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RESUMO

O controle dos aditivos nos alimentos processados deve
ser abordado tanto em relag3c aos niveis maximos permitidos como
aos niveis minimos necessarios para exercerem a sua fungdo. Para
que este controle seja efetivamente colocado em funcionamento, é
necessario a disponibilidade de métodos analiticos simples,
rapidos, econtmicos e ao mesmo tempo exatos e precisos.

Neste trabalho foram comparados quatro métodos de
analise: (1> utilizando absorg3o de radiag3o ultravioleta (UVD,
(2> cromatografia em camada delgada / absorgdoc na regiao
ultravioleta <CCD-UV), (3>absorcgao na regido visivel
(Colorimetriad e (4> cromatografia em camada delgada / absorg3do na
regidio visivel <CCD-Colorimetriad. Os métodos foram inicialmente
testados, e a seguir modificados e padronizados.

Foram analisados seis produtos: gordura vegetal
hidrogenada, margarina, sopa, mistura para patés, caldo de carne e
caldo de galinha. Foi detectada a presenga de antioxidante somente
na primeira amostra da gordura vegetal hidrogenada, apesar de
constarem nos rétulos destes produtos o cédigo de pelo menos um
dos antioxidantes em estudo.

Os resultados demonstraram que a escolha do método

depende da natureza da amostra. O método UV nioc é apropriado para



produtos contendo mais de um antioxidante e/ou substancias
interferentes. Para estes produtos, os métodos CCD-UV e
CCD~Colorimetria s3c mais adequados; o© método colorimétrico
também pode ser utilizado dependendo das substancias interferentes
existentes e da especificidade do reagente colorimétrico. 0O método
por colorimetria tem ainda as vantagens de ser mais rapido e
econtmico gque os métodos que utilizam a separacdo em camada

delgada.
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SUMMARY

The control of the additives in processed foods should
be approached both in terms of the maximum levels permitted as
well as the minimum amounts necessary to acomplish their
functions. Analytical methods which are simple, rapid and low cost
but also precise and accurate should be available in order to
effectively implement this control.

In this study, four methods of analysis was compared,
utilizing L& D) absortion in the ultraviolet region CUvo, 2>
thin-layer chromatography ~ absortion in the ultraviolet <(TLC-UV),
3> absortion in the visible region (Colorimetryd and 4>
thin-layer chromatography / absortion in the visible region
(TLC-Colorimetry>. The methods were first tested, then modified
and standardized.

Six products were analysed: fat hidrogzenated, soup,
margarine, dehydrated paté, meat and chicken broth. Only the first
fat hidrogenated sample was detected the presence of antioxidants,
although they have been labelled on to the package.

The results indicated that the choice of methods will
depend on the nature of the samples. The UV methods are not
appropriate for products containing two or more antioxidants

and/or interferents substances. For such products, the TLC-UV and

Xiv



TLC-Colorimetry methods are more adequates; the Colorimetric
method can also be used, depending on the existent interfering
substances and the colorimetric reagent especificity. Moreover,
the colorimetric method is more economical and fast than methods

utilizing thin layer cromatography.



1. INTRODUGAO

Antioxidantes s3o usados em alimentos processados para
prevenir uma variedade de mudancas indesejaveis causadas pela
oxidagdo. Tal fendtmeno inclui rancidez de gorduras, 6leos e
alimentos contendo gordura, descoloragdo de produtos cAarnicos,
escurecimento enzimatico em frutas, vegetais e seus produtos, por
exemplo, sucos citricos.

A grande preocupagio em relagio ao uso de antioxidantes
e outros aditivos se deve a possiveis efeitos téxicos que possam
éstar associados a estes compostos. Portanto, analises devem ser
feitas para garantir que as quantidades nos alimentos estejam
dentro dos limites permitidos pela legislag3o brasileira. No
entanto, & igualmente necessario verificar se a adigdo em niveis
baixos ¢é suficiente para que o antioxidante exerga as suas
fungSes. Também ¢é de grande importancia verificar se a auséncia
dos antioxidantes pode estar permitindo a oxidagdo e consequente
formag3o de compostos téxicos.

A fim de se agilizar esta fiscalizagdo e controle de
qualidade, ¢ importante a disponibilidade de métodos analiticos
simples, rapidos, exatos e também de baixo custo.

Esta pesquisa teve por objetivo o estudo e a comparag3o
de métodos analiticos para determinagic de antioxidantes. Os
antioxidantes permitidos pela legislagdo brasileira s30 em numero

de dezesseis; porém, dos mais encontrados nos rdtulos de nossos



produtos, o butil hidroxianisol (BHA), buti}l hidroxitoluenoc (BHT)>
e o galato de propila (PG> s3o os mais toxicos. Portanto, o estudo
se concentrou apenas na determinag3o destes trés antioxidantes.

Foram estudados e comparados quatro métodos:
.espect.rof otometria de absorcgdo na regilo ultraviocleta <Uw,
espectrofotometria de absorg3do na regiZo visivel (Colorimetriad,
cromatografia em camada delgada ~ absorgdo na regifo ultravioleta
(CCD-UV> e cromatografia em camada delgada / absorgdo na regido
risivel (CCD-Colorimetriad.

No método por espectrofotometria de absorc¢3o
ultravioleta, os antioxidantes s3o quantificados diretamente sem
nenhuma etapa de limpeza. E um método simples, rapido, mas que
pode ter seus resultados prejudicados pela presenga de
interferentes na amostra ou mesmo pela mistura dos antioxidantes.

No método colorimétrico também n3oc ha nenhuma etapa de

limpeza do extrato. Os antioxidantes s30 quantificados apés reagdo

quimica com reagentes especificos e lidos diretamente no
espectrofotémetro. E um método simples e  rapido, onde os
resultados obtidos est3o diretamente relacionados com a

especificidade dos reagentes colorimétricos.

Os métodos que utilizam separagdo em camada delgada
antes da determinag3o por espectrof otometria de absorg3c na regido
ultraviocleta <CCD-UVD ou antes da determinacao por
espectrofotometria de absorg3ao | na regi3ao visivel
<CCD-Colorimetriad, tem a vantagem da separagdo dos interferentes

da matriz, além da separagdo entre os trés antioxidantes. Mas,



existem as desvantagens de serem métodos demorados, trabalhosos e

caros.

As avaliagBes compreenderam: estudo da extragdo dos
amtioxidantes dos aliment.os, separacgao entre os mesmos e
interferentes provenientes da amostra, identificag3o e

quantificag3o. Adicionalmente, varios alimentos processados foram
analisados, englobando produtos lipidicos, produtos desidratados e

caldos carnicos concentrados.

Espera-se que os resultados auxiliem os 6rgaos
governamentais de vigilancia sanitaria, na exigéncia de uma
fiscalizag3o, e a industria, no controle rotineiro dos

antioxidantes em alimentos, a fim de se chegar a uma maior

proteg3c ao consumidor.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.
2.4. ADITIVOS - CONSIDERACOES GERAIS, LEGISLACAO E SEGURANCA

O Codex Alimentarius define aditivos para alimentos
como: "“Toda substancia n3oc consumida como um alimento e n3o
utilizada como um ingrediente tipico do alimento, tendo ou n3o
valor nutritivo, cuja adigdo ao alimento & intencional e com uma
finalidade tecnolégica na fabricagio, processamento, preparacgio,
tratamento, embalagem, transporte e estocagem do alimento,
resultando na sua incorporagioc ou de seus derivados ou apenas
afetando as caracteristicas do produto. N3o estando incluidas as
substancias denominadas contaminantes ou as que s30 adicionadas
para manter ou melhorar as qualidades nutritivas."

Segundo o Decreto Lei nS 986 de 211069, da legislag3o
brasileira que instituiu as "Normas Basicas sobre Alimentos';
aditivo intencional & "toda substéncia ou mistura de substancias,
dotadas, ou n3c de valor nutritivo, a juntada ao alimento com
finalidade de impedir as alterag®es, manter, conferir ou
intensificar seu aroma, c¢cér e sabor, modificar ou manter seu
estado fisico geral ou exercer qualquer ag3o exigida para uma boa
tecnologia de fabricagso do mesmo’.

No Brasil, os aditivos | permitidos para fins
alimenticios est3o0 relacionados na Tabela I, anexa ao Decreto nZ

55.871 de 26-03/65. Contudo, esta Tabela original tem sofrido



diversas alteragses, inclusges e exclussSes, que foram

regulamentadas por ResolugGes da CNNPA (Comiss3o0 Nacional de

Normas e Padr@es para Alimentos), CTA (Camara Técnica de

Admentos) e portarias da DINAL (Divis3o Nacional de Vigilancia

Sanitaria de Alimentos).

O Codex Alimentarius estabeleceu principios gerais para

o uso de aditivos em alimentos, de acordo com o apresentado a

seguir:

“ 0 uso de aditivo em alimentos se justifica somente quando ele

serve para um ou mais propésitos relacionados e somente guando

esses propésitos n3doc podem ser conseguidos por meios que sejam

econbmica e tecnologicamente praticaveis e desde que ‘n3o apresente

perigo a saude do consumidor:

a) Para preservar a qualidade nutricional do alimento;

b)> Para prover ingredientes necessarios ou constituintes para
fabricagdo de alimentos para grupos de consumidores com
necessidades dietéticas especiais;

¢> Para melhorar a qualidade de conservag3c ou estabilidade de um
alimento ou para melhorar suas propriedades organolépticas,
desde gque isso n3o altere a natureza da substancia ou a
qualidade do alimento, com a inteng3do de enganar o consumidor;

d> Para ajudar a manufatura, o processamento, a preparagao, o
tratamento, a embalagem, o transporte, ou armazenamento do
alimento, desde que o aditivo nao .se preste a disfargar
matérias-primas inadequadas ou técnicas indese javeis, durante o

exercicio dessas atividades".



Do mesmo modo, a legislagBo brasileira através do
Decreto-let nS 98669 da as diretrizes para a permiss3o do uso de
aditivos, bem como as proibigSes do seu uso quando ferir um dos
iterrs mencionados:

“Sera permitido o uso de aditivo quando:

ad Seja indispensavel a adequada tecnologia de fabricacg3o;

$> Tenha sido previamente registrado no orgdo competente do
Ministério da Saude;

¢c) Seja empregado na quantidade estritamente necessaria do efeito
dese jado.

E proibido o uso de aditivos em alimentos quando:

ad Houver evidéncia ou suspeita de qﬁe o mesmo possul toxicidade
potencial;

b> Interferir sensivel e desfavoravelmente no valor nutritivo do
alimento;

¢c> Servir para encobrir falhas no processamento e nas técnicas de
manipulag3o;

d> Encobrir alteragiZc ou adulteragZc na matéria-prima ou do
produto ja acabado;

ed) Induzir o consumidor a erro, engano ou confusao;

£> N3o satisfazer as exigéncias do presente decreto.”

Segundc o Decreto-Lei numero 63526 de 0411768, da
legislagd3o brasileira: “Sera autorizado o emprego, no mesmo
alimento, de mais de um aditivo da mesma.classe, desde que a soma
dos aditivos empregados n3c ultrapassem o limite maximo de

tolerancia fixado para aquele permitido em maior teor, e a



quantidade de cada um, isoladamente, n3c ultrapasse o seu proéprio
limite de tolerancia®.

A toxicidade dos aditivos ¢é um assunto que esta
atuaimente em bastante evidéncia, quando se fala em defesa do
consumidor. Os aditivos s3o0 avaliados periodicamente pelo JECFA
(Joint-FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) que, apés
interpretagdo de resultados de ensaios toxicolégicos disponiveis,
estabelece para cada aditivo a quantidade aceitavel de ingest3o
diaria, denominada IDA, expressa em mg / Kg de peso corporeo.

E importante lembrar que algumas substancias
naturalmente presentes nos alimentos jaA tem seus efeitos téxicos
bem estabelecidos a niveis mais altos, bem acima dos teores
presentes nos alimentos. Exemplos de substancias reconhecidamente
cancerigenas encontradas naturalmente em alimentos incluem a
hidrazina (cogumelos), isotiocianato (broécolis e repolho),
alcaléides pirrolizidinicos <(cha de ervas), taninos (plantas em
gerald e benzopireno (churrasco). As substancias toxicas est3io t3o
espalhadas pelos alimentos de um modo geral que o Dr. Ames, o
famoso criador do teste de mutagenicidade, afirma gque "nenhum tipo
de alimentagic humana esta inteiramente livre de substancias
mutagénicas e cancerigenas" (Summit, 1986).

Pode-se até afirmar que se OsS mesmos principios
adotados para avaliagio toxicolégica de aditivos fossem empregados
para avaliar alguns alimentos “in natura", um grande nuamero deles

n3o passaria nos testes (Council for Agricultural Science and

Tecnology, 1981).



2.2. ANTIOXIDANTES

De acordo com o Decreto-Lei numero 55.871 de
26.702.71965, antioxidante é a “substancia que retarda o
aparecimento de alteragio oxidativa nos alimentos".

Os antioxidantes permitidos pela legislagdo brasileira
sS%o em numero de dezesseis e estdo listados no anexo A, juntamente
com seus cédigos de rotulagem, alimentos em que podem ser
adicionados e o= seus respectivos limites maximos.

Um dos fatores que provocam alteragGes durante
processamento, distribuiqﬁio e armazenamento dos alimentos ¢é a
oxidagao. Oxidagao de lipideos causa varias mudangas nos
alimentos, as quais influem na qualidade dos mesmos. Por exemplo,
a qualidade nutricional pode ser diminuida pela perda de
vitaminas, 4acidos graxos e aminoacidos essenciais, enquanto que
varios compostos de degradacdo associados com a oxidagdoc de
lipideos podem ter toxicidade aguda ou até mutagénica, ou agirem
como promotores. Em adigdo, o efeito nos compostos responsaveis
pelo "flavour"” podem causar uma mudanca de caracteristica positiva
para negativa. Perdas na qualidade da proteina podem causar
mudancas na textura e a cor pode ser afetada pela presenga de
peréxidos, descolorindo carotendides, mioglobinas, antocianinas e
clorofilas (Finley & Given,1986).

O mecanismo mais aceito para a ag3do dos antioxidantes &

o proposto por Bolland (1947>, pelo qual o antioxidante cede um



atomo de hidrogénio ao radical livre, segundo as equagtes:
R. + AH —————+ RH + A.
ROO. + AH -~ ROOH + A.
onde: R. eR0O0O. s30 radicais livres ativos;
AH é o antioxidante;
RH e ROOH s30 produtos da reagdo de antioxidante com radical
livre;

A. &€ um radical livre estavel.

Segundo Frankel 19803, o radical livre formado pelo
antioxidante pode formar outros produtos estaveis por dimerizag3o

ou pela reag3oc com outro radical livre, conforme as equagles:

A. + A. _ A-A
A. + R- - R-A
A. + ROO. —————+ ROOA

Na reagdo dos antioxidantes fendélicos com os radicais
livres ocorre a formag3o de um radical livre que se estabiliza por

ressonancia conforme a equag3io:

oM 0.
R. + ©_.RH+©.__




A atividade antioxidante dos compostos fenotlicos
depende basicamente da possibilidade do deslocamento do elétron
isolado que aparece apés a reagdo com radical livre. Quanto mais
estaveis as formas de ressonancia, melhor a atividade antioxidante
bdo composto fendlico. Dessa forma, as substituigBes nas posigBes
orto e para no anel fendélico s3o mais efetivas que as
substitui¢gBes meta, porque proporcionam um numero maior de
estruturas de ressonancia (Scott, 1965).

