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The in vitro antioxidant activity of food
phenolic compounds

ABSTRACT
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In the last years epidemiological studies have suggested associations between
the intake of polyphenol-rich foods and beverages and the prevention of
several diseases. However, the wide diversity of polyphenolic compounds makes
these natural antioxidants difficult to measure separately. This is why several
methods have been developed to measure the in vitro antioxidant capacity
Jfrom all antioxidants contained in biological samples, especially in complex
matrixes such as wine and vegetables. These assays involve different
mechanisms of the antioxidant defense system, from chelation of metallic
ions to the measurement of oxidative damage protection to biomolecules.
They can be divided into two groups: those that measure scavenging activity
of free radicals and those that use lipids as substrate. Although there is a
great multiplicity of methods, there are no approved, standardized methods.
All of them present advantages and disadvantages. In this way, the in vitro
pbenolic compounds antioxidant activity can and need be evaluated by
different tests to different mechanisms. Nonetbeless, all of the assays based
in different chemistry reactions offer a wide divergence of results. For this
reason, more valid guidelines and assay protocols are needed to bring some
order to the present situation in this important field.
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En los tltimos anos ciertas investigaciones han
senialado que el consumo de vegetales o bebidas
ricas en polifenoles puede reducir el riesgo de
aparecimiento de varias enfermedades. Sin
embargo, la gran diversidad quimica existente hace
con que estos compuestos con actividad
antioxidante sean dificiles de separar y de
cuantificar individualmente, lo que resulté en el
desenvolvimiento de varios ensayos para la
evaluacion de la actividad antioxidante de
distintas muestras biolégicas in vitro,
particularmente en matrices complejas como vinos
2y vegetales. Son ensayos que comprenden distintos
mecanismos del sistema de defensa antioxidante y
que van desde la quelacion de iones metdlicos hasta
la medida del dario oxidante en biomoléculas. Se
pueden dividir estos ensayos en dos grandes grupos:
los basados en el rescate de radicales libres y los
que usan lipidos como substrato. Sin embargo, en
la actualidad no existen métodos aprobados o
estandarizados. Todos presentan ventajas y
desventajas. De este modo la actividad antioxidante
de compuestos fenolicos in vitro puede y debe ser
evaluada con métodos diferentes para mecanismos
diferentes. Asimismo, todos estos ensayos basados
en reacciones quimicas diferentes ofrecen resultados
numéricos también diferentes y dificiles de
comparar. Asi, metodologias mds especificas y
protocolos de ensayo con mds validez respecto a
substratos, condiciones de andlisis, concentraciones
y cdlculos, son imprescindibles para ofrecer cierto
orden a la situacion actualmente existente en este
importante campo de estudio.

Palabras clave: antioxidantes

naturales; capacidad antioxidante;
métodos analiticos.
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Nos 1iltimos anos pesquisas mostraram que o
consumo de alimentos ricos em polifendis pode
reduzir o risco do desenvolvimento de varias
doengas. Entretanto, a grande diversidade
quimica existente torna estes compostos com
atividade antioxidante dificeis de separar, bem
como quantificar individualmente, o que levou
ao aparecimento de varios ensaios para
avaliacdo da atividade antioxidante em
diferentes tipos de amostras biologicas in vitro,
particularmente em matrizes complexas como
vinhos e vegetais. Sdo ensaios que envolvem
diferentes mecanismos do sistema de defesa
antioxidante, desde a quelagdo de ions metdlicos
até a medida da prevencdo do dano oxidativo a
biomoléculas. Estes ensaios podem ser divididos
em dois grandes grupos: os baseados na
varredura de radicais livres e os que empregam
lipides como substrato. Contudo, ndo existem
boje métodos aprovados ou padronizados. Todos
apresentam vantagens e desvantagens. Desta

JSforma, a atividade antioxidante in vitro de

compostos fenolicos pode e deve ser avaliada com
diferentes testes para diferentes mecanismos.
Todavia, todos estes ensaios baseados em reagcoes
quimicas diferenciadas oferecem resultados
numeéricos distintos e dificeis de comparar. Assim,
metodologias mais especificas e protocolos de
ensaio mais vadlidos quanto a substratos,
condigoes de andlise, concentracoes e cdlculos,
tornam-se necessdrios para se trazer alguma
ordem a situacdo atualmente existente neste
importante campo de estudo.

Palavras-chave: antioxidantes
naturais; capacidade antioxidante;
métodos analiticos.
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INTRODUCAO

Os compostos fenodlicos contribuem para as propriedades sensoriais (cor, aroma,
adstringéncia) de frutas e outros vegetais. Por outro lado, possuem efeitos indesejaveis em
sistemas alimentares como, por exemplo, a formac¢iao de complexos fortes com as proteinas
dos alimentos e da saliva bem como com enzimas digestivas (SANCHEZ-MORENO, 2002a;
SOARES, 2002).

Contudo, varias plantas tém sido estudadas como fontes de antioxidantes naturais
potencialmente seguros em substituicio aos artificiais, assim como de mais baixo custo
de obtencio e alta eficiéncia em relacio aos antioxidantes naturais que vém sendo em-
pregados na indastria de alimentos (acido ascorbico, tocoferdis). Dos varios compostos
que tém sido isolados, uma ampla faixa de polifendis de plantas, apresentando proprie-
dades antioxidantes tem sido estudada, e proposta para protecio contra oxidacio lipidica
(MOURE et al., 2001).

