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RESUMO

Os extratos vegetais, além de conferirem sabores e aromas especiais aos
alimentos, vém sendo testados como alternativa ao uso de antioxidantes sintéticos
adicionados aos Oleos vegetais. Neste contexto, o objetivo do estudo “Extratos de
peliculas de amendoim (Arachis hypogaeae L.) como antioxidantes naturais em 6éleo
de soja’ foi avaliar o efeito protetor da adicdo dos extratos de peliculas de
amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST na qualidade do 6leo de
soja submetido a termoxidacédo. Para este fim, foram inicialmente avaliados o teor
de compostos fendlicos e a atividade antioxidante dos extratos pelos métodos
DPPH, FRAP e ABTS. Os tratamentos OS (6leo de soja), TBHQso (6leo de soja + 50
mg/kg de TBHQ), TBHQ100 (6leo de soja + 100 mg/kg de TBHQ), TBHQ2q0 (6leo de
soja + 200 mg/kg de TBHQ), Extratosy (6leo de soja + 50 mg/kg de compostos
fendlicos), Extratoigo (6leo de soja + 100 mg/kg de compostos fendlicos), Extratoog
(6leo de soja + 200 mg/kg de compostos fendlicos), TBHQse+Extratosy (50 mg/kg de
TBHQ + 50 mg/kg de compostos fendlicos) e TBHQgot+EXtratoige (100 mg/kg de
TBHQ + 100 mg/kg de compostos fendlicos), foram submetidos a termoxidacédo a
180°C por 0, 5 e 10 horas e os niveis de oxidacéao lipidica dos mesmos avaliados
pelos parametros indice de peréxidos, dienos conjugados, valor de p-anisidina, valor
Totox, compostos polares totais, estabilidade oxidativa e tocoferois. Os resultados
ressaltaram a eficiéncia antioxidante dos tratamentos Extratojoo € Extratozp da
variedade IAC Runner 886, assim como a atividade sinérgica entre os tratamentos
Extratoso da variedade IAC-Tatu-ST e o tratamento TBHQsp, destacando que ambas
as variedades de peliculas de amendoim conferiram protecdo ao 6leo de soja
submetido a termoxidacdo, e que, portanto, podem ser consideradas como uma

alternativa a utilizacéo de antioxidantes sintéticos adicionados ao 6leo de soja.

Palavras-chave: atividade antioxidante, termoxidacéo, estabilidade oxidativa.



ABSTRACT

Natural extracts, besides providing special taste and flavor to food, have been
evaluated as an alternative to synthetic antioxidant added to vegetable oils. That
being said, the main goal of the research “Peanut skins extracts (Arachis Hypogaeae
L.) as natural antioxidant” was to evaluate the protection effects of IAC Runner 886 e
IAC-Tatu-ST peanut skins extracts on soybean oil quality submitted to thermal
oxidation. To that aim, total phenolic compounds and antioxidant activity were initially
evaluated by the radical scavenging methods DPPH, FRAP and ABTS. The
treatments OS (soybean oil without antioxidants), TBHQso (soybean oil + TBHQ 50
mg/kg), TBHQ10o (soybean oil + TBHQ 100 mg/kg), TBHQ2 (soybean oil + TBHQ
200 mg/kg), Extratcsy (soybean oil + phenolic compounds 50 mg/kg ), Extractigo
(soybean oil + phenolic compounds 100 mg/kg), Extract,ge (soybean oil + phenolic
compounds 200 mg/kg), Extractsp+TBHQs (phenolic compounds 50 mg/kg + TBHQ
50 mg/kg) and Extractipo+TBHQ100t (TBHQ 100 mg/kg + phenolic compounds 100
mg/kg) were submitted to thermal oxidation at 180°C for 0, 5 and 10 hours and their
oxidation degree evaluated by the parameters peroxide index, conjugated dienes, p-
anisidine values, total polar compounds, oxidative stability and tocopherols
evaluated. The results highlighted the antioxidant efficiency of the IAC Runner 886
Extractigpo and Extractygo treatments and the synergistic effect between the treatments
IAC-Tatu-ST Extractsp and TBHQso, emphasizing that both peanut skins varieties
could protect the soybean oil submitted to thermal oxidation and that, therefore, can
be considered as an alternative antioxidant to replace synthetic antioxidants added to

soybean oil.

Keywords: thermal oxidation, antioxidant activity, oxidative stability.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se posiciona como um dos maiores produtores de 6leo de soja, um
dos 6leos vegetais mais produzidos e consumidos no mundo todo. O alto consumo
do dleo de soja no Brasil e no mundo é justificado por seu baixo prego comercial e
representa importante fonte de componentes vitais & saitde humana como acidos
graxos essenciais, vitaminas lipossollveis e compostos antioxidantes.

Apesar da sua composicado quimica benéfica a saude, os 6leos vegetais por
serem amplamente utilizados como meio de transporte de calor aos alimentos, sédo
submetidos a altas temperaturas e sofrem reac¢des quimicas de degradacdo que
comprometem a sua qualidade e seguranca.

Para o controle da degradacédo dos 6leos submetidos a condi¢cdes extremas
de stress oxidativo é recorrente 0 uso de antioxidantes que aumentam sua
estabilidade oxidativa.

Devido aos receios impostos pelo uso de antioxidantes sintéticos em
alimentos, ha uma atual e forte tendéncia que os antioxidantes sintéticos sejam
substituidos por antioxidantes naturais, que podem ser encontrados em abundancia
em todo o reino vegetal e, em especial, nas cascas, sementes e residuos gerados
pela agroindustria.

A valorizacéo e utilizacdo dos residuos agroindustriais representa importante
passo para a ampla conscientizacdo dos efeitos prejudiciais do seu descarte
inadequado ao meio ambiente. Representa, ainda, uma oportunidade econémica
grandiosa para uma sociedade cada vez mais preocupada com a sustentabilidade
de suas atividades produtivas.

A crescente populacdo mundial e a sua consideravel demanda por alimentos
e producdo exponencial de residuos alimentares, tornam o aprofundamento do
conhecimento das propriedades e aplicacdes tecndlogicas dos residuos
agroindustriais cada dia mais viavel e desejavel.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a utilizagao
dos extratos de peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-
ST, residuos do processamento industrial do amendoim, como antioxidantes
naturais em 6leo de soja submetido a termoxidagéo a 180°C, como uma alternativa a

utilizacdo dos antioxidantes sintéticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antioxidantes

Antioxidantes sdo susbtancias que, quando presentes nos alimentos em
concentracbes mais baixas do que o substrato oxidavel, retardam ou evitam
consideravelmente a sua oxidacdo. Contribuem, desta maneira, para a conservagao
dos alimentos, evitando mudancas na cor e sabor, sendo usados pela industria dos
alimentos para estender a vida de prateleira dos alimentos, em especial daqgueles
ricos em acidos graxos poli-insaturados (SINGH et al., 2007; REDA, 2011).

Os antioxidantes podem ser divididos quanto a suas classes e quanto o seu
modo de acdo. Quanto as classes, podem apresentar atividade enzimatica e nao
enzimatica. A atividade enzimética é exercida por compostos capazes de remover as
espécies reativas de oxigénio. J4 a atividade ndo enzimética € exercida por
moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a
reacdo. Os antioxidantes enzimaticos constituem o principal mecanismo de defesa
corporal contra os radicais livres e incluem a atividade da superdxido dismutase
(Sod), catalase (Cat), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
glutationa S-transferase (GST). O sistema de defesa ndo-enzimético inclui tanto
substancias produzidas no corpo, como acido lipbico, L-arginina, coenzima Q10,
melatonina, &cido Urico, bilirrubina, transferrina, etc., quanto o0s compostos
antioxidantes exdgenos, de origem dietética, entre os quais se destacam: vitaminas,
minerais e compostos fenolicos (BARBOSA et al., 2010; COTIGUIBA et al., 2013;
YEHYE et al., 2015).

Segundo o mecanismo de a¢do, os antioxidantes podem ser classificados em
antioxidantes priméarios e secundarios. Os antioxidantes primarios interrompem a
reacdo oxidativa em cadeia ao reagirem com os radicais livres. O atomo de
hidrogénio ativo do antioxidante é capturado pelos radicais livres alquila (R) e
radical peroxido (ROQO’) com maior facilidade que os hidrogénios alilicos das
moléculas insaturadas. Eles estabilizam a molécula pela transferéncia do atomo de
hidrogénio, a0 mesmo tempo em que sdo convertidos em radicais livres. Este
radical, entretanto, é estabilizado por ressonéancia, e ndo tem a capacidade de iniciar
ou propagar as reacfes oxidativas. Os antioxidantes secundarios, ou antioxidantes

preventivos, sdo compostos que retardam a velocidade de formacdo da cadeia de
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iniciacdo da auto-oxidacdo por diversos mecanismos, tais como: desativacdo do
oxigénio singlete, ligacdo com ions metélicos, absor¢do da radiagdo ultravioleta,
sequestro de oxigénio, ou regeneracdo dos antioxidantes primarios. Certos
compostos podem ainda atuar como antioxidantes terciarios. Estes compostos tém a
habilidade de se ligarem aos compostos carbonila. Assim, estes tipos de
antioxidantes ndo inibiriam a oxidacao lipidica, mas protegeriam as macromoléculas
alimentares de reagirem com grupos carbonilas reativos (HIDALGO; ZAMORA,
2017).

Para que os antioxidantes sejam utilizados na industria alimentar necessitam
ser econbmicos, atoxicos, efetivos a baixas concentracdes (0,01-0,02%), capazes de
resistir ao processamento, serem estaveis no produto final e ndo conferir cor, sabor
e odores desagradaveis. Em geral, a selecdo dos antioxidantes depende da
compatibilidade com o produto alimenticio, da adequacéo as regulamentacdes dos
orgdos compententes e do seu efeito protetor, geralmente determinado pela medida
de multiplas variaveis, entre elas, a estabilidade oxidativa sob condi¢cdes normais de
armazenamento e sob condicdes aceleradas de oxidacdo (SHAHIDI; ZHONG, 2005;
NAHM; JULIANI; SIMON, 2012).

2.1.1 Avaliagdo da atividade antioxidante

O ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € um dos mais amplamente
utilizados para determinar a atividade antioxidante de compostos fendlicos em
extratos naturais de plantas. O método é simples, eficiente, relativamente econdémico
e rapido. Baseia-se na reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
pelos compostos antioxidantes presentes no meio. O radical possui coloracao
parpura ou violeta, com uma forte absor¢éo em solucédo de etanol ou metanol a 515-
520 nm. As substancias antioxidantes podem doar um &tomo de hidrogénio ou
transferir um elétron para a molécula de DPPH, originando a forma reduzida DPPH-
H, de coloracdo amarelo pélido (Figura 1). A mudanca da cor violeta escuro para
violeta claro ou amarelo palido, resultante da diminuicdo da absorbéancia do radical
DPPH, pode ser monitorada por espectrofotometro UV/visivel para a determinagao
da capacidade antioxidante. Esse monitoramento deve ser realizado no escuro, por
ser a luz um fator interferente que acelera a diminuigdo da absorbancia, alterando os
resultados finais (OLIVEIRA, 2015; MUSA et al., 2016; AKAR et al., 2017).
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Figura 1. Radical livre DPPH (a) e sua forma reduzida (b).
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O ensaio antioxidante de determinacdo do poder de reducdo do ion ferro,
denominado FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), se baseia na reducédo de
um complexo férrico incolor (Fe’+tripiridiltriazina) a um complexo ferroso de
coloracdo azul (Fe* tripiridiltriazina) pela acdo de antioxidantes doadores de
elétrons em um meio com baixo pH (Figura 2) (IRSHAD et al., 2012).

Figura 2. Reducdo do complexo férrico (Fe®" tripiridiltriazina) em ferroso (Fe?
tripiridiltriazina) pela acao de antioxidantes.
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A alteracdo na tonalidade da mistura de reacao ocorre quando ha a producédo

do fon Fe?" (forma ferrosa) a partir da reducéo do fon Fe** (forma férrica) presente
no complexo 2,4,6 tripiridil-s-triazina (TPTZ), cuja absorbancia pode ser medida no
comprimento de onda de 595 nm. Quanto maior a absorbancia ou intensidade da
coloracdo, maior sera o potencial antioxidante (URREA-VICTORIA et al., 2016).

No ensaio de captura do radical catibnico ABTS ou capacidade antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC), o sal 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS) € convertido em seu radical catidnico (ABTS®") pela adicdo de um forte
agente oxidante, como o permanganato de potassio ou permanganato de persulfato
(Figura 3). O radical ABTS®" formado apresenta coloracéo verde-azulada e maxima

absorcdo de luz a um comprimento de onda de 734 nm. Para andlise da atividade
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antioxidante pode ser reduzido por um antioxidante, com consequente supresséo da
sua absorcao e coloracgio caracteristica (MARTYSIAK-ZUROWSKA; WENTA, 2012).

Figura 3. Estabilizacdo do radical ABTS®" por um antioxidante e a sua formacg&o

pelo persulfato de potassio (K2SOs).
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O ensaio avalia fotometricamente o decréscimo da absorbancia do cétion
ABTS*®" ao ser capturado pelas substancias antioxidantes presentes na amostra,
comparando com a de um antioxidante sintético padrdo, o acido 2-carboxilico-6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano (Trolox), um analogo hidrossollvel da vitamina E
submetido as mesmas condicdes de andlise do antioxidante. A avaliacdo da
capacidade antioxidante é, portanto, mensurada através da habilidade dos
compostos ou amostras avaliadas em reduzir a coloracdo da solugdo do radical
ABTS*", reagindo diretamente com o radical, levando a formacdo de ABTS de cor
verde clara ou incolor. O método € aplicavel ao estudo de antioxidantes
hidrossoluveis e lipossolluveis, compostos puros e extratos vegetais (FRANCA, 2011;
SOUZA, 2013; BOLIGON et al., 2014; OLIVEIRA, 2015).

2.1.2 Antioxidantes sintéticos aplicados em 6leos vegetais

Os antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados em alimentos na

maioria dos paises devido a sua eficiéncia e seu baixo custo em comparacdo aos
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antioxidantes naturais. O butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato
de propila (GP) e terc butil hidroquinona (TBHQ) sdo os antioxidantes sintéticos mais
utilizados na industria de alimentos, sendo selecionados de acordo com sua
solubilidade, estabilidade térmica, tipo de alimento ao qual sera adicionado e
sinergismo (SAHIDI; ZHONG, 2005; PATIL, 2014).

O BHA e o BHT dissolvem-se na maioria dos 6leos e gorduras, sendo mais
adequados para utilizacdo em gorduras animais. O BHA, em especial, € mais efetivo
em preservar os alimentos que contém gordura animal com cadeias de acidos
graxos curtas. Apresenta ainda, bom desempenho em produtos assados, apesar de
volatilizar-se nos processos de fritura. O BHT € mais efetivo em gorduras animais do
gue em Oleos vegetais. Também ¢é apropriado em produtos submetidos a altas
temperaturas, mas nédo € tao estavel quanto o BHA. O GP, que nao é prontamente
solavel, é mais efetivo em 6leos vegetais do que o BHA e BHT. No entanto, o GP
ndo é estivel a altas temperaturas, sendo inadequado sua utilizacdo em 06leos
vegetais destinados a fritura. O ponto de ebulicdo do GP, por exemplo, esta entre
161,3 e 201,3°C, seguido em ordem crescente pelos antioxidantes BHT e BHA, que
apresentam, respectivamente, pontos de ebulicdo de 265 e 268°C, e pelo TBHQ,
com ponto de ebulicdo entre 271,3 e 311,3°C. Desta maneira, o TBHQ, por ser
menos volatil que os antioxidantes BHA, BHT e GP, é considerado o antioxidante
mais apropriado quando se utilizam altas temperaturas, como, por exemplo, nos
processos de fritura (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002; VENKATESH,;
SOOD, 2011; THORAT et al., 2013; ANBUDHASAN et al., 2014).

O BHT e o BHA apresentam efeito sinérgico quando usados em combinacao.
Por sua vez, o TBHQ e o GP apresentam efeito sinérgco com o BHA e BHT
(VENKATESH; SOOD, 2011).

Apesar da sua ampla utilizacdo, a aprovacdo de um antioxidante para
aplicacdo em alimentos requer extensos estudos toxicolégicos para avaliar seus
possiveis efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos. A complexidade
destes estudos impde dificuldades na producédo de resultados consistentes quanto a
seguranca dos antioxidantes sintéticos, e explica as diferencas quanto a aprovacao
e dosagens maximas permitidas entre os diferentes paises (TAGHVAEI; JAFARI,
2015).

O consumo dos antioxidantes sintéticos dentro dos limites de recomendacao

nao representa ameaca a saude. Entretanto, estudos sugerem que estes
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antioxidantes podem apresentar efeitos toxicos quando consumidos em altas
concentragfes. Doses de 500 mg/kg, 5000 mil vezes maior que a ingestdo diaria
estimada de BHT e BHA (0,1 mg/kg), por exemplo, tém demonstrado causar
alteracdes lipidicas, enzimaticas, patolégicas ou efeitos carcinogénicos. Além da
toxicidade, a ingestdo em longo prazo destes antioxidantes pode ocasionar o
desenvolvimento de efeitos colaterais crbénicos, ocasionados pelo acumulo destes
antioxidantes no organismo. De fato, tém-se observado que os produtos do
metabolismo dos antioxidantes sintéticos apresentam diferentes padrdoes de
excrecdo. Tem sido observado, por exemplo, que a excre¢cao do BHT ocorre a taxas
de velocidade consideravelmente inferiores as do BHA, aumentando as chances do
seu acumulo no organismo (VENKATESH; SOOD, 2011).

Neste contexto, os antioxidantes sintéticos tém sido banidos em alguns
paises. Como exemplo, o BHT foi banido para uso em alimentos no Japao,
Roménia, Suécia e Australia, e em alimentos infantis nos Estados Unidos. O TBHQ,
por sua vez, é proibido no Japado e nos paises europeus. Nos Estados Unidos, seu
uso ndo é permitido em combinacdo com GP (SHALABY; SHANAB, 2013).

2.1.3 Antioxidantes naturais aplicados em 6leos vegetais

Os Oleos vegetais contém naturalmente uma variedade de compostos
antioxidantes, como os tocoferois, compostos fendlicos, esterois, etc., que auxiliam
na estabilidade dos 6leos a altas temperaturas. Contudo, apesar da presenca de
antioxidantes naturais, os 0Oleos vegetais sdo instaveis a elevadas temperaturas
devido ao seu alto conteddo em acidos graxos poli-insaturados. Portanto, a
resisténcia dos Oleos vegetais a altas temperaturas € um requisito importante para a
producdo e consumo de alimentos seguros a saude e adicdo de antioxidantes
resistentes a altas temperaturas, naturais ou sintéticos, € fundamental para contribuir
com o aumento da resisténcia dos 6leos ao processamento térmico (YANISHLIEVA,
MARINOVA, 2001).

Durante as ultimas duas décadas, o uso de antioxidantes naturais e de
extratos de plantas tem recebido crescente interesse devido a preocupacdes a cerca
de possiveis efeitos prejudiciais a saude gerados pelo uso de antioxidantes
sintéticos. Neste contexto, muitas pesquisas sobre a aplicacdo de extratos naturais

de plantas com atividade antioxidante em varios Oleos vegetais tém sido
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desenvolvidas, tendo como principal objetivo a reducéo da utilizagdo de compostos
sintéticos como antioxidantes (NAHM, JULIANI; SIMON, 2012; TAGHVAEI; JAFARI,
2015).

Dentre as principais matérias-primas pesquisadas como fontes antioxidantes
alternativas destacam-se os residuos agroindustriais, em especial as sementes de
frutos, tais como liméao e uva; especiarias, como pimenta, coentro, gengibre, alecrim,
manjericdo, orégano e tomilho, e ainda, as plantas alimenticias ndo convencionais
(ANDREO, 2007; ANGELO; JORGE, 2008; JORGE; VERONEZI; DEL RE, 2015;
LUZIA; JORGE, 2009; DIAS; MENIS; JORGE, 2015; FREITAS et al., 2017; JORGE;
VERONEZI; PEREIRA, 2016).

