LCA 0405 — Analise de Alimentos

Profa. Gabriela Feltre



Roteiro da aula

* Analises de lipidios;

e Andlises de Acidos Graxos;

e Oxidacao lipidica;

* Métodos de avaliacao de compostos oxidados
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Sao triésteres formados por esterificacoes de acidos graxos com
glicerol.






Analises de Lipidios

Soxhlet: muito tempo e muito solvente utilizado.

Além do método de Soxhlet, outros podem ser utilizados para a
guantificacao de lipidios:

- Método de Goldfish;
- Método Bligh & Dyer;
- Método de Gerber.



- Método bastante semelhante ao Soxhlet;

- método utilizado em um sistema de refluxo continuo
com solvente a quente.

https://www.youtube.com/watch?v=RwLcSr1ZhbM



https://www.youtube.com/watch?v=RwLcSr1ZhbM

Bligh & Dyer

Bligh & Dyer, 1959: uso de metanol e cloroférmico para a
separacao dos lipidios — extracao a frio.

- Trituracao da amostra;

- 20 mL metanol + 10 mL cloroférmio + 8 mL agua
- Agitacao por 30 minutos;

- 10 mL cloroférmio + 10 mL sulfato de sodio 1,5%

- Agitacao por 2 min



Bligh & Dyer

- Repouso para separacao das fases;
- Separacao da fase de cima;

- Filtracao da parte de baixo utilizando um funil com papel filtro com 1
g de sulfato de sodio em po;

- Retirar 5 mL da amostra filtrada, colocar em béquers tarados em
deixar evaporar em capela até total evaporacao do solvente;

- Pesar o béquer + amostra;

% Lipidios = ) x4 x 100

(mbéquer+amostra antes rnbéquer+amostra depois
m

amostra



Bligh & Dyer

Observacoes:

- Se a umidade do produto for maior que 10%, a quantidade de
agua deve ser ajustada;

- Muitas vezes, para a separacao de fases, & necessario esperar
até o dia seguinte;

- Método bom para quando se deseja manter as propriedades
dos lipideos;

- Utilizado como extracao prévia para analises oxidacao.



- https://www.youtube.com/watch?v=6ZRepJE0OO U



https://www.youtube.com/watch?v=6ZRepJE0O_U

Método de Gerber

Butirometro de Gerber

L

- Muito usado para quando os lipideos estao
ligados a outros compostos;

- Usado para leite e produtos lacteos, para
hidrolisar as micelas de gordura.



ButirOmetro de Gerber

- 11 mL amostra;

- 10 mL acido sulfurico;

- 1 mL alcool amilico;

- Centrifugacao 1200 rpm/3-5 min;
- Leitura no proprio butirometro.

Fonte: Snifflogy, 2015
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Andlises de Acidos Graxos

Analise de AG: Cromatografia Gasosa;

Preparacao da amostra:

METILACAO DE ACIDOS GRAXOS
Hartman & Lago (1973), com adaptacdes baseadas no método AOCS Ce 1b-89

Formacao de ésteres metilicos de acidos graxos a partir de
saponificacao e esterificacao de amostra de o6leo.



Metilacdo de Acidos Graxos

Etapas:

- Amostra + Reagente de saponificacdo — 100°C/5 min;
- Resfriamento em agua corrente;

- Adicdo de Reagente de esterificacao - 100°C/5 min;

- Resfriamento em agua corrente;

- Hexano + solucao saturada de NaCl;



Metilacdo de Acidos Graxos

Etapas:

- Separacgdo de fases — coleta da fase superior;

- Fase superior num tubo limpo + agua — nova separacao de
fases;

- Fase superior num tubo limpo + sulfato de sédio anidro;
- Recolher os ésteres metilicos e coloca-los num vial.



Metilacdo de Acidos Graxos

Reagentes:

- Reagente de saponificacao: solucao metanolica de NaOH 0,5 N.

- Reagente de esterificacao: Cloreto de amoénio e metanol + acido
sulfurico.






Oxidacao lipidica

A oxidacao lipidica esta na origem de:

* Desenvolvimento de ranco;

* Producao de compostos responsaveis por off flavors e off odors
* Ocorréncia de reacoes de polimerizacao e cisao.



Oxidacao lipidica

As reacoes podem causar diversos problemas:

* Diminuicao de valor nutricional;
* Diminuicao de vida de prateleira;
* Geracao de compostos nocivos.



Oxidacao lipidica

Os fenomenos de oxidacao dos lipidios dependem de mecanismos de
reacoes muito complexos que estao relacionados a:

* NUmero e natureza de insaturagoes;

* Tipo de interface entre lipidios e oxigénio;
* Exposicao a luz/calor;

* Presenca de pro-oxidantes;

* Presenca de antioxidantes.



