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A minha querida filha Luiza Helena.

“Obrigada Lulu, por sua compreensao”.



Pela graca de Deus este trabalho de tese foiadaliE 0 que esteve mais presente nesta
caminhada foi: 0 AMOR a Deus, ao proximo e a miptedissdo; a PERSEVERANCA e o0
DESTEMOR ao mal.

\'



Ainda que eu tenha o dom de profetizar e conhed@stos mistérios e toda a ciéncia; ainda

gue eu tenha tamanha fé, a ponto de transportaies)@e ndo tiver amor, nada serei.

(1 Corintios 13:2)
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Justificados, pois, mediante a fé, temos paz cous [Per meio de nosso Senhor Jesus
Cristo; por intermédio de quem obtivemos igualmetesso, pela fé, a esta graca na qual
estamos firmes; e gloriamo-nos na esperanca dia gléiDeus. E, ndo somente isto, mas
também nos gloriamos nas proprias tribulagdes nsbgue a tribulacéo produz
perseveranca; e a perseveranca, experiéncia;geaéncia, esperanca. Ora, a esperanca
ndo confunde, porque o amor de Deus € derramadmwsso coracdo pelo Espirito Santo,
gue nos foi outorgado.

(Romanos 5: 1-5)
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Ainda que eu ande pelo vale da sombra da mortetenderei mal nenhum, porque tu
(Deus) estas comigo; o teu bordao e o teu cajadcomsnlam.

(Salmos 23:4)

...nd0 temas, porque eu sou contigo; nédo te asssppwrque eu sou o teu Deus; eu te

fortaleco, e te ajudo, e te sustento com a minkaaléel.

(Isaias 41: 10)
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RESUMO

Nos 6leos e gorduras usados em frituras sdo fosradastancias relacionadas a um grande
namero de patologias. Os grupos dos monoepoxia¢iti®dXl1), monocetoacidos (CETO) e
monohidroxiacidos (HIDROXI) produzidos na friturdosrelevantes sob o ponto de vista
quantitativo. A toxicidade dos EPOXI e de seus ina@tes tem sido demonstrada. O Brasil
ndo possui legislacdo federal para uso destes élgosduras e as legislacdes internacionais
estabelecem parédmetros obtidos através de and#disestoriais. Porém, os servicos de
fiscalizacdo nesta area requerem testes rapidasieagikin situ. No entanto, ndo ha teste
rapido cuja confiabilidade tenha sido comprovad#o Bxposto, para contribuir com estudos
de avaliagéo de risco de alimentos fritos e com tistalizagcdo efetiva e eficiente nesta
area, os objetivos deste estudo foram obter dagldeait de EPOXI, CETO e HIDROXI e
avaliar a citotoxicidade de monoepdxido formadmisicativamente; como também validar
os testes rapidos. Os o6leos refinados de palmasejdee a gordura de soja parcialmente
hidrogenada provenientes de experimentos de frideacontinua de batatas foram
analisados. Foram utilizados os testes rap\dssofrit (VF) e Food oil senso(FOS) e os
meétodos analiticos de determinacdo de acidos grapokmeros, EPOXI, CETO e
HIDROXI, através de técnicas cromatograficas aidigude particdo por tamanho de
particulas, de adsorcdo em fase soélida, e a gadtaleesolucdo. Também foi avaliada a
citotoxicidadein vitro do acidotrans9,10-epoxiestearico (EPO), monoepoxiacido formado
em quantidades relevantes a partir de 6leos e gdariundos de fritura de batatas, em
células de hepatoma de ratos, HTi@egpatoma Tissue Cultureatravés do ensaio de
viabilidade celular mediado pelo diacetato de #soeina e brometo de etidio. Os resultados
obtidos neste estudo demonstraram: que o Oleo tteapa a gordura hidrogenada
apresentam maior tendéncia a formacédo de EPOXIOCEHRIDROXI, e menor tendéncia a
degradacdo do que o 6leo de soja. Os grupos meksen acima constituem
quantitativamente uma fracdo muito importante dasstéincias de degradacdo. O teste
rapido FOS foi o de escolha para decidir o momeetalescarte de 6leos e gorduras nao

conformes. O EPO foi citotoxico em células hepéatidaC.
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ABSTRACT

Substances related to a high number of diseasesecpresent in used frying fats and oils.
Among the new groups of compounds originated andryemperatures, monoepoxyacids,
monocetoacids and monohydroxyacids are quantitgtivienportant. Toxicity of
monoepoxyacids and its metabolites has been deratetst Brazil does not have Federal
Laws regulating these oils and fats. However, ma@onal legislations in many countries
have established parameters obtained from labraab&malyses to limit the degradation of
used frying fats and oils for human consumptionthiis respect, inspections in this area
require rapid tests to be applied situ. There isn't rapid test which reliability has been
confirmed. Contributing with risk assessment of thging foods and the effective
inspection, the targets of this work were to obt#ata of monoepoxyacids, monocetoacids
and monohydroxyacids contents and evaluate thaaytity of the significantly formed
monoepoxyde, as well as validate the rapid testgb&n oil, palm oil and partially
hydrogenated vegetable fat used in frying to preghips were analyzed. Rapid tests based
on physical properties Viscofrit (VF) and Food asiénsor (FOS) were evaluated to
determine the point at which frying fats and oilbogld be discarded. Also,
chromatographic techniques based on molecular digzabution, solid phase adsorption
and high-resolution gas were applied for quantigatletermination of fatty acids, polar
compounds, polymers, polar fatty acids, monoepargac monocetoacids and
monohydroxyacids. Cytotoxicityn vitro of trans9, 10-epoxystearic acid in HTC cells
through out phluoresceidi-acetate an@thidium bromide was also evaluated. The results
showed that palm oil and partially hydrogenatedetaigle fat present higher tendency to
the formation of monoepoxyacids, monocetoacids @mathohydroxyacids, than soybean
oil. The groups mentioned above are very imporfamin a quantitative point of view
among the fatty acids undergoing degradation. RegstlFOS was the choice to decide the
moment of discarding used frying oils and fats adim to the present international
regulationsTrans9, 10-epoxystearic acid was cytotoxic in hepaficells.
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1 - INTRODUCAO

A principal caracteristica de qualidade do alimeht® sua seguranca. O consumo de
alimentos preparados em processos de fritura dgveossiderado um problema relevante de
Vigilancia Sanitaria no Brasil, pois os alimentasos sdo altamente consumidos pela nossa
populacdo e as substancias provenientes da de@oadas Oleos e gorduras em uso nestes
processos estdo relacionadas a uma série de doembasnem e em animais (COHN, 2002;
DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ, 2003; KOSAKA et al., 1994MARQUEZ-RUIZ;
DOBARGANES, 1996; TOTANI et al., 2000; ZHENG et,&001). Varios estudos também
tém demonstrado que estas substancias apresertmicidade reprodutiva e em outros
orgaos; citotoxicidade e mutagenicidade vitro; citotoxicidade e genotoxicidade em
animais de laboratério; possiveis mutagenicidadecaecinogenicidade em humanos
(BILLEK, 2000; CHAO et al., 2001; CLARCK; SERBIA991; COHN, 2002; EBONG et
al., 1999; ESTERBAUER, 1993; ESTERBAUER; SCHAUR;IAMIER, 1991; GAO et al.,
1987; GREENE et al., 2000; KANAZAWA; ASHIDA, 19911 OPEZ-VARELA;
SANCHEZ-MUNIZ; CUESTA, 1995; MITCHELL; MORAN; GRANT2002; MORAN et
al., 2000; ZHONG et al., 1999).

Além disto, estudos realizados em diversos paiselsisive no Brasil, mostraram a
necessidade de se promover a melhoria da qualidasledleos e gorduras em uso em
frituras, pois foram encontradas porcentagens adend0 % de amostras com alto teor de
substancias de degradacdo (SAM SAGUY; DANA, 2003).

Na fritura, os Oleos e gorduras sdo submetidotaa s#mperaturas, a recomendada é
de 180° C, em presenca de ar e agua. Esta congliogfia a formacdo de um numero
consideravel de substancias oriundas de reac@ek#sr oxidativas e hidroliticas (CHANG;
PETERSON; HO, 1978; DOBARGANES; PEREZ-CAMINO, 1988ASPAROLI, 1998;
JORGE et al., 1996MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI; DOBARGANES, 1995;
NAWAR, 1998; SCHWARTZ; RADY; CASTANEDA, 1994/ELASCO et al., 2004b). As
reacBes hidroliticas liberam os mono e diacilgbtere acidos graxos livres; e as reacoes
térmicas e oxidativas formam os triacilglicerdismdrizados e polimerizados, e as
substancias do grupo dos monémeros de triacilgisexidados (FRITSCH, 1981). Estes
grupos de substancias sao determinados quantitegite como “compostos polares” (CP)
(AOAC, 2003).

A Figura 1 ilustra as alteracdes que podem ocowsréleos e gorduras em uso em
frituras.
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Figura 1. Alteragdes em dleos e gorduras em processotdeafri

Nestes Oleos/gorduras, em niveis significativos aleeracdo, o grupo dos
triacilglicerdis dimerizados e o0s polimerizados sfwmados em maiores proporcdes
(MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI; DOBARGANES, 1995)Porém, o grupo dos
mondmeros de triacilglicerois oxidados € o de manmortancia do ponto de vista fisioldgico
e nutricional, pois é facilmente hidrolisavel péfsse pancreética liberando acidos graxos
oxidados que tém alta absorcdo em ratos; e tambésup presenca em niveis consideraveis
em Oleos e gorduras de fritura (MARQUEZ-RUIZ; DOBBRNES, 1995; MARQUEZ-
RUIZ; GUELVEL; DOBARGANES, 1998, MARQUEZ-RUIiZ; PERECAMINO;
DOBARGANES, 1992; MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI; D®BARGANES,
1995). Dos grupos de substancias que compdem regf@of os epoxiacidos, cetoacidos e
hidroxiacidos, sdo os principais produtos em termpeantitativos (CHANG; PETERSON;
HO, 1978).

Os EPOXI tém sido determinados quantitativamenteresiderados como principal
grupo da fracdo dos monémeros oxidados em sisterodslo de triacilgliceréis; em 6leos de
oliva e de girassol termoxidados; e em 0leos usadogrituras na Espanha (BERDEAUX;
MARQUEZ-RUIZ; DOBARGANES, 1999; VELASCO et al., 200 VELASCO et al.,
2004a).



Dados obtidos de estudos relatados em artigo darabes; Marquez-Ruiz e Velasco
(2000) demonstraram que os CP migram em quantidaehéares, do 6leo da fritadeira para
batatas que estdo sendo preparadas na fritura.

Os epoxidos de acidos graxos também podem seridogecomo o6leo de soja
epoxidado (OSE), em alimentos gordurosos, queligadtd como plastificante no polimero
de poli-(cloreto de vinila) (PVC) que tem aplicaggdmmo material vedante em tampas de
recipientes de vidro e como filmes flexiveis (FRANKUSER-NOTI et al., 2006).

Teores de cetoacidos e de hidroxi e polihidrox@sibram determinados nos Oleos de
oliva e de acafrdo, e em gordura animal, termoxida180° C por até 72 h (SCHWARTZ;
RADY; CASTANEDA, 1994).

Com relacéo aos efeitos toxicos dos epoxidos exiins de acidos graxos, estudos
demonstraram que os monoepoxidos do acido linoléicgeus metabolitos (didis) estédo
relacionados a importantes processos patologicoshammem (KOSAKA et al.,, 1994;
TOTANI et al., 2000); apresentaram relevante ckimidade em sistema teste de tabulo renal
de coelho (MORAN et al., 2000); e, em estudos camundongos, sugeriu-se o 9,10-epoxi-
12-octadecenoato de metila como mediador na sire@rdan angustia respiratéria aguda
(SARA) (ZHENG et al., 2001). Em estudo realizadoncoélulas Sf-21, células do inseto
Spodoptera frugiperdaMitchell; Moran e Grant (2002) demonstraram atoiticidade do
cismonoepoxido e do dihidroxido do acido linoléico maséncia de albumina, e a
citotoxicidade do dihidroxido na presenca de almamiEm estudon vitro, Greene et al.
(2000) verificaram que os monoepoxidos de acidesay de cadeia longa, incluindo os
acidoscis e trans-9,10-epoxiesteérico, e seus metabdlitos diés aeptasam toxicidade em
células Sf-21.

A administracado oral e repetida do OSE afetou figado, testiculos e Utero de ratos;
0 que levou ao estabelecimento de uma ingestaia diéeitavel (IDA) de 1 mg/kg de peso
corporeo, especificada pelo Comité Cientifico s#dmmentos Scientific Committee on Food
- SFC) da Unido Européia (UE) (SFC apud FRANKHAUSHERTI et al.,2006), baseado no
nivel sem efeito adverso (NOAEL) de 140 mg/kg deopeorpéreo especificado pela
Associacao Industrial Britdnica de Pesquisas Bio#gy @ritish Industrial Biological
Research AssociationBIBRA) (BIBRA, 1988 apud FRANKHAUSER-NOTI et ak006, p.
1279).

A absorcao de epoxidos e de hidroxidos de acidmsogr na forma de triacilglicerois
comuns da dieta, foi recentemente relatada em hosn@ILSON et al., 2002a; WILSON et
al., 2002b). Foi verificado que os monoepoxidos enonohidréxidos foram mais absorvidos

do que os diepdxidos e dihidroxidos.



Os estudos sobre a absorcéo, metabolismo, detey@oiciz teor em Oleos e gorduras e
em alimentos fritos, e avaliacdo de toxicidadegtopos dos EPOXI, CETO e HIDROXI sao
escassos. Por isso, pela sua relevancia pesquigasnais nesta area sao requeridas para
contribuir com estudos de avaliacdo de risco pa@nsumo seguro de alimentos fritos.

A alteracdo tanto quantitativa quanto qualitatidas Oleos e gorduras em uso em
frituras, esta relacionada a varios fatores inédns ao processo como presenca de agua, ar,
alta temperatura; e a tantos outros fatores ertrdsscomo a composi¢cao do 6leo/gordura,
tipo de alimento, relacdo entre a superficie dadeira e o volume do 6leo (DOBARGANES;
MARQUEZ-RUIZ, 1998). Porém, é importante ressatfae a ma pratica nestes processos,
como a utilizacdo de temperaturas excessivas eempot prolongado do oéleo/gordura,
também contribui de modo relevante na formacaosdhstancias de degradacdo. Outro fato
que influencia na alteracéo é a adicédo de 6leo pava compensar o absorvido pelo alimento
(JORGE, 1996; ROMERO et al., 1998). O tempo detesidn para se adicionar 6leo novo
para repor o que foi perdido é denominado periogldudchover Periodos deurnover
elevados, caracteristicos de frituras descontirguses,sdo mais utilizados em restaurantes e
lanchonetes permitem uma alteracdo maior do qué&ihass continuas. As frituras continuas
sdo usadas em industrias alimenticias e apresegmeaimdos deurnover curtos (JORGE,
1996; JORGE et al., 1996).

Em conformidade com estudos recentes nesta ardas \@aises tém estabelecido
como parametros e seus respectivos limites maxipawa,uso de Oleos e gorduras em fritura,
a porcentagem de CP de 24 a 30 %, sendo que aiandicr paises estabelece o valor de 25
%; e apenas dois paises estabelecem a porcentagpalimeros de 10 % (Bélgica) e 16 %
(Holanda) (DANA; SAM SAGUY, 2001). ASociedade Alema de Pesquisa em Gorduras
(DGF) recomenda dois parametros e seus limites yenficacdo da qualidade de Oleos e
gorduras de fritura que sédo: compostos polares %34e polimeros (12 %); também
recomenda o uso de testes rapidos para monitorardanqualidade destes 6leos e gorduras
(INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON DEEP-FAT FRYING, 2004)0 Brasil, no entanto,
nao possui legislacao federal que estabeleca padndecisorios para garantir a qualidade

de Oleos e gorduras de fritura.

Os parametros mencionados acima sao verificadeséstrde métodos analiticos
fisico-quimicos normalizados (IUPAC, 1992). Poeselestes métodos aplicaveis apenas em
laboratorio ndo sdo viaveis para a fiscalizacédo dpwe evitar o uso do dleo/gordura nao
conforme, no momento que o mesmo esta sendo uPadoisso, a utilizacdo de teste

aplicavelin situ, de operacionalizacdo rapida e simples, € necessaria



Entretanto, ndo ha teste rapido, que avalie a dpddi e determine o momento de

descarte de 6leos e gorduras em uso em friturgsconfiabilidade tenha sido comprovada.

A Association of Official Analytical Chemis{fAOAC) dispde de um programa
especifico de verificacdo de desempenho de testdste em geral (AOAC®&Performance
Tested Method¥ — performance de kijs (AOAC, 2000). Este programa estabelece
parametros requeridos para a submissakitdecom vistas a certificagdo de validacdo por

este organismo.

Pelo exposto, verifica-se a importancia de spadisle testes rapidos validados para
uma fiscalizacdo efetiva e eficiente nesta areassm contribuir com o consumo de

alimentos fritos seguros.



2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVOS GERAIS

Obter dados que possam contribuir cestudos envolvendo a avaliagao toxicolégica
dos alimentos fritos;

Contribuir com a Vigilancia Sanitaria para umecdiszacdo efetiva e eficiente de
Oleos e gorduras em uso em frituras;

Contribuir para a promoc¢éo do consumo de alimenitos seguros.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter dados decorrentes de alteragfes termoxidaties 6leos refinados de palma e
de soja, e da gordura de soja parcialmente hidemtgeprovenientes de fritura descontinua
de batatas, através da perda de acidos graxosferrdacdo de polimeros, CP, EPOXI,
CETO e HIDROXI;

Avaliar a citotoxicidaden vitro de monoepoxiacido formado significativamente em

Oleos e gorduras em uso em frituras;

Avaliar o desempenho e validar testes rapidoscapisin situ, de avaliacdo de

6leos e gorduras em uso em frituras.



3 - RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho de tese egt@sentados em formato de
coletdnea de artigos cientificos, com a apresemtagh seis manuscritos. O primeiro
(Manuscrito 1): Avaliacdo quantitativa de monoepoxiacidos, monocedgidos e
monohidroxiacidos em Oleos e gorduras provenientede fritura descontinua de
batatas (MACHADO et al., 2007a) (elaborado) segundo (Manuscrito 2Avaliacéo da
citotoxicidade do acidotrans-9,10-epoxiestearico, um produto da termoxidacédo de
6leos e gorduras usados em frituradMACHADO et al., 2007b) (em fase de elaboraézo)
o terceiro (Manuscrito 3)Quality of used frying fats and oils: comparison of rapid tests
based on chemical and physical oil properties (MARMESAT et al., 2007) (no preld)o
quarto (Manuscrito 4)Alteragbes da gordura vegetal parcialmente hidrogeada em
fritura de batatas (MACHADO; ABRANTES; DOBARGANES, 2007a) (no prefp)o
quinto (Manuscrito 5)Alteracdes dos 6leos de palma e de soja em frituceescontinua
de batatas (MACHADO; ABRANTES; DOBARGANES, 2007b) (elaboradp) sexto
(Manuscrito 6):Estudos preliminares de validacdo de testes rapidgmra avaliacdo de
Oleos e gorduras usados em frituras - contribuicdpara a Saude Publicd MACHADO;
ABRANTES; DOBARGANES, 2007c) (no prefb)

! Artigo cientifico de autoria de Eliana Rodriguesidiado et al., elaborado e a ser submetido a aighiic
em periédico em 2007.

2 Artigo cientifico de autoria de Eliana Rodriguesdiado et al., em fase de elaboracéo e a ser sdbraet
publicacao em periédico em 2007.

® Artigo cientifico de autoria de Susana Marmesatl etaprovado para publicacdo no peridditatérnational
Journal of Food Science and Technolggyser publicado até dezembro de 2007. No prelo.

“ Artigo cientifico de autoria de Eliana Rodriguesid¥lado, Shirley de Mello Pereira Abrantes e Maréh D
Carmen Dobarganes, aprovado para publicagdo nodiesi “Revista Higiene Alimentar”, a ser publicado
ano de 2007. No prelo.

® Artigo cientifico de autoria de Eliana Rodriguesidflado, Shirley de Mello Pereira Abrantes e Margh D
Carmen Dobarganes, elaborado e a ser submetidolidgpiio em periédico em 2007.

® Artigo cientifico de autoria de Eliana Rodriguesidflado, Shirley de Mello Pereira Abrantes e Margh D
Carmen Dobarganes, aprovado para publicacdo nodiesi “Revista Higiene Alimentar”, a ser publicado
ano de 2007. No prelo.



3.1- MANUSCRITO 1 - Avaliacdo quantitativa de monoepoxiacidos, monguatins e

monohidroxiacidos em 6leos e gorduras proveniatgdstura descontinua de batatas.
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RESUMO

Na fritura, os Oleos e gorduras sofrem degradagcio a formagdo de compostos
polares. Dentre as substancias que fazem parteodmgostos polares, estédo as fracdes
dos triacilgliceréis dimerizados e polimerizadoslas mondmeros dos triacilgliceroéis
oxidados. Este ultimo grupo € de grande importanaisser suspeito de provocar danos
a saude. Fazem parte desta fracdo os grupos dazepuxiacidos, monocetoacidos e
monohidroxiacidos que sédo considerados as prirkcgaistancias sob o ponto de vista
quantitativo. Foram determinados neste estudo osededestes trés grupos de
substancias em gordura de soja parcialmente hidaoige 6leo de soja e 6leo de palma,
aquecidos a 180C por 25 h, provenientes de experimentos de #itescontinua de
batatas. Estes teores foram obtidos através ds@méabmatografica a gas dos ésteres
metilicos de acidos graxos apoés derivacao a frioataostras e concentracdo posterior
das substancias de interesse mediante extracdasensdlida. Dados quantitativos dos
acidos graxos polares foram obtidos utilizando amhinacdo das técnicas
cromatograficas de adsorcdo em coluna e a liquiglgpatticdo por tamanho de
particulas. Para os trés tipos de amostras estsidade condi¢cdes do estudo, houve
predominancia da formacao de polimeros. Foram éraxtas quantidades nas faixas de
3,30 a 8,24; 1,51 a 4,32 e 3,42 a 8,71 mg/g de epmaacidos, monocetoacidos e
monohidroxiacidos, respectivamente, nas amostnaisnieeis de compostos polares na
faixa de 20,8 a 44,1 % (m/m). Os resultados sugetgm Oleos e gorduras
monoinsaturados, como a gordura de soja parciatnfedtogenada e o 6leo de palma,
apresentam maior tendéncia a formacédo de moném&rdados e menor tendéncia a
formacao de polimeros ao contrario dos 6leos eugasdpolinsaturados, como o 6leo
de soja.