O reino vegetal € a maior fonte de antioxidantes naturais e os polifendis séo a
classe de compostos quimicos naturais mais abundantes da natureza. O termo
“polifendis” se refere a classe de compostos naturais caracterizados pela presenca
de um ou mais grupos hidroxila ligados a um anel aromético. Estes tipos de
compostos sao eficientes como antioxidantes sequestradores de radicais livres ou
como quelantes de metais. Eles podem ser classificados de maneira geral em
flavonoides (ex. flavonas, isoflavonas, flavondis, flavanois flavononas, antocianinas,
e taninos condensados ou hidrolizaveis etc.) e néo flavonoides (ex: acidos fendlicos,
estilbenos e lignanas) (SCHILLACI; NEPRAVISHTA; BELLOMARIA, 2014).

Os compostos fendlicos de origem vegetal tém atraido atencdo devido a sua
abundéancia e também a sua consideravel capacidade antioxidante (BUBONJA-
SONJE; GIACOMETTI; ABRAM, 2011).

De fato, as pesquisas que avaliam o efeito antioxidante da adicdo de
diferentes extratos de plantas em diferentes matrizes alimentares, estdo baseadas,
na sua grande maioria, na extracdo especifica dos compostos fendlicos. Devido a
sua localizacdo na interface ar-6leo, os compostos fendélicos apresentam maior
estabilidade oxidativa que os tocoferois em sistemas lipidicos a altas temperaturas.
Estes, apesar de apresentarem alta atividade antioxidante em sistemas lipidicos, séo
instaveis a temperaturas superiores a 140°C, apresentando, portanto, protecao
limitada durante o processo de aquecimento dos 6leos (JIMENEZ et al., 2017).

Os compostos bioativos possuem diferentes habilidades antioxidantes, mas
guando fazem parte de uma mistura complexa, a atividade antioxidante total desta,
pode ser alterada devido a interacdes sinérgicas, aditivas ou até mesmo antagbnicas

(CHAWLA et al., 2015). Neste contexto, os antioxidantes dos extratos de fontes
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naturais podem interagir com os antioxidantes exdégenos e enddgenos presentes nos
alimentos e proporcionarem, quando combinados, efeito antioxidante sinérgico; este
processo gera uma atividade antioxidante maior do que a originada pela adicdo de
um antioxidante isolado. Recentemente, um procedimento foi descrito para
identificar e quantificar os efeitos da interagdo entre dois antioxidantes e esclarecer
0S mecanismos de interacdo em uma mistura complexa de antioxidantes (MAO et
al., 2017).

Os resultados das pesquisas com antioxidantes naturais ou extratos de
plantas tém demonstrado que a maioria dos aditivos naturais possuem maior
atividade antioxidante e estabilidade térmica do que os antioxidantes sintéticos
(BUBONJA-SONJE; GIACOMETTI; ABRAM, 2011).

2.2 Oxidacéo lipidica em Gleos vegetais

De uma maneira geral, a oxidacdo lipidica pode ser descrita como um
processo no qual os oxidantes reagem com as duplas ligacdes dos acidos graxos
poli-insaturados da molécula lipidica, originando produtos finais que podem afetar
tanto o aroma, a cor e 0 sabor, quanto as qualidades nutricionais dos alimentos.
Além da deterioracdo nuricional, a oxidagao lipidica produz compostos citotoxicos e
genotoxicos que sdo deletérios & saude humana (AYALA; MUNOZ; ARGUELES,
2014 ; SOHAIB et al., 2017).

As reacfes quimicas da oxidacdo se desenvolvem em trés etapas: iniciacao,
propagacéo e terminacao. Na etapa de iniciagao, a luz, a temperatura ou 0s metais
catalisam a formacdo dos radicais alquila nos lipidios. Na fase de propagacéo, 0s
radicais alquilas reagem com o oxigénio para formar os radicais peréxidos, que
podem remover hidrogénio de novas moléculas de lipidios e formar os
hidroperoxidos, produtos primarios da oxidacdo. Durante este processo, novos
radicais alquilas se formam e déo continuidade as reacdes. Na etapa de terminacao,
os antioxidantes doam atomos de hidrogénio para os radicais peroxidos, que
também podem reagir entre si, resultando na formacéo de produtos estaveis (TIAN,
2016).

Um dos processos culinarios mais comuns em todo o mundo, tanto em
preparacdes domésticas, comerciais ou industriais, consiste em cozinhar o0s

alimentos em imersdo em oOleos e gorduras. Além de proporcionar propriedades
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sensoriais amplamente desejaveis aos alimentos e apreciadas pelos consumidores,
como cor, sabor e textura, o processo de imersdo dos alimentos em 6leo em altas
temperaturas reduz consideravelmente o tempo de coccdo e agrega valor nutritivo
dos alimentos devido a incorporacdo simultdnea de importantes componentes
lipidicos, como a vitamina E, e &cidos graxos essenciais (CASAL et al., 2010).

Por outro lado, durante o aquecimento, o 6leo exposto a altas temperaturas
(150 a 180°C), ao oxigénio e a umidade dos alimentos, esta sujeito a hidrolise,
oxidacdo e polimerizacdo dos triacilglicerideos (LI et al., 2017). Estas reacdes
quimicas de termoxidagdo seguem o mecanismo geral de oxidacao lipidica, onde
acidos graxos insaturados, livres ou ligados aos triacilgliceréis sofrem reacdes em
cadeia com radicais livres, levando a formacéo de uma variedade de produtos, como
peréxidos, epoxidos, aldeidos, hidrocarbonetos e polimeros, que alteram as
propriedades quimicas, nutricionais e sensoriais dos Oleos e dos produtos
processados termicamente com 6leos, limitando sua vida de prateleira e levantando
preocupacdes quanto a possiveis efeitos deletérios a saude humana (VACLAVIK et
al., 2013; MBA; DUMONT; NGADI, 2017).

Devido as altas temperaturas, as reacfes termoxidativas apresentam
extensdo e velocidade consideravelmente superiores as da autoxidacdo, oxidacao
autocatalitica responsavel pelo processo oxidativo a temperatura ambiente
(MARINOVA et al., 2012).

2.3 Avaliacédo da qualidade dos 6leos vegetais

Estédo descritos dezenas de métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos para
a avaliacdo da estabilidade oxidativa de 6leos e gorduras. Porém, nenhum método
se correlaciona de um modo perfeito com as modificacbes sensoriais produzidas no
decurso das reacfes de oxidacdo. Cada método fornece informacfes sobre um
estado particular do processo oxidativo, variavel em funcdo das condi¢des aplicadas
e dos substratos lipidicos usados (SILVA; BORGES; FERREIRA,1999).

Os meétodos analiticos que avaliam o grau de oxidacdo lipidica podem ser
divididos em dois grandes grupos: métodos que avaliam as alteracbes oxidativas
primérias, como aqueles que avaliam as mudangas na composi¢cdo dos &acidos
graxos, os que medem a absorcdo de oxigénio, os valores de hidroperoxidos e

peréxidos, o indice de estabilidade oxidativa e dienos conjugados; e os métodos que
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avaliam as alteragdes oxidativas secundarias, como a determinagédo de substancias
reativas ao tiobarbitarico (TBARS), valor de p-anisidina e valor total de oxidacao
(Totox) (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2002).

Como métodos mais precisos para avaliagcdo da oxidacao lipidica podem ser
citadas as técnicas de espectrofotometria UV-visivel e cromatografias liquida e
gasosa acoplada a detectores de massa (MS) e ionizacdo de chama (FID), que
podem identificar e quantificar individualmente os &cidos graxos e os produtos de
oxidacdo (VASKOVA; BUCKOVA, 2015).

Outras técnicas baseadas em diferentes principios, como a calorimetria de
varredura diferencial (DSC) e ressonancia nuclear magnética (NMR), também tém
sido utilizadas para avaliar a oxidacéo lipidica (SHAHIDI; ZHONG, 2005).

2.3.1 indice de peroxidos

Uma importante etapa da oxidacdo lipidica € a reacdo do oxigénio com as
moléculas de acidos graxos insaturados para formar hidroperoxidos, que podem ser
utilizados como medida da extensdo dos estagios iniciais da oxidacdo. A medida do
indice de peroxidos € o valor que expressa em miliequivalentes de oxigénio, a
quantidade de perdxidos presentes em 1.000 g da amostra analisada. Com a
continuidade do processo de oxidagédo, os peroxidos sdo degradados e o valor do
indice de peréxidos diminui. A diminuicdo nos estagios finais pode ocorrer devido a
decomposicao dos hidroperéxidos em produtos secundarios da oxidacdo. Este fato
torna a avaliacdo simultanea dos produtos secundarios de oxidacdo uma medida
apropriada para avaliacdo da qualidade dos 6leos e gorduras (MEMON et al., 2010;
BARRIUSO; ASTIASARAN; ANSORENA, 2013).

A farmacopéia europeia descreve um método iodométrico como padrdo ouro
para a avaliacdo de perdéxidos em Oleos, alimentos, farmacos e industria de
combustiveis. O método € baseado na interacdo entre uma solucdo saturada de
iodeto de potassio e as substancias oxidativas presentes nas amostras de 0leos.
Brevemente, a oxidacédo do iodeto (I) pelos peroxidos libera iodo (I2), que por sua
vez, reage com o iodeto para formar poli-iodetos, como o tri-iodeto (I™®. Na presenca
de amido, um indicador tipico para analises iodométricas, complexos de coloragéo
azuis sao formados. A titulagdo com tiossulfato de sédio (NaS,03) reduz o tri-iodeto

(I®) em iodeto (I"). Assim, a colorag&o azul diminui até que todos os anions tri-iodeto
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tenham sido reduzidos, gerando uma solugdo incolor. O volume consumido de
tiossulfato correlaciona-se diretamente com a concentracdo de hidroperdxidos
presentes nas amostras de 0leo (EERTMANS et al., 2013).

A agéncia nacional de vigilancia sanitaria, segundo resolucédo n°® 270, de 22
de setembro de 2005 estabelece para 6leos e gorduras refinadas, o valor maximo de
10 mEqg/kg de perdxidos, enquanto para Oleos prensados a frio e nao-refinados
refinados, o valor maximo de 15 mEq/kg de peroxidos (BRASIL, 2005).

2.3.2 Dienos conjugados

A formacdo de hidroperéxidos a partir de acidos graxos insaturados €
geralmente acompanhada pela estabilizacdo do radical por rearranjo das duplas
ligacbes, dando origem a dienos e trienos conjugados. Estes compostos
relativamente estaveis absorvem luz na faixa ultravioleta de 235 e 270 nm,
respectivamente. Esta absorcdo pode ser medida por técnicas espectrofotométricas
para monitorar o nivel de oxidacdo lipidica durante os tratamentos térmicos,
especialmente em 6leos vegetais (BARRIUSO; ASTIASARAN; ANSORENA, 2013).

Os dienos conjugados sao o resultado da primeira modificagéo estrutural da
oxidacdo lipidica. Portanto, refletem a formacdo dos compostos priméarios de
oxidacdo. Os valores de dienos conjugados se correlacionam com os valores de
peréxidos, ao menos noOs estagios iniciais da oxidacdo. Sua deteccao
espectrofotométrica é simples e rapida, sendo bastante utilizada como indicador da
oxidacdo lipidica. Entretanto, os dienos conjugados ndo sdo uma medida absoluta
do grau de oxidacao lipidica, pois esta constitui um processo dinamico onde 0s
dienos conjugados séo transformados no seu decorrer, em outros produtos (XIE,
2015).

2.3.3 indice de p-anisidina

O teste de p-anisidina estima os produtos de oxidagdo secundarios dos
acidos graxos insaturados, principalmente 2,4-alcadienos e 2-alquenais, sendo
caracterizado como um teste empirico para avaliar a rancidez oxidativa avangada de
Oleos e gorduras. Os aldeidos representam quase 50% dos compostos volateis

produzidos durante a oxidacgao lipidica e sdo considerados responsaveis pelo sabor
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de ranco em 6leos e gorduras. O teste de p-anisidina € particularmente Util para
avaliar mudancas oxidativas em Oleos aquecidos. Por isso, é frequentemente
utilizado conjuntamente com o indice de perdxidos para calcular o valor de oxidagéo
total ou Totox (TOMPKINS; PERKINS, 1999; LABRINEA; THOMAIDIS; GEORGIOU,
2001).

Os peréxidos presentes no 6leo ou gordura oxidados séo intermediarios
transitorios que se decompdem em varios compostos carbonila ou outros
compostos, especialmente 2,4-alcadienos e 2-alquenais na presencga de p-anisidina
em meio acido. O teste envolve uma reacdo de condensacdo entre dienos
conjugados ou 2-alquenais e p-anisidina para formar produtos coloridos.
Especificamente, baseia-se na reatividade do grupo funcional carbonila do aldeido
com o grupo funcional amina da p-anisidina, levando a formagdo de uma base de
Schiff, que absorve luz ultravioleta a 350 nm. O valor de p-anisidina é empiricamente
definido como 100 vezes a absorbancia de uma solucdo resultante de 1 g de
gordura ou 6leo com 100 mL de iso-octano/acido acético/p-anisidina, medido a 350
nm.

Com o aumento da insaturacdo, a absorb&ncia méxima direciona-se a
maiores comprimentos de onda e como o aumento da intensidade da cor € maior na
presenca de dienos conjugados do que na presenca de 2-alquenais, a maxima
absorcéo varia dependendo do tipo de 6leo. Assim, o valor de p-anisidina é apenas
comparavel entre 6leos de um mesmo tipo. Apesar de ser uma determinacao
empirica, é consideravel ser bem correlacionado com o nivel de produtos da
oxidacdo secundaria, como o0s aldeidos, que sdo mais estaveis que 0s
hidroperoxidos. Representa, desta maneira, um indicador muito Util da qualidade do
6leo e complementa o indice de peréxidos (LABRINEA et al., 2001; MOIGRADEAN;
POIANA; GOGOASA, 2012; FREIRE et al., 2013; MIGUEL et al., 2014).

2.3.4 Compostos polares totais

Nos Oleos vegetais, a oxidacdo lipidica ocorre durante a estocagem ou
guando os 0Oleos sdo submetidos ao processo de aquecimento em algumas etapas
da refinagdo, ou ainda, na coccéo ou fritura dos alimentos. Muitos produtos da
oxidacao lipidica contém grupos funcionais oxigenados que lhes proporcionam maior

polaridade do que os triacilgliceréis. Estes compostos sédo geralmente denominados
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compostos polares totais e representam a maioria dos compostos de alteragdo néo-
volateis formados durante a oxidacgéao lipidica. Os compostos polares ndo volateis ou
remanescentes incluem os mondémeros, dimeros e oligdbmeros de triacilglicerois
oxidados. Os acidos graxos livres, os mono e diacilglicerois, formados durante a
quebra hidrolitica dos triacilglicerdis, que ndo sdo volateis sob aguecimento, podem
também permanecer no 6leo, assim como oligbmeros de esterdis e compostos de
degradacdo de antioxidantes (ALADEDUNYE, 2011; KITTIPONGPITTAYA et al.,
2012; CORREIA et al., 2015).

Os compostos polares conferem efeitos negativos ao sabor e valor nutricional
dos alimentos fritos. Além disso, podem ser prejudiciais a sautde humana, estando
relacionados a diversas enfermidades, como o cancer, Alzheimer, Parkinson,
arteriosclerose e a doencas inflamatorias cronicas (KITTIPONGPITTAYA et al.,
2012; CORREIA et al., 2015).

Levando-se em consideracdo a preocupacdo que concerne os efeitos a
saude, o conteudo em compostos polares constitui um indice de qualidade de
referéncia para o monitoramento de 6leos e gorduras improprios para 0 consumo
humano. Diversos paises, em regulamentagces proprias para a adequada rejeicdo
ou substituicdo dos 6Oleos de fritura, estabeleceram valores entre 20 e 27% como 0S
niveis maximos toleraveis de compostos polares totais. Como exemplo, Franca,
Alemanha e Estados Unidos estabeleceram 24% como valor méximo de CPT; Italia,
Bélgica, Turquia, Espanha, Tailandia, 25%, enquanto China e Austria, 27%. No
Brasil, segundo informe técnico n° 11, de 5 de outubro de 2004, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria determina como ponto de descarte para 6leos de fritura, o
limite maximo de 25% compostos polares totais (ANVISA, 2004; KARAKAYA,
SIMSEK, 2011; SONG et al., 2017).

2.3.5 Estabilidade oxidativa

Cada o6leo vegetal possui estabilidade caracteristica frente a oxidacdo. A
maior ou menor estabilidade apresentada pelos 6leos vegetais depende da sua
composicado em acidos graxos ou grau de instauracao, e do conteddo em compostos
minoritarios, como o0s tocoferois, particularmente y-tocoferol, certos esterais,
hidrocarbonetos (esqualenos), carotendides, polifendis e tracos de metais. A

resisténcia dos 6leos a termoxidacdo depende principalmente da razdo entre os
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acidos graxos poli-insaturados e saturados. A presenca de alto conteado em &cidos
graxos poli-insaturados aumenta a susceptibilidade dos 6leos a oxidagdo (TABEE,
2008; CASAL et al., 2010).

A estabilidade oxidativa ou periodo de inducdo € definido como o tempo
durante o qual existe uma resisténcia natural do 6leo a oxidagéo, devido ao seu
conteddo em antioxidantes. Também pode ser definido como a medida de tempo
necessaria para que alteracbes rapidas na taxa de oxidacdo sejam observadas.
Representa um dos parametros mais importante para avaliagdo da qualidade de
Oleos e gorduras, auxiliando no estabelecimento de medidas que proporcionem
maior protecdo dos Oleos e gorduras a oxidacdo (MARINOVA et al., 2012;
TIMILSENA et al., 2017).

Os antioxidantes em 6leos vegetais destinam-se a preservacdo dos acidos
graxos insaturados. Para exercerem esta funcao, necessitam, porém, que possuam
alta estabilidade térmica, que geralmente € avaliada determinando-se o periodo de
inducdo em condi¢cdes normais de estocagem e condicdes aceleradas de oxidagao
(NAHM; JULIANI; SIMON, 2012).

A determinacdo da resisténcia de Oleos e gorduras a oxidacédo lipidica, a
temperatura ambiente, é uma andlise bastante lenta e tediosa. Assim, muitos
métodos acelerados que empregam altas temperaturas e fluxo de ar tém sido
desenvolvidos para avaliar a estabilidade oxidativa em um periodo de tempo
relativamente curto (GAO; BIRCH, 2016).

Nos testes acelerados de estabilidade, as amostras sdo submetidas a
condicbes que mimetizam as condi¢cbes reais de armazenamento dos alimentos.
Nestes testes, fatores externos sdo usualmente empregados para acelerar a
oxidacdo, como temperaturas elevadas, luz, metais catalisadores, pressao elevada,
e fluxo de ar (WASOWICZ et al., 2004).

O ensaio de Rancimat, um dos testes acelerados de estabilidade mais
populares devido a sua simplicidade, rapidez, eficiéncia e reprodutibilidade, tem sido
empregado amplamente hd mais de duas décadas e demonstrado correlacdo com
outros métodos sensoriais e/ou analiticos. Constitui um teste acelerado de oxidacao
que avalia a efetividade dos antioxidantes utilizados em 0leos e gorduras, onde as
amostras testadas sdo mantidas a altas temperaturas e expostas a um fluxo de ar,

acelerando o processo de oxidag&o do 6leo. Nestas condi¢fes, a autoxidagédo ocorre
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em poucas horas, ao invés de semanas ou meses (TUAN, 2011; GARCIA-MORENO
et al., 2013).

De maneira mais especifica, o ensaio de Rancimat baseia-se na conducao do
acido formico, um produto da oxidacao lipidica a agua destilada presente em um
compartimento do equipamento analitico. A condutividade da agua é monitorada de
forma continua até o momento em que esta aumenta de maneira aguda. Neste
meétodo, a estabilidade oxidativa se define como o tempo em horas necessario para
que a reacdo de oxidacdo alcance o ponto de flexdo maximo na representacdo
grafica da condutividade versus tempo (LOPEZ; BENITES; PAUCAR, 2013).

