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METHODS FOR THE EVALUATION OF THE DEGREE OF LIPID OXIDATION AND THE
ANTIOXIDANT ACTIVITY. In this work several methods for evaluation of the degree of lipid
oxidation and antioxidant activity are reviewed. Some aspects related to the recent advances men-

tioned in the literature are also reported.
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INTRODUCAO

Os lipidios desempenham um importante papel no que res-
peita & qualidade de certos produtos alimentares, particular-
mente em relagdo as propriedades organolépticas que os tor-
nam desejaveis (e.g. flavor, cor, textura). Por outro lado, con-
ferem valor nutritivo aos alimentos, constituindo uma fonte de
energia metabdlica, de acidos graxos essenciais (e.g. acidos
linoleico, linolénico e araquiddnico) e de vitaminas lipossol U-
veis (e.g. A, D, E e K)2.

A oxidagdo lipidica € um fendmeno espontaneo e inevita-
vel, com uma implicac8o direta no valor comercial quer dos
corpos graxos, quer de todos os produtos que a partir deles sdo
formulados (eg. alimentos , cosméticos, medicamentos).

A peroxidacdo lipidica constitui a principal causa de deterio-
ragdo dos corpos graxos (lipidios e matérias graxas). Afastados
do seu contexto de protecdo natural, 0s corpos graxos sofrem,
no decurso de processos de transformagéo e armazenamento,
alteracdes do tipo oxidativo, as quais tem como principal con-
seqliéncia a modificagdo do flavor original e o aparecimento
de odores e gostos caracteristicos do rango, o qual representa
para o consumidor, ou para o transformador industrial, uma
importante causa de depreciagdo ou rejeicio’.

Nos ultimos anos, a preocupagdo constante de proporcionar
aos consumidores produtos de alta qualidade levou a adogdo
de medidas que permitem limitar o fendmeno de oxidagdo
durante as fases de processamento e armazenagem dos produ-
tos (e.g. escolha de processos que limitem as operagbes de
arejamento e o tratamento térmico; utilizacdo de matérias-pri-
mas refinadas, com baixos teores de &gua e isentas de pro-
oxidantes; armazenamento a baixas temperaturas e em atmos-
fera inerte; adicdo de compostos antioxidantes; utilizacdo de
embalagens estanques e opacas a radiagdo UV, etc.). Deste
conjunto de acles, a adicdo de compostos antioxidantes €, sem
davida, uma prética corrente, razdo que justifica o atual inte-
resse pela pesquisa de novos compostos com capacidade anti-
oxidante. O baixo custo de obtengdo, facilidade de emprego,
eficécia, termo-resisténcia, “neutralidade” organoléptica e au-
séncia reconhecida de toxicidade, sdo premissas para a sua
selecdo e utilizacso a nivel industrial®.

Neste contexto, torna-se necessario, por um lado controlar a
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qualidade dos corpos graxos, através da determinacdo do seu grau
de oxidagdo e, por outro avaliar, a capacidade antioxidante de
novos compostos. A grande diversidade de métodos analiticos
(quimicaos, fisicos €/ou fisico-quimicos) propostos na literatura para
a avaliagdo do grau de oxidagdo lipidica e da capacidade antioxi-
dante coloca, na prética, algumas dificuldades de selegéo.

O presente trabalho ndo pretende efetuar uma descrigao
exaustiva de todas as metodologias mas, tdo somente apos uma
abordagem geral do processo de oxidagao lipidica, refletir so-
bre os métodos mais usados ou que foram alvo de maior de-
senvolvimento na ultima década.

OXIDAGAO LIPIDICA: GENERALIDADES

A oxidagdo lipidica estd na origem do desenvolvimento do
ranco, da producédo de compostos responsaveis por off flavors e
off odors da reversdo e da ocorréncia de um elevado nimero de
reacOes de polimerizagdo e de cisdo. Este tipo de reacdes ndo so
diminui o tempo de vida e o valor nutritivo dos produtos ali-
mentares, como podem gerar compostos nocivos (Fig. 1)*®.

Figura 1. Esquema geral da oxidacg&o lipidica (adquirida da ref. 5).
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Os fendmenos de oxidacdo dos lipidios dependem de meca-
nismos reacionais diversos e extremamente complexos, 0s quais
estéo relacionados com o tipo de estrutura lipidica e 0 meio
onde esta se encontra. O ndmero e a natureza das insaturagdes
presentes, o tipo de interface entre os lipidios e 0 oxigénio
(fase lipidica continua, dispersa ou em emulsdo), a exposicao a
luz e ao calor, a presenca de pro-oxidantes (e.g. ions metélicos
de transicdo) ou de antioxidantes, séo fatores determinantes
para a estabilidade oxidativa dos lipidios’.

Composi¢cdo Quimica dos Lipidios

Os lipidios presentes a nivel dos sistemas bioldgicos e ali-
mentares sdo constituidos por uma mistura de tri-, di-
monoglicerideos, acidos graxos livres, glicolipidios, fosfolipl’-
dios, esterois, etc. A maior parte destes constituintes é oxidavel
em diferentes graus’ %%,

Os triglicerideos resultam da esterificagdo de uma molécula de
glicerol com os &cidos graxos, sendo considerados os principais
responsaveis pelo desenvolvimento do rango. Os triglicerideos
mistos de &cidos graxos insaturados ou saturados de cadeia longa,
contendo um ndmero par de &omos de carbono, sdo os principais
componentes das gorduras naturais comestlvas podendo existir
na forma de diapasao (1) efou de cadeira (11)1%%

O
N 9

|
HC-07 R
R"\[ro—CH2
0

] ay

0
)l\o —CH,

HCO

mé—0__R"

X,

R’,R*', R*" - cadeias saturadas ou insatluradas.

A hidrdlise (enzimética e ndo enzimética) dos triglicerideos pode
originar diglicerideos, monoglicerideos e &cidos graxos livres.

A presenca nestas moléculas das mesmas cadeias insaturadas
dos triglicerideos torna-as predispostas & oxidagdo. No estado
natural, estes compostos insaturados apresentam duplas ligagdes
com configuraco cis, separadas entre si por grupos metilénicos*!!

Os é&cidos graxos possuindo uma ou duas duplas ligagdes
ndo originam de partida os mesmos produtos de decomposi¢ao
que os &cidos graxos altamente insaturados™”.

Os 0leos vegetais de uso alimentar (6leo de soja, de amen-
doim, de milho, de canola, de céartamo, de trigo e de arroz)
possuem niveis mais elevados de ésteres de acidos graxos in-
saturados (e.g. acido oleico (18:1), acido linoleico (18:2), aci-
do linolénico (18:3)). As gorduras de animais terrestres contem
niveis mais altos de glicerideos de acidos graxos saturados (e.g.
acidos palmitico (16:0) e estearico (18:0)). Os 6leos de peixes
e de animais marinhos sd0 0s que possuem maior teor de aci-
dos graxos insaturadost®!!

Uma vez que a velocidade de autoxidacg8o estd dependente
do numero de duplas ligagdes presentes na molécula, seria de
esperar que os 06leos vegetais exibissem maior susceptibilidade
a deteriorac@o que as gorduras animais. Porém, tendem a oxi-
dar mais lentamente do que seria de esperar a partir da sua
composi¢ao quimica, porque contem quantidades significativas
de tocoferdis, 0s quais atuam como antioxidantes naturaist

As gorduras naturais contem também quantidades significati-
vas de fosfolipidios. Estes compostos resultam de reagles de
esterificagdo de polihidroxialcoois (e.g. glicerol) com é&cidos
graxos e acido fosforico, podendo ainda este Gltimo estar asso-
ciado a compostos basicos nitrogenados (e.g. colina, etanolami-
na). Os fosfolipidios contendo cadeias de acidos graxos insatu-
rados, sfo igualmente susceptiveis a danos oxidativos®1l,
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Entre outros compostos, as gorduras naturais possuem igual-
mente esterdis (e.g. colesterol e sitosterol), os quais ndo intervem
de forma significativa na estabilidade oxidativa das gorduras™.

