetdo de compostos fendlicos totais pela andlise de Folin-Ciocalteau; os
resultados apresentam-se como a média + desvio padrdo. E médias seguidas de
mesma letra mintscula na coluna (comparacio entre materiais) e maitscula



(comparagdo entre processos) na linha nio diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

De acordo com os valores encontrados pela andlise de Folin-
Ciocalteau, para a amostra de AD ndo ha diferencas estatisticas, do
contetdo fendlicos, entre os dois processos a que foi submetido. O que
ndo ocorre com o OB, sendo que o conteido de fendis obtidos na
extracdo com co-solvente etanol foi superior a da extragdo sem co-
solvente. Porém avaliando um mesmo processo para diferentes matérias-
primas, observa-se que nao houve diferencas estatisticas, para
significancia de 5%, na concentracio de fendis.

No trabalho de STEVENSON et al (2008), que utilizou extracio
tradicional com solvente etanol 100% em amostras de oat bran,
encontrou contetido fendlico miximo de 11,5 mg EAG/g. Porém,
quando primeiramente desengordurou a amostra utilizando extragio
supercritica a temperatura ambiente, encontrou valores similares para
etanol 50% e 100% na faixa de 9,0 mg EAG/g. Logo, o contetido oleoso
extraido com o fluido supercritico tem pequena quantidade de
compostos fendlicos dissolvidos nele. Por este motivo, os valores de
conteido fendlico observados para as extragdes supercriticas,
apresentam-se inferiores aos observados nas extracdes que utilizaram
solventes orgénicos. Os extratos obtidos com altas pressdes
apresentaram caracteristicas mais oleosas, onde compostos como tocdis
sdo soliveis e ndo compostos fendlicos. Outros trabalhos que utilizaram
a extragcdo supercritica como meio para a obtencdo de antioxidantes
apresentam resultados diversos de acordo com o material utilizado. Foi
relatada como pobre, por GOLI et al (2005), a extracdo de compostos
fendlicos a partir de cascas de pistache. Em contraste, a extracdo de
fendlicos tem sido bastante eficaz com a casca de cacau (ARLORIO et
al, 2005), ervas (VAGI et al, 2005) e com sementes de uva (MURGA et
al, 2000).

Na reacdo de DPPH que determina a atividade antioxidante,
notadamente ocorreu uma maior efetividade antioxidante, apds 30
minutos, das amostras que foram obtidas com auxilio do co-solvente
etanol. Os valores relativos a % descoloracio do DPPH estdo
apresentados TABELA 12.

Neste caso especifico da ESC, pode-se observar que nido ocorreu
significativa descoloragdo do radical DPPHe, mostrando deste modo
pouca atividade antioxidante. Desta forma, pode-se concluir que houve
o desengorduramento da amostra e consequente obtenc¢do dos compostos
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soldveis presentes neste 6leo e ndo exatamente os compostos objetos da
extracao.

Tabela 12 - Porcentagem de descoloragdo (% descoloragdao do DPPH) para
todas as matérias-primas AD e OB em experimentos de extra¢do com solvente
supercritico CO, a 300 Bar e 50°C e solvente supercritico CO, com co-solvente
etanol a 300 Bar e 50°C.

Extracoes / ESC CO, - 300 Bar ESC CO, e co-solvente
Matérias-primas e 50°C etanol — 300 Bar e 50°C
AD 65,05 +£5,779 A 74,76 £ 22,85 A
OB 55,02°+0,84 A 41,57 £26,63 A