Palavras-chave Acidos graxos polares - Batatas Fritas - Compogtolares -
Monocetoacidos - Monoepoxiacidos - MonohidroxidsidoMondmeros oxidados -
Oleos de fritura - Polimeros



SUMMARY

During frying, fats and oils undergo degradationttwformation of polar compounds.
Among these new compounds, dimeric and polymeglyderides as well as oxidized
monomeric triglycerides stand out. The group oflizdd monomers has been related to
several diseases and contains oxygenated fatty groylps including epoxy, keto and
hydroxy groups of importance from a quantitativenpaf view. In this study, mono
epoxyacids, monoketoacids and monohydroxyacids vegrantified in partially
hydrogenated soybean oil, soybean oil and palnaftér heating for 25 hours at 180 °C
in experiments of discontinuous frying of potatddse determination was carried our
by gas chromatography after fat derivatization #ityf acid methyl esters at room
temperature and later concentration of the compauid interest by solid phase
extraction on silica cartridges. Quantitative ansdg of polar fatty acids were also
obtained by combination of adsorption and size wsioh chromatography. In the
conditions applied, the major content correspontieg@olymeric compounds. Amounts
ranging from 3.30 to 8.24; from 1.51 to 4.32 anohfr3.42 to 8.71 mg/g were found for
monoepoxyacids, monoketoacids and monohydroxyacetgpectively for samples
containing between 20.8 and 44.1 %. The resultgestghat monounsaturated oils, i.e.
partially hydrogenated soybean oils and palm oilvén a higher tendency to the
formation of oxidized monomers while polyunsatutabds, i.e. soybean oils have a
higher tendency to the formation of polymers.

Key-words. Epoxy fatty acids - French fries - Frying oils ydioxy fatty acids - Keto
fatty acids - Polar compounds - Polar fatty acid3olymers

INTRODUCAO

A fritura € um meio de preparo de alimentos bastarilizada em todo o
mundo. Neste processo o 6leo ou gordura € submeetdtas temperaturas na presenca
de ar e de 4gua. Esta condicao propicia a formdedom numero consideravel de
substancias oriundas de reacdes térmicas, oxidatesahidroliticas (CHANG;
PETERSON; HO, 1978; DOBARGANES; PEREZ-CAMINO, 1988ASPAROLI,
1998; JORGE et al, 1996 MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI;
DOBARGANES, 1995; NAWAR, 1998; SCHWARTZ; RADY; CA®NEDA, 1994;
VELASCO et al.,, 2004b). As reacOes hidroliticasefdm substancias como
diacilglicerdis e acidos graxos livres, e as reag@emicas e oxidativas formam um
grande numero de substancias como triacilgliceddserizados e polimerizados e
mondmeros de triacilgliceréiexidados (VELASCO et al., 2004bitstes grupos de
substancias constituem os compostos polares (AQAG3) Legislacbes de muitos
paises preconizam para 0Oleos e gorduras usadosterasf o valor maximo de 25 %,
m/m do 6leo, em compostos polares (DANA; SAM SAGRE01).

A alteracdo tanto quantitativa quanto qualitativestds 6leos ou gorduras
depende de um numero elevado de variaveis entse &lque esta relacionada com a
adicdo de 6leo novo para compensar o absorvido agkteento (JORGE, 1996;
ROMERO et al., 1998). O tempo determinado paradggosmar 6leo novo para repor o
que foi perdido, € denominado periodo tdenover. Periodos deurnover elevados,
caracteristicos de frituras descontinuas, sdo mélzados em restaurantes e
lanchonetes e permitem uma alteracdo maior do @gudritaras continuas, mais




utilizadas em industrias alimenticias, que apresenperiodos ddurnover curtos
(JORGE, 1996; JORGE et al., 1996).

Em analises de amostras de Oleos/gorduras em usoiteras coletadas nos
setores de restaurantes e lanchonetes pelos seicinspecdo de diversos paises,
foram encontradas porcentagens acima de 30 % dstrasdora do limite permitido
para uso, segundo leis internacionais (SAM SAGUXNBA, 2003).

A determinacéo quantitativa de acidos graxos pslarsuas fracbes em o6leos e
gorduras usados em frituras em torno do limitegjeigdo (25 %) mostraram que 0sS
triacilglicerdis dimerizados e polimerizados forgredominantemente formados em
relacdo aos mondmeros de triacilgliceréis oxidadosjue quantidades destes foram
formadas em torno de 30 mg/g do 6leo (MARQUEZ-RUIASIOULA-MARGARI;
DOBARGANES, 1995). Outros estudos também demomstramaior formacao de
dimeros e polimeros em relacdo aos monémeros @ddadando consideraveis niveis
de degradacgdo das amostras estavam presentestemasi modelo de ésteres metilicos
dos &cidos oléico e linoléico termoxidados a 18gBERDEAUX; MARQUEZ-RUIZ;
DOBARGANES, 1999); em 6leos de oliva e de girassohoxidados a 180° C, e em
Oleos e gorduras usados em fritura (VELASCO ekab4a).

Das substancias provenientes da oxidacdo de Olegwdeiras, o grupo dos
mondmeros dos triacilgliceréis oxidados € de graimagortéancia do ponto de vista
nutricional pelo seu alto grau de hidrélise pghadie pancreatica; alta absorgcédo em ratos
dos &acidos graxos oxidados liberados por esta @nzien presenca em niveis
consideraveis em oleos e gorduras de fritura (MVAEQ®RUIZ; DOBARGANES,
1995; MARQUEZ-RUIiZ; GUEVEL; DOBARGANES, 1998, MARQEZ-RUIZ;
PEREZ-CAMINO; DOBARGANES, 1992; MARQUEZ-RUIZ; TASIQLA-
MARGARI; DOBARGANES, 1995). Fazem parte desta faac#iacilglicerdis com
diferentes grupos funcionais contendo oxigénio cohidroperdxido, aldeido, cetona,
hidroxido e epoxido (FRANKEL, 1998).

Os monoepoxiacidos tém sido determinados quawnttagnte e considerados
como principal grupo da fracdo dos mondémeros oxisadm termos quantitativos, em
sistemas modelo de triacilgliceréis; em 0leos deact de girassol termoxidados; e em
6leos usados em frituras (BERDEAUX; MARQUEZ-RUIZOBARGANES, 1999;
VELASCO et al., 2002; VELASCO et al., 2004a).

Teores em niveis até 260 umoles/g do 6leo foramladytnos oleos de oliva e
de acafrdo, e em gordura animal, termoxidados & €3por até 72 h, de cetoacidos
determinados como 2,4-dinitrofenilhidrazonas; e hidroxi e polihidroxiacidos,
determinados como derivados da 2,6-dinitrofeniimdna do éster do acido piravico
(SCHWARTZ; RADY; CASTANEDA, 1994).

Com relacédo aos efeitos toxicos dos epoxidos edxidios de acidos graxos,
estudos demonstraram que os monoepoéxidos do acidi@ito e seus metabdlitos
(digis): estao relacionados a necrose tissular aoeptes com queimaduras severas
(KOSAKA et al,, 1994), e ao mecanismo de lesdo agdd pulmdo em humanos
(TOTANI et al., 2000); também apresentaram citatiokde em sistema teste de tabulo
renal de coelho (MORAN et al., 2000); e, em camugds, sugeriu-se o 9,10-epoxi-
12-octadecenoato como mediador téxico na sindromemngjustia respiratoria aguda
(SARA) (ZHENG et al., 2001). Em estudwsvitro, Greene et al. (2000) verificaram
em células Sf-21, células do ins&podoptera frugiperdague os ésteres metilicos de
monoepoOxidos de acidos graxos de cadeia longasensetabdlitos diés foram potentes
pro-toxinas. Em outro estudo de citotoxicidadeizadio com células Sf-21 Mitchell;
Moran e Grant (2002) demonstraram a citoxicidade cimonoepoxido e do



dihidroxido do acido linoléico na auséncia de allmane citotoxicidade do dihidroxido
na presenca de albumina.

A absorcéo, de epoxidos e de hidroxidos de acidmsog marcados, na forma
de triacilglicerdis, foi recentemente relatada eomanos (WILSON et al., 2002a;
WILSON et al., 2002b) verificando que os monoepogieé os monohidroxidos foram
mais absorvidos do que os diepoxidos e dihidréxidos

Portanto, estudos adicionais de absorcéo; de diatecteores e de avaliacdo de
toxicidade dos grupos dos epoxiacidos, cetoacidudrexiacidos em 6leos e gorduras
usados em frituras, sdo requeridos para contrgmnr estudos futuros de avaliacdo de
risco dos alimentos fritos.

O objetivo deste trabalho foi determinar quantretiente os grupos de
monoepoxiacidos, monocetoacidos e monohidroxidcelevaliar seus resultados em
gordura vegetal de soja parcialmente hidrogenattsy de soja e Oleo de palma,
provenientes de fritura descontinua de batatas.

MATERIAL E METODOS
Amostras iniciais - ndo aquecidas

A gordura de soja parcialmente hidrogenada e o déesoja, utilizados para
fins culinarios, foram obtidos do comércio da celado Rio de Janeiro, e se
encontravam dentro do prazo de validade.

O oleo de palma refinado comercializado para fitéwi obtido por doacao da
industria “Grupo Agropalma” da cidade de Tailandiara, com certificado de andlise
e data de validade adequada.

Amostras provenientes dos experimentos de friturae@bscontinua de batatas

Foram utilizadas seis amostras, duas de cada Oldofgq referidas acima,
provenientes dos experimentos de fritura, comaaise

Cada experimento foi realizado no laboratério, derdo com Jorge et al.
(1996), e consistiu de operacbes de fritura: (300,01 9 de batatas frescas
descascadas, cortadas em palito, lavadas e setaw, fritas em (550 + 0,01) g de
0leo na temperatura de (183,1 = 1,7)° C, por 3 taguForam utilizadas trés
fritadeiras elétricas domésticas semelhantes dedni relagéo inicial, superficie da
fritadeira sobre volume do meio de fritura, de @/@*. Cada experimento foi
realizado em cinco dias seguidos, e o 6leo foi |ilnln, por dia, a 5 horas de
aguecimento ocorrendo neste periodo, a operac#duta. Nao houve reposicao ou
substituicdo do meio de fritura. Ao final de cadgerimento, com 25 h de
aguecimento, as amostras foram coletadas e estoaadaperatura de —20° C, até o
momento das andlises. Os experimentos foram fedtos duplicata para cada
6leo/gordura.

Reagentes

Foram utilizados solventes e reagentes de grau.Rp#a analise), com
excecao dos solventes: éter etilico, hexano ehtdtcdurano, de qualidade para
analise de residuos.

Gel de silica 60, para cromatografia em coluna, tammanho de particula de
0,063-0,200 mm, foi adquirido da Merck.



Colunas Sep Pak®-Vac de silica 6 cc, 1,0 g, da ate

Substancias padréo

Os ésteres metilicos dos acidos graxws:9,10-epoxiestedricotrans-9,10-
epoxiestearico, foram obtidos da Sigma-Aldrich Ciee@mbH; 12-cetoesteérico e
12-hidroxiesteérico, foram obtidos da Nu-Chek Is. ésteres metilicos dos acidos
graxos: laurico, miristico, palmitico, esteéricoléi@, linoléico, linolénico,
araquidico, behénico, lignocérico e heneicosan@@i..0), foram obtidos da Sigma-
Aldrich Chemie GmbH.

Métodos Analiticos

As seguintes determinac¢des foram efetuadas, encdiglpara cada amostra
inicial, de acordo com o método daternational Union of Pure and Applied
ChemistrylUPAC (IUPAC, 1992)acidez em acido oléico%, m/m, método 2.201;
indice de peroxidos meq Q/ kg, método 2.50Imatéria insaponificavel %, m/m,
método 2.401 eleterminacdo da composi¢cdo percentuaim/m, dos &cidos graxos,
meétodos 2.301 e 2.302 da IUPAC. O primeiro e o ségunétodo utilizam a técnica
de volumetria; o terceiro método utiliza extracdor psolvente organico e
gravimetria.

A determinacdo da composi¢cdo percentualm/m, dos acidos graxos foi
realizada, através da analise cromatografica alga®steres metilicos, destes acidos,
obtidos a partir da dissolucao de (50 £ 0,0001)dag@mostra em 1 mL de hexano e
posterior derivacdo com adicdo de duas gotas degadmlde KOH 2 N em metanol.
Utilizou-se um cromatdgrafo da Hewlett-Packard, elod6890, equipado com
detector por ionizacdo em chama; injetor automamnarca Agilent, modelo 6890,
com divisdo de fluxo; e coluna cromatogréafica, tta eesolucdo de silica fundida,
com fase estacionaria de poli (etileno glicol), dasensdes de 60 m de comprimento;
0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de espesderdase estacionaria. As
seguintes condi¢cdes cromatograficas foram adotadageratura da coluna: 200° C
(2 min.) / 2°C /min. / 240 °C (30 min.); temperatulo detector e do injetor: 25D,
fluxo do géas carreador ¢ 1,0 mL/ min; razdo de divisdo de fluxo: 40,0flixo do
gas auxiliar (N): 45,0 mL/min; fluxo do & 40,0 mL/min; fluxo do ar sintético:
450,0 mL/min; volume injetado da amostra: {10

A identificacdo dos picos realizou-se através daparacdo dos tempos de
retencdo dos padrdes dos ésteres metilicos dassggidxos de interesse.

A porcentagem de cada acido graxo presente na emnfosbbtida a partir da
divisdo da area do pico cromatografico do acidagrzela soma das areas de todos o0s
acidos graxos da amostra multiplicada por 100.

A determinagdo quantitativa de compostos polarefoi realizada através da
cromatografia de adsorcdo em coluna, segundo odménficial da IUPAC 2.507
(IUPAC, 1992), utilizando a mistura éter de petdle éter etilico (90:10), como
solvente de eluicdo da fracdo nao polar.

A determinacdo quantitativa dos eésteres metilicos décidos graxos
(EMAG) polares e das suas fragbes, mondmeros oxidzsle polimerosfoi obtida,
segundo Marquez-Ruiz; Pérez-Camino e Dobargan@9),18través das etapas:



Transmetilacdo de (500 + 0,0001) mg da amostra owetoxido de sodio
metandlico 0,2 M e neutralizacdo com metanol sidfit M.

Separacdo dos ésteres metilicos obtidos em dugdefade diferentes
polaridades, por cromatografia de adsor¢cdo em eolanfracdo nao polar foi eluida
com a mistura hexano : éter etilico (95:5), e edoapolar foi eluida com éter etilico.

A fracdo polar obtida foi evaporada e dissolvidatesrano a concentracdo de
20-25 mg/mL, e a seguir foi analisada por cromatfgra liquido de exclusao por
tamanho de particulas. Foram utilizados: um inj&beodyne 7725i codoop de 20
uL; uma bomba Waters 510; duas colunas cromategsifde 100 e 500 A,
conectadas em série, com dimensdes de 30 cm deicoenpo e 0,77 cm de diametro
interno, empacotadas com o copolimero, com ligacbesadas, de estireno
divinilbenzeno, com tamanho de particula de 5 panYhters Associates; e detector
de indice de refracdo modelo L-7490 da Merck-LaoBhr Foram injetados, em
condicbes isocréticas, 10 pL da amostra em um flaleo 1,5 mL/min de
tetrahidrofurano utilizado como fase movel.

A identificagdo dos picos dos ésteres metilicosndmdmeros oxidados e de
polimeros foi realizada através da comparacao dmatograma obtido com o perfil
cromatogréafico padronizado pelo método analiticdizato (MARQUEZ-RUIZ;
PEREZ-CAMINO; DOBARGANES, 1990).

O teor, em porcentagem, dos picos de interesseafoulado pela razao entre
a area de cada pico e a soma das areas de togasoesapresentados, multiplicada
por 100.

A determinacdo quantitativa dos ésteres metilicos denonoepoxiacidos,
monocetoacidos e monohidroxiacidgdoi realizada por analise cromatografica a gas
de alta resolucdo de acordo com Marmesat (2007)f¢se de elaborac&o)como a
seguir:

Procedimento de transmetilacdo: a temperatura atebi€L00 + 0,0001) mg da
amostra foram pesados em um tubo com tampa de. fégi@N adicionados 3 mL de
éter tert-butil metilico e 1,5 mL de solucdo de drieto de sédio em metanol a 0,2 M.
O tubo foi agitado em agitador mecanico por 1 nanata seguir, deixado em repouso
por 2 minutos. Adicionaram-se 2 gotas de solucéoGiita a 1 % de fenolftaleina, e se
neutralizou com solucdo de metanol sulfurico 0,XO0Mubo foi agitado mecanicamente.
A seguir, foram adicionados 3 mL de agua destidasolucao foi centrifugada a 5000
rom por 1 minuto. A fase organica foi separada &perada a secura em banho a
temperatura inferior a 40° C, e sob leve correptaittogénio.

Separagdo em duas fragbes de diferentes polaridésies: 0,0001) mg dos
ésteres metilicos obtidos acima, foram dissolvelos2 mL da mistura de hexano : éter
etilico (98:2). E entdo, submetidos a separacdocelmna Sep-Pak®, previamente
acondicionada com 10 mL da mistura acima menciodadsolventes utilizando, para a
eluicdo da fragéo néo polar, 25 mL da mesma mistersolventes, e para a eluicdo da
fracdo polar, 25 mL de éter etilico. A fracdo polgue contém as substancias de
interesse, se adicionou 1 mL de solu¢cdo do pad@onb, éster metilico do acido
heneicosandico, a 0,3 mg/mL de hexano. Esta frdga@vaporada a secura, em
evaporador rotatério a vacuo a temperatura infaid0°®° C. A seguir, o residuo foi
dissolvido em 2 mL de metanol, e mantido sob coerele hidrogénio a temperatura

2 Aceites de girasol modificados geneticamente: atamiento a elevada temperatura y formacion de
nuevos compuestos, de autoria de Susana Marmess& (JE doutorado) - Universidad de Sevilla,
Sevilha, Espanha, a ser defendida até dezembroQie 2



ambiente por 10 minutos em presenca de oxido de@leomo catalizador. A amostra
hidrogenada foi filtrada com poros de 0,2 um edaveom 5 mL de éter etilico, e entdo
evaporada a secura sob leve corrente de nitroggnibanho a temperatura inferior a
40° C. O residuo obtido foi re-dissolvido em 500 gle_éter etilico, e 2 pL da solucdo
foram injetados no cromatografo a gas. As condig@eanalises cromatograficas foram
as mesmas utilizadas para a determinacdo da cagéipode acidos graxos, descrita
acima.

Os grupos dos ésteres metilicos oxidados (monoégidkis, monocetoacidos e
monohidroxiacidos) foram identificados mediante ncatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas com a ajuda dos padr@psniieis (BERDEAUX;
MARQUEZ-RUIZ; DOBARGANES, 1999; MARMESAT, 2007 (enfase de
elaboracéd) VELASCO et al., 2002; VELASCO et al., 2004a).

Os teores (mg/g do oleo/gordura) dos éstereslicostidos monoepoxiados
(EPOXI), monocetoacidos (CETO) e monohidroxiaciddégDROXI) foram obtidos
através das formulas:

Teor de EPOXI (mg / g) £ AepoxiX Pl x Fc / Apjx M

Teor de HIDROXI (mg / g) = Aniproxi X P X Fc / Ap x M

Teor de CETO (mg/ g) Z AcetoX PIXFc/ Apx M

Onde:

2. Aepoxi -Somatorio das areas dos picos das substanciasipo dos EPOXI;

2. Aniproxi - Somatorio das areas dos picos das substanciasupo gios
HIDROXI;

2. Aceto -Somatdrio das areas dos picos das substanciasipo dgos CETO;
Pl - concentracdo em mg/g do padrao interno;
A pi- area do padrao interno;

Fc - fator de correcéo, para os monoepoxiacidoR % para os monocetoacidos
= 1,20 e para os monohidroxiacidos = 1,18. Os éatale correcdo foram calculados
previamente de solu¢cdes com concentracfes conbketidpadrdo interno e dos ésteres
metilicos decis-9,10-epoxiestearico, 12-cetoestearico e 12-higsigarico.

M - massa em g da amostra.

A eficiéncia de cada etapa de separagdo em crorafitbgm coluna, utilizada
nos metodos analiticos deste estudo, foi verificattavés da cromatografia em
camada delgada utilizando a mistura hexano : dtkcoe: &cido acético (80:20:1,
viv/v) como solvente de desenvolvimento da placpaia a revelacdo das manchas, a

! Aceites de girasol modificados geneticamente: aotamiento a elevada temperatura y formacion de
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placa foi exposta a vapores de iodo (MARQUEZ-RUIREREZ-CAMINO;
DOBARGANES, 1990).

O teor, %, m/m, de lipidios da batata fritafoi obtido a partir da trituragéo de
(20 + 0,01) g da batata seca através de liofili@aaedosterior extracdo dos lipidios com
trés aliquotas de 60 mL da mistura éter etilicexamo (1:1). A mistura foi submetida a
agitacdo por 10 minutos a cada adicdo do dissa@veéntextrato lipidico obtido foi
filtrado com sulfato de sodio anidro para baldcafrou-se a mistura de dissolventes
em evaporador rotatério a vacuo. O residuo foisfieaido quantitativamente para tubo
de 10 mL anteriormente pesado. Este residuo fogparedo a secura em banho a
temperatura inferior a 40° C sob leve corrente idi®geénio, e a seguir resfriado e
pesado. Repetiram-se as operagfes de evaporasfi@mento e pesagem, até peso
constante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras iniciais apresentaram, conforme as isasal especificas,
caracteristicas de identidade e qualidade adeqaadestudo (BRASIL, 2005).

A tabela 1 mostra os resultados encontrados p&acao dos EMAG polares,
grupo dos ésteres metilicos dos acidos graxos cadeias acil alteradas; e sua
distribuicdo em polimeros e mondmeros oxidados,gendura de soja parcialmente
hidrogenada, 6leo de soja e 6leo de palma, aqueaid80° C por 25 h, provenientes de
experimentos de frituras descontinuas de batatade-8 observar que em todos os
experimentos do estudo houve predominéancia da f@mde polimeros em relagéo aos
mondmeros oxidados. Estes resultados estdo deoacom Marquez-Ruiz; Tasioula-
Margari e Dobarganes (1995), que encontraram ntaincentracdo de polimeros, em
relacdo a outros grupos de substancias, na fraggicainpostos polares, formadas em
Oleos e gorduras usados em frituras com limite ejeigdo em torno de 25 % de
compostos polares. Velasco et al. (2004a) també&onéraram teores significativos de
polimeros em maiores quantidades do que os mon8rogidados em 6leos e gorduras
usados em frituras em restaurantes e lanchonetespdaha, com valores consideraveis
de degradacéo.

Na tabela 1 também se verifica, para niveis sigslale acidos graxos polares,
que a gordura vegetal e o Oleo de palma, 6leo/gardo grupo de acidos graxos
monoinsaturados, apresentaram conteudos mais baexpslimeros do que o 6leo de
soja, que apresenta predominancia de acidos gmdossaturados. Estes resultados
estdo de acordo com Velasco et al. (2004a), questimdo com 6leos termoxidados, de
oliva, do grupo dos monoinsaturados e de girassogrupo dos polinsaturados, e com
Oleos e gorduras usados em frituras descontinuasrdércio, concluiram que 6leos do
grupo de acidos graxos monoinsaturados apresentamrntendéncia a polimerizacao
do que 6leos do grupo de acidos graxos polinsataraBerdeaux; Marquez-Ruiz e
Dobarganes (1999) também verificaram maior formagéopolimeros a partir dos
ésteres metilicos do acido linoléico (polinsatujatim que a partir dos ésteres metilicos
do &cido oléico (monoinsaturado).

Também se observa, na tabela 1, como o esperad@ fprmacdo de acidos

graxos das fragbes dos monémeros oxidados e désguok aumentou com o
aumento do nivel da degradacéo (nivel de acido®ggolares totais).



Tabela 1. Esteres metilicos de &cidos graxos polare suas fracées, polimeros e
mondmeros oxidados, em gordura vegetal de soja p@tmente hidrogenada, 6leo
de soja e 6leo de palma, aquecidos a 180° C portR5rovenientes de experimentos
de frituras de batatas.

