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RESUMO

A ingest@o potencial dos antioxidantes fendlicos butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT) e terc-butil hidroquinona (TBHQ) foi estimada com base em
dados de consumo nacional de alimentos e nos niveis maximos destes aditivos
permitidos pela legislag@o brasileira. Em uma primeira etapa, a seguranga dos
limites maximos de cada antioxidante, estabelecidos pela legislagdo vigente na
epoca do estudo, foi avaliada através do Método de “Budget”. Os resultados
obtidos indicaram a necessidade de um estudo de ingestdo mais detalhado,
principalmente para o BHA e o BHT. Foi entdo estimada a ingestéo diaria maxima
tedrica (IDMT) para os trés compostos, que resultou em valores inferiores a
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) recomendada pelo JECFA para cada um dos
antioxidantes. Com base nos resultados obtidos e no fato de que ambos os
metodos utilizados geralmente conduzem a superestimativas, concluiu-se que a
ingestdo dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ pelo consumidor brasileiro médio

nao evidencia preocupacao.

Com o objetivo de verificar se os niveis reais de uso dos antioxidantes BHA, BHT
e TBHQ estdo de acordo com a legislagdo brasileira, algumas categorias de
alimentos foram selecionadas para andlise. Os alimentos analisados foram: 6leos
de soja e milho, gordura vegetal hidrogenada, margarina, creme vegetal e
halvarina, que foram considerados como a principal fonte de exposigao aos trés
antioxidantes estudados, através da dieta. Amostras de diferentes marcas e lotes
foram coletadas nos principais hipermercados da cidade de Campinas, SP. A
técnica analitica utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com

detecgao na regiao ultra-violeta.

Os resultados analiticos obtidos indicaram que o TBHQ e BHT sdo os
antioxidantes fendlicos mais utilizados, respectivamente, em 6leos vegetais e em
gorduras e derivados. O antioxidante BHA nédo foi detectado em nenhuma das

amostras analisadas. De acordo com os dados analiticos, o uso do BHT e do
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TBHQ encontra-se de acordo com a legislagéo vigente no Brasil na eépoca do
estudo, ja que em 95% das amostras analisadas os niveis destes compostos
foram inferiores aos respectivos limites maximos permitidos. Estes resultados
reforcam a conclusédo do estudo de ingestéo realizado, através do qual se concluiu
que a ingestédo dos antioxidantes fendlicos BHA, BHT e TBHQ no Brasil encontra-

se de acordo com as recomendagdes do JECFA, néo representando riscos a

populacéo.
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SUMMARY

The potential intake of the phenolic antioxidants butylated hydroxyanisole (BHA),
butylated hydroxytoluene (BHT) and tert-butyl hydroquinone (TBHQ) was
estimated based on national food consumption data and on national maximum
permitted additive levels. In a first step, the safety aspects of the maximum
permitted levels of each antioxidant were assessed using the Budget Method. The
results indicated the need of a more detailed intake study, mainly for BHA and
BHT. Their Theoretical Maximum Daily Intake (TMDI) was then estimated, resulting
in values lower than the Acceptable Daily Intake (ADI) recommended by JECFA for
each compound. Based on the results and on tha fact that both the used methods
tend to produce superestimates, it was concluded that the intake of the
antioxidants BHA, BHT and TBHQ do not indicate any worry for mean Brazilian

consumers.

To confirm that the use levels of BHA, BHT and TBHQ are in accordance with the
current legislation, some categories of food were selected for analysis. The
analysed food were: soybean and corn oil, hydrogenated vegetable fat, margarine,
vegetable cream and halvarina, which were considered as the main exposure
source to the three studied antioxidants through the diet. Samples of different
brands and batches were colected in the main supermarkets of the city of
Campinas, SP. The used analytical techique was high performance liquid
chromatography (HPLC) with UV detection.

The analytical results indicate that TBHQ and BHT are the most used phenolic
antioxidants in vegetable oils and in fats and derived products, respectively. The
antioxidant BHA was not detected in any of the analysed samples. According to the
analytical data, the use of BHT and TBHQ is in line with the current legislation, as
the antioxidant levels were below their respective maximum permitted levels for
95% of the analysed samples. These results reinforce the conclusion of the intake
study, when it was concluded that the intake of BHA, BHT and TBHQ in Brazil are
in accordance with JECFA’s recommendations and do not represent health risks to

the population.