Adicionalmente, nos Gltimos anos pesquisas mostraram que o consumo de vege-
tais e bebidas ricos em polifendis pode reduzir o risco do desenvolvimento de varias
doencas (DUTHIE et al., 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002b). Assim, vérios estudos tém
também analisado o potencial antioxidante de uma grande variedade de alimentos vege-
tais (semente de cacau, feijoes, condimentos, frutas). Entre as bebidas, destacam-se o
vinho tinto, o cha preto e o verde. Sementes como tamarindo, canola, sésamo, linhaca e
girassol sio outras fontes de antioxidantes naturais (DUTHIE et al., 2000; MOURE et al.,
2001; SCALBERT e WILLIAMSON, 2000).

A Figura 1 mostra as estruturas quimicas de alguns dos principais compostos fenolicos

HO O CH,OH
CH,0H

oH
resveratol O on icido clorogénico

(estilbene) (acido fenolico)

comumente encontrados em alimentos.

OH

enterodiol
OH (lignana)

OH
N oH OH @
oC
HO O .

| i . g . o
it o d OH HO 5 o

P | OH

y o OH

OH

OH O

_ (+) - catequina
quercetina (flavanol)
(flavonol)

OH OH O O OMe
H
o

casuarictina

HO -
(elagitanino) genisteina OH
(isoflavona)
OH O .
. cianidina
hesperetina (antocianidina)
(flavanona)

Figural Estruturas quimicas de polifendis comumente encontrados em alimentos

93



GIADA, M.L.R.; MANCINI-FILHO, J. Avaliagdo da atividade antioxidante  in vitro de compostos fendlicos de alimentos.  Nutrire : rev. Soc.
Bras. Alim. Nutr.= J. Brazilian Soc. Food Nutr., S&o Paulo, SP, v. 28, p. 91-107, dez. 2004.

Todavia, para melhor compreender a capacidade fisiologica dos compostos fenolicos,
deve-se considerar que in vitro a capacidade antioxidante dos mesmos, varia nao somen-
te em fungdo da estrutura quimica destas substincias, mas também do tipo e polaridade
do solvente empregado em sua extracao, dos procedimentos de isolamento e da pureza
dos compostos estudados, do substrato a ser protegido pelos antioxidantes, bem como se
o ensaio sera desenvolvido em sistema aquoso ou lipidico. Alguns estudos tém sugerido
que o fator determinante da atividade antioxidante € a natureza lipofilica das moléculas e
a afinidade do antioxidante por lipides (MOURE et al., 2001).

Quanto a solubilidade, os antioxidantes podem ser classificados em dois gru-
pos: antioxidantes hidrofilicos, tais como vitamina C e a maioria dos compostos
fenolicos, e antioxidantes lipofilicos, principalmente vitamina E e carotendides
(HUANG et al., 2002).

Os compostos fenodlicos, devido a grande diversidade quimica existente, tor-
nam-se dificeis de separar, bem como quantificar individualmente em matrizes bio-
l6gicas (PRIOR e CAO, 2000). Desta forma, varios ensaios in vitro tém sido desenvol-
vidos para avaliar a capacidade antioxidante total de diferentes amostras biologicas,
particularmente em matrizes complexas tais como plasma, soro, vinhos, frutas e ou-
tros vegetais, bem como tecidos animais (MILLER e RICE-EVANS, 1997). Sio ensaios
que envolvem diferentes mecanismos do sistema de defesa antioxidante, desde a
decomposicao de peroxidos, avaliagdo da varredura de radicais (MOURE et al.,
2001) ou quelacio de fons metalicos (PULIDO et al., 2000), até a medida da preven-
¢do do dano oxidativo a biomoléculas, tais como proteinas ou DNA (MOURE et al.,
200D).

Embora exista uma grande diversidade de métodos, ndo existem métodos apro-
vados ou padronizados (FRANKEL e MEYER, 2000). Esta grande diversidade de méto-
dos empregados proporciona resultados numéricos distintos, dificeis de comparar
(MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000). Em estudos com compostos modelos, dramati-
cas diferencas no potencial antioxidante de compostos fendlicos foram observadas,
podendo um composto modelo mostrar-se fortemente antioxidante em um método,
enquanto em outro apresentar caracteristicas pro-oxidantes (FRANKEL e MEYER, 2000).
Contudo, os compostos fendlicos de ocorréncia natural, diferentemente dos
antioxidantes sintéticos BHA e BHT, mostraram atividade pré-oxidante a baixas con-
centracdes quando avaliados por alguns métodos (ANTOLOVICH et al., 2002). Por
outro lado, um fendmeno conhecido como “paradoxo polar” também tem sido repe-
tidamente relatado: antioxidantes hidrofilicos sao mais efetivos do que antioxidantes
lipofilicos em volumes elevados de 6leo, enquanto antioxidantes lipofilicos apresen-
tam maior atividade em emulsdes (MOURE er al., 2001). Adicionalmente, o conheci-
mento ainda é limitado de como a particido e a efetividade antioxidante de compostos
fenodlicos naturais sio governados pela estrutura quimica dos mesmos em sistemas
heterofasicos (FRANKEL e MEYER, 2000).
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PRINCIPAIS METODOS in vitro PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE

METODOS BASEADOS NA VARREDURA DE RADICAIS LIVRES

A maioria dos métodos para avaliacio da atividade antioxidante in vitro de com-
postos fendlicos € baseada na capacidade destes em varrer radicais livres do meio pela
rapida doacao de um atomo de hidrogénio para estes radicais (PRIOR e CAO, 2000). Para
se medir esta capacidade, testes com diferentes radicais tém sido desenvolvidos tais como
os radicais superoxido, hidroxil, 6xido nitrico, peroxil, cation do 2,2’-azinobis-
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (MOURE et al., 2001).