Distribuicéo dos Lipidios na Matriz

Trata-se de um aspecto de extrema importancia no que res-
peita ao desenvolvimento de processos oxidativos. Os lipidios
podem estar dispersos na matriz, formada pelos polissacarideos
e pelas proteinas, encontrando-se facilmente expostos a oxida-
¢do0. No entanto, a existéncia de interagdes hidrofébicas entre as
cadeias de acidos graxos e as hélices de amilose, ou o
encapsulamento dos lipidios pelas proteinas, podem conduzir ao
retardamento dos processos oxidativos'.

Freqlentemente, a estabilidade e a conservagéo, em condi-
¢des normais, de alguns alimentos com elevado teor em lipidios
deve-se a forma compartimentada ou descontinua como alguns
dos seus constituintes (e.g. lipoxigenase, 4gua e oxigénio) se
distribuem no seio da matriz.

A relacdo entre afragdo oxidavel e afracdo estavel dos lipidios
num mesmo alimento pode ser modificada pela formulagéo e pelas
condicdes de processamento. Determinados processos (e.g. tritu-
racdo, torrefacdo, secagem) tem como conseqiiéncia a ateracéo
profunda dessa estrutura compartimentada, provocando a ruptu-
ra dos glébulos de gordura, favorecendo a agdo de enzimas
lipoliticas (lipases), a eliminagéo de agua e aumentando a expo-
sicdo ao oxigénio. A presenca de uma fase lipidica continua
resulta na formagdo de uma maior superficie de troca com o
meio e na conseqiiente predisposicdo a oxidagdo’1°,

Atividade da Agua

A gquantidade de agua presente na matriz pode afetar a esta-
bilidade oxidativa dos lipidios”19.11,

Dados experimentais permitiram verificar que as velocida-
des mais baixas do processo de oxidagdo dos lipidios se obser-
vam para valores de atividade da agua (a,) compreendidos entre
0,2 e 0,3 7. A velocidade de oxidagdo aumenta para valores
inferiores e muito proximos de zero (estado de desidratacéo),
ou superiores. O primeiro caso pode explicar-se pela formagéo
de canais na matriz como resultado da eliminagdo de agua,
através dos quais é favorecida a migragdo do oxigénio. O se-
gundo resulta provavelmente do favorecimento de reagfes de
oxidacdo enzimética e da capacidade de mobilizagdo de metais
de transicdo (pro-oxidantes) pela aguab’11.

M ecanismos de Oxidagéo

A degradacdo oxidativa dos &cidos graxos insaturados
pode ocorrer por varias vias, em fungdo do meio e dos agen-
tes catalisadores.

Fotoxidacdo

O mecanismo de fotoxidac&o de gorduras insaturadas € pro-
movido essencialmente pela radiagdo UV em presenca de
sensibilizadores (e.g. clorofila, mioglobina), e envolve a parti-
cipagao de oxigénio singleto (10,) como intermedidrio reativo.

O processo envolve reagdes radicalares, cujo resultado é a
formagao de hidroperéxidos diferentes dos que se observam na
auséncia da luz e de sensibilizadores, e que por degradacdo
posterior originam aldeidos, dcoois e hidrocarbonetos>19.

A velocidade da reagdo ndo é afetada por scavengers de
radicais peroxilo e é inibida pelos carotenos’?

Autoxidacéo

A autoxidagdo é um processo dindmico que evolui ao longo
do tempo.
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Trata-se de um fendmeno puramente quimico e bastante com-
plexo, envolvendo reagOes radicalares capazes de auto-propaga-
¢do, e que dependem do tipo de agdo catalitica (temperatura, fons
metdlicos, radicais livres, pH). No decurso da segiiéncia reacional,
classicamente dividida em iniciacdo, propagacéo e terminacao,
é possivel distinguir trés etapas de evolucdo oxidativa>"8101%

1. desaparecimento dos substratos de oxidagdo (oxigénio,
lipidio insaturado);

2. aparecimento dos produtos primérios de oxidagdo
(perdxidos e hidroperdxidos), cuja estrutura depende da na-
tureza dos &cidos graxos presentes;

3. aparecimento dos produtos secundérios de oxidag&o, obti-
dos por cisdo e rearranjo dos peroxidos (epdxidos, compos-
tos voléteis e ndo volateis), cuja natureza e proporcéo de-
pendem de diversos parametros.

Oxidagdo Enziméatica

A oxidagdo lipidica pode ocorrer por catdlise enzimética,
nomeadamente por agdo da lipoxigenase. Esta enzima atua sobre
0s é&cidos graxos poli-insaturados (e.g. &cidos linoleico e
linolénico, e seus ésteres), catalisando a adi¢do de oxigénio a
cadeia hidrocarbonada poli-insaturada. O resultado € a formagao
de peréxidos e hidroperdxidos com duplas ligagdes conjugadas,
os quais podem envolver-se em diferentes reagcdes degradativas,
semelhantes as observadas para os processos de autoxidagdo,
originando diversos produtost®. O processo de catélise enziméti-
ca decorre com maior especificidade, em termos de substrato e
de produtos finais, do que o processo de autoxidagio'®.

Um aspecto importante da atuac&o da lipoxigenase é o que
se relaciona com a sua capacidade para co-oxidar substratos
(carotendides, tocoferdis, clorofila, proteinas, etc.), sendo res-
ponsével pela iniciagdo de novos processos oxidativosto,

METODQS PARA A AVALIACAO DO GRAU DE
OXIDACAO LIPIDICA

A avaliagdo do estado de oxidacdo de 6leos e gorduras, ou
sgja, a medida do ranco, é uma determinagdo importante a ni-
vel industrial. Trata-se, em primeiro lugar, de um meio de
controlar e garantir a qualidade das matérias-primas adquiri-
das, bem como um método de controle de qualidade dos pro-
dutos comercializados. Acresce ainda o interesse da sua aplica-
¢a0 ao estudo sistemético do desenvolvimento do ranco.

Estéo descritos dezenas de métodos diferentes (fisicos, qui-
micos e fisico-quimicos) para a avaliagcdo da estabilidade
oxidativa de 6leos e gorduras. Porém, nenhum método se
correlaciona de um modo perfeito com as modificaces
organol épticas produzidas no decurso das reagdes de oxidagao.
Cada método fornece informag8es sobre um estado particular
do processo oxidativo, variavel em fun%éo das condicdes apli-
cadas e dos substratos lipidicos usados”%1°,

Uma das dificuldades para avaliar o grau de oxidag&o reside
na escolha do momento mais adequado para efetuar essa deter-
minagdo. De um modo geral, procura-se avaliar, em condicdes
padronizadas e selecionando um determinado parémetro indi-
cador, o0 “periodo de indugdo” da reagdo, ou seja, 0 tempo
necessario para se atingir um ponto critico de oxidagéo (e.g.
alteragdo de gosto, acelerac8o brusca da velocidade do proces-
so oxidativo) (Fig. 2). A determinacdo ndo deve ser pontual,
i.e., restrita a um determinado momento, mas deve-se efetuar
ao longo do tempo, de forma a ser representativa da duragéo
de vida do produto®”10114,

E importante estabelecer a distingdo entre os testes para
determinagdo da estabilidade oxidativa nas condi¢des normais
de armazenamento ou de distribuicdo (testes de estabilidade
em tempo real), e a avaliagdo da resisténcia a oxidagado efetu-
ada por testes preditivos, os quais promovem um envelheci-
mento acelerado (testes de estabilidade acelerados) (Fig. 3)’.
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Figura 2. Determinacé@o da estabilidade oxidativa.