X1v



INTRODUGAO

O uso de aditivos alimentares em diferentes paises é regulamentado por
legislacéo especifica, estabelecida nacionalmente com base em aspectos de
seguranca de uso e necessidade tecnoldgica. Muitos paises, incluindo o Brasil,
adotam em suas tomadas de decisdes recomendagdes de Comités Internacionais,
como o JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives), comité conjunto
FAO/OMS de peritos em aditivos alimentares e contaminantes, bem como normas
publicadas pelo Codex Alimentarius, que é um codigo internacional de normas

para alimentos.

O Codex Alimentarius opera através de diferentes comités, entre eles o
Comité do Codex para Aditivos Alimentares e Contaminantes (CCFAC), que é
responsavel pela elaboracdo de normas relativas ao emprego de aditivos e a
presenca de contaminantes (excluidos os pesticidas e as drogas veterinarias) em
alimentos.

Para que um determinado aditivo tenha seu uso regulamentado pelo Codex,
sao necessarios estudos toxicolégicos detalhados que comprovem sua seguranca
de uso, em geral conduzidos com animais experimentais. A avaliacdo dos dados
resultantes destes estudos é de responsabilidade do JECFA que, apds examinar
os dados toxicologicos disponiveis, estabelece, quando possivel, um limite de
ingestdo para o aditivo. Este valor é representado pela IDA (Ingestdo Diaria
Aceitavel), expressa em mg do aditivo/kg de peso corpéreo, e é obtido através da
aplicacdo de um fator de seguranga a um nivel experimental sem efeito toxico
observado (NOEL) em animais de laboratério . O conceito de IDA implica na
ingestao diaria do aditivo por toda vida, sem risco apreciavel a salde humana, a
luz dos conhecimentos toxicologicos disponiveis na época da avaliagao.

A ingestao real de um aditivo por uma determinada populacéo, por sua vez,
sofre modificagdes constantes, conforme o surgimento de novos produtos, novos

aditivos com a mesma funcdo tecnolégica e novas tendéncias nos habitos
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alimentares da populagao. Por esta razao, o Codex Alimentarius recomenda aos
paises a realizagdo periédica de estudos de ingestdo potencial dos diferentes
aditivos, com base na sua utilizacao tecnoldégica e em dados nacionais de
consumo de alimentos, confrontando-se os valores estimados com as respectivas

IDAs destes compostos.

Atualmente, esta sendo elaborada pelo CCFAC uma norma geral para o
emprego de aditivos com IDA numérica estabelecida pelo JECFA, bem como uma
metodologia para avaliagao da sua ingestao, de forma a garantir que os limites a
serem recomendados pelo Codex nao resultem em ingestées acima da IDA para

os consumidores de diferentes paises.

Antioxidantes e conservadores foram as primeiras classes de aditivos para
as quais foram elaboradas pelo CCFAC propostas de normas, baseadas em
dados nacionais do uso destas substancias. Estudos preliminares de ingestao
desses aditivos, realizados por grupos de trabalho deste Comité e utilizando os
principios do Método de Budget, desenvolvido na Dinamarca ( CAC, 1995), e na
‘dieta de quantidades unitarias” (CAC, 1996), indicaram que de 29 antioxidantes e
conservadores avaliados, entre os quais os antioxidantes BHA (butil hidroxianisol),
BHT (butil hidroxitolueno) e TBHQ (terc-butil hidroquinona), 24 apresentaram
ingestao potencial acima da IDA.

A ingestao potencial destes 24 aditivos foi calculada individualmente,
considerando-se como nivel de uso o maior entre os limites maximos permitidos
pelos paises que enviaram informagdes ao Codex. Estes calculos foram refeitos
para 18 dos 24 aditivos avaliados, considerando-se neste caso o valor mediano
dos niveis maximos permitidos para cada um deles. Novamente, os valores de
ingestao encontrados para todos estes aditivos foram maiores que as respectivas
IDAs, que correspondem a 0,7, 0,3 e 0,5 mg de aditivo/kg de peso corpéreo, para
TBHQ, BHT e BHA, respectivamente (CAC, 1996).