Mecanismos de oxidacao

A degradacao oxidativa dos AG insaturados pode ocorrer de diversas
formas, dependendo do meio e de agentes catalisadores:

* Fotoxidacao;
* Autoxidacao;

e Oxidacao enzimatica.



Mecanismos de oxidacao

Fotoxidacao

* Fotoxidacao de gorduras insaturadas é promovido pela radiacao UV em
presenca de sensibilizadores

* Envolve a participacao de oxigénio como intermediario reativo
* Resulta em hidroperoxidos
* Inibida por carotenos



Mecanismos de oxidacao

Autoxidacao

* Processo dinamico que evolui com o tempo
* Fendmeno quimico e complexo

* Depende do tipo de acao catalitica (temperatura, ions, radicais livres,
pH)

* Processo dividido em 3 estagios: iniciacao, propagacao e terminacao.



Autoxidacao

v’ Principal responsavel pela deterioracdo de alimentos ricos em lipideos,
pois resulta em alteracdes indesejaveis de cor, sabor, aroma e
consisténcia do alimento.

v’ Oxidac3o lipidica envolve uma série complexa de reacdes quimicas, que
ocorrem entre o oxigénio atmosférico e os AGs insaturados dos lipideos.

v’ 3 estagios.
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Autoxidacao

v 1°) Iniciacao:

e 1 atomo de Hidrogénio é retirado do grupo metileno de um AG
insaturado, levando a formacao de um radical livre:

e O oxigénio adiciona-se ao radical livre e forma um radical peroxido:

e Cada peroxido pode retirar um H de um AG nao oxidado.
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Autoxidacao

v 2°) Propagacao:

 Uma vez formado o radical livre, este reage com o oxigénio para formar
um radical peroxido (1° estagio). Esses radicais sdao muito reativos e
podem retirar atomos de hidrogénio de outros lipideos insaturados,
propagando a reacao;

e Essa etapa se caracteriza pela reacao em cadeia de radicais livres, pelo
alto consumo de oxigénio, alto teor de peroxidos e inicio de alteracoes
de aroma e sabor. “



Autoxidacao

v 3°) Terminacao:

* 2 radicais livres interagem entre si, para formar diversas substancias,
terminando assim o papel deles como propagadores da reacao;

e Reducao do consumo de oxigénio e reducao da concentracao de
peroxidos;

* Peroxidos sao instaveis e se decompdem, com rompimento da cadeia
hidrocarbonada, gerando uma variedade de compostos indesejaveis.
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Autoxidacao

v’ 3°) Terminacao:

v’ Aroma caracteristico e desagradavel de ranco é devido
principalmente a presenca de aldeidos de baixo peso
molecular.

v’ Formacdo de cor é devido a formacdo de polimeros
insaturados.
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Mecanismos de oxidacao

Oxidacao enzimatica

» Ocorre por catalise enzimatica por acao da lipoxigenase.

* Essa enzima atua como catalisador a adicao de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada poli-insaturada.

* Resulta em formacao de peroxidos e hidroperoxidos com duplas
ligacdes conjugadas.






Métodos para avaliacdao do grau da

oxidacao lipidica

* Existem diferentes métodos para avaliar a estabilidade oxidativa de
Oleos e gorduras, mas nenhum método se correlaciona de um modo
perfeito com modificacdes organolépticas.

e Cada método fornece informacoes sobre um estado particular da
oxidacao, em funcao das condicoes aplicadas e dos substratos lipidicos.



Métodos para avaliacdao do grau da

oxidacao lipidica

* Dificuldade maior: escolher o momento mais adequado para efetuar a
determinacao.

* CondicSes padronizadas, selecionar PERIODO DE INDUCAO da reacdo
(tempo necessario para atingir ponto critico de oxidacao).



Métodos para avaliacdao do grau da

oxidacao lipidica

Para avaliar o grau de oxidacao lipidica, algumas analises podem ser
realizadas:

e Analise sensorial;
* Analise dos substratos da oxidacao;
* Analise dos produtos primarios de oxidacao;

* Analise dos produtos secundarios de oxidacao;



Analise de substratos da oxidacao

Oxigénio:

* Absorcao de oxigénio — levando-se em conta que a oxidacao das
gorduras e 6leos consomem bastante oxigénio atmosférico;

* Estudo cinético do consumo de oxigénio permite medir a duracao da
fase de iniciacao e/ou alargamento sob o efeito de um agente
antioxidante.



Analise de substratos da oxidacao

Oxigénio: os métodos medem a absorcao de oxigénio.

* Métodos manomeétricos (Teste de Sylvester) — diferenca de pressao de
oxigénio (amostra aquecida sob agitacao). A reacao do O2 com a
amostra leva a diminuicao de pressao no interior do recipiente.

* Cromatograficos (cromatografia gasosa) — absorcao de oxigénio medida
com auxilio de um detetor termocondutimétrico.