2.4 Compostos bioativos

Compostos bioativos sdo definidos como substancias que possuem acao
biolégica especifica em animais e humanos. Podem ser definidos ainda, como
constituintes extra nutricionais presentes nos alimentos em pequenas quantidades,
que conferem efeitos benéficos a saude. Os compostos bioativos tém sido
extensivamente estudados principalmente por influenciarem as atividades celulares
gue modificam e reduzem o risco de doencas cronicas associadas ao stress
oxidativo. Além de inibirem a autoxidacdo lipidica, devido a sua atividade
antioxidante, os compostos bioativos podem preservar a qualidade dos alimentos ao
atuarem como inibidores enzimaticos ou como agentes antimicrobianos (SAPONJAC
et al., 2015; TEMBO; HOLMES; MARSHALL, 2017).

2.4.1 Compostos fendlicos

Sabe-se que o metabolismo das plantas € dividido em primério e secundario.
As substancias que sdo comuns a todos 0s organismos Vivos e que Sao essenciais
ao crescimento, desenvolvimento e manutencdo celular (lipidio, proteinas,
carboidratos e acidos nucléicos) sao originadas no metabolismo primario. Por outro
lado, os compostos presentes em células especializadas que ndo sao diretamente
essenciais para 0 metabolismo fotossintético e respiratorio, mas que Sao
considerados necessarios para a sobrevivéncia da planta no meio ambiente, sédo
originados no metabolismo secundario, cujos produtos sdo estruturalmente e

guimicamente mais diversos do que os do metabolismo primario. O padrdo de
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metabolitos secundarios de uma determinada planta é complexo; variando entre
individuos e entre populagbes; tecido ou 6rgdo; e entre diferentes fases de
desenvolvimento. S&o classificados em diversos grupos de acordo com suas
variadas rotas metabdlicas e caracteristicas estruturais. Aparentemente atuam na
defesa (contra herbivoros, micro-organismos, virus, ou plantas competidoras) e
como compostos de sinalizagéo (para atrair polinizadores ou animais que dispersam
sementes), assim como proteger as plantas da radiacdo ultravioleta e oxidantes
(LATTANZIO, 2013).

Os polifendis constituem um dos mais numerosos grupos de metabdlitos
secundéarios ou fitoquimicos do reino vegetal. Sua heterogeneidade estrutural
evidencia-se em mais 8000 estruturas fendlicas ja descritas. Abrangem desde
simples moléculas de baixo peso molecular com apenas um anel aromético até
polimeros complexos. A diversidade e a ampla distribuicdo dos compostos fendlicos
no reino vegetal tém levado a proposicado de diferentes categorias de classificacao
destes compostos naturais. De uma maneira geral, os compostos fendlicos tém sido
classificados de acordo com sua origem, funcdo biolégica e estrutura quimica
(TSAO, 2010; CARTEA et al., 2011).

A diversidade estrutural esta relacionada a uma variedade de propriedades
associadas a funcbes especificas nas plantas. Entre as diversas func¢des exercidas
pelos compostos fendlicos, podem ser citadas as propriedades sensoriais, como cor,
aroma, sabor e adstringéncia; estruturais (polimeros de lignina), de sinalizacao
bioguimica (4cido salicilico e flavonoides), de protecdo as irradiacfes ultravioletas
(flavonoides), de reproducdo, assim como resisténcia a insetos e predadores. Os
compostos fendlicos classificados como antocianidinas, por exemplo, sdo pigmentos
naturais responsaveis pela coloracédo entre vermelho e lilas encontrados em muitas
frutas, legumes e hortalicas. As cores vivas e intensas conferidas por estes
pigmentos tém um papel importante em vAarios mecanismos reprodutores das
plantas, tais como a polinizacdo e a dispersdo de sementes. Sao bastante comuns
também em folhas jovens, onde podem exercer um efeito repelente contra insetos
herbivoros. Outros exemplos séo as proantocianidinas, também chamadas taninos
condensados e os taninos hidrolisaveis, que podem patrticipar na defesa das plantas
contra herbivoros, fungos e virus, presumivelmente devido a propriedade dos

taninos de complexarem com as proteinas. A interacdo destes compostos com as
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proteinas salivares também esta na origem da sensacao de adstringéncia de alguns
frutos (especialmente se pouco maduros) (CHEYNIER, 2012).

Do ponto de vista da fisiologia humana, os compostos fendlicos tém recebido
consideravel atencao principalmente por possuirem propriedades antioxidantes e por
estarem presentes em uma ampla variedade de alimentos de origem vegetal
comumente consumidos. Estudos recentes tém confirmado a fungcdo dos compostos
fendlicos na prevencao de doencas degenerativas, particularmente, cancer, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Também estdo associados ao anti-
envelhecimento, a reducao da inflamacao e a diminuicdo da incidéncia de diabetes.
Seu forte poder antioxidante vem a somar e complementar as fun¢des das vitaminas
e enzimas que atuam na defesa contra o estresse oxidativo causado pelo excesso
de espécies reativas de oxigénio (ROS). Apesar de que a maioria das evidéncias da
atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta baseada em estudos in vitro,
existem evidéncias que indicam que os compostos fendlicos podem exercer outras
funcdes além da sua capacidade antioxidante, in vivo (TSAO, 2010; CARTEA et al.,
2011; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013; LIN et al., 2016).

Entretanto, a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos depende em
grande extensdo da estrutura quimica destas substancias. Entre os compostos
fenolicos de conhecida atividade antioxidante, destacam-se os flavonoides, os
taninos e as cumarinas, assim como os acidos fendlicos (GIADA, 2013).

A extracdo dos compostos fendlicos depende majoritariamente da natureza
da matriz alimentar e das propriedades quimicas dos compostos fendlicos, incluindo
estrutura molecular, polaridade, nimero de anéis aromaticos, grupos hidroxilas,
concentracdo e proporcdo dos compostos fendlicos. Portanto, devido a diversidade
da composicdo em compostos fendlicos dos diferentes tipos de tecido vegetal que
constituem as amostras, a recuperacao 6tima dos compostos fendlicos depende da
escolha adequada do método de extracdo (KHODDAMI; WILKES; ROBERTS,
2013).

2.4.2 Tocoferois
As vitaminas sdo compostos organicos essenciais para as fungoes fisiologicas

normais do organismo, que ndo as sintetizam ou ndo as sintetizam suficientemente,

devendo, portanto, serem obtidas a partir da dieta. O grupo da vitamina E possui oito
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constituintes, divididos em tocoferois e tocotrienois. Tanto o grupo dos tocoferois
quanto os dos tocotrienois diferem estruturalmente de acordo com o ndmero e a
localizacdo dos grupos substituintes no anel cromanol, enquanto os tocotrienois
diferem dos tocoferois por possuirem uma cadeia lateral insaturada (Figura 4).

Os tocoferois sdo sintetizados em plantas e bactérias. Nas plantas, os
tocoferois sdo mais abundantes nas membranas fotossintéticas, onde exercem
funcdo de antioxidantes associados as membranas (RICARDO, 2013; WANG et al.,
2017).

Figura 4. Estrutura quimica dos tocoferois e tocotrienois.
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Tocotrienois

Quatro tocoferois (a-, B-, y-, € &-tocoferol) sdo sintetizados e estocados nas
folhas das plantas e sementes. A diferenca estrutural entre eles consiste no nimero
e a na posicao dos grupamento metila do anel cromanol. Todos os tocoferois estdo
disponiveis na natureza e sdo absorvidos a partir da dieta. Entretanto, somente o a-
tocopherol (e em menor extensao, o y—tocoferol) esta presente em quantidades
significativas no plasma, sendo eficientemente absorvido e retido no corpo, em parte
devido a sua selecdo ativa por transportador especifico e a sua degradacéo
relativamente lenta (HERNANDEZ et al., 2013; AZZI, 2017).

A maior fonte de tocoferois dietéticos sdo os 0leos e gorduras, com destaque
para os Oleos vegetais. Geralmente, na maioria dos 6leos vegetais, os homélogos de
tocoferois predominantes sdo o a- e y-tocoferol, enquanto o B- e d-tocoferol estédo
presentes em pequenas quantidades ou ausentes (GORNAS, 2015; LI et al., 2017).

Entre as oito isoformas da vitamina E, o a-tocoferol, & considerado o isdmero
mais ativo em relacdo a capacidade antioxidante (YE; ASTETE; SABLIOU, 2017).
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Experimentos em animais e estudos observacionais em humanos coincidem ao
demonstrar que a manutencdo de uma ingestdo adequada de a-tocoferol, a principal
forma da vitamina E no sangue e nos tecidos, promove efeitos benéficos a saude,
incluindo a reducdo dos danos hepaticos ap0s exposicdo a diferentes tipos de
intoxicantes (BARTOLINI et al., 2017).

Muitas propriedades tém sido atribuidas ao y-tocopherol e seus metabalitos.
Entre estas propriedades, podem ser citadas as atividades natriurética, anti-
inflamatoria e antitumoral. O &-tocopherol, por sua vez, pode prevenir a progressao
do cancer de mama, colon, pulméao e prostata, além de reduzir o acumulo lipidico em
algumas desordens fisiologicas. Além disso, 0-tocopherol possui efeitos
antiangiogénicos e eleva a atividade do canal de calcio para aumentar a
diferenciacdo neuronal. Em relacdo ao B-tocoferol, este possui acéo anti-inflamatoria
e atividade antioxidante, mas pouco se sabe sobre este homologo de tocoferol
(HERNANDEZ et al., 2013; MATHUR et al., 2015).

Os métodos de deteccdo mais comum dos isébmeros de tocoferois incluem os
meétodos colorimétricos, cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta
performance (CLAE). Contudo, devido a sensibilidade limitada dos métodos
colorimétricos e ao pré-tratamento complicado dos métodos de cromatografia
gasosa, os métodos de cromatografia liquida de alta performance tém se tornado os
métodos analiticos mais comuns para a detec¢ao quantitativa de tocoferois em 6leos
vegetais (LI et al., 2017).

2.5 Producdao e variedades de amendoim

O amendoinzeiro pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida,
ordem Fabales, familia Fabaceae, sub-familia Faboideae, género Arachis e espécie
Arachis hypogaea (MESSA, 2017).

A espécie A. hypogaea esta subdividida em duas subespécies, hypogaea e
fastigiata e, entre estas, ha seis variedades botanicas conforme o habito de
crescimento (hypogaea, hirsuta, fastigiata, vulgaris, aequatoriana e peruviana). As
subespécies sdo diferenciadas a partir de grupos botanicos, sendo os mais
comerciais 0s tipos Virginia, Valéncia e Spanish (SIZENANDO, 2015).

Os amendoins do tipo Virginia possuem o habito de crescimento rasteiro, ja

0s tipos Valéncia e Spanish, habito de crescimento ereto. O grupo Virginia
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subdivide-se ainda em rasteiros (‘runners”) e arbustivos (“bunch”), sendo
caracterizado por frutos grandes, geralmente com duas sementes. Plantas do grupo
Spanish possuem frutos pequenos e apresentam invariavelmente duas sementes. O
grupo Valéncia diferencia-se do Spanish somente por possuir frutos longos (1 a 6
sementes), sendo mais comum frutos com 3 ou 4 sementes (BULGARELLI, 2008;
GODOQY, 2016).

A relevancia econdmica dessa cultura esta ligada aos seguintes atributos de
seus graos: sabor agradavel; ricos em 6leo (aproximadamente 50%); e ricos em
proteina (22% a 30%). Seus graos também s&o ricos em carboidratos, sais minerais
e vitaminas, o que torna o0 amendoim um alimento riquissimo em energia (585
calorias/100 gramas/grao) (LOURENZANI; LOURENZANI, 2006).

Segundo dados de acompanhamento da safra brasileira de gréos, o Brasil
destinou 106,5 mil hectares ao cultivo de amendoim entre o periodo de 2015/2016,
obtendo rendimento de 3.305 kg de amendoim por hectare cultivado. Neste mesmo
periodo, a producao brasileira de amendoim foi estimada em 351,59 mil toneladas
(CONAB, 2016).

Os produtos da industrualizagdo do amendoim compdem-se de amendoim em
casca e descascado, 6leo bruto e refinado, torta ou farelo e sementes para cultivo.
Estes produtos sdo comercializados, tanto no mercado interno quanto no externo.
Entretanto, as exportacbes de farelo e de sementes sdo pouco significantes
atualmente (BARBOSA; HOMEM; TARSITANO, 2014).

A década de 1970, entretanto, foi marcada por uma producéo destinada a
indUstria esmagadora, que abastecia o mercado interno com 6leo e o externo com
farelo e 6leo. Na década seguinte, um conjunto de fatores, como susceptibilidade as
variacfes climaticas; baixo rendimento por area; variacdes bruscas nos precos; e
elevado custo de producdo, além da grande concorréncia por parte de outras
atividades como soja, cana-de acucar e laranja desestimulou a cultura que sofreu
continua reducédo da area de amendoim plantada. A década de 1990 registra uma
mudanc¢a no mercado de amendoim, apontando expansao do consumo in natura e o
declinio nas aquisicdes por parte das esmagadoras, que reduziu a producéao e
exportacdo dos subprodutos. Assim o produtor de amendoim passa a direcionar a
producdo agricola em funcéo da industria confeiteira, que requer melhor qualidade
do produto (MARTINS, 2006).
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O mercado consumidor de amendoim é dividido, portanto, em dois
segmentos: confeitaria e consumo in natura. Como os cultivares de amendoim
apresentam caracteristicas diferenciadas para cada segmento de mercado, o
consumo in natura € mais favorecido pelas cultivares do tipo agronémico Valéncia
ou Spanish, por apresentarem grdos medios de coloracdo vermelha. Por outro lado,
o mercado de confeitaria tem preferéncia pelos graos grandes e de coloracéo bege,
representados pelos cultivares rasteiros do tipo Virginia (FACHIN et al., 2014).

A variedade mais importante de amendoim no estado de Sao Paulo,
responsavel por quase 90% da producdo nacional, € a variedade Runner, que ja
ocupa 80% do total da area cultivada no estado. Sua importancia encontra-se no
fato desta variedade ser amplamente aceita no mercado internacional, sendo similar
aguelas exportadas por paises como Argentina, Estados Unidos e China. Por
possuirem grdos maiores e mais uniformes, os amendoins da variedade Runner sao
mais atraentes e lucrativos para as industrias. A variedade Runner mais utilizada no
Brasil € o IAC 886 (ZORZETE et al., 2011; SINEZANDO, 2015).

A variedade IAC-Tatu-ST representa o tipo mais tradicional de amendoim no
Brasil, predominante em diversas regides, ocupando 10 a 15% da &rea de plantio do
estado de S&o Paulo. E especialmente apta para pequenos produtores com pouca
mecanizacdo, sendo destinado preferencialmente a confeitaria, como produto em
casca, descascado ou graos salgados com pele. Atualmente este tipo de amendoim
constitui um nicho de mercado, frente a perda relativa de importancia da culticar
IAC-Tatu-ST e tendéncia crescente em que ocorre a expansao e a consolidagcéo da
cultivar IAC Runner 886 (VICENTE; SAMPAIO, 2013; INSTITUTO AGRONOMICO
DE CAMPINAS, 2018).

2.6 Residuos agroindustriais

O Brasil vem se firmando como um dos principais fornecedores no mercado
internacional de alimentos, e esta participacdo tende a continuar crescendo.
Segundo projecdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, a taxa
anual média de crescimento de lavouras entre os anos de 2010 a 2020 devera ser
de 2,67%. Esta projecdo indica que o Brasil tera em 2021, uma producdo de graos
superior a 195 milhdes de toneladas (SCHNEIDER et al., 2012).
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A ampliacdo da capacidade de producdo de alimentos foi possivel devido a
modernizacdo da agricultura brasileira ocorrida entre os anos 1960 e 1970. Neste
periodo, o desenvolvimento da economia brasileira e a existéncia de politicas
governamentais de mecanizacdo da agricultura fizeram surgir um novo segmento
industrial, a agroindustria. Este termo engloba os produtos da agricultura, insumos,
magquinaria e servicos agricolas, bem como atividades de pdés-colheita,
processamento e distribuicdo e contribui com aproximadamente 25% do PIB e 35%
da méo-de-obra do pais (WILKINSON et al., 2009; PAULILLO et al., 2015).

O aumento da capacidade produtiva e da participacdo da agroindustria
brasileira na economia nacional é responsavel pela geracdo de uma quantidade
consideravel de residuos agroindustriais. Em 2009, por exemplo, foram gerados pela
agroindustria do Brasil, aproximadamente 290 milhdes de toneladas de residuos
(SCHNEIDER et al., 2012).

O crescimento exponencial da populacdo combinado a rapida urbanizacéo e
a grande demanda por alimentos também tem contribuido com acumulo de grande
guantidade de residuos agroindustriais. Esta situacao é intensificada pelo progresso
lento no desenvolvimento de estratégias efetivas de gerenciamento destes residuos
(RAVINDRAN; JAISWAL, 2016).

A Politica Nacional de Residuos Solidos PNRS — Art. 39, inciso XVI define
residuos sélidos como: “material, substancia, objeto ou bem descartado resultante
de atividades humanas em sociedade, a cuja destinacéo final se procede, se propde
proceder ou se esta obrigado a proceder, nos estados solido ou semissélido, bem
como gases contidos em recipientes e liquidos cujas particularidades tornem inviavel
0 seu langcamento na rede publica de esgotos ou em corpos d’agua, ou exijam para
isso solucdes técnica ou economicamente inviaveis em face da melhor tecnologia
disponivel” (BRASIL, 2010).

A PNRS - Art. 39 inciso XV, também conceitua o termo rejeitos como
“residuos sélidos que, depois de esgotadas todas as possibilidades de tratamento e
recuperagao por processos tecnoldgicos disponiveis e economicamente viaveis, ndo
apresentam outra possibilidade que n&o a disposicdo final ambientalmente
adequada”’ (BRASIL, 2010).

Também podem ser definidos como subprodutos da atividade humana que

podem ser aproveitados como matérias-primas secundarias, e que quando nao
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aproveitados por nenhum processo tecnolégico disponivel, passam a ser
denominados rejeitos (SIMIAO, 2011).

Dentre todos os setores produtivos responsaveis pela geracao de residuos, a
industria de produtos alimenticios destaca-se por representar, em alguns paises,
mais de 50% do total dos residuos produzidos (LIN et al., 2013). Estes residuos
podem ser gerados ao longo de toda a cadeia produtiva dos alimentos, desde o
plantio e colheita, processamento e distribuicdo, até o consumo. Na fase de
processamento dos alimentos, os residuos podem ser gerados na etapa de selecéo,
lavagem, descascamento, fatiamento, tratamento térmico, durante interrupcdes no
processamento ou até acidentalmente (GUSTAVSSON et al.,, 2011; BERNSTAD;
CANOVAS, VALLE, 2017).

Até algumas décadas atras, os residuos alimentares, quando nao
descartados de maneira inapropriada no meio ambiente, eram principalmente
utilizados como rag&o animal.

Atualmente, devido ao fortalecimento da gestdo ambiental, entendida como o
conjunto de praticas, atividades de planejamento e procedimentos para consolidar
politicas ambientais dentro das organizacdes, observa-se tendéncia crescente no
aumento do numero de registros de patentes relacionadas ao desenvolvimento de
produtos contendo residuos de alimentos. Somado a este fato, estd a atual
consciéncia dos beneficios da exploragcdo econdmica dos residuos da induastria
alimenticia (TINOCO; KRAEMER, 2004; COELHO; VIANA; AZEVEDO, 2014;).

2.6.1 Compostos bioativos dos residuos agroindustriais

Atualmente cerca de 1/3 dos alimentos para consumo humano é perdido
mundialmente como residuo do processamento ou em outras etapas da cadeia
produtiva, correspondendo a uma producdo mundial de residuos alimentares de
cerca de 1,3 bilhdo de toneladas/ano. Os subprodutos da inddstria alimenticia
representam grande preocupagdo ambiental, mas também fonte promissora de
compostos com propriedades tecnologicas e nutricionais de interesse (SCHIEBER,;
STINTZING; CARLE, 2001). Nesse sentido, a valorizagéo de residuos e subprodutos
agroalimentares apresenta-se atualmente, ndo s6 como uma necessidade, mas
como uma oportunidade para obtengdo de novos produtos de valor acrescentado e

com grande impacto na economia das industrias (PINTADO; TEIXEIRA, 2015).
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Os ingredientes bioativos naturais obtidos a partir dos subprodutos das
industrias, como plantas, frutos e vegetais, vém ganhando importancia nas ultimas
décadas, culminando em esforcos para otimizacdo da sua recuperacdo e aplicacéo
de maneira inovadora. Sao particularmente interessantes por serem fontes de baixo
custo e por estarem disponiveis em grandes quantidades. Compostos fendlicos,
carotendides, fibras dietéticas, vitaminas e minerais estdo entre 0s ingredientes
naturais mais frequentemente adicionados aos produtos alimenticios para agregar
valor e para melhorar a sua funcdo nutricional (MARTINS; FERREIRA, 2017,
VODNAR et al., 2017).