A mistura de dois ou mais antioxidantes pode causar o
aumento da atividade dos antioxidantes isolados, num efeito
chamado sinergismo. Por esta raz3do, &€ comum a mistura de varias
substancias antioxidantes na formulagdoc de antioxidantes para

alimentos (Eastman, 1963).

2.2.1. GALATO DE PROPILA (PG>

Durante a segunda guerra mundial, os galatos foram
preparados em grande escala e muito utilizados, principalmente o=
galatos de etila e propila (Valdehita & Vicente, 1971).

Galato de propila, propil éster do acido galico ou 3,4,5
trihidroxibenzoato de propila,é um sélido cristalino de cor branca
a branca amarelada, sem odor, apresentando sabor Ligeiramente
amargo. Sua férmula molecular é C H 05 e apds secagem a 110°c

10 12

4hs deve conter n3c menos de 98% e n3o rﬁais de 102,52¢ de CloHuOs.
A férmula estrutural esta ilustrada na figura 1a. A faixa do ponto
de fusdo & de 146° a 150°C. As caracteristicas de solubilidades

est3o listadas na Tabela 1 (JECFA, 1986).
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FIGURA 1 - ESTRUTURAS DOS ANTIOXIDANTES
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TABELA 1 - SOLUBILIDADE DC PG, BHA E BHT EM DIFERENTES SOLVENTES

ANTIOXIDANTE SOLVENTES (g ~ 100 ml>
Agua Etanol Propileno glicol
PG 0,3 30,0 30,0
BHA insoluvel 25,0 100,0
BHT insoluvel 25,0 insolavel

I=




Um problema associado ao emprego do galato de propila é a
possibilidade do aparecimento de uma colorag3o violeta em
alimentos que contenham ferro. Em muitos casos ¢é possivel evitar
esue problema de desenvolvimento de cor através do emprego de

agentes quelantes como, por exemplo, o acido citrico (Antunes &

Canhos, 1983).

2.2.1.1. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Apés administrag3o oral, mais de 70% da dose do galato
de propila ¢ absorvida no intestino. O metabolismo em ratos e
coelhos envolve hidrélise, formando o écido galico e
posteriormente ocorre metilac3o, produzindo o acido
4-o-metilgalico como produto da biotransformagdoc. Esse produto é
excretado na urina como composto livre ou como conjugado
glucuronado. Varios autores constataram que os ratos também
excretam pela urina o éster inalterado <Van Esch, 1955; Booth et
alii 1959; Dacre, 1960; 1974).

A toxicidade oral aguda (DLso) do galato de propila em
camundongos, ratos e coelhos varia de 2000 a 3800 mg / kg de peso

corpéreo (JECFA, 1976).

Galatos causam dermatites em padeiros e outras pessoas
que os manejam <(JECFA, 1976>. A sensibilidade, em porcos é mais
forte apés aplicag3o intradérmica do que apos tratamento
epicutaneo. A sensibilidade n3ao ocorre quando houve preé-exposigao

oral (COLIPA, 1983).
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Estudos sobre a carcinogenicidade foram conduzidos em
ratos e coelhos com niveis diarios de 5.000 a 20000 mgrskg de
rac3o, e n3do foi detectado aumento na incidéncia de tumores
(Pathology Working Group, 1982; Abdo et alii,1983).

Em 1980, Rosian & Stich investigaram o potencial
mutagénico do galato de propila em varios sistemas testes e n3o
observaram nenhum efeito mutagénico.

Segundo recomendagdo do JECFA <1986>, o indice de
ingest3o diaria aceitavel (DAY do PG ¢é 2,5 mg ~ kg de peso

corpéreo.

2.2.2. BUTIL HIDROXIANISOL (BHA>

Foi langado no mercado em 1948 e desde entdo se encontra
no comércio com nomes distintos (Valdehita & Vicente, 1971>. O
produto comercial & uma mistura de 3-tertbutil-4-hidroxianisol
(3-BHA> e 2-tertbutil-4-hidroxianisol <(2-BHA)>. A agdo antioxidante
do 3-BHA ¢ maior gque a do 2-BHA e ha evidéncia de efeito
sinergistico entre os isémeros quando s3dc usados juntos. Desta
forma, a mistura contendo alta proporgao de 3-BHA é
aproximadamente t3o eficiente quanto o 3-BHA puro. <(Dugan, et
alii, 1951 e Rosenwald & Chenieck, 1951).

Segundo definigbes do JECFA (1986>, BHA ¢é um sdlido
cristalino, branco ou ligeiramente amarélado, apresentando odor
fendlico caracteristico; e a sua férmula molecular & 011}11602.

Quanto a pureza, deve conter no minimo 98,5% de CuHusO2 e 85% de

I4



3-tertbutilhidroxianisol. As férmulas estruturais dos isémeros  do
BHA est3o ilustradas na figura 1b. A faixa do ponto de fusdo é de

48 - 65°C. As caracteristicas de solubilidade est3o listadas na

Tabela 1.

2.2.2.1. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

BHA, Junto com outros antioxidantes, tem sido
considerados capazes de causar mudangas quimicas em substancias
indutoras - de carcinogéneses e mutagéneses, exibindo tanto
propriedades anti como procarcinogénica / mutagénica (Wattenberg,
1980; 1985; Kahl, 1984; 1986; Ito, Fukushima & Tsuda, 1985)>. Além
disso, administragdoc oral de BHA a roedores causou les%es,
hiperplasia, papilomas e carcinomas no estémago (Ito et alit,
1983; Altmann et alii, 1985; Ito, Fukushima & Tsuda, 1985; Abraham
et alii, 1986; Masui, et alii, 1986; Rodrigues et alii, 1986>. A
International Agency for Research of Cancer declarou que estes
estudos demonstram suficiente evidéncia da carcinogenicidade do
BHA Masui et. alii, 1986)>. Pouco se sabe a respeito do mecanismo
carcinogénico do butil hidroxianisol; entretanto, estudos
indicaram que o 3-BHA tem maior potencial que o 2-BHA ddto et
alii, 1984; Hirose et alii, 1986).

Como consequéncia desses estudos o Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, reduziu o indice de ingestio diaria
aceitavel (IDA> do BHA de 0,5 mg ~/ kg de peso corpéreo para 0,3 mg

7/ kg de peso corpéreo (JECFA, 198B6D.
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Em 1989, Verhagen et alii compararam a cinética e o
metabolismo do butil hidroxianisecl em homens e ratos. Doses orais
de 2, 20 ou 200 mg de BHA ~ kg de peso corpoéreo foram
administrados a ratos Wistar machos e uma dose oral de 0,5 mg / kg
de peso corpéreo foi administrado a voluntarios humanos ¢(homens
n3ao fumantes). Os resultados desse estudo indicaram uma
consideravel diferenga entre os efeitos biolégicos do BHA, apés
administragio oral em doses altas para os ratos e uma dose baixa
para os homens. Os autores concluiram que se o metabolismo e a
cinética do BHA "in vivo" s3o associados com potencial
carcinogénico apés administragdo oral, a cota segura de consumo

pelo homem n3o pode ser extrapolado de dados de animais.

2.2.3. BUTIL HIDROXITOLUENO <(BHT>

Butil hidroxitolueno <2,6 ditertbutil-p-cresol ou 4 metil
2,6 ditertbutilfenold ¢ um sélido cristalino branco, apresentando
odor fendélico caracteristico. Seu ponto de fus3o ¢é da ordem de 69
a 72°C. A férmula  molecular & 015]{240 e a estrutural esta
ilustrada na figura 1C. Quanto a pureza, deve conter 99% de
C H 0. As caracteristicas de  solubilidade est3o listadas na

15 24

Tabela 1 (JECFA, 19862.

2.2.3.1. ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Assim como o BHA, o BHT também tem sido utilizado em

. estudos com animais. Verificou-se que pode exercer efeitos
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maléficos e benéficos, pois enguanto reduz a toxicidade e
carcinogenicidade de alguns agentes quimicos, aumenta a de outros
(Fernandez, 1984).

No estudo de Witschi, Williamson & Lock 1977>, a
injegao intraperitonial do BHT produziu uma proliferagio celular
nos pulmBes de camundongos em 2-4 dias. Os camundongos Webster
Suigos machos foram tratados com 1 mg de wuretana ~/ g. A
estimulacao do crescimento celular apés tratamento com uretana
aumentou a tumorigenicidade. InjegBes repetidas de BHT aumentaram
significativamente o aparecimento de tumores nos pulmSes no grupo
tratado com uretana e no controle.

Em outro trabalho, verificou-se a hemorragia induzida
pelo butil hidroxitolueno. Em todos os animais mortos aos quais
foi administrado BHT, foram observados: hemorragia intranasal,
hematoma intracranial, hematérax, hematomielia e hematoma no
epididimo, testiculos e musculos. Também foram testados o BHA e o
Ionox 330 os quais n3aoc causaram sangramento. Esses resultados
sugerem gue as propriedades hemorragicas nac sao caracteristicas
de todos os antioxidantes e que o efeito hemorragico do BHT

aparece relacionado a sua estrutura quimica (Takahashi & Higara,

1978).

Em estudos feitos com animais de laboratério
observou-se que o BHT causa necrose das células do pulm3o, pode
afetar adversamente as glandulas adrenais, interfere com o
funcionamento normal dos rins, danifica as células do coracgio,

diminui a velocidade de crescimento. Pode ainda causar aberrag@es
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cromossbmicas e, devido a sua natureza lipofilica, distorce a

estrutura e a fungdo das membranas plasmaticas (Fernandez, 1984).
Em 1986, o JECFA reduziu o indice de ingest3o diaria

accitavel ({DA> do BHT de 0,5 mg / kg de peso corpéreo para 0,125

mg /7 kg de peso corpéreo.

2.3. METODOS ANALITICOS PARA ANTIOXIDANTES

2.3.1. EXTRACAO

Devido as condigBes dinamicas associadas a sua ag3do, um
procedimento de extragdo satisfatoério para antioxidantes deve
cobrir uma ampla faixa de concentragic estendendo desde niveis
normais até +tragos. A extragdc ¢ geralmente dificultada pela
necessidade de considerar, além dos antioxidantes livres, os
ligados e os produtos de decomposigio dos mesmos.

A dificuldade com a recuperacgdo de antioxidantes ¢é devido
A grande diferenga nas suas propriedades. Por exemplo, PG ¢
consideravelmente mais polar que o BHA, o qual & mais polar que o
BHT que tem por sua vez carater lipofilico d{(Anglin, Mahon &
Chapman, 1956)>. Com relagdo a essas diferengas, extragac com
solvente tem sido frequentemente usada para isolar antioxidantes,
com ou sem subsequente etapa de limpeza. Certamente, um
procedimento universal para extragio de antioxidantes é
impraticavel, quando se trata de alimentos que possuem matrizes

muito complexas e diferentes. Um problema na extragdo com
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solventes ¢é que guantidades consideraveis da matriz do alimento
s30 co-extraidas com os antioxidantes. Para superar isto, particdo
liquido-liquido <(Heidrick & Conroy, 1962; Schwien & Conroy, 1965;
Page, 1983), coluna de limpeza dos extratos <(Alcino, et alii,
1963; Aczel et alii, 1972) e separagadao dos interferentes em
cromatografia de camada delgada (Sahasrabudhe, 1964> tem =sido
usados. Os solventes utilizados para extragdo s3c acetonitrila
(Shasrabudhe, 1964; Scheidt & Conroy, 1966; Stiyve & Diserens,
1983>; hexana (Stuckey & Osborne, 1963); varios alcoecis Mahon &
Chapmam, 1951; Austin, 1954; Whetsel, Roberson & Johnson, 1955;
Anglin, Mahon & Chapman, 1956; Phillips & Hinkel, 1957; Hansen,
Kauffman & Wiederman, 1959; Laszlo & Dugan, 1961; Heidrick &
Conroy, 1962; Salazarmacian & Del Pozo, 1963; Prakasa,
Ekambareswara Rao & Prasad, 1982; Beaulieu & Hadziyev, 1982;
Sanders & Coppen, 1983; F;rasad, Rao & Sastry,1985; Kobayashi,
Tonogai & Ito, 1986; Prasad et alii, 1987> e agua (Heidrick &
Conroy, 1962; Schwien & Conroy, 1966>. Como tragos de impurezas
podem causar perdas de antioxidantes, o uso de solventes puros €
importante para o processo de extracg3o (Saag, 1982). Para
determinagio quantitativa, muito cuidado deve ser tomado durante a
etapa de concentragdoc sob vacuo para prevenir perdas de certos
antioxidantes, como o BHA, BHT, TBHQ e IONOX 100, por evaporacg3io.
Felizmente, os antioxidantes NDGA, THBP, PG, OG e DG s3o compostos
relativamente polares n3o volateis (Saag, 1982). Pode ocorrer
também perdas associadas com determinados tipos de amostras. Por

exemplo, BHA foi quantitativamente recuperado com etanol 80% do
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papel utilizado como embalagem (Austin, 1954)>; gquando o mesmo
procedimento foi  utilizado por Phillips & HinKel d{1957), para
analise de banha, os resultados obtidos ndo foram quantitativos.
Sliiiasmente, a baixa recuperagio de BHA em batatas desidratadas
foi atribuida a sua retengac pela amilose, componente do amido
(Beaulieu & Hadziyev, 1982).

Destilagdo com vapor <(Anglin, Mahon & Chapman, 1956;
Sloman, Romagnolh & Cavalgnoli, 1962, destilacao F-1 vAacuo
(McCaulley et alii, 1967 e destilacdoc com vapor e vacuo (Shu &
Mukher jee, 1985> tem sido usados para isolar antioxidantes, mas
precisam ser reconhecidas como técnicas de extragSes limitadas.
Por esta raz3o, Anglin, Mahon & Chapman <{1956> constatarém que
destilacio com vapor foi apropriada para extragdo de BHA e BHT,
nao sendo para PG e NDGA. Esses autores criticaram também o tempo
e o volume de destilado necessarios para obter extratos
quantitativos. A adigio de sal para aumentar a temperatura do
vapor e acelerar a destilagao foi insatisfatoéria devido a
dificuldade de manter a temperatura elevada até completar a
destilag3o.

Destilacdo com vapor superaquecido extrai
quantitativamente BHA e BHT. Entretanto, a necessidade de wvapor
superaquecido foi sendo substituida peloc uso de aparelhos de
destilag30 incorporando uma suspens3dc de O6xido de magnésio para
remover interferentes (Filipic & Ogg, 1960>. Em 1962, Sloman,
Romagnoli & Cavalgnoli defederam a destilacao com vapor,

utilizando uma suspens3o de O6xido de magnésio aquecida, para
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remover qualquer componente acidico e fendélico natural da amostra
que poderiam interferir na determinagic colorimétrica do BHA e
BHT. Porém consideraram imprépric o uso da suspensio aquecida para

recuperagao quantitativa do BHT.