Figura 3. Testes de estabilidade oxidativa.

Os testes acelerados, recorrendo a condigdes padronizadas
de oxidagéo acelerada (oxigenagdo intensiva, tratamento térmi-
co e/ou catalise metdlica), permitem estimar de forma répida a
estabilidade oxidativa de uma matéria graxa ou a eficacia “te-
orica’ de um antioxidante, isolado ou em associagdo. Uma vez
gue os fendmenos naturais de oxidagdo sdo processos lentos,
desenrolando-se freqlientemente ao longo de vérios meses, os
testes de estabilidade em tempo real tornam-se por vezes in-
compativeis com o controle de qualidade a nivel industrial®.
Deste modo, os testes de estabilidade acelerados assumem par-
ticular importancia na rotina analitica.

Analise Sensorial

Na avaliagdo sensorial, a coleta e degustacéo de amostras ao
longo do tempo permite seguir o aparecimento progressivo dos
produtos de degradacao dos lipidios, causadores de off flavors ou
de off odors. E considerada a mais fidedigna de todas as determi-
nagBes, porquanto mede aquilo de que o consumidor se apercebe,
traduzindo a sua aceitagdo relativamente ao produto. Extremamente
sensivel, permite detectar quantidades da ordem dos pgkg?, en-
quanto que outros métodos possuem em geral um limiar mil ve-
zes superior* ™14 O ranco torna-se perceptivel, sensorialmente,
para um contetido lipidico peroxidado da ordem dos 0,5%>".

No entanto, esta andlise ndo pode constituir por si s6 um
meétodo de controle. Dificil de pér em préatica e de custos eleva-
dos, a andlise sensoria apresenta muitos inconvenientes. Reco-
nhecer e quantificar sabores e odores desagradéveis necessita de
uma longa aprendizagem, porquanto a sensacdo percebida ndo é
Unica e modifica-se a medida que a oxidac&o progride. Se por
um lado os diferentes constituintes de um produto influenciam a
percepcdo (a natureza dos off flavors pode sofrer alteracBes pela
interacdo de outros constituintes da matriz), por outro a sensibi-
lidade difere de individuo para individug*”1011,

A preferéncia pessoal subjacente a esta forma de avaliacdo,
aliada as dificuldades quer de determinagcdo do momento exato
em gue um produto sofre oxidagdo, quer de comparacdo de resul-
tados, justificam a existéncia de um conjunto de testes objetivos,
baseados na determinacdo de propriedades fisicas e quimicas'®1L,
Porém, na opinido de alguns autores, a andlise sensorial €
insubstituivel para saber se um teste utilizado (quimico ou fisico)
€ representativo da alteracdo de propriedades organol épticas’.
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A avaliagdo sensorial pode ser aplicada as situa(;(”)es de en-
vel heci mento acelerado, sendo a temperatura o Unico fator
limitante”?

Andlise dos Substratos da Oxidagao
Oxigénio

Os métodos de absorgao de oxigénio tem por base o fato de
a oxidagdo das gorduras e dleos se traduzir num consumo
mensuravel de oxigénio atmosférico®.

O estudo cinético do consumo de oxigénio, inerente a de-
gradacdo oxidativa, permite medir a duragéo da fase de inici-
acdo (periodo de inducéo) e/ou o seu alargamento sob o efeito
de um agente antioxidante.

Com base neste indicador de oxidag&o encontram-se descri-
tos na literatura métodos manométricos, polarograficos,
ponderais ou mesmo cromatogréaficos. A titulo de exemplo re-
ferem-se os seguintes ensaios:

e Teste de Sylvester: trata-se de um método manométrico
baseado na medida das variagdes da pressao de oxigénio a
uma determinada temperatura (50-150°C). A amostra
lipidica é colocada num recipiente estanque e aquecida com
agitacdo. A reagdo do oxigénio do ar com a amostra con-
duz a uma diminui¢cdo da pressdo no interior do recipiente.
Existem no mercado algumas versfes automatizadas deste
teste acelerado (Aparelho FIRA-Astell e Oxidograph)”*;

* Ensaio com bomba de oxigénio: neste método a amostra
€ colocada numa bomba de ago inoxidavel, a qual esta li-
gada a um registrador de pressdo. O processo oxidativo é
acelerado pelo oxigénio sob pressdo (65-110 psi O,) e pelo
aquea mento (99°C). Como resultado da absor(;ao de oxigé-
nio, a presso no interior da bomba diminui®

» Oxigrafia com sistema polarografico: € um metodo adapta-
do ao estudo do comportamento oxidativo das gorduras e dos
Oleos. A peroxidagdo lipidica € promovida pelo oxigénio e
por um catalisador de natureza pré-oxidante (hemoglobina); a
medicdo das pressdes parciais de oxigénio ao longo do tempo
é efetuada por um sistema polarogréfico (eletrodo de Clark
com controle de temperatura). A rapidez de execucdo, a re-
produtibilidade dos resultados obtidos e o baixo custo sdo far
tores que revelam a utilidade desta metodologia®®;

e Meétodo de pesagem: trata-se de um teste muito simples,
no qual uma amostra lipidica, rigorosamente pesada, € in-
cubada em estufa (30-80°C) na auséncia de luz. Determina-
se 0 aumento do peso da amostra, resultante da adicdo de
OX|gen|o em intervalos regulares durante o perlodo dein-
cubacao>!®. E um método ndo muito sensivel, cujo ponto
critico se snua muito para além do momento a partir do
qual se detecta alteracdo de flavor*

» Método cromatogr afico: recorrendo a cromatografia gaso-
sa (CG) por headspace, mede-se a absorc¢éo de oxigénio
com auxilio de um detetor termocondutimétrico’.

A principal limitagdo destes métodos, quando aplicados a
meios complexos, resulta da ocorréncia de reagfes “parasitas’,
as quais contribuem igualmente para o consumo de oxigénio.
Por outro lado, a producdo de compostos volateis, a partir da
decomposicdo de perOX|dos a alta temperatura, pode também
falsear as determinaces”

Acidos Graxos Residuais Ndo Oxidados

O estudo da cinética de desaparecimento do(s) acido(s)
graxo(s) presente(s) na matriz € geralmente efetuado por cro-
matografia gasosa (CG), apOs extracdo e derivatizagdo. A
dificuldade do método reside em garantir a extragdo quantita-
tiva da matéria graxa e em minimizar as perdas ao nivel da
preparacdo de derivados’. O método ndo deve ser aplicado
guando os teores de acidos graxos sdo muito baixos.
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O nivel de &cidos graxos residuais ndo oxidados pode igual-
mente estimar-se pela determinacéo do indice de acidez (1a).
Trata-se de uma volumetria acido-base que compreende a
neutralizagdo, com uma solugéo padréo de hidréxido de potéas-
sio, de uma amostra rigorosamente pesada. Exprime-se em mg
de KOH por grama de matéria graxa'™.

Andlise dos Produtos Primarios de Oxidagao
Per 6xidos

A avaliagdo deste paréametro de oxidagdo € geralmente efe-
tuada pela determinagio do Indice de peroxidos (IP). Este
representa a diferenca entre a formagdo e a decomposicdo de
peréxidos, e exprime-se em milimoles de oxigénio ativo por
kg de matéria graxa.