Analise de substratos da oxidacao

Oxigénio:

Meétodo de pesagem — amostra incubada em estufa na auséncia de luz —
determina-se o aumento de peso da amostra pela absorcao de oxigénio.



Analise de substratos da oxidacao

Acidos graxos residuais ndo oxidados

* Estudo da cinética de desaparecimento dos acidos graxos presentes na
matriz apos extracao e derivatizacao: cromatografia gasosa



Analise de produtos primarios de

oxidacao

Peroxidos

» Diferenca entre a formac3o e a decomposicdo dos perdxidos (indice de
peroxidos)

* Exprime-se em milimoles de oxigénio ativo por kg de matéria lipidica.

* Deve ser determinado nos primeiros estados do processo oxidativo.



Analise de produtos primarios de

oxidacao
Indice de peroxidos

Método 1: lodomeétrico de Lea:

Mede o iodo produzido a partir da decomposicao do
iodeto de potassio pelos perodxidos.

A analise pode ser por titulacao ou colorimetria
(comprimento de onda dos ions |;~ € 350 ou 290 nm)
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Analise de produtos primarios de

oxidacao
Indice de peroxidos
Método 2: Colorimétrico
Peréoxidos presentes oxidam o Fe?t a Fe3*, que é

quantificado por colorimetria (comprimento de onda de
500 nm) sob a forma de cloreto ou tiocianato férrico
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Analise de produtos primarios de

oxidacao

Dienos conjugados

e Oxidacao dos AG poli-insaturados ocorre com formacao de
hidroperoxidos e deslocamento das duplas ligacdes, com consequente
formacao de dienos conjugados.

* Dienos absorvem a 232 nm.



Analise de produtos primarios de

oxidacao

Dienos conjugados

* Produtos secundarios de sua oxidacao absorvem a 272 nm.

* Entdo a relacao entre A272nm/A232 nm é importante para diferenciar
os estados de evolucao oxidativa.

* Quanto maior o valor de A232nm, correspondera ao inicio do processo
de oxidacao.



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Os peroxidos, quando se decompoem formam compostos de diversas
naturezas (normalmente possuem odor desagradavel):

e Aldeidos;

* Cetonas;

e Hidroxiacidos;

e Hidrocarbonetos;

* Polimeros



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Compostos aldeidicos: a natureza e proporcoes relativas dos aldeidos
dependem do AG oxidado e das condicdes de oxidacao.

Métodos colorimétricos sao utilizados.



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Teste do acido 2-Tiobarbiturico (TBA)

e Baseado na reacao do acido tiobarbiturico com os produtos de
decomposicao dos hidroperoxidos.

* Malonaldeido reage com duas moléculas de TBA para formar um
complexo de cor vermelha que absorve a 532-535 nm.

e Curva padrao: 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP), que libera malonaldeido
e etanol apds hidrolise acida.

* Resultado: mg de malonaldeido/kg de amostra.



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Indice de p-anisidina (IpA)

* Método normalizado pela IUPAC.

* Um bom dleo deve ter IpA menor que 10 e também Totox menor que 10.

* Valor totox (Valor total de oxidacao)

Totox = 2 (IP) + (IpA)



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Teste de Kreis ou indice de ranco — método colorimétrico

* Epoxialdeidos ou seus acetais reagem com floroglucinol em meio acido,
formando coloracao vermelha.

* Indica ocorréncia de oxidacao lipidica numa fase precoce de
desenvolvimento do ranco.



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Acidos oxidados

* Insolubilidade dos compostos polares no n-hexano.

* Etapas:

Saponificacao

Extracao

Neutralizacao pelo acido cloridrico
Extracao de Ags pelo n-hexano
Evaporacao do n-hexano



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Separacao dos acidos oxidados e nao oxidados:

e Separacao por cromatografia gasosa ou em camada fina, apos
saponificacao



Anadlise de produtos secundarios de

oxidacao

Compostos volateis:

* Resultam da decomposicao dos produtos primarios

* Aparecem numa fase bastante precoce do ciclo evolutivo e estao na
origem do ranco

* Cromatografia gasosa de injecao direta ou por headspace



Outros métodos

Cromatografia liguida de alta resolucao (HPLC)

* Permite quantificar separadamente peroxidos e produtos secundarios
de oxidacao.



Outros métodos

Espectrofotometria no IV:

e Bastante utilizado na avaliacao do ranco.

* Reconhecimento de grupos funcionais nao caracteristicos e de
compostos contendo duplas ligacdes com configuracao trans.



Outros métodos

Fluorimetria:

» Usada para deteccao de produtos resultantes da oxidacao lipidica
contendo grupos NH, livres.

* Método se baseia na emissao de radiacoes pela espécie a determinar
apos absorcao de radiacao eletromagnética de comprimentos de onda
na zona UV/VIS.
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