2.3.2. METODOS ESPECTOFOTOMETRICOS NA REGIAO ULTRAVIOLETA CUV)

A principio, a medida da absorgdo na regido ultravioleta
¢ um meio adequado para quantificac3o de antioxidantes fenélicos,
os quais tem espectros UV caracteristicos devido a transigdo I1 -
ﬂ*. Entretanto, o método n3o ¢é especifico e muitas substancias
podem interferir na determinagdc. Em 1982, Soucek & Jelinkova
desenvolveram um método para determinagd3o de dois antioxidantes
fendlicos 2,6 ditertbutil-4 metil fenol e 4 substituido 2,6
xilenol> que possuem espectro de absorgdo ultraviocleta idénticos.
Os antioxidantes foram distinguidos em meio alcalino, onde o
ultimo forma fenolato. Desta maneira, o efeito fenol batocromico é
combinado com a espectrofotometria derivativa e os dois
antioxidantes foram quantificados separadamente. O uso da

espectrofotometria derivativa reduz o espalhamento da luz e os

interferentes da matriz do alimento.

Examinando os varios métodos baseados na medida da
absorgdo na regido ultravioleta, pode-se observar que s3o
aplicados, na maioria das vezes, para analise de um antioxidante

ou, no maximo, de misturas de PG com BHA, BHT ou NDGA d{(Tabela 25.
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TABELA 2 - DETERMINACAO DE ANTIOXIDANTES POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORGAO ULTRAVIOLETA <UW.

1= ANTIOXIDANTES

22

Aos? AMOSTRA OBSERVAGOES REFERENCIA
BHA e PG Oleo Amostra dissolvida direto Vhetsel,
em 2-propanol e analisada a Roberson
232, 241 e 252 nm. &
Determinagcio de BHA e PG Johnson,
Juntos ou separados. 1955
BHT Banha A amostra dissolvida em Phillips &
ciclohexano e percolada em Hinkel,
colunas empacotadas com 1957
sflica, 0o eluato analisado
a 284 nm.
Limite de detecgido: 20 -
200 ppm.
BHA, NDGA, aAcido citrico e
Acido fosférico nao
interferem.
BHA Banha Amostra derretida e dissol- Hansen,
vida em cloroférmio-metanol Kauf fman
e analisada a 290 nm. BHT e &
tocoferol interferem. Wiedermann,
1959
BHT Gordura O espectro UV & medido com| Berger,
BHT na forma ionizada por Sylester
estar em solugdo alcalina &
forte. A leitura feita a Haines,
306 nm 1960
BHA e BHT |Amostras|Coluna de limpeza de flori- Alcino
soluveis|sil. et alii,
em Solv.: solugdo aquosa de 1963
hidrocar|etanol .
boneto Leitura: 283,5 nm
BHA, NDGA Oleo Solvente: metanol-etanol Salazarma-
ESTERES DE Leitura: 240, 250 e 274 nm cian & Del
GALATOS Pozo, 1963
BHT Oleo Coluna de limpeza de celu- Aczel
lose. ' et atiz,
Solvente: ciclohexano. 1972
Leitura: 276 nm
BHT Folha de| Espectrofotometria Soucek &
propile~| derivativa. Jelinkova,
no 1982




Em 1955, Whetsel, Roberson & Johnson desenvolveram um
método UV para determinagio de BHA e PG apé6s dissolugio direta da
amostra em 2-propanol e a medida da absorgido feita a 232, 241 e
252 nm. Woff 1958> desenvolveu um método similar para
det.erminagdo de BHA e ésteres do acido galico, ap6és partigao entre
a solugdc da amostra em ciclohexano e etanol a 7,2°C. A absorgiao
foi medida em trés comprimentos de onda, onde BHA e galatos foram
quantificados por substituigio dentro de um conjunto de equagSes
gue incluia a absorgao de fundo da amostra.

Em 1957, Phillips & Hinkel desenvolveram um método para
anAlise de BHT em banha. A amostra foi disssolvida em ciclohexano
e percolada em coluna cromatografica, empacotada com Acido
silicico. Através da lavagem da coluna com sucessivas porgSes de
ciclohexano, o BHT foi seletivamente removido do adsorvente. Os
eluatos foram subsequentemente analisados e quantificados por
absorgdo UV a 284 nm. Os autores também analisaram o efeito da
estocagem na recuperagdoc do BHT e observaram que, a partir de
cinco meses, ocorreu perda do BHT. N3o se sabe se foi devido a
reacgdc quimica do BHT com a banha ou devido a interferéncia da
absorgdo de fundo das mudancas quimicas da amostra.

No trabalho de Hansen, Kauffman & Wiederman 1959), BHA
foi analisado em banha, a 270, 290 e 310 nm, num extrato
cloroférmio-metancl, apés precipitag3o da gordura por
resfriamento. Segundo os autores, este método tem boa precis3o
quando a banha contém de 0 a 100 ppm de BHA e ¢ mais confiavel que

as técnicas colorimétricas existentes, especialmente em
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concentrages baixas do antioxidante. BHT e tocoferol inteferem na

analise.

2.3.3. METODOS COLORIMETRICOS

Os métodos colorimétricos s30 os mais frequentemente
utilizados para determinagfes quantitativas e qualitativas. As
reagSes envolvidas nesses métodos s3o baseadas nas propriedades
fenélicas e redutoras dos antioxidantes. Idealmente, wum reagente
colorimétrico deveria ser especifico para cada antioxidante, mas
nat..uralment,e isto ¢é impraticavel. Por exemplo, os is&meros do BHA
geralmente reagem com diferentes intensidades, o que dificulta a
determinagdo do BHA colorimetricamente (Sahasrabudhe, 1964)5.

S3o varios os reagentes colorimétricos utilizados na
| determinag3do de antioxidantes. Na Tabela 3 est3ao listados
resumidamente alguns métodos colorimétricos estudados em analises
qualitativas e quantitativas de antioxidantes.

0 reagente menos especifico, o cloreto férrico - 2,2
bipiridina, depende da propriedade de redugio dos antioxidantes
para produzir o ferro II, o qual forma com a bipiridina wum
complexo de cor vermelha. Qualquer composto com capacidade de
reduzir o ferro IIl pode interferir. Outra desvantagem do reagente
¢ que o BHA, quando presente, altera a velocidade da reagdo do BHT
com o cloreto férrico - 2,2’ bipiridina fazendo com que a reacgao
n3o se complete no tempo normal de analise e aumenta a intensidade
da cor (Phillips & Hinkel, 1957; Stuckey & Osborne, 1965>. Em

1951, Mahon & Chapman desenvolveram um método para analise
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TABELA 3 - METODOS COLORIMETRICOS PARA ANTIOXIDANTES

AOS'| AMOSTRAS REAGENTES OBSERVAGCOES REFERENCIA

BHA |Gordura ve-| G@ibb Reag3dao especificasBHA, |Mahon &
getal hi- estavel a luz, cor Chapman,
drogenada e maxima apés 15’ estavel [1951
Banha por 5hs,dependente do

pH, X maximo 620 nm.

BHA |[Papel(uti- |Cloreto fér-|Reagido n3io especifica, |Austin,
lizado parajrico - 2,2 instavel a luz. 1954
embalagem) |bipiridina A max 522 nm

BHA |[Banha Cloreto fér-|BHA e BHT reagem com o (Anglin,

BHT rico- 2,2’ cloreto férrico e o Mahon

bipiridina BHA com Gibb’s .BHT é &
e Gibb determinado pela dife- |[Chapman,
renga das absorbancias. 1956

PG Sulfato BHA e BHT n3o reagem

NDGA ferroso com sulfato ferroso.

BHA |Flocos de Cloreto fér-|Sulfito de sédio causa |Filipic

BHT |batatas rico- 2,2’ resultados erroneos. &

bipiridina Ogeg 1960
e Gibb
BHA |6leos Gibb Desenvolvimento da cor |Berger,
ocorreu em 1h ~ 0°C. Sylvester
&
PG tartarato A mAximo 532 nm. Haines,
ferroso 1960

BHA |6leos e Ac.sulfani- |Teste qualitativo e Laszlo
gorduras lico diazo- |gquantitativo.Outros &

tado antioxidantes n3o Dugan,
interferem. 1961

BHT [(6leos e dianisidina |Especifico para BHT Szal kowski

gorduras Limite de detecgdo 10 - &
200 ppm. Foram estuda- |Garber,
das todas variacg®es do |1962
processo colorimétrico.

1- AOS = ANTIOXIDANTES
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TABELA 3 - CONTINUAGCAO

A0S' | AMOSTRAS REAGENTES OBSERVAGOES REFERENCIA
BHA |Desidrata- Gibb Analise de tracos. Sloman,
dos Romagnoli
BHT Dianisidina &
Cavagnol,
1962
PG Oleos e Hidréxido de|Teste qualitativo, cor |Schiwien
Gorduras aménia e rosa indica presenga de &
sulfato fer-|PG Conroy,
roso 1966
BHA Acido sulfa-|Cor vermelha —-» BHA
nilico dia-
zotado
BHT Dianisidina (Cor vermelha —» BHT
BHA |Gorduras Metaperioda- |Determinacio de BHA e Prakasa,
PG to de sédio |PG juntos ou separados. |Ekambares-
e aminofenol|{x maximo 500 nm (BHA> wara Rao
A maximo 560 nm (PG) & Prasad,
1982
BHA |Oleos, N, N dimetil{Limite de detecgao: Komaits
banha e -p-fenileno-}{0,4 ppm &
gordura diamina Kapel,
1985
BHT |Oleos e Dianisidina |Limite de deteccg3o: Kobayashi ,
gorguras 2,0 ppm Tonogai &
BHA Gibb Ito, 1986
BHA |Oleos e MBTH e sul- |[Teste qualitativo e Prasad
TBHQ | Gorduras fato de amd-jgquantitativo. et altii,
nia A maximo 480 nm (BHA) 1987
A maximo 500 nm (TBHQ>
1 - AOS = ANTIOXIDANTES.
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quaditativa e quantitatava de  antioxidantez, ¢ utilizaram para
determinagdc de BHA e NDGA o© reagente cloreto férrico - 2,2°
bipiridina. O procedimento analitico foi idéntico para os dois
antioxidantes, exceto que a leitura da absorbancia do NDGA foi
realizada apé6s 3 minutos e a do BHA apé% 30 minutos. Austin ((1954)
utilizou este reagente para determinagido de BHA em papel,
utilizado como embalagem. Ap6és a extragdo dos antioxidantes em
aparelho de Soxhlet (10 hs com solugdo de etanol), a absorbancia
do composto foi medida a 522 nm. Para corregdo da absorgdo de
fundo foi utilizado um extrato de papel que nio continha o BHA. Em
1956, Anglin, Mahon & Chapman determinaram BHA e BHT em 6leo
comestivel, apé6és destilagdo com vapor superaquecideo, através da
reacdo colorimétrica com o cloreto férrico. O BHA foi quantificado
com o reagente de Gibb, e o BHT pela diferenga entre os resultados
das duas reagBes colorimétricas. Fillipic & Ogg 1960> utilizaram
o mesmo processc para determinagdo de BHA e BHT em flocos de
batata e verificaram que o sulfito de sédio, que ¢ adicionado
frequentemente em processsamento de batatas, conduzia a resultados
errréneos. Para evitar a presenga do mesmo no destilado,
recomendaram que a destilacao fosse realizada em meio
suficientemente alcalino.

0] reagente de Gibb 2,6 diclorogquinona-4-cloriminad
liga-se com substancias fendlicas nas posigbes livres em orto ou
para e, consequentemente, n3dc reage com BHT e nem com o PG A
reagdo ilustrada para o fenol na equag3o 1, produz indofendis, os

quais tém cor azul caracteristica e absorgaoc maxima a 620 nm
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Qualquer composto fendlico ¢ um potencial interferente, se tiver
as posigBes livres em orto ou paraStuckey & Osborne (19655
reportaram gue quantidades pequenas de compostos presumidamente
fenélicos, encontrados naturalmente em banha e outras gorduras,
deram resultados positivos com este reagente. Apesar dessa
limitagdoe e da dependéncia do desenvolvimento da cor com o pH,
este reagente tem sido utilizado em varios trabalhos Mahon &
Chapman, 1951; Mahon & Chapman, 1952; Austin, 1954; Sloman,
Romagnoli & Cavagnol, 1962; Fillipic & Ogg, 1960; Berger,
Sylvester & Haines, 1960; Davidek & Beniac, 1966; Kobayashi

Tonogai & 1to,1986),

OH cl Ci

—_ N= =0 —_ -
+ CIl—N HOQ"* O + HC

EQUAGAO 1 - Reagao do fenol com o reagente de Gibb.

Outro reagente comumente utilizado é o acido
sulfanilico diazotado que reage com BHA em =olugdo etandlica
formando complexo vermelho-purpura, conforme ilustradoe na egquagdo
2 (Lazso & Dugan, 1961; Pujol Forn & Lopez Sabater, 1984>. O BHT
também reage com este composto, mas tio lentamente que, se estiver

presente, n3ao interfere na medida se esta for feita depois de 5-10
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minutos da adigdo do reagente. O PG inibe o desenvolvimento da
reagao; portanto, deve ser retirado antes da analise, através da
extracdo com solugdo de acetato de aménia. Esta reagdo esta
sujeita a varias complicagBes. Por exemplo, a inclinagdo da curva
de calibracdoc €é afetada pela concentragdc alcoélica da solugdo
teste. A quantidade de nitrito também ¢é critica porque pode causar
redug3c na intensidade da cor. Apesar dessas limitag8es, este

reagente & recomendado pelo método da AOAC.

N; OH
. or
CICH5): . N
AN AN HSO, AN - P CiCHa)s
+ . ~

— = l
=

SO;H OCH;
OCH,;

EQUAGAO 2 - Reagdo entre o acido sulfanilico diazotado e o BHA.

Um reagente especifico para determinagdao de BHT & o 3,3
dimetoxibenzidina {(dianisidinad. Em 1962, Szalkowski & Garber
desenvolveram um método especifico para BHT, baseado na reagdo com
dianisidina e 4cido nitroso. O processo incluia destilagao com
arraste de vapor, seguida pela diluigao do destilado em uma
solucdo de metanol 50%. Apés a adigdo do 4cido nitroso e da
dianisidina, o produto coloride foi extraide com cloroférmic e a

absorbancia medida a 520 nm. Dos antioxidantes, somente o
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etoxiquinona (g4} etoxi 1,2 dihidro-2,2,4 trimetilgquinolinad
interferiu dando um erro maior que 3%

Em 1956, Anglin, Mahon & Chapman desenvolveram um método
especifico para identificagdo de PG. Apés o antioxidante ter =sido
extraido da gordura com uma solugdo de etanol 50%, o extrato foi
diluido com agua para obter uma solugdo 25%. O pH da solugdo foi
acertado para 10 com bicarbonato de s6dio e, em seguida, foi
adicionado o reagente colorimétrico sulfato ferroso. A absorbancia
da solugdo purpura foi medida a 515 nm. O antioxidante NDGA
interfere na analise, mas como NDGA e PG tem propriedades
antioxidantes similares, n3oc s3do normalmente encontrados juntos.