Grandes quantidades de fitoquimicos contidos nos subprodutos alimenticios,
como compostos fenodlicos e seus glicosideos, carotendides, esterdides e lipidios
podem ser extraidos e utilizados como antimicrobianos naturais ou antioxidantes em
alimentos funcionais. H& forte consisténcia na literatura sobre o potencial benéfico
na saude humana da adicdo de metabdlitos secundarios das plantas em alimentos.
Além do mais, os consumidores estdo cada vez mais conscientes da relacdo entre
dieta e saude, exigindo, desta maneira, ingredientes naturais seguros e promotores
da saude. De fato, as industrias tém focado no desenvolvimento de produtos mais
saudaveis e seguros, que presentemente possuem grande apelo junto aos
consumidores de todo o mundo (NAVARRO et al., 2016).

A industria de alimentos possui especial papel no gerenciamento de residuos,
por representar importante reservatorio de subprodutos que contém, muitas vezes,
quantidades apreciaveis de compostos bioativos, como proteinas, fibras,
polissacarideos, acidos graxos, compostos aromaticos e fitoquimicos (ex. polifendis),
gue podem ser extraidos, purificados, concentrados e reutilizados como ingredientes
funcionais na industria de alimentos ou em outros setores (ex. farmacos e
cosmeéticos) (SOCACI et al., 2017).

A valorizacao dos residuos pode ser vista como uma oportunidade de negécio
numa realidade de escassez de alimentos e normas ambientais cada vez mais
rigorosas. E, embora reconhecendo que a sua implementacéo seja dependente da
sua viabilidade financeira, deve ser lembrado que, aquilo que nédo é
economicamente viavel ou interessante agora, o podera ser num futuro proximo
(PINTADO; TEIXEIRA, 2015). De fato, nos proximos anos, espera-se que haja um

aumento na producdo de compostos especificos para uso como nutracéuticos ou
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ingredientes para o desenho ou formulacdo de alimentos funcionais (RAVINDRAN;
JAISWAL, 2016; KUMAR et al., 2017).

A extracdo é uma etapa crucial na analise dos compostos bioativos. Suas
operacdes basicas incluem limpeza, desidratacdo ou liofilizacdo, moagem para obter
uma amostra homogénea e aumentar a superficie de contato da amostra com o
solvente, e assim, a cinética da extracdo analitica. Como os compostos de interesse
podem possuir natureza polar ou apolar e serem termosensiveis, a adequacéo dos
meétodos de extracdo deve ser levada em consideracao.

Diferentes solventes sao utilizados para a extracdo de compostos bioativos
de fontes naturais. A extracdo de compostos hidrofilicos é realizada com solventes
polares, como metanol, etanol ou acetato de etila. Para extracdo de compostos mais
lipofilicos, diclorometano ou uma mistura de diclorometano/metanol na proporcao de
1:1. Véarios métodos, como sonicacdo, aquecimento sob refluxo, extracdo por
Soxhlet, entre outros, sdo comumente utilizados (SASIDHARAN et al., 2011).

A utilizacdo de novas tecnologias de extracdo pode reduzir o tempo do
processo e 0 consumo de solventes. Dentre estas tecnologias, a metodologia de
extracdo por ultrassom é uma das mais populares aplicadas no campo da ciéncia
dos alimentos, sendo usada para aumentar o fendmeno de transferéncia de massa
por cavitagcdo; promovendo a difusdo da biomassa, a penetragdo do solvente, a
ruptura da célula e assim, aumentar a extracdo de compostos bioativos dos residuos
agroalimentares (ABU-REIDAH et al., 2017).

2.6.2 Peliculas de amendoim

Dados do acompanhamento da safra brasileira de grdos apontam que 351,59
mil toneladas de amendoim foram produzidas entre o periodo de 2015/2016.
Considerando o rendimento da producao de peliculas de amendoim como em média
3,0% da massa total do amendoim, contabiliza-se que foram geradas neste periodo,
aproximadamente 10,55 mil toneladas de pelicula de amendoim no Brasil e que mais
de 0,74 milhdo de toneladas sejam produzidas anualmente em todo o mundo
(SULIEMAN et al., 2014; ARYA; SALVE; CHAUHAN, 2016; CONAB, 2016).

As peliculas de amendoim, por possuirem sabor adstringente, sdo geralmente
removidas antes do consumo ou processamento (BANSODE et al., 2012).

Constituem um sub-produto de baixo valor econdémico da indastria de
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processamento de amendoim e tém sido majoritariamente utilizadas como ragéo
animal, fertilizantes ou insumo para producao de energia (OLDONI et al., 2016).

Os dois processos mais comumente utilizados para a retirada da pelicula de
amendoim do grdo sao o blancheamento e a torrefacdo. No blancheamento seco, os
amendoins se movimentam por uma esteira através de um forno com zonas
graduais de temperatura entre 30 a 90°C, por 45 minutos. Neste procedimento, ha
remocdo da umidade e desprendimento entre a pelicula e o grdo, causado
aparentemente pela diferenca de expanséo entre o grdo de amendoim e sua pelicula
protetora. Apds o resfriamento das peliculas em zonas posteriores, estas soltam-se
completamente do grdo por processo mecanico (SANDERS et al, 1999;
FRANCISCO; RESURRECCION, 2009; PRUSAK et al., 2014; MARTINS, 2015).

A torrefacdo € um método comum de remocédo da pelicula de amendoim no
processamento da manteiga de amendoim. Representa uma etapa importante no
processamento industrial do amendoim usado para reduzir o conteado de umidade e
proporcionar textura crocante. A temperatura utilizada durante a torrefacdo varia
entre 160 a 200°C, sendo comumente utilizada a temperatura de 160°C por 20-30
minutos. Entretanto, a intensidade da torrefacdo depende das caracteristicas
desejadas do produto final (YU et al.,, 2006; WIN et al., 2011; McDANIEL et al.,
2012).

2.6.3 Compostos bioativos em peliculas de amendoim

As peliculas cruas de amendoim possuem atividade antioxidante intrinseca.
Entretanto, durante os tratamentos térmicos de blancheamento e torrefacdo, alguns
antioxidantes sdo perdidos devido a instabilidade térmica, enquanto outros sao
formados em reac¢des quimicas como as reacdes de escurecimento de Maillard.
Estas reacdes, responsaveis pelo escurecimento intenso das peliculas de
amendoim, ocorrem pela condensacédo entre 0s aglcares, aminoacidos, peptideos e
proteinas, com a subsequente formacdo de compostos com atividade sequestradora
de radicais e quelante de metais, aumentando a capacidade antioxidante das
peliculas de amendoim (WIN et al., 2011; McDANIEL et al., 2012).

A maior concentragdo de compostos fenolicos do grdo de amendoim esta

presente na pelicula que o recobre (118 mg equivalente de acido galico (EAG)/qg).
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Nesta estrutura, os compostos fendlicos predominantes sdo as proantocianidinas
(FERREIRA et al., 2016).

As procianidinas sdo a estrutura tipica das proantocianidinas. As
proantocianidinas ou taninos condensados sao polimeros de flavonoides formados
pela associacdo de varias unidades monoméricas de flavan-3-ols, como catequinas
e epicatequinas, possuindo alto peso molecular (AGOSTINI-COSTA et al., 2003;
COENTRAO, 2005). Quando consumidas regularmente, tém sido associadas com a
reducado do risco de doencas cardiovasculares e certos tipos de cancer (TATSUNO
et al. 2012; JOSE, 2014).

As procianidinas, que também fazem parte da composi¢cdo de compostos
fendlicos da pelicula de amendoim, sdo misturas de dimeros, trimeros, tetrametros,
oligbmeros e polimeros de catequina e epicatequina, ndo apresentando, entretanto,
alta polimerizacdo como as proantocianidinas (COENTRAO, 2005; ORACZ;
NEBESNY; ZYZELEWICZ, 2015).

A pelicula de amendoim apresenta maior concentracdo de trimeros e
tetrameros de procianidinas do que as sementes de uva. Esta superioridade confere
a pelicula de amendoim destague como um residuo agroindustrial rico em
antioxidantes naturais (JOSE, 2014; SULIEMAN et al., 2014).

Além da presenca majoritaria de proantocianidinas e procianidinas, a pelicula
de amendoim possui em baixas concentracfes, compostos fendlicos de baixo peso
molecular, como os flavonoides e &cidos fendlicos, tais como: acidos caféico,
clorogénico, ferdlico e cumarico. Apresentam ainda, pequenas quantidades de
resveratrol (HA; POKORNY; SAKURAI, 2007).

O resveratrol possui atividade quimio preventiva do cancer em ratos e atua
como antioxidante e antimutagénico. Esta associado também com a reducédo do
risco de doencas cardiovasculares pela inibicdo ou alteracdo da agregacao
plaguetaria e modulacdo do metabolismo lipoprotéico (NEPOTE; GROSSO;
GUZMAN, 2005).

Devido as possiveis interacbes sinérgicas ou antagonistas entre 0s
compostos bioativos, o contetudo individual de fenolicos ndo reflete a atividade
antioxidante real da pelicula de amendoim. Desta maneira, considera-se mais
importante avaliar a atividade antioxidante dos extratos de pelicula de amendoim do
que a atividade antioxidante de seus componentes isolados (HA; POKORNY:;

SAKURAI, 2007). De fato, o efeito da adicdo de extratos de pelicula de amendoim
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na atividade antioxidante e estabilidade de diferentes produtos alimenticios,
incluindo Oleos vegetais, tem sido avaliado nos ultimos anos (YU et al., 2006;
AKARANTA; AKAHO, 2012; FRANCISCO; RESURRECCION, 2009; HATHORN;
SANDERS, 2012; MA et al., 2014; SANDERS et al., 2014; LARRAURI et al., 2016;
MUNEKATA et al., 2016; SOCACI et al., 2017).

A grande disponibilidade e o baixo custo, somados a alta concentracdo em
compostos fendlicos presentes na pelicula de amendoim, fazem desta matéria-prima
uma fonte econémica, rica e variada em antioxidantes naturais. A sua subutilizacao
pela industria de processamento de amendoim representa uma perda econémica.
Por outro lado, o aproveitamento do seu alto conteddo em compostos fendlicos é
capaz de gerar grandes oportunidades em um mercado multimilionario,
movimentado principalmente pela demanda crescente dos consumidores por
produtos com ingredientes naturais benéficos a salde, sejam eles suplementos
dietéticos, alimentos funcionais ou nutracéuticos (HOLSER, 2014; YADAV,
YOGESH; ASWANI, 2014; DEAN; KLEVORN; HESS, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das peliculas de amendoim das
variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST e verificar o efeito da sua adicdo na

qualidade do 6leo de soja sob termoxidacéo a 180°C.

3.2 Objetivos especificos

» Obter os extratos etanolicos das peliculas de amendoins das variedades IAC
Runner 886 e IAC-Tatu-ST,;

» Determinar a concentracdo dos compostos fendlicos totais dos extratos
obtidos;

* Medir a agado antioxidante dos extratos pelos métodos DPPH, FRAP e
ABTS;

* Avaliar a qualidade do Oleo adicionado dos extratos de peliculas de
amendoim submetido a termoxidacdo a 180°C, pelas analises de peréxidos, dienos
conjugados, compostos polares totais, p-anisidina e estabilidade oxidativa;

» Verificar o efeito da adicdo dos extratos na retencdo dos isbmeros de

tocoferois dos tratamentos submetidos a termoxidacdo a 180°C.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O ¢6leo de soja refinado sem adicdo de antioxidantes sintéticos foi adquirido
no comércio local. As peliculas de amendoim da variedade IAC Runner 886 (Figura
05) foram cedidas pela cooperativa agroindustrial COPLANA, localizada na cidade
de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil, enquanto as peliculas da variedade IAC-Tatu-ST
(Figura 5) foram cedidas pela empresa Tavejho de Comércio Importador e
Exportador de Cereais, localizada em Pompéia, Sdo Paulo, Brasil. O antioxidante
sintético utilizado foi o terc butil hidroguinona (TBHQ).

Figura 5. Peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 (a) e IAC-Tatu-
ST (b).

(a)

4.2 Obtencao dos extratos

Para obtencdo dos extratos de peliculas de amendoim foi utilizado o método
proposto por Braga et al. (2016) com algumas modificacbes. Para o
desengorduramento das peliculas de amendoim foi utilizada a metodologia descrita
por Pizzolitto et al. (2013), onde 10 g de amostra de pelicula de amendoim foram
desengorduradas em 50 mL de hexano por 24 horas. Seguiu-se, portanto, a
proporcdo matéria-prima/solvente de 1:5, utilizando-se o hexano como solvente

desengordurante. Mais especificamente, 300 g de peliculas de amendoim foram
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desengorduradas em 1,5 L de n-hexano durante 24 horas, a temperatura ambiente.
As peliculas foram acondicionadas em recipientes de vidro de 3 L envoltos por papel
aluminio. Apés 24 horas, para separacao das peliculas de amendoim do hexano, a
solucéo foi filtrada com o auxilio de um kitasato acoplado a uma bomba de vacuo.
Amostras de 3 g de peliculas de amendoim desengoraduradas foram pesadas
em tubos conicos de centrifugacéo tipo Falcon. A estes tubos foram adicionados 30
mL de solucdo hidroalcodlica 80% (20:80, v/v), conforme propor¢éao (1:10 p/v). Em
seguida, os tubos foram submetidos a banho ultrassénico (modelo 740 D,
Odontobrés, Ribeirdo Preto, Brasil) por 15 minutos a temperatura ambiente.

Ap6s 15 minutos, os tubos contendo as amostras em solvente hidroalcodlico
80% foram centrifugados a 3.000 rpm por 20 minutos. Os sobrenadantes foram
separados com o auxilio de pipetas pasteur, para, em seguida, serem filtrados. O
material sélido resultante foi extraido por mais duas vezes nas mesmas condi¢des
especificadas acima.

Para completa remocéo do etanol, os filtrados resultantes, ou extratos fluidos,
foram reunidos e evaporados a vacuo, em evaporador rotativo (modelo Q 344B2,
Quimis, Sao Roque, Brasil) (Figura 6), a 45°C. Posteriormente, para a obtencédo dos
extratos secos, 0s extratos submetidos a evaporacdo, foram congelados a
temperatura de -80°C e liofilizados por 24 horas (Figura 7).

Figura 6. Remocdo do etanol dos extratos de peliculas de amendoim por

rotaevaporacao.

>
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Figura 7. Liofilizacdo dos extratos de peliculas de amendoim das variedades IAC
Runner 886 (a) e IAC-Tatu-ST (b).

4.3. Ressuspensdo e homogeneizacdo dos extratos em 6leo de soja

Apbs liofilizacdo, os extratos secos em p6 foram pesados e utilizados para
determinacdo do rendimento e das concentracbes dos extratos ressuspensos em

etanol. Para o calculo do rendimento foi utilizada a seguinte formula:

Peso extrato seco

Rendimento (%) = — ——x 100
Peso matéria-prima

Onde:

Rendimento = rendimento total do extrato (%);
Peso extrato seco = peso do extrato seco (g);

Peso matéria-prima = peso das peliculas utilizado para extracéo (g).

Seguindo-se proporgéo de (1:40, p/v), os extratos secos das variedades IAC
Runner 886 e IAC-Tatu-ST foram ressuspensos em 64 mL e 47 mL de etanol,
respectivamente (Figura 8). A ressuspensdo em etanol proporcionou concentracao
de 25 mg/mL para ambos os extratos de pelicula de amendoim, que foram mantidos
em temperaturas de congelamento até o momento das analises ou aplicacdo no

Oleo.
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Figura 8. Ressuspensdo dos extratos secos de peliculas de amendoim em etanol:
(a) extrato seco, (b) adicdo de etanol ao extrato seco.

Apés ressuspensdo, os teores de compostos fendlicos totais dos extratos
foram calculado utilizando-se curva de calibragéo do padréo acido galico (Figura 10).
A partir da concentracdo de compostos fendlicos obtidos, foram determinados os
volumes dos extratos necessarios a serem adicionados ao 6leo de soja, para

obtencéo das concentracdes 50, 100 e 200 mg de compostos fendlicos/kg (Figura
9).

Figura 9. Oleo de soja adicionado de (a) 50, (b) 100 e (c) 200 mg/kg de compostos
fendlicos.
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A aplicagdo dos extratos de peliculas de amendoim ao 6leo de soja foi
realizada utilizando-se pipetas autométicas com capacidade entre 10 a 1000 uL e a
homogeneizacédo dos extratos de peliculas de amendoim em 6leo de soja realizada
em banho ultrassénico (modelo 740 D, Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil) por 15
minutos, em vidros de cor ambar, protegidos da luz. Em todos os tratamentos foi
observada uniformidade de cor apés homogeneizacdo em banho ultrassoénico.

4.4 Termoxidacao

Em torno de 25 g dos tratamentos a seguir foram submetidos a termoxidacéo
empregando o aparelho Rancimat (modelo 743, Metrohm, Herisau, Suica) a 180°C
por 0, 5 e 10 horas: OS (6leo de soja sem antioxidantes), TBHQ1q0 (6leo de soja +
100 mg/kg de TBHQ), TBHQ2qo (6leo de soja + 200 mg/kg de TBHQ), Extratos, (6leo
de soja + 50 mg/kg de compostos fendlicos),Extratosg (6leo de soja + 100 mg/kg de
compostos fendlicos), Extratogo (6leo de soja + 200 mg/kg de compostos fendlicos),
Extratoso+TBHQso (50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ);
Extratoi00+TBHQ100 (100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ).

4.5 Anélises nos extratos

4.5.1 Compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram analisados de acordo com a metodologia
de Singleton e Rossi (1965). Inicialmente, em um tubo de ensaio cor ambar foram
adicionados 100 pL de amostra, 7,9 mL de agua destilada e 500 pL do reagente
Folin-Ciocalteau. As solu¢cbBes foram agitadas em vortex por 30 segundos. Apés 6
minutos foram adicionados 1,5 mL de solucdo carbonato de sédio 20%. Depois de
decorrido periodo de 2 horas de reacdo, as absorbancias das solucdes foram
determinadas a 765 nm em espectrofotbmetro (modelo UV mini 1240, Shimadzu,
Kyoto, Japéo). A curva padrdo foi construida tendo o acido galico como padréo
(Figura 10) e os resultados expressos em miligramas de equivalentes de &cido

galico por quilograma de extrato (mg EAG/kg).
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Figura 10. Curva padrao acido gélico.
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4.5.2 Atividade antioxidante

Ensaio da atividade sequestrante do radical livre DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante dos extratos analisados foi realizada
avaliando-se a capacidade de reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), conforme metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995).

De maneira resumida, 3,9 mL da solucdo DPPH na concentragéo 6. 10 mol
ou 0,0236 g de DPPHI/L foram adicionados a 0,1 mL dos extratos. Apés 30 minutos
no escuro, a absorbancia das amostras foram medidas em espectrofotdmetro
(modelo UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japao), a 515 nm. Como controle, as
amostras foram substituidas pelo etanol.

Os calculos para determinacdo do porcentual de inibicdo do DPPH pelos

extratos foram calculados segundo a seguinte férmula:

e ) . Acontrole — Aamostra
Inibicao do radical livre DPPH (%) = Tcontrole x 100

Onde:

Acontrole = Absorbéancia solucao controle

Aamostra = Absorbancia da amostra
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A partir dos porcentuais de inibicdo obtidos das diferentes concentragbes de
Trolox, foi construida uma equacao de reta, na qual o valor de y foi substituido pelos
porcentuais de inibicdo do radical DPPH apresentado pelas amostras (Figura 11).
Os resultados de atividade antioxidante dos extratos analisados foram expressos em

MM Trolox/g.