Acidos graxos polares (%), m/m
Fracdes
Total
Polimeros Mondmeros oxidados
Gordura vegetal
1° experimento 18,6 11,2 7,4
2° experimento 10,0 5,8 4,2
Oleo de soja
1° experimento 7,4 4,2 3,2
2° experimento 13,9 9,2 4,7
Oleo de palma
1° experimento 115 6,1 5,4
2° experimento 13,3 7,3 6,0

A figura 1 mostra a parte significativa do grafida analise cromatografica a
gas, com o pico do padrao interno, éster metiliccddido heneicosandico (C21:0)
adicionado e os grupos dos monoepoxiacidos, movéciebs e monohidroxiacidos.

Foram determinados como  monoepoxiacidos, moncddtma e
monohidroxiacidos a soma dos picos cromatografigne aparecem nas regides
definidas.

A hidrogenacdo da amostra na ultima etapa do gioesito analitico origina a
concentracdo dos &cidos oxidados presentes (mataiados, di-insaturados, nos
Oleos/gordura; e tri-insaturados, na gordura végetao Oleo de soja), pois sao
formados os correspondentes acidos saturados quasamente diferenciados por sua
polaridade. Por consequiéncia, os cromatogramaardastras analisadas foram muito
similares e s6 se diferenciaram pelas quantidadéstivas dos distintos picos
(substancias) em relacéo ao padréo interno.
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Figura 1. Parte significativa do grafico da analise crorgadfica a gas dos EMAG polares, incluinc
pico do padrdo interno, éster metilico do acidoelmsandico (C21:0), com a regido dos gri
monoepoxiacidos (Epoxi C1@), monocetoacidos (Ceto C18:0) e monohidroxiacigtidroxi C18:0
provenientes da gordura de soja parcialmente havaga aquecida a 180° C por 25 h, oriunc
experimentos de fritura descontinua de batatasads 9,10-epoxiestearato de metila;teans 12,13
epoxiestearato de metila; &8s 9,10-epoxiestearato de metila;cls 12,13epoxiestearato de metila;

9 cetoestearato de metila; 6, 13-cetoestearato e@lam7, 9-hidroxiestearato de metila; 8,-13
hidroxiestearato de metila.

A tabela 2 apresentas valores obtidos de compostos polares (CP) estéecé
metilicos de monémeros oxidados (g/100 g do Olediga); e os valores de ésteres
metilicos dos acidos graxos dos grupos dos monaspdas, monocetoacidos e
monohidroxiacidos (mg/g do 6éleo/gordura) nas tréesiras estudadas. Observa-se que
a formacdo dos mondémeros oxidados e dos trés grupamoepoxiacidos,
monoceto4cidos e monohidroxiacidos, aumentaram ocoraumento do nivel de
degradacdo (compostos polares) dos 6leos/gordanabdm se observa que, para todas
as amostras, os niveis de monoepoxiacidos e demuavsoriacidos foram encontrados
em maiores concentracdes, e similares entre sjudas niveis de monocetoacidos; e
para as amostras com o0 mesmo nivel de degradaggmdara vegetal e o 6leo de
palma apresentaram maiores concentracdes de mom@ados, monocetoacidos e
monohidroxiacidos, do que o 6leo de soja. Esteslteslds estdo de acordo, para 0s
teores de monoepoxiacidos, aos de Velasco et @46 que encontraram de 4,29 a
14,24 mg/g em oleo de oliva, e de 5,10 a 9,44 ragigleo de girassol, termoxidados a
180 C por 5, 10 e 15 h; e de 3,37 a 14,42 mg/g ens@egorduras usados em frituras
de restaurantes e lanchonetes da Espanha. Tambéficaken que maiores
guantidades de monoepoxiacidos foram formadas leos/gorduras monoinsaturados
do que nos polinsaturados.

Em nosso estudo, para as amostras com niveis dgostws polares similares e
acima do valor de rejeicao, foram obtidos valones ¢prrespondem a porcentagem na
fracdo dos acidos graxos de mondmeros oxidadospai®epoxiacidos: 10,8; 8,8 e
13,7, respectivamente, em gordura vegetal, 6leosgja e Oleo de palma; de
monocetodacidos: 5,8; 4,1 e 6,3, respectivamentgyadura vegetal, 6leo de soja e 6leo
de palma; de monohidroxiacidos: 11,8; 8,8 e 1&3pectivamente, em gordura vegetal,
6leo de soja e 6leo de palma.
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Tabela 2 Compostos polares e ésteres metilicos de monémewmxsédados (g/100 g
do Oleo); e ésteres metilicos de monoepoxiacidos P@EXI), monocetoacidos
(CETO) e monohidroxiacidos (HIDROXI) (mg/g do 6leo) em gordura vegetal de
soja parcialmente hidrogenada, 6leo de soja e élel® palma, aquecidos a 180° C
por 25 h, provenientes de fritura descontinua de ltatas.

Compostos Esteres metilicos . ] ]
polares de mondmeros | EPOXI CETO"| HIDROXI
%) oxidados (mglg) (mg/g) (mg/g)
(%)
Gordura vegetal
1° experimento 44,1 7,4 7,99 +0,18 4,32 £0,22 8,71+153
2° experimento 32,5 4,2 4,14 +0,48 2,35+0,35 5,28 £+ 0,45
Oleo de soja
1° experimento 20,8 3,2 3,30+ 0,16 1,51+0,01 3,42+0,24
2° experimento 42,6 4,7 4,12 +1,68 1,93 +0,54 4,12 +0,73
Oleo de palma
1° experimento 34,8 5,4 5,96 + 0,66 1,93+0,18 5,54 +0,41
2° experimento 41,0 6,0 8,24 + 0,40 3,77 +0,42 8,19+ 0,18

1: média de 2 determinagdes e desvio padrao.

Com o objetivo de se obter uma estimativa do tems phonoepoxiacidos,
monocetoacidos e monohidroxiacidos em batatas fpiteparadas nos 6leos/gordura do
estudo, as seguintes etapas foram realizadas:

A fracdo de lipidios das batatas fritas preparanessoleos/gordura do estudo,
foi extraida e seu teor determinado. Os valoresdabt(g/100 g de batata) séo
apresentados na tabela 3;

Para saber se os mon6meros oxidados presentesioaené&itura migraram
para a batata frita e em que quantidades, o teste dgrupo de substancias foi
determinado nestes Oleos/gordura, utilizados nos efperimentos de fritura,
provenientes da fritadeira e das batatas fritas. v@lsres obtidos (g/100 g do
Oleo/gordura) foram, nos Oleos/gordura da fritaleie das batatas fritas,
respectivamente, 14,9 e 15,8, para a gordura Je@eBae 7,4, para o 6leo de soja; e
11,4 e 11,7para o Oleo de palma. Estes resultados mostraramogumondmeros
oxidados formados nos 6leos/gordura da fritadeigraram em quantidades similares
para as batatas. Dados obtidos de estudos, redatatartigo de Dobarganes; Marquez-
Ruiz e Velasco (2000), demonstraram que 0s conmgpoptdares migram em
quantidades similares do 6leo da fritadeira patatés: fritas.

Finalmente, através de calculos, a partir de radodt de teores de lipidios
extraidos das batatas fritas (tabela 3) e de ctragdes dos ésteres metilicos dos
epoxiécidos, cetoacidos e hidroxiacidos dos oOleodlga das fritadeiras (tabela 2),
foram obtidos teores em mg, que sdo apresentadtabeka 3, nas faixas de 27,06 a
67,57; 12,38 a 30,91 e 28,04 a 67,16, respectivean€ele epoxiacidos, cetoacidos e
hidroxiacidos, em 100 g de batatas fritas, quenfiopaeparadas nos oleos/gordura do
estudo com niveis de compostos polares, na faizd @ea 44,1 %.
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Tabela 3. Compostos polares (CP) (g/100 g do o6ledipidios (g/100 g de batata
frita) e ésteres metilicos de monoepoxiacidos (EP@®Xmonocetoacidos (CETO) e
monohidroxiacidos (HIDROXI) (mg) por 100 g de bataas fritas preparadas em

gordura vegetal de soja parcialmente hidrogenada,lé de soja e 6leo de palma,
aguecidos a 180° C por 25 h, provenientes de fritardescontinua de batatas

CP Lipidios® EPOXI? CETO?® HIDROXI 3
(9/100 g do 6leo) (g/100 g de batata (mg/100 g de batatq | (mg/100 g de batatq | (Mmg/100 g de batata)

Gordura vegetal

10

. 44,1 6.6+1,3 52,73 28,51 57,49
eXperlmentO

2° 32,5 6.8 27.32 15,51 34,85
eXperImentO

Oleo de soja

1° 20,8 82+13 27.06 12,38 28.04
eXperImentO

2° 42.6 8.3 33,78 1583 33,78

experimento

Oleo de palma

1° 34,8 8.2+0,9 48,87 15,83 45 43
eXperlmentO
(o]
2 41,0 8.3 67,57 30,91 67,16

experimento

1: média de 2 determinagdes e desvio padrdo; 2améisado, considerado o teor de lipidios do fpeemento; 3:
valores obtidos através de calculos, a partir deslde analises do estudo.

CONCLUSOES

Conclui-se que nas condi¢des deste estudo:

Oleos e gorduras monoinsaturados apresentam nemidéricia a formacéo de
monoepoxiacidos, monocetoacidos e monohidroxiacdeenor tendéncia a formacao
de polimeros, do que 6leos e gorduras polinsatarado

Para os trés tipos de amostras estudados, osepotimédo formados em maior
guantidade do que os monémeros oxidados;

Os grupos de monoepoxiacidos, monocetoacidos e omuanoxiacidos
constituem quantitativamente uma fragdo muito irtgpie dos mondémeros oxidados,
sendo os monoepoxiacidos e os monohidroxiacidpsiaspais substancias.
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RESUMO

Na fritura, o Oleo/gordura esta sujeito a oxidagdentre as substancias provenientes da
oxidacdo, o grupo dos monoepoxidos € de grande ritmpma sob o ponto de vista
nutricional por sua alta absorcdo e sua presengai\ais consideraveis em 6leos e gorduras
usados em fritura. A toxicidade dos monoepoxidosiddos graxos e de seus metabdlitos
tem sido demonstrada. Entdo, estudos adicionaimeéessarios para a determinagdo da
toxicidade de substéancias produzidas em 6leos @uggs durante o uso em frituras para
avaliacdo de risco dos alimentos fritos. O objetleste estudo foi avaliar a citotoxicidade
vitro do &cido trans9,10-epoxiestearico (EPO) em cultura de célulagatieas HTC
(hepatoma de rato) através do ensaio de viabilidsiigar, mediado pelo diacetato de
fluoresceina e brometo de etidio. Vinte e quatnah@pods o estabelecimento das culturas
(210x1G células em meio MEM / placa de 35 mm), as célHIBE foram tratadas durante 2

h a 37° C e em atmosfera de 5 % de,@Om DMSO 2,5 % (controle solvente) e com sete
concentragoes de EPO em DMSO 2,5 %, na faixa da 285 pM. O EPO, na faixa de
concentracbes de 2,5 a 10 pM nao foi citotoxico nqoacomparado ao controle,
diferentemente do EPO na faixa de 15 a 125 yuM cawrédcimo significativo de
viabilidade celular de 20 a 100 %. O EPO e/ou seetmbolitos formados apresentaram um
grau significativo de citotoxicidade vitro em células HTC metabolicamente competentes.

1. INTRODUCAO

O consumo de alimentos fritos vem crescendo a dadem todo o mundo, por isso,
a qualidade destes alimentos deve ser garantitiaddsstém relatado que varias substancias
de oxidacao lipidica sdo suspeitas de prejudicalar nutricional dos Oleos e gorduras e
estdo relacionadas com um grande numero de do¢@€idN, 2002; DOBARGANES;
MARQUEZ-RUIZ, 2003). Além disto, os alimentos prequ@os nestes processos absorvem
consideravelmente o 6leo, onde 0 mesmo estd sergfmarpdo, e as substancias de
degradacio dissolvidas nele (DOBARGANES; MARQUEZIRUVELASCO, 2000).
Avaliacdes da qualidade destes 6leos e gordurall (SAGUY; DANA, 2003) também tém
demonstrado a necessidade de mais estudos sobr@resesso, pois foram encontradas
porcentagens altas de amostras insatisfatorias,retmgdo a legislacdes internacionais
(DANA; SAM SAGUY, 2001).

Na fritura, o éleo/gordura é alterado por acao Iltkes demperaturas, ar e agua que
propiciam a formacdo de um numero consideravelutbstancias (CHANG; PETERSON;



HO, 1978; DOBARGANES; PEREZ-CAMINO, 1988; GASPARQL1998; JORGE et al.,
1996; MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI; DOBARGANES, 295; NAWAR, 1998;
SCHWARTZ; RADY; CASTANEDA, 1994; VELASCO et al., Pab).

Das substancias provenientes desta alteracdo, @0 gdos mondmeros de
triacilglicerdis oxidados € de grande importanaapbnto de vista nutricional por seu alto
grau de hidrolise pela lipase pancreatica, suaadtor¢cdo em cobaias dos acidos graxos
oxidados liberados por esta enzima e sua presemegtesn 6leos/gorduras em niveis
significativos(MARQUEZ-RUIZ; DOBARGANES, 1995; MARQUEZ-RUIZ; GUEVEL;
DOBARGANES, 1998; MARQUEZ-RUIZ; PEREZ-CAMINO; DOBARANES, 1992;
MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI; DOBARGANES, 1995).Fazem parte desta
fracdo, os monoepoxiacidos, um dos principais paoxuem termos quantitativos
(FRANKEL, 1998).

Consideraveis quantidades de monoepoxiacidos feramontradas em 6leo de oliva e
em Oleo de girassol termoxidados a°180por 5, 10 e 15 h; e em 6leos usados em frideas
restaurantes e lanchonetes da Espanha mostran@stasesubstancias constituem o principal
grupo dentre os monbémeros de acidos graxos oxidémlosados a altas temperaturas
(VELASCO et al., 2004a). Os mesmos autores verdivague o grupo dos Oleos/gorduras
monoinsaturados, como o 6leo de oliva, apresentaiores quantidades do acido 9,10-
epoxiestearico do que o 6leo de girassol; e qués@werostrans foram formados em
guantidades maiores que 0s isOmergsnos 0leos monoinsaturados ao contrario dos Oleos
polinsaturados.

A absorcéo de epoxidos de acidos graxos, normaintamsumidos na dieta na forma
de triacilgliceréis, foi recentemente relatada emamhanos. Foi verificado que os
monoepoxidos foram mais absorvidos do que os didpeXWILSON et al., 2002).

Com relacéo aos efeitos toxicos dos epoxidos exiins de acidos graxos, estudos
demonstraram que os monoepoxidos do acido linoléicgeus metabolitos (didis) estédo
relacionados a necrose tissular em pacientes caimgduras severas (KOSAKA et al.,
1994) e ao mecanismo de lesdo aguda do pulméo emantms (TOTANI et al., 2000).
Também apresentou relevante citotoxicidade emnssteste de tubulo renal de coelho
(MORAN et al.,, 2000); e em estudos com camundongageriu-se o 9,10-epoxi-12-
octadecenoato de metila como mediador téxico ndraime da angustia respiratéria aguda
(SARA) (ZHENG et al., 2001). Em estudo vitro em células Sf-21, células do inseto
Spodoptera frugiperdaverificou-se que os ésteres metilicos de monddpéxde acidos
graxos de cadeia longa e seus metabolitos diomfpentes pro-toxinas (GREENE et al.,
2000). Também em células Sf-21 a citotoxicidadecidenonoepoxido e do dihidréxido do
acido linoléico na auséncia de albumina, e a citoitade do dihidroxido deste acido na
presenca de albumina, foi demonstrada (MITCHELL;RAN; GRANT, 2002).

O objetivo deste trabalho foi obter dados de cdicidadein vitro do acidotrans
9,10-epoxiestearico (EPO) em cultura de célulagtiegs HTC (hepatoma de rato).

2. MATERIAL E METODO
2.1 Material
2.1.1 Células HTC

As células HTClfepatoma tissue culturele figado de ratdattus norvegicydoram
provenientes do banco de células da Universidaderfedo Rio de Janeiro. Sdo células
epiteliais estabelecidas a partir do liquido aszitle hepatoma de Morris originariamente
induzido em ratanbred macho da cepa Buffalo por carcinogénese quimieED(MIPSON,

1979; THOMPSON; TOMKINS; CURRAN, 1996Estas células apresentam alta atividade



metabdlica, por isso sdo largamente utilizadas esguysas para verifican vitro a
influéncia da metabolizacéo do figado na toxicidaelsubstancias (GAD, 2000).

2.1.2 Solugbes

Meio de cultura MEM (Meio Essencial Minimo com sdés Eagle) completo: MEM
suplementado com soro fetal bovino (10 %, v/v)taghina (2 mM); penicilina G potassica
(100 UI/mL) e sulfato de estreptomicina (30§'mL).

Solucdo PBS (salina tamponada de fosfato): clodetcsddio (32 %); cloreto de
potassio (0,8 %); fosfato de sddio dibasico (4,6e%t)sfato de sédio monobasico (0,8 %)
em agua desionizada.

Solucéo corante: acetato de fluoresceinap@onlL) e brometo de etidio (Bg/mL)
em PBS. Deve ser preparada no dia do ensaio.

Solucgéo de tripsina 0,15 % com EDTA, sal diss6cac0,08 % em PBS.

Os reagentes utilizados foram de grau P. A. O acads-9,10-epoxiestearico, meio
MEM, acetato de fluoresceina e brometo de etidianfoobtidos da Sigma. A tripsina
(1:250) foi obtida da Difco.

2.1.3 Equipamentos e outros itens
Estufa de CQ
Fluxo laminar vertical;

Microscopio de fluorescéncia equipado com filtroedeitacédo (515 a 560 nm), filtro
de barreira de 590 nm, objetiva (aumento de 2@cuéar (aumento 10x).

2.2 Ensaio de viabilidade celular mediado pelo acb de fluoresceina e brometo
de etidio(ENSAIO, 2001)

As células HTC foram mantidas em meio MEM complajiestado ao pH 7,3, em
estufa a temperatura de°3Z e em atmosfera de 5 % de £©99 % de umidade. Vinte e
quatro horas anteriores ao tratamento, as culteksares foram estabelecidas a partir de
210 x 16 células/orificio de 35 mm em placa CoStae mantidas nas condicdes
experimentais descritas acima. Nestas condicOesriexgntais as culturas celulares foram
tratadas durante 2 h como a seguir: com o solMeM80 a 2,5 % (controle-solvente), e
com sete solugbes de distintas concentracdes do thans9,10-epoxiestearico (EPO) em
DMSO a 2,5 %, resultando na faixa de concentrafifias de 2,5 a 12%M, por cultura
celular, como mostrado na Tabela 1. Adicionalmantea cultura foi empregada como
controle, sem a adicéo do solvente e da substéantiestudo.



Tabela 1Concentracdes do acittans-9,10-epoxiesteérico (EPO)
por cultura celular.

Volumes ( uL) de MEM completo e de ~
solugﬁ(ez 1 do EPO por CF:JHUI’a Concentragdo ( M) do EPO
2.925 pL de MEM + 75 pL de o5
EPO (100 pM) '
2.925 uL de MEM + 75 uL de 50
EPO (200 pM) '
2.925 pL de MEM + 75 pL de 10.0
EPO (400 pM) '
2.925 pL de MEM + 75 pL de 15.0
EPO (600 pM) '
2.925 uL de MEM + 75 uL de 20.0
EPO (800 pM) '
2.925 uL de MEM + 75 uL de 624
EPO (2.500 pM) '
2.925 pL de MEM + 75 pL de 1250
EPO (5.000 uM) '

ApoOs o tratamento, o0 meio de cada cultura foi redwe as culturas foram lavadas,
duas vezes, com 3 mL da solugdo de PBS seteChIg™. Apds a remogdo do PBS, as
culturas foram tratadas com 2Q0 da solucéo de tripsina. Apés a tripsinizacao roda em
4 minutos, as células foram suspensas enull0le MEM completo.

Para o ensaio de viabilidade celular 100 de cada suspensdo de células obtida foi
transferida para um frasco contendo j0da solucdo corante. Apés homogeneizacdo, 100
uL da suspensao foram adicionados por lamina micrastégeguida de colocacao de
laminulapara observacémo microscépio. O percentual de citotoxicidade €@tetialidade) foi
obtido através da andlise de duzentas célulasrppo@xperimental.

As células viaveis mostram fluorescéncia verde antqunucleos corados em laranja
indicam células mortas (STRAUSS, 1991).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os percentuaidge citotoxicidade obtidos para as culturas cortsolgente e controle
foram, 10 e 4 %, respectivamente.

A Tabela 2 mostra os percentuais de citotoxicidaztelos do EPO na faixa de 2,5 a
125 uM no ensaio de viabilidade celular mediado pektato de fluoresceina e brometo de
etidio. Na faixa de 2,5 a 10,0 uM o EPO néo fatoxico quando comparado ao controle-
solvente, e 0 EPO na faixa de 15 a 125 uM foi @dicb, com decréscimo significativo de
viabilidade celular de 20 a 100 %.



Tabela 2 Ensaio de viabilidade celular do actdans9,10-
epoxiestearico (EPO) em células HTC.

Tratamento das culturas Percentual de citotoxicidad e
Controle* 4
Controle-solvente** 10
Concentragdes finais ( LM)
de EPO
2,5 5
50 7
10,0 10
15,0 24
20,0 20
62,4 60
125,0 100

* Cultura empregada como controle, sem a adi¢c&ptiente e da substancia em estudo.
** Cultura tratadanadMSO com concentracdo de 2,5 %.

4. CONCLUSOES
O EPO e/ou seus metabdlitos formados apresentaramgrau significativo de
citotoxicidadein vitro em células HTC.

Com os dados obtidos verifica-se a importanciadedes adicionais para verificar
possivel toxicidade dos monémeros de triacilglicecXidados formados em oOleos/gorduras
provenientes de frituras.
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Summary

( Rocefved 30 May 205, Acceptod In revised formn 20 Aprll 2006 )

Moast of the present regulatons or guidelines on used fiving (a8 and odls for human consumption establish
that the content of polar compounds should not be higher than 23% of the oil weight. The standard method
for the determination of polar compounds, which is based on adsorption chromatography, is time-
consuming and needs laboratory faalities, Thus, mpid and simple methods are necessary to evaluate the
quality of frying oils in fried food outlets, In this study, rapid tests bassd on chemical reactions (Fritest and
Oxifiitest) and on physical properties (Viscofrit 2nd food oil sensor) have been evaluated in & set of 103 used
frving vils as alternative methods to the determination of polar compourds, The results demonsteated that
any of the rapid tests assaved are of great utility to determine the point at which frving 2 and oils should be
discarded. The tests based on physical properties showed better results than those hased on chemical
regctions, as the number of false results was lower, Furthermore, they can be wseful to gain information on
the changes in the [rying oil guality, 5 their results showed high correlation coefficients with the

determination of polar compounds,

Keywords Food oil semsor, fritest, onifritest, polar compounds, rapid tests, used frying fats, viscolTit.