Recentemente vaArios outros .reagentes tem sido propostos
para anilise de antioxidantes, incluindo p - aminofenocl (Rao,
Murthy & Sastry, 1982> e o NN dimetil - p - fenilenodiamina
(Komaitis & Kapel, 1985> para BHA; p - N metilaminofenol com
periodato (Sastry, Rao & Prasad, 1982> e o0 permanganato de
potassio com metol (Prasad, Rao & Sastry, 1985) para PG e BHA; 3
metil - 2 - benzotiazolinona  hidrazona  hidroclorida (MBTH> e
sulfato de ambénia (Prasad et alii, 1987> para TBHQ, BHA e Acido

galico.
2.3.4. METODOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA <CCD>
Ha wuma variagdoc muito grande entre os métodos por

cromatografia em camada delgada, ja que estes podem |utilizar

diversos adsorventes e solventes. Um resumo dos trabalhos
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encontrados na lteratura, apresentando as principais dif erengas
entre os métodos esta na Tabela 4.

Provavelmente, a forma mais apropriada para CCD é a
desenvolvida por Van der Neut & Maagdenberg (1966), na qual os
antioxidantes s30 separados em grupos, de acordo com os valores de
Rf por uma cromatografia preliminar. Baseado nessas classificagGes
preliminares, subsequentes selegfes de sistemas de solventes foram
realizadas. Nové sistemas de solventes e quatro reagentes de
detecgdo foram especificados e aplicados a trinta antioxidantes.
Mais recentemente, Van Peteghem & Dekeyser 1981) desenvolveram um
método por CCD para separar onze antioxidantes usando somente dois
adsorventes ¢ trés sistemas de solventes.

Poliamida tem sido largamente usada como adsorvente em
CCD para antioxidantes (Davidek & Pokorny, 1961; Copius-Pereboom,
1964; Alvarez-Pino, Vinagre Leiro & Schmidt-Hebbel, 1969; Van
Peteghem & Dekeyser, 1981>. A placa de poliamida age como um
suporte apolar ou, em casos especiais, como um tipo de fase
estacionaria polar; a natureza da fase estacionaria é determinada
pela composigdo da fase moével. Em 1964, Copius-Pereboom, usando
poliamida como adsorvente, observaram o6tima separagdo de PG e
NDGA; o mesmo nao ocorrendo para BHA e BHT.

Celulose acetilada Mancini, Delton & Gelsomini, 1977);
alumina (Mathew & Mitra, 1965> ou silica-gel (Sahasrabudhe,
1964;Scheidt & Conroy, 1966; Woggon, Uhde & Zydek, 1968, Van
Dessel & Clement, 1969; Valdehita & Vicente, 1970; Phipps, 1973;
Guven & Guven, 1973; Jayaraman, Vasundhara & Parihar, 1976; Pujol

Form, 1980; Guldborg, 1981; Van Peteghem & Dekeyser, 1981 também



TABELA 4 - DETERMINACAO DE ANTIOXIDANTES EM CROMATOGRAFIA DE
CAMADA DELGADA.
aos? FASES FASE REAGENTES REFEREN-
MOVEIS ESTACIONARIA (DETECGAO)> CIA
BHA, Metanol-acetona- Poliamida Ac. fosfomo- Davidek
PG e -Agua (6:1:3> libdico. &
NDGA Ac. sulfanili-| Pokorny,
co. 1961
BHA, Hexana—-benzeno- Poliamida Ferro I11 - Copius-
PG e ~aAcido acético - hexacianofer- -Peere-
NDGA ~dimetil formamida rato. boom,
(10:10:5:0,25> 1964
] ——
BHA, Cloroférmio- Silica-gel Gibb Isbikaws
BHT, -metanol -hexana &
PG e C90:10:2> Katsui,
NDGA 1964
BHA, 12 eluigio:benze-| Silica-gel nao utilizou Sahasra-
BHT, no. budhe,
PG e | 2% eluigHo:aceto- 1964
NDGA nitrila.
BHA , Eter de petrdleo-| Alumina Ac. Fosfomo- Mathew &
BHT e| —-dioxana libdico Mitra,
PG <10:1> 1965
BHA, Cloroférmio- Silica-gel Gibb Scheidt
BHT, -metanol-Acido &
PG e acético Conroy,
NDGA (90:10:2> 1966
BHA, Benzeno-metanol Silica-gel o,a’” difenil Glavind
BHT e| (99:1D 3 picrilhidra- &
a-to~- zil C(DPPH> Holmer,
cofe- 1967
rol
1- AOS ANTIOXIDANTES




TABELA 4 - CONTINUAGAO

REAGENTES

REFEREN-

33

Ans? FASES FASE
MOVEIS ESTACIONARIA | (DETECGCAO)> ClaA
BHT Ciclohexana- Silica-gel Gibb Woggon,
-—acetato de etila Uhde & Zy
C10:1> dek, 1968
BHA, |Benzeno- Kieselgel Gibb Van Des-
BHT, |-Aac. acético sel &
PG e (|C(15:4) Ciement,
NDGA 1969
BHA, |[Cloroférmio Silica-gel Gibb Valdehita
BHT , & Vicen-
PG e te, 1970
"INDGA
———
BHA e |[Hexana Silica-gel Acido fosfo- Phipps,
BHT mo libdico 1973
PG Ciclohexana Silica-gel Ferro I11 Guven &
Guven,
1973
BHA, |Hexana- Silica-gel Acido fosfo- Jayaraman
BHT, |—-Acido acético molibdico Vasundha-
PG e |(9:1) ra & Pari
NDGA har, 1976
BHA, |Cloroférmio- Silica-gel Cloreto férri- Pujol
BHT, -metanol - co 2,2’ bipi- Form,
PG e |-&acido acético ridina 1980
NDGA |(8B0:03:10>
TBHQ |Hexana-benzeno-
-acido acético
(40:40:20>
Cloroférmio-
-tolueno-
-Acido acético
(55:20:20)>
1- AOS ANTIOXIDANTES.



TABELA 4 - CONTINUAGCAO

aos?t FASES FASE REAGENTES REFEREN-
MOVEILS ESTACIONARIA (DETECGCa0> CIA
BHA, |Eter de petroéleo- Silica-gel Gibb Guldborg
BHT, benzeno- 1981
PG e |-Acido acético
NDGA (40:40:20)>
Cloroférmio-
-metanol -
—Acido acético
(90:10:02>
BHA, |Eter de petrédleo- Silica-gel Gibb Van Pe-
BHT, |-benzeno- teghem,
NDGA |[-a&cido acético &
TBHQ [<(40:40:20) Dekey-
PG e |Hexana-acetona- ser,
a TO-|-acido acético 1981
COFE- (55:40:15>
ROL Eter de petréleo- Silica-gel Cloreto férrico
~benzeno- 2,2’ bipiridina
—acido acético
(40:40:20)>
Hexana-acetona-
~acido acético
(55:40:15>
Metanol-acetona- Poliamida Gibb
~agua
1~ AOS = ANTIOXIDANTES.
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tem sido como adsorventes em CCD. No trabalho de Guldborg 1981),
onde a silica-gel foi utilizada como adsorvente, a separagio de
BHA, BHT, esteres de galato e NDGA apresentou resultados
satisfatérios para o 6lec de soja, banha e biscoitos altamente
amanteigados, o mesmo nao acontecendo para o 6leoc de milho.

A maioria dos trabalhos citados na literatura utilizam
CCD apenas para separagdoc e identificacdc dos antioxidantes;
poucos s3o os trabalhos quantitativos. Em 1964, Sahasrabudhe
desenvolveu um método para estimativa quantitativa de BHA, BHT, PG
e NDGA em banha. Os antioxidantes foram extraidos com etanol 80% e
acetonitrila, separados por CCD bidimensional, usando benzeno e
acetonitrila, e estimados quantitativamente por métodos
colorimétricos apo6s a retirada das manchas da placa
cromatografica. No trabalho de Jayaraman, Vasundhara & Parihar
(1976>, BHA, BHT, PG e NDGA foram quantificados apés extragdo com
metanol, separagdo em CCD, usando silica-gel e hexano ./ Acido
acético 9:1> e revelagio na camada delgada com Acido
fosfomolibdico. As manchas foram raspadas e diluidas para 5 ml com
etanol absoluto e as absorbancias foram lidas a 675 nm para BHA e
BHT e a 700 nm para PG e NDGA.

0Os reagentes wusados nos métodos colorimétricos para
antioxidantes s3oc0 empregados como reagentes de detecgcdo em CCD. Em

1966, Van Der Heide identificou vinte reagentes e tabelou a cor

dada para cada antioxidante.
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3. MATERIAL E METODOS

A metodologia de analise para determinac3o de
antioxidantes em alimentos envolveu cinco etapas principais: )
amostragem, (2> extrag3o, 3> separag3oc entre antioxidantes e
interferentes, 4> identificacao e 1)) quantificac3ao. As
avaliagBes foram feitas em torno dessas etapas.

Trés tipos de amostras foram analisadas totalizando

seis produtos:

A)> produtos lipidicos - gordura vegetal hidrogenada e margarina;
B> produtos desidratados - sopas e patés;

C> caldos carnicos concentrados - caldo de carne e caldo de

galinha.

Foram estudados quatro diferentes métodos para

determinag3o dos antioxidantes:
A> Espectrofotometria de absorgdo na regiio ultravioleta UV
B> Espectrofotometria de absorgio na regido visivel (colorimetriad

C> Cromatografia em camada delgada g absorgao na regido

ultravioleta (CCD-UV)

D> Cromatografia em camada delgada ./ absorgdo na regido visivel

(CCD-colorimetriad

3.1. AMOSTRAGEM

Os produtos comprados nos supermercados foram

analisados em triplicatas e a amostra para analise foi obtido,
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misturando-se dois recipientes de cada produto com a mesma data de
fabricagdoc. Foram analisadas seis amostras da gordura vegetal

hidrogenada e uma dos demais produtos.

Para certos produtos, fol necessario um tratamento
prévio das amostras antes da extracgdo propriamente dita. A
margarina e a gordura vegetal hidrogenada foram aquecidas até a
fus3do, para facilitar a dissolugido das amostras em etanol durante
a extragdo. A sopa foi triturada em liquidificador para que
ficasse mais homogénea. 0Os caldos, tanto os de galinha como os de

carne, foram triturados com uma espatula em almofariz e

homogeneizados com etanol até formar uma pasta.

3.2. SOLVENTES E REAGENTES

Todos os solventes e reagentes foram de grau analitico,

com excecgdo do etanol que foi de grau comercial

3.3. EXTRACAO

Foram comparados trés procedimentos de extracgao
provenientes da literatura dHansen, Kauffman & Wiedermann, 1959;

Scheidt & Conroy, 1966 e Van Peteghem & Dekeyser, 1981).

3.3.1. PROCEDIMENTO 1 - Van Peteghem & Dekeyser (1981) adaptado.

1- Pesar 50 g da amostra.

2~ Adicionar 100 ml. de et.anol 96%.
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Agitar por 5 minutos em funil de separacio de 250 mL.
Separar as fases, reservando a fase alcodblica, e extrair
novamente com 100 mL de etanol 96 %.

Combinar as fases alcodlicas.

1A

Evaporar o etanol em roto-evaporador a vacuo a temperatura
45°C, até um volume de aproximadamente 20 mL.
Transferir para um funil de separagdoc de 60 mL para retirar o

residuo de material gorduroso existente.

1A

Evaporar o solvente em roto-evaporador a vacuo a temperatura
45°C, até volume conveniente.

Fazer as determinacBes espectrofotométricas ou cromatograficas.

3.3.2. PROCEDIMENTO 2 - Scheidt & Conroy (1966) adaptado.

i- Pesar 25 g de amostra e transferir para um funil de separagao
de 250 mL.

2- Adicionar 100 mL de éter de petrélec <30° - 60°C).

3- Extrair com quatro porgBes de 25 mlL de etanol 96%.

4- Combinar a fase alcodlica e evaporar em roto-evaporador a
temperatura < 45°C, até volume conveniente.

5- Fazer as determinagBes espectrofotométricas ou cromatograficas.

3.3.3. PROCEDIMENTO 3 - Hansen, Kauffman & Wiederman <1959>

adapt.ado.

1~ Pesar 50 g de amostra.

2._

Adicionar 200 mL de etanol 96%.
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3- Agitar por 5 minutos em agitador mecéanico.

4~ Resfriar em banho de gelo, até solidificar a gordura.

5- Filtrar em papel de filtro.

6- Repetir a extracgdo utilizando-se 100 mL de etanol 96%.

7- Lavar o papel de filtro com etanol 96%, resfriado.

8- Evaporar o filtrado em roto-evaporador a vacuo a temperatura =

45°C, até aproximadamente 20 mL.

9- Resfriar e filtrar novamente para retirar o excesso de material
gorduroso existente.

10- Evaporar a vacuo a temperatura < 45°C, até volume

conveniente.

11- Fazer as determinagSes espectrofotométricas ou cromatograficas

3.4. SEPARA(}XO DOS ANTIOXIDANTES E INTERFERENTES

3.4.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSOR(}XO NA REGIAO ULTRAVIOLETA <CUV)>

Utilizando-se este método, nao foi feita nenhuma
separag3oc apés a extragdo. O extrato, apds diluigdo conveniente em
et.anol, foi ldo diretamente no espectrofotédmetro UV Visivel,

duple feixe, com registrador, marca Varian DMS 80.

3.4.2. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO VISIVEL

(COLORIMETRIA>D

Utilizando~se este método, também niao foi feita nenhuma

separac3o apés a extragdo. O extrato, apés reagdo colorimétrica
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com reagentes especificos, foi lido diretamente no
espectrofotémetro, duplo feixe, com registrador, marca Varian DMS

80.

3.4.3. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA / ABSOR(}ZO NAS REGIOES

ULTRAVIOLETA E VISIVEL <CCD-UV E CCD-COLORIMETRIA>

A separagdo entre antioxidantes e interferentes foi
efetuada através da aplicagido do extrato etanélico numa placa
cromatografica que foi desenvolvida num determinado sistema de
solventes.

A fim de se encontrar as melhores cbndigaes de
separagdo, foram realizados estudos preliminares para a escolha
dos sistemas de solventes mais convenientes (fase mével).

Os sistemas de solventes testados, descritos pela
literatura, foram os seguintes:

A> Cloroférmio ~ Metanol / Acido acético (90:10:2> (Guldborg,
1981)>;

B> Eter de petrdleoc .~ Benzeno ~ Acido acético (40:40:20)
{Guldborg, 1981);

C> Eter de petrdéleo ~ Eter de etilico / Acido acético (40:40:20>
(Van Peteghem & Dekeyser, 1981);

D> Hexano 7 Acido acético 90:10> (Javaraman, Vasundhara &
Parihar, 1976);

E> Hexano .~/ Acetona / Acido acético 55:40:15> Van Peteghem &

Dekeyser, 1981).



Como os sistemas de solventes n3oc apresentaram boa
separacgdo, foram testados outras proporgSes dos solventes acima e
novas misturas de solventes.