Estes ensaios tém sido divididos em dois grupos: ensaios de inibicdo, onde a
extensao da varredura de um radical livre pré-formado, pela doac¢do de H- ou elétron, é
comparada com a de um composto antioxidante padrdo (geralmente o dcido-6-hidroxi-
2,5,7 8-tetrametilcromano-2-carboxilico ou TROLOX, um analogo hidrossoltavel da vita-
mina E ou a-tocoferol) e usada como indicador da atividade antioxidante e varios outros
ensaios, envolvendo a presenca de um sistema antioxidante durante a geracio do radical
(RE et al., 1999).

Portanto, cada um destes ensaios envolve a geracdo de um radical diferente, agin-
do através de uma variedade de mecanismos, bem como a medida de uma gama de
produtos finais, em tempo fixo ou sobre um intervalo de tempo (RE et al., 1999).

Entre estes ensaios, os descritos na Tabela 2 sdo os mais representativos.

ENSAIO DO PODER ANTIOXIDANTE EM REDUCAO FERRICA - FRAP

Inicialmente designado para determinar a atividade antioxidante do plasma e, pos-
teriormente aplicado a outros substratos tais como alimentos, o ensaio FRAP, ou Ensaio
da Habilidade do Plasma em Reducido Férrica, foi renomeado para Ensaio do Poder
Antioxidante em Reducido Férrica (PULIDO et al., 2000). Este ensaio, baseia-se na medida
direta da habilidade dos antioxidantes (redutores) da amostra em reduzirem, em condi-
¢oes de baixo pH, o complexo Fe*¥/tripiridiltriazina (TPTZ), presente em excesso
estequiométrico, para a forma ferrosa Fe*?, de intensa cor azul e absor¢io maxima a
593nm (OU et al., 2002).

Os valores do ensaio FRAP sido obtidos monitorando a referida reducdo a 593nm,
lida contra um reagente branco a um pré-determinado intervalo de tempo depois da
mistura reagente/amostra, e comparada com aquela contendo ions ferrosos em concen-
tracao conhecida (BENZIE e STRAIN, 1996).

O ensaio FRAP € econdmico, os reagentes sao simples de preparar, os resultados
sdo altamente reproduziveis e o procedimento é direto e ripido (BENZIE e STRAIN, 1999). A
principal desvantagem deste método € de que a capacidade redutora medida, pode
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Tabela 2 Principais métodos baseados na varredura de radicais livres

Métodos Radical Sistema Condicoes/ Medicio/
Livre Solvente Indutores da  Quantificacio
Empregado Reacio
FRAP pH 3,6 , 37°C, A 593nm,
Fe*/ TPTZ Aquoso 4 min. quantidade de
ou temperatura Fe™ reduzida
ambiente, 6 a Smin.
Descoloracio 30°C, ABTS e A 734nm,
do ABTS + ABTS™ Etanol persulfato de % inibicao do
potdssio, 6min. radical ABTS'
37°C, AAPH, Emissdo 565nm -
ORAC ROO Tampao 30min., f ou R-PE  Excitacdo 540nm,
fosfato pH 7,0 pH 7,0 ou AUC da
fluoresceina pH 7,4 fluorescéncia da PE
A 515nm,
DPPH’ DPPH Metanol 20min — 6h Descoloracao
do radical DPPH
Metasulfato- Tampao 25°C, Fenazina A 560nm, Reducido
NADH Superoxido, fosfato pH metasulfato-NADH, do NBT,
fenazina 7,4 NBT % inibicdo
Xantina- Tampao 25°C, xantina, A 290nm,
xantina- 0,- fosfato pH 7,5 30min. % inibicdo da
oxidase atividade da enzima

nao refletir necessariamente a atividade antioxidante. Uma vez que o método nao inclui um
substrato oxiddvel, nenhuma informacio é fornecida sobre as propriedades protetoras dos
antioxidantes (FRANKEL e MEYER, 2000). Em adicdo, o ensaio ndo mede os antioxidantes
contendo grupos —SH (PRIOR e CAO, 2000).

Outro método colorimétrico que aparece com grande freqiiéncia na bibliografia
cientifica para avaliacao da atividade antioxidante dos compostos fenolicos € o ensaio de
descoloracio do radical 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato).

ENSAIO DE DESCOLORAGAO DO RADICAL 2,2’-AZINOBIS-(3-ETILBENZOTIAZOLINA -6-
SULFONATO) - ABTS +*

No ensaio de descolora¢io do ABTS*, o radical monocation cromo6foro verde/azul
ABTS’, pré-formado a partir do 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), é gerado
pela oxidacao do ABTS com persulfato de potéssio e reduzido na presenca de antioxidantes
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doadores de hidrogénio. A adicdo do antioxidante ao radical cation pré-formado o reduz
novamente a ABTS, em uma extensdo e escala de tempo, dependendo da atividade e
concentracdo do antioxidante, bem como da duracio da reacdo. Assim, a extensdo da
descoloracio, como % de inibi¢do do radical ABTS", é determinada em funcdo da con-
centracdo e do tempo e calculada em relacio a atividade do TROLOX como padrao, sob
as mesmas condicoes (RE et al., 1999).