Segundo alguns autores o |P deve ser determinado nos pri-
meiros estados do processo oxidativo. A variagdo do nivel de
peroxidos ao longo do tempo ocorre de uma forma gaussiana,
pelo que um nivel baixo de perdxidos ndo constitui uma garan-
tia de boa estabilidade oxidativa, podendo, pelo contrério, ser
sindnimo de alteragéo pronunciada’.

Dois tipos de métodos sdo classicamente usados para dosear
os peroxidos:

 Método iodométrico de Lea (LEA): mede o iodo pro-
duzido a partir da decomposicdo do iodeto de potéssio
pelos perdxidos:

OOH

CH
R\)\/\ o R\/J\/\ tE
R TR

I, + 2 NaS8;0; —» Na5,0¢ + 2 Nal

- K0

Ao efetuar esta determinagéo deve ter-se em consideragdo que:

- oiodo libertado pode fixar-se as duplas ligagGes dos &cidos
graxos insaturados, dando um valor de IP por defeito;

- 0 oxigénio presente no meio pode levar a libertacdo de iodo
e dar origem a um valor errado de IP por excesso. E, por-
tanto, aconselhavel efetuar o desarejamento prévio do meio,
bem como evitar a agitagdo no decurso da reagao;

- adeterminagdo do ponto final da titulagdo é dificil quando
o nivel de peréxidos é baixo (IP = 0,06-20), mesmo em
presenca de um indicador (amido). Nestes casos deve-se
optar por uma determinagdo potenciométrica ou, em alter-
nativa, pode-se medir o valor de absorvéncia, a 350 ou 290
nm, dos fons I3 em meio metanol/4cido acético’.

e Método colorimétrico: os peroxidos presentes oxidam o
Fe?* aFe™, o qual é doseado por colorimetria S)‘ =500 nm)
sob a forma de cloreto ou tiocianato férrico>”%7.

Os métodos usados para a determinacg8o do IP apresentam
um caradter empirico, pois que os resultados e a exatiddo dos
testes dependem das condi¢bes experimentais utilizadas (e.g.
variacdo do peso da amostra, condi¢des de reacdo (tempo e
temperatura), tipo de perOX|dos presentes e sua reatividade)™®

Nos alimentos, o |IP é calculado sobre a matéria graxa ex-
traida. O processo de extragdo, quando conduzido em presenca
de oxigénio, pode gerar perdxidos em quantidades por vezes
superiores aos originamente presentes. Por outro lado, a remo-
¢do do solvente a alta temperatura pode igualmente conduzir a
decomposicéo da matéria graxa’.

Tendo em vista a medida da resisténcia ao rango oxidativo,
encontram-se normalizados alguns testes que se baseiam na
producdo acelerada de peroxidos:

e Meétodo do Oxigénio Ativo (AOM) ou teste de Swift: nes-
te método uma corrente de ar purificado é feita borbulhar,
a um fluxo constante, na matéria graxa aquecida a 98°C. O
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teor em peroxidos (IP) é determinado em interval os regula-
res pelo método iodométrico. O teste decorre durante o tem-
po necessario para se atingir valores de IP=100 (6leos ve-
getais) ou IP=20-60 (gorduras animais). O periodo de
inducéo é determlnado atraves de um gréfico de valores IP
em funcéo do tempo®’t. Como alternativa pode-se usar a
avallagao sensorial como indicador do grau de oxidagao™.
O principio do método é criticavel pelo fato de se medir
simultaneamente o nivel de peréxidos resultante de pro-
cessos de formag8o e de decomposicdo. Estes processos
ndo variam do mesmo modo com a temperatura. Assim,
enquanto a formagdo de peréxidos prevalece até aos 60-
70°C, a decomposicéo e ocorréncia de reagdes laterais de
polimerizagéo e clivagem assumem particular relevo para
valores superiores. Por outro lado, os perdxidos formados
a partir dos acidos graxos poli-insaturados decompdem-se
mais rapidamente que os resultantes de &cidos graxos
mono e di-insaturados. Acrescente-se ainda que o desen-
volvimento de off flavors ocorre muitas vezes antes de se
verificar a acumulagdo de altos niveis de peréxidos.
Como consequéncia, verifica-se uma falta de correlagdo
entre os resultados obtidos e o grau de oxidag@o do produ-
to nas condicdes normais de armazenamento "

O método AOM pode ser usado para a avaliagdo da resis-
téncia relativa de vérias amostras de lipidios a oxidacéo.
No entanto, 0 seu uso restringe-se a analise de gorduras e
6leos, ndo sendo aplicavel a sistemas mais complexos como
as matrizes alimentares'

e Teste de estufa de Schaal: envolve o aquecimento a 60-

70°C da amostra (50-100 g), em estufa termostatizada, até
ao aparecimento dos primeiros sinais de oxidagdo. As amos-
tras sGo examinadas em interval os de tempo regulares, ava-
liando-se o estado de oxidagdo do produto sensorialmente
ou, em alternativa, pela determinagdo do IP. Procede-se,
entdo, a determinacdo do periodo de indugdo de modo se-
melhante ao referido para 0 método AOM.
Os resultados fornecidos por este teste apresentam uma boa
correlacdo com a avalia(;éo efetuada nas condic¢des normais
de armazenamento. A principal critica relaciona-se com o
inadequado controle das condicBes de oxidagdo”101118,

Na ultima década, alguns métodos suscitaram particular in-
teresse de aplicacdo:

e Calorimetria diferencial: permite avaliar o periodo de
indugdo, com base na formacgéo de hldroperOX|dos a tempe-
raturas de 80-140°C e sob fluxo de oxigénio’;

¢ Quimiluminescéncia: mede a quantidade de energia pro-
duzida pela transi¢do dos elétrons do estado excitado ao
estado fundamental, no decurso da formag&o de perdxidos.
Por falta de sensibilidade dos aparelhos de medida é ne-
cessario aumentar artificialmente o rendimento em fétons,
para o que se recorre ao aquecimento do produto, a ilumi-
nagdo por um feixe de luz ou a adi¢do de um indutor (e.g.
hldroperOX|d0 exogeno hipoclorito de sodio, 9-10-dibro-
moantraceno)'®2%, Todavia, ndo existe uma relagdo sim-
ples entre o teor em peroxidos e a intensidade da quimi-
luminescéncia, a qual depende também da estrutura
dos compostos’.