A> Hexano / Acetona / Acido acético, nas seguintes proporgdes:
(85:5:10); (80:10:10>; (75:15:10>; (70:20:10>; €65:25:10D e
(55:45:15>.

B> Hexano / Etanol 962 / Acido acético, nas seguintes proporc¢es:
€70:20:10>; <60:30:10> e (60:20:20).

C> Hexano / Acido acético, nas seguintes proporcgdes:

(85:15>; <B0:20> e (70:30).

D> Eter de petréleo / Eter etilico / Acido acético, nas seguintes
proporgoes:

(85:10:5>; (80;10:10>; (70:20:10D; <(60:30:10> e <(50:40:10).

Esses testes foram efetuados em placas de silica-gel GF
254, utilizando-se padrdes de galato de propila, butil
hidroxianisol, butil hidroxitolueno e a mistura dos trés.

As placas de silica-gel GF-254 foram preparadas em
nosso laboratoério, com o equipamento Desaga, em placas de vidro de
2020 cm. Foram também comparadas duas espessuras da camada de
silica €0,25 mm e 0,5 mmd>. A ativacdo foi a 110°C por 30 minutos.

Foram testados quatro tempos para s=saturagio da cuba
cromatografica : 0, 10, 20 e 30 minutos.

A separacgdo final se deu aplicando-se 50 pl. de amostra
e 10 ul. dos padrSes na camada de silic:a-g'el GF 254 com 0,5 mm de
espessura, desenvolvendo com éter de petréleo ~/ éter etilico 7/

acido acético (80:10:10) até cerca de 15 cm do ponto de aplicag3o,



ap6s 20 minutos de saturagdo da cuba cromatografica.

Os seguintes padroes foram preparados em etanol: (1)
galato de propila - 5 mg / mL; (2> butil hidroxianisol - 5 mg /mL;
¢3> butil hidroxitolueno - 10 mg ~/ mL; 4> mistura dos trés

antioxidantes, mantendo-se as mesmas proporgoes.

3.5. IDENTIFICA(}KO DOS ANTIOXIDANTES

3.5.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORQZO NA REGIAO ULTRAVIOLETA CUV)>

A Vdet,ec:g'z-‘io e identificacdo dos antioxidantes extraidos
de cada amostra foram realizadas varrendo-se o espectro UV de 240
a 320 nm, em espectrofotémetro Varian DMS 80 com cubetas de
quartzo de 1 cm.

O comprimento de onda de maxima absorbancia é 276 nm
para o PG, 278 nm para o BHT e 292 nm para o BHA. Os espectros
foram comparados com os dos respectivos padrBes (Figura 23.

A identificag3o, ndo conclusiva, foi realizada através

do comprimento de onda de maxima absorgio e do perfil do espectro.

3.5.2. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO VISIVEL
C(COLORIMETRIA>

A identificac3c por colorimetria foi realizada através
de reagSes colorimétricas, especificas para cada antioxidante. A
cor azul indica presengca de BHA, a cor lilAs de galato de propila

e a vermelha de BHT.
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3.5.2.1. REA(’}XO COLORIMETRICA PARA (6] GALATO DE PROPILA

(SAHASRABUDHE, 1964

i~ Adicionar 5 ml de solugdoc aquosa de acetato de aménia 2,5 2% em
5 mL do extrato em solugdo etandlica 50%.

2~ Adicionar 1 mL de solugdc agquosa de sulfato ferroso 0,04 2%
(esta solugio deve ser preparada no diad.

3- Esperar 10 minutos.

4~ Ler a absorbancia a 515 nm.

3.5.2.2. REAQKO COLORIMETRICA PARA O BHA (SAHASRABUDHE, 1964

i- Adicionar 2 mL de solugdc aquosa de Bérax 2 % (NazB4O7,10H20)
em 10 mL do extrato em solugido etandlica 50%.

2- Adicionar 2 mL do reagente de Gibb'

3~ Deixar em repouso por 15 minutos.

4- Adicionar 5 mL de butanol.

5- Ler a absorbancia a 620 nm.

3.5.2.3. REA(IIXO COLORIMETRICA PARA BHT (SZALKOWSKI & GARBER, 19625

1- Secar sob nitrogénic uma aliquota de 1 mL da solugdo etanélica

da amostra.

10 mg PO REAGENTE DE aQIBB (2,6 DICLOROGQUINONA-4-CLORIMINAS
DISSOLVIDOS EM 100 mL. DE ETANOL G 9% (ESTA SOLUCAO DEVE SER

PREPARADA NO DIA DE SEU USO).
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2= Adicionar 25 mL de metanol 50% e transferir para um funil de
separacao de 60 mL (protegido da luz).

3- Adicionar 5 mL de solucSo de dianisidina’

4- Adicionar 2 mL de solugdo aquosa de nitrito de sé6dio 3%
Misturar e deixar em repouso por 10 minutos.

5~ Adicionar 10 mL de cloroférmio.

6- Agitar vigorosamente por 30 segundos.

7- Deixar em repouso por trés minutos para separar as fases.

8- Adicionar 2 mL de metanol anidro em um baldo volumétrico de 10
mL e completar o volume com a fase de cloroférmio obtida no
item 7.

9- Medir a absorbancia a 520 nm.

3.5.3. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA / ABSOR('JXO NA REGIAO

ULTRAVIOLETA <CCD - UV>

Na camada delgada , as manchas invisiveis a luz natural
foram localizadas por lampada com radiagao ultravicleta curta (254
nm)> em uma cabine de luzes UV, marca Hanau, modelo Fluotest. Os

antioxidantes aparecem como manchas azuis arroxeadas sobre um

- DISSOLVER 200 myg DE DIANISIDINA (8,9° DIMETOXIBENZIDINA) EM 50
ml DE METANOL ANIDRO. ADICIONAR Lo J%§ g DE CARV;O ATIVADO,
AGITAR DURANTE &5 MINUTOS E FILTRAR. NUMA AL;QUOTA DE 40 wmL DO
FILTRADO, ADICIONAR o©O mlL. DE HCl 1 N> (ESTA SOLU(;;O N;O PODE

SER ESTOCADA).
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fundo fluorescente. Os valores dos Rfs entre as manchas e padrdes
foram comparados como tentativa de identificag3o.

As manchas, ainda  =ob a Jluz ult.ravioleta, foram
marcadas com um lapis, fazendo-se um circulo em tornc das mesmas.
Posteriormente, estas manchas foram raspadas com uma espatula de
ago inoxidavel e transferidas individualmente para baltes
volumétricos de 5 mL. Apés adigBo de 3 mL de etanol 96%, agitou-se
o baldc por 30 segundos e completou-se o© volume. Foi preparado
também um branco, raspando-se uma regido n3do utilizada da placa,
conforme sugerido por Pinella, Falco & Schwartzman {1966>. A
separagioc da silica foi feita através da centrifugacdo dessas
solugSes em centrifuga Fanem a 2000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo de 1 cm e
foi registrado o espectro entre 240 a 320 nm. A identificagdo foi

feita através da comparag3o entre os espectros de absorgdo UV das

amostras e dos padrSes.

3.5.4. CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA ~/ ABSORCAO NA REGIAO

VISIVEL <CCD - COLORIMETRIA>

Todas as etapas descritas no item 35.3. até a obtengdo
do sobrenadante foram realizadas nesse método, variando-se apenas
os solventes de diluigdo. Utilizou-se para BHA e PG o etanol 50% e
pama BHT metanol 50%z. Os sobrenadantes obtidos foram
quantitativamente transferidos para tubos de ensaio, onde as

rcagBes colorimétricas, descritas no fitem 3.5.2.,, foram realizadas
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e os antioxidantes identificados pela coloragac formada.

3.5.5. CONFIRMA(’}XO DA IDENTIDADE

A confirmacgao da identidade fol concluida,
utilizando-se reveladores especificos na camada delgada. Foram

testados trés maneiras de revelacdo; descritas abaixo.

3.55.1. REVELACAO 1 - CLORETO FERRICO - 2,2’BIPIRIDINA (Van

Peteghem & Dekeyser, 1981)D.

- Dissolver 100 mg de cloreto férrico em 100 mL de agua destilada.
- Dissolver 500 mg de 2,2’bipiridina em 100 mL de etanol 96%.

- Borrifar a placa cromatografica com a solugdao de cloreto

férrico.
- Secar com ar frio.
- Borrifar imediatamente com a solugdo de 2,2’bipiridina.

- A mancha do PG apresenta-se vinho, do BHA laranja e do BHT

vermelha.

3.5.5.2. REVELA(’}KO 2 - REAGENTE DE GIBB (Van Peteghem & Dekeyser,

1981).

- Dissolver 100 mgz de 2,6 dicloroquinona-4-clorocamina (Reagente de

GibbY> em 100 mL de etanol 96%.

- Borrifar a placa cromatografica com a solugdc preparada no item

acima.
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- Aquecer a placa a temperatura de 105°¢ por cinco minutos.
- Colocar imediatamente a placa em tanque saturado com vapor de

aménia.

- A mancha do PG apresenta-se cinza, do BHA roxa e do BHT amarela.

3.5.5.3. REVELACAO 3 - ACIDO FOSFOMOLIBDICO (Jayaraman, Vasundhara
& Parihar, 1976)D.

- Dissolver 10 g do acido fosfomolibdico em 100 mL de etanol 96%.
= Borrifar a placa cromatografica com a solug3o acima.
- Colocar a mesma em tanque saturado com vapor de aménia.

As manchas dos trés antioxidantes apresentam-se azuis.

As separacgBes cromatograficas realizadas antes das
revelagBes foram feitas de acordo com o item 342, que utiliza
silica-gel OGF 254 come adsorvente e éter de petrdleo . &ter

etilico / Acido acético (80:10:10) como solvente.

3.6. QUANTIFICAQKO
3.6.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSOR(}KO NA REGIAO ULTRAVIOLETA CUV)>

Os valores das absorbancias maximas nos espectros UV
dos antioxidantes foram interpolados na curva padr3o Absorbancia X
Concentracio. As curvas padridac do BHA e BHT foram construidas a
partir das seguintes concentrages: 0, 10, 20, 30 e 40 ppm. As

concentragBes para se obter a curva padrioc do PG foram: 0, 5, 10 e

15 ppm.



4.6.2. ESPECTROI'OTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO VISIVEL

C(COLORIMETRIA>D

Os valores das absorbancias a 620, 520 e 515 nm para

BHA, BHT e PG, respectivamente, apoés reagao de cor especifica,
foram interpoladas na curva padrao Absorbancia X Concentragdo, que
foram construidas nas seguintes concentragdes: 0, 3, 5 7, 10 ppm
para o BHT; 0, 5, 10 e 15 ppm para © BHA e O, 10, 20, 30, 40 ppm

para o FPG.

3.6.3. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA / ABSOR(,JZO NA REGIAO

ULTRAVIOLETA <(CCD - UV)>

Os espectros obtidos no item 3.5.3. foram usados para a
quantificagdo dos antioxidantes em CCD - UV. Com os valores
maximos das absorbancias desses espectros e com O procedimento

descrito no item 361, determinou-se as concentragfes dos

antioxidantes.

3.6.4. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA / ABSOR(IJZO NA REGIAO

VISIVEL (CCD - COLORIMETRIAD

O mesmo procedimento do item 354. foi aqui wutilizado
para as Treagoes dos antioxidantes com os reagentes especificos,
descritos no item 352. A quantificagido dos antioxidantes foi

feita conforme procedimento descrito no item 3.6.2..
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3.7. ESTUDO DE RECUPERA(}XO.

Os testes de recuperagdo foram realizados nas amostras
onde foi detectada a presenga de um dos antioxidantes em estudo.
SolugBSes padrBes do PG, BHT e BHA foram adicionadas em torno de 25
% e 50 % do teor do antioxidante encontrado no alimento. Todas as

determinacSes foram realizadas em triplicatas.

3.8. AVALIA(’]XO DA METODOLOGIA EM AMOSTRA ISENTA DE ANTIOXIDANTES

Foi selecionada uma amostra que n3o continha no rétulo
nenhum dos trés antioxidantes em estudo. A amostra selecionada foi
a banha.

Para avaliagdo da metodologia foram feitos quatro
ensaios, adicionando-se os seguintes antioxidantes dissolvidos em
etanol 96 2
> PG;

(2> BHA;
(3> BHT;
(4> mistura dos trés antioxidantes.

A adigdo dos antioxidantes foi realizada, apés a fus3do
da banha em estufa, homogenizando-se com bast3oc de vidro. A
concentragdo dos antioxidantes na amostra foi de 100 ppm.

Os quatro métodos foram avaliados e comparados entre

si.



3.9. DETERMINACAO DA QUANTIDADE MINIMA DETECTAVEL DOS

ANTIOXIDANTES

O estudo foi realizado com padr&es dos trés
antioxidantes em varias concentragdes. Foi verificada a quantidade
minima detectavel para os antioxidantes nos quatro métodos em
estudo UV, Colorimetria, CCD-UV e CCD-Colorimetria>. O minimo
detectavel é a quantidade minima do antioxidante que se consegue

observar.

Cabe lembrar que as avaliagBes feitas foram em torno
das técnicas de identificagdo e nac dos métodos completos.
Considerando que as recuperagoes foram boas, Jjulga-se
desnecessaria a avaliagido demorada e trabalhosa dos métodos

completos.

3.10. AVALIACAO DE TEMPO E CUSTO DOS QUATRO METODOS DE ANALISE
O tempo de analise foi medido desde a pesagem da

amostra até o calculo final dos resultados.

O custo de cada método foi avaliado levando-se em conta

as quantidades e os pregos de todo material utilizado na analise.

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das porcentagens dos antioxidantes foram

expressos como médias, desvio-padrdo e coeficiente de variag3o
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entre triplicatas.

A comparag3o entre os quatro métodos de determinag3o de
antioxidantes foi efetuada através de analise da variancia para
verificagdo se existia diferenga entre eles. A comparagdoc entre os

métodos dois a dois foi realizada através do Teste de Tukey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PADRONIZACAO DOS METODOS

4.4.1. EXTRACAO

O procedimento 1 (item 3.3.1)> de extracdo n3do pdéde ser
utilizado em amostras gordurosas que se solidificam a temperatura
ambiente (gordura vegetal hidrogenada e margarina), pois ocorria
precipitagdoc de flocos do material gorduroso tornando, dessa
forma, impossivel a separagdo das fases. Para os produtos
desidratados e os carnicos concentrados, esse procedimento também
n3o foi apropriado porque essas amostras continham sélidos que n3o
eram dissolvidos no etanol, impossibilitando a extragdo em funil
de separagio. O procedimento 1 foi adequado apenas para amostras
liquidas A temperatura ambiente ({8leosd, nic entupindo o funil de
separagdoc. Entretanto, o extrato continha residuos de 6leo que
eram provenientes de goticulas aderidas ao funil e que permaneciam
na fase alcodlica.