Contudo, este ensaio inicialmente chamado de Capacidade Antioxidante em Equi-
valente TROLOX (TEAQ), foi primariamente desenvolvido em tampido aquoso sendo indi-
cado para avaliacdo da capacidade antioxidante de compostos hidrossolaveis (MILLER e
RICE-EVANS, 1997). Como os alimentos, geralmente, contém em sua composi¢ao tanto
compostos hidrossolaveis quanto lipossoliveis com capacidade antioxidante, a possibili-
dade de aplicacao deste método para a avaliacio da capacidade antioxidante total de
misturas é interessante. Desta forma, VAN DEN BERG et al. (1999) estudaram a modifica-
¢io do ensaio TEAC original visando o aprimoramento do mesmo para a avaliacio de
compostos lipossoliveis. Estes autores estudaram a solubilizacao de compostos lipossolaveis
empregando diferentes solventes organicos compativeis com a dgua e a pré-geracao do
radical ABTS com o composto azo termoldbel 2,2’-azobis-(2-amidinopropano) HCI, o que
previne tanto a interferéncia de compostos que afetariam a formagao do radical como
que a medida da capacidade antioxidante seja superestimada.

Apesar dos recentes melhoramentos e uso crescente, o ensaio ABTS tem varias
limitacoes. A habilidade de um antioxidante para varrer o radical ABTS* pode nio refletir
a atividade antioxidante do mesmo, devido a outros mecanismos ativos nos alimentos ou
substratos fisiologicamente relevantes, incluindo quelacdo de metais e os efeitos do
antioxidante entre as fases de diferentes polaridades (FRANKEL e MEYER, 2000).

Por outro lado, uma aproximacao mais bioldgica quanto a capacidade antioxidante
dos compostos estudados envolve a geracao de radicais livres de significado fisiologico,
tais como o radical peroxil (ROO). O ensaio mais comum a este respeito € o da Capaci-
dade de Absorbincia do Radical Oxigénio (HOLLMAN, 2001).

ENSAIO DA CAPACIDADE DE ABSORBANCIA DO RADICAL OXIGENIO (ORAC)

Originalmente, o ensaio ORAC baseia-se na deteccdo do dano quimico as 3 ou
R-Picoeritrinas ( ou R-PE), proteinas que funcionam como componentes armazenadores
de luz em cianobactérias e algas vermelhas. A fluorescéncia produzida por estas proteinas
€ maior que 0,9 e constitui a base da medida sensivel da integridade fisica e quimica
das mesmas (HUANG et al., 2002). Sob as condi¢oes do ensaio, a perda da fluorescéncia
da PE, na presenca de radicais livres, € tomada como indice de dano oxidativo a proteina.
A inibicao da acdo do radical livre pelo antioxidante, o que reflete na protecio contra
a perda de fluorescéncia da PE, € a medida da sua capacidade antioxidante contra
radicais livres. Além do uso da 3 ou R-PE, como indicador sensivel ao ataque do radical
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livre, e do TROLOX como padrdo, o ensaio original emprega a 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) diidroclorido ou AAPH, a 37°C, como sistema gerador de radical livre
ROO: e a técnica da drea sob a curva (AUC) ou curva decrescente de fluorescéncia da
amostra comparada com o branco, para a quantificacio da capacidade antioxidante (PRI-
OR e CAO, 2000).

Com a medida da fluorescéncia da PE, como aplicada no ensaio ORAC, existe
muito menos interferéncia de compostos coloridos comparado com as medidas de
absorbincia usadas em outros métodos similares. Por outro lado, devido a razio molar
muito alta (>2.000) do AAPH para o antioxidante usado neste procedimento, o ensaio
ORAC tem elevada especificidade e mede a capacidade de um antioxidante em remover
diretamente os radicais livres. A técnica AUC combina a percentagem de inibicao e a
extensiao do tempo de inibicao da acao do radical livre pelo antioxidante em uma Unica
quantidade, o que a faz superior aos outros métodos similares que usam percentagem de
inibicio em um tempo fixo ou a extensio do tempo de inibicio a uma percentagem de
inibicao fixa. O radical ROO" € o mais comum em sistemas biologicos, dando aos resulta-
dos do ensaio ORAC relevincia para sistemas biologicos. O ensaio possui também a
vantagem adicional de permitir o uso de outras fontes oxidantes, tais como radicais OH-
e metais de transicdo como o Cu™ (PRIOR e CAO, 2000).

Todavia, o uso da PE como prova de fluorescéncia tem suas limitacdes. A principal
desvantagem € que se assume que o mecanismo oxidativo e o de protecao da fluorescéncia
da PE correspondem aos de substratos biologicos criticos (FRANKEL e MEYER, 2000).

Devido a estes problemas um aprimoramento do ensaio ORAC foi desenvolvido e
validado usando a fluoresceina ou FL (3°,6’-diidroxispirolisobenzofurano-1[3H], 9°[9h]-
xantenol-3-pm) 48nM, em tampao fosfato 75mM, pH 7,4, pré-incubada a 37°C por 15
minutos, como prova de fluorescéncia (OU et al., 2001).

Entretanto, a aplicacio do ensaio ORAC continuava limitada a antioxidantes
hidrofilicos, devido ao ambiente aquoso dos mesmos. Visando a expansdo do corrente
ensaio ORAC/FL para antioxidantes lipofilicos, a B-ciclodextrina aleatoriamente metilada
ou CDAM (oligossacarideos ciclicos (a-1,4) ligados da a-D-glucopiranose) foi introduzida
para melhorar a solubilidade dos antioxidantes lipofilicos em dgua (HUANG et al., 2002).

Outros métodos baseados na varredura de radicais livres tém sido relatados. Porém,
os que utilizam a reacdo com o DPPH, o sistema metasulfato-NADH fenazina e o sistema
xantina-xantina-oxidase tém recebido maior atencio (SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

ENSAIO RADICAL 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL (DPPH)

O ensaio DPPH: baseia-se na varredura do radical estavel DPPH- do meio pelos
antioxidantes (PULIDO et al., 2000). O radical DPPH: foi um dos mais antigos radicais
sintéticos usados para se estudar os efeitos estruturais na atividade de antioxidantes
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fenolicos. Este radical comercialmente disponivel serve como radical oxidavel a ser reduzido
pelo antioxidante (AH), bem como indicador para a reacio DPPH + AH — DPPH-H +A:
(FRANKEL e MEYER, 2000).

O grau de descoloracao do radical DPPH, a 515nm, pela acdo dos antioxidantes €
medido espectrofotometricamente em uma solu¢io metandlica até a absorbincia perma-
necer constante e indica a eficiéncia de varredura do antioxidante adicionado (SANCHEZ-
MORENO ef al., 1998).

Um indice antioxidante foi proposto como pardmetro para se determinar a “eficién-
cia antiradical” (EA), baseado na quantidade de antioxidante requerida para um decrésci-
mo de 50% (EC,,) na concentragdo inicial do radical DPPH' e o tempo necessario para se
atingir o estado constante (Tye5,) na concentracao de radical DPPH' (EA = 1/ECy, X Tpeso)
(SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

Contudo, este ensaio € limitado porque o radical DPPH- interage com outros radi-
cais (alquiD) e a curva resposta/tempo para atingir o estado constante nao é linear com
diferentes propor¢coes de antioxidante/DPPH (FRANKEL e MEYER, 2000).

ENsSAIO METASULFATO -NADH FENAZINA

No ensaio metasulfato-NADH fenazina, os 4nions superoxidos sio estimados pela
medida espectrofotométrica do produto da reducdo do tetrazolium nitro azul (NBT). Os
anions podem ser gerados em um sistema enzimatico (xantina-xantina-oxidase) e nao
enzimatico (metasulfato-NADH fenazina). O sistema enzimdtico constitui-se de uma solu-
¢do de 100uM de xantina, 600UM de NTB em tampao fosfato 0,1M (pH 7,4) e 0,07 unidades/ml
de xantina oxidase. Esta mistura é incubada a 25°C, por 10 minutos, e lida a 560nm contra
brancos os quais ndo contém a enzima. A geracio nio enzimatica de dnions superoxidos
¢ medida nas amostras, as quais contém metasulfato fenazina 10uM, NADH 78uM e NBT
25pM em tampdo fosfato 0,1M (pH 7,4). Depois de 2 minutos de incubagido a temperatura
ambiente a cor € lida a 560nm contra os brancos. Os valores ICs, para inibicdo da geracao
de anions superoxido pelos compostos investigados foram calculados (ROBAK e
GRYGLEWSKI, 1988).

ENSAIO DA ATIVIDADE DA XANTINA-OXIDASE

A xantina oxidase (EC 1.2.3.2) € uma enzima que gera radicais dnions O,~. Embora
o radical superoxido nio seja capaz de iniciar diretamente a oxidacdo lipidica, na presen-
ca de ions metalicos gera o radical OH- altamente reativo pela reacdo de Fenton (FRANKEL
e MEYER, 2000).

A avaliacio da atividade antiradical de um composto pelo ensaio da xantina oxidase
baseia-se na inibicio da atividade desta enzima pelo composto estudado (NORO et al., 1983).
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A maior funcdo da xantina oxidase € oxidar a hipoxantina e xantina a acido trico (HAYASHI
et al., 1988), o que resulta em uma expressiva elevacao na absorbincia a 290nm. Esta
elevacao na absorbincia é medida ap6s o término da reacdo, em 30 minutos, pela adicio
de HCI 1 N a mistura ensaiada, conforme descrito por NORO et al. (1983), os quais
modificaram o método original relatado por KALCKAR (1947).

A principal critica a este método € que o uso da medida dos efeitos inibitorios
sobre a xantina oxidase como indice da atividade antiradical ndo é um bom parimetro,
uma vez que a varredura de O,” ndo € o Gnico mecanismo para inibicio da oxidagio
lipidica, tanto em alimentos quanto em sistemas biologicos (FRANKEL e MEYER, 2000).

No que se refere ao segundo grupo de metodologias, as usadas para a avaliacao do
grau de eficacia de sistemas antioxidantes sao as mesmas que se utilizam para a determinacio
da estabilidade oxidativa de sistemas lipidicos (SILVA et al., 1999), conforme descrito a seguir.

METODOS QUE EMPREGAM LIPIDES COMO SUBSTRATO

Neste grupo de metodologias, a grande diversidade de métodos analiticos (quimi-
cos, fisicos e/ou fisico-quimicos) propostos também coloca algumas dificuldades de sele-
¢ao do método mais adequado para um determinado estudo de avaliacao da capacidade
antioxidante. Da mesma forma, a diversidade das condi¢oes de ensaio (substratos lipidicos,
concentracdes, tempo de oxidacdo, temperaturas, oxigenacao), e dos sistemas modelos
usados tem gerado algumas dificuldades no que diz respeito 2 interpretacio e compara-
cdo dos resultados obtidos através destas metodologias (SILVA et al., 1999).

Dentre estes métodos, os descritos na Tabela 3 sdo os mais usados ou foram alvo
de maior atenc¢do na ultima década.

SISTEMA AcCIDO LINOLEICO / B-CAROTENO

O sistema modelo acido linoléico e B-caroteno para determinacdo da atividade
antioxidante de extratos de alimentos foi primeiramente empregado por MARCO (1968) e
modificado por MILLER (1971). Neste método, os produtos da degradacao do dcido linoléico
pela oxidacao, devida a diferentes indutores (oxigénio, luz, calor), sio medidos indireta-
mente pela taxa de destruicao oxidativa do B-caroteno, determinada espectrofotometricamente
a 450-470nm (ANTOLOVICH et al., 2002). A queda na leitura da densidade 6tica das amos-
tras é correlacionada com o controle (sem antioxidante), considerado como 100% de oxida-
¢do, e estabelecida a percentagem de inibicio da oxidacdo, subtraindo-se a percentagem
de oxidacdo de cada amostra de 100 (MELO e MANCINI FILHO, 1989).

Outra determina¢dao que emprega lipide como substrato e que vem sendo
comumente usada para determinacio da atividade antioxidante € a dienos conjugados
(ANTOLOVICH et al., 2002).
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Tabela 3 Principais métodos que empregam lipides como substrato

Métodos Sistema Condicoes/ Medicao/
Solvente Indutores Quantificacao
da Reacao
Sistema Aquoso 50°C em cubetas, A 470nm, % de

B-caroteno/

acido linoléico

Diferentes indutores,
Acido linoléico

com [-caroteno

emulsificados em Tween

inibicdo da oxidacdo
do B-caroteno

Dienos Tampao pH 7,4 37 ou 40°C, minutos, A 234nm,
conjugados AAPH Acido linoléico Dienos conjugados
emulsificado em SDS
TBARS Tampado 100°C, TBA, ion Cu*", A 532 - 535nm,
pH 1,0 - 2,0 Fe™" ou AAPH Valor TBA
Acido linoléico
emusificado em
Tween ou SDS
Indice de . Iodeto de potassio, milimoles de O,
Peroxido amido, Tiossulfato ativo/Kg de matéria
de potassio graxa
LDL humana PBS 2-varias horas, Cu*? Hexanal, A 234nm
metamioglobina Dienos conjugados,
Tempo de inducio,
50% de oxidacao
ou % inibicao
Rancimat Aquoso 110-140°C, Ar Tempo de inducao

seco ou O,

DIENOS CONJUGADOS

A conjugacio de dienos, resultante da oxidagio lipidica e com pico de absor¢ao a
230-235nm, € comumente usada como ponto final para determinacio da atividade
antioxidante de uma amostra. Inicialmente, o lipide (comumente acido linoléico
emulsificado em sulfato dodecil sddico ou SDS) sofre abstracio de um atomo de hidrogé-
nio de um grupo CH, e, em seguida, o produto € usualmente estabilizado por um rearranjo
molecular para formar um dieno conjugado. A oxidacdo ¢ iniciada pela adi¢cao de ions
Cu™?, ifons Fe", AAPH ou DPPH e/ou a aplicacido de calor. A quantificacdo dos dienos
conjugados pode ser obtida calculando-se a elevagiao na absorbincia por massa de amostra
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a um tempo fixo. Os resultados tém também sido obtidos pela medicdao da fase LAG e
percentagem de inibicio (ANTOLOVICH et al., 2002; FRANKEL e MEYER, 2000).

A medida da formacao de dienos conjugados oferece a vantagem de se medir um
estagio mais inicial do processo de oxidagdo. Por outro lado, mesmo em sistemas lipidicos
simples, a medida através da espectrofotometria ultra violeta (UV) é uma medida genéri-
ca e fornece pouca informacao sobre a estrutura dos compostos. A seletividade e sensibi-
lidade pode ser aumentada pela separacdo de diferentes dienos conjugados usando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou CLAE (ANTOLOVICH et al., 2002),
espectrofotometria diferencial ou segunda derivada (SILVA et al., 1999).

Entretanto, o método mais comumente usado para detec¢ao da oxidacio lipidica é
o ensaio das Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS), conforme descrito a
seguir (SCHMEDES e HOLMER, 1989).

ENSAIO DAS SUBSTANCIAS REATIVAS A0 AciDO TIOBARBITURICO (TBARS)

O ensaio TBARS baseia-se na reacao do dcido 2-tiobarbittrico (TBA) com os pro-
dutos da decomposicao dos hidroperoxidos de acidos graxos insaturados, resultantes da
oxidacdo de um substrato lipidico (acido linoléico, metil linoleato, bem como amostras
de tecidos e LDL) com a adi¢do de um ion metalico de transicio (Cu*?, Fe*? ou uma fonte
de radical livre como o AAPH, também referido como ABAP) (ANTOLOVICH et al.,
2002). Um dos principais produtos formados € o malonaldeido, um aldeido com atomos
de carbono que reaje com 2 moléculas de TBA, formando um pigmento vermelho/violeta
(TBARS), que € medido espectrofotometricamente com uma absorbancia mixima a 532-535nm.
A reacio ocorre em meio dcido (pH 1,0-2,0) e a elevada temperatura (100°C) para aumen-
tar a sua velocidade e sensibilidade (SILVA et al., 1999).

A adicdo de um antioxidante inibe a oxidacdo e, desta forma, a absorcio é reduzi-
da. Os resultados sao tipicamente quantificados contra uma curva de calibracdo para o
malonaldeido bis(dimetilacetal) ou malonaldeido bis(dietilacetal) e expressos em valor
TBA, definido como peso, em mg, de TBA por Kg de amostra (SILVA et al., 1999). Os
resultados podem também ser descritos em termos de % de inibicdo da oxidacdo
(ANTOLOVICH et al., 2002).

Embora a reacdo nao seja muito especifica e as condi¢cdes de reaciao tenham um
efeito significante no desenvolvimento da cor, pois € determinado tanto o malonaldeido
ja formado naturalmente da decomposiciao do hidroperdxido quanto o liberado secunda-
riamente devido a etapa de aquecimento na reacao TBA (SCHEMEDES e HOLMER, 1989),
o ensaio TBARS ¢é usado. O procedimento pode ser melhorado pelo uso da CLAE,
Cromatografia a Gas (CG) ou Cromatografia a Gas-Espectroscopia de Massa (CG-EM),
para caracterizar espécies aldeidicas individuais, o que nao identifica a fonte de
malonaldeido nas amostras ou elimina a possibilidade de um composto com proprieda-
des espectrais similares co-eluirem (ANTOLOVICH et al., 2002).
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INDICE DE PEROXIDOS

O indice de peroxidos representa o contetdo total de hidroperdxidos e peroxidos
de hidrogénio dos lipides ou material lipidico. Um método classicamente usado para
dosar peroxidos € o método iodométrico de Lea, onde o iodo produzido a partir da
oxidacdo do iodeto de potissio pelos hidroperoxidos e peroxidos da amostra € titulado
com solucdo de tiossulfato padrao e amido como indicador do ponto final da reacido. O
indice de peroxidos € calculado como milimoles de oxigénio ativo por Kg de matéria

graxa (SILVA et al., 1999).

As limitacoes envolvendo este procedimento sio bem conhecidas e incluem a po-
bre sensibilidade e seletividade, a possivel fixacio do iodo liberado as ligacdes insaturadas
dos acidos graxos levando a resultados subestimados, a oxidacdo do iodeto pelo oxigé-
nio dissolvido, bem como variacdes na reatividade de diferentes peroxidos. Assim, outros
métodos para determinacao do oxigénio peroxido tém sido usados como, por exemplo,
o método colorimétrico, onde os perdxidos presentes na amostra oxidam o Fe** a Fe*?
que &, entdo, dosado por colorimetria, a A 500nm, sob a forma de cloreto ou tiocianato
férrico. Todavia, o método iodométrico ainda permanece como o procedimento padrio
(ANTOLOVICH et al., 2002).

LDL HUMANA

Uma hipotese prevalente, endossada por inimeros estudos em animais, humanos e
in vitro, postula que as particulas de LDL plasmadticas, compostas de colesterol, ésteres de
colesterol e triglicerideos de 4cidos graxos insaturados n-3 e n-6, sdo prontamente oxidadas
na presenca de varios iniciadores de radicais livres, bem como de metais como os ions Cu*?
e radicais liberados pelas células endoteliais da parede das artérias, e podem levar ao
desenvolvimento de arterioesclerose e doencas cardiovasculares (FRANKEL et al., 1995;
FRANKEL e MEYER, 2000).

Desta forma, uma grande diversidade de métodos in vitro para avaliar a atividade
antioxidante na LDL humana tem sido empregados e um nimero de agentes tem sido
usados para oxida-la, incluindo Cu* catalisadores bioldgicos (macrofagos, culturas de
células endoteliais, metamioglobina, citocromo, ferro/ascorbato) e AAPH (FRANKEL e
MEYER, 2000). A inibicio da oxida¢do da mesma, catalisada pelo Cu*', é determinada por
cromatografia a gas “headspace” estatica do hexanal produzido por oxidacdo dos acidos
graxos insaturados n-6 na LDL. Os resultados tem também sido quantificados pela medi-
¢do dos dienos conjugados formados, tempo de inducdo, 50% de oxidacio e percenta-
gem de inibicio (FRANKEL e MEYER, 2000).

Contudo, o método usado e a forma de indugdo para a medida da oxidacdo da
LDL, incluindo o tipo de indutor e tempo de reacdo, parecem influenciar significativa-
mente no grau de atividade antioxidante, embora outros fatores também possam ter um
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largo impacto (FRANKEL e MEYER, 2000). Por outro lado, embora o uso extensivo, a LDL
€ um substrato dibio uma vez que o nivel de vitamina E na mesma, pode ser um fator
importante para protecdo da peroxidacao do acido graxo insaturado nesta. Em adic¢do, é
necessario precaucio quando os resultados sdo extrapolados de testes in vitro para situacio
em humanos ja que a atividade antioxidante iz vivo € uma complexa interaciao de varios
fatores relacionados (ANTOLOVICH et al., 2002).

RANCIMAT

A estabilidade oxidativa dos dleos e gorduras comestiveis € um importante parimetro
para a avaliacdo da qualidade dos mesmos. A autoxidacao € efetuada pelo oxigénio
atmosférico (LAUBLI; BRUTTEI, 1986).

Testes rapidos para predizer a resisténcia dos 6leos e gorduras a oxidacio tém
sido procurados. Os mais antigos e mais comumente usados sio o teste do Forno
Schaal e o Método Oxigénio Ativo (AOM) (HASENHUETTI e WAN, 1992) ou teste de
Swift (SILVA et al., 1999).

Os testes de estabilidade de 6leos e gorduras comestiveis recorrem a condi¢coes
padronizadas de oxidacdo acelerada (oxigenac¢io intensiva, tratamento térmico e/ou
catalise metdlica) e permitem estimar de forma rapida a estabilidade oxidativa de uma
matéria graxa, ou a eficacia teérica de um antioxidante isolado ou em associacdo (SILVA
et al., 1999). Sao testes especificos para a andlise da oxidacio em alimentos, sendo
altamente relevantes para as condicOes as quais Oleos e gorduras estdo sujeitos, tais
como no processo de producao, manipulacio de alimento ou uso doméstico
(ANTOLOVICH et al., 2002).

O aparelho Rancimat (METROHM AG, CH-9100 Herisau, Switzerland) tem sido
apresentado como um método para se determinar a resisténcia de um 6leo a oxidacio.
As condic¢oes de trabalho sdo semelhantes as do AOM embora, neste caso, se avaliam os
produtos secundarios de oxidacdao ao invés de peroxidos (SILVA et al., 1999). Virios
estudos na literatura tém sustentado uma correlacio entre 0 AOM e o Indice de Estabili-
dade do Oleo (OSI) determinado pelo Rancimat (HASENHUETTI e WAN, 1992). O méto-
do empregado neste aparelho, baseia-se no registro das variacdes da condutividade da
agua destilada, na qual se faz a coleta dos 4cidos de baixo peso molecular obtidos apos
a iniciacao forcada da oxidacdo a elevada temperatura. Grande parte dos produtos vola-
teis formados pela termodecomposicio consistem em acido formico, que € recolhido em
agua destilada, medido condutimetricamente e a condutividade plotada automaticamen-
te. O progresso das curvas de oxidacao determinadas desta maneira virtualmente se
assemelha ao do indice de peroxido. O t,(ponto de maior inflexdo) é determinado grafi-
camente depois do término do experimento (ponto de intersecao tangencial). As vanta-
gens da técnica Rancimat sao que ela € uma medida continua, a qual niao requer determi-
nagoes analiticas periddicas (HASENHUETTI e WAN, 1992), bem como o aparelho nio
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requer supervisio durante o curso de um experimento (LAUBLI e BRUTTEI, 1986). Contu-
do, o método condutimétrico apresenta inconvenientes pois, assim como no AOM, so se
obtém resultados mensuraveis para niveis de oxidacio elevados (IP>100), muito além do
ponto correspondente ao aparecimento de off flavors. Em adicdo, a semelhanca de todos
08 testes que recorrem a uma oxigenacao intensiva a altas temperaturas, os produtos de
decomposicio que se formam nas condicdes térmicas do ensaio (T>100°C) nido sio da
mesma natureza dos obtidos nas condi¢des normais de armazenamento. Para minimizar
estes inconvenientes, verifica-se, hoje em dia, uma tendéncia a efetuar as determina¢oes a
temperaturas mais baixas (60-90°C). Finalmente, as condicOes térmicas usadas tornam im-
possivel a avaliacao da capacidade antioxidante de compostos termoldbeis, os quais po-
dem decompor-se ao longo do ensaio (SILVA et al., 1999).

CONSIDERACOES FINAIS

Existe hoje uma grande diversidade de métodos para se avaliar a capacidade
antioxidante total in vitro dos compostos fenolicos de alimentos. Porém, dos varios méto-
dos disponiveis, a maioria € conduzida em sistema aquoso nao sendo adequada para
antioxidantes lipofilicos ou misturas. Todos fornecem somente uma direcio sobre a capa-
cidade antioxidante dos mesmos (MOURE et al., 2001) e apresentam vantagens e desvan-
tagens (VAN DEN BERG et al., 1999). Desta forma, a atividade antioxidante in vitro pode
e deve ser avaliada com diferentes testes para diferentes mecanismos. Contudo, todos
estes ensaios baseados em reacdes quimicas diferentes oferecem resultados diferentes.
Em virtude da grande diversidade de resultados numéricos distintos, e dificeis de se
comparar, obtidos a partir destes métodos, metodologias mais especificas e protocolos de
ensaio mais validos quanto a substratos, condi¢cdes de andlise, concentracdes e calculos,
tornam-se necessarios para se trazer alguma ordem a situacao atualmente existente neste
importante campo de estudo (FRANKEL e MEYER, 2000).
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