Introduction

Frying iz one of the most popular procedures for food
preparation worldwide. Hence, the use and abuse of
frying oils have become of preat concem for Health
Administrations and consumers, especially since com-
pounds originated at high temperatures are suspicious to
impair the nutritional value of fas (Dobarganes &
Marquez-Ruiz. 2003). As quality of fried foods is
affected by that of the frying ol regulations or
guidelines have been established in many countries to
guarantee high quoality foods. The most extended
limitation establishes that the used frving oil should be
replaced when the total content of polar compounds,
representative of the new compounds formed during
frying, is higher than 23% expressed on oil weight
{Fircstone, 1996),

Studies carried out in different countries show the
need for improving the quality of frying oils to produce
more nutritions fried foods (Croon er af, 1986; Gertz,
19%6; Sebedio ef al., 1987; Dobarpanes & Marquez-
Ruiz, 1995 Skrokki, 1995 Lake & Scholes, 1997
Vahcic & Hruskar, 1999). Practical deep-fat frying can
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be divided into industnial and fast-food segments,
characterised by the we of continuows and discontinu-
ous fryers, respectively. From the analysis of a high
number of samples it is deduced that the situation is very
different in these two segments and that the main
problem is to determine when the fat or oil has to be
replaced where there are no laboratory facilities (Do-
barganes & Mirquez-Ruiz, 1998). Hence, analytical
tests simpler and more rapid than the official methods
are necessary to monitor oil quality in restaurants and
fried food outlets.

In a previows study, validation data for rapid tests
were reported with emphasis on the utility of commer-
ciahsed kits based on chemical reactions (Dobarganes &
Mairguez-Ruiz, 1995). The main conclusion was that the
application of any of the chemical tests studied would
contribute to improve the guality of wed frying fats and
oils. However, rapid tests are not still widely extended
probably because they are expensive for guality control
in small fryers.

Among the rapid tests based on oil physical proper
ties, the food oil sensor (FOS), measunng changes in the
diglectric constant, was introduced in the 1970s.
Different studies have shown a high linear correlation
with the total content of polar compounds when the
initial oil was wed to establish the zero of the
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instrument (Croon eral, 1986 Wegmueller, 1994,
1998). New systems based on the same property have
been commercialised recently (Stier, 2004,

In the last vears, efforts have been made in developing
instruments based on the increase in viscosity and
density occurring in parallel to oil degradation. In this
respect, two devices are of interest: Fri-Chek (Gentz,
20000 and Viscofrit (VF) (Castellon-Amau, 1999),

The objective of this study was to compare the
performance of physical and chemical rapid tests in a
significant number of samples of unknown history. Two
chemical tests based on carbonyl (Fritest) and oxidation
compounds (Oxifritest), and two physical tests based on
viscosity (VF) and dielectric constant (FOS) were
evaluated in a set of 105 wed frying oils. The utility of
the rapid tests was established by comparing their
results with those obtained for the total content of polar
compounds and the content of polymers, as they are the
most accepted determinations for the evaluation of the
quality of frving oils,

Materials and methods

Samples

A total of 105 samples of used frying fats and oils from
different origins, including domestic frvers, restaurants
and catering services, and industrial continuous fryers,
were used in this study. With the exception of the
supplier, the history of the samples in terms of the frying
variables was unknown. All the samples were filtered
before the analyses.

Analytical methods

Polar compounds were determined by adsorption chro-
matography according to TUPAC Standard Method
2507 (IUPAC, 1992). Polymerised triglyeerides were
determined directly in the il samples by high perform-
ance size-exclusion chromatography according to IU-
PAC Standard Method 2,308 (TUPAC, 1992),

Fatty acid composition was determined by gas chro-
matography after derivatisation to fatty acid methyl
esters with KOH 2N in methanol according to IUPAC
Standard Methods 2301 and 2.302 (IUPAC, 1992).

Rapid tests based on chemical properties

Fritest

Fritest is a colorimetric kit-test commercialised by
Merck that is sensitive to carbonyl compounds {Von
Feddelmann, 1973). The colour of a mixture of the
sample and a reagent is compared with a four-colour
scale from | (pale-vellow) representing good, 2 (vellow)
still good, 3 (vellow-orange) fat to be replaced and 4
{orange) abused fat.
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(hifritest

Owifrtest, also commercialised by Merck, is a colon-
metric Kit-test based on redox indicators that give
response to the total amount of oxidised compounds
in the sample (Meyer, 1979). After mixing two reagents,
the oil is added and the developed colour of the mixture
is compared with a fourcolour scale with 1 (blue)
representing good, 2 (biue-green) still good, 3 (green) fai
to be replaced, and 4 (olive green) abused fat.

Rapid tests based on physical properties

Viscafrt

The VF test is based on the time necessary to empty a
standard funnel-like cone filled with the frying oil. The
cong is emptied by gravity through a small calibrated
hole at its bottom. The test gives response to the increase
of viscosity due to the formation of polymerisation
compounds. The VF is supplied with two thermometers
that are used for monounsaturated and polyunsaturated
frying oils, i.e. oils with prevailing amount of monoun-
saturated and polyunsaturated fatty acids, respectively,
The thermometers are calibrated between 15 %C and
50*°C and give for each temperature the maximum time
in seconds to empty the cone containing the used frving
ail. Times longer than those established indicate that the
used frying oil has to be discarded (Castellon-Arnau,
1999). General information on the apparatus can be
found at http:/ www.viscofritcom.

Fuagel ol senzar

The FOS is a portable electronic instrument, commer-
cialised by Northern Tnstruments Corp., measuring the
change of the dielectric constant in the frving fat relative
to the fresh oil. The instrument is calibrated with fresh
fat of the same type as the frying fat and the range of
measurement is from 0 to [0, 1t has been indicated that
an FOS reading of four should be the limit beyond
which the frying fat should be discarded (Graziano,
1979).

Statlstical analysis
Linear correlation analysis was performed by using

Microcal Ongin 3.0 (Microcal Software, Inc, MA,
USA]}.

Results and discussion

Tables 1-3 show the general results obtained for all the
determinations, The results have been ordered by
increasing levels of polar compounds and it can be
observed that the samples selected cover a wide range of
oil degradation. Thus, forty-three samples had levels of
polar compounds <20% (Table 1), thirty samples had
levels of polar compounds between 20% and 30%
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Table 1 Analytical results For samples containing levels of polar compounds lower than 20%

Major fatty acids pwt %) Rapid tests®

Polar compounds Polymers

lwt %) il C16:0 c1e0 cign c1a2 FT OFT VF (22°C) FO8
4.0 1.0 1.8 s 287 675 1 1 56 2
5.4 0.6 4.7 42 632 214 3 3 0 38
6.9 1.4 5.8 a3 G588 93 1 1 56 kR
8.1 3.0 3.6 a0 316 408 1 1 57 p4:]
85 5 8.2 a7 Al 160 1 1 13 43
3.4 a7 7.4 a6 613 6.7 1 1 58 3
9.6 15 5.1 a7 662 233 1 2 a7 23
a.7 8 5.8 41 T4 148 2 1 62 7
a7 28 a1 kR 486 PN 2 2 60 23
10.1 34 10.0 34 B35 i 3 1 60 3
10.2 38 74 a7 T06 164 2 2 n 31
106 a6 3.2 41 623 236 1 1 ] 10
112 458 1.1 43 264 61.6 1 1 57 3
123 7.1 7.2 as 341 532 1 1 57 10
128 45 122 18 683 133 3 3 72 18
128 44 9.4 36 434 343 2 2 L] L]
128 7.8 8.7 40 470 381 3 3 66 4]
128 8.0 7.2 38 373 504 2 2 58 kR
134 5.4 1.6 41 380 50.0 2 2 58 16
136 5.0 108 3.2 T34 105 1 1 65 14
138 45 Lk 16 1286 33 3 3 68 17
143 1.4 45 42 0.7 108 1 2 65 15
143 5.4 1.5 40 686 189 2 2 67 L]
147 6.3 7.4 33 268 60.7 3 2 60 41
150 6.3 35 a0 597 150 3 2 65 35
150 5.8 130 37 686 214 3 3 I 3
156 7.1 8.6 38 455 3890 2 2 L] 38
160 ] as 18 a7 353 2 1 62 43
163 6.7 128 7 7 a3 2 3 75 i3
165 7.4 3.3 4 626 05 2 2 64 16
173 9.3 B3 1.6 471 356 2 2 68 40
174 1.3 4.3 a3 708 192 2 2 73 13
17.1 0.3 8.7 42 247 636 2 2 &7 i3
177 .6 1.2 42 302 56.6 2 2 62 42
18.1 6.7 1.1 34 )] 21 2 2 63 i3
182 6.8 1na a1 547 282 2 2 68 10
182 8.0 8.9 45 75 615 2 2 63 KR
183 R 5.5 38 665 2148 2 2 L] f4:]
184 .6 1.6 42 289 58.1 1 1 61 15
180 40 5.4 a7 669 228 3 3 58 313
190 0.2 4.7 44 6240 il 3 3 12 43
180 1n.4 8.2 41 s G338 2 1 62 40
181 7.4 11 13 e 103 3 3 0 42

FT, Fritest; OF, Oxilritest: VF, Viseoldt; FO5, Food ol sansor. Grey cells comespond 1o false resuls.

(Table 2), and thirty-two samples had levels of polar
compounds >30% (Table 3). Major fatty acids have
also been included as in one of the method assayed (VF)
the result can be improved by considering the fatty acid
composition of the oil, as it will be discussed later.

All the rapid tests were performed following the
instructions given in their respective user's guides.
However, those based on physical properties need some
specific comments. The VF can be performed at any

2 2008 Insiiute of Food Scionce and Tecnalogy Trust Fund

temperature between 15 °C and 50 °C, but has to be
applied to liquid samples. Most of the samples were
liquid at room temperature and the tests were performed
at 22%C. In the case of solid samples, temperatures
higher than 22 °C had to be applied. However, the
results are expressed as the time corresponding to the
evaluation at 22°C, by following the exponential
relationship between temperature and time given in the
scales. Moreover, as commented in the experimental

Intemational Towmal of Food Science and Technology 20046 41, 1-8
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Tabde 2 Analytical resulis for samples containing kvels of polar compounds between 20% and 0%

Major fatty acids (wt %) Ropid 1ests

Polar compou nds Polymers

It % lwt %) C16:0 cigo 181 cig:2 T OFT VF 22 =G FO8
204 a7 i 0 817 227 4 - 7 31
201 1 109 35 352 695 2 1 & kL]
205 134 7 4 3 556 z 3 ] 4
210 88 63 33 552 332 2 : ® 3z
212 109 g 42 704 122 3 8 m Iy
213 17 80 4 321 550 2 1 ] &7
222 105 122 a2 753 87 3 2 M 4
222 133 120 25 226 559 i3 =5 45
173 17 65 43 786 126 2 H ;] kTS
227 17 98 35 518 28 3 2 ] 52
13 16,1 5 9 805 189 3 2 ® 3
233 108 85 ki 558 302 2 i T 42
215 15.1 90 1z &5 502 3 3 n 17
238 161 75 7 238 515 2 7 @ 45
27 152 75 43 303 574 2 2 @ BT
238 140 1 43 374 43  § 4 | 50
241 74 457 64 416 53 4 1 0m 46
244 120 109 a7 755 64 3 | 43
248 161 L1 49 252 809 4 ' ] 47
250 139 89 4 197 565 2 2 7 52
53 133 B 48 713 104 4 4 2 5
256 158 3 k1 g5t 27 3 3 ] 51
71 92 103 a9 740 107 3 . Bt 45
77 173 17 k1 38 500 3 3 ] 53
743 193 i1 42 15 0.4 2 - 7 i
289 205 B4 43 318 538 3 3 ] 54
21 120 120 35 758 58 ' 4 Bt i
213 16.1 83 44 a1 739 4 Il ] 8.1
294 204 a4 42 04 558 z ¥ 7 51
298 187 17 42 330 500 3 3 # 55

For abibrev ations see Table 1,

part, the device is supplied with two thermometers for
monounsaturated and polvunsaturated oils, respect-
wely. Thus, when the percentage of C18:] was higher
than that of CI1&2 the limit time corresponds to that
read on the thermometer used for monounsaturated oils,
On the contrary, when the percentage of CI8:2 was
higher than that of CI8:1 the limit time in the tables
corresponds to that read on the thermometer used for
polvunsaturated oils. The maximum times at 22 °C were
78 and Tls for mono and polyvursaturated oils,
respectively.

In the case of the FOS, the zero was calibrated with
the reference solution supplied with the apparatus, as a
calibration with the initial oils was not possible because
of the unknown history of the samples. Furthermore,
the increasing number of prefried foods in the market
contributes to modify the composition of the frying oil
in the final frying operation before consumption (Pérez-
Camino et al, 1991). In this respect, it is difficult to
select the same type of oil for the calibration as a
significant number of the oil samples had a contamin-

Interational Towmal of Food Seience and Technology X606 41 1-8

ation with hydrogenated oils, typical of the dilution of
fat from prefried foods into the oil in the fryer.

Table 4 shows the matrix of near correlation coef-
ficignts for all the methods applied. Given the number of
samples evaluated, all the coefficients were highly
significant (£ = (001), although the highest correla-
tion cocficients between rapid tests and reference
methods were found for those based on physical ail
properties (VF and FOS). However, this difference is not
strange as in the chemical tests the results comrespond to
a discontinuous variable with only four possible values,
while the scales for physical tests are continuous. In the
case of VF, the correlation coefficients increased when
two groups of samples were considered, Thus, the
correlation coefficient found was 0,9349 for monounsa-
turated oils (sixty-seven samples) and 09119 for
polyunsaturated oils (thirty-cight samples). Table 4 ako
shows that the highest correlation coefficient was found
between the two reference methods, ie. between the
content of polar compounds and the content of poly-
mers, Thus, the cormlation coefficients found for the
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Table 3 Aralytical results for samples containing levels of palar com pounds higher than 30%

Major fatty acids bwt %) Rapid tests
Polar compounds Palymers
lwt % hwt %1 160 clid c18:1 cie2 FT OFt VF (22°C) FOs
) 1m0 2.3 44 78 430 1 1 83 &3
naz2 131 549 46 1837 94 2 2 97 71
Nna 3.6 18 42 s 563 3 3 a0 65
iz i 8 18 573 217 3 3 20 64
342 .1 6.6 50 741 135 3 3 103 63
3B .8 1.2 18 §5.2 30.1 4 4 35 11
343 16.6 157 15 6938 11 4 3 98 §7
34E 1.6 45 47 1) T4 4 4 30 64
360 2.0 15 33 638 217 3 3 95 6.1
35.2 2.0 2.0 33 T0.4 169 4 3 120 7.1
364 .7 83 i3 345 515 2 2 76 5.1
373 2.5 1.3 43 i) G40 3 3 n 64
78 23 949 16.0 a2 28 2 2 105 T4
a8 6.3 18 42 s 543 3 3 92 3]
382 13 85 45 A ¥ 136 4 3 106 18
386 2.1 9.0 L4 358 438 4 £ 105 6.7
388 5.8 a7 18 540 271 4 4 107 15
132 o) 1.2 50 043 51.1 3 3 102 65
M3 2.0 1.5 32 66.9 288 4 4 106 18
35 4.2 8.7 7 G5.0 264 4 4 116 17
388 5.5 10.1 45 148 438 3 3 103 T4
401 6.3 9.3 30 545 2549 4 4 120 87
402 FLN] 1.7 37 403 6.4 4 4 100 6a
a3 A8 9.3 41 1is 512 4 4 114 3]
422 .3 1.4 47 351 471 4 4 108 81
430 w3 15.7 16 128 58 4 4 118 B8O
415 3.0 9.1 30 552 257 4 £ 120 86
438 20 12.2 43 308 454 3 3 136 85
441 Ak 3.0 30 56.0 261 4 £ 123 92
478 BB 80 31 §1.1 2713 4 4 134 87
432 3.1 81 33 578 274 4 4 1356 BE
603 a7 28.2 15 58.1 18 3 3 126 10.0
For abbravistions ses Table 1.
Table 4 Linear carrélation coefficients he-
Polar Food oil  pween polar compaunds, palymers, and the
compounds  Polymers  Fritest  Owifritest  Visoofrit  sensor rapid methods hased an chemical and phys-
ical properties of frying oil

Polar compounds  1.0000 0.9535 06732 (06456 0.9117 09363
Pobymers 08636 1.0000 06034  0.6059 0.8836 03123
Fritast 06732 0.6034 10000 08373 0.6581 0628
Dhifritast 06456 0.6059 08873  1.0000 0.6416 05974
Vissolrit 08117 0.8836 06581 06416 1.0000 09228
Food oil sensor 08363 0.9123 06280 05974 0.9228 10000

rapid tests with the content of polar compounds and
polvmers were very similar. Hence, the rapid tests can
replace both reference methods in a similar way.
Figure 1 illustrates the linear regression found be-
tween the two reference methods. From the linear
equation, the level of 25% of polar compounds corres-
ponded to a level of 13.7% of polymerisation com-

& 2006 Institute of Food Sckence and Technalogy Trust Fund

pounds. Now, only two countries have included the level
of polymers in their regulations. The level found for the
set of samples analysed in this study was between those
established in Belgium (10%) and the Netherlands
(16%) for rejecting used fryving oils (Firestone, 1996).
Comelation coefficients between the percentage of
polar compounds and the results of different rapid tests

Intemational Joumal of Food Ssence and Technology X066, 41, 1-8



6 [usiity of used frying fats and cils 5 Marmesat 813,

35+
04 Y 07108 - 40608 ;
2 A = 5636
20
154
104

Polymers {wi % on oil)

0 10 20 k1] i
Paolar compounds (wt % on ail)

Figure 1 Linear regression analysis belween il two referenos meth-
ods: polar compounds and palymers.

have been reported to be .75 and 0.74 for Fritest and
Oifritest, respectively (Croon er al., 1986) and 0.894 for
FOS (Gertz, 2000), similar io those in Table 4. How-
ever, with respect to the value of eorrelation coefficients,
the main objectives of the rapid tests should be taken
into account. If the main objective is to give information
on the moment in which the oil has to be replaced
according to regulations, a high comelation in the
complete range of polar compounds s not essential,
being much more important what happens around the
point of rejection, On the contrary, if the main objective
is to gain information on the loss of quality of the frving
fat or oil, a high correlation between the total content of
polar compounds and the results provided by the rapid
tesis should be a necessary condition. Moreover, con-
tinuous scales for both measurements are needad.

In the present situation, where a significant number of
used frying fats do not fulfil the regulations, it is
important to know the capability of the test for
establishing whether the fat has to be replaced. Thus,
the main objective should be to minimise the number of
false results given by the tests. Furthermore, the type of
false results, either positive or negative, has to be
considered. In this regard, positive fabe results are
obtained when the rapid test indicates that the fat
should be rejected in samples with contents of polar
compounds lower than the limit established in the
regulation. On the contrary, negative false results are
obtained when the rapid test indicates that the fat can be
further used in samples with contents of polar com-
pounds higher than the limit established in the regula-
tion.

Figures 2-4 show the possibilities of the rapid tests
selected to replace the determination of polar com-
pounds. The two lines in the middle of the figures
correspond to the limit of the reference method (25% of
polar compounds) and to the limit of the rapid test.
Thus, four zones can be observed. In the upper part of
Fig. 2, the main four zones have been mumbered to
facilitate the discussion. Zones 2 and 3 correspond to
correct results for the rapid test, ie. the mpid test

Intematioral Towmal of Food Science and Teclnalogy X4 41 1-8
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Figure 2 Resulta obtained for the rapid tests based on chemical
mactions of wed frying fats and oils; Fritest and Crifritest.
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praperties of uaed fring fats and oilk: Vissafrit at 22 °C and food
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indicates that the oil can be further used when the level
of polar compounds is <23% (zone 3) or should be
rejected when the level of polar compounds is =25%
{zone 2). On the contrary, zones | and 4 correspond to
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Figure 4 Differentiation of the results for ails with prevailing amaunt
of morounsaturated faity acids (MUFA oik) and ol with prevailing
amaunt of polyunsateratad fatty acids (PUFA ails) obtained with
Viscofrit at 22 °C.

positive and negative false results, respectively, as
defined above,

Figure 2 shows the results of the rapid fests based on
chemical reactions. As can be observed, the results were
very similar for Fritest and Oxifritest. In parallel, the
comelation coefficient between the two rapid tests was
very high (Table 4).

Figure 3 shows the results of the rapid tests based on
physical properties. As opposed to the rapid tests based
on chemical reactions, the measure parameters of the
tests hased on physical propertics are continuous, Thus,
apart from the point of oil rejection, it is posible to
obtain information on the loss of quality of the fryving
oil. Also, the number of False results was very low and
concentrated around the intersection of the lines. In the
case of FOS, a value of 4 has been sugpested to reject
the oil, although the results indicated that, under
the conditions used in this study, a value of 3 would
minimise the number of false results. In the case of VF,
the type of oil was not considered and the time
established in Fig. 3 for rejecting the oil was the mean
value of those established on hoth thermometers (71 and
78 5). In Fig. 4, monounsaturated and polvunsaturated
oils have been evaluated with their respective thermom-
eters. As can be observed. the results were excellent and
the number of false results extremely low,

It is worthy of remark that even if we have some
positive and negative false resulis, the samples in zone

& 005 st of Food Scance snd Tecnnalogy Trust Fund
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Table 5 Evaluation of fake msults obtained by the rapid tests

Mumber of  Numbser of

Limit Mumber of  positive e ative

Rapid for the  Number of total false  false Talze
test st samples  results restlis results
Frileat 1 106 7 n [
DOuiffvest 3 105 26 =] 7
Wissolit

Tatal 7% 105 7 § 2

MUFA  TEs &7 3 1

PUFA 718 8 1 1 ]
Food oll >4 105 i 20 i}
gensor 35 105 ] 3 5

2 (Figs2-4) would have been rejected at lower

percentage of polar compounds if a rapid test had

been routinely applied. Consequently, application of
any of the tests assayed would significantly contribute
to improve the quality of the used frying fats and oils,

considering the present situation characterised by a

significant number of used frying oils overpassing the

limits of degradation established in the official regula-
tions.

Table 5 summarises the number and type of false
results for the four tests and ako the possibilities
commented above for the two physical tests, ie. the
separation of oils as a function of the fatty acid
composition for VF measurements and the change of
the limit of rejection for FOS measurements to 5. As can
be observed, the tests based on physical properties
provided very good results to replace the determination
of polar compounds.

The following comments can be of interest for better
performance of the tests;

1. All the results were obtained on filtered samples.
Although filtration 15 not necessary, the presence of
solid particles of foods in the frying ol could increase
the oil fall time in VF, amd the oil moisture could
increase the dislectric constant. Thus, special attention
should be paid w these circumstances, which are much
more important in the tests based on physical properties,

. The calibration of the instrument in physical fests is
essential, For example, 2 small ehange i the diameter of
the VF hole would change the ol fall time,

. The tests have been applied to a set of 103 samples,
Unfottunately, it 18 difficult to know the reasons of the
false results because we could not find any explanation
based on fatty azdd composiion, meling point o
physical aspect, Nevertheless, whatever the test consid-
ered, its performance in a specific restaurant, fried food
outlet of industey would be improved as soon a3 the
frver operator hecomes mecustomed Lo {15 use,

()

Tt
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Conclusions

From the results obtained in this study the following

conclusions can be deduced:

I, Any of the analvtical rapid tests studied are of great
utility to determing the point 2t which fiving fats and
olls should be discarded, They would contribute to
improve the present situstion of the discontinuous
feying sector, characterised by @ significant pumber of
futs and oils overpassing the limits of degradation
established in official regulstions,

. The tests based on physical properties showed better
results than thoss based on chemical reactions, as the
mumber of false results was lower. Furthemmore, they
can be useftl to gain information on the changes in the
frving oil quality, as their vesults showed high correla-
tion coeflicients with the determination of polar com-
pounds.