Com o objetivo de separar melhor as fases, evitando
assim © residuo de 6leo no extrato, foi testado o procedimento 2
(Gtem 3.3.2), o qual dissolve a amostra em éter de petréleo antes
de extrair os antioxidantes por particdc em etanol. Mas, a medida
que se adicionava novas porgBes de etanol, uma fragdo do 6leo

mudava de fase, passando da fase éterea para a fase alcébdolica.
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Quando esse procedimento foi testado na gordura vegetal
hidrogenada, a invers3io também ocorreu. Comparando o© procedimento
2 com o utilizado pelo método de extracido do BHA, adotado pelo
Instituto Adolfo Lutz €1985), observou-se diferenga nas
concentracgSes do étanol usado (96 % e 72% resceptivamente); por
isso n3o ocorreu inversio das fases no método do Instituto Adolfo
Lutz. Mas como o objetivo era a obtengidc de um método de extragio
dos trés antioxidantes simultaneamente, descartou-se a
possibilidade de utilizagdc desses procedimentos, ja que o BHT n3o
seria extraido quantitativamente.

O procedimento 3 (dtem 3.3.35 foi o mais adequado para
os tfpos de amostras em estudo e para os tLrés antioxidantes.
Através do resfriamento, a fragdoc gordurosa foi =solidificada,
ficando retida no papel de filtro, juntamente com os sdélidos n3o
soluveis em etanol 96 2%, tornando o extrato mais limpido. Outra
vantagem observada foi que este procediment.o extraiu
gquantitativamente oz trés antioxidantes em estudo, conforme
verificado nos testes de recuperagio realizados na gordura vegetal
hidrogenada e na banha d{itens 4.16. e 4.2); sendo desta forma

adotado como procedimento de extrac3o.

4.1.2. SEPARACAO

A técnica de cromatografia em camada delgada J(CCD>
revelou ser vantajosa, pois promoveu a separagao entre os
antioxidantes, além de separa-los dos possiveis interferentes. A

resolugic entre os antioxidantes foi demonstrada apenas através

54



dos padrtes dos trés antioxidantes dissolvidos em etanol, em éleo
de milho e em banha, ja que os mesmos nao foram encontrados juntos
nos produtos analisados, apesar de constarem nos rétulos de alguns
produtos, tais como mistura para patés (BHA e BHT), sopas (BHA e
PG> e caldo de galinha (BHA e PGD.

Na procura do sistema de solvente mais apropriado,
foram varias as dificuldades encontradas. A Tabela 5 lista os
valores dos Rfs dos antioxidantes, para os varios sistemas de
solventes testados. O sistema de solvente hexano ./ acetona ./ acido
acético <70:20:10> foi muit.o eficiente na separacgao dos
interferentes e dos antioxidantes (Figuras 3 e 4> mas n3o foi
escolhido como sistema de solvente, porque a acetona apresenta
limite de absorgdo no UV em 330 nm. Desta forma o brance da camada
apresentou um espectro com maximo de absorgao préximo ao do BHA.
Quando o padriao do BHA foi raspado da placa e analisado o espectro
apresentou um pico negativo.

Para evitar esse problema, trocou-se a acetona pelo
etanol, pois os indices de polaridade dos dois s3o0o bem préximos e
o limite de absorgdo no UV do etanol é em 200 nm. A proporgao de
60 ml de hexano, 30 ml de etanol e 10 ml de acido acético foi a
que proporcionou melhor separagio dos antioxidantes e dos
interferentes, mas o fator tempo limitou a utilizag3c dessa fase
mével, porque a placa gastou duas horas para eluir.

Foram testados, em seguida, outras proporgoes da
mistura de hexano e Acido acético, mas nenhuma foi considerada boa
porque o Rf do galato de propila foi zero em todas as proporgles

dos solventes testadas.
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TABELA 5 - VALORES DE Rf PARA O PG, BHA E BHT EM VARIOS SISTEMAS

DE SOLVENTES.

FASE MOVEL _ Rf

PG BHA BHT

Cloroférmio: Metanol: Acido Acético
(90:10:2> 0,67 0,90 0,99

Eter de petréleo: Benzeno: Acido Acético
(40:40:20D 0,21 0,80 0,96

Eter de petréleo:Eter etilico:Ac. Acético
(40:40:20> _ 0,80 0,83 0,96

Eter de petréleo:Eter etilico:Ac. Acético
(50:40:10> 0,80, 0,91 0,98

Eter de petréleo:Eter etilico:Ac. Acético
(60:30:10> 0,65 0,90 0,98

Eter de petréleo:Eter etilico:Ac. Acético
(70:20:10> 0,36 0,83 0,97

Eter de petréleo:Eter etilico:Ac. Acético
(80:10:10> 0,18 0,48 0,97

Eter de petréleoc:Eter etilico:Ac. Acético
(85:10:5) 0,05 | 0,33 0,96

Hexanco: Acido Acético
(70:30> 0,03 0,35 0,90

Hexano: Acido Acético
<80:20> 0,00 0,36 0,90

Hexano: Acido Acético
(85:15> 0,00 0,29 0,89

Hexano: Acido Acético
(90:10> 0,00 0,29 0,91
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TABELA 5 - CONTINUACKO.
FASE MOVEL RI
PG BHA BHT
Hexano: Acetona: Acido Acético
(65:25:10> 0,20 0,70 0,97
Hexano: Acetona: Acido Acético
(70:20:10> 0,15 0,54 0,96
Hexano: Acetona: Acido Acético
(75:15:10> 0,12 0,48 0,96
Hexano: Acetona: Acido Acético
80:10:10> 0,00 0,37 0,96
Hexano: Etancl: Acido Acético
C60:20:20D> 0,17 0,35 0,96
Hexano: Etanol: Acido Acético
(60:30:10D 0,20 0,40 0,94
Hexano: Etanol: Acido Acético
(70:20:10> 0,07 0,20 0,94
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FIGURA 3 - Reprodugdc da cromatografia em camada delgada revelada
por radiagdo UV a 254 nm (silica-gel fluorescente GF 254
desenvolvida em hexano / acetona ./ &cido acético <{70:20:100> nos
seguintes produtos: 1. PG, 2. BHA, 3. BHT, 4. mistura dos trés

antioxidantes, 5. Oleo de milho mais mistura dos trés

antioxidantes.
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FIGURA 4 - Reprodugdc da cromatografia em camada delgada, revelada
por radiagdo UV a 254 nm (silica-gel fluorescente GF 254
desenvolvida em hexano / acetona ./ acido acético <(70:20:1010>, nos
seguintes produtos: 1. Mistura dos trés antioxidantes, 2. Gordura
vegetal hidrogenada, 3. Margarina, 4. Sopa, 5. Caldo de Galinha,

6. Caldo de Carne, 7. Mistura para Patés,
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O sistema de solventes que se mostrou mais apropriado
fol o éter de petréleo / éter etilico ~/ acido acético (B0:10:10),
apresentando boa separagldoc dos trés antioxidantes e interferentes
e tendo limite de absorgdo no UY abaixo do comprimento de onda de
absorgdo dos antioxidantes. O tempo gasto para eluicdo foi de
aproximadamente 40 minutos. As Figuras 5 e 6 mostram as
reprodugGes das cromatografias em camada delgada eluidas com este
solvente, podendo ser observado que, se os antioxidantes
estivessem presentes nos produtos analisados, haveria boa
separagdo entre eles e as substancias interferentes presentes em
zoda produto. A margarina possui um interferente que apresenta uma
mancha com Rf bem préximo ao do BHA, o qual poderia comprometer a
eficiéncia de separagdoc deste antioxidante; entretanto, isto n3o
ocorre, uma vez que costuma-se utilizar BHT em vez de BHA,
conforme descrito no rétulo do produto.

Quando foi estudada a espessura da camada de
silica~gel, verificou-se que, usando uma espessura de 0,25 mm,
havia formagdo de manchas com caudas, e no ponto de aplicagio as
manchas ficavam muito grandes; esses problemas nao foram
verificados quando a espessura usada foi de 0,5 mm.

Entre as variages do tempo de saturagdo da cuba
cromatografica, as que apresentaram melhores resultados foram as
de 20 e 30 minutos. Optamos por 20 minutos porque houve boa
reprodutibilidade dos resultados em menor tempo.

Resumindo, as condigSes o6otimas de separagdo foram as

seguintes:



FRENTE DO SOLVENTE

o O O &,

O
O
O
o0 O O

O
Q
O
O

FIGURA 5 - Reprodugadao da cromatografia em camada delgada revelada
por radiagdo UV a 254 nm (sflica-gel fluorescente GF 254
desenvolvida em éter de petréleo 7 éter etilico / acido acético
(80:10:100>> nos seguintes produtos: 1. PG, 2. BHA, 3. BHT, 4.
mistura dos trés antioxidantes, 5 Oleo de milho mais os trés

antioxidantes, 6. banha mais os trés antioxidantes.
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FIGURA 6 - Reprodugdo da cromatografia em camada delgada revelada
por radiacg3o UV a 254 nm (silica~gel fluorescente GF 254
desenvolvida em éter de petréleo ./ éter etilico .~ Acido acético
(80:10:10>> nos seguintes produtos: 1. Mistura dos trés
antioxidantes, 2. Gordura vegetal hidrogenada {(primeira amostrad,
3. Gordura vegetal hidrogenada (amostras posteriores), 4,
Margarina, 5. Sopa, 6. Caldo de Galinha, 7. Caldo de Carne, 8.

Mistura para Patés.



- fase estacionaria: silica-gel GF 254;

- espessura da camada: 0,5 mm;

- fase mével: éter de petrédleo ./ éter etilico ./ acido acético
(80:10:10>;

= tempo de saturagio da cuba: 20 minutos

= volume de aplicacdo da amostra: 50 uL

- altura de corrida da fase moével a partir do ponto de aplicagao:

15 cm.

4.1.3 IDENTIFICACAO

4.1.3.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSOR(}KO NA REGIAO ULTRAVIOLETA

Uvd

GORDURA VEGETAL HIDROGENADA - Somente na primeira
amostra analisada, o espectro de absorgic do extrato na regido
ultravioleta <UV), comparado com o do padridc de BHA, revelou a
possivel presenga desse antioxidante no produteo, como especificado
no roétulo. Nas amostras seguintes <(cinco) os espectros obtidos ja
ndo foram idénticos ao do padrdc do BHA, demonstrando existir

alguma alteragido na formulagio do produto (Figura 7).

MARGARINA - O espectro UV, obtido do extrato de
margarina, apresentou um maximo a 255 nm, podendo ser devido a
presenga de &acido sé6rbico (conservador) (Figura 8). Isto demonstra
que este método n3o é apropriado para determinagic de antioxidante

nessa matriz, sendo necessario a separacgldc dos interferentes por
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FIGURA 7 — Espectros de absorg¢ao no UV

do extrato obtido a partir da gordura

vegetal higrogenada e do padrdo (BHA).
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FIGURA 8 - Espectro de absorgao no UV
do extrato obtido a partir da margarina.
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cromatografia em camado delgada

OUTROS PRODUTOS (CALDO DE GALINHA, CALDO DE CARNE, SOPA
MISTURA PARA PATESS - Os espectros desses produtos nao
apresentaram nenhum pico bem definido, sugerindo que fosse
utilizado a cromatografia em camada delgada para separar os

interferentes (Figura 9).

4.1.3.2. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO VISIVEL

C(COLORIMETRIAD
GORDURA VEGETAL HIDROGENADA - Uma vez detectada a
presencga do BHA na primeira amostra analisada (amostra

preliminar), através do método UV direto, optamos por n3ao fazer as
determinagGes colorimétricas nessa amostra, e fazé-las nas cinco
amostras seguintes de uma s vez, com o objetive de economizar
reagentes. Como a formulagdo do produtoe feoi alterada, e BHA tendo
sido n3do mais adicionado, as determinacgdes colorimétricas nas
cinco amostras analisadas posteriormente deramr resultados
negativos para o BHA, isto €&, nZc houve o aparecimento da cor azul

caracteristica da reacio da BHA com reagente de Gibb.

MARGARINA - Quando o extrato foi submetido a reagio com

a dianisidina, nao houve o aparecimento da cor vermelha
caracteristica da reac3o com o BHT. Desta maneira n3o foi
identificada a presenca desse antioxidante, apesar de estar

mencionado no roétulo
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dos extratos obtidos a partir dos outros
produtos.
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OUTROS PRODUTOS (CALDO DE GALINHA, CALDO DE CARNE, SOPA
E MISTURA PARA PATES)> - Quando esses produtos foram submetidos as
reagtes colorimétricas, conforme descrito no item 35.2, nao
houve formaga3o de coloragdo caracteristica para identificacio dos
antioxidantes. Portanto, apesar de constarem no rétule algum dos
antioxidantes em estudo, estes n3ioc foram adicionados até o limite

de deteccio da técnica.

4.1.3.3. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA / ABSORQZO NA REGIAO

ULTRAVIOLETA (CCD - UV)D>

GORDURA VEGETAL HIDROGENADA - O extrato da primeira
amostra Camostra preliminar) n3ao foi raspado da placa
cromatografica, pelo mesmo motivo citado no item 4.1.32.. Os

extratos das cinco amostras posteriores foram separados por CCD, e
foi detectado uma mancha com valor de Rf bem préximo ao do padrao
do BHA. Posteriormente, foi levantado o espectro dessa mancha e do
padrao do BHA e observou-se que os perfis foram muito semelhantes.
Isto sugere gque a mancha, separada por CCD, seja o antioxidante

BHA, adicionado ao produto (Figura 10).

OUTROS PRODUTOS <(CALDO DE CARNE, CALDO DE GALINHA,
SOPA, MISTURA PARA PATES E MARGARINAD - N3o foram observadas
manchas com valores de Rfs iguais aos dos antioxidantes em estudo

(padrdes), indicando que esses antioxidantes n3aAo estavam presentes

nesses produtos.
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FIGURA 10 — Espectros de absorgao CCD-UV
do extrato obtido a partir da gordura
vegetal hidrogenada e do padréo (BHA).
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4.1.3.4. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA / ABSORQZO NA REGIAO

VISIVEL <CCD - COLORIMETRIA)>

GORDURA VEGETAL HIDROGENADA - Ap6s separacg3o em CCD, a
mancha com valor de Rf préximb aoc do padr3oc de BHA foi raspada e
analisada (reag3doc colorimétricad, conforme o item 3.54. N3o foi
observado formacgdo de cor azul, caracteristica da reacdo com BHA,

indicando que esta mancha n3o era este antioxidante.

OUTROS PRODUTOS <(CALDO DE CARNE, CALDO DE GALINHA,
SOPA, MISTURA PARA PATES E MARGARINAY> - Como n3o0 houve o
aparecimento de manchas com valores de Rfs iguais aos dos padrdes

dos antioxidantes em estudo, este método n3io foi realizado para

estes produtos.
4.1.4. CONFIRMACAO DA IDENTIFICACAO

A confirmagioc da identidade foi realizada através de
trés parametros: (1) espectro UV ou absorgio no comprimento de
onda fixo, apés reagdo colorimétrica, (2> Valor do Rf comparado
com os dos padrBes e (3) revelagido dos antioxidantes com reagentes
colorimétricos especificos na camada delgada.