Foi entdo manifestada pelo CCFAC uma preocupagao especial com relagao

aos antioxidantes acima mencionados, ja que, além dos sulfitos, o TBHQ, o BHT e
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o BHA foram os aditivos cuja ingestdo estimada mais ultrapassou a IDA,

correspondendo, respectivamente, a 2.458, 1.978 e 1.167% na primeira avaliagéo
e a 1.950, 1.489 e 673%, na segunda avaliagdo (CAC, 1996).

Em contrapartida, estudos de ingestdo de sulfitos e benzoatos, realizados
na Inglaterra, considerando niveis reais de uso e dados nacionais de consumo de
alimentos, resultaram em valores abaixo das IDAs. Estes resultados indicaram a
possibilidade de que os estudos preliminares de ingestéo realizados pelo Codex
estejam super-estimando a ingestéo real de aditivos, ndo s6 na Inglaterra, mas

também em outros paises.

Desta forma, o Codex Alimentarius solicitou aos paises membros que
realizassem estudos nacionais de ingestdo destes aditivos e enviassem
informacobes detalhadas, para que se pudesse verificar qual é a correlagao entre
os dados obtidos nos estudos preliminares, pelo método de Budget e a “dieta de
quantidades unitarias”, e os resultados de estudos mais refinados, considerando-
se as condigbes reais de uso de aditivos e os habitos nacionais de consumo de

alimentos.

Na 512 reunido do JECFA (1998), foram avaliados os dados de ingestao dos
antioxidantes BHA, BHT e TBHQ e dos conservantes benzoato e sulfito, enviados
por 11 paises, incluindo o Brasil. Estimativas de ingestdo dos trés antioxidantes
baseadas nos limites estabelecidos pelo GSFA (General Standard for Food
Additives) e em dados nacionais de consumo de alimentos resultaram em valores
acima da IDA, nos trés paises que enviaram dados deste tipo. Estimativas de
consumo medio nacional dos antioxidantes resultaram em valores abaixo das
respectivas IDAs em 10 paises, para BHA e BHT, e em 6 paises, no caso do
TBHQ. Concluiu-se que a IDA dos antioxidantes BHA e TBHQ pode ser excedida
por grandes consumidores destes aditivos, porém as informacdes disponiveis na
ocasiao foram insuficientes para estimar tanto o niUmero de grandes consumidores

como a duragao e a magnitude do consumo superior a IDA
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No presente trabalho, foi estimada a ingestdo potencial dos antioxidantes
BHA, BHT e TBHQ no Brasil, com base nos respectivos niveis maximos permitidos
pela legislacdo brasileira e em dados de consumo nacional de alimentos,
comparando-se os valores obtidos com as respectivas IDAs recomendadas pelo
JECFA. Foram também determinadas analiticamente as concentragbes destes
compostos nos alimentos mais representativos em que sa@o permitidos, a fim de

verificar se os respectivos niveis reais de uso estao de acordo com a legislagéao.
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OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi estimar a ingestao diaria potencial dos
antioxidantes BHA, BHT e TBHQ no Brasil, com base em dados médios de
consumo nacional de alimentos e nos respectivos niveis maximos permitidos pela
legislagdo brasileira, comparando-se os valores obtidos com os respectivos
valores de IDA recomendados para estes aditivos. Posteriormente, a
determinacdo analitica da concentragdo destes aditivos nos alimentos mais
representativos em que s&o permitidos foi conduzida com o objetivo de verificar se
0s niveis reais de uso destas substancias encontram-se de acordo com a

legislacao brasileira.
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CAPITULO 1
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1.1. Oxidacao de 6leos e gorduras

Oleos e gorduras estso presentes em quase todos os alimentos, nos quais
desempenham importantes fungbes nutricionais, como o suprimento de calorias,
acidos graxos essenciais e vitaminas lipossoliveis (A, D, E e K). Além disso,
atuam no aspecto sensorial, contribuindo para a palatabilidade e a sensacédo de
saciedade proporcionadas pelo alimento. S&o também auxiliares de
processamento em diversos tipos de alimentos, como € o caso dos 6leos para
fritura e dos shortenings (SHERWIN, 1990; BUCK, 1991). Os 6leos e as gorduras
podem ocorrer na forma pura, como € o caso dos 6leos para salada, ou como
parte de outros alimentos, onde sua propor¢do € variavel, desde muito baixa
(Ex.lipidios em gréos e vegetais) até altas porcentagens (Ex.: alimentos fritos e
nozes) (SHERWIN, 1990). Com excegédo da agua, a maioria dos alimentos que
compdem a dieta contém uma certa quantidade, mesmo que bastante baixa, de
lipidios (LOLIGER, 1991).