Dienos Conjugados

A oxidagdo dos &cidos graxos poli-insaturados ocorre com
formacdo de hidroperoxidos e deslocamento das duplas liga-
¢Bes, com conseqliente formagdo de dienos conjugados®®
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Os dienos conjugados absorvem a 232 nm. Os produtos
secundérios da sua oxidagdo, em particular as a-dicetonas ou
as cetonas insaturadas, apresentam um maximo de absorcéo a
272 nm. Esta diferenca € particularmente interessante permi-
tindo diferenciar estados de evolugdo oxidativa com base na
relacdio Az72 nm/A232 nm: quanto maior o valor da absorvéncia a
232 nm, mais elevado serd o conteldo em perdxidos,
correspondendo, portanto, ao inicio do processo de oxidagao;
pelo contrério, quanto maior for o valor de absorvéncia a 272
nm, maior serd o teor de produtos secundarios presentes1%222,

A determinagéo espectrofotométrica esta desaconsel hada
para a andlise de meios complexos, para os quais os riscos de
interferéncia sdo numerosos, em particular se existirem com-
postos que absorvam fortemente entre 200 e 220 nm. Nessa
situac8o, a absorcdo a 232 nm limitar-se-a a uma peguena ban-
da no espectro, sendo desejavel recorrer a espectrofotometrla
diferencial ou utilizar a segunda derivada®’

Analise dos Produtos Secundarios de Oxidagéo

Os peroxidos, produtos primarios de oxidagéo, sdo interme-
didrios instaveis, sobretudo a temperaturas elevadas ou em pre-
senca de metais de transi¢go. No decurso da sua decomposicéo
produzem-se compostos de natureza muito diversa (aldeidos,
cetonas, hidroxiacidos, hidrocarbonetos, polimeros), os quais sdo
genericamente designados produtos secundarios (Fig. 1). Muitos
destes compostos de degradac@o possuem um odor desaglrad&
vel, enquanto que os perdxidos sao incolores e inodoros”

Compostos Aldeidicos

A natureza e proporc¢des relativas dos aldeidos provenientes
de processos degradativos dependem muno do tipo de acido
graxo oxidado e das condl(;oes de oxidagao™

Para 0 seu doseamento sdo freqlentemente usados alguns
métodos col orimétricos:

+ Teste do Acido 2-Tiobarbitarico (TBA): trata-se de um
teste baseado na reagédo do acido tiobarbitirico com os pro-
dutos de decomposicdo dos hidroperéxidos. Um dos princi-
pais produtos formados no processo oxidativo € o malonal-
deido” (MA), um aldeido com 3 dtomos de carbono?.

Neste ensaio uma molécula de MA reage com duas molé-
culas de TBA para formar um complexo de cor vermelha,

0 qual absorve a 532-535 nm e apresenta maximos de ab-

sorcao secundarios a 245 e 305 nm" %4, A reacdo ocorre

em meio &cido (pH 1-2) e a alta temperatura (10¢°Q),
sentido de aumentar a sua velocidade e sensibilidade’.

Como padrdo para a andlise quantitativa é usado normal-

mente 0 1,1,3,3- tetraetoxmropano (TEP), o qual liberta MA

e etanol, ap6s hidrélise acida??>.

ZNJ \/\r \\r OHHO LSH

OH
(MA)

- 2 HO

Os resultados sdo normalmente expressos em unidades
de absorvéncia por unidade de peso da amostra ou em
“valor TBA”, definido como o peso, em mg, de MA por
kg de amostra.

O teste tem sofrido modificagbes para aumentar a sensibi-
lidade de detecc@o e eliminar interferéncias de outros

D Apesar de frequentemente empregue na literatura alguns autores
consideram que a expressdo "malondialdeido” (MDA) é incorreta,
porquanto se trata de um monoenol/monoaldeido’.
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constituintes da amostra. Paralelamente ao método espec-
trofotométrico para quantifica(;éo do complexo MA-TBA,
recorre-se com fregiéncia a cromatografla liquida de alta
resolugao e & cromatografia gasosa®
O ensaio pode ser executado segundo d0|s procedimentos:
1. diretamente sobre o produto, seguido da extracéo e
doseamento do complexo corado;
2. extracdo prévia dos ddeidos, seguida de reago com o TBA.
No primeiro caso, poder-se-a separar o complexo MA-TBA
formado, por cromatografia liquida de ata resolugdo, usan-
do uma pré-coluna. Desta forma diminui-se o limiar de
detecc@o cerca de 20 vezes em relagdo aos protocolos de
extragdo normalmente efetuados. No segundo, os aldeidos
volateis sd0, na maior parte das vezes, previamente extrai-
dos com um solvente organlco (e.g. ciclohexano, tetracloreto
de carbono, butanol)’.
Apesar de freqlientemente usado, o teste do TBA apresenta
limitagdes, tornando necessdrias algumas precaucdes quan-
to ao significado atribuido as determinagdes realizadas:
- 0 MA forma-se unicamente a partir dos &cidos graxos
possuindo pelo menos trés duplas ligagcdes. Na realidade, o
teste TBA n&o entra em linha de conta com os derivados
do linoleato ou oleato, mesmo para valores de IP>2000;
- 0 MA ndo é o Unico produto de oxidagdo dos lipidios que
reage com o TBA: os 4-hidroxialcenais, os 2,4-alcadienais
e os 2-acenais formam igualmente um cromogénio. Por
essa razéo parece preferivel falar em “substancias que rea-
gem com o TBA” (TBARS)®>"1%
- afalta de especificidade do teste ndo se limita aos compos-
tos anteriormente referidos. Particularmente quando o teor de
MA é baixo, outros aldeidos ndo provenientes do processo de
degradacdo dos lipidios podem reagir com o TBA (e.g.
acetaldeido e compostos da reacdo de Maillard). Os aglcares,
nomeadamente a sacarose e a glicose, interferem exercendo
um forte efeito sinérgico na formacdo de TBARS, sobresti-
mando dessa forma a extensdo da oxida(;éo Por outro lado, o
MA pode ndo reaglr com o TBA devido a sua complexacdo
com proteinas, aminas e outros compostos*>"?%,
Pelo anteriormente exposto, parece conveniente estabel ecer
uma correlacdo entre os valores de TBARS e os resultados
da avallagao organoléptica e/ou de outros métodos'! O tes-
te TBA é muitas vezes realizado como complemento do IP.
» Indice de p-Anisidina (IpA): a p-anisidina, em meio
acético, forma um complexo de cor amarela com o0s
aldeidos que possuem duas duplas ligagBes conjugadas, em
particular com o trans,trans-2,4-decadienal resultante da
degradacgéo do é&cido linoleico.
O IpA define-se como 100 vezes o valor da absorvéncia,
medida a 350 nm, de uma soluc&o resultante da reagéo de 1
g de lipidio em 100 ml de solvente contendo p-anisidina’*°.
Trata-se de um método normalizado pela IUPAC, estabele~
cendo-se que, por via de re(();ra, um bom 6leo deve apresen-
tar um IpA inferior a 10 *
O valor IpA encontra-se assomado ao valor IP, traduzindo
o chamado Valor Totox (Valor Total de Oxidacéo):

Valor Totox = 2 (IP) + (IpA)

Esta combinagdo permite correlacionar o nivel de peroxidos,
que representam o potencial de degradacdo da qualidade
organoléptica, e os aldeidos, representativos do estado de
deterioracao efetivo. Considera-se que um corpo graxo bem
conservado deve apresentar um valor Totox inferior a 107°.

+ TestedeKreisou indice de rango: € um método colorimé-
trico que se baseia na reagdo, em meio &cido, do floroglucinol
com epoxialdeidos ou os seus acetais. A coloragdo vermelha
obtida € medida por espectrofotometria. Trata-se de um teste
répido que fornece indicagdo da ocorréncia de oxid
lipidica numa fase precoce do desenvolvimento do rango™*
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Quando aplicado a produtos alimentares, o ensaio sofre a
interferéncia de alguns aditivos (e.g. vanilina). O MA rea-
ge igualmente desenvolvendo a referida coloragdo, o que
pode explicar-se por um Posswel rearranjo originando o
isdmero 2,3-epoxipropanal™®.