% de descoloragdao do DPPH expressos em %; os resultados apresentam-se
como a média + desvio padrdo. E médias seguidas de mesma letra mintscula na
coluna (comparag@o entre materiais) € maidscula (comparagdo entre processos)
na linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Algumas varidveis relativas a extragdo podem ter interferido no
desempenho dos extratos obtidos por ESC da aveia. Sendo a aveia o
cereal com grande concentracdo de lipidios e de acordo com as
caracteristicas da ESC a obtenc¢do de 6leos essenciais, 0 que ocorreu no
processo de ESC da aveia foi principalmente a extracdo dos dleos da
mesma. Junto com os dleos, alguns compostos fendlicos polares, os
quais apresentaram a %SRL, assim como os tocdis lipossoldveis. A ESC
consegue um excelente desempenho com extratos que sido realmente
soliveis em CO, em condi¢des supercriticas, 0 que ndo ocorreu com a
aveia. Talvez, novo processo deva ser testado: antes de fazer a ESC das
amostras de aveia, as mesmas devem passar por processo de extracido
dos lipidios. Desta forma, outros compostos que sdo mais dificilmente
extraidos passam a ter a preferéncia do solvente ao invés dos lipidios.

4.9 TESTE ACELERADO DE ESTUFA - SCHAAL OVEN TEST

Segundo ANTONIASSI (2001), testes sob condicgdes
padronizadas de oxidagdo acelerada, s@o uma forma de verificar a
estabilidade dos 6leos ou a sua suscetibilidade a oxidagdo. E no caso
especifico, verificar a funcionalidade dos extratos de aveia na protecdo
contra a oxidacdo destes dleos. A oxidagdo hidrolitica ou rancidez é
acelerada pela Iuz ou pela temperatura e acarreta a decomposi¢do dos
glicerideos e a consequente formagdo de 4cidos livres, acidificando o



6leo. A acidez é um importante fator relacionado a qualidade de Sleos.
Segundo a RDC n° 270 de 22 de setembro de 2005, a legislagdo que
regula os requisitos especificos para a comercializacdo de dleos diz que
para 6leos ndo refinados a acidez maxima aceita é de 4,0 mg KOH/g, e
de perdxidos é de 15 meq/g.

Na FIGURA 43 (a) aparecem os resultados de acidez para os
6leos em que foram aplicados os extratos de aveia obtidos através de
extracdo com solvente organico em banho de ultrassom a temperatura
ambiente. Assim como a acidez da amostra controle. E na FIGURA 43
(b), a acidez dos dleos aonde foram aplicados os extratos obtidos da
extragdo o com solvente orginico em banho-maria a 50°C.

Figura 43 - Comparac@o entre resultados de Acidez (%) com utilizacdo dos
extratos obtidos através do (a) processo extragcdo com solvente orginico em
banho de ultrassom a temperatura ambiente e (b) extragdo com solvente
orginico em banho-maria a 50°C, para as matérias-primas AD, FA, OB, AM,
CA. E comparagdo com amostra de Branco.
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Comparativamente, os resultados de acidez das amostras em que
foram aplicados os extratos de aveia foram inferiores aos da amostra
aonde ndo houve aplicacdo. Isto nos demonstra que estes extratos
apresentam sim atividade antioxidante considerada em 6leos.

Surpreendentemente, em ambos os casos de extracdo, o 6leo em
que foi aplicado o extrato de AM ndo obteve bons resultados. A amostra
AM, em todos os testes realizados sempre obteve o melhor desempenho.
Contudo o extrato de CA obteve o menor nivel de acidez. Com isso
podemos de certa forma comprovar que possivelmente a AM apresente
realmente maior quantidade de avenantramidas devido a ativacdo
enzimatica ocorrida durante o processo de maceracdo e germinagdo do
grdo. E a casca, possivelmente apresente uma grande variedade de
antioxidantes que ndo s6 compostos fendlicos, capazes desta forma, de
serem mais ativos em 6leos. O extrato de OB também apresentou bons
resultados na protecdo contra a acidez. E comparativamente, entre os
extratos obtidos dos dois diferentes métodos de extragdo empregados, o
processo com solvente organico em banho-maria a temperatura de 50°C
obteve extratos que de certa forma retardaram mais a quebra dos
glicerideos, ou seja, retardaram a acidificacao da amostra.