A revelac3o, utilizando o Acido fosfomolibdico, foi
eliminada para confirmacdo pois os trés antioxidantes e alguns
interferentes ficaram todos azuis. O revelador 1 <(cloreto férrico

7 2,2’ bipiridinad apresentou uma diferenciagcio boa e especifica



entre as cores das manchas dos trés antioxidantes, sendo que a cor
vermelha, especifica do BHT, s6 apareceu ap6s 15 minutos (Figuras
11 e 12>. O revelador 2 (reagente de Gibb), também apresentou
cores especificas para cada antioxidante (Figuras 13 e 14).

Amostras de gordura vegetal hidrogenada adquiridas em
épocas diferentes foram analisadas. Na primeira amostra
confirmou-se a presenga do BHA, pois foi observada a cor roxa com
o reagente de Gibb e a cor laranja com o cloreto férrico ~ 2,2’
bipiridi;ma. Nas amostras adguiridas posteriormente <(cinco)d, uma
mancha de Rf préximo ao do BHA foi vizualizada na exposic3o da
placa a radiagdo UV a 254 nm; porém, as revelagSes pelas duas
técnicas apresentaram resultados negativos, salientando a
necessidade da confirmacdo da identidade.

Nos demais produtos, a auséncia de cores
caracteristicas na reagdoc com os dois reveladores confirmaram que
nenhum dos trés antioxidantes foram adicionados nestes produtos

até o limite de deteccao da técnica.

4.1.5. QUANTIFICACAO

A etapa de quantificagdo ndo foi completada porque, ao
se fazer a analise pelos quatro métodos (absorgdc no UV, CCD-UV,
colorimetria e CCD-colorimetriad, n3o foi encontrado nenhum
produto com algum dos trés antioxidantes. Portanto, esta etapa do
método s6 foi realizada na gordura vegetal hidrogenada, na

primeira amostra <(amostra preliminar), pois foi o unico onde foi
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FIGURA 11 - Repreodugioco da cromatografia em camada delgada

(desenvolvida em éter de petrdleo / éter etilico / Acido acético
(80:10:10>> revelada com cloreto férrico .~ 2,2’ bipiridina nos
seguintes produtos: 1. PG, 2. BHA, 3. BHT, 4. mistura dos treés
antioxidantes, 5. Oleo de milho (mais os trés antioxidantes), 6.

banha (mais os trés antioxidantes).
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FIGURA 12 - Reprodugdc da cromatografia em camada delgada

{(desenvolvida em é&éter de petrdleo ./ éter etilico / acido acético
(80:10:10>>revelada com cloreto férrico 7 2,2’ bipiridina nos
seguintes produtos: 1. Mistura dos trés antioxidantes, 2. Gordura
vegetal hidrogenada {primeira amostrad, 3. Gordura vegetal
hidrogenada <{(amostras posteriores), 4. Margarina, 5. Sopa, 6.

Caldo de Galinha, 7. Caldo de Carne, 8. Mistura para Patés.
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FIGURA 13 - Reprodugae da cromatografia em camada delgada
(desenvolvida em éter de petrdéleo .~/ éter etilico ~/ Acido aceético
(80:10:10>>revelada com reagente de Gibb nos seguintes produtos:
1. PG, 2. BHA, 3. BHT, 4. mistura dos trés antioxidantes, 5. O0leo

de milho d(mais os trés antioxidantes), 6. banha ((mais os trés

antioxidantes).
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FIGURA 14 - Reprodugaoc da cromatografia em camada delgada

(desenvolvida em éter de petrdéleo / éter etilico ./ Acido acético
(80:10:10>> revelada com reagente de Gibb nos seguintes produtos:
1. Mistura dos trés antioxidantes, 2. Gordura vegetal hidrogenada
(primeira amostrad, 3. Gordura vegetal hidrogenada (amostras
posteriores), 4. Margarina, 5. Sopa, 6. Caldo de Galinha, 7. Caldo

de Carne, 8. Mistura para Patés.

75



detectada a presenca de antioxidante. A quantidade de BHA
encontrada, pelo método UV, foi 177,3 ppm; teor abaixo do limite

maximo permitido pela legislagio brasileira, que ¢ de 200 ppm.

4.1.6. ESTUDO DE RECUPERACAO

As porcentagens de recuperacido foram determinadas numa
tentativa de se avaliar a possibilidade de perdas dos

an.tioxidant.es durante a analise.

A recuperagac foi testada apenas no método UV (Tabela
6>. A porcentagem de recuperagdo do BHA foi de 98,0 % e 96,9 %
para a .adig3o de 25 % e 50 2% da quantidade encontrada na amostra,
respectivamente. A repetitibilidade dos resultados foi boa, pois
os valores do coeficiente de variacdo (CV) foram sempre abaixo de

10% (3,4 para uma adigido de 25% e 0,8 para 502%).

4.4.7. LIMITE DE DETECCAO

O nivel minimo detectavel para cada técnica d(absorcg3o
UV, colorimetria e CGCD> esta apresentado na Tabela 7. Como a
detecgio dos antioxidantes nos métodos gque utilizam separacdo em
camada delgada J{(CCDP-UV e CCD-Colorimetria> ¢ realizada da mesma
forma, através da utilizagdo de lampada UV de comprimento de onda

de 254 nm, os niveis minimos detectaveis para as duas técnicas s3o

iguais.
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TABELLA 6 - PORCENTAGEM DE RECUPERAGCAO DE BHA EM GORDURA VEGETAL
HIDROGENADA, ANALISADA PELO METODO UV, APGS ADIGAO DE

25 % E 50% DO TEOR ENCONTRADO NA AMOSTRA (177,3 ppmD.

PERCENTUAL VALOR VALOR % RECUPERAGAO cv
ADICIONADO CONHECIDO- OBTIDO
<ppm> {(ppm>d
25 221,6 217 ,2 98,0 3,4
50 265,9 257 ,6 26,9 0,8
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TABELA 7 - MINIMO DETECTAVEL DOS

ANTIOXIDANTES

METODO ANTIOXIDANTE
PG BHA BHT
CCD 0,3 ug 0,8 ug 4,0 ug
uv 20,0 ug 30,0 ug 80,0 ug
COLORIMETRIA 40,0 pug 4,0 ug 15,0 pe
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O minimo detectavel foi menor na Cromatografia em
Camada Delgada (CCD> do que na absorgao UV e na Colorimetria, pois
o primeiro método depende apenas de uma visualizacdo direta na
placa, enquantc que a absorgido UV depende da percepgao de um pico
do composto no espectro UV gque, numa faixa muito baixa, pode ser
confundido com os ruidos do equipamento; ja o método colorimétrico
depende da sensibilidade das reagBes de cor.

As diferencas obtidas nos minimos detectaveis na regiio
ultravioleta Cuv> entre o galato de propila <PGD, o butil
hidroxianisol (BHA> e o butil hidroxitolueno C(BHT> est3o
relacionados com a absortividade molar do composto. O PG apresenta
o menor minimo detectavel devido a presenga de trés hidroxilas
conjugadas no anel benzénico. Por outreo lade, ¢ PG apresenta o
mais alto minimo detectavel quando analisado pela técnica
colorimétrica, devido a baixa intensidade da cor do composto
formado apés a reagido com o sulfato ferroso. Devido aos
substituintes no anel benzénico, o BHT é o© que possui a menor
absortividade e, portanto, o mais altoe minimo detectavel gquando
analisado na regidoco UV. Mas quando analisado na regildo visivel,
ap6s reacdo com a dianisidina, o limite de detecgidoc & reduzido em
aproximadamente 82 2. Para o BHA, também foi observado que a
colorimetria apresentou um minimo detectavel muito menor que o

método por absorcgae UV, isto €&, uma redugdo de aproximadamente

87%.
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4.2. COMPARACAO DOS QUATRO METODOS

4.2.1. ANALISE DA BANHA APOS ADICAO DE GALATO DE PROPILA

As quantidades de PG, determinadas pelos quatro
métodos, est3do apresentadas na Tabela 8. A repetitibilidade foi
boa nos quatro métodos, como pode ser verificado pelos valores dos
coeficientes de variacao (CV)> que foram sempre abaixo de 10 %.

As diferengas encontradas no conteude de galato de
propila foram significativas, ao nivel de 1 %, entre UV
Colorimetria, UV .~ CCD-UV, UV ./ CCD-Colorimetria e Colorimetria .
CCD-Colorimetria, com o método colorimétrico apresentando a maior
quantidade e os métodos com camada delgada as menores. A
discrepancia pode ser explicada pela presenga de substancias
interferentes, as quais reagem com o sulfato ferroso, aumentando a
intensidade da cor. Segundo Anglin, Mahon & Chapman, 1956, o
antioxidante NDGA pode interferir na analise, mas como ambos tem
propriedades antioxidantes similares, geralmente nao s3ao
encontrados juntos.

No método UV, a quantidade encontrada esteve acima da
adicionada. Isto pode ser explicado também pela presenca de
substancias interferentes, como indica o espectro na Figura 15.

Nac houve diferenga significativa, ao nivel de §5 %,
entre o método CCD-UV e o método CCD-Colorimetria, demonstrando
que apés a separacgdc dos interferentes na camada delgada, a
quantificacg3do realizada por ambos apresentou bons resultados.

Porém, a determinagdc por absorgdo ne UV é menos dispendiosa por



TABELA 8 - RESULTADOS DA ANALISE EM TRIPLICATA DO GALATO DE

PROPILA ADICIONADO NUMA RAZAO DE 100 mg ~/ kg DE BANHA

(100 ppm>, OBTIDOS PELOS QUATRO METODOS.

METODS
UV® |COLORIMETRIA®| ¢CD-UVS |CCD-COLORIMETRIAS
CONCENTRACAO .
MEDIA Cppm> 120,0 267,0 97,5 97,5
PERCENTUAL
DE 120,0 267,0 97,5 97,5
RECUPERAGZAO
DESVIO
PADRAO 3,1 4,0 0,8 0,6
COEFICIENTE
DE 2,6 1,5 0,8 0,6
VARIACXO <%
a,b,c - Métodos que nio apresentam a mesma letra sao

significativamente diferentes, ao nivel de 1 %.
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FIGURA 15 - Espectros de absorgao do

extrato obtido a partir da banha (PG).
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nao necessitar de reagentes colorimétricos, mas sim uma simples

dissolugdoc em etanol, além de ser mais sensivel

4.2.2. ANALISE DA BANHA APOS ADI(}XO DE BUTILHIDROXJIANISOL

Os resultados quantitativos para os quatro métodos de

analise estao resumidos na Tabela Q. Os valores dos CVs
encontrados foram sempre abaixo de 10 “%, indicando boa

repetitibilidade dos resultados.

As diferengcas entre as porcentagens de BHA foram
significativas, ao nivel de 1 %, entre o método UV e os outros
trés métodos, sende n3o significativa, ao nivel de 5 %, entre os
trés udaltimos. Pelo método UV, obteve-se uma maior concentragic do
antioxidante devido a presenga de interferentes também
quantificados, como pode ser verificado no espectro UV (Figura
16>. No método colorimétrico, o reagente de Gibb demonstrou =ser
especifico para o BHA, n3o reagindo com os interferentes. Nos
métodos com separacgdo por CCD, varias foram as manchas detectadas
(Figura 5>; o espectro da frag3c referente aoc BHA apresentou um
unico pico com absorgac maxima a 292 nm (Figura 16> e, apés reagdo
colorimétrica, apresentou maxima absorgao a 620 nm.

Através dos resultados estatisticos, pode-se perceber
que, apesar dos métodos CCD-UV e CCD-Colorimetria serem mais
complexos, isto &, terem mais etapas, as perdas nao foram

significativas, quando comparadas com o método Ceolorimétrico.
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TABELA 9 - RESULTADOS DA ANALISE EM TRIPLICATA DE BHA ADICIONADO
NUMA RAZZXO DE 100 mg ~ kg DE BANHA <100 ppm>, OBTIDOS

PELOS QUATRO METODOS.

METODS
uv*® COLORIMETRIAb CCD—UVb CCD—COLORIMETRIAb
CONCENTRACXO
MEDIA C(ppm> 163,3 96,3 91,3 92,3
PERCENTUAL
DE 163,3 96,3 1,3 02,3
RECUPERAGAO
DESVIO
PADRAO 5,5 0,3 1,5 0,8
COEFICIENTE
DE 3,4 0,3 1,7 0,8
VARIAGAO (22>
a,b - Méiodos que nao apresentam . a mesma letra 8d0
significativamente diferentes, ao nivel de 1 9% .
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FIGURA 16 — Espectros de absorgao do

extrato obtido a partir da banha (BHA).
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4.2.3. ANALISE DA BANHA APOS ADICAO DO BUTIL HIDROXITOLUENO

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos nos quatro
métsdos de anAlise. Novamente os valores dos CVs foram muito
rmenores que 10 2, indicando boa repetitibilidade dos resultados.

Nao houve diferenga significativa, ao nivel de 5 %,
entre os resultados do método Colorimétrico, CCD-UV e
CCD-Colorimetria, indicando que a dianisidina é um reagente
ecpecifico para o BHT, n3ao reagindo com os interferentes da
amostra (Figura 5). As perdas nos métodos com separagao dos
interferentes por cromatografia em camada delgada também nio foram
significativas, ao nivel de 5 %. As diferencas foram
significativas, ao nivel de 1 2%, entre os métodos acima citados e
o método por UV direto, devido a absorg3o na regido ultravioleta

dos compostos interferentes (Figura 17).
4.2.4. ANALISE DA BANHA APOS ADICAO DOS TRES ANTIOXIDANTES

Como os trés antioxidantes apresentam maximo de
absorgcaoc muito préximos na regiio ultravioleta, o método UV direto
n3do péde ser utilizado para quantif icagBo dos antioxidantes pois
apenas um pico foi registrado com maximo a 280 nm (Figura 18).

A Tabela 11 apresenta as porcentagens de PG, BHA e BHT
nos trés métodos (Colorimetria, CCD-UV e CCD-Colorimetria)d. A
repetitibilidade dos resultados foi boa em todos os métodos, como

pode ser observado pelos valores de CVs, que novamente foram bem
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TABELA 10 - RESULTADOS DA ANALISE EM TRIPLICATA DE BHT ADICIONADO
NUMA RAZXO DE 100 mg ~ kg DE BANHA {100 ppmD>, OBTIDOS

PELOS QUATRO METODOS.

METODS
UV® |COLORIMETRIA®| GCD-UV® |GGD-COLORIMETRIA®
CONCENTRACZXO
MEDIA Cppm> 253,2 85,7 83,3 82,8
PERCENTUAL
DE 253,2 85,7 83,3 82,8
RECUPERAGAO
DESVIO
PADREOG 8,7 2,0 1,4 1,0
COEFICIENTE
DE 3,4 1,4 1,7 1,2
VARIAGCAO (24>
a,b - Meftodos que rao apresentam a mesma letra sdc
significativamente diferentes, ao nfvel de 1 % .
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TABELA 11 - RESULTADOS NA ANALISE EM TRIPLICATA DE PG, BHA E BHT
ADICIONADOS NUMA RAZAO DE 100 mg .~ kg DE BANHA <100

ppm>, OBTIDOS PELOS TRES METODOS.