Encontram-se igualmente referidos na literatura varios mé-
todos quimicos tendo em vista a determl nagdo de compostos
carbonilicos totais (aldeidos e cetonas)?* A titulo de exemplo,
cita-se o Indice de Carbonilo, o qual corresponde & avaliacéo
dos compostos carbonilicos que se formam no decurso do pro-
cesso de oxidagdo. Tem por base a reagdo, em meio &cido,
com a 2,4-dinitrofenilhidrazina e a formag&o dos respectivos
derivados corados (2,4- dlnltrofenllhldrazonas) seguida de de-
terminacdo espectrofotométrica’®

Acidos Oxidados

Um dos métodos usados para a avaliagdo dos &cidos oxida-
dos baseia-se na insolubilidade dos compostos polares no n-
hexano. Procede-se a saponificagdo da matéria graxa, seguida
de uma extrag&o e posterior neutralizac8o dos sabdes pelo aci-
do cloridrico. Os acidos graxos livres regenerados séo, entéo,
extraidos pelo n-hexano. Apds a evaporacdo do solvente orga-
nico, o residuo obtido é doseado ponderalmente. Trata-se de
um método MOroso e pouco preciso’

Outro método aplicavel recorre a separagéo, apds saponifi-
cacdo, dos acidos oxidados e ndo oxidados por cromatografia
em camada fina ou por CG'.

Compostos Voléteis

Os compostos voléteis, hidrocarbonetos (pentano, n-hexano,
etano), aldeidos (pentanal, hexanal, hexenal, 2-octenal, 2-nonenal),
cetonas (1,5-octadien-3-ona, 1-octen-3-ona) ou é&cidos (&cido
formico), resultam da decomposicdo dos produtos primarios do
processo oxidativo (perdxidos). Aparecem numa fase bastante
precoce do ciclo evolutivo e est3o na origem do rango®’
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O pentano e 0 hexanal sdo os compostos usual mente deter-
minados, ja que, provém da degradacdo do é&cido linoleico e
araquidénico, os quais fazem parte integrante de uma grande
variedade de produtos.

A determinagdo dos referidos produtos é vulgarmente efetu-
ada por CG de injecéo direta ou por headspace?®

Este método dispensa a extragéo prévia e adapta se a andli-
se de matrizes complexas. Os cromatogramas obtidos nem sem-
pre sdo féaceis de interpretar pelo elevado nimero de picos
presentes. Porém, observa-se uma perfe|ta correl acdo entre os
resultados obtidos e a avaliacdo sensorial*
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A combinac&o da cromatografia gasosa com a espectros-
copia de massa (CG/EM) constitui uma técnica analitica alta-
mente sensivel, permitindo a obtencdo de dados relativos a
identificacdo, origem e quantificagdo dos compostos responsa-
veis por off flavors e off odors, e seus precursores®.

A termolise representa uma variante do método anterior-
mente mencionado. Baseia-se na analise dos produtos volateis
formados por termodecomposi géo dos hidroperoxidos, por cro-
matografia gasosa dlreta ou apos derivatizacdo com a 2,4,6-
triclorofenilhidrazina’?’.

A avaliagdo do teor de acidos volateis é usualmente feita
por condutimetria. A analise baseia-se no registo das variagdes
da condutividade da &gua destilada, na qual se faz a coleta dos
acidos de baixo peso molecular (e.g. &cido férmico). Estes com-
postos sdo obtidos normalmente apds iniciagdo forgada da oxi-
dacdo a uma temperatura de 110-130°C e com corrente de ar
ou de oxigénio*714.18.28,

Os aparelhos Rancimat (Metrohm) (Fig. 4) e OSl (Oxida-
tive Stability Instrument) (Omniom) tem por base esse princi-
pio. As condi¢des de trabalho sdo semelhantes as do método
do oxigénio ativo (AOM), embora neste caso se avaliem os
produtos secundarios de oxidagdo em vez de se determinarem
0s produtos primarios (perdxidos)’.

Ay, —— I -
0, 6§ /
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Figura 4. Descricdo esquematica do Rancimat (adaptado da ref. 10).

Dados recentes apontam para a existéncia de uma boa correla
¢80 entre o periodo de indugdo determinado pelo Rancimat ou pelo
teste OSl, e o obtido pelo teste AOM ou pela avaliagdo do IP em
condicBes normais de temperatura e armazenagem prolongada’.

O método condutimétrico apresenta, contudo, inconvenientes:

- sO se obtem resultados mensuréveis para niveis de oxida-
¢ao elevados (IP>100), muito para além do ponto corres-
pondente ao aparecimento de off flavors™’. Esta critica é
comum ao método AOM;

- 0s produtos de decomposicdo que se formam, nas condi-
¢Oes térmicas do ensaio (T > 100°C), ndo sdo da mesma
natureza que os obtidos nas condi¢Bes normais de armaze-
namento. Esta critica aplica-se igualmente a todos os testes
gue recorrem a uma oxigenagdo intensiva a altas tempera-
turas®’. Para minorar estes inconvenientes, verifica-se hoje
em dia uma tendéncia para efetuar as determinacdes a tem-
peraturas mais baixas (60-90°C) 1429303t

- as condigdes térmicas usadas tornam |mpossivel a avalia-
¢ao da capacidade antioxidante de compostos termol abeis,
0s quais podem decompor-se ao longo do ensaio’.

Existem no mercado alguns aparelhos destinados a avaliagédo
répida do estado de oxidag8o lipidica, particularmente de 6leos
alimentares. E o caso do Foodoil-sensor (Northern Technologies
International), que permite acompanhar o aumento da constante
dielétrica do 6leo ao longo do processo de degradagéo oxidativa.

Outros M étodos

e Cromatografia liquida de alta resolucdo (HPL C): permite
dosear separadamente peréxidos, hidroperdxidos e produtos
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secundarios de oxidagdo. A maioria dos autores propde
o trabalho em fase reversa e 0 uso de detetores UV ou am-
perométricos™ 3233,

» Espectrofotometria no 1V: tem sido igualmente usado na
avaliacdo do ranco, desempenhando um papel particular-
mente importante no reconhecimento de grupos funcionais
ndo caracteristicos e de co 1Joostos contendo duplas liga-
¢des com configuragdo trans™
O aparecimento de bandas préximo dos 3410 cm™ correspon-
de a formacdo de hIdI’OperOXIdOS, enquanto cl e 0 desapareci-
mento de uma banda préximo dos 3125 cm™ é indicativo da
substituicdo de um hidrogénio de uma dupla ligagdo por um
radical livre. Por outro lado, um aumento da banda de absor-
¢80 a 970 cmt corresponde & formagdo de duplas ligactes
com configuragdo trans (provavelmente devido a dano oxida
tivo), enquanto que 0 aparecimento de bandas adicionais pro-
ximo dos 1750 cni? (devido a0 estiramento da ligagdo C=0)
é um indicio da formagdo de aldeidos, cetonas ou &cidos'®:

e Fluorimetria: usada para a detec¢do de produtos resultantes
da oxidagdo lipidica contendo grupos NH; livres. Os méto-
dos fluorimétricos, que se baseiam na emissdo de radiactes
pela espécie a determinar apos absorcdo de radiagdo
electromagnética de comprimentos de onda na zona UV/VIS,
apresentam uma elevada sensibilidade e baixo limite de
deteccdo, aplicando-se essencialmente a determi na(;ao daex-
tens3o da oxidacdo lipidica em sistemas bioldgicost®.

METODOS PARA A AVALIACAO DA
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes podem definir-se como substancias que,
numa concentragdo consideravelmente menor que a do substrato
oxidéavel, retardam o rango oxidativo, diminuindo aveloudade
da reacdo ou prolongando o seu periodo de induggo®”**

A quebra da cadeia reacional da oxidagéo lipidica pelos
antioxidantes ndo ocorre segundo um mecanismo simples, e cer-
tos aspectos, relativos as interagdes entre constituintes de meios
complexos, ndo estdo completamente esclarecidos. O emprego
de antioxidantes em formulagdes é muitas vezes empirico, de tal
modo que a garantia da sua eficacia nem sempre existe.