Figura 11. Curva padrao DPPH.

90 80,52
20 y =0,0988x - 0,0264
o R? =0,9985 67,23

60
50
40
30
20
10

% Inibicdo (517 nm)

0

10 0 200 400 600 800 1000

Concentragdao uM Trolox

Ensaio antioxidante de reducéo do ion ferro (FRAP)

A determinacéo da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi conduzida
conforme o método proposto por Benzie e Strain (1996), modificada por Szydlowska-
Czerniak et al. (2008).

O reagente FRAP, utilizado imediatamente apds o preparo foi obtido a partir
da combinacdo de tampéo acetato 0,3 mol/L, solucdo TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazina) 10 mmol/L e solucao de cloreto férrico 20 mmol/L.

Segundo modificagcdo de Szydlowska-Czerniak et al. (2008), o reagente foi
submetido a temperatura de 37°C por 10 minutos. Apos 10 minutos, 2,7 mL do
reagente FRAP foram adicionados a uma aliquota de 90 pL das amostras e 270 uL
de agua destilada, seguindo a proporcdo de 30:1 entre reagente e amostra e a
proporcao de 10:1 entre o reagente FRAP e a agua destilada descrita por Benzie e
Strain (1996). Apds 4 minutos a leitura da absorvancia das amostras foi realizada em
espectrofotdometro (modelo UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japao), a 593 nm.

A curva padrdo foi construida a partir das leituras de absorbancia do

antioxidante padréo Trolox nas concentracées 200, 300, 400, 500, 600 e 700 uM. O
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grafico da absorvancia versus concentracao de Trolox e a equacgéo da curva padrao
podem ser observados na Figura 12. O valor de y foi substituido pelas absorvancias
das amostras e o resultados da capacidade antioxidante foram expresso como UM

Trolox/ g de amostra.

Figura 12. Curva padrao FRAP.
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Ensaio da atividade sequestrante do radical livre ABTS™

O ensaio da atividade antioxidante do radical livre ABTS™ 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), foi realizado conforme metodologia descrita por
Re et al. (1999). A formac&o do radical ABTS™ foi realizada a partir da reacéo de 7
mmol/L de ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio 140 mmol/L. Esta solucéo
foi armazenada no escuro a temperatura ambiente por 16 h. Em seguida, o radical
foi diluido com etanol na propor¢édo de 1:65 para obtencdo do valor de absorbéancia
0,700 = 0,020 a 734 nm. Uma aliquota de 30 pL desta solucéo foi transferida para
um tubo de ensaio contendo 3 mL do radical ABTS™.

A absorbancia das amostras foram lidas apds 6 minutos de reacao, utilizando
etanol como branco. Para construcdo da curva padrao foi utilizado o antioxidante
padrao Trolox nas concentragdes de 0, 300, 400, 500, 600 e 700 micromolar. Plotou-
se um gréafico do % de inibicdo do radical livre ABTS™ versus concentragdo de
Trolox (Figura 13). O valor de y foi substituido pelos porcentuais de inibicéo
apresentados pelas amostras e os resultados da capacidade antioxidante foram

expresso como UM Trolox/ g de amostra.
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Figura 13. Curva padrao ABTS.
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4.6 Anélises nos 6leos

4.6.1 indice de peroxidos

Foi determinado segundo a norma Cd 8-53 da AOCS (2009), a qual mede o
iodo produzido a partir da reacdo do iodeto de potassio com o0s peréxidos.
Resumidamente, em um Erlenmeyer de 250 mL, foram pesados 5 g de amostra e
adicionados 25 mL da solucédo acido acético e cloroformio (3:2, v/v). ApGs breve
agitacdo, 1 mL de solucdo saturada de iodeto de potassio (KI) foi adicionado a
solugdo, que permaneceu no escuro por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados
75 mL de agua destilada e subsequentemente, 0,5 mL de solu¢cédo aquosa de amido
1%. A solucao foi titulada com Na,S,03; 0,01 N. Paralelamente, foi conduzido um
ensaio branco, sem amostra. Os resultados foram expressos em miliequivalente de

oxigénio por kilograma (mEg/kg) e calculados a partir da seguinte formula:

(A—B)x N x 1000
g de amostra

Indice de peroéxidos (%) =

Onde:

A = volume em mL de Na,S,03 gasto na titulacdo da amostra
B = volume em mL da solucéo titulante para o branco

N = normalidade da solugéo Na,S;03
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4.6.2 Dienos conjugados

Os dienos conjugados foram expressos em porcentagem de acidos diendicos
conjugados e determinados segundo a norma AOCS Ti 1a-64 (2009). Amostras de
0,01 g foram pesadas em tubos de ensaio e diluidas em 10 mL de isooctano. As
andlises das amostras diluidas em isooctano foram conduzidas em
espectrofotometro (modelo UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japao), a 233 nm.

As solucdes que ndo apresentaram valores de absorbancia dentro dos
valores preconizados pela lei de Lambert-Beer foram apropriadamente diluidas nas
proporcdes de 1:2, 1:5 e 1:10, obtendo-se solugdes de concentragbes 0,5; 0,2 e
1g/L, respectivamente. Os valores de concentracdo determinados foram utilizados

para os céalculos da porcentagem de dienos conjugados a partir da seguinte formula:

. A
Acidos dienoicos conjugados (%) = 0,84 o Ko

Onde:

Ko = Absortividade para grupos acidos (0,03) ou ésteres (0,07)
A = Absorbancia a 233 nm
b = Comprimento cubeta em cm = 1 (caminho 6ptico)

¢ = Concentracdo da amostra em g/L da diluicao final usada para medida
4.6.3 indice de p-anisidina

A leitura espectrofotométrica das solucdes obtidas a partir de 1,6 g dos
tratamentos (0,5 a 4,0 g) em 10 ml (3 a 25 mL) de isooctano foi realizada em
espectrofotometro (UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japao), a 350 nm, conforme a
metodologia Cd 18-90 da AOCS (2009). Em seguida, uma aliquota de 5 mL de cada
solucéo foi adicionada de 1 mL de solucéo p-anisidina e deixada em repouso. Apos
10 minutos, a absorbancia das solu¢cdes contendo o reagente p-anisidina foi
guantificada em espectrofotbmetro (UV mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japao), a 350
nm. A quantificagdo dos valores de p-anisidina foi realizada utilizando-se seguinte

formula;
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o o (1,2 As — Ab)
Indice de p-anisidina = 10 T

Onde:

As = Absorbancia da solucéo depois da adicdo do reagente p-anisidina
Ab = Absorbéancia inicial da solugéo

p = peso da amostra em gramas
4.6.4 Valor total de oxidacéo (Totox)

A estimativa da deterioracao oxidativa dos tratamentos analisados foi avaliada
a partir da determinacéo do valor total de oxidac&o, calculado segundo a férmula a

seqguir:

Valor total de oxidagdao = 2 x IP + IpA
Onde:

IP = indice de perdxidos

IpA = indice de p-anisidina
4.6.5 Compostos polares totais

A medida de compostos polares foi expressa em porcentagem e realizada por
um meétodo rapido, com a utilizacdo do equipamento analisador de Oleo Testo,
(modelo 270, Testo, Campinas, Brasil), pela aplicacdo direta do eletrodo no 6leo
aquecido. Este instrumento baseia-se em medidas de constante dielétrica, possibilita
leituras entre 40 e 200°C e proporciona valores porcentuais com precisao de + 2%
(MLCEK et al., 2015).

4.6.6 Estabilidade oxidativa
O ensaio da estabilidade oxidativa foi conduzido conforme método proposto

pela AOCS Cd 12b-92 (2009), utilizando-se o equipamento Rancimat (modelo 743,

Metrohm, Herisau, Suica). Os periodos de inducdo foram expressos em horas e
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determinados a partir do monitoramento da condutividade elétrica de um volume de
60 mL de &gua destilada em contato com os produtos volateis da degradacédo

lipidica de uma amostra de 3 g a 110°C e fluxo de ar de 20 L/h.

4.6.7 Tocoferois

A andlise cromatografica dos tocoferois foi realizada segundo o método
AOCS Ce 8-89 (2009). Aliguotas de 20 pL da diluicdo de 0,2 g das amostras em 5
mL de n-hexano foram injetadas em cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (modelo
Pro Star 210, Varian, Palo Alto, Estados Unidos), equipado com detector de
fluorescéncia e injecdo manual.

A separacdao dos tocoferois foi proporcionada por coluna de silica de 250 x 4,6
mm com poro de 100 A e tamanho de particula 5 pm (Microsorb 100-5 Si, Varian,
Walnut Creek, Estados Unidos).

Como fase movel foi utilizada eluicdo isocréatica de 99,5% de n-hexano e 0,5%
de isopropanol em fluxo de 1,2 mL/min. Os tocoferois foram identificados em
comprimento de onda de excitacdo 290 nm e de emissédo 330 nm e por comparagao
com o tempo de retencdo dos padrbes puros a-, B-, y- e d-tocoferol (Supleco)
analisados nas mesmas condi¢cfes das amostras.

A gquantificacdo dos isbmeros das amostras foi realizada por padronizacao
externa, caracterizada pela comparacdo das areas dos picos dos isdmeros das
amostras com as areas obtidas das solucbes de concentracdes conhecidas e
preparadas a partir dos padrdes. Os teores de tocoferois foram expressos como mg

por kg de 6leo (mg/kg).

4.7 Andlise estatistica

O experimento foi realizado em esquema fatorial no delineamento
inteiramento casualisado, e apds obtidos os resultados, os mesmos foram
submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey a 5%, obtidos através do
programa ESTAT, versédo 2.0 (UNESP, 1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises nos extratos

O peso do extrato seco da variedade IAC Runner 886 foi de 1,60 g, obtendo-
se rendimento de 13,35%. J& para a variedade IAC-Tatu-ST, o peso do extrato seco
foi de 1,18 g e rendimento obtido foi de 9,83% (Tabela 1).

5.1.1 Compostos fendlicos totais

Os valores de compostos fendlicos dos extratos de peliculas de amendoim
das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST podem ser observados na Tabela 1.
De acordo com os dados obtidos, foi possivel verificar que o extrato de peliculas da
variedade IAC-Tatu-ST apresentou conteddo em compostos fendlicos totais
significativamente superior ao apresentado pelo extrato de peliculas da variedade
IAC Runner 886.

Tabela 1. Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelos ensaios
in vitro DPPH, FRAP e ABTS dos extratos de peliculas de amendoim das variedades
IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST.

Variedades Rendimento CFT DPPH FRAP ABTS
(%) (mg EAG/g) (UM Trolox/g) (UM Trolox/g) (UM Trolox/g)
IAC Runner 886 13,35 543,8 +0,01° 5697,0+0,01* 2310,4+0,01° 5400,0 + 0,01°
IAC-Tatu-ST 9,83 647,8 +0,01* 2923,7+0,01° 2760,8+0,01° 5933,3 +0,01°

CFT: Compostos fendlicos totais; DPPH: Ensaio in vitro da atividade sequestrante do radical livre DPPH; FRAP:
Ensaio in vitro da atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP); ABTS: Ensaio in vitro da
atividade sequestrante do radical livre ABTS.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

As amostras foram avaliadas na concentracdo 25 mg/L.

Gaafar, Mahmoud e Salama (2015) encontraram 222,71 mg EAG/g de
extrato ao utilizarem etanol 80% como solvente de extracdo. Os autores também
encontraram valores inferiores aos do presente estudo em extratos metandlicos,
acetdnicos e aquosos de peliculas de amendoim, com valores de compostos

fenadlicos totais que variaram entre 155,50 e 436,88 mg EAG/g.
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Para extracdo dos compostos fendlicos em peliculas de amendoim
submetidas a torrefacdo a 175°C por 6 minutos, Yadav, Yogesh e Aswani (2014),
utilizaram etanol 80% na proporcéao (1:10, p/v), agitacdo por 12 horas a temperatura
ambiente, filtracdo e centrifugacéo a 7000 rpm por 30 minutos, encontrando teor de
compostos fendlicos de 103 mg EAG/qg, inferior ao do presente trabalho.

Chukwumah, Walker e Verghese (2009) ao analisarem o teor de compostos
fendlicos em peliculas de amendoim encontraram valores entre 0,94 e 2,28 mg
EAG/g, enquanto Francisco e Resurreccion (2009), encontraram intervalo de 96 a
280 mg EAG/g. Munekata et al. (2016), constataram valor de 32,6 mg EAG/g e
Chuenchom et al. (2016), valores de 129; 131,94 e 140,57 mg EAG/g nas peliculas
de amendoim das variedades Spanish, Valéncia e Virginia, respectivamente.

Hoang et al. (2008), utilizaram diferentes solventes como hexano, acetato de
etila e metanol na extracdo de compostos fendlicos de peliculas de amendoim e
encontraram conteudo de compostos fendlicos que variaram entre 156,8 e 564,1 mg
EAG/g. Utilizando-se o metanol como solvente, os autores encontraram 564,1 mg
EAG/g em extrato de pelicula de amendoim da variedade Virginia, resultado similar
ao obtido no presente estudo para a cultivar IAC Runner 886, representante desta
variedade.

A partir da extracdo de peliculas de amendoim maceradas em etanol:adgua
(70:30, v/v) por 24 horas e obtencdo de fracbes aguosas e sollveis em acetato de
etila, Larrauri et al. (2016) encontraram valores de compostos fendlicos totais entre
179,70 e 866,12 EAG/Q.

Tedesco (2015) ao determinar o conteldo em compostos fendlicos em
peliculas de amendoim apdés trés extracdes consecutivas a temperatura ambiente
sob agitacdo mecanica (10 minutos), utilizando solucdes aquosa e solucéo etandlica
70% na proporgéo (1:20, p/v), encontrou valores entre 486,34 e 718,57mg EAG/g de
extrato seco.

Ledn (2015), ao extrair 1 g de peliculas de amendoim em 10 mL de etanol
80% (1:10, p/v), e submeter a solugédo ao ultrassom por 15 minutos e, em seguida, a
filtrac&do, encontrou valor de 107,69 mg EAG/g de extrato seco.

A partir dos resultados obtidos pode-se inferir que os extratos de peliculas de
amendoim das variedades estudadas no presente trabalho apresentaram altos
niveis em compostos fendlicos. Pode-se observar também que o extrato da

variedade IAC-Tatu-ST apresentou teor de compostos fendélicos superior ao extrato
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da variedade IAC Runner 886 e que ambos os extratos de peliculas de amendoim
obtidos no presente estudo apresentaram conteddo em compostos fendlicos
superiores ou similares aos apresentados por extratos de pelicula de amendoim
obtidos por outros autores.

A variacdo entre os resultados encontrados nesta pesquisa pode ser atribuida
a diferencas no procedimento de extracdo, incluindo numero de extracdes
sucessivas a matéria-prima, técnicas de evaporacdo ou concentracdo, temperatura
empregada e consequente diferencas no porcentual de rendimento e concentracdes

entre os extratos analisados.

5.1.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante avaliada pelo método DPPH demonstrou 5697 puM
Trolox/g de extrato seco para a variedade IAC Runner 886 e 2923,7 UM Trolox/g de
extrato seco para a variedade IAC-Tatu-ST, valores superiores aos observados na
literatura em fontes potenciais de compostos bioativos originados do descarte da
producado agroindustrial. Nobrega et al. (2014), por exemplo, encontrou valores entre
21,7 e 24,1 uM Trolox/g em residuos de acerola, enquanto Silva (2014) encontrou
valores entre 121,5 e 362,5 uM Trolox/g em residuos de jabuticaba. Em residuos de
uva, Tornour et al. (2015) observaram valores entre 520 e 1090 uM Trolox/g.

Apos extracdo de peliculas de amendoim utilizando metanol na proporcéo
(1:50, p/v), agitagéo por 2 horas, filtragdo e remog¢ao do metanol em rotaevaporador
a 60°C, Chuenchom et al. (2016) determinaram a atividade antioxidante das
variedades Spanish, Valéncia e Virginia pelo método DPPH e encontraram valores
de 499,9 uM Trolox/g para a variedade Spanish, 446 uM Trolox/g para a variedade
Valéncia e 571,3 pM Trolox/g para a variedade Virginia, valores inferiores aos
observados no presente estudo.

No processo de extracdo das peliculas de amendoim das variedades Virginia
e Spanish, submetidas ao desengorduramento e aquecimento, Rosales-Martinez et
al. (2014) utilizaram solucdo metanol/agua (70:30, v/v) sob agitacdo durante 24
horas, encontrando valores de atividade antioxidante pelo método DPPH, de 21,10 a
25,97 uM Trolox/g, também inferiores aos observados no presente estudo.

Por outro lado, resultados similares foram observados por Zou et al. (2011),

ao extrairem compostos fendlicos de lentilhas (Lens culinaris var. Morton). Os
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autores utilizaram solugcdo acidificada de acetona:dgua para obtencdo do extrato,
que foi submetido a dessorcéo por metanol 80% em coluna de resina macroporosa
para remocdo de acidos organicos, aclcares e proteinas e consequente obtencao
do extrato semipurificado, o qual foi fracionado em coluna Sephadex LH-20. As cinco
principais fracdes obtidas apresentaram valores entre 677,8 e 5031,6 uM Trolox/g do
extrato.

Os extratos de peliculas também apresentaram valores de atividade
antioxidante equiparaveis a diferentes extratos de frutas vermelhas, como o0s
extratos de amora-preta (Rubus spp), mirtilo (Vaccinum spp), morango (Fragaria X
ananassa) e arbnia (Aronia melanocarpa), que apresentaram valores de 5400, 3750,
4250 e 5500 uM Trolox/g, respectivamente, em estudo de Wang et al. (2016). Em
contrapartida, os extratos de peliculas apresentaram atividade antioxidante inferior a
dos extratos secos de residuos de jamboldo, pitanga e acerola, em trabalho
publicado por Correia et al. (2012). Entretanto, 0S mesmos autores encontraram
valores de atividade antioxidante inferior a do extratos de peliculas, em extrato seco
de residuos de caja-embu.

Os extratos de peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-
Tatu-ST destacaram-se por sua capacidade em reduzir o ion ferro, conforme pode
ser observado na Tabela 1, a partir dos valores de atividade antioxidante obtidos
pelo método FRAP. Os resultados evidenciaram valores superiores a 1141 uM
Trolox/g, encontrado em cha verde, conforme estudo de Wong et al. (2015). Os
resultados também foram superiores aos encontrados por Jorge, Veronezi e Pereira
(2016) em pimentas do tipo Malegueta, Cumari, Bode e Dedo-de-moga e em
extratos de sementes de uva obtidos por Samavardhana et al. (2015) e Freitas et al.
(2017).

Os resultados de atividade antioxidante pelo método FRAP mostraram-se
superiores ao valor de atividade antioxidante do extrato de peliculas de amendoim
obtido por Munekata et al. (2016). Estes autores encontraram valor de 26,56 uM
Trolox/g apos extragcdo de 30 g de pelicula com 300 mL de etanol 80%, aquecimento
a 60°C por 50 minutos, sonicacao por 15 minutos, filtracdo e remocéo do excesso de
solvente por concentracdo a baixa pressao (55°C, -600 kPa), até volume final de 20
mL.

Chuenchom et al. (2016) obtiveram valores de 300, 330 e 390 uM Trolox/g de
atividade pelo método FRAP, em peliculas de amendoim das variedades Spanish,
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Valéncia e Virginia, respectivamente, valores inferiores aos observados no presente
estudo.

Devido a natureza complexa dos compostos bioativos, a atividade
antioxidante ndo pode ser analisada por um Unico método analitico. Desta maneira,
além da avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de reducdo do ion ferro
(FRAP), os extratos de peliculas das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST
também foram analisados pelo ensaio in vitro da atividade sequestrante do radical
livre ABTS.

A partir dos resultados obtidos pelo método ABTS, observou-se que a
atividade antioxidante dos extratos de ambas as variedades foi similar a apresentada
pela leguminosa Caesalpinia spinosa em estudo de Skowyra (2014), cujos valores
variaram de 6900 a 10170 uM Trolox/g de extrato. Esta planta, em especial sua
infusdo, tem sido usada tradicionalmente e extensivamente pela medicina popular
peruana para tratar amigdalites, febres, resfriados e dores estomacais.