Os lipidios constituem um grupo de moléculas organicas que podem ser
divididas em trés classes: lipidios simples (triacilglicerdis, esteril ésteres e ceras),
lipidios compostos (fosfolipidios, glicolipidios, esfingolipidios e lipoproteinas) e
lipidios derivados (acidos graxos, vitaminas lipossollveis e pro-vitaminas, esterois,
terpendides, éteres e alcoois) (JADHAV et al, 1997). Quimicamente, dleos e
gorduras sé&o triacilglicerdis, ou seja, ésteres de glicerol e acidos graxos de

cadeias longas, cuja estrutura basica é a seguinte (SHERWIN, 1990):

H 0

| Il
H—C—0—C—R,

9
H—C—0—C—R,

-

| I

H



Na estrutura apresentada, R,, R, e R, representam as cadeias de acidos
graxos, que podem ser iguais ou diferentes entre si. A maioria dos acidos graxos
encontrados em alimentos contém de 12 a 18 atomos de carbono, podendo ser
saturados (quando estdo presentes ligagdes simples entre carbonos) ou
insaturados (quando apresentam duplas ligagdes entre carbonos). O comprimento
da cadeia, o grau de insaturagéo e a posigao dos acidos graxos esterificados com
glicerol determinam as caracteristicas fisicas e quimicas de éleos e gorduras
(BUCK, 1991).

As substancias lipidicas, sejam elas 6leos e gorduras na forma pura ou
constituintes de alimentos complexos, podem sofrer diferentes formas de
deterioracdo durante as etapas de processamento, armazenamento e utilizagao
(SHERWIN, 1990). De acordo com STUCKEY (1968), a deterioragdo de éleos €

gorduras pode ser dividida em 4 tipos:, oxidagao, reversao e polimerizagao.

¢ Hidrolise: reagdo reversivel, catalisada por acidos, temperaturas elevadas e

enzimas lipoliticas, resultando em acidos graxos livres e glicerol;

¢ Rancidez: autoxidacdo de acidos graxos insaturados, resultando em uma
mistura de compostos volateis, que conferem odores e sabores estranhos ao

produto original;

¢ Reversdo: degradagdo de aroma e sabor, usualmente associada a Oleos
altamente insaturados, como Oleos vegetais e 6leos de peixe, geralmente

atribuida a oxidagao de acido graxos semelhantes ao linolénico;

¢ Polimerizagédo: reagédo cruzada entre dois atomos de carbono de cadeias de
acidos graxos insaturados, ou ligagdo de oxigénio entre duas cadeias de
acidos graxos, nas insaturagoes, resultando na formagdo de polimeros, que

podem conter estruturas ciclicas.

A oxidacdo € uma das maiores causas da deterioragdo de alimentos, sendo

responsavel por alteragbes de odor, sabor, textura, consisténcia e aparéncia,




assim como perda de valor nutricional, devido a destruicdo de &cidos graxos
essenciais e vitaminas lipossoltveis. Por isso, intervengdes sdo necessarias, a fim
de minimizar estas alteragGes indesejaveis (SIMS & FIORITI, 1990; BUCK, 1991;
CHARTERIS,1995).

Varias tentativas tém sido feitas pelas industrias de alimentos no sentido de
prevenir ou retardar a oxidagéo, incluindo a utilizagdo de embalagens a vacuo ou
com atmosferas modificadas, melhores condigdes de processamento e
embalagens, refrigeracéo, etc. Entretanto, estas medidas sédo insuficientes, além
de limitadas a certos tipos de alimentos (LAURIDSEN & SCHULTZ, 1993:
BECKER, 1993; GIESE, 1996). A adigédo de agentes antioxidantes, por outro lado,
e um meio eficiente e geralmente mais econdmico de se retardar o processo
oxidativo, prolongando a vida util de diversos tipos de alimentos e apresentando
menor efeito na estrutura do alimento que os métodos fisicos e podendo ainda ser
utilizada em conjunto com estes (COPPEN, 1994). Segundo DURAN e PADILLA
(1993), a adicdo de antioxidantes aumenta a vida atil de muitos produtos

alimenticios em 15 a 200%.