Tendo em vista uma répida avaliagéo da capacidade e efica
cia antioxidante de compostos quimicos ou extratos vegetais,
bem como o estudo dos mecanismos de a¢8o antioxidante, es-
t8o descritos na literatura diversos trabalhos. Na maioria dos
casos, correspondem a testes de estabilidade acelerados, em
gue se determina a extensdo da oxidagdo de um lipidio usado
como substrato, pela aplicagdo dos métodos anteriormente
mencionados éveja item "Métodos para a avaliagdo do grau de
oxidagdos")*®. A atividade ant|OX|dante varla de acordo com
o tipo de composto e sua concentragao™™

A determinacg8o da eficacia de um ant|OX|dante corresponde
frequientemente a medida do alargamento do perl'odo de indugéo
resultante da sua adi¢do. Esse alargamento é por vezes expres-
so como um fndice antioxidante ou fator de protecdo (Fig. 5)°.

| Lipkilo nio csiabitizado |

Lipitio cetabilizads
adighs de uma conc. Ci the AQ

Lndicador
Oxidagie
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{0 =)

Figura 5. Determinacgéo da capacidade antioxidante.
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Oxidagéo Forcada de um Substrato Lipidico

O método consiste em colocar num reator de oxidagao &ci-
do linoleico ou linoleato de metila em meio apolar, apds o que
se procede a um aguecimento a 110°C sob corrente de oxigé-
nio. A diminuicdo da concentragdo do linoleato de metila €
acompanhada por CG.

A atividade antioxidante é avaliada pelo aumento do tempo de
semi-vida do substrato de oxidag&o na presenca do antioxidante.

A utilizag8o deste teste encontra-se condicionada pela solu-
bilidade e estabilidade térmica dos antioxidantes no meio
reacional. A oxidagdo do &cido graxo insaturado (&cido linole-
ico ou linoleato de metila) pode ser acelerada utilizando um
iniciador radicalar ou um pro-oxidante contendo ions Fe** (e.g.
hemoglobina), evitando deste modo o aguecimento e oxigena-
céo intensivos’.

Co-oxidagdo de Substratos

Trata-se de um ensaio espectrofotométrico baseado na des-
coloracdo (oxidagdo) do -caroteno induzida pelos produtos da
degradac&o oxidativa de um acido graxo (e.g. acido linoleico).
A determinacdo é efetuada a 470 nm, na presenga e na ausén-
cia de um antioxidante’ 15293840,

E um método simples, sensivel, mas ndo especifico (subs-
tancias oxidantes ou redutoras interferem no ensaio)®. A co-
oxidagdo do B-caroteno é normalmente efetuada num meio
emulsionado, o que origina muitas vezes falta de reprodutibili-
dade dos valores de absorvéncia medidos. Acresce ainda a di-
ficuldade de interpretagdo dos resultados devida a interacéo do
B-caroteno com o oxigénio’?°.

Apesar dos inconvenientes referidos, o método é amplamente
usado. Como néo recorre a altas temperaturas, permite a deter-
minacdo do poder antioxidante de compostos termo-sensiveis e
a avaliagdo qualitativa da eficacia antioxidante de extratos vege-
tais. Neste caso, procede-se a separacdo dos respectivos consti-
tuintes por cromatografia em camada fina ou cromatografia em
camada fina de alta resolugao, seguida de pulverizagdo com uma
mistura de -caroteno/acido linoleico, e posterior exposicdo a
luz do dia ou aradiagdo UV. Apds descoloragdo do fundo ama-
relo, a persisténcia de manchas com essa cor indica a presenca
de compostos com atividade antioxidante’15,

Oxidagdo em Modelos Membranares e Lipossomas

Alguns investigadores recorrem a modelizacdo de estruturas
membranares para estudar a oxidagédo dos fosfolipidios dos sis-
temas bioldgicos e a agdo antioxidante de compostos. Outros
referem o uso de sistemas lipossdmicos, mono ou plurilamela-
res, ou de microssomas’84,

Os testes mais usados para a avaliagcdo do estado de oxida-
¢do dos é&cidos graxos em sistemas bioldgicos sdo o teste do
TBA ou a avaliagdo do consumo de oxigénia™.

Avaliacdo da Atividade Scavenger de Radicais
“Gerados’ in vitro (Ensaios “Armadilha”)

Sob a designacédo de “ensaios armadilha’ (Trap Assays) po-
demos encontrar um conjunto de testes de inibi¢do destinados
a avaliacdo da capacidade scavenger de radicais livres “gera-
dos” in vitro.

Os diversos métodos propostos na literatura variam quanto ao
tipo de radicais livres gerados (Fig. 6), ao indicador de oxidagéo
escolhido e a0 método usado para a sua deteccdo e quantificagéo.

Na maioria dos casos recorre-se a formagéo de radicais ins-
taveis, pela decomposicao térmica de azo iniciadores (e.g.
ABAP, AMVN, AAPH), os quais reagem rapidamente com o
oxigénio originando radicais peroxilo. Estes atuam sobre um
substrato lipidico (e.g. acido linoleico ou um dos seus ésteres)

QUIMICA NOVA, 22(1) (1999)

ARAR - (2, -azo-bis{ l-amidinopropans)y
AAPH - clocideate de (2,2 az0-bis2amidinopropann

AMYN - (2,2az0-bis-{2 d-dmetiivad

Figura 6. Principais tipos de radicais “ gerados” in vitro.

desencadeando um processo de lipoperoxidagdo, em relacéo ao
qual se escolhe um determinado indicador (e.g. consumo de
oxigénio, desaparecimento do substrato lipidico, aparecimento
de produtos de oxidagdo) que se observa e quantifica antes e
apoés a adicdo de um composto antioxidante (avaliagdo da ati-
vidade scavenger)3443-46,

Alguns autores propdem um outro tipo de testes que ndo
recorrem a oxidagao de substratos lipidicos, mas a reducédo de
radicais livres estaveis gerados in vitro, como resultado da ati-
vidade scavenger de compostos antioxidantes.

O método de Brand-Williams et al.”? tem por base a re-
ducéo do radical 2,2’ -difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe), o qual
apresenta um maximo de absorcdo a 517-520 nm. Ao fixar
um He, abstraido ao antioxidante em estudo, observa-se uma
diminuicdo da absorvéncia, o que permite calcular, apés o
estabelecimento do equilibrio da reagdo, a quantidade de an-
tioxidante gasta para reduzir 50% do DPPHe. Trata-se de um
teste rapido, que ndo envolve condicdes drasticas de tempera-
tura e oxigenagao.

Num outro ensaio proposto por Miller et al. obtém-se o
radical cation ABTS'™, a partir do &cido 2,2’ -azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS) e em presenca de H»0»,
0 qual apresenta méximos de absorcdo a 417, 645, 734 e
815 nm. Na presenca de antioxidantes doadores de hidrogé-
nio, pode medir-se a diminuicdo da formacdo deste radical
por espectrofotometria®>*’.

Encontram-se igualmente referenciados alguns ensaios
cinéticos tendo por base a formagdo in vitro do radical
superéxido (Oz") ou do radical hidroxilo (HO')3441:4346,

No primeiro caso, 0 O; ", gerado pelo sistema hipoxantina-
xantina oxidase a pH fisioldgico, reage com o citocromo ¢ ou
um derivado nitrado do azul de tetrazol se?undo constantes de
velocidade bem definidas (2,6.10° e 6.10% M s, respectiva-
mente). Qualquer molécula capaz de reagir com o Oz" origina
uma diminuicdo das constantes de velocidade referidas.