E com relacio aos niveis de peréxidos ou os compostos
intermedidrios instaveis que podem ser facilmente detectado pelos off
flavors liberados, tem seus resultados apresentados nas FIGURAS 44 (a)
para a extragdo com solvente organico em banho de ultrassom a
temperatura ambiente e (b) para a extracdo com solvente orginico em
banho-maria a 50°C.



Figura 44 - Comparagio entre resultados de Indice de Per6xidos (meg/kg) com
utilizag@o dos extratos obtidos através do (a) processo extragdo com solvente
orginico em banho de ultrassom a temperatura ambiente e (b) extragdo com
solvente organico em banho-maria a 50°C, para as matérias-primas AD, FA,
OB, AM, CA. E comparagido com amostra de Branco e com aplicacido de mix de
antioxidantes BHA/BHT.
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Analisando os gréficos € visivel que o indice de peréxidos
aumenta com o passar dos dias e com a exposicdo a temperatura.
KLAJN (2011) aplicou 2500 mg/kg de extratos de aveia de dois
diferentes tratamentos hidrotérmicos em 6leos de soja. No 6° dia de
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exposicdo a temperatura de 63°C o indice de perdxidos foi de 10,5
meq/kg para o extrato de tratamento mais brando. Semelhantemente
LUZIA & JORGE (2009), avaliaram 6leo de soja com adi¢do de 2400
mg/kg de extrato de sementes de limdo galego exposto a 60°C por 12
dias, encontrando para o 6° dia de estocagem indice de perdxidos de
10,54 meq/kg. No atual trabalho, os valores encontrados para o 7° dia
foram relativamente superiores aos observados na literatura. Para o
extrato CA de extragdo a 50°C foi obtido 13,8 meq/kg, e para o extrato
de FA também de extracdo a 50°C, 21,95 meq/kg, sendo os casos
citados os extremos. Contudo, diferentemente dos estudos citados, o
nivel inicial de perdxidos (tempo de O dias) era superior. Neste caso, o
tipo de extracdo pode ter influenciado. A prensa extrusora na qual foi
realizada a extracdo aquece a soja por atrito na hora de extrair o 6leo,
desta forma acelerando a oxidag@o do produto.

Como pode-se observar pelos graficos das FIGURAS 44 (a) e (b),
todos os extratos seguiram comportamento semelhante em relacdo ao
indice de peréxidos. Como uma forma comparativa utilizou-se um mix
de antioxidantes sintéticos BHA/BHT na propor¢do citada por KLAJN
(2011) e testada em laboratério com % de descoloracdo semelhante a
dos extratos brutos. Esta propor¢do foi testada com a metodologia ja
citada de atividade antioxidante (DPPH), e obteve como resultado de %
de descoloracdo 12,71%. Na aplicacdo, os valores de peréxidos do 6leo
adicionado de extratos de aveia foram inferiores ao do branco que é
isento de antioxidante e muito semelhantes aos da amostra continha o
mix de antioxidantes sintéticos BHA/BHT. Esta constatacdo revela que
os extratos obtidos da aveia possuem capacidade de inibir a oxidagdo
lipidica em proporcdes similares ou até superiores a dos antioxidantes
sintéticos, durante periodos de estresse térmico. Conclusdo semelhante
a do trabalho de REHMAN (2006), que aplicou extrato da casca de
citrus ao 6leo de milho na concentragdo de 2000 mg/kg. O extrato
obteve efeito semelhante ao do antioxidante sintético BHT na
concentracdo de 200 mg/kg na protecdo contra a formacgéo de peréxidos
em testes de estocagem acelerada a 45°C por 6 meses.