A oxidagéo de oleos e gorduras ocorre devido ‘as insaturagbes presentes
nos trigliceridios, que s&o seus blocos construtores, constituindo uma reacédo em
cadeia autocatalizada, que pode ser dividida em trés diferentes etapas: iniciacao,
propagacao e terminacéo. Os produtos da oxidagdo, uma vez formados, catalizam
a reagao, de maneira que a taxa de ocorréncia aumenta com o tempo (DZIEZAK,
1986). Autoxidacdo € o termo geralmente utilizado para descrever a reacéo
oxidativa espontanea que ocorre entre o oxigénio e as moléculas de lipidios, em
condigbes ambiente ou proximo destas, resultando na deterioragdo de alimentos
(SIMS & FIORITI, 1990; JADHAV et al, 1997).

De acordo com GRIFFITHS & McDONALD (1985) e BUCK (1991), os
principais fatores que afetam a taxa de oxidagdo de lipidios sdo: composicdo do

6leo ou gordura, presenca de luz, aumento de temperatura, presenga de metais



pro-oxidantes, como ferro e cobre, condigbes alcalinas, presenga de pigmentos ou
substancias fotossensibilizadoras, como a clorofila em o&leos vegetais, e
disponibilidade de oxigénio. Além destes fatores, € importante citar: atividade de

agua, area superficial e estado fisico do lipidio envolvido.

A oxidagao de lipidios constitui um mecanismo em cadeia de radicais livres.
A primeira etapa, ou inicia¢édo, consiste na formacgao de radicais livres, resultantes
da abstracdo de atomos de hidrogénio dos carbonos adjacentes as ligagGes
insaturadas dos acidos graxos presentes na molécula de triacilglicerol (SHERWIN,
1978; GIESE, 1996):

luz, calor, metais
RH —_— R+ H

triacilglicerol radical

lipidico

Existem dois processos mais provaveis a serem considerados na formagéao
de radicais livres. O primeiro deles envolve a reagdo direta entre um metal
catalista e uma molécula de lipidio (GORDON, 1897):

MO +RH ——> M™+H +R°

metal

O segundo processo consiste na reagdo de uma molécula de lipidio com
uma molécula de oxigénio em seu estado excitado (singlete), sendo o local de
ataque a dupla ligagdo, ou numa reagdo catalizada pela enzima lipoxigenase
(GORDON, 1997):

RH +'0, > ROOH

-

hidroperéxido

lipoxigenase

RH + 20, > ROOH




A converséo do oxigénio do estado triplete ao estado singlete pode ocorrer
de varias formas, sendo a mais importante a que ocorre através da
fotossensibilizagéo de pigmentos naturais presentes em alimentos, como clorofila
a, feofitina a, mioglobina, hematoporfirina, flavina e riboflavina, além do corante
sintético eritrosina, que também pode atuar como um fotossensibilizador ativo
(SHAHIDI & WANASUNDARA, 1992).

Os radicais lipidicos livres resultantes da primeira etapa do mecanismo
reagem com oxigenio, formando radicais peroxi livres, que atuam como potentes
iniciadores ou catalistas de reagGes de oxidagdo posteriores, envolvendo a
extracdo de um atomo de hidrogénio de uma outra molécula de triacilglicerol,
disparando assim a etapa de propagagéo da reagdo em cadeia. Nesta etapa, os
radicais peroxi removem atomos de hidrogénio das moléculas do lipidio, dando
origem aos hidroperoxidos, que sdo relativamente estaveis, e a novos radicais
lipidicos, instaveis, que irdo entdo reagir com oxigénio, formando novos radicais
peroxi reativos (GANDARA & GANDARA, 1994; GIESE, 1996):

R+ 0, > ROO"
radical peréxi
ROO* + RH > ROOH + R’

A reagdo entre radicais peroxi e moléculas de lipidio, originando
hidroperoxidos e novos radicais lipidicos, quando repetida varias vezes, produz
um acumulo de hidroperdxidos.A reagcdo de propagagdo torna-se um processo
continuo, prolongando-se até que existam moléculas de lipidios insaturados ou de
acidos graxos disponiveis (JADHAV et al, 1997).