Wang et al. (2013), encontraram em extratos de Potentilla fruticosa, Potentilla
fruticosa glabra e Potentilla parvifolia, valores de atividade antioxidante pelo método
ABTS, semelhantes ao apresentado pelo extrato de peliculas de amendoim da
variedade IAC Runner 886, com valores entre 2110,22 uM Trolox/g para Potentilla
parvifolia e 2763,48 UM Trolox/g para Potentilla fruticosa. Os extratos estudados
pelos autores sdo utilizados habitualmente em medicina tradicional por exibirem
atividade  antioxidante, hipoglicémica, anti-inflamatéria, antitumoral e
antiulcerogénica.

Resultados similares aos obtidos pelo presente estudo também foram
observados por Loganayaku, Siddhurayu e Manian (2013), ao avaliarem a atividade
antioxidante pelo método ABTS dos extratos metandlicos e acetdnicos de Helicteres
isora e Ceiba pentandra. Estes extratos, que demonstraram valores entre 4400 e
8800 pM Trolox/g, sédo conhecidos e utilizados por apresentarem diferentes
propriedades terapéuticas, entre elas atividade hipoglicémica, hipolipidémica e
antiespasmodica. Extratos de Jurinea dolomiaea obtidos por Singh et al. (2015)
também apresentaram valores de atividade antioxidante entre 3129 e 11036 puM
Trolox/g, similares aos observados pelos extratos de peliculas de amendoim.

Em relacdo aos valores de atividade antioxidante observados em peliculas de
amendoim por outros autores, nota-se grande variagado entre os resultados. Como

exemplo, Francisco e Resurreccion (2009), encontraram valores entre 620 a 2560
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KM Trolox/g pelo método ABTS, ao estudarem a atividade antioxidante das peliculas
das variedades Runner, Virginia e Spanish, apds tratamento térmico em diferentes
temperaturas e tempos de aquecimento. Os autores deste estudo extrairam 1 g de
amostra em 20 mL de etanol 70%, o qual foi submetido a agitacéo por 10 minutos a
temperatura ambiente. O extrato foi filtrado e extraido por mais duas vezes
consecutivas sob as mesmas condi¢gdes. Os filtrados foram submetidos a banho
termostéatico a 40°C e, logo em seguida, a rotaevaporacao sob vacuo por 15 minutos
até volume de 5 mL. A este volume, foram adicionados 2 mL de agua deionizada,
sendo posteriormente congelado e liofilizado.

Oldoni et al. (2016), avaliaram pelo método ABTS, o extrato acetbnico de
peliculas de amendoim e suas fracdes metandlica e aquosa nas concentracdes 50
pg/mL e obtiveram valores de 4400, 5500 e 3200 uM Trolox/g, respectivamente.
Para a obtencdo do extrato acetbnico, os autores utilizaram solucdo acetona:agua
(60:40) acidificada com 0,1 mol/L de HCI até pH 1,5, aquecimento em banho
termostatico a 70°C por 30 minutos, centrifugacdo a 5000 x g for 15 minutos,
filtracdo, concentracdo em rotaevaporador a 36°C até completa evaporacdo da
acetona e liofilizagéo.

Chukwumah e Verghese (2009) utilizaram metanol 80% na proporcao (4:6,
p/v) para a extracdo de peliculas de amendoim. A suspensdo resultante foi
submetida a sonicacdo por 20 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a
2100 x g por 20 minutos a 4°C. Apds concentracdo do sobrenadante sob pressao
reduzida usando o rotaevaporador a 38°C, foram determinados valores entre 591 e
1038 uM Trolox/g pelo método ABTS.

Chuenchom et al. (2016) encontraram valores de 859 puM Trolox/g em
peliculas de amendoim da variedade Spanish; 875,75 para a pelicula de amendoim
da variedade Valéncia e 1040 uM Trolox/g para peliculas de amendoim da variedade
Virginia pelo método ABTS.

Em uma visdo abrangente, os resultados revelaram que o0s extratos das
variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST apresentaram alta atividade antioxidante,
com destaque para o extrato da variedade IAC-Tatu-ST, que demonstrou valores de
atividade antioxidante superiores ao do extrato IAC Runner 886 na maioria dos
ensaios de atividade antioxidante in vitro, com excecao do ensaio DPPH. Os valores
de atividade antioxidante dos extratos mostraram-se superiores ou similares aos

obtidos por outros autores em estudos sobre a atividade antioxidante de fontes
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tradicionais e residuos agroindustriais, ressaltando-se a ampla variedade de
resultados existente na literatura, atribuida, possivelmente, a diferengas nas técnicas

de extracdo e concentracdes utilizadas nos diferentes estudos.

5.2 Anélises nos 6leos

5.2.1 indice de peroxidos

Os Apéndices 1 e 2 apresentam as analises de variancia para a determinacgao
dos indices de peréxidos, utilizando os valores obtidos ao longo dos tempos de
termoxidacdo. Observa-se que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao
desdobramento da interagéo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Embora os niveis de perdxidos tenham apresentado comportamento instavel
nos tempos 0, 5 e 10 horas, os valores de peroxidos dos diferentes tratamentos das
variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST mostraram-se abaixo do limite maximo
recomendado pela ANVISA, segundo resolugéo n° 270, de 22 de setembro de 2005,
na qual se estabelece para gorduras e Oleos refinados, o valor maximo de 10
mEQq/kg de peroxidos (BRASIL, 2005).

Os tratamentos Extratoigg € Extratoogg da variedade |IAC Runner 886
apresentaram valores de peroxidos inferiores e estatisticamente diferentes dos
tratamentos TBHQso € TBHQ200 em 5 horas de termoxidagcdo. Em 10 horas de
termoxidacao, os referidos extratos destacaram-se por apresentarem 0S menores
valores de indice de peréxidos. O tratamento Extratoigp, entretanto, apresentou
valores inferiores e estatisticamente diferentes do Extratoogo em 5 e 10 horas de
termoxidacgao.

O tratamento Extratosp+TBHQso da variedade IAC-Tatu-ST apresentou o
menor indice de peroxidos, ndo diferenciando-se do TBHQioo em 5 horas de

termoxidacao (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores de peréxidos (mEg/kg) do 6leo de soja adicionado de diferentes
concentracbes de TBHQ e extratos de peliculas de amendoim das variedades IAC
Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0, 5 e 10 horas a 180°C.

Tempos de aguecimento (horas)

Tratamentos
0 5 10
IAC Runner 886
oS 1,70 + 0,01%°¢ 7,05+ 0,01 3,90 + 0,01%®
TBHQs 1,80 + 0,01%° 3,95 + 0,04 3,30+ 0,01%®
TBHQ100 1,65 + 0,01%® 1,60 + 0,01™ 5,70 + 0,02"
TBHQ,00 1,35 + 0,01°¢ 4,00 + 0,02°° 5,60 + 0,02
Extratosy 1,35 + 0,01°° 6,70 + 0,08%° 7,55+ 0,01
Extratosoo 1,50 + 0,01%® 2,00 + 0,01%* 2,20 + 0,01%
Extrato,oo 1,80 + 0,01%® 2,75+0,01*" 2,70 +0,02"
Extratose+TBHQsg 1,60 + 0,02%°¢ 5,70 £ 0,01™ 4,95 + 0,04
Extrato;oo+ TBHQ100 1,65 + 0,01%°¢ 5,80 + 0,01™ 5,15 + 0,01°®
IAC-Tatu-ST

oS 1,70 + 0,01%°°¢ 7,05+ 0,01** 3,90 + 0,01%
TBHQso 1,80 + 0,01*° 3,95 + 0,04 3,30+ 0,01™
TBHQ100 1,65+ 0,01%°* 1,60 + 0,01 5,70 + 0,02"

TBHQ200 1,35 + 0,01 4,0 +0,02% 5,6 + 0,02"
Extratos, 1,65 + 0,04%°¢ 3,2+0,01% 9,8 + 0,01
Extratosoo 1,55 + 0,01%°°¢ 7,25+ 0,01%® 12,65 + 0,01
Extrato,go 2,10 + 0,02% 6,65 + 0,12"° 10,75+ 0,12"*
Extratose+TBHQs 1,20 +0,01°° 1,40 + 0,08%° 6,45 + 0,01*"
Extrato;oo+TBHQ100 1,65 + 0,01%°°¢ 6,55 + 0,01 7,30 £ 0,18™

OS: éleo de soja; TBHQso: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ100: 100 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ20: 200 mg/kg
de terc butil hidroquinona; Extratos,. 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoie. 100 mg/kg de compostos fendlicos; Extratozgo:
200 mg/kg de compostos fenolicos; Extratoso+TBHQse: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ; Extratoioo+ TBHQ100:
100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os valores de peroxidos dos tratamentos analisados apresentaram-se
instaveis entre os tempos de aquecimento aplicados. A instabilidade a altas
temperaturas, conforme observado no presente estudo, jA foi documentada por
outros autores, entre eles Marinova et al. (2012), Gharby et al. (2014) e Alhibshi,
Ibraheim e Hadad (2016).

Marinova et al. (2012), ao determinarem o indice de peroxidos em oOleos

submetidos a fritura, afirmaram que, se por um lado, a estocagem dos o6leos
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vegetais acarreta 0 aumento do valor de perdxidos, a utilizacdo do Oleo em
temperaturas de fritura ndo leva a aumentos substanciais no indice de peréxidos,
devido a decomposicdo espontanea dos peréxidos, e que, portanto, este parametro
nao é representativo das mudancas que ocorrem no Oleo durante aquecimento a
180°C.

Gharby et al. (2014), em conclusdo similar, consideraram o indice de
peréxidos inapropriado para avaliar a degradacdo dos hidroperoxidos a altas
temperaturas, sugerindo, inclusive, sua utilizacdo como um indice de instabilidade.

Os resultados de indice de peroxidos evidenciaram que os tratamentos
Extratoigo € Extratoygo da variedade IAC Runner 886 mostraram maior eficiéncia
antioxidante frente ao TBHQso em 5 horas de termoxidacdo do que o extrato de
sementes de limao, na concentracdao 2.400 mg/kg, conforme observado em estudo
de Luzia e Jorge (2009).

Os tratamentos Extrato;oo € Extrato,ge da variedade IAC Runner 886 também
demonstraram maior eficiéncia antioxidante frente ao TBHQso do que as oleoresinas
de orégano e tomilho na concentracdo 3.000 mg/kg, em estudo de Jorge, Veronezzi
e Del Ré (2011).

A adicao do extrato de peliculas de amendoim das variedades IAC Runner
886 e IAC-Tatu-ST apresentou maior eficiéncia antioxidante ao 6leo de soja do que
a adicdo de extrato de semente de uva, em estudo realizado por Freitas et al., 2017,
gue observaram valores superiores e significativamente distintos de perdxidos em
relacdo ao 6leo de soja controle em 5 horas de termoxidacao.

O comportamento sinérgico apresentado entre o Extratosy da variedade IAC-
Tatu-ST e o TBHQso corrobora com o resultado constatado por Akaranta e Akaho
(2012), que demonstraram atividade antioxidante sinérgica entre o extrato de
peliculas de amendoim e o antioxidante &cido citrico, ao termoxidarem 100 mL de
6leo contendo 0,1 g de extrato de peliculas de amendoim e 0,1 g de acido citrico a
180°C.

Verificou-se, portanto, a eficiéncia antioxidante dos tratamentos Extratoigp €
Extratoygy da variedade IAC Runner 886 em 5 e 10 horas, e do tratamento
Extratoso+TBHQso da variedade IAC-Tatu-ST em 5 horas de termoxidacdo. Também
foi destacada a instabilidade dos valores de peréxidos dos tratamentos das
variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST entre os tempos 0, 5 e 10 horas de

termoxidacgao.
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5.2.2 Dienos conjugados

Os Apéndices 1 e 2 apresentam as analises de variancia para a determinacao
dos porcentuais de dienos conjugados, utilizando os valores obtidos ao longo dos
tempos de termoxidagédo. Observa-se que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interagdo. Dessa forma, procedeu-se ao

desdobramento da interacéo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Porcentual de dienos conjugados do 6leo de soja adicionado de diferentes
concentragfes de TBHQ e dos extratos de peliculas das variedades IAC Runner 886
e IAC-Tatu-ST em 0, 5 e 10 horas a 180°C.

Tempos de aguecimento (horas)

Tratamentos
0 5 10
IAC Runner 886
0S 0,52 + 0,01%¢ 0,96 + 0,01%° 2,18 + 0,26™
TBHQso 0,48 + 0,01 0,84 +0,01%* 1,10 + 0,03"
TBHQ100 0,44 + 0,01 0,52 + 0,01 1,68 + 0,01°
TBHQ200 0,53+ 0,01* 0,68 + 0,01°*® 1,97 + 0,02
Extratosy 0,55 + 0,01%¢ 0,98 + 0,01 3,54 + 0,01
Extratosoo 0,55 + 0,01%¢ 2,26 + 0,01° 2,87 + 0,01
Extratosgo 0,54 + 0,01%¢ 2,66 + 0,01 3,01 + 0,01°*
Extratoso+TBHQso 0,54 + 0,01%° 3,20 + 0,01 3,36 + 0,01**
Extrato,00+TBHQ100 0,54 + 0,01%° 3,16 + 0,01** 3,15 + 0,01°*
IAC-Tatu-ST
(o] 0,52 + 0,01%¢ 0,96 + 0,01%° 2,18 + 0,26*"
TBHQso 0,48 + 0,01*® 0,84 +0,01** 1,10 + 0,03"
TBHQ100 0,44 + 0,01 0,52 + 0,01 1,68 + 0,01°
TBHQ200 0,53 +0,01%° 0,68 + 0,01**® 1,97 + 0,02
Extratosg 0,45 + 0,01%° 0,65 + 0,01*® 1,29 + 0,03°*
Extrato;oo 0,56 + 0,01%° 0,83 + 0,01*® 1,66 + 0,01°
Extrato,oo 0,44 + 0,01%° 0,58 + 0,01**® 1,35 + 0,01°*"
Extratose+TBHQs, 0,50 + 0,01%° 0,54 + 0,01 1,48 + 0,01°*%
Extrato;go+ TBHQ100 0,52 + 0,01%° 0,79 + 0,01%® 1,63 + 0,01°

OS: dleo de soja; TBHQse: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQi00: 100 mg/kg de terc butil hidroguinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroquinona; Extratos,: 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoie. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extrato: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;00+TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra miniscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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De uma maneira geral, houve aumento dos valores de dienos conjugados dos
tratamentos das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST em fung&o do tempo de
aguecimento.

Em 5 horas de termoxidacdo, o tratamento Extratoso+TBHQso da variedade
IAC-Tatu-ST apresentou valor de dienos conjugados inferior e estatisticamente
distinto do tratamento OS, nao diferindo-se do tratamento TBHQ100. Em 10 horas de
termoxidacao, todos os tratamentos apresentaram indices de peroxidos inferiores e
estatisticamente distintos ao tratamento OS, destacando-se que o0s tratamentos
Extratoso, Extratoige € Extratonge ndo diferiram do TBHQs, tratamento que
apresentou o menor indice de peroxidos.

Ramalho e Jorge (2008) também observaram que o 6leo de soja adicionado
de 1.000 mg/kg de extrato de alecrim, ao longo de 5 e 10 horas de termoxidacéo,
apresentou valores de dienos conjugados inferiores e significativamente distintos do
Oleo de soja controle.

Em resultado similar ao presente estudo, Andreo (2007) encontrou ao longo
de 8 a 20 horas de termoxidacdo, valores de dienos conjugados inferiores e
significativamente distintos entre 6leo de soja com adicao de 2.500 mg/kg de extrato
de gengibre e o 6leo de soja controle, corroborando a eficiéncia da utilizacdo de
extratos de fontes vegetais como antioxidantes naturais.

Os resultados apresentados ressaltaram, portanto, que o0 tratamento
Extratosg+TBHQs50, assim como 0s tratamentos Extratosg, Extratoigo € Extratogo da
variedade IAC-Tatu-ST, apresentaram resisténcia a oxidacao superior ao Oleo de
soja controle, em 5 e 10 horas de termoxidacgéo, respectivamente.

5.2.3 indice de p-anisidina

Os Apéndices 1 e 2 apresentam as analises de variancia para a determinacao
dos indices de p-anisidina, utilizando os valores obtidos ao longo dos tempos de
termoxidacao. Observa-se que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao

desdobramento da interacéo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de p-anisidina do 6leo de soja adicionado de diferentes
concentracfes de TBHQ e extrato de peliculas das variedades IAC Runner 886 e
IAC-Tatu-ST em 0O, 5 e 10 horas a 180°C.

Tempos de aguecimento (horas)

Tratamentos
0 5 10
IAC Runner 886
oS 2,91 +0,51% 16,48 + 0,01°° 22,3 +0,03°"
TBHQs 3,07 £ 0,20%¢ 15,98 + 0,01°® 21,65 + 0,07°
TBHQ100 2,93 + 0,20% 16,26 + 0,01°° 22,71 + 0,02
TBHQ200 2,71 +0,47%¢ 16,61 + 0,01°° 20,92 + 0,64
Extratos, 3,94 + 0,03% 22,71 + 068"° 25,39 + 0,03"*
Extrato,oo 3,66 + 0,05%° 16,85 + 0,27 17,61 + 0,01°
Extrato,oo 3,41 + 0,01% 16,27 + 0,95%® 18,32 + 0,04°
Extratose+TBHQs, 3,96 + 0,14%° 26,21 + 0,51 26,41 + 0,34**
Extrato;0o+TBHQ 00 3,58 + 0,22% 26,55 + 0,01 26,89 + 0,05*"
IAC-Tatu-ST

oS 2,91 +0,51% 16,48 + 0,01%® 22,3 + 0,03%
TBHQs 3,07 + 0,20% 15,98 + 0,01*° 21,65+ 0,07°*
TBHQ100 2,93 + 0,20% 16,26 + 0,01*° 22,71 +0,02%**
TBHQ200 2,71 +0,47% 16,61 + 0,01%° 20,92 + 0,64
Extratos, 3,06 + 0,10%¢ 16,70 + 0,01%® 23,53+ 0,3
Extratosoo 2,35 + 1,24% 16,30 + 0,04%® 19,15 + 0,26™
Extrato.go 3,02 + 0,01% 16,68 + 0,01%° 17,77 + 0,08™
Extratoso+TBHQs 2,71 + 0,40% 16,26 + 0,01*° 18,46 + 0,03"
Extrato;oo+ TBHQ100 2,76 + 0,24% 15,93 + 0,20%° 18,97 + 0,01*

OS: 6leo de soja; TBHQso: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ100: 100 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroquinona; Extratoso. 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extrato,e: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratosp+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;oo+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra maitscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os produtos da oxidacdo secundaria como aldeidos insaturados,
principalmente 2-alquenais e 2,4-alcadienos, foram quantificados como indice de p-
anisidina e evidenciaram valores crescentes de compostos secundarios da oxidagao
com o decorrer do tempo de termoxidacéo.

Foi observado que, em 10 horas de termoxidag&o, os tratamentos Extrato;go €
Extrato,oo da variedade IAC Runner 886 ndo diferiram entre si, apresentando os

menores valores de p-anisidina. Os tratamentos Extratoigg, EXxtratozgo,



67

Extratoso+TBHQso € Extrato;go+tTBHQi00 da variedade IAC-Tatu-ST, também se
destacaram por apresentarem os menores valores de p-anisidina em 10 horas de
termoxidacao, ndo observando diferencas significativas entre os mesmos.

Observou-se aumento gradual do valor de p-anisidina em funcao do tempo de
aquecimento, como observado por Miguel et al. (2014), ao determinarem indices de
p-anisidina em azeite de oliva e 6leo de girassol enriquecidos com 0leo essencial de
Thymbra capitata submetidos a fritura.

Ao determinar o valor de p-anisidina em 0Oleo suplementado com extrato de
carqueja, Miranda (2015) obteve resultado similar ao presente estudo ao verificar
gue a adicédo dos extratos nas concentracdes de 500 mg/kg e 1.000 mg/kg diminuiu
os valores de p-anisidina do 6leo de soja durante um periodo de aguecimento de até
27 horas, a 180°C.