Resultados melhores poderiam ter sido obtidos se 0os compostos
ativos tivessem sido purificados. Porém, a constatagdo de que é maior a
demora para que o nivel de per6xido aumente é de suma importancia
para que estudos posteriores sejam desenvolvidos.
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5. CONCLUSOES

O uso de aveia e seus derivados ou subprodutos apresenta-se
bastante promissor devido a sua elevada quantidade de compostos
antioxidantes e principalmente elevada qualidade e eficiéncia destes
compostos. Dentre os diversos métodos de extragdes testados, o que
utilizou solvente orgénico etanol aquoso 80% acidificado a temperatura
50°C foi a que apresentou melhor desempenho, tanto no que diz respeito
ao conteido de fendlicos como em atividade antioxidante. A extragdo
que utilizou solvente organico etanol aquoso 80% utilizando ultrassom
em banho a temperatura ambiente também mostrou resultados
eXpressivos.

O uso de fluido supercritico nas extragdes (300 Bar, 50°C), ndo
alcancgou os resultados esperados. Nao houve favorecimento da extragdo
de compostos fendlicos e consequentemente a sua atividade antioxidante
foi baixa. Somente ocorreu a extracdo do contetdo lipidico das amostras
de aveia. A utilizacdo de co-solvente etanol na ESC mostrou a sua
importincia na obtencdo de compostos fendlicos quando ocorre a
utilizagdo de fluidos em estado supercritico.

Os diversos processos aos quais as amostras utilizadas para a
extracdo foram submetidos mostram interferéncia significativa na acio
antioxidante. O processo de maltagem foi o mais eficiente quanto ao
teor final de fendlicos e, portanto, de acordo com a literatura, aumento
considerdvel de avenantramidas quando comparado a uma amostra
padrdao. Contudo, o tratamento térmico de inativa¢do enzimdtica aos
quais os produtos de aveia sdo submetidos antes do consumo, altera a
quantidade dos compostos fendlicos soltveis totais, diminuindo-os.

A amostra AM apresentou a maior concentragdo de compostos
fendlicos seguida pela CA dos extratos obtidos com o solvente etanol a
50°C. Contudo, as atividades antioxidantes foram significativas nas
amostras AM, AD, CA e OB para ambas as extracdes que utilizaram o
solvente etanol 80%.

A amostra CA, um subproduto do processamento da aveia com
baixo valor comercial e grande volume, apresentou valores totais de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante bastante significativos
quando comparados com as demais amostras utilizadas, desta forma
sendo vidvel a sua utilizacdo e consequentemente a sua valorizacao.

Todos os extratos obtidos apresentaram atividade de protecdo
contra rancificacdo acelerada quando comparados com amostra sem
aplicacdo de extratos. E atividade antioxidante semelhante quando
comparados a antioxidantes sintéticos.



Desta forma, a aveia apresenta-se como uma alternativa viavel
para a extragdo de antioxidantes. Matéria-prima abundante e com larga
aplicacdo: deste atividades funcionais, benéficas a satde até aplicagdo
em alimentos contra reacdes de degradacio.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como o trabalho atual se configurou como sendo inicial na area

de exploracdo de antioxidantes provindos de cereais, seguem algumas
opcdes para implementagdo de pesquisas futuras:

v

Sintetizagdo de avenantramidas e identificagdo das mesmas no
extratos obtidos de aveia e de seus derivados ou subprodutos;
Extracdo de antioxidantes que se apresentam de forma ligada
dentro do cereal aveia, através de hidrélises acidas ou basicas;
Purificacdo e aplicacdo dos antioxidantes fendlicos obtidos da
aveia em alimentos e verificacdo da estabilidade oxidativa dos
mesmos;

Utilizacdo de extragdo supercritica na obten¢do de compostos
fendlicos da aveia utilizando um espectro mais amplo de
variacdo das varidveis possivel de controle;

Estudo e quantificacio de antioxidantes lipofilicos ou
hidrofilicos de diferentes variedades de aveia;

Pesquisa e quantificacdo antioxidantes fendlicos em outras
porcdes da aveia como folhas e caules.
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