3. The four tests assaved are rapid, safe and can be

performed by untrained personnel. Thus, their use is
strongly recommended.

T

Acknowledgments

This research work was supported by Junta de Anda-
lucia and MCYT (Project AGL 2004-00148). Eliana
Rodrigues from the Tnstitute National de Controle de
Qualidade em Satde/FIOCRUZ was supported by a
fellowship from Coordenagao de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior do Brasil (CAPES). The
authors thanks Ms Mercedes Giménez for assistance.

References

Castellon-Arnaw, A, (19990, Dispositivo medidor de la alteracion de
aceites comestibles recalentados. Patent ES 1 (43 16011

Croon, LB, Rogstad A, Leth, T. & Kiutamo, T. (1986 A
comparative study of analytical methods for guality evaliation af
frying a1, Fetie Selfen Angtreiomittel 88, 8791

Dabarganes, M.C. & Marquez-Ruiz, G. (1995, Control de calidad de
bas grasas de [ritum. Valider de los métodos de ensayos rapidos en

Intenational Fowmal of Food Science and Technology 200, 41, 1-8

sustituciin de la determinacidn de compuestos polares. Grosas ¢
Aceites, 4, 196=201.

Dobarganes, MC. & Margues-Ruiz, . {(1998). Regulation of wsed
Frying fats and validity of quick tests for discarding the fats, Gragar »
Aveifes, 49, 331-335

Drobarganes, M.C. & Marguez-Ruiz, G. (2003), (xidized fats in foods,
Current Opinlon i Clinkal Nuirltlon and Meiahole Cane, & 157-
163,

Firestore, Td (1996, Regulation of frying fats and ofls. I Desp
Frying: Chemiistry, Nutrtion and Proctical Applieations {sdited by
E.G. Perkins & M.ID. Erickson). Pp. 333-334. Champaign, [L, USA:
ADCS Pres.

Grertz, C. (1986) Choomatographische Methoden bei der Untersu-
chung von Fritierletten, Fetie Selfon Angirichmitie] 88, 475480,
Gertz, C. (20000, Clemical and physical parameters a3 a quality
indicator of wsad [rying fats. Fumpesn Jarnal of Lipd Seines and

Technalogy, 102, S66-572.

Graziana, ¥V 1. (1979, Portable instrume s rapidly measures quality of
Irying Mt in food serviee opemtions. Foed Technologe, 33, 50-56,
TUITPAC (19923, Stamderd Methady for the Analysly of Oy, Faiy and
Deriyatives. 15t Supplement o Tth edn, Oxford: Pergamon Press,
Lake, R.1. & Schales, P. (1997}, Quality and conmumption of axidized
lipids from deep-living Fats and ik i Mew Zealand, Journad of

The Amervan O Chamivts Saciety, T, [065-1068.

Meyer, H. (197%. Eire meue und einfachke Scheellmethode sur
Erfassung des oxidativen Zérsetrungsgrades thermisch helasteder
Fette, Feite Salfen Ansirichaittel, 81, 539542,

Pérer-Caming, MO, Mamguez-Ruz, G, Rup-Meénder, MV, &
[obarganes, M.C. {1991). Lipid Changes Dunng Frying of Frosen
Prefried Foods. Journal f Food Science, 86, 1644-1630.

Sebedio, LL., Grandgirard, A, Septier, C. & Prevos, 1. (1987, Etat
d"altération de quekyues builes de friture préleves en restauration.
Rewwe Francaie des Corps Gras, M, 15-18.

Ekrokki, A.{1993). Test wad for examining the quality of frying pils
Fuat Seiemee Technology, 97, 384386

Stier, BLF. (2004). Tests to maonitar quality of deesp-frying fats and oils,
Furapean Journal of Lipid Selence and Technology, W, T6-TT1.

Valecie, M. & Hnskar, M. (1999, Chality and ssary evalation of
used Frying oil from restawrants, Food Technslogy and Biotecknnl-
ey, 37, 10711

Vo Zeddelmann, H.V. (1973) Probleme hei der heortellung von
[ritierfetien. Dewische Lefonpmiitel-Rundschan, 09, 8186

Wegmueller, F. (1994, Palar compenents of frying fats derived From
data of digletric measurements. Zeltecke [t fur Lobengmlt tel-Unterssy-
ek wnd Forse fag, 19, 51-54.

Wegmller, F. (1998), Frying fats: data of food ofl sensors v polar
camponents, Calibration curve and its application range. Mitie din-
pen duy dem Gebdte dor Lebersmittefuntersicfootg wnd Hygione, 8,
I01-307.

& 20 bnmbn of Food Stlence and Technalagy Trust Fund



3.4 -MANUSCRITO 4 - Alteragbes da gordura vegetal parcialmente hieinada em fritura
de batatas.

41



ALTERACOES DA GORDURA VEGETAL PARCIALMENTE HIDROGEN ADA EM
FRITURA DE BATATAS

Eliana Rodrigues Machato Shirley de Mello Pereira AbranfesMaria del Carmen
Dobarganes Garcia

1: Aluna de Doutorado do Programa de Pos-graduegé®igilancia Sanitaria do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INC@8)CRUZ

*Av. Brasil, 4365, Manguinhos, Rio de Janeiro, REP: 21040-900 Brasil.

Tel.: (21) 38655124, correio eletronico: eliana.hao@incgs.fiocruz.br

2: Instituto Nacional de Controle de Qualidade eaad® (INCQS) / FIOCRUZ

3: Instituto de la Grasa / CSIC — Sevilha — Espanha

RESUMO

Foi avaliado, neste estudo, o comportamento daugardegetal parcialmente
hidrogenada proveniente de dois procedimentos, enelbantes condi¢cdes, de fritura de
batatas a 180° C. Foram utilizadas duas fritadeltasésticas semelhantes de 1 L. As
mudancas nos teores de acidos graxos, como tamf@macao de compostos polares e de
polimeros, foram determinadas. Valores, em porgema das perdas apos periodo de 25
horas de aquecimento no primeiro e segundo proesdande fritura, respectivamente,
foram 47,6 e 30,8, para o acido linoléico, e 5880, para o acido linolénico. A formacéao
de polimeros ap6s periodo de 25 horas de aquearfarde 0,8 a 29,7 % e de 0,8 a 21,3
%, no primeiro e segundo procedimento, respectiméend-oi verificada alta correlacao
entre a perda do acido linoléico e a formacédo diengoos, com coeficiente de correlagédo
de 0,9792, considerando os dois procedimentostdeafr

Palavras-chave Acidos graxos - Compostos polares - Gordura \&gearcialmente
hidrogenada - Oleos de fritura - Polimeros

SUMMARY

In this study, the performance of partially hydrogted vegetable fat in the frying of
potatoes was evaluated in duplicate experiment&8& °C. Two identical domestic fryers
were used and changes in fatty acids as well asdtion of polar compounds and polymers
were determined. Losses of linoleic acid in perages on the initial value at the end of the
heating period (25 hours) were 47,6 and 30,8 %, tloe first and second experiment
respectively. As for linolenic acid, the paralletrpentual losses were 58,3 and 50,0 %,
respectively. On other hand, polymers increasethfp8 to 29,7 % and from 0,8 to 21,3 %,
respectively, after 25 hour heating in both expenis. High correlation was found between
the loss of linoleic acid and polymer formatiorg ttorrelation coefficient being 0,9792 when
all the data from both frying experiments were coesed.

Key-words. Fatty acids - Frying oils - Partially hydrogenatevegetable fat - Polar
compounds - Polymers



INTRODUCAO

Tém-se verificado um crescente interesse no estaddteracdes ocorridas em 6leos
e gorduras usados em frituras (ALMEIDA et al., 20080BARGANES; MARQUEZ-
RUIZ, 2003). Esta preocupacido € justificada ja gixersos estudos concluem que
substancias, que podem ser formadas neste propeskm ser prejudiciais a salde humana
(DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ, 2003). Além disto, avatides da qualidade destes
6leos e gorduras (CROON et al., 1986; DOBARGANESARQUEZ-RUIZ, 1995;
GERTZ, 1986; LAKE; SCHOLES, 1997; MATTOS; ANS; JORX2000; SEBEDIO et al.,
1987; SKROKKI, 1995; VAHCIC; HRUSKAR, 1999) demorsh a necessidade de mais
estudos e melhor controle sobre este processo, fp@m encontradas nestas amostras
porcentagens de substancias de degradacdo acinieniteo permitido pelas legislacbes
internacionais (DANA; SAM SAGUY, 2001).

A principal alteracdo, em termos quantitativos, @iunda da degradacédo dos acidos
graxos, componente importante e majoritario do élegordura.

A degradacdo dos acidos graxos dos Oleos e goréumasso em frituras ocorre,
principalmente, através do contato destes com agara e alta temperatura, que propiciam
reacOes hidroliticas, oxidativas e térmicas. DestagOes se originam substancias como
acidos graxos livres, mono e diacilglicerdis, moréws oxidados, polimeros (FRITSCH,
1981). Este grupo de substancias é determinaddieeralente como “compostos polares”
(AOAC, 2003).

Com o objetivo de fornecer dados para avaliar ajtegs da gordura vegetal
parcialmente hidrogenada submetida a frituras datds nas condi¢des do estudo, foram
realizados as determinacfes quantitativas dosipaiscacidos graxos, compostos polares e
polimeros.

MATERIAL E METODOS
Amostra inicial - ndo tratada

A amostra de gordura vegetal parcialmente hidraggnautilizada para fins
culinérios, foi obtida do comércio da cidade do B&Janeiro, e se encontrava dentro do
prazo de validade.

Amostras obtidas a partir de dois procedimentos d&itura de batatas

Foram utilizadas dez amostras, provenientes de mloisedimentos de fritura de
batatas com a gordura vegetal parcialmente hidemtgeacima mencionada.

Foram realizados no laboratério, dois procedimemtesfritura, em semelhantes
condicbes, de acordo com Jorge, et al. (1996). aa operacao de fritura, (100 + 0,01) g
de batatas frescas, descascadas, cortadas em f[mlddas e secas forafmtas por 3
minutos. Foram utilizadas (550 + 0,01) g da gordutamperaturaédia de 180° C. Para
cada procedimento foi utilizada uma fritadeira dsticd de 1 L, com relacao inicial,
superficie da fritadeira sobre volume do meio dieuri, de 0,3 cm. Em cada
procedimento, durante cinco dias a gordura foi wtla, por dia, a 5 horas de
aquecimento ocorrendo neste periodo, a operacaitde, que resultou na seguinte
sequéncia de tempo: 5, 10, 15, 20 e 25 h. Em cadzgimento, ndo houve reposicédo do
meio de fritura.



Métodos Analiticos

As seguintes determinacdes foram efetuadas, encdtglde acordo com o método
dalInternational Union of Pure and Applied Chemis{ly PAC): acidez em acido oléico,
%, m/m, método 2.201; indice de peroxidos, meg/ g, método 2.501; matéria
insaponificavel, %, m/m, método 2.401. O primeir@ g2gundo método utilizam a técnica
de volumetria; o terceiro método utiliza extrac&y golvente organico e gravimetria
(IUPAC, 1992).

A determinacdo da composi¢cdo percentual, m/m, dio€ipais acidos graxos foi
realizada através da analise cromatografica a gasédteres metilicos destes acidos,
obtidos por derivacdo com solu¢cdo de KOH 2N em nwtale acordo com os métodos
2.301 e 2.302 da IUPAC (IUPAC, 1992). Esta deteando foi realizada em todas as
amostras do estudo;

O teor de polimeros foi obtido por dissolucdo @rdas amostras em solvente, e
posterior analise cromatografica a liqguido de esé@iupor tamanho de particulas, de
acordo com o método 2.508 da IUPAC (IUPAC, 1993)i fealizado em todas as
amostras do estudo;

A determinacdo quantitativa dos compostos polasegsfetuada segundo o método
2.507 da IUPAC (IUPAC, 1992), que utiliza a técnim cromatografia de adsor¢cdo em
coluna. Esta determinacao foi efetuada em cincosta® uma inicial, e quatro que foram
submetidas aos dois procedimentos de fritura, aan@mcionados, com tempos de
aguecimento de 10, 15 e 25 h para o primeiro prowado, e 25 h para o segundo
procedimento.

Analises estatisticas
Foi utilizado o programa da Microsoftdekpara o tratamento dos dados.

Foram avaliadas as correlagdes entre os valor@oepnos dois procedimentos de
fritura, da formacéo de polimeros e da perda dddétinoléico; e das determinagbes de
compostos polares e de polimeros.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Andlise da amostra inicial

A tabela 1 apresenta as caracteristicas de qualidadentidade da gordura vegetal
parcialmente hidrogenada. Os resultados das amaeeonstraram que a amostra estava
adequada, para ser utilizada no estudo. TambénergeEau que, a amostra € uma gordura
proveniente de 6leo de soja (BRASIL, 2005).

Tabela 1 Caracteristicas de identidade e qualidade daugmrdegetal parcialmente
hidrogenada.

Acidez indice

Matéria Acidos Graxos (%, m/m)
em de
o . N Insaponificavel
4cido oléicd peréxidos*
%, m/m) C 16:.0 C 18:.0 c18:1 C 18:2 C 18:3
(%, m/m) (meq G/ kg) (%, (palmitico)  (estearico)  (oléico)  (linoléico) (linolénico)
0,09 + 0,03 0,56 + 0,07 0,75 +0,04 11,3+0,4 95+04 486+06 273+21 24x04

1: média de 2 determinacdes e desvio padréo.



2. Analises das amostras obtidas a partir dos domocedimentos de fritura

A tabela 2 resume a determinagéo quantitativag @ar 100 g de gordura, calculada a
partir da composicao percentual dos principaisascgiaxos das amostras do estudo.

Uma vez que os &cidos graxos saturados ndo sodtesracdo, a composicao
quantitativa dos acidos graxos foi obtida, de ac@an Dobarganes e Pérez-Camino, 1988,
assumindo que a concentracdo do acido saturadaitaem (C16:0) se mantém, ao longo
do procedimento, igual a concentracdo na amostraalin No nosso estudo esta
concentracao foi de 11,3 %. Entdo, as porcentagen®utros acidos graxos foram obtidas
por normalizacéo em relacdo a concentracdo indoacido palmitico

Como se pode observar na tabela 2, a quantidadetdo acido saturado (C18:0) se
mantém também em niveis iniciais, 0 que justifiapkcacado de calculos matematicos para
se deduzir, a perda de cada acido, diretamenteadm®s da tabela. A Gltima coluna da tabela
indica a quantidade total de acidos graxos que greenem inalterados.

As perdas, expressas em porcentagens, sobre #&dadaninicial, dos principais
acidos graxos insaturados, ao final do primeir@ esejundo procedimento de fritura foram,
respectivamente, 58,3 e 50,0, para o acido linckém7,6 e 30,8, para o acido linoléico; e
14,6 e 7,0, para o acido oléico. Como esperader@dapdo acido graxo aumenta com o0 seu
grau de insaturacdo. Porém, do ponto de vista igativ, o acido linoléico foi o mais
afetado pelo processo devido a baixa quantidadeido linolénico.

Tabela 2 Composicdo quantitativa (g/100 g de gordura), ghirscipais acidos graxos em
amostras, de gordura vegetal parcialmente hidraigenimiciais e provenientes dos dois
procedimentos, de fritura de batatas, com distipgzgdos de tempo de aquecimento.

TEMPO DE ACIDOS GRAXOS AG3
AQUECIMENTO | c16:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2 | C18:3 | Outros® | (%)
oh 11,3+0,4| 95+04| 48608 273+x21 2440, 09+04 100
1° procedimento
5h 11,3 9,5 47,0 23,0 2,1 1,3 94,2
10 h 11,3 9,8 457 20,5 1,9 1,3 90,5
15 h 11,3 9,6 44,3 18,4 1,5 1,8 86,9
20 h 11,3 9,8 43,0 16,2 1,3 2,1 83,7
25h 11,3 9,5 41,5 14,3 1,0 2,6 80,2
2° procedimento
5h 11,3 8,7 46,3 25,5 2,2 0,9 94,9
10 h 11,3 9,5 48,1 24,0 1,9 1,0 95,8
15 h 11,3 9,5 47,1 22,2 1,8 1,5 93,4
20 h 11,3 9,4 45,1 19,2 1,5 1,8 88,3
25h 11,3 9,6 45,2 18,9 1,2 19 88,1

1: amostra inicial, e média de 2 determieacé desvio padrdo; 2: menor que 0,4 %,; 3: totdlailos graxos ndo
alterados.

Na tabela 3 estdo os resultados das andlisesteéemilgacdo de polimeros em todas
as amostras do estudo. A amostra de niumero “zeadheial, e as de nimero 5 a 25, sdo as
oriundas dos dois procedimentos de fritura de astdl) e (2), aquecidas por 5; 10; 15; 20 e
25 h, respectivamente, como mencionado na panteatkrial e métodos.



Verificou-se que, como esperado, nos dois procextios de fritura nas condi¢cées do
estudo, os polimeros foram formados; também séomrique houve aumento de polimeros
com o aumento do tempo de aquecimento.

Tabela 3. Resultados analiticos da determinacdo de polimemsamostras, de gordura

vegetal parcialmente hidrogenada, inicial e proaet@s dos dois procedimentos de frituras
de batatas.

Polimeros GO0 G5 G110 G115 G20 G25 G5 Gl0 Gi5 G20 G25

) ) ) ) @ @ @ @ (2) 2)
(%, m/m)

0,8 5,5 11,9 18,7 243 29,7 2,9 6,4 9,7 154 21,3

GO: amostra inicial; G5 (1) a G25 (1) e G5 (2) 6G2): amostras usadas nos dois procedimentostdeafr(1) e (2),
aguecidas por 5, 10, 15, 20 e 25 h, respectivamente

A figura 1 ilustra a relacéo linear entre a peddaacido linoléico e a formacéo de
polimeros, nos dois procedimentos de fritura. Alpato acido linoléico est4 expressa como
a diferenca entre a quantidade inicial (27,3 %)seobtidas para as diferentes amostras
apresentadas na tabela 2, e corresponde a pelda @zdo graxo.

[
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10 | r=0,9792
S 8
%@87 'S L 2
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Polimeros (%)

Figura 1. Perda do acido linoléico e formacédo de polimenos,dois procedimentos
de fritura.

O coeficiente de correlacdo entre a perda do abiméico e a formacao de
polimeros, foi muito elevado (r = 0,9792), parao®ads dados dos dois procedimentos de
fritura, o que demonstrou que a perda de acidosogrpode ser diretamente relacionada a
formacao de polimeros, nas condi¢des do estudo.

Na tabela 4 sdo mostrados os resultados de coosppsetares para as amostras,

inicial e provenientes de frituras de batatas cempbs de aquecimento de 10, 15 e 25 h no
primeiro procedimento, e 25 h no segundo procedimen



Tabela 4 Compostos polares em amostras, de gordura vegateialmente hidrogenada,
inicial e proveniente dos dois procedimentos, der& de batatas, com distintos periodos de
tempo de aquecimento.

Tempo de aquecimento (h) Compostos Polares (%)

ot 4,4+0,4

1° procedimento

10 22,2
15 30,8
25 44,1

2° procedimento

25 32,5

1: amostra inicial, e média de 3 determinacfesseidgadrao.

Verificou-se que, nos dois procedimentos de fuitmas condigcbes do estudo,
também como esperado, os compostos polares foranados; verificou-se também que
houve aumento destas substancias com o aumenéongo tde aquecimento.

A figura 2 ilustra a regressao linear entre owltados das determinacbes de
polimeros e de compostos polares, nas andlisesnusstra inicial e das amostras
provenientes de procedimentos, de frituras de dmtabm tempos de aquecimento de 10, 15
e 25 h no primeiro procedimento e 25 h no segumdosgimento. Embora o parametro mais
estabelecido pelas leis internacionais para aivagéio da qualidade de 6leos e gorduras
usados em frituras seja a porcentagem de composta®s (DANA; SAM SAGUY, 2001),

a alta correlacdo encontrada, r = 0,9966, demomsteaa verificacdo da degradacdo, em
amostras de gordura vegetal parcialmente hidrogedadoja submetida a procedimentos de

fritura de batatas, pode ser realizada utilizaretobém a determinacdo quantitativa de
polimeros.

30
25 -
= y=0,732x - 3,1378
S 20 r=0,9966
8
5 15
E
S 10 -
o
5 |
O T T T T
0 10 20 30 40 50
C.P. (%)

Figura 2. Regressao linear entre os resultados das detgggda de compostos
polares (C. P.) e de polimeros, nas analises dsteaspde gordura vegetal parcialmente



hidrogenada, inicial e proveniente dos dois prauedios, de fritura de batatas, com
distintos periodos de tempo de aquecimento.

CONCLUSOES

Os dados obtidos de alteracdo da gordura vegetzibpaente hidrogenada de soja
em frituras de batatas, nas condi¢bes do estudmrraram que:

Maiores graus de alteracdo ocorreram em acido®gjraais insaturados;

O &cido linoléico foi o mais afetado quantitativearte pelo processo devido a baixa
quantidade do acido linolénico.

Foi encontrada uma excelente correlacéo entreigspdncipais métodos analiticos,
determinacdo de compostos polares e determinacpolideeros, utilizados na avaliacdo dos
Oleos e gorduras de fritura.
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RESUMO

Oleos refinados de palma e de soja foram utilizahosgjuatro experimentos de
fritura de batatas em fritadeiras elétricas doroastide 1 L, com relag&o inicial,
superficie da fritadeira sobre volume do meio deurfr, de 0,3 cm. Foram
realizados quatro experimentos, dois para cada @&socinco dias consecutivos
cada oleo foi submetido, sem reposi¢cao ou subgibuilo 6leo, por um periodo de 5
h por dia, a temperatura de (183,1 + 1,7)° C. Cambjetivo de conhecer a perda de
acidos graxos em relacéo a formacao de polimere®leos de palma e de soja, as
seguintes determinacdes foram realizadas nos deas:6composicdo de &cidos
graxos e teor de polimeros. Valores de percenwigletida da composicao inicial de
acidos graxos, nos segundos experimentos de fritosa 6leos aquecidos apoés
periodo de 25 h, foram de 15,0 e 62,2 %, respeutnie, para 0s acidos oléico e
linoléico, no 6leo de palma; e de 6,5, 24,9 e 38, 7respectivamente, para 0s acidos,
oléico, linoléico e linolénico, no 6leo de sojafgkmacao de polimeros foi de 0,4 a
23,7 % e de 0,5 a 30,7 % nos 6leos de palma ejderespectivamente, durante os
experimentos. A correlacdo entre a perda dos paigiacidos graxos insaturados e
os teores de polimeros mostrou-se linear com aacéqa das retas, y = -0,5074x +
51,364 e y = -0,5535x + 82,713, e com os coefieerde correlacdo, 0,9951 e
0,9740, para o 6leo de palma e o 6leo de sojagcégpmente. Concluiu-se que, nas
condicbes do estudo, maiores graus de alteracdoecmm em acidos graxos mais
insaturados; e a alteragdo, dos 6leos estudadoe ger eficazmente verificada
através da determinacéo quantitativa de polimeros.