COLORIMETRIA CCD-UV CCD-COLORIMETRIA

PG BHA ~ |BHT PG BHA =~ |BHT PG BHA ~ |BHT

CONCENTRAGZAXO
255,2196,0|85,3| 96,9191,683,5 95,4192,4183,1

MEDIA <(ppm>

PERCENTUAL
DE 255,2196,0|85,3| 96,9191,6]83,5 95,4192,4183,1
RECUPERACAO
DESVIO
6,2 0,3 1,2 o0,3| 1,3 0,6 0,5{ 0,7| 0,8
PADRAO
COEFICIENTE
DE 2,4} 0,3 1,4 6,3 1,5 0,7 0,6 0,8 0,9
VARIACZXO
a, b - Métodos que ndo apresentam a mesma letra sao

significativamente diferentes, ao nivel de 1 %.



abaixo de 10 .

Para determinagdo do galato de propila, novamente foi
observado diferenga significativa, ao nivel de 1 %, entre o método
colrrimétrico e os outros dois (CCD-Colorimetria e CCD-UV). Para o
BHA e o BHT nao houve diferenga =significativa, ao nivel de 5 %,
entre os trés métodos. Portanto, os antioxidantes n3c agem como

interferentes entre =i, nas reagGes colorimétricas especificas.

4.3. CUSTO E TEMPO

O custo d{dezembro .~/ 90> e o tempo envolvidos na
extracdo dos antioxidantes foram iguais para os quatro métodos,
ficando em torno de Cr$ 200,00 e 45 minutos, respectivamente, por
amostra analisada em triplicatas. Estes wvalores foram incluidos
nos calculos dos custos e dos tempos gastos para cada método e
est3o listados na Tabela 12.

Pode-se verificar que, na execugdo da anilise, o método
por UV teve os menores custo e tempo gasto, e o CCD-colorimetria
os maiores. Entretanto, isto n3co ¢ suficiente para determinar a
escolha do método.

E importante =salientar que o custo da confirmacg3io da
identidade n3oco foi incluido nos valores da tabela 12, Os custos da
confirmagdo da identidade usando o revelador 1 e o© revelador 2
(itens 3551 e 3585.2) s3ic aproximadamente Cr$ 2021,00 e Crg%
1616,00, respectivamente, aumentando consideravelmente os custos
para os quatro métodos. Entretanto, isto pode ser minimizado no

caso de se analisar grandes quantidades de amostras de uma sé vez.



TABELA 12 - CUSTO E TEMPO DAS ANALISES PELOS QUATRO METODOS

METODO CUSTO TEMPO
{cruzeirod (minutos)
uv 205,00 50
COLORIMETRIA
PG 208,33 60
BHA 267,84 70
BHT 680,00 80
cCcb - UuUv 1595,70 125
CCD - COLORIMETRIA
PG 1599,03 140
BHA 1658,54 150
BHT 2070,70 160




5. CONCLUSOES

- Uma etapa de extragdo comum aos quatro métodos e que extrai
simultaneamente os trés antioxidantes e utiliza um solvente barato

e comum ao pais, o etanol, foi adaptada e avaliada.

- Foram desenvolvidos, para determinacio simultanea do galato de
propila, butil hidroxianisol e butil hidroxitolueno, métodos
eficientes por cromatografia em camada delgada C(CCD-UV e
CCD-Colorimetria)d que s3o0o mais simples e econdmicos do que os
citados na literatura, por separarem os antioxidantes e

interferentes por cromatografia unidimecional.

- Os quatro métodos, empregando as técnicas de UV, CCD-UV,
Colorimetria e CCD-Colorimetria, adaptados ou desenvolvidos e
padronizados no presente trabalho, apresentaram boa
repetitibilidade para os trés antioxidantes, com coeficientes de

variagio abaixo de 10%.

- Os quatro métodos também mostraram exatidiao satisfatéria, como
observado através das porcentagens de recuperacio, para os trés
antioxidantes, desde que o© método empregado seja adequado para o

tipo de amostra.
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- A natureza da amostra ¢ um fator fundamental na escolha do
método analitico. O método UV n3o ¢é apropriado para produtos
contendo mais de um antioxidante e ./ ou substancias interferentes.
Para estes produtos, os métodos CCD-UV e CCD-Colorimetria s3o0 mais
adecquados; o método Colorimétrico também pode ser utilizado,
dependendo das substancias interferentes existentes na amostra e

da especificidade do reagente colorimétrico.

- Como método UV n3o foi apropriado para analise da banha, o
método colorimétrico tornou-se o menos dispendioso, mais rapido e
o melhor para determinacdoc do BHA e BHT; porém n3o foi bom para
determinagdo do PG, sendo necessaria uma separagio prévia em

camada delgada.

- A importancia da confirmac3c da identidade dos antioxidantes,
raramente realizados nos trabalhos citados na literatura, foi mais

uma vez comprovada.

- Apesar de constarem nos rétulos dos seis produtos analisados,
foi detectada a presenga de antioxidantes apenas na primeira

amostra da gordura vegetal hidrogenada (BHA)D.
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ANEXO A

ANTIOXIDANTES PERMITIDOS PELA LEGISLACAO BRASILEIRA
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ANTIOXIDANTFEFS

ADITIVO cCODIGO DE ALTHENTO” M QUE T'ODEM P ity 5 MAXTHO
ROTULAGEN SER ADPICIONADOS o0 - g 1t Om)
ACIDO ASCORRPICO (ACIDO L Al Alimentos (nfantye

ASCORBICO F SFUS SAIS DE Allmentne processados a base de cereals

FOTALSTO, IODIN F CALCTO) Amargos e aperitivos '
Azeltnnas A
Batr'as rrmas descascadas e congeladas LT
Batatas fraitas congeladas O, )
Batidan 0,012
Cerve jar 0,01
Cogumelos freacnsg, £LCOL N €I CONSPTVA 0, 2"
Condimentos preparadon 00 nA o= -
Cooler oo
Creme vegetal , 1
Doces em pasta 0, 0%
Filtrado docr N, o1
Frutas ~ristalizadan e glaceadas Q, 00%
Frutas em censervas 0.0

Gomas de masear

Hortallcas em conservas

Leite e cnco

l.icores

Hargarinas

Histela

Higstela asemponla

Molhos & ~aberturas para saladas

Hectares de frutas

Oleos e gorduras

Picle=s

Folpa de f{rutas

Preparados desidratados o concentradns
para sopas e catrcdns

Freparados folidns r liquidos para
refrescos ¢ refrigerantes

Frodutos carneos curadns

Produtes de frutas

Pefr-~zcos e refrigerantes

Sankria

Saqun

{Sobremesas, poer para sobremrsac -

, gelatinas, [lane, pudins & afmijaree

lSuecns Ade -1t as

Vinhnn

Vinhnre A~ frutas

Xaropen parn refrerecns

0,07 calecula
reno da bage
0,00
¢, 01
Q.03
g, 2
Q, 0"
0, [alh 1

VIO e p

[al-251
o.ce
2,03
0.2
0,04

40 sor

gome =y




SIT

ANTIOXIDANT IS

ADITIVO

CODIGO DE

ALIHENTOS EY QUF. FODEH

LIBITE MAXINO

ROTULAGEHN SER ADICIONADOS g/100g - §/100ml
ACIDO CITRICO A 1T Coco ralado q. <. p
Condimentos preparados Q.80
Creme vegetal Gor
Gomas de mas-ar q.s.p
Hortalicas ein conservas a8 p
LLeite de coco 1. 8. p.
' Hargarinas a. s$.p
Molhos e coberturas para saladas . 8. p.
Oleos e gorduras 1T 8P
FPicles q.5.p
Produtoes carneons curadnsg 0,20
Frodutos de frutas 1. 8. p
Sopas e caldos concentrados q.8. p.
Vegetals em conserva q. 8. p.
(em meio laticn acetico) (N, 20}
ACTDO FORFORICO A TT1T Gorduras e compostos gordurosos o, 01
Hargarinas 0,01
ACIDOD ISOASCORRICO OoU A X1V Amargos e aperitivos Q, 0}
ERITORRICO [ QSFU SAL Batatas 0, 01
PE SsONIO Cerve jas 0. 01
Corumelos frescos, secos ou em conservas 0, 02
Conservas de carnes e derivardoes
embutidos on curados Q, ev
Cooler Q, 01
Creme vegetal Q, 20
Flltrado doce 0. 01
Frrutas em conservas 0, 05
Geleras de frutas 0, 05

rmas Ae mascar

tinrrtalicas em ronservas

Licnres

Hargarinas

MHiste)a

Mistela composta

Nrctares de fruatas

D erne e gorduran

Foipa «dr frutas

Preparadas calydos
trfrenc o eopefprgy

Grdea para
uiten
Produtoy cvrnreone ) gdse

Frodutoas de fintan

0,03 calculadn sobre
peso dAa base gomesa
Q0,03
0, 01
0,29
0, 01
0, 01
0, Ot
0,03
0,03

OO0 po pos, e

[
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ANTIOXIDANTES

ADITIVO CON1GO DE ALIHEHTOS EM QUE PODEM LIMITE MAXIMO
ROTULAGEM SER ADICIONADOS g/100g - g/100mil
ACIDO ISOASCORBICO QU A. X1V Refrescos e refrigerantes 0, 01
ERITORBICO € SEU SAL DE Saque 0, 014
SODIO (continuacao) Sucos de frutas 0, 014
Vinhos 0, 04
Vinhos de frutas 0,014
Xaropes para refrescons 0,01 no p.s.c.
BUTIL HIDROXIAHNISOL (BHA) AV Altmentos processados a base de cereais 0,02 sobre o teor
de oleo
Coco ralado 0,01 calculado scobre
0 teor da gordura
Creme vegetal 0, 0¢
Gomas de mascar 0,01 calculado sobre
peso da base gomosa
Leite de coco Q.01
Hargarinas 0, 02
Oleos e gorduras 0,02
Frodutos de cacau 0, 02
BUTIL HIDROXITOLUENO (BHT) A. VI Alimentos processados a base de cereats 0,01 sobre o teor
de nleo
Coco ralado 0,01 ralculado sobre
o teor da gordura
Creme vegetal 0. 02
Gomas de mascar 0,.0% caiculado sobre
resr da base gomosa
l.ette de coco 0,1
Margarinas a, 00
Oleos e gorduras Q. 01t
Frodutos de cacau 0, 02
CITRATO DF MONOGLICERIDEOS A XILI Ratidas 0, 02
Creme vegetal 0, 0}
Gelados comestivels 0, 02
Gerduras rara coberturas 0.02
l-icores 0, 02
Hargarinas 0, 01
Molihos e coberturas para saladas 0, 02
Ole~s e gorduras Q,0¢
Frodutos de confeirtaria Q, 02

Sertremesac ¢ pas parra cebremesas de
flans, pudins » “imilares

0,02 nev p & ~
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ANTIOXIDANTES

s

ADITIVO CODIGO DE ALINENTOS EM QUE PODEM LIMITE MAXIMO
ROTULAGEM SER ADICIONADOS €/100g - g/100ml
CITRATO DE HMONOISOPROPILA A VII Biscoitos e similares 0, 01
Creme vegetal 0, 01
Hargarinas 0, 0}
Oleos e gorduras 0, 01
CLORETO ESTANOSO A. XX Vegetais em conservas 0, 0025
EDTA - ACIDO NDISSODICO A. XX1 Cogumelos em conservas 0, 02
(ETILENODIAMINOTETRACETATO Gomas de mascar 0,01 calculado sobre
DIACIDO DISSODICO) peso da base gomosa
Hortalicas em conservas {batata) 0, 01
Hortalicas em conservas (fei1jao fradinnho) 0,045
Produtos de frutas 0, 01
FDTA - CALCICO DISSODICO A.XI1 Agua gaseificada 0, 0033
(ETILENODIANIHOTETRACETATO Cogumelos em conservas 0, 02
CALCICO E DISSODICO) Condimentos preparados 0,01 no p.s. ¢
Creme vegetal 0, 01
Gomas de mascar 0,01 calculado sobre
pPeso da base gomosa
Gorduras e compostos gordurosos 0, 01
Hortalicas em conservas (batata) 0, 01
Hortalicas em conservas (fe1Jao fradinho) 0.015
Haloneses 0, 01t
Hargarinas 0. 01
Holhos e coberturas para saladas 0,01 no p.s.c.
Freparados llquidos para refrescos e
refrigerantes 0,0033 ne p.s.c.
Refrescos e refrigerantes 0, 0031
GALATO DE PROPILA, DE A IX Cnco ralado

DUOPECILA OU DE OCTILA

Creme vegetal
Gomas de mascar

Leite de coco
Margarinas

Qlens e gorduras
Produtos de cacau

0,01 calculadec sobre
0 teor da gerdura
0, 0t
0,01 calculado sobre
Peso da tase gomosa
C,0n
Q. 01
Q, 0}
0,01




Srr

ANTIOXIDANTES

ADITIVO CODIGO DE ALIMENTOS EM QUE PODEM LIMITE MAXIMO
ROTULAGEM SER ADICIONADOS §/100g - g/100ml
LECITINAS (FOSFOLIPIDEOS, A.VIII Blscoitos-e similares 0,20
FOSTATIDEOS E FOSFOLUTEINAS) Coco railado 0,20 calculado sobre
o teor da gordura
Creme vegetal 0, 50
Gelados comestivels 0,10
Gomas de mascar 0,20 calculado sobre
peso da base gomosa
Leite de coco 0, 20
Hargarinas 0, 50
Oleos e gorduras 0, 20
Pos para coberturas de bolos 0,10 no p.s. ¢
Produtos de cacau 1, 00
PFALMITATO DE ASCORBILA E A XV Alimentos a base de cereais processados 0, 02 calculado sobre
ESTEARATO DE ASCORBILA 0 teor da gordura
Coco ralado 0,02 calculado sobre
o teor da gordura
Conservas alimenticias para uso infantil 0, 02 calculado sobre
0 teor da gordura
Creme vegetal 0, 05
Gomas de mascar 0,03 calculado sobre
peso da base gomosa
Leite de coco 0,02 calculado sobre
0 peso da gordura
MHargarinas 0,02
Oleos e gorduras 0, 0%
TERC-BUTIL-HIDROGQUIHONA A. XIX Alimentos processados a base de cereais

(TBHQ)

Farinhas, extratos e flocos derivados da
soja integral

Gomas de mascar

Oleos e gorduras

0,02 sobre o teor

de oleo

0,02 sobre o teor de

oleos e gorduras

originais do produto

0, 02 caiculado sobre

teor da base gomosa
0, 02




ANTIOXIDANTES

orr

ADITIVO CODIGO DE ALTMENTOS EM QUE PODEM LIMITE MAXIMO
ROTULAGEM SER ADICIONADOS €/100g - g/100mi
TOCOFEROIS . A. X1 Alimentos a base de cereais processados 0,03 calculado sobre
0 teor de oleo
Coco ralado 0,03 calculado sobre
0 teor da gordura
Creme vegetal 0,03
Gomas de mascar 0,03 calculado sobre
Peso da base gomosa
Leite de coco 0,03
Margarinas 0, 03
Oleos e gorduras 0,03
Produtos de cacau 0,03
Sopas e caldos 0, 05
No p.s.¢. - no produto a ser consumido

9. S. P- - quantidade suficiente pPara obter o efeito dese jado