Quando ocorre uma redugéo da quantidade de lipidios insaturados ou acido
graxos presentes, os radicais se ligam uns aos outros, formando compostos

estaveis (ndo-radicais), desta forma, as reagbes de terminagdo levam a



interrupgdo da sequéncia repetitiva que ocorre na etapa de propagacao da reagao
em cadeia (GANDARA & GANDARA, 1994; MADHAVI & SALUNKHE, 1997,
JADHAV et al, 1997):

R'+R’ > RR
R" +ROO" > ROOR
ROO" + ROO’ > ROOR +0,

Os hidroperoxidos, produtos primarios da autoxidagdo, ndo possuem odor
ou sabor (LOLIGER, 1991; MADHAVI & SALUNKHE, 1997). Na ultima etapa do
mecanismo de autoxidagdo, a terminagdo, os hidroperoxidos sdo decompostos
em compostos orgénicos de cadeias menores, como aldeidos, cetonas, alcoois e
acidos, que resultam na liberagdo de odor e sabor caracteristicos de Oleos e
gorduras rancificados (SHERWIN, 1978; GIESE, 1996). Podem ocorrer, também,
reagGes de dimerizagdo e polimerizagdo, resultando em compostos amarelos de
alto peso molecular, aumento do pH, da viscosidade e do indice de refracdo
(NAWAR, 1996).

A terminacado pode ser antecipada pela presenga de antioxidantes naturais
ou sintéticos, que inibem ou interferem na formacéo de radicais livres, gracas a
sua estrutura fendlica, atuando através da doagdo de um atomo de hidrogénio ao
radiacal lipidico livre, recuperando a molécula de lipidio original, ou a um radical
peroxi livre, formando um hidroperoxido e um radical de antioxidante estavel
(DOUGHERTY, 1993; DORKO, 1994). Antioxidantes podem ser componentes
naturalmente presentes nos alimentos, substancias intencionalmente adicionadas
aos mesmos ou ainda serem resultantes de etapas anteriores do seu
processamento (COPPENS, 1985).




1.2. Antioxidantes

1.2.1. Aspectos gerais e modo de agéo

Antioxidantes sdo definidos como substdncias que retardam o
aparecimento de alteragdo oxidativa no alimento (Brasil, Portaria n® 540, de
27/10/97).

Antioxidantes s&do efetivos nas reagdes de oxidagdo e polimerizagdo, mas
nado afetam a hidrolise e a reversao (STUCKEY, 1968). Para que sejam efetivos,
devem ser adicionados tdo cedo quanto possivel durante o processamento do
alimento ou ao produto final, ja que ndo possuem a capacidade de reverter a
oxidagao de dleos ou gorduras ja rancificados, nem de compensar a utilizagdo de
ingredientes de baixa qualidade (SHERWIN, 1978; COPPENS, 1985; GIESE,
1996).

Segundo MADHAVI & SALUNKHE (1997), os antioxidantes sao
classificados, com base em sua forma de atuagéo, em primarios (ou bloqueadores
de cadeia), sinergistas e secundarios. Antioxidantes primarios interrompem a
reacdo em cadeia de radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio ou de
eletrons aos radicais livres, resultando na formacdo de produtos mais estaveis;
pertencem a este grupo os antioxidantes fendlicos, como butil hidroxianisol (BHA),
butil hidroxitolueno (BHT), terc-butil hidroquinona (TBHQ), tocoferdis, galatos,
acido nordihidroguaiarético (NDGA) e 2,6-di-terc-butil-4-hidroximetilfenol (lonox-
100) .