Palavras-chave Acidos graxos - Oleos de fritura - Oleo de pal@leo de soja -
Polimeros

SUMMARY

Palm and soybean oils were used in duplicate erpents of frying of potatoes in 1L
domestic fryers with surface-to-volume ratio of 0,3 émThe oils were heated during
five hours each day for five consecutive days tnaperature of 183.1 + 1.7 °C. The
evaluation of oil degradation was followed by tmerease of polymer contents and
changes in fatty acid composition. The lossestof &ids in percentages on the initial
value at the end of the heating period (25 hoursjenl5.0 and 62.2% for oleic and



linoleic acid respectively in palm oil and 6.5, 24e 39.7 % for oleic, linoleic and
linolenic acid, respectively in the case of soybednThe content of polymers ranged
from 0.4 to 23.7% and from 0.5 to 30.7% for palnd aoybean oils, respectively.
Linear regressions between the loss of total unsted fatty acids and polymer
formation fitted to the equations y = -0,5074x +&4 (palm oil) and y = -0,5535x +
82,713 (soybean oil) with high correlation coetitis (0.9951 and 0.9740 for palm and
soybean oils, respectively). The results obtainedrty indicate that the higher the
degree of fatty acid unsaturation, the higher iegichdation and also that quantitative
determination of polymers would be a very usefallysis to evaluate oil degradation.

Key - words: Fatty acids - Frying oils - Palm oil — Polymer$eybean oil

INTRODUCAO

Diversos estudos tém concluido que substanciaspodem ser formadas em
O0leos e gorduras usados em frituras, podem seudixgis a saude humana
(DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ, 2003). Avaliacdes da djdade destes 6leos e
gorduras (CROON et al., 1986; DOBARGANES; MARQUERHR, 1995; GERTZ,
1986; LAKE; SCHOLES, 1997; MATTOS; ANS; JORGE, 20®EBEDIO et al.,
1987; SKROKKI, 1995; VAHCIC; HRUSKAR, 1999) tambét@m demonstrado a
necessidade de mais estudos sobre este processtgram encontradas porcentagens
altas de amostras insatisfatorias, em relacaoisldeges internacionais (DANA; SAM
SAGUY, 2001).

Os Oleos e gorduras submetidos a processos deafriofrem alteractes
hidroliticas e termoxidativas que resultam na fay@eade uma mistura complexa de
substancias conhecida como “compostos polares” ERIBANES; PEREZ-
CAMINO; MARQUEZ-RUIz, 1988). Das reacdes hidroléi e termoxidativas se
originam substancias como &cidos graxos livresnam® diglicerideos, monémeros
oxidados, polimeros (FRITSCH, 1981). O grau deraif#es, que ocorre nos
principais constituintes do 6leo ou gordura, depedd muitas variaveis, entre elas:
temperatura, tempo, aquecimento descontinuo otincantgrau de mudanca do meio
de fritura, etc... Nos processos descontinuos itlerdy utilizados em residéncias,
restaurantes, lanchonetes, a alteracdo do O6leoomlurgq € geralmente devido a
ocorréncia de ciclos de aquecimento e resfriaméhtgrau de mudanca, reposi¢cao ou
substituicdo por 6leo novo, neste processo, € nhaiita e por isso, a alteracdo é alta
(DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ, 1998).

O grau de insaturacao do 6leo ou gordura € tamb®enuaridvel importante
no processo de fritura (DOBARGANES; MARQUEZ-RUIZ99B). Por esta razo,
foram escolhidos, para este estudo, dois Oleos distimtos graus de insaturagdo: o
Oleo de palma e o 6leo de soja. No primeiro predari acido graxo que pertence ao
grupo dos monoinsaturados, e no segundo predoméwdo graxo que pertence ao
grupo dos polinsaturados (BRASIL, 2005).

O objetivo deste estudo foi conhecer alteracbemaedativas, através da
perda de acidos graxos e da formacao de polimeosspleos de palma e de soja, em
frituras descontinuas de batatas.



MATERIAL E METODOS
Amostra inicial - ndo aquecida

O oleo de palma refinado comercializado para &itéwi obtido por doacdo da
industria “Grupo Agropalma” da cidade de TailandRar4, com certificado de
analise e data de validade.

O 6leo de soja refinado, utilizado para fins cuiibg, foi obtido do comércio
da cidade do Rio de Janeiro, e se encontrava deénfpoazo de validade.

As caracteristicas de identidade e qualidade destastras foram garantidas
através de analises, com seus resultados apresemadabela 1, topico resultados e
discusséo, deste trabalho.

Amostras provenientes de experimentos de friturasedbatatas

Foram utilizadas vinte amostras, dez de cada @em/enientes de quatro
experimentos de fritura.

Cada experimento foi realizado no laboratério, derdo com Jorge et al.
(1996), e consistiu de operacgdes de fritura, comegair: (100 = 0,01) g de batatas
frescas descascadas, cortadas em palito, lavestese, foram fritas em (550 £ 0,01)
g de 6leo na temperatura de (183,1 + 1,7)° C, poimBitos. Foram utilizadas quatro
fritadeiras elétricas domeésticas de 1 L, uma paacexperimento, com relagcao
inicial, superficie da fritadeira sobre volume deionde fritura, de 0,3 cth Cada
experimento foi realizado em cinco dias seguidas p&eo foi submetido, por dia, a
5 horas de aquecimento ocorrendo neste periodperagio de fritura. Nao houve
reposicao ou substituicdo do meio de fritura.

As amostras foram estocadas a temperatura de <242 © momento de seu
uso.

Reagentes

Foram utilizados solventes e reagentes de grau.Rpd#a analise), com
excecdo dos solventes, hexano e tetrahidrofuraara, @#s analises cromatograficas
gue foram de grau para analise de residuos.

Métodos Analiticos

As seguintes determinacdes foram efetuadas, enicdiglde acordo com o
método ddnternational Union of Pure and Applied Chemis(iyPAC): acidez em
acido oléico, %, m/m, método 2.201; indice de peas; meq @/ kg, método
2.501; matéria insaponificavel, %, m/m, método 2.40 primeiro e 0 segundo
meétodo utilizam a técnica de volumetria; o tercamétodo utiliza extracdo por
solvente organico e gravimetria (IUPAC, 1992).

A composicdo percentual, m/m, da fracdo dos &aiglasos foi realizada, em
todas as amostras do estudo, através da analiseatografica a gas dos ésteres
metilicos, destes &cidos, obtidos a partir da tisdo de (50 = 0,0001) mg da
amostra em 1 mL de hexano e posterior derivacdo adigdo de duas gotas da
solugdo de KOH 2 N em metanol, de acordo com osdoét2.301 e 2.302 da IUPAC
(IUPAC, 1992). Utilizou-se um cromatografo da Hetivleackard, modelo 6890,
equipado com detector por ionizagdo em chama;oinj@itoméatico marca Agilent,



modelo 6890, com divisdo de fluxo; e coluna cromsifica, de alta resolucdo de
silica fundida, com fase estacionaria de poli éatl glicol), nas dimensdes de 60 m
de comprimento; 0,25 mm de diametro interno e 2% de espessura de fase
estacionéria. As seguintes condi¢cdes cromatoggafmam adotadas: temperatura da
coluna: 200° C (2 min.) / 2°C /min. / 240 °C (3(hrjiitemperatura do detector e do
injetor: 250C; fluxo do gés carreador §N 1,0 mL/ min; razdo de divisédo de fluxo:
40,0:1; fluxo do gas auxiliar @N: 45,0 mL/min; fluxo do K 40,0 mL/min; fluxo do
ar sintético: 450,0 mL/min; volume injetado da atrensl,OpL.

A identificacdo dos picos realizou-se através daparacdo dos tempos de
retencao dos padrbes dos ésteres metilicos dassagidxos de interesse.

A composicdo percentual de acidos graxos presestesada amostra foi
obtida a partir da area dos picos cromatografidoscromatograma, de cada acido
graxo em relacdo a soma das &reas de todos 0s @eadms da amostra.

A determinacao quantitativa dos triacilgliceréidiperizados (polimeros) foi
obtida em todas as amostras do estudo, de acord@manétodo 2.508 da IUPAC
(IUPAC, 1992), como a seguir: (50 £ 0,0001) mg deostra foram dissolvidas em
1 mL de tetrahidrofurano, a seqguir foi submetidanalise cromatografica a liquido
de exclusdo por tamanho de particulas. Foram aditig: um injetor Rheodyne
7725i comloop de 20 pL; uma bomba Waters 510; duas colunas ¢ognédicas,
conectadas em série, de 100 e 500 A, com dimemkH&89 cm de comprimento e
0,77 cm de didametro interno, cada uma, empacotaahacopolimero, com ligacdes
cruzadas, de estireno divinilbenzeno, com tamarmhpadticula de 5 um, da Waters
Associates; e detector de indice de refragdo mod&ld90 da Merck-La Chrom.
Foram injetados, em condi¢des isocraticas, 10 phrdastra em um fluxo de 1,5
mL/min de tetrahidrofurano utilizado como fase move

A identificacdo dos picos dos polimeros foi real@através da comparacéo
do cromatograma obtido com o perfil cromatografgadronizado pelo método
analitico utilizado.

O teor, em porcentagem, de polimeros foi calcufaela razdo entre a soma
das areas dos picos de interesse e a soma daslarasos 0s picos apresentados,
multiplicada por 100.

Analises estatisticas
Foi utilizado o programa da Microsoftdékpara o tratamento dos dados.

Foram avaliadas as correlacdes entre os valorBsmacao de polimeros e de
perda de acidos graxos obtidos nos quatro expetasele fritura.

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Analise da amostra inicial

A tabela 1 apresenta as caracteristicas de qualidadentidade dos Oleos de
palma e de soja. Os resultados das analises dearanstque as amostras estavam
adequadas, para serem utilizadas no estudo (BRA805).



Tabela 1 Caracteristicas de qualidade e identidade dassdale palma e de

soja.
Oleo de Soja Oleo de Palma
Acidez em &cido oleicb
(%, m/m) 0,07 0,0 0,08 +0,01
indice de peréxidos
(meq O kg) 0,67 +£0,01 2,70£0,09
Matéria insaponificavel
(%, m/m) 0,63 +0,01 0,49 + 0,09
C 16:0 11,3+0,1 42,3+0,5
Acidos C 18:0 35+0,1 4,8+0,2
Graxos' C18:1 23,1+0,1 419+1,0
(%, m/m) C18:2 542+0,1 9,0£0
C 18:3 6,8 +0,1 <0,4

1: média de 2 deteaqides e desvio padrao.
2. Andlises das amostras obtidas dos experimentos filitura

Nas tabelas 2 e 3 estdo os resultados analitecaet®rminagdo de polimeros
em todas as amostras dos 0leos de palma e deespactivamente. Em cada tabela, a
amostra de numero “zero” € a inicial, e as de narbea 25, sdo as provenientes dos
dois experimentos de fritura de batatas, (1) ed@)) o 6leo aquecido por 5; 10; 15; 20
e 25 h, respectivamente, como mencionado na paneaterial e métodos.

Verificou-se, como esperado, nas duas tabelas,do@s experimentos nas
condi¢cdes do estudo, que os polimeros foram forsjag@ldambém se verificou que
houve crescente aumento destas substancias com nmentu do tempo de

aquecimento.

Tabela 2. Resultados analiticos da determinacdo de polimearmoamostras, de 6leo
de palma, inicial e provenientes de frituras deaat

Amostras PO P5 P10 P15 P20 P25 P5 P10 P15 P20 P25
@ o @O @O @O @ @& @ (2) ()

Polimeros 04 11 2.4 63 122 190 2,7 80 136 186 23,7

(%, m/m)

PO: amostra inicial; P5 (1) a P25 (1) e P5 (2) B £2: amostras provenientes de dois experimergofitira,
(1) e (2), com o 6leo aquecido por 5, 10, 15, 26 &, respectivamente.



Tabela 3 Resultados analiticos da determinacdo de polimaroamostras, de 6leo
de soja, inicial e provenientes de frituras de taata

Amostras SO S5 S10 S15 S20 S25 S5 S10 S15 S20  S25
@w o @O @O @O @ @ @ (2) )

Polimeros 55 20 38 73 88 120 42 106 169 236 307

(%, m/m)

S0: amostra inicial; S5 (1) a S25 (1) e S5 (2) B 8): amostras provenientes de dois experimergofitira,
(1) e (2), com o 6leo aquecido por 5, 10, 15, 28 &, respectivamente.

As tabelas 4 e 5 mostram a composicao real, espr@s g/100 g do 6leo, dos
acidos graxos das amostras dos 0Oleos de palmasejalerespectivamente. A Ultima
coluna de cada tabela indica a porcentagem totéatides graxos em 100 g do 6leo.

Tabela 4 Composicéo, g/100 g do Oleo, dos acidos graxosmwstras de 6leo de
palma, inicial e provenientes de experimentos deiré de batatas com o 6leo
aguecido por distintos periodos de tempo.

TEMPO DE ACIDOS GRAXOS A G3
AQUECIMENTO | c16:0 C18:0 ci18:1 C18:2 Outros? (%)
0 ht 42,3+0,5 48+0,2 41,9 +1( 9,0+0 2,0+0,3 001
1° experimento
5h 42,3 4,7 41,8 8,8 2,2 99,8
10h 42,3 5,0 41,6 8,2 2,2 99,3
15h 42,3 4.8 41,7 7,2 2,6 98,6
20 h 42,3 4.9 39,6 5,9 2,1 94,8
25h 42,3 51 37,6 4,7 2,3 92,0
2° experimento
5h 42,3 4.7 41,8 8,2 1,8 98,8
10h 42,3 4,6 40,9 6,6 19 96,3
15 h 42,3 4,8 38,8 5,5 2,6 94,0
20 h 42,3 4.7 37,2 4,2 1,8 90,2
25h 42,3 4.7 35,6 3,4 1,8 87,8

1: amostra inicial, e média de 2 determinacd#sseio padrdo; 2: menor que 0,4 %,; 3: porcentagésthde acidos
graxos.



Tabela 5 Composicéo, g/100 g do O6leo, dos acidos graxosamwmstras de 6leo de
Soja, inicial e provenientes de experimentos derfride batatas com 6leo aquecido por
distintos periodos de tempo.

TEMPO DE ACIDOS GRAXOS AG3
AQUECIMENTO | c16:0 | C18:0 | C18:1 | C18:2 C18:3 | Outros? | (%)
0 ht 11,3+0,1f 35%0,1 231+0 542+02 6,8+0,11,1+£0,1 100
1° experimento
5h 11,3 3,5 22,8 52,9 6,7 1,1 98,3
10 h 11,3 3,5 22,4 51,0 6,2 1,2 95,6
15h 11,3 3,5 22,2 49,5 6,0 0,9 93,4
20 h 11,3 35 22,1 48,3 5,7 0,9 91,8
25h 11,3 34 22,1 46,7 5,3 1,4 90,2
2° experimento
5h 11,3 3,4 22,8 52,3 6,4 1,2 97,4
10 h 11,3 35 22,4 49,5 5,6 1,1 93,4
15h 11,3 3,4 22,1 46,6 5,2 1,1 89,7
20h 11,3 34 21,7 43,6 4.6 1,0 85,6
25h 11,3 35 21,6 40,7 4,1 1,2 824

1: amostra inicial, e média de 2 determinac¢dessgid padréo; 2: menor que 0,4 %; 3: porcentagéathde 4cidos
graxos.

Como os acidos graxos saturados ndo sofrem &ierggara se obter a
composicao real, expressa em g/100 g do 6leo,ta darcomposicédo porcentual, da
fracdo dos &cidos graxos, que foi obtida através adalise cromatografica,
considerou-se que a concentracao do acido satamagwitario (C16:0) néo se altera,
ao longo da fritura, permanecendo com a concerdragdal a concentracdo das
amostras iniciais, ou seja, 42,3 e 11,3 %, paradless de palma e de soja,
respectivamente. Entdo, as porcentagens dos catidss graxos foram obtidas por
normalizacdo em relacdo a concentracéo inicialahogpalmitico (DOBARGANES;
PEREZ-CAMINO, 1988).

Observa-se, nestas tabelas, que as porcentagensrd@cido saturado (C18:0)
se mantém com valores proximos aos valores de aadatra inicial, por isso foram
aplicados calculos matematicos para se deduzirdapke cada acido diretamente dos
valores da tabela.

As perdas expressas em porcentagens, sobre adganinicial dos principais
acidos graxos insaturados no 6leo de palma, ad €lnaprimeiro e do segundo
experimento de fritura foram, respectivamente, €762,2, para o acido linoléico e 10,3
e 15,0, para o acido oléico. Como esperado, a pkystas acidos graxos aumentou com
0 seu grau de insaturacao.

As perdas expressas em porcentagens, sobre adaai@ninicial dos principais
acidos graxos insaturados no Oleo de soja, ao filmalprimeiro e do segundo
experimento de fritura foram, respectivamente, 39,22,1, para o acido linolénico;
24,9 e 13,8, para o acido linoléico e 6,5 e 4,8a paacido oléico. Da mesma forma,
como no 6leo de palma, como esperado, a perdacitissagraxos aumentou com o0 seu
grau de insaturacao.



As figuras 1 e 2 ilustram a correlacdo linear emrpercentual de perda dos
principais acidos graxos insaturados e a formagipalimeros nos experimentos de
fritura utilizando os 6leos de palma e de sojg@esvamente.

Oleo de palma

60 y = 2,6235x + 1,8152
50 - r= 0,9933

# Acido oléico
M Acido linoléico

y =0,6527x - 1,5904
r=0,9803

Perda de acidos graxos (%)

0 5 10 15 20 25
Formacéo de polimeros (%)

Figura 1. Percentual de perda dos principais acidos granseturados na composicdo de

acidos graxos em relacdo a formacéo de polimeasserperimentos de fritura de batatas utilizando o
oleo de palma.

Oleo de soja

50
L y = 1,2983x + 2,0991
o 40 1 r=0,9809 A
o
g 30 | y =0,7775x + 1,7079| | & Acido oléico
o r=0,9761
S m Acido linoléico
5 20 -
8 y =0,1902x + 1,3725 A Acido linolénico
s 10 - r=0,8949
° o
3 ® —
o

O T

0 10 20 30 40

Formacéao de polimeros (%)

Figura 2. Percentual de perda dos principais acidos griasasurados em relacao
a formacédo de polimeros, nos experimentos dedrilerbatatas utilizando o 6leo de soja.

Os coeficientes de correlacdo obtidos demonstraraxcelente relacdo entre a
formacao de polimeros e a perda por degradacaacitiss graxos insaturados.

A figura 3 ilustra as correlagdes lineares entreoacentracdo dos principais
acidos graxos insaturados e o teor de polimeraserperimentos de fritura de batatas
utilizando os 6leos de palma e de soja.
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Figura 3. Concentracao dos principais acidos graxos insdtwem relacédo a
formacéo de polimeros, nos experimentos de #ritier batatas utilizando os
Oleos de palma e de soja.

Como se pode observar, os valores das ordenadarsgean (82,7 e 51,4) séo
similares aos valores iniciais do total de acisdesiurados (84,1 e 50,9) para os 0leos
de soja e palma, respectivamente, com conteddoorbaitko em polimeros, o que
indica a exceléncia do ajuste linear.

Os altos coeficientes de correlacdo obtidos, @,998,9740, para os 6leos de
palma e de soja, respectivamente, demonstraram aqadteracdo, destes O6leos
submetidos a frituras descontinuas de batatas, ggrdeficazmente verificada através
da determinacao quantitativa de polimeros. Estdesdeonfirmam a determinacao de
polimeros como mais um parédmetro de verificaciocaltieracdo destes 6leos em
frituras de batatas, além do parametro mais estedel pelas leis internacionais para
uso de Oleos e gorduras em frituras, que é a pagem de compostos polares
(DANA; SAM SAGUY, 2001).

CONCLUSOES

Os dados obtidos dos experimentos de frituras déiscms de batatas
utilizando os oOleos refinados, de palma e de so@s condicbes do estudo,
demonstraram que:

Maiores graus de alteracdo ocorreram em acido®gasis insaturados;

A alteracdo, destes Oleos, pode ser eficazmentdicadn através da
determinacao quantitativa de polimeros, dada &scelente correlacdo com a perda
de acidos graxos insaturados.
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3.6 - MANUSCRITO 6 - Estudos preliminares de validacdo de testesdeéppara
avaliacdo de oleos e gorduras usados em fritwastribuicdo para a Saude Publica.
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RESUMO

Muitos estudos tém apontado para a necessidadeatiacdo da qualidade dos oleos e
gorduras usados em frituras. As legislacbes int&wnais estabelecem como
parametros, para uso destes produtos, as porcestalpe compostos polares e de
polimeros que sédo determinados por métodos awalitealizados em laboratério. Esta
verificacdo € inviavel tanto para os servicos dscadlizacdo quanto para o0s
estabelecimentos comerciais, sendo necessaritiza¢io de testes rapidos aplicaveis
in situ. No entanto, os testes disponiveis ndo sdo valglabeste estudo foram
avaliados, com o objetivo de verificar a sua adefogara determinar o momento de
descarte de Oleos e gorduras usados em friturasesterapidos baseados em
propriedades fisicas, Viscofrit(VF) e Food Oil Sensar (FOS). As respostas destes
testes foram comparadas com os resultados analitito método validado de
determinacao do teor de polimeros em analisesrda & trés amostras de Oleo de soja;
Oleo de palma e gordura vegetal parcialmente harada; sendo elas néo tratadas e
usadas em frituras de batatas. Foram obtidos wal@ara os testes estudados, de
porcentagem de falso negativo em resultados posite porcentagem de falso
positivo em resultados negativos (precisdo), rés@anente: 20,0 e 33,0, para o VF; e
zero e 33,0, para o FOS. O teste FOS seria o méapido de escolha para a tomada
de decisdo do descarte das amostras ndo confanmasyez que apresentou resultado
zero de falsos negativos em amostras positivas.

Palavras-chave Compostos polares - Food oil sensor - Oleositlgdr- Polimeros -
Testes rapidos - Validacao - Viscofrit

SUMMARY

Many studies have reported the need for qualityuaten of used frying fats
and oils. In this respect, international regulatsohave established limitations to the
oil degradation based on analytical methods to bheried out in the laboratory.
Among them, determination of polar compounds aneroénation of polymers stand
out. These methods cannot be applied in fried foatlets without laboratory
facilities and, consequently, rapid tests to beli@gpin situ are necessary. However,
these rapid tests have to be validated to fulfit present regulations. In this study
rapids tests based on physical properties [Vis¢dWF) and Food oil sensor (FOS)]
were evaluated to determine the point at whichnfyyfats and oils should be
discarded. Results from these tests obtained fhirty4three samples of soybean oil,



palm oil and partially hydrogenated vegetable faéd in frying to prepare chips. The
results obtained were compared with those obtaiftedpolymers. Percentage of
negative false in positive results and percentagpositive false in negative results
(precision), were, respectively, 20.0 and33.0MBr and zero and 33.0, for FOS.

Key-words. Polar compounds — Food oil sensor — Frying oils elyihers — Rapid
tests — Validation - Viscofrit

INTRODUCAO

A fritura € uma operacdo de cozimento e preparaloheentos largamente
utilizada em residéncias, lanchonetes, restauraniedlstrias alimenticias, em todo o
mundo. Por estar em contato com o ar, agua eesitperatura, o 6leo ou a gordura de
fritura é suscetivel a reagdes hidroliticas, oxidat e térmicas. Destas reacbes se
originam substancias de degradacdo: acidos graxoss,| mono e diglicerideos,
mondmeros oxidados, polimeros (FRITSCH, 1981). Eptgpo de substancias é
determinado quantitativamente como “compostos psldiAOAC, 2003).

A ma prética em frituras, como a utilizacdo desateamperaturas e/ou de tempo
prolongado, deve ser considerada um problema daeleS&lblica, pois algumas
substancias, que podem ser formadas a partir des@es destes Oleos/gorduras,
apresentam absorcdo em cobaias (GROOTVELD et%#l8)le alto grau de hidrdélise pela
lipase pancreéatica (MARQUEZ-RUIZ; GUELVEL; DOBARGAS, 1998); e podem
produzir efeitos deletérios a satde humana (DOBARE®; MARQUEZ-RUIZ, 2003).

A verificagdo da qualidade de dleos e gorduras smem frituras em diversos
paises, inclusive no Brasil, mostrou grande poegath de resultados insatisfatérios
segundo legislagbes internacionais (CROON et ab861 DOBARGANES,;
MARQUEZ-RUIZ, 1995; GERTZ, 1986; LAKE; SCHOLES, IBOMATTOS; ANS;
JORGE, 2000; SEBEDIO, et al., 1987; SKROKKI, 1995HCIC; HRUSKAR,
1999).

Muitos paises tém estabelecido, como parametresus respectivos limites
maximos, para uso destes produtos, a porcentagensongpostos polares e a
porcentagem de triglicerideos polimerizados (palase de 24 a 30 %; e 10 e 16 %,
respectivamente (DANA; SAM SAGUY, 2001). O Brasilmpossui legislacéo federal
que estabeleca parametros decisorios para gasagtialidade de 6leos e gorduras de
fritura.

Os parametros mencionados acima sao verificadosvéatr de métodos
analiticos fisico-quimicos validados (IUPAC, 199Q)e por serem aplicaveis apenas
em laboratério ndo sao viaveis para a fiscalizag@odeve evitar, quando necessario,
0 uso do 6leo/gordura no momento que o mesmo estibsisado. A mesma situacao
acontece nos estabelecimentos comerciais. Porasstiljzacdo de teste aplicaval
situ, de operacionalizagdo rapida e simples, é necesbfriantanto, verifica-se que
os testes rapidos disponiveis no mercado nao $idadas.

Foram utilizados neste estudo dois testes rapiglos se baseiam em
propriedades fisicas do 6leo: Food Oil Senisero Viscofritl. O primeiro teste que
mede a constante dielétrica, comecou a ser utiizach 1970 e mostrou alta
correlacdo linear desta medida com o teor de compgmlares (CROON et al.,
1986, WEGMUELLER, 1994, 1998). Outros sistemas &dsge nesta mesma



propriedade estdo sendo comercializados atualn{&TtHE=R, 2004). O outro teste
relaciona o aumento da viscosidade relacionadar@aigho de substancias de
polimerizacdo com a degradacéo do 6leo/gordura {EASON-ARNAU, 1999).

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempendgied dois testes rapidos
aplicaveisin situ, para se obter dados iniciais de validacdo dosnogsou seja,
verificar preliminarmente a sua adequacao pararrdatar, com confiabilidade, o
momento de descarte de 6leos e gorduras usado#umanst

MATERIAL E METODOS
Amostras nao tratadas - iniciais

O oleo de palma comercializado para fritura foiddpor doacdo da industria
“Grupo Agropalma” da cidade de Tailandia, Para, aariificado de andlise e data
de validade, adequados ao uso.

O 6leo de soja e a gordura vegetal parciaiment®déthada, ambos utilizados
para fins culinarios, foram obtidos do comércioaitiade do Rio de Janeiro, e se
encontravam dentro do prazo de validade.

Amostras obtidas a partir de frituras de batatas &80 ° C

Trinta amostras, provenientes de dois procedimetdsitura de batatas com
os dois 6leos e a gordura, que estdo mencionadog,aforam utilizadas. Estes
procedimentos foram realizados no laboratorio dwdac com Jorge et al. (1996).
Durante cinco dias cada produto foi submetido, giar a 5 horas de aquecimento
ocorrendo neste periodo a operacao de friturajegidtou na seguinte sequéncia de
tempo: 5, 10, 15, 20 e 25 h.

Métodos Analiticos

A determinacdo das porcentagens, m/m, dos prircipaidos graxos foi
realizada através da analise cromatografica a gagsteres metilicos destes acidos,
obtidos por derivacdo com solucdo de KOH 2N em nuttade acordo com o0s
métodos validados da International Union of Puré Applied Chemistry (IUPAC)
2.301 e 2.302 (IUPAC, 1992);

O teor de polimeros foi obtido por dissolugéo @irgas amostras em solvente
e posterior analise cromatografica a liquido ddwséo por tamanho de particulas,
de acordo com o método validado da IUPAC 2.508 AOP1992). Este método foi
considerado como método de referéncia;

A determinacdo quantitativa dos compostos polasesfetuada segundo o
método validado da IUPAC 2.507 (IJUPAC, 1992), quiliza a técnica de
cromatografia de adsor¢cédo em coluna.

Testes Rapidos
Viscofrit (VF)

O teste verifica o tempo necessario, medido emrskIg) para se esvaziar um
funil, na forma de cone, cheio com o 6leo a setisado. O cone € esvaziado por
gravidade através de um pequeno orificio calibradoparte inferior deste. Este
instrumento € equipado com dois termdmetros, una @d€os e gorduras que
apresentam maior porcentagem de acidos graxos meaiorados (AGMI) e outro



para Oleos e gorduras que apresentam maior pogeentade acidos graxos
polinsaturados (AGPI), que séo calibrados entre B® C e fornecem para cada
temperatura o tempo maximo requerido, em segum@dwa, esvaziar 0 cone. Tempo
maior do que o0 estabelecido indica que a amostree deer descartada
(CASTELLON-ARNAU, 1999). Quando n&o se conheceupgrde acidos graxos a
gue pertence a amostra, a média aritmética entdwigstempos maximos deve ser
utiizada. Para mais informacbes sobre o0 instrumentacessar:
http://www.viscofrit.com.

Food Oil Sensor (FOS)

O Food Oil Sensor € um aparelho eletrénico portébimercializado pela
Northen Instruments Corp., que mede a mudanca destammte dielétrica no
Oleo/gordura relativa a amostra inicial. O aparadtzerado com a amostra inicial do
mesmo tipo da que sera analisada. A medida é a€aliatravés da adicdo de 1 a 2
gotas da amostra diretamente no aparelho. A fagxeneldida esta entre 0 a 10, e a
leitura acima do valor 4 indica que a amostra dese descartada (GRAZIANO,
1979).

Andlises estatisticas

Foi utilizado o programa Statisfic®.0 (Stat Soft, Inc., 1984-1995) para o
tratamento dos dados.

Validacao dos testes rapidos

Foi avaliada a correlacdo linear paramétrica desBaaentre a determinagéo
de compostos polares e a determinacao de polimeros.

Foram avaliados os coeficientes de correlacdo ma#anpétrica de Spearman
entre os resultados analiticos do método de dategao de polimeros e as respostas
dos testes rapidos e entre os resultados analiicosiétodo de determinacédo de
polimeros e os resultados analiticos do método eterminacdo de compostos
polares.

Todas as amostras do estudo foram analisadas alagéestes rapidos e do
método de referéncia e os seus resultados foramaraihos.

Os parametros de desempenho estudados foram dstsegtaixa inteira de
respostas; porcentagem de falso negativo em rdssltaositivos e porcentagem de
falso positivo em resultados negativos (precis@ohiformeAssociation of Official
Analytical Chemist$AOAC) (AOAC, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Andlise das amostras iniciais

A tabela 1 apresenta a porcentagem dos principadosa graxos de cada
amostra inicial. Com esta determinacdo foi confdmaa identidade e
conseguentemente, o grupo de acidos graxos deapaostra (BRASIL, 2005). Este
dado foi importante para a avaliacdo do teste Wlisc@omo serd discutido mais
adiante.



Tabela 1 Porcentagem, m/m, dos principais acidos graxosgodaura vegetal

parcialmente hidrogenada, 6leo de soja e 6leo ldeapa
Acidos Graxos

(%, m/m) Amostras
Gordura Hidrogenada Oleo de Soja Oleo de Palma
C 16:0 11,3+0,4 11,3+0,1 42,3+0,5
Cc18:.0 95+04 35+0,1 48+0,2
cis:1 48,6 + 0,6 23,1+0,1 419+1,0
Cc18:2 27,3+2,1 54,2+0,1 9,00
C 18:3 2,404 6,8+0,1 <0,4

1: média de 2 determinacdes e desvio padréo.
2. Dados de validacao dos testes rapidos

Os parametros de desempenho estudados foram olajiss as seguintes
consideracOes: a alegacdo, de utilidade para aavia Sanitaria, dos testes
estudados é determinar o0 momento de descarte @oodlegordura em uso em
frituras; estes testes ndo determinam qualitativédeneim analito alvo e nem
determinam diretamente o teor deste analito, poné&alem indiretamente um grupo
de substéncias, compostos polares e polimeross$mrcom base nas definicbes da
AOAC (AOAC, 1998) para métodos analiticos os teststudados foram
classificados, para efeito de validacdo, como segtlitativos. As respostas destes
testes podem ser consideradas, através da compamgavalores obtidos por um
meétodo de referéncia, como auséncia ou presengaaio conforme estes valores
estejam abaixo e igual ou acima, respectivamerdeyalor de restricdo ou de
descarte. Por isso, os parametros de desempentosfiram escolhidos com base
em recomendacdes da AOAC (AOAC, 2000) para valoacg&® métodos
gualitativos.

Embora o parametro mais estabelecido pelas lesrnationais para a
verificacdo da qualidade de Oleos e gorduras usamdsituras seja a porcentagem de
compostos polares (DANA; SAM SAGUY, 2001), a deteragdo do teor de
polimeros foi o método analitico escolhido com@m&fcia no nosso estudo por ser
de operacionalizagdo muito mais rapida do que @doétitilizado para compostos
polares e porque apresenta alta correlacéo lirmeareste método, r = 0,9849. Entao,
o analito deste estudo foi a fracdo de polimerdosrognada quantitativamente pelo
meétodo de referéncia.

Os testes foram utilizados seguindo as instrugdsssdus fabricantes, com a
particularidade mencionada a seguir:

Para o teste VF, a temperatura da amostra deveagstaa do seu ponto de
fusdo. As analises foram realizadas a temperatpaasa: o 0leo de soja, acima de 38°
C; para o 6leo de palma acima de 39° C; e paradugohidrogenada acima de 43°
C. Todos os resultados foram expressos com o tempespondendo a avaliacdo a
38° C, seguindo uma relacao exponencial entre tertysa e tempo dado nas escalas.
Os tempos minimos, em segundos, que indicam queoat deve ser descartada
foram 47 e 44, para amostras dos grupos AGMI e Af@Bpectivamente.

2.1 Comparacéo dos resultados das analises

Na tabela 2 estdo os resultados obtidos dasesdtravés dos testes rapidos
estudados e das determinagcBes de polimeros e deostws polares realizadas nas
amostras. As amostras de numero “zero” sdo agisi@ as de numero 5 a 25, sédo as



oriundas dos dois procedimentos de fritura de astatquecidas por 5; 10; 15; 20 e
25 h, respectivamente, como mencionado na panteatieriais e métodos.

Tabela 2. Resultados analiticos das determinacfes de polémerde compostos
polares totais, e dos testes rapidos em gorduratalegarcialmente hidrogenada,
Oleo de palma e Oleo de soja; néo tratados (isjceusados em frituras de batatas.

Testes rapidos

Compostos
Amostras' Polares Polimeros VF (38°C)
(%, m/m) (%, m/m) (segundos) FOS

GO 4.4 0,8 39 0,53
G5 (1) - 5,5 42 2,38
G10 (1) 22,2 11,9 45 4,00
G15 (1) 30,8* 18,7* 48* 5,85*
G20 (1) - 24,3* 53* 7,24*
G25 (1) 44.1* 29,7* 60* 9,07*
G5 (2) - 2,9 40 1,27
G10 (2) - 6.4 42 1,97
G15 (2) - 9,7 43 2,78
G20 (2) - 15,4* 47* 4,98%
G25 (2) 32,5* 21,3* 52* 6,02*

PO 6.1 0,4 39 0,87
P5 (1) - 1,1 39 1,47
P10 (1) - 2,4 42 1,79
P15 (1) - 6,3 45 3,09
P20 (1) 25,5* 12,2 47* 4,70*
P25 (1) 34,8* 19,0* 53* 6,32*
P5 (2) - 2,7 40 1,99
P10 (2) - 8,0 43 3,36
P15 (2) - 13,6 47* 5,67*
P20 (2) - 18,6* 52* 6,81*
P25 (2) 41,0* 23,7* 54* 8,44*

S0 51 0,5 36 1,37
S5 (1) - 2,0 36 1,79
S10 (1) - 3,8 37 2,02
S15 (1) - 7.3 38 2,57
S20 (1) - 8,8 39 3,08
S25(1) 20,8 12,0 42 3,38
S5 (2) - 4,2 37 2,07
S10 (2) - 10,6 39 2,72
S15 (2) - 16,9* 43 4,23*
S20 (2) - 23,6* 46* 5,75*
S25 (2) 42 6% 30,7* 55* 7,15*

GO, PO e S0: amostras iniciais de gordura hidrodgenéleo de palma e 6leo de soja respectivameridlj5a
G25 (1) e G5 (2) e G25 (2), P5 (1) a P25 (1) eB® (P25 (2); S5 (1) a S25 (1) e S5 (2) e S25d@pstras de
gordura hidrogenada, 6leo de palma e dleo de ss@las em dois procedimentos de fritura (1) ea@)ecidos
por 5, 10, 15, 20 e 25 h, respectivamente; *: asiraaleve ser descartada: para polimerd4, 4 %; para VFz
47 e = 44 para monoinsaturados e polinsaturados, respewtinte; e para FOS4.

2.1.1 Faixa inteira de respostas

Valores para polimeros foram obtidos na faixa,dea(30,7 %. Observa-se que
o valor médio desta faixa esta préximo ao valor iméxpermitido para polimeros,
14,4 %. Entao, esta faixa foi considerada adegaadsstudo.

2.1.2 Faixa de trabalho



Foi observado, na faixa obtida acima, que ha wg&o de respostas dos testes
proxima ao valor de 14 % de polimeros, valor carsido de restricdo como sera visto
adiante, onde se encontrou uma predominancia daeegafalsos do teste, ou seja,
valores que ndo estavam de acordo com os resultldostodo de referéncia. Esta
faixa foi estabelecida para valores de polimeraeéhe 19 %.

2.1.3 Correlacdo paramétrica entre os resultados ad determinacdo de
compostos polares e da determinacao de polimeros

De acordo com a equacao linear da reta obtida5,y66 + 1,335 x, o valor de
25 %, valor maximo fixado pela maioria das leigiinacionais para os compostos
polares (DANA; SAM SAGUY, 2001), corresponde aoovatle 14 %, para os
polimeros, que foi considerado no nosso estudo donite maximo para polimeros,
valor de restri¢ao.

O alto valor do coeficiente de correlacdo, r =8@%® permitiu a utilizacdo da
determinacao de polimeros como método de refer@fteimativo & determinacdo de
compostos polares.

2.1.4 Coeficientes de correlagdo ndo paramétrica

A tabela 3 apresenta os coeficientes de correlaé@oparamétrica entre os
resultados analiticos do método de determinacapotieneros e as respostas dos
testes rapidos, e entre os resultados analiticosmdtmdo de determinacdo de
polimeros e os resultados analiticos da determinde&ompostos polares.

Utilizou-se a correlacdo ndo paramétrica, pois dasvariaveis relacionadas,
as respostas do teste FOS, apresentam valoressfinit

Tabela 3 Coeficientes de correlagdo ndo paramétrica eoferesultados da
determinacdo de polimeros e as respostas dos tépidss, e entre os resultados da
determinacao de polimeros e os resultados da detsgéo de compostos polares.

Testes rapidos/ N° de amostras Polimeros
Compostos Polares

Viscofritest (MI) * 22 0,9742
Viscofritest (P1)? 11 0,9932
Food oil sensor 33 0,9685
Compostos polares 12 0,9580

1: MI - monoinsaturados; 2: PI - polinsaturados.

Os testes rapidos apresentaram altos coeficielgst® correlagdo, sugerindo
gue 0os mesmos podem substituir o método de detagaovrde polimeros.

Como se observa também nesta tabela, a correlxie os métodos de
determinacdo de polimeros e de determinacdo de asio® polares foi alta,
sugerindo, da mesma forma, que estes métodos si@Eyeis.

2.1.5 Porcentagem de resultados falsos negativos eesultados positivos
e porcentagem de resultados falsos positivos em uéiados negativos (precisédo)
(AOAC, 1998, 2000)

A Environmental Protection Agen®&PA (EPA, 1995) estabelece o valor
maximo de 5 % de resultado falso negativo paratag@ de meétodos fisicos e
quimicos de determinacédo de residuos sélidos, &mégua, etc. E para porcentagem
de falso positivo ndo estabelece limite, porém eeque este valor seja conhecido. A
EPA também determina, que para cada medida, de paksitivo e de falso negativo,
para estes meétodos, sejam realizadas analises @ 50 amostras com faixa de



porcentagens, do analito, préxima e igual ao v@dorestricdo. No nosso estudo foram
obtidos 6 amostras com valores de polimeros ab@p@ximos ao valor de restricéo,

consideradas amostras negativas; e 5 amostras @alones acima e igual a este valor,
consideradas amostras positivas. Este numero dst@®a@nalisadas, de acordo com o
critério estabelecido pela EPA, foi consideradaificgente para a validagéo dos testes
estudados por isso, este estudo foi caracterizawio preliminar.

Na tabela 4 sdo mostradas as porcentagens ddimdesufalsos positivos e de
resultados falsos negativos. O resultado falsaiposhndica que o 6leo/gordura deve
ser descartado em amostras conformes. Ao contrésaltado falso negativo indica
gue o 6leo/gordura pode ser usado em amostrasonémrmes.

Os valores, em porcentagem, encontrados de falgativo e de falso positivo
foram: 20,0 e 33,0, para VF; e zero e 33,0, parg,F€spectivamente.

Tabela 4 Porcentagens de resultados falsos negativos suftados positivos e de
falsos positivos em resultados negativos, obtidestdstes rapidos estudados.

Testes rapidos Falsos negativos Falsos positivos
(%) (%)

Viscofritest 20 33

Food oil sensor Zero 33

E relevante evidenciar que os resultados desté@medro nido estdo
relacionados a populacdo total das amostras amiadisea sim a populacbes de
amostras positivas ou de amostras negativas, porassignificancia quantitativa
destes resultados néo corresponde ao total derasasialisadas.

2.2 Consideragdes com relacdo ao desempenho dodetesestudados e
recomendacdes para a validacdo destes testes:

Baseando-se na recomendacéo da EPA (EPA, 199%idecamos que para a
validacéo dos testes estudados devem ser realiznddises, de 20 a 50 amostras,
com faixa de porcentagens do analito proxima el igoavalor de restricao, faixa de
trabalho, para cada medida de falso positivo elde hegativo;

A obtencao de falsos positivos para o teste FGfe ger em decorréncia da
presenca de umidade no 6leo, que aumenta a cansteaiétrica deste. Como a
umidade geralmente é proveniente do alimento, maifacdo da validacdo deste
teste utilizaremos um namero significativo de amasstle 0leos e gorduras usados
em frituras de diversos tipos de alimentos;

Como ja mencionado, o grupo de acidos graxos quieenre o 6leo ou a
gordura é importante na medida do VF. Porém, séinteato apresentar em sua
composicao um alto teor de gordura, e se estadosferida para o meio de fritura, o
grupo de acido graxo a que pertence o meio dedrjiassivelmente ndo sera afetado,
no entanto o valor da viscosidade pode ser afefwioisso, na complementacao da
validacdo deste teste usaremos também um numenridicgifivo de amostras, dos
dois grupos de acidos graxos: monoinsaturadosiesptlirados.

CONCLUSOES

Os dois métodos analiticos de determinacdo de cstogpgpolares e de
determinacao de polimeros podem ser utilizados gsttalos de comparacdo com 0s
testes rapidos estudados para validacdo dos mesmos;




Pelos os resultados obtidos até o0 momento o FE3& seria entédo o teste de
escolha para a tomada de decisdo do descarte dssrasmnao conformes, uma vez
que apresentou resultado zero de falsos negativosamostras positivas. E
importante ressaltar que, para a saude publicaresabaixos para resultados falsos
negativos sdo mais requeridos do que para os fplssitvos; e valores altos para
resultados falsos positivos ndo sdo tao indeseajavei
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4 - DISCUSSAO

Para contribuir com as a¢bes de Vigilancia Saaitaom relacdo ao consumo de
alimentos, que visa prevenir, eliminar e diminuscos a saude, este trabalho de tese foi
realizado. O trabalho estad apresentado em seisstréoes, e suas principais discussoes

estdo expostas abaixo.

1. No artigo ‘Avaliagdo quantitativa de monoepoxiacidos, monoceégidos e
monohidroxiacidos em Oleos e gorduras provenientede fritura descontinua de
batatas’, os resultados obtidos nas trés amostras estadati® de soja, 6leo de palma e
gordura de soja parcialmente hidrogenada proversatd frituras mostraram que 0S grupos
de EPOXI, CETO e HIDROXI constituem quantitativateenma fracdo muito importante
dos mondmeros oxidados, sendo os EPOXI e os HIDR®Xkincipais grupos.

Estes trés grupos séo considerados relevantexionélimente e fisiologicamente
(MARQUEZ-RUIiZ; DOBARGANES, 1995, MARQUEZ-RUIiZ; GURIEL;
DOBARGANES, 1998; MARQUEZ-RUIiZ; PEREZ-CAMINO; DOBARANES, 1992;
MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI; DOBARGANES, 1995).

Neste estudo também foi demonstrado que os Olegarduras monoinsaturados,
como a gordura de soja parcialmente hidrogenadaleamde palma, apresentam maior
tendéncia a formagédo dos EPOXI, CETO e HIDROXI enondgendéncia a formacéao de

polimeros do que os 6leos e gorduras polinsaturadaso o 6leo de soja.

Velasco et al. (2004a) encontraram niveis similaaes do nosso estudo, para o0s
EPOXI, em 6leos de oliva e de girassol termoxidad®80 C por 5, 10 e 15 h, e em 0bleos e
gorduras usados em frituras de restaurantes edaatds da Espanha. Também encontraram,
como em nosso estudo, maiores quantidades de ER@¥Xdleos/gorduras monoinsaturados
do que nos polinsaturados.

No nosso estudo verificou-se que a fracdo dos faijglaxos oxidados migrou em
quantidades similares do Oleo da fritadeira pabatata preparada na fritura. Calculos para
obtencéo de teores destas substancias nas bai@sigdram realizados. Foram obtidos em
mg por 100 g da batata frita na gordura hidrogenaal#@leo de soja e no 6leo de palma, com
niveis de CP de 44,1; 42,6 e 41,0 % (m/m), respauinte, teores de EPOXI: 52,73; 33,78 e
67,57; de CETO: 28,51; 15,83 e 30,91; e de HIDROXF,49; 33,78 e 67,16,
respectivamente. Conclui-se que quantidades sigtifas destes trés grupos de substancias
podem estar presentes em 100 g de batata frita leos/gorduras com alto teor de
degradacéo.
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Também foi verificado que o EPO foi o principal EACformado, em termos
quantitativos, uma vez que foram encontradas ptagens deste acido na fracdo dos EPOXI,
no Oleo de palma (cerca de 52 %) e na gorduradndiada (cerca de 35 %), provenientes de
fritura de batatas. A porcentagem total dos EP¥h csomeriarans na fracdo dos EPOXI,
foi em torno de 61 % no Oleo de palma e de 54 %amndura hidrogenad&om relacéo ao
Oleo de soja, a porcentagem obtida do EPO na frdg&dPOXI foi de aproximadamente 10
%; e dos EPOXI de isomeriensfoi de 37 %. Com estes dados foram obtidas estiasatio
teor, em mg, do EPO em 100 g de batata frita ero die palma (28,5), na gordura
hidrogenada (18,08), e no 6leo de soja (4,18), calores de degradacdo em torno de 40 %,
m/m de CP.

A Figura 2 mostra parte dos cromatogramas da gardle soja parcialmente
hidrogenada, do 6leo de soja e do Oleo de palntaeprentes de experimentos de fritura
descontinua de batatas com a regido dos EPOXI étmsna

Velasco et al. (2004a) também encontraram, comoasso estudo, em 6éleo de oliva
e em Oleo de girassol termoxidados a°18(or 5, 10 e 15 h; e em 6leos e gorduras usados
em frituras de restaurantes e lanchonetes da Espamdiores quantidades dos EPOXI de
isomeriatrans do que a isomeri@is nos 6leos monoinsaturados ao contrario dos Oleos
polinsaturados.

Por ser o EPO formado em quantidades significatma®leos e gorduras em frituras,

a citotoxicidade desta substancia foi avaliadae Eestudo é apresentado a seguir (item 2

desta discusséo).
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Figura 2. Parte dos graficos das andlises cromatografigas alos EMAG polares, incluindo o pico do padrédo
interno (PI), éster metilico do acido heneicosam@{€21:0), com a regido dos EPOXI provenientesatdiga

de soja parcialmente hidrogenada, 6leo de sojee @& palma, aquecidos a 180° C por 25 h, oriuddos
experimentos de fritura descontinua de batatdsans9,10-epoxiestearato de metitrans-12,13 epoxioleato
de metila;3, cis-9,10-epoxiestearato de metil;trans9,10-epoxioleato de metil®; cis-12,13-epoxioleato de

metila; 6, cis-9,10-epoxioleato de metila.

2. “Avaliacao da citotoxicidade do aciddrans-9,10-epoxiestearico, um produto da

termoxidacéo de 0leos e gorduras usados em frituras
Este estudo teve como objetivo obter dados deogitntladein vitro do EPO em

células HTC de hepatoma de rato.
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Nosso estudo mostrou que o EPO, na faixa de caagéets de 2,5 a 10 uM nao foi
citotéxico, quando comparado ao controle-solvediferentemente do EPO na faixa de 15 a
125 uM que foi citotoxico induzindo letalidade datude 20 a 100 %. Com estes resultados
concluimos que o EPO e/ou seus metabdlitos formaplesentaram um grau significativo de
citotoxicidaden vitro em células HTC metabolicamente competentes.

A absorcdo do monoepoxido do acido estearico fostatada, através de estudo de
Wilson et al. (2002a) envolvendo treze mulheregeagamente saudaveis que consumiram
com a alimentacéo normal o acido 9,10-epoxiestedmniarcado, obtido a partir da reacéo do
acido oléico com o peréaciduo-cloro peroxibenzéico, administrado na forma dacitglicerol
habitual da dieta. Como a epoxidacdo do &cido @lgar peracidos forma o aciais-9,10-
epoxiestearico ¢IS EPO) (FANKHAUSER-NOTI et al., 2006), concluimos equwo
monoepoxido estudado por Wilson et al. (2002apfGiS EPO. Neste estudo, este acido foi
recuperado no plasma na proporcao de 17 %. Emisteavalor de porcentagem possa néo
representar risco a saude, uma baixa absor¢adicigniveis altos desta substancia no célon
(WILSON et al., 2002a). Como o consumo de carnme#ra tem sido relacionado ao cancer
de colon (VAN DER MEER et al., 1997), cujo mecarosacredita-se estar relacionado a
peroxidacdo lipidica e a formacdo de epodxidos deloac graxos (BABBS, 1999;
GIOVANNUCCI; GOLDIN, 1997), podemos supor que espgxidos também representam
risco a esta doenca.

Os acidos graxos depois de ingeridos séo absormma#estino delgado, e a partir da
corrente sanguinea podem seguir trés destinosidotmuscular, o tecido adiposo e o figado
(LIPIDIOS, 2002). Considerando as etapas da digetdEPO similar as dos acidos graxos,
a figura 3 sugere, com base em dados da biblieg{&ABBS, 1999; GIOVANNUCCI,;
GOLDIN, 1997; GREENE et al., 2000; LIPIDIOS, 2002AN DER MEER et al., 1997), o
que ocorre no organismo quando consumimos aliméntos em Oleos/gorduras improprios
para o uso. No figado, esta substancia seria nitath® a seu respectivo diol (GREENE et
al., 2000). O mesmo ocorreria conCts EPO.
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Figura 3. Provaveis destinos e metabolismo do EPO apds edmsral, suposicéo feita com base em dados da
bibliografia (BABBS, 1999; GIOVANNUCCI; GOLDIN, 199 GREENE et al., 2000; LIPIDIOS, 2002; VAN
DER MEER et al., 1997).

Um dado relevante para a discussao sobre a tod&idias epoxidos de acidos graxos,
€ que o OSE apresenta uma ingestao diaria ace{i®4) de 1 mg/kg de peso corporeo
(SFC apud FANKHAUSER-NOTI et al., 2006, p. 12793bendo-se que o OSE € composto
de 53 % de diepo6xido do acido linoléico, 25 % denaspoxido do acido oléic&(S EPO) e
7 % de triepoxido do acido linolénico e dos acig@dmitico e estearico ndo alterados
(FRANKHAUSER-NOTI et al., 2006), podemos consideadDA do CIS EPO de 0,25 mg/
kg de peso corporeo. Entéo, a IDA desta subst@acsaum adulto de 60 kg seria de 15 mg.

Com os dados obtidos a partir do nosso estudo, itelassa discussdo, os seguintes
teores (em mg) do EPO foram estimados em 100 gd¢shfrita em 6leo de palma: 28,50; na
gordura hidrogenada: 18,08; e no 6leo de soja;, 4d8 valores de degradacdo em torno de
40 %, m/m, de CP. Como se pode observar na figuaprgsentada no item 1 desta discussao,
nao foi possivel obter-se o teor @S EPO (pico 3) nas amostras do estudo, devido nao te
havido uma adequada separacdo do pico desta stibstdm o pico do acidoans12,13-
epoxioléico (pico 2). Porém, como também se podemiar nesta figura, foi verificado que a
area do pico d«CIS EPO foi consideravelmente maior do que a do atidns12,13-
epoxioléico, sugerindo que o teor @S EPO foi maior do que o do acidmns12,13-
epoxioléico, nas trés amostras. As areas, dedtasasicias, apresentadas nos cromatogramas
da figura 2 também sugerem queCts EPO foi formado, em relagdo ao EPO, em niveis:
levemente abaixo na gordura hidrogenada; considienante acima no o6leo de soja; e

consideravelmente abaixo no 6leo de palma. Logalemos supor que na gordura
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hidrogenada e no 6leo de soja com alto nivel deadegédo em uso em friturasCéS EPO €
formado em quantidades préximas a sua IDA. Tambéuemos afirmar que teores
significativos do EPO e d€IS EPO podem ser encontrados nas trés amostras do nos
estudo em uso em frituras e com alto grau de dagéad

Consequentemente, estudos adicionais sdo requepalasse determinar o teor e
avaliar a toxicidade dos EPOXI, CETO e HIDROXI etmantos preparados em fritura
utilizando diversos tipos de 6leos/gorduras, pardribuir com estudos futuros de avaliagdo
de risco dos alimentos fritos para o consumo segestes alimentos.

3. No artigo Quality of used frying fats and oils. comparison of rapid tests based on
chemical and physical oil properties’, foram avaliados quatro testes rapidos de veriéio da
alteracéo e de determinacdo do momento de destzmtéleos/gorduras em uso em frituras,
quando o Oleo/gordura esta improprio para o usgyred legislacdes internacionais. Foram
avaliados dois testes baseados em reacOes quierit@&so Oleo/gordura e o reagente dos
testes,Oxifritest] (OT) (MEYER, 1979) d-ritest] (FT) (VON ZEDDELMANN, 1973), e
dois testes baseados em propriedades fisicas @o \digcofrit] (VF) (CASTELLON-
ARNAU, 1999) eFood Oil Sensadr (FOS) (GRAZIANO, 1979). A avaliacao foi realizada
através das analises de cento e cinco amostradleds e gorduras usados em frituras de
diferentes origens, incluindo fritadeiras domeéstjicaestaurantes, lanchonetes e fritadeiras
continuas industriais. Os testes foram comparadosnétodo analitico normalizado de
determinacdo quantitativa de CP (IJUPAC, 1992), patéo estabelecido na maioria das
normas internacionais para 6leos e gorduras ememsdrituras (DANA; SAM SAGUY,
2001). A determinacdo quantitativa de polimerosP@C, 1992) também foi realizada e

comparada com a determinagdo de CP e com a uditiziqs testes rapidos.

Para a comparacao dos testes rapidos com os métediR e de polimeros realizou-
se analise de correlacdo linear paramétrica eatrespostas obtidas dos testes rapidos e os
resultados dos métodos, e determinou-se o hiumemesgestas falsas, destes testes, que sao

respostas em desacordo com os resultados do noddB.

Dado o numero de amostras analisadas, todos osientfs de correlacdo obtidos
foram altamente significativos (P < 0,0001). Porémmais altos coeficientes entre os testes
rapidos e os métodos de CP e de polimeros foraongados para os testes baseados em

propriedades fisicas do 6leo (testes fisicos).

Os coeficientes de correlacdo encontrados enprerc@ntagem de CP e os resultados
de diferentes testes rapidos foram de 0,75 e @i KBTI e OT, respectivamente (CROON et
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al., 1986), e 0,894 para FOS (GERTZ, 2000), sinditareles obtidos no nosso estudo: 0,67;
0,65; 0,936, para FT, OT e FOS, respectivamente.

Com relagdo ao numero de respostas falsas, es fésitos apresentaram melhores
resultados do que os testes quimicos. Ou sej&stsstfisicos sdo mais equiparaveis com

0s métodos analiticos utilizados do que os test@sicos.

De imprescindivel relevancia para o estudo ddesiss € considerar o seu obijetivo.
Se 0 objetivo é conhecer o momento no qual o &ediga deve ser descartado, de acordo
com a legislacéo, é necessaria uma alta correlagidie o conteido de CP e os resultados
dos testes rapidos, como também um baixo numeresidtados falsos dos testes rapidos,
na faixa de resultados de CP proxima ao ponto dead®. E se o objetivo é obter
informacéo sobre o nivel de alteracdo do 6leo/garduma satisfatoria correlacdo entre o
conteudo de CP e os resultados dos testes rapid@sxo numero de resultados falsos dos

testes rapidos deve ser uma condi¢cdo necessafaxaanteira de resultados de CP.

No entanto, para os servicos de fiscalizacdo éssécia a utilizacéo de testes rapidos
validados que permitam determinar o momento do afescde Oleos/gorduras nao
conformes segundo a legislacdo. Entdo, a obtengdaks faixas de trabalho, préximas e

acima, e proximas e abaixo do ponto de descanecé&ssario.

Considerando o namero significativo de amostrasisatdas que ultrapassaram o
limite de 25 %, m/m de CP, o numero de resultaddso$ obtidos a partir dos testes
rapidos, e as correlacbes obtidas entre as respdstsies testes e o0s resultados da
determinacao de CP, na faixa inteira do estudoglaémos que os quatro testes estudados
contribuem significativamente para a melhoria daligade dos 6leos/gorduras em uso em
fritura, ou seja, estes testes sdo Uteis parargeecer o nivel de alteracdo do 6leo/gordura.
E para conhecer o momento de descarte do dleofgomielhores resultados foram obtidos
para os testes fisicos. Portanto, para nossosossinidiais de validacdo dos testes rapidos
para a determinacdo do momento de descarte de @élgosduras em uso em frituras, 0os
testes fisicos foram escolhidos. Este estudo pstde@ntado no item 6 desta discussao.

O mais alto coeficiente de correlacdo encontradestodo foi entre os métodos de
determinacao de CP e de determinacdo de polimeoosequentemente, os coeficientes de
correlagdo encontrados entre os testes rapidae® émis métodos foram similares. Entéo,
concluiu-se que os testes rapidos estudados podbstitair estes dois métodos para 0s

objetivos alegados.
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O meétodo de determinacdo de CP é um método tradmathextenso, ao contrario do
método de determinacdo de polimeros que é rpidgamples. A figura 4 mostra os
cromatogramas obtidos das andlises cromatograficéigiuido para a determinacdo de
polimeros nas amostras de gordura de soja parci@mieidrogenada ndo aquecida e

aquecida por 25 h, proveniente de experimentoitlegrde batatas, respectivamente.

n
S
Gordura nao aquecida
© ©
a 3
9 10 11 12 o 13 14 min

(qV
Gl

Gordura, proveniente de
frituras, aquecida por 25 h

9 10 11 12 13 14 15min
Figura 4. Gréficos obtidos das andlises, cromatografichguedo, de determinagéo do teor de polimeros nas
amostras de gordura de soja parcialmente hidrogendd aquecida e aquecida por 25 h, proveniente de

frituras de batatas, respectivamente. Os picosspondem a: polimeros (11,6 e 11,5 min.); dimet@s9(
min.); triacilglicerdis (12,5 e 12,8 min.) e acidgraxos (14,6 e 14,5 min.).

Com o objetivo de verificar se 0 método de deteagdio de polimeros seria
adequado como alternativa ao método de CP paréidagi&o destes testes rgpidos, foram

realizados os dois estudos que correspondem aosudigios citados a seguir.
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4. No artigo, Alteracdes da gordura vegetal parcialmente hidrogeada em
fritura de batatas”, o comportamento da gordura de soja parcialmdntEogenada
proveniente de dois procedimentos de fritdescontinua de batatas a 180° C foi avaliado,
através das perdas dos principais acidos graxcsemes e da formacdo de CP e de

polimeros, com o objetivo de fornecer dados dasaglbe®corridas no meio de fritura.

Verificou-se que a perda do acido graxo aumenton @ seu grau de insaturacéo.
Também foi verificado que, nos dois procedimerdesfritura nas condi¢cdes do

estudo, houve aumento do teor de polimeros conmeiatio do tempo de aquecimento.

O coeficiente de correlacéo (r) obtido entre alpato acido linoléico, acido graxo
presente em maiores propor¢des, e a formacédo dagrok, para todos os dados dos dois
procedimentos de fritura, foi de 0,9792, demonskvague a perda de acidos graxos pode
ser diretamente relacionada a formacao de polimaesscondicdes do estudo, ja que este
valor de “r’, segundo Shikamura (2006), represemta correlacdo muito forte entre duas

variaveis.

O “r" obtido entre os resultados das determinagfiepolimeros e de CP, para todos
os dados dos dois procedimentos de fritura, foD,8866. Este valor de “r’ corresponde a
uma correlacdo muito forte entre duas variaveis IKBIMIURA, 2006). Deste modo,
podemos afirmar que a verificagdo da degradacdo,asmostras de gordura de soja
parcialmente hidrogenada submetida a procedimed&odritura de batatas, pode ser
realizada utilizando também a determinacdo quaénttale polimeros, como alternativa a

determinacao de CP.

5. No artigo, Alteracdes dos 6leos de palma e de soja em fritudeescontinua de
batatas’, o comportamento destes 6leos provenientes de pimicedimentos de frituras
descontinuas de batatas a 180° C foi avaliadoyéstrdas perdas dos principais acidos
graxos presentes e da formacdo de polimeros, cavbjaiivo de fornecer dados das

alteragbewcorridas no meio de fritura.

No 6leo de soja assim como no 6leo de palma aapdwd acidos graxos aumentou
com o seu grau de insaturacao.
Também foi verificado nos dois procedimentos dert que houve aumento do teor

de polimeros com o aumento do tempo de aquecimento.

Os coeficientes de correlagéo (r) obtidos enfrerda dos acidos graxos insaturados
e a formacdo de polimeros foram: 0,9951 e 0,974fn ps Oleos de palma e de soja,

respectivamente. Uma vez que estes valores deditam forte correlacdo entre variaveis
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(SHIKAMURA, 2006), entédo concluimos que a degradatgstes O0leos submetidos a fritura
descontinua de batatas pode ser eficazmente aedfiatravés da determinagdo quantitativa
de polimeros. Assim, estes dados confirmam a detegé@o de polimeros como mais um

parametro de verificacdo da alteracdo destes éladsituras de batatas.

Outro dado importante encontrado nos dois estwt®a, itens 4 e 5 destes
discussdo, € que quantidades significativas dempotis foram encontradas nos
Oleos/gordura analisados, confirmando que o méteddeterminacdo de polimeros pode ser
utilizado como método de referéncia na validac&otdstes rapidos e por isso, foi 0 método
utilizado no nosso estudo (item 6). Estes dado&oede acordo com Marquez-Ruiz;
Tasioula-Margari e Dobarganes (1995) que verifitacae os polimeros sao formados em

consideraveis propor¢cdes em 6leos/gorduras consrduasideraveis de degradacao.

6. No artigo Estudos preliminares de validacao de testes rapidgsra avaliacao
de Oleos e gorduras usados em frituras - contribud® para a Saude Publicg dois
testes rapidos baseados em propriedades fisicasedpVF e FOS, foram avaliados. O
objetivo deste estudo foi verificar a adequacadede®estes para determinar o momento de
descarte de 6leos e gorduras, ndo conformes, eraniddturas, e se obter dados iniciais
de validacdo dos mesmos. A determinacdo do tequotieneros (IUPAC, 1992) foi o
método analitico escolhido como referéncia nestelesO valor de “r", entre os resultados
deste método e os de determinacdo de CP (IUPAQ)1f9 de 0,9849. De acordo com
Shikamura (2006), este valor de “r" representa woaelacdo muito forte entre duas
variaveis, entdo consideramos que o método dendieirdo de polimeros apresentou

correlacao linear paramétrica muito forte com oauétde determinacao de CP.

Baseado na regressdo linear encontrada entre wiéades dos dois métodos (de
determinacdo de CP e de determinacdo de polimevosjyel de 25 %, m/m de CP
correspondeu ao nivel de 14 %, m/m de polimeras fojuconsiderado neste estudo como
valor de restricdo. Este valor esta entre aqueleabelecidos na Bélgica (10 %) e na
Holanda (16 %) como valores limites para polimerestes 6leos/gorduras (DANA; SAM
SAGUY, 2001).

O teste rapido FOS apresenta uma escala limitadagpostas, de zero a 10, entédo
para comparar este teste com outros métodos s,tasterrelacdo linear ndo paramétrica é
a recomendada, por isso, esta foi a correlacépadd para verificar a equiparagéo entre os
resultados analiticos dos métodos e as respostasesies rapidos utilizados no estudo.
Foram obtidos, no nosso estudo, coeficientes deelegho acima de 0,9580. Destes

resultados se conclui que os testes rapidos esiadpddem ser recomendados para
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substituir o método de determinacéao de polimeragjeceste método pode substituir o de
determinacdo de CP, pois os valores de “r’ encdagrarepresentam, de acordo com
Shikamura (2006), correlagdes muito fortes entasdiariaveis.

Para a validacdo de um método ou teste anafitirmcessario, Como primeiro passo,
estabelecer o (s) objetivo (s) (alegacéo) e aagdiw do méetodo (INMETRO, 2003), e a
seguir, classificd-lo. O objetivo e a aplicacdo destes rapidos estudados estao
estabelecidos acima. Com base nas definicdeAstmciation of Official Analytical
Chemists(AOAC) (AOAC, 1998) para métodos analiticos qudiMos e quantitativos, os
testes rapidos estudados foram classificados cestest qualitativos, assim, 0s parametros
de validagao utilizados foram escolhidos de acardm as recomendagbes da AOAC
(AOAC, 2000) para métodos qualitativos.

Os parametros de validacdo dos testes foram omgegjufaixa inteira de respostas;
faixas de trabalho; e porcentagem de falso negativaesultados positivos e porcentagem
de falso positivo em resultados negativos (pregisA®AC, 2000), nas duas faixas de
trabalho. Estes parametros foram obtidos atravésodgaracdo das respostas dos testes

com os resultados obtidos do método de determindegd®or de polimeros.

A faixa inteira de respostas, que foi obtida cohones de polimeros de 0,4 a 30,7 %,
foi considerada adequada ao estudo, pois o valdiong&sta (15 %) esta préximo ao valor
de restricao (14 %).

Foram obtidas duas faixas de trabalho: uma cooreslabaixo ou igual, e proximos
ao valor de restricdo, considerada faixa de an®stoeen resultados negativos. Foram
obtidas seis amostras desta faixa. A outra faiea calores acima e proximos ao valor de
restricdo, considerada faixa de amostras com aemdt positivos. Foram obtidas cinco
amostras desta faixa. Para a validacdo de tegpédosa 0 guia de validacdo da EPA
estabelece, para cada uma destas faixas, 0 nunieirnorde vinte amostras (EPA, 1995).
Entéo, para validar os testes rapidos, o nUmesnistras no nosso estudo foi considerado

insuficiente por isso, o estudo foi caracterizaglma preliminar.

A porcentagem de falso negativo em resultadosiposi{% FN) e a porcentagem de
falso positivo em resultados negativos (% FP) (pé®) foram, respectivamente, 20,0 e

33,0, para o VF; e zero e 33,0, para o FOS.

Pelos resultados obtidos até o momento, o tesdefla adequado para a tomada de

deciséo de descarte de Oleos e gorduras nao ca¥ppwois apresentou valor zero para % de
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FN, uma vez que para a Saude Publica, valores px@ % de FN sdo mais requeridos do

gue para os FP, e valores altos para o FP, nddsdudesejaveis.
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5 - CONCLUSOES

1. Oleos e gorduras monoinsaturados apresentar nemidéncia a formacdo de
EPOXI, CETO e HIDROXI e menor tendéncia a formad@opolimeros, do que 6leos e

gorduras polinsaturados;

2. O EPO, de possivel formacdo em o6leos e gordamasiso em frituras, e/ou seus

metabdlitos sao citotdxicos em células HTC metahaliente competentes;

3. Os grupos de EPOXI, CETO e HIDROXI constituerargitativamente uma fracéao
muito importante dos monémeros oxidados, sendoR@Xt e os HIDROXI as principais

substancias;

4. A alteracédo, dos 6leos e gordura estudados, gerdeficazmente verificada através
da determinacdo quantitativa de polimeros, dadeaaxscelente correlacdo com a perda de
acidos graxos insaturados e com a determinacdoPjes Gua formacao significativa na

alteracéao;

5. Os quatro testes rapidos estudados sado Utes gmrconhecer o nivel de

degradacédo dos oOleos/gorduras em uso em frituras;

6. Dos testes rapidos estudados, os baseados gmegdeales fisicas foram mais
eficazes do que os baseados em reacdes quimicasapavaliacdo da alteracdo e para
determinar o momento de descarte de 6leos e gerdaraiso em frituras;

7. O teste rapido FOS foi o de escolha para degidiomento de descarte de Oleos e

gorduras em uso em frituras;

8. Com os dados obtidos verifica-se a importanaa edtudos adicionais de
determinagdo quantitativa, estudos de metabolisnde d¢oxicidade dos mondmeros de

triacilglicerdis oxidados formados em oOleos/gordyseovenientes de frituras.
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