Evidenciou-se, portanto, que o0s tratamentos Extratoipo € Extratoyy da
variedade IAC Runner 886 e os tratamentos Extratoigg, Extrato,gg, Extratosg+TBHQs
e Extrato;po+TBHQ100 da variedade IAC-Tatu-ST destacaram-se por terem
apresentado valores de p-anisidina inferiores ao tratamento OS ao longo 10 horas
de termoxidacdo, demonstrando, portanto, eficiéncia na reducdo da formagédo de
compostos secundérios da oxidagéo lipidica.

5.2.4 Valor total de oxidacdo (Totox)

A partir dos indices de perdxidos e p-anisidina foi calculado o valor total de
oxidacdo ou Totox. Este parametro ndo deve apresentar valor superior a 10, limite
acima do qual os 6leos possuem baixa estabilidade. Assim, quanto menor o valor de
Totox, melhor a qualidade do 6leo analisado (MOIGRADEAN; POIANA; GOGOASA,
2012; SILVA, 2015).

Os Apéndices 1 e 2 apresentam as analises de variancia para a determinacao
dos valores totais de oxidacédo, utilizando os valores obtidos ao longo dos tempos de
termoxidacao. Observa-se que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao
desdobramento da interacéo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Os resultados mostram que os tratamentos ndo submetidos a termoxidacéo
(tempo 0), incluindo o tratamento OS, bem como os tratamentos adicionados do

antioxidante sintético TBHQ e extratos de peliculas de amendoim das variedades
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IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST apresentaram valores de Totox inferiores ao limite
méaximo recomendado. A partir de 5 horas de termoxidacdo, entretanto, foram

observados valores totais de oxidacédo acima do valor maximo recomendado.

Tabela 5. Valor total de oxidacdo (Totox) do 6leo de soja adicionado de diferentes
concentragfes de TBHQ e extrato de peliculas das variedades IAC Runner 886 e
IAC-Tatu-ST em 0O, 5 e 10 horas a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos
0 5 10
IAC Runner 886
0S 6,31 + 0,51 30,58 + 0,01 30,10 + 0,04%*
TBHQs 6,67 + 0,20% 23,88 + 0,01" 28,25 + 0,08%*
TBHQ100 6,23 + 0,34 19,46 + 0,01™ 34,11 + 0,20%
TBHQ200 5,41 + 0,30% 24,61 + 0,14% 32,12+ 117"
Extratosy 6,64 +0,11%¢ 36,11 + 1,94 40,49 + 0,11**
Extratosoo 6,66 + 0,05° 20,85 + 0,27 22,01 +0,01™
Extrato,go 7,01 + 0,01 21,77 £0,7%° 23,72 +0,24"
Extratose+TBHQso 7,16 + 044%® 37,61 + 051°°" 36,31 + 1,00”
Extrato;o0+TBHQ10o 6,88 + 0,37%° 38,15 + 0,01 37,19 + 0,01™
IAC-Tatu-ST

(o] 6,31 + 0,51%° 30,58 + 0,01** 30,10 + 0,04
TBHQs, 6,67 + 0,20*°° 23,88 + 0,10 28,25 + 0,07%
TBHQ100 6,23 + 0,34 19,46 + 0,01°° 34,11 + 0,20
TBHQ200 5,41 + 0,30%¢ 24,61 + 014 32,12 +1,17%*
Extratosg 6,36 + 0,56*°¢ 23,10 + 0,01" 43,13 + 0,28*
Extrato;oo 5,45 + 1,58%°¢ 30,80 + 0,01%° 44,45 + 0,13**
Extrato,go 7,22 +0,03% 29,98 + 0,66%° 39,27 + 099"
Extratoso+TBHQso 5,11 + 0,40° 19,06 + 0,32°° 31,36 + 0,01°"
Extrato;oo+ TBHQ100 6,06 + 0,12%°¢ 29,03 + 0,09%° 33,57 +0,72°"

OS: 6leo de soja; TBHQso: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ100: 100 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroquinona; Extratoso. 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extrato,e: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;oo+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra maitscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Em 5 horas de termoxidagcdo, o tratamento Extrato,gy da variedade IAC
Runner 886 evidenciou valor de Totox inferior ao tratamento OS e estatisticamente
semelhante ao tratamento TBHQ100. Em 10 horas de termoxidacado, os tratamentos
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Extrato;o0 € Extratoygy da variedade mencionada, destacaram-se por terem
apresentado os menores valores de Totox e por ndo terem apresentado diferenga
entre si.

Em 5 horas de termoxidacdo, o tratamento Extratoso+TBHQso da variedade
IAC-Tatu-ST e o tratamento TBHQig n&o diferiram significativamente e
apresentaram o0s menores valores de Totox, sugerindo efeito sinérgico entre o
Extratoso € 0 TBHQsp.

De maneira similar ao observado no presente estudo, Franco et al. (2018)
encontraram valores de Totox inferiores ao 6leo de soja controle nos tratamentos
adicionados de extrato de peliculas de amendoim nas concentragfes 250, 500, 750
e 1.000 mg/kg de compostos fendlicos e submetidos ao teste acelerado em estufa a
60°C. Contudo, deve-se frisar que as concentracfes dos extratos de peliculas de
amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST adicionadas ao 6leo de
soja foram inferiores as utilizadas por Franco et al. (2018) e que a temperatura de
aguecimento aplicada foi consideravelmente superior a utilizada por estes autores.

Poiana (2012) demonstrou reducdo de 13 a 35% no valor de Totox em
relagdo ao Oleo controle, em tratamentos com 6leo de girassol adicionado de extrato
de sementes de uva submetido a 200°C por 4 horas em forno convectivo, niveis de
reducdo superiores aos apresentados pelos tratamentos Extratoipo da variedades
IAC Runner 886 (11,31%) e IAC-Tatu-ST (6,18%), em 5 horas de termoxidacao.

Os resultados mostraram que os tratamentos Extratoigo € Extratozg da
variedade IAC Runner 886 foram eficientes em retardar o processo oxidativo do 6leo
de soja submetido a 5 e 10 horas de termoxidacdo a 180°C. A partir dos resultados
do valor de Totox, também evidenciou-se que as misturas Extratoso+TBHQso €
Extrato;00+TBHQ100 da variedade IAC-Tatu-ST mostraram protecdo oxidativa
superior ao 6leo de soja controle em 5 horas de termoxidacgéo.

Observou-se, ainda, que em baixas concentracdes, os extratos de peliculas
de amendoim das variedades analisadas demonstraram eficiente protecédo oxidativa

ao Oleo de soja submetido a condi¢des extremas de aquecimento..

5.2.5 Compostos polares totais

Os Apéndices 1 e 2 apresentam as analises de variancia para a determinacéo

dos compostos polares totais, utilizando os valores obtidos ao longo dos tempos de
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termoxidacdo. Observa-se que o teste F foi significativo (p < 0,01) para os
tratamentos, tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa forma, procedeu-se ao

desdobramento da interacéo, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Porcentual de compostos polares totais do 6leo de soja adicionado de
diferentes concentragbes de TBHQ e extratos de peliculas de amendoim das
variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0, 5 e 10 horas a 180°C.

Tempos de aguecimento (horas)

Tratamentos

5

10

IAC Runner 886

0S 11,50 + 0,01%® 14,00 + 0,01% 14,00 + 0,01
TBHQso 10,50 + 0,01 14,00 + 0,01** 13,50 £ 0,01%
TBHQ100 11,00 + 0,01°® 12,50 + 0,01%* 12,50 + 0,01
TBHQ200 11,00 + 0,01°° 13,00 + 0,01°® 14,50 + 0,01°*
Extratoso 11,00 + 0,01°° 14,00 + 0,01%® 17,00 + 0,01%*
Extratosoo 13,00 + 0,50 12,00 + 0,01°® 11,00 + 0,01
Extrato,oo 12,50 + 0,50°* 11,50 + 0,01 12,00 + 0,01%°

Extratoso+TBHQso 12,00 + 0,01 13,50 + 0,01°° 15,00 + 0,01
Extrat0s00*+ TBHQ100 14,00 + 0,01 14,50 + 0,01 13,50 +0,01%
IAC-Tatu-ST

oS 11,50 + 0,01™* 14,00 + 0,01** 14,00 + 0,01
TBHQs0 10,50 + 0,01%® 14,00 + 0,01° 13,50 + 0,01
TBHQu100 11,00 + 0,01°% 12,50 + 0,01 12,50 + 0,01
TBHQz00 11,00 + 0,01°® 13,00 + 0,01*® 14,50 + 0,01°
Extratoso 13,50 + 0,01°* 11,75+ 0,12 13,75+ 1,12
Extrato;oo 12,50 + 0,01°°%® 13,50 + 0,01%® 17,50 + 0,01*
Extratozo 18,00 + 0,01 12,00 £ 0,01*® 17,00 0,01

Extratoso+TBHQso 12,50 + 0,01°°% 12,00 +0,5™ 12,50 + 0,01
Extrato,gg+ TBHQ 109 14.00 + 0,01° 15,50 + 0,01 15,00 + 4,24,0%°*

OS: 6leo de soja; TBHQso: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ100: 100 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroquinona; Extratoso. 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extrato,e: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;oo+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra maitscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os resultados mostram que os valores de compostos polares totais dos
tratamentos analisados foram inferiores a 25%, ndo alcancando, portanto, o limite de

rejeicdo estabelecido pela maioria dos paises, incluindo o Brasil, conforme
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estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria em Informe Técnico n°
11, de 5 de outubro de 2004 (ANVISA, 2004).

Em 5 horas de termoxidacdo, os tratamentos Extratojoo € Extratoyy, da
variedade IAC Runner 886 apresentaram os menores valores de compostos polares
totais, ndo diferindo entre si. Em 10 horas de termoxidagé&o, o Extratoioo representou
o tratamento de maior eficiéncia antioxidante, tendo apresentado menor valor de
compostos polares totais, diferenciando-se dos demais tratamentos.

Observou-se tendéncia crescente na formacdo de compostos polares em
funcdo do aumento do tempo de aquecimento, conforme resultados apresentados na
Tabela 6.

Delfanian, Kenari e Sahari (2016), também demonstraram valores de
compostos polares totais inferiores ao 6leo de soja em estudo sobre o efeito
antioxidante da adicao do extrato da casca de ameixa-amarela (Eriobotrya japonica)
e da fruta jujuba (Ziziphus mauritiana) em 6leo de soja submetido a 180°C.

Andreo (2007), ao determinar o efeito antioxidante do extrato de gengibre em
0leo de soja submetido a termoxidacédo a 180°C, também encontrou resultado similar
ao presente estudo, ao observar que os tratamentos adicionados de extrato de
gengibre apresentaram maior protecdo quanto a formagdo de compostos polares
totais do que o 6leo de soja controle.

Verificou-se, portanto, que em 5 e 10 horas de termoxidacéo, os tratamentos
Extratoigo € Extrato,qo da variedade IAC Runner 886, evidenciaram niveis inferiores
de compostos polares em relacdo ao OS, e que, portanto, a adicdo deste extrato nas
concentracbes 100 e 200 mg/kg, proporcionou protecdo eficiente frente as reacdes

oxidativas ao longo dos tempos de aguecimento aplicados.

5.2.6 indice de estabilidade oxidativa

Os Apéndices 1 e 2 apresentam as analises de variancia para a determinacao
dos indices de estabilidade oxidativa, utilizando os valores obtidos ao longo dos
tempos de termoxidacéo, para os diferentes tratamentos. Observa-se que o teste F
foi significativo (p < 0,01) para os tratamentos, tempos de aquecimento e sua
interagdo. Dessa forma, procedeu-se ao desdobramento da interagdo, cujos

resultados estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Estabilidade oxidativa, em horas, do 6leo de soja adicionado de diferentes
concentracbes de TBHQ e extratos de peliculas de amendoim das variedades IAC
Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0, 5 e 10 horas a 180°C.

Tempos de aguecimento (horas)

Tratamentos
0 5 10
IAC Runner 886
oS 9,94 + 2,2 8,31 + 0,80*° 7,63 £ 0,04%®
TBHQs 9,72 + 0,06 5,95 + 0,07 6,02 + 0,07*®
TBHQ100 11,95 + 1,49 5,31+ 0,01™ 4,13 + 0,01°®
TBHQ200 15,87 + 0,88* 9,95 + 1,05 5,13 + 0,01°°
Extratos, 6,06 + 0,49%" 3,76 + 0,10™ 2,78 + 0,27°°
Extratosoo 6,40 + 0,68%" 4,72 + 0,18 5,98 + 1,36%"®
Extrato.go 6,78 + 0,15%* 5,34 + 0,19 4,74 +0,27°®
Extratosy+TBHQs 8,93 + 0,12°" 4,57 + 0,03°® 4,08 + 0,01°®
Extrato;oo+ TBHQ100 11,05 + 2,57°% 5,37 + 0,01"® 5,30 + 0,10
IAC-Tatu-ST
oS 9,94 + 2 22%A 8,31 + 0,80%° 7,63 + 0,04%®
TBHQso 9,72 + 0,06"" 5,95 + 0,07 6,02 + 0 ,07°®
TBHQ100 11,95 + 1,49° 5,31 + 0,01 4,13 + 0,01
TBHQ200 15,87 + 0,08* 9,95 + 1,05 5,13 + 0,01°°¢
Extratos, 11,21 + 0,19°* 4,90 + 0,03 3,96 + 0,55
Extratosoo 8,19 + 0,01°" 4,33 + 0,08 4,31 + 0,09
Extrato.go 7,99 +0,17" 4,22 +0,02"° 3,39+ 0,01
Extratosy+TBHQso 10,79 + 0,01°* 8,59 + 0,12*° 3,93 + 0,05
Extrato;oo+ TBHQ100 13,11 + 0,01"" 5,03 + 0,02"° 3,98 + 0,06%°

OS: 6leo de soja; TBHQso: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ100: 100 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQzq: 200
mg/kg de terc butil hidroquinona; Extratoso. 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extrato,e: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;oo+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A avaliagdo da eficiencia da adicdo de diferentes concentragcdes do
antioxidante sintético TBHQ e extratos de peliculas de amendoim das variedades
IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST, na prevencao da oxidacao lipidica do 6leo de soja
submetido a aquecimento por 0, 5 e 10 horas a 180°C, evidenciou variagdes nos
valores de estabilidade oxidativa entre os tratamentos e tempos de aquecimento

aplicados.
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As diferencas observadas podem estar relacionadas as interacbes de
natureza antioxidante e pré-oxidante dos compostos bioativos presentes e/ou
adicionados ao 0leo de soja. Também podem estar relacionadas a erros inerentes
ao método analitico, considerando-se que o ensaio de estabilidade oxidativa pode
ocasionar variagbes consideraveis devido a possiveis variacdes no fluxo de ar
(PRZYBYLSKI; WU; ESKIN, 2013).

No tempo 0, a adicdo do antioxidante TBHQ ao 6leo de soja, ha concentracéo
200 mg/kg, destacou-se por apresentar estabilidade oxidativa consideravelmente
superior aos tratamentos com adicdo do antioxidante sintético TBHQ e extratos de
peliculas das variedades Runner IAC 886 e IAC-Tatu-ST. Em 5 horas de
termoxidacao, apesar de nao ter diferido do OS, o tratamento TBHQ290 demonstrou
superioridade em relacdo aos demais tratamentos. Entretanto, em 10 horas de
termoxidacao, os tratamentos com adicdo de antioxidantes ndo conferiram protecéo
oxidativa ao 6leo de soja.

Apesar de os tratamentos das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST nao
terem apresentado valores de estabilidade oxidativa superiores ao TBHQ2q, pode-
se destacar que o tratamento Extratoipot TBHQ100 da variedade IAC-Tatu-ST
apresentou estabilidade oxidativa superior e significativamente distinta do tratamento
OS em 0 horas de termoxidacao. Por outro lado, apesar de nao ter diferido do 6leo
de soja ao longo de 5 horas de termoxidacado, o tratamento Extratoso+TBHQs, da
variedade IAC-Tatu-ST apresentou estabilidade oxidativa significativamente superior
ao tratamento Extratosg da variedade IAC-Tatu-ST e aos tratamentos TBHQsy e
TBHQ100, sugerindo efeito sinérgico entre o tratamento Extratos, desta variedade e o
TBHQso.

As diferencas nos valores de estabilidade oxidativa entre os tratamentos em
0, 5 e 10 horas de aquecimento podem estar relacionadas a diferengas no perfil de
compostos fendlicos entre ambos os extratos ou a variacdes analiticas proprias do
método empregado para avaliacdo da estabilidade oxidativa.

Camargo et al. (2012) determinaram a estabilidade oxidativa a 110°C do 6leo
de soja adicionado de extrato de peliculas de amendoim entre as concentracdes 400
e 1.000 mg/kg, e de maneira similar ao presente estudo, encontraram periodos de
inducéo inferiores ao TBHQ2, € superiores ao 0leo de soja. Os autores também
evidenciaram a eficiéncia antioxidante dos extratos de peliculas de amendoim ao

constatarem que a adicdo entre 400 e 1.000 mg/kg de extrato de peliculas de
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amendoim ao 6leo de soja apresentou maior protecéo a oxidacgéo lipidica do que 100
mg/kg de BHT.

O potencial antioxidante do extrato de peliculas de amendoim também foi
evidenciado por outros autores, cujos trabalhos demonstraram que a adicdo do
extrato de amendoim em 0leos vegetais proporcionou estabilidade oxidativa similar
ou superior a proporcionada pela adicdo de antioxidantes sintéticos, como em
estudo realizado por Yadav, Yogesh e Aswani (2014), que observaram estabilidade
oxidativa similar entre 0leo de mostarda adicionado de BHT e 6leo de mostarda
adicionado de 0,3% de extrato de peliculas de amendoim, submetido a 120°C.

Observou-se, portanto, que o tratamento TBHQ2qo destacou-se por apresentar
maior estabilidade oxidativa do que os demais tratamentos em O e 5 horas de
termoxidacdo. Entretanto, o tratamento Extrato;oo+TBHQ100 da variedade IAC-Tatu-
ST realcou-se por apresentar estabilidade oxidativa superior ao OS no tempo O.
Pdde-se observar, ainda, que o tratamento Extratosy da variedade IAC-Tatu-ST e o

TBHQso apresentaram sinergismo em 5 horas de termoxidacéo.

5.2.7 Tocoferois

A prevencdo da peroxidacdo lipidica constitui a atividade fisiologica mais
importante dos tocoferois presentes em grdos oleoginosos. Por essa razdo, 0S
tocoferois sdo importantes componentes bioativos e exercem fungédo fundamental na
estabilidade oxidativa dos Oleos vegetais (ISBELL; ABBOTT; CARLSON, 1999;
GLISZCZYNSKA-SWIGLO et al. 2007).

Os Oleos vegetais comestiveis, além de possuirem altas concentracbes de
tocoferois e alguns tocotrienois, apresentam grande consumo em nivel mundial,
constituindo-se em um dos alimentos de maior contribuicdo para a ingestdo de
vitamina E para a populacdo. O conteldo de tocoferois e tocotrienois em o6leos
vegetais é diretamente relacionado com o tipo de processamento aplicado, podendo
ocorrer perdas durante a embalagem, estocagem, exposi¢cdo a luz, oxigénio, altas
temperaturas, entre outros fatores (GUINAZI et al., 2009).

Visando avaliar a qualidade do 6leo de soja com a adicdo de diferentes
concentracdes dos extratos de peliculas de amendoim das variedades IAC Runner

886 e IAC-Tatu-ST, foram determinados o contetdo e porcentual de retengcédo dos
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iIsbmeros de tocoferol, tocoferois totais e vitamina E dos diferentes tratamentos em 0
e 10 horas de termoxidacao.

Os Apéndices 3 e 4 apresentam as analises de variancia para a determinacao
do isdmeros de tocoferol, tocoferois totais e vitamina E, utilizando os valores obtidos
ao longo de 0 e 10 horas de termoxidagdo. Observa-se que o teste F foi significativo
(p < 0,01) para os tratamentos, tempos de aquecimento e sua interacdo. Dessa
forma, procedeu-se ao desdobramento da interacdo, cujos resultados estédo
apresentados nas Tabelas 8 a 12.