Os compostos sinergistas sdo amplamente classificados como quelantes
(Ex.: EDTA, acidos citrico e tartarico, polifosfatos e lecitina) e sequestrantes de
oxigénio (Ex.: acidos ascorbico e eritorbico, sulfitos e ascorbil palmitato), sendo
que os primeiros formam complexos com metais pré-oxidantes, como ferro e

cobre, aumentando consideravelmente a energia de ativagdo das reagbes de



iniciagdo, e os segundos reagem com oxigénio livre, removendo-o do sistema.
Antioxidantes secundarios (Ex.: acido tiodipropidnico, dilauril e diestearil esteres)
funcionam através da decomposi¢do de peroxidos a produtos finais mais estaveis
(MADHAVI & SALUNKHE, 1997).

Antioxidantes primarios podem tanto retardar ou inibir a etapa de iniciagéao,
reagindo com um radical lipidico livre, como inibir a etapa de propagacéo,
reagindo com radicais peréxi ou alcoxi (MADHAVI & SALUNKHE, 1997,
RAJALAKSHMI & NARASIMHAN, 1997):

AH + R’ > A’ + RH
antioxidante radical

de antioxidante

AH + ROO* A® + ROOH

v

AH + RO’ A’ + ROH

A 4

O radical de antioxidante livre formado pode posteriormente interferir nas
reacbes de propagacdo da cadeia de oxidagao, formando peroxidos
(RAJALAKSHMI & NARASIMHAN, 1997):

A* + ROO’ ROOA

L 4

A’ + RO’ > ROA

Uma molécula funciona como antioxidante primario quando possui a
capacidade de doar rapidamente um atomo de hidrogénio a um radical lipidico, e
quando resulta em um radical mais estavel que o radical lipidico ou & convertida a
produtos mais estaveis; o fenol, por si s6, € inativo como antioxidante, mas a

substituicdo por grupos alquilicos nas posigdes 2,4 ou 6 aumenta a densidade
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eletronica do grupo hidroxilico, potencializando, desta forma, sua reatividade com
os radicais lipidicos (SHAHIDI & WANASUNDARA, 1992: GORDON, 1997).

De acordo com DZIEZAK (1986), nenhum antioxidante funciona de maneira
efetiva para todos os tipos de alimentos. A selegdo do antioxidante apropriado é
determinada pela sua compatibilidade com um determinado dleo ou gordura e sua
efetividade no alimento em questdo. Segundo GRIFFITHS & McDONALD (1985) e

COPPEN (1994), um antioxidante ideal deve preencher os seguintes requisitos:

¢ Apresentar seguranga de uso, ou seja, sua utilizagdo ndo deve

apresentar riscos a saide humana.

¢ Obedecer a todos os requerimentos legais do pais no qual o alimento

gue o contém sera consumido.

¢ Ser completamente soluvel e de facil incorporagéo no produto onde sera

adicionado.

¢ N&o causar alteragées de cor, sabor ou odor no alimento onde sera

adicionado.
+ Ser efetivo a baixas concentragdes.

¢ Permanecer efetivo no alimento, mesmo apds processos como

assamento e fritura.

+ Apresentar disponibilidade e viabilidade econémica

Além disto, segundo MADHAVI & SALUNKHE (1997) e RAJALAKSHMI &
NARASIMHAN (1997), um antioxidante deve manter sua efetividade por pelo

menos 1 ano a 25-30°C.

Antioxidantes podem ser encontrados na forma sélida ou como formulagées
liquidas; estas Ultimas podem conter um ou mais antioxidantes, um sinergista

acido, propilenoglicol, 6leo vegetal, monogliceridios ef/ou alcool etilico.
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Antioxidantes podem ser incorporados aos alimentos pela adi¢cdo direta a 6leos ou
gorduras, através da adicdo a aromatizantes ou especiarias presentes na
formulagdo do alimento, por aspersé@o ou através dos materiais de embalagem
(DORKO, 1994).

Segundo SHERWIN (1978), as principais dificuldades encontradas no uso
de antioxidantes estdo relacionados a técnicas de utilizagdo impréprias, como por

exemplo:

+ Dispersao incompleta do antioxidante no 6leo ou gordura
¢ Concentracdo inadequada de antioxidante

¢ Incompatibilidade de certas formulagbes de antioxidantes com

determinados 6leos e gorduras

+ Ocorréncia de alteragbes (separagéo, cristalizagdo, etc.) na formulagdo

de antioxidante utilizada
+ Tipo incorreto de antioxidante

+ Adicdo do antioxