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Introducéo

Uma das maiores alteracées que ocorrem durante o
processamento, distribuicdo, armazenamento e
preparo dos alimentos é a oxidacao. E a oxidacao
lipidica se destaca, pois pode afetar a qualidade
nutricional, seguranca, cor, sabor, aroma e textura
dos alimentos. As reacOes oxidativas, além de produ-
zirem diminuicao no valor nutricional dos alimentos,
sdo também responsaveis pela formacao de compos-
tos potencialmente téxicos e antinutricionais para o
organismo humano e animal (Kanazawa et al., 1985;
Shahidi & Wanansundara, 1992).

Existem substancias com propriedades antioxidantes
utilizadas no processamento de éleos e gorduras e nos
alimentos que, em geral, sdo capazes de retardar a
oxidacao lipidica (Moreira & Mancini Filho, 2003). Os
antioxidantes podem ser naturais, como acido
ascorbico, a-tocoferol e compostos fendlicos presen-
tes nos alimentos, ou sintéticos, como 6-hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carboxilico (Trolox),
hidroxianisol butilado (BHA) e hidroxitolueno butilado
(BHT). Dentre estes, Trolox é o composto sintético
mais utilizado, por ser um anélogo da vitamina E e ser
de natureza hidrossoltvel.

Os antioxidantes sintéticos estao restritos a um
maximo de 200 mg/kg pelos cédigos bromatolégicos
de diversos paises, e tém sido freqlientemente
monitorados devido a possiveis danos que eles podem
vir a provocar no organismo (Babich, 1992).

Componentes como o B-caroteno agem inibindo o
oxigénio singleto e interagem sinergicamente com a
vitamina E, para inibir a peroxidacao lipidica. Outros
constituintes fendlicos em alimentos, tais como os
flavondides, podem também reduzir os danos causa-
dos pelo estresse oxidativo (Schwenke, 1998).

O sistema [-caroteno/acido linoléico foi desenvolvido
por Marco (1968), modificado por Miller (1971) e
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utiliza o acido linoléico, monopalmitato de polioxietileno
sorbitan (Tween 40) e o B-caroteno. Trata-se de um
ensaio espectrofotométrico baseado na oxidacao
(descoloracdo) do B-caroteno induzida pelos produtos
da degradacao oxidativa do 4cido linoléico (Silva et al.,
1999), ou seja, o método avalia a atividade de inibicao
de radicais livres gerados durante a peroxidacao do
acido linoléico (Duarte-Almeida et al., 2006).

Neste comunicado, sao relatadas todas as informa-
coes necessarias para a determinacao da atividade
antioxidante total em frutas no sistema [3-caroteno/
acido linoléico, baseadas em adaptacdes/modificacées
feitas nos laboratérios da Embrapa Agroindustria
Tropical.

2. Materiais Necessarios

Reagentes
* [-Caroteno - Merck, cédigo 01111324, ou equivalente.

* Acetona P.A.

* Acido linoléico - Acros organics, c6digo 01111322,
ou equivalente.

* Agua destilada

* Alcool etilico P.A.

* Alcool metilico P.A.
* Cloroférmio

® Trolox (PM = 250,29) - Sigma, cédigo 218940050,
ou equivalente.

* Tween 40

Equipamentos e Vidrarias
* Agitador de tubos de ensaio

* Balanca analitica

* Baldo volumétrico T00 mL e 1.000 mL
* Banho-maria

* Becker 25 mL e 100 mL

* Cronémetro digital

® Cubetas de vidro (4 x 1 cm)

® Erlenmeyer 250 mL

* Espectrofotobmetro

* Oxigenador

* Pipeta automatica (10 — 1.000 uL)

* Proveta de 50 mL
®* Tubosde 2 mL

® Tubos de ensaio com tampa rosqueada (18 mL)

Preparo de Solucdes

Solucdo de Alcool Metilico a 50%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 500 mL de
alcool metilico; completar o volume para 1.000 mL
com &gua destilada, homogeneizar e transferir para um
frasco de vidro devidamente etiquetado. Armazenar
em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solucao de Acetona a 70%

Em baldo volumétrico de 1 L, adicionar 700 mL de
acetona; completar o volume para 1.000 mL com agua
destilada, homogeneizar e transferir para um frasco de
vidro devidamente etiquetado. Armazenar em tempe-
ratura ambiente por tempo indeterminado.

Solucdo Controle de Trolox 200 mg/L
Dissolver 2 mg de Trolox em aproximadamente 5 mL
de dlcool etilico e completar o volume para 10 mL em
um baldo volumétrico com élcool etilico, homogeneizar
e transferir para um frasco de vidro &mbar devidamen-
te etiquetado. Preparar e usar apenas no dia da
analise. Nos testes realizados em laboratério, foi
constatado que a concentracao de 200 mg/L de Trolox
€ a que proporciona a maior protecao ao sistema,
quando comparada a outras (Fig. 1), sugerindo-se,
portanto, o seu uso.

Tratamento da Agua Destilada

Submeter aproximadamente 500 mL de dgua destilada
a borbulhamento com oxigénio (oxigenador) por 30
minutos.

Solucao (-Caroteno 20 mg/mL

Pesar 20 mg de [3-caroteno em um tubo de 2 mL,
protegido da luz com papel aluminio, adicionar 1 mL
de cloroférmio, agitar e utilizar imediatamente.

Solucédo Sistema B-caroteno/Acido
Linoléico

Em um erlenmeyer, adicionar 40 uL de acido linoléico,
530 pL de Tween 40, 50 pL da solucéo (-caroteno e,
para solubilizar, adicionar 1 mL de cloroférmio,
homogeneizar e, posteriormente, evaporar o clorofér-
mio com o auxilio do oxigenador. Em seguida, adicionar
a agua tratada com oxigénio até obter uma
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Fig. 1. Atividade antioxidante de diferentes concentracdes de trolox no sistema [-caroteno/acido linoléico.

absorbancia entre 0,6 nme 0,7 nma470 nm. A
solucdo sistema apresenta uma coloracdo amarelo-
alaranjada (Fig. 2); deve ser sempre protegida da luz e
prontamente utilizada.

Fig. 2. Solucéo [-caroteno/acido linoléico.

Protocolo do Meétodo
B-caroteno/Acido Linoléico

Obtencao dos Extratos da Fruta

Este procedimento foi adaptado de Larrauri et al.
(1997). Como a concentracdo de compostos
antioxidantes varia de fruta para fruta, fazem-se
necessarios testes prévios. Em analises realizadas no
Laboratério de Fisiologia e Tecnologia Pés-Colheita, da

Embrapa Agroindustria Tropical, com diferentes
frutas, tém-se utilizado de 1 g a 25 g de amostra, de
acordo com a fruta. Pesar a amostra em um béquer de
100 mL, adicionar 40 mL de metanol 50%,
homogeneizar e deixar em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugar a 25.406,55 g
(15.000 rpm) durante 15 minutos, transferir o
sobrenadante para um baldo volumétrico de 100 mL. A
partir do residuo da primeira extracao, adicionar 40 mL
de acetona 70%, homogeneizar e deixar em repouso
por 60 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar
novamente a 25.406,55 g (15.000 rpm) durante 15
minutos, transferir o sobrenadante para o baldo
volumeétrico contendo o primeiro sobrenadante e
completar o volume para 100 mL com &gua destilada.

Determinacdo da Atividade Antioxidante
Total (AAT)

A partir do extrato obtido no item anterior, preparar
em tubos de ensaio, no minimo trés diluicoes diferen-
tes, em triplicata. Misturar 0,4 mL de cada diluicao do
extrato com 5 mL da solucao sistema (item solucéao
sistema B-caroteno/acido linoléico). Utilizar como
controle 0,4 mL da solucao de trolox (item solucao
controle de trolox 200 mg/L) com 5 mL da solucdo
sistema B-caroteno/acido linoléico, homogeneizar os
tubos de ensaio em agitador e manter em banho-maria
a 40 °C. Realizar a primeira leitura (470 nm) apds 2
minutos de efetuada a mistura e depois em intervalos
de quinze minutos até 120 minutos. O
espectrofotdmetro deve ser calibrado com agua.
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Os resultados sao expressos em percentagem de
inibicdo da oxidacado. A reducao da absorbancia do
sistema sem antioxidante (Eg. 1) é considerada como
100% de oxidacao.

Reducéo da absorbancia = Abs, .. — Abs, | (Eq. 1)

O decréscimo da leitura da absorbancia das amostras
é correlacionado com o sistema e estabelece a
percentagem de oxidacao (Eq. 2), subtraindo-se a
percentagem de oxidacao de cada amostra de 100
(Eqg. 3). Verifica-se a acao antioxidante da amostra
(fruta), comparando-a com a atividade do antioxidante
sintético (trolox).

[(Reducéo Abs) ___ x 100]
% Oxidacédo = . (Eq. 2)
(Reducéo Abs)
% Protecdo = 100 - (% Oxidacao) (Eq. 3)
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