No segundo caso, o teste mais usado é o denominado “mé-
todo da desoxirribose”, segundo o qual os radicais HOe sdo
gerados por uma mistura de acido ascorbico/H,0./Fe**-EDTA.
Os radicais ndo seqiiestrados pelo composto em analise atacam
a desoxirribose presente no meio, promovendo a sua degrada-
¢do. Alguns dos compostos resultantes reagem positivamente
com o TBA, em meio acido e com aguecimento, tornando
possivel o célculo da constante de velocidade da reacdo. A
constante de velocidade da reacdo dos HO+ com a desoxirribo-
se, na auséncia de compostos scavenger, é de 3,1.10° M1st
Este método é também muito usado para a avaliagdo da ativi-
dade pro-oxidante de compostos.

TESTES ACELERADOS: PRINCIPAIS LIMITAGOES

A falta de correlac8o por vezes observada entre os diferentes
meétodos deve-se, por um lado aos indicadores usados na avalia
¢do do grau de oxidacdo (absor¢do de oxigénio, teor de perdxidos,
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aparecimento de produtos secundarios, etc.), os quais ndo refle-
tem o mesmo estado de evolugdo do processo oxidativo, e por
outro as condigdes experimentais em que se efetuam as referidas
determinagBes (e.g. temperatura, presenca de catalisadores metali-
cos, pressdo de oxigénio, exposicao & luz, agitacdo)*.

Nos ensaios de estabilidade oxidativa mais usados (testes
AOM, bomba de oxigénio e Rancimat), a oxidacéo é acelerada
pela temperatura e pela oxigenagdo. A altas temperaturas o
mecanismo de oxidagéo lipidica apresenta alteragdes significa-
tivas, observando-se a ocorréncia de reagdes laterais (polimeri-
zagdo, ciclizacdo e cisdo), normalmente irrelevantes a tempera-
tura normal de armazenamento. Em consequiéncia, verifica-se a
formac&o de novas espécies antioxidantes ou pré-oxidantes, as
quais podem falsear as determinagdes. A velocidade de oxida-
¢do depende também da concentragdo em oxigénio, cuja solu-
bilidade decresce com o aumento da temperatura®’.

Por outro lado, quando usados para a avaliagéo da capacidade
antioxidante de compostos verifica-se que o indice de protecéo
global, medido a alta temperatura, € em regra inferior ao verifica-
do a temperaturas mais baixas. De fato, na presenca de um anti-
oxidante a velocidade do processo oxidativo diminui, devido ao
aumento da energia de ativag8o da reacdo. Porém, este € compen-
sado pelo fornecimento de energia térmica. O grau de eficacia dos
antioxidantes, medido a alta temperatura, pode também refletir a
maior ou menor estabilidade térmica dos compostos*”10, Estes
fatos explicam alguns dos resultados contraditérios obtidos relati-
vamente a eficacia antioxidante de certos compostos*“8.

CONCLUSAO

A metodologia usada para a avaliagdo do grau de eficacia
de sistemas antioxidantes é basicamente a mesma que se utili-
za para a determinagdo da estabilidade oxidativa de sistemas
lipidicos. Esta resulta da aplicacéo de técnicas analiticas muito
diversas (e.g. cromatografia, espectrofotometria, condutimetria,
polarografia), da adocéo de diferentes condig¢des de ensaio e da
medida de diferentes indicadores de oxidagéo (Fig. 7).

] e
Todotmettia pil D
buetii da pstaidos /?{— -

Volureiria dcido-bose |
Frutie: o acidey i G drecta ¢ por headspace
Gravisaerds DroscarerEta e oomipsio vildtels
Whézdos potidtais J GUME

Avaliagin de fuvors
# adoray caracteristicns

Enpecteofatmnetra an UV

Betormizagin de disnos conjugardns Tbste de Sylvester
Especteofotemnettls oo Visfoel Polaragrifices

Susice B penitxics, TEARS, Crndutiméicos

“fests de Kreis, fndics de corbonil “Rirgminnar”, " Foaded-w

Cimatigaghio G0 feurcteni
Espectrofrioneiria eo [V

Figura 7. Principais metodologias usadas.

O uso de metodologias téo diversas coloca dividas quanto a
escolha do método mais adequado para um determinado estudo
de estabilidade oxidativa ou de avaliagdo da capacidade antio-
xidante. A diversidade das condic¢des de ensaio (e.g. substratos
lipidicos, concentracGes, tempo de oxidacgdo, temperaturas,
oxigenacao) e dos sistemas modelo usados tem gerado algumas
dificuldades no que respeita a interpretagdo e comparagéo dos
dados publicados’. A Tabela 1 apresenta em resumo algumas
das vantagens e desvantagens dos principais métodos usados.

O grau de oxidac@o deve ser determinado em diferentes
estados de desenvolvimento do processo oxidativo, por recur-
so a varios métodos analiticos complementares, suscetiveis
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Tabela 1.
indice de peroxidos

medida empirica

menor sensibilidade

e precisdo que a avaliagdo
sensorial ou a GC
sensibilidade limitada

requer altos niveis de oxidagdo

Absorcéo de oxigénio

TBARS * sensivel
* preciso
* pouco especifico
Rancimat « requer altos niveis de oxidacéo

“endpoint” irreal pois recorre
a temperaturas elevadas

ndo aplicavel a compostos
termol&beis

Co-oxidagdo do pB-caroteno < simples

sensivel

sujeito a interferéncias por
parte de substancias oxidantes
ou redutoras

Avaliagdo dos compostos e« étima correlagdo com os dados
volateis por GC da avaliagdo sensorial

fornece informagfes quanto

a origem dos compostos
responsaveis por off flavors

e off odors

Avaliagéo sensorial » muito sensivel
* exige aprendizagem
« dificil de por em pratica

de acompanhar as modificagdes que se verificam quer ao ni-
vel dos substratos (em especial o oxigénio), quer dos produ-
tos primérios (peroxidos) e secundarios (compostos carbonili-
cos, hidrocarbonetos) de oxidagéo.

Os testes acelerados ndo fornecem garantias quanto a validade
da sua extrapolacdo para as condi¢fes normais de conservagdo e
uso dos produtos, ou de protegdo por parte dos antioxidantes. N&o
existe um teste analitico ideal, pelo que o método selecionado
deve adaptar-se ao produto em questdo, ao tipo de matéria graxa
e ao tipo de formulagdo. As condicBes de ensaio devem aproxi-
mar-se, tanto quanto possivel, das condi¢des normais de armaze-
namento. Os resultados de maior validade sdo obtidos para tem-
peraturas compreendidas entre os 40-60°C, sendo igualmente im-
portante ter em conta, para a sua interpretacéo, a eventual presen-
ca de substancias enddgenas antioxidantes e/ou pro-oxidantes+”.

A comparagdo da estabilidade oxidativa e da eficacia antioxi-
dante em sistemas lipidicos s6 sera legitima se levar em consi-
deracdo, por um lado as condi¢bes de oxidacdo empregadas e
por outro, o método analitico e o indicador de oxidag&o escolhi-
do. A eficécia dos vérios compostos na protecdo dos sistemas
lipidicos deve ser comparada na mesma concentragdo molar e
relativamente a padrdes puros (e.g. BHT, BHA, a-tocoferol)*.

Verifica-se que ha uma necessidade premente de padronizar
0s métodos correntemente usados e de efetuar uma reavaliagdo
de alguns dos dados disponiveis, procurando assim clarificar
alguns aspectos contraditérios descritos na literatura.
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