O tratamento Extrato,go da variedade IAC Runner 886, destacou-se por
apresentar maior retengdo do isdmero a-tocoferol. Este tratamento, assim como o
Extrato;o0, também apresentaram maior retencdo dos isdbmeros y- e ©-tocoferol,
tocoferois totais e vitamina E.

Os tratamentos da variedade IAC-Tatu-ST ndo conferiram protecdo oxidativa
superior aos tratamentos OS e TBHQsp, que se destacou como o0 mais eficiente
dentre os tratamentos com adicdo do antioxidante sintético TBHQ. Entretanto, dentre
0s tratamentos desta variedade, o tratamento Extratosg+TBHQso destacou-se por
apresentar maior porcentual de retengdo dos isobmeros a- e y-tocoferol, tocoferois
totais e vitamina E, enquanto o tratamento Extratoipo apresentou maior retencéo do
isbmero &-tocoferol.

Teores de a-, y- e d-tocoferol superiores aos encontrados no presente estudo
foram observados por Zaunschirm et al. (2018) em cinco marcas de Oleo obtidas no
comércio local de Blanglashesh, Brasil, Austria e Estados Unidos. Entretanto, os
teores de a- e y-tocoferol observados nos tratamentos das variedades IAC Runner
886 e IAC-Tatu-ST foram similares aos observado por Grilo et al. (2014) ao
determinarem a concentracao de a-tocoferol e y-tocoferol em trés marcas de 6leo de
soja. Tais resultados s&o condizentes com a grande variedade nos valores de
tocoferois em 6leos vegetais documentadas na literatura.

Os tratamentos Extratoigo, EXxtrato,gg, Extratosg+ TBHQs5o € Extratoigo+ TBHQ100
da variedade IAC Runner 886 apresentaram porcentuais de retencdo do isémero a-
tocoferol de 87,17; 106,86; 74,17 e 67,45%, valores superiores ao observado no
Oleo de soja purificado com adi¢cdo de 600 mg/kg de a-tocoferol (67%), em estudo de
Ramalho, Silva e Jorge (2006), ao avaliarem a influéncia do extrato de alecrim sobre
a estabilidade do a-tocoferol em Oleo de soja submetido a termoxidacao.

Comparando-se, ainda, com 0 mesmo estudo, os tratamentos Extratoigp € Extratozog
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da variedade IAC Runner 886 também se destacaram por apresentarem valores de
retencdo superiores ao encontrado para o 6leo de soja purificado adicionado de
1.000 mg/kg de extrato de alecrim e 600 mg/kg de a-tocoferol (87%). Entretanto,
apenas o tratamento Extratoioo da variedade IAC Runner 886 apresentou maior
retencdo do isbmero a-tocoferol do que o 6leo natural com adi¢éo de 1.000 mg/kg de
extrato de alecrim (95%).

Veronezi, Costa e Jorge (2012) avaliaram o efeito da adicdo de 3.000 mg/kg
de extrato de manjericdo, assim como da mistura 3.000 mg/kg de extrato de
manjericdo e TBHQso na retencdo dos tocoferois em 6leo de soja submetido a 10
horas de termoxidagao, e encontraram valores de retengédo dos tocoferois totais e
dos isbmeros a-, y- € d-, superiores aos do presente estudo.

Casarotti e Jorge (2014), ao estudarem a atividade antioxidante do extrato de
alecrim em dOleo de soja, também demonstraram valores de retencao de a-, y- e &-
tocoferois superiores aos encontrados no presente estudo. Por outro lado, de
maneira similar ao observado no presente estudo, o extrato de alecrim foi mais
eficiente em preservar o isbmero d-tocoferol do que os demais isdmeros.

Os resultados de retencdo dos isdbmeros de tocoferol no 6leo de soja
adicionado de extrato de peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e
IAC-Tatu-ST sob termoxidagdo a 180°C corroboram com Sayyad, Jafari e Gohmi
(2017), que demonstraram d > a >y como sequéncia de estabilidade.

A retencdo dos isdbmeros de tocoferol nos tratamentos com adicdo do
antioxidante TBHQso e dos tratamentos Extratoigo € Extrato,go da variedade IAC
Runner 886 e Extratoso+TBHQso da variedade IAC-Tatu-ST preservaram de maneira
eficiente o contetdo de tocoferois do 6leo de soja, demonstrando, desta maneira,

destacada atividade antioxidante.
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Tabela 8. Contetdo, em mg/kg, e porcentuais de retencéo do isbmero a-tocoferol do

Oleo de soja adicionado de diferentes concentracdes de TBHQ e extratos de

peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0 e 10

horas a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos
0 10 %
IAC Runner 886
oS 58,56 + 0,06™ 47,00 + 0,11 80,26
TBHQs 59,59 + 0,01 56,06 + 0,02%° 94,07
TBHQ100 56,98 + 0,03 41,73 + 0,09%° 73,24
TBHQ200 56,77 + 0,01 37,02 +0,19% 65,22
Extratos, 48,35 + 0,61 26,55 + 0,01 54,90
Extrato;oo 42,72 +0,01" 37,23 £+ 0,19 87,17
Extrato,oo 42,96 + 0,03"® 45,90 + 0,26"* 106,86
Extratosy+TBHQs 46,10 + 0,01** 34,20 + 0,46°° 74,17
Extrato;oo+ TBHQ100 50,05 + 0,20 33,91 + 0,07%° 67,75
IAC-Tatu-ST
oS 58,56 + 0,06 47,00 + 0,11 80,26
TBHQs 59,59 + 0,01"" 56,06 + 0,02%° 94,07
TBHQ100 56,98 + 0,03™ 41,73 + 0,09% 73,24
TBHQ200 56,77 + 0,01™ 37,02 + 0,19 65,22
Extratos, 58,08 + 0,05 33,05 + 0,01"® 56,90
Extrato;oo 50,55 + 0,28" 23,85 + 0,229 47,19
Extrato,o 63,04 + 0,08 23,79 + 0,08% 37,75
Extratoso+TBHQso 59,85 + 0,09" 38,39 + 0,16 64,14
Extrato;00+TBHQ 00 54,06 + 0,01** 34,03 +0,01"® 62,96

OS: 6leo de soja; TBHQsy: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQi00: 100 mg/kg de terc butil hidroguinona; TBHQ2q: 200

mg/kg de terc butil hidroguinona; Extratos,: 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;

Extratozg: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;

Extrato;00+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Tabela 9. Contetdo, em mg/kg, e porcentual de retencdo do isébmero y-tocoferol do
Oleo de soja adicionado de diferentes concentracdes de TBHQ e extratos de
peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0 e 10
horas a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos
0 10 %
IAC Runner 886
0S 249,79 + 0,29 167,50 + 0,24°° 67,05
TBHQso 244,38 + 0,41" 198,76 + 0,19%° 81,32
TBHQ100 229,17 + 0,01 155,45 + 0,01%° 67,82
TBHQz00 230,43 + 0,09% 116,29 + 0,23%° 50,47
Extratosg 184,67 + 0,02°* 82,42 +0,36™ 44,63
Extrato;oo 171,16 + 0,01 172,96 + 0,01"® 101,05
Extrato,oo 166,06 + 0,01™ 166,76 + 0,28°" 100,42
Extratos,+TBHQso 173,93 + 0,25" 99,94 + 0,23% 57,45
Extrato10+TBHQ100 186,36 + 0,01 105,80 + 0,01 56,77
IAC-Tatu-ST
0S 249,79 + 0,29 167,50 + 0,24 67,05
TBHQso 244,38 + 0,41™ 198,76 + 0,19%° 81,32
TBHQ100 229,17 + 0,01 155,45 + 0,01°® 67,82
TBHQ200 230,43 + 0,09" 116,29 + 0,23" 50,47
Extratosy 240,53 + 0,02 119,58 + 0,01°° 49,72
Extrato,o 194,03 + 0,04™ 93,98 + 0,28™ 48,44
Extrato,o0 265,78 + 0,03 84,73+ 0,16" 31,87
Extratosy+TBHQso 248,10 + 0,12 126,44 + 0,28" 50,96
Extrato;oo+TBHQ100 228,32 +0,01% 100,10 + 0,59%° 43,85

OS: 6leo de soja; TBHQsy: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQi00: 100 mg/kg de terc butil hidroguinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroguinona; Extratos,: 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extratozg: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;00+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Tabela 10. Contetdo, em mg/kg, e porcentual de retencdo do isbmero &-tocoferol do

Oleo de soja adicionado de diferentes concentracdes de TBHQ e extratos de

peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0 e 10

horas a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos
0 10 %
IAC Runner 886
oS 63,35 + 0,01 54,83 + 0,09 86,53
TBHQso 66,54 + 0,28 60,92 + 0,19%° 91,54
TBHQ100 63,35 + 0,25 50,08 + 0,08%° 79,05
TBHQ200 63,80 + 0,25™ 48,42 +0,11%° 75,88
Extratos, 55,46 + 0,26 44,75 + 0,16"™ 79,97
Extrato;oo 49,19 + 0,01 48,31 + 0,01*" 98,21
Extrato,oo 49,15 + 0,60°® 52,29 + 0,06 106,40
Extratosg+TBHQso 55,14 + 0,78 45,95 + 0,15 83,33
Extrato;0o+TBHQ100 54,53 + 0,09 45,00 + 0,16"™ 82,50
IAC-Tatu-ST
oS 63,35 + 0,01 54,83 + 0,09 86,53
TBHQs 66,54 + 0,28%** 60,92 + 0,19%° 91,54
TBHQ100 63,35 + 0,25" 50,08 + 0,08 79,05
TBHQ200 63,80 + 0,25" 48,42 +0,11°®° 75,88
Extratos, 65,56 + 0,02°* 50,68 + 0,08 77,30
Extrato;oo 55,40 + 0,45 49,50 + 0,25°° 89,35
Extrato,o 67,91 + 0,19 38,83 +0,15"® 57,17
Extratoso+TBHQso 65,95 + 0,01™ 56,03 + 0,41°° 84,96
Extrato;o+ TBHQ100 60,33 + 0,05™ 47,22 +0,29°® 78,27

OS: 6leo de soja; TBHQsy: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQ100: 100 mg/kg de terc butil hidroguinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroguinona; Extratos,: 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extratozg: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;00+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Tabela 11. Conteudo, em mg/kg, e porcentual de retencdo dos tocoferois totais do
Oleo de soja adicionado de diferentes concentracdes de TBHQ e extratos de
peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0 e 10
horas a 180°C.

Tempos de aquecimento (horas)

Tratamentos
0 10 %
IAC Runner 886
0S 371,70 + 0,18%" 269,34 + 0,52 84,77
TBHQso 370,50 + 1,23 315,74 + 0,74%° 85,21
TBHQ100 349,50 + 0,64 247,27 + 0,64%° 70,74
TBHQ200 351,00 + 0,06™" 201,74 +1,27"® 57,47
Extratos, 288,99 + 0,44 153,73 + 0,93" 53,19
Extrato,oo 263,08 + 0,05 258,51 + 0,48" 98,26
Extrato,g0 258,17 + 1,00 264,97 + 0,26* 102,63
Extratoso+TBHQs 275,18 + 1,29™ 180,10 + 0,59™ 65,44
Extrato00+ TBHQ1o 290,95 + 0,12 184,72 + 0,66%° 63,48
IAC-Tatu-ST

0S 371,70 + 0,18° 269,34 + 0,52 84,77
TBHQso 370,50 + 1,23 315,74 + 0,74 85,21
TBHQ100 349,50 + 0,64%" 247,27 + 0,64%° 70,74
TBHQ200 351,00 + 0,06%" 201,74 +1,27%° 57,47
Extratos, 364,20 + 0,22 203,32 + 0,36%° 55,82
Extratoyg0 300,00 +0,36%" 167,34 + 0,57% 55,78
Extratosgo 396,70 + 0,34 147,36 + 1,10™ 37,14
Extratosy+TBHQso 373,90 + 0,15™ 220,88 + 0,52 59,07
Extrato;oo+TBHQ100 342,70 + 0,33" 181,37 + 1,38" 52,92

OS: 6leo de soja; TBHQsy: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQi00: 100 mg/kg de terc butil hidroguinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroguinona; Extratos,: 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extratozg: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;00+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Tabela 12. Conteudo, em Ul/kg, e porcentual de retencdo de vitamina E do 6leo de
soja adicionado de diferentes concentracdes de TBHQ e extratos de peliculas de
amendoim das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST em 0 e 10 horas a 180°C.

Tempos de aguecimento (horas)

Tratamentos 5 0 %
IAC Runner 886
oS 102,53 + 0,03** 77,38 + 0,19" 75,48
TBHQso 102,87 + 0,02** 92,09 + 0,01%® 89,52
TBHQ100 97,69 + 0,04 69,72 + 0,12°® 71,37
TBHQz00 97,65 + 0,03" 58,66 + 0,32°® 60,06
Extratoso 81,45 + 0,70* 42,01 +0,01%® 51,58
Extratoyoo 73,16 + 0,01% 67,39 + 0,24 92,10
Extrato,oo 72,66 + 0,05® 76,03 + 0,23 104,65
Extratoso+TBHQso 77,36 £ 0,01*" 53,07 + 0,46™ 68,61
Extrato00+TBHQ100 83,55 + 0,23 53,62 + 0,08® 64,18
IAC-Tatu-ST
oS 102,53 + 0,03 77,38 £ 0,198 75,48
TBHQso 102,87 + 0,02b** 92,09 + 0,01%° 89,52
TBHQ100 97,69 + 0,04 69,72 + 0,12 71,37
TBHQ200 97,65 + 0,03* 58,66 + 0,32°° 60,06
Extratoso 100,63 + 0,07% 54,80 + 0,01® 54,45
Extratosoo 85,27 + 0,29% 40,83 + 0,19 47,88
Extratooo 109,89 + 0,08, 39,27 + 0,14® 35,74
Extratoso+TBHQso 103,72 + 0,08, 61,76 + 0,13% 59,54
Extratooo+TBHQ100 94,32 + 0,01™ 52,92 + 0,03%® 56,11

OS: 6leo de soja; TBHQsy: 50 mg/kg de terc butil hidroquinona; TBHQi00: 100 mg/kg de terc butil hidroguinona; TBHQ2q: 200
mg/kg de terc butil hidroquinona; Extratos,: 50 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoiq. 100 mg/kg de compostos fendlicos;
Extratozg: 200 mg/kg de compostos fendlicos; Extratoso+TBHQso: 50 mg/kg de compostos fendlicos + 50 mg/kg de TBHQ;
Extrato;00+ TBHQ100: 100 mg/kg de compostos fendlicos + 100 mg/kg de TBHQ.

Médias + DP seguidas por mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05). Médias + DP

seguidas por mesma letra mailscula na coluna néo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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6 CONCLUSOES

A extracdo das peliculas de amendoim das variedades IAC Runner 886 e
IAC-Tatu-ST com 80% de etanol possibilitou a producdo de extratos com alto
rendimento e consideraveis teores de compostos fendlicos.

A atividade antioxidante dos extratos avaliada pelos métodos in vitro DPPH,
FRAP e ABTS destacou-se como similar ou superior a fontes tradicionais e
alternativas de antioxidantes.

A evolucdo da oxidacao lipidica avaliada em termos de indice de peroxidos,
dienos conjugados, p-anisidina, valor total de oxidacdo (Totox) e estabilidade
oxidativa destacou a eficiéncia antioxidante dos tratamentos Extratoigg € Extratoogo
da variedade IAC Runner 886 em 5 e 10 horas de termoxidacdo, assim como o
sinergismo entre o Extratos, da variedade IAC-Tatu-ST e o TBHQso em 5 horas de
termoxidacao.

Os tratamentos Extratoigo € Extratogy da variedade IAC Runner 886 e o
tratamento Extratoso+TBHQso proporcionaram eficiente retencdo do teor de
tocoferois no Oleo de soja, destacando-se, desta forma, o efeito protetor contra a
oxidacao lipidica conferida por estes tratamentos.

Foi possivel observar, portanto, que os extratos de peliculas de amendoim
das variedades IAC Runner 886 e IAC-Tatu-ST apresentaram importante atividade
antioxidante, mesmo quando adicionados em baixas concentracdes, ao serem
capazes de retardar a oxidacgéao lipidica em 5 e 10 horas de termoxidacao a 180°C, e
que, por esta razao, representam grande potencial como antioxidantes naturais, e

como alternativa a utilizacdo do antioxidante sintético TBHQ.
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APENDICES

Apéndice 1. Andlises de variancia para indice de peréxidos (IP), dienos conjugados (DC), p-anisidina (PA), valor de Totox
(VT), compostos polares totais (CPT) e estabilidade oxidativa (EO) do 6leo de soja adicionado de extrato de peliculas de

amendoim da variedade IAC Runner 886.

Quadrados médios

Causas de variacao G.L.
IP DC PA VT CPT EO
Tratamentos 8 6,3656** 2,2013** 40,4978** 112,2715** 4,0046** 19,7964**
Tempos 2 49,8146** 18,5274** 1891,031*  3311,362** 16,463** 105,4664**
Tratamentos x Tempos 16 3,7861** 0,8298** 11,2473** 39,0507** 3,5046** 5,6908**
Residuo 27 0,0115 0,0126 0,204 0,3267 0,037 0,4413
Desvio padrao 0,10 0,11 0,45 0,57 0,19 0,66
Coef. de variagéo (%) 3,04 7,07 3,00 2,58 1,49 9,65

**teste significativo (p < 0,01)
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Apéndice 2. Analises de variancia para indice de peréxidos (IP), dienos conjugados (DC), p-anisidina (PA), valor de Totox
(VT), compostos polares totais (CPT) e estabilidade oxidativa (EO) e estabilidade oxidativa (EO) do 6leo de soja adicionado

de extrato de peliculas de amendoim da variedade IAC-Tatu-ST.

Quadrados médios

Causas de variacao G.L
IP DC PA VT CPT EO
Tratamentos 8 14,3375** 0,1314** 3,3972** 48,7035** 9,4167** 14,0661**
Tempos 2 143,5585** 6,1271** 1549,932**  3949,477*  15,0417** 190,6747**
Tratamentos x Tempos 16 8,3352** 0,0732** 2,7474* 31,1588** 5,2917** 5,3067**
Residuo 27 0,0269 0,0151 0,1888 0,3325 0,7315 0,2734
Desvio padrao 0,16 0,12 0,44 0,58 0,86 0,52
Coef. de variagéo (%) 3,63 13,15 3,27 2,59 6,36 7,13

**teste significativo (p < 0,01)
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Apéndice 3. Andlises de variancia a-tocoferol, y-tocoferol, &-tocoferol, tocoferois totais (TT) e vitamina E do éleo de soja

adicionado de extrato de peliculas de amendoim da variedade IAC Runner 886.

Quadrados médios

Causas de variacao G.L
a-tocoferol y-tocoferol O-tocoferol TT vitamina E
Tratamentos 8 179,5046** 3812,6231** 107,86** 7028,854** 563,6391**
Tempos 1 1166,792** 36109,5006** 544,0556** 61365,2** 4398,342**
Tratamentos x Tempos 8 64,7719** 1703,7937** 34,2242** 2946,269** 217,4666**
Residuo 18 0,1343 0,1473 0,1989 0,5455 0,1562
Desvio padrao 0,37 0,39 0,45 0,74 0,40
0,80 0,22 0,83 0,27 0,52

Coef. de variacéo (%)

**teste significativo (p < 0,01)
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Apéndice 4. Analises de variancia a-tocoferol, y-tocoferol, &-tocoferol, tocoferois totais (TT) e vitamina E do 6leo de soja

adicionado de extrato de peliculas de amendoim da variedade IAC-Tatu-ST.

Quadrados médios

Causas de variacao G.L.
a-tocoferol y-tocoferol o-tocoferol TT vitamina E
Tratamentos 8 139,569** 2142,782** 55,8907** 4162,421** 395,876**
Tempos 1 3702,52** 104052,5** 1487,259** 178071,1** 13390,73**
Tratamentos x Tempos 8 100,8869** 1490,524** 50,2497** 2907,872** 274,8578**
Residuo 18 0,0849 0,1704 0,1791 0,5014 0,1012
Desvio padrao 0,29 0,41 0,42 0,71 0,32
Coef. de variacédo (%) 0,62 0,23 0,74 0,25 0,40

**teste significativo (p < 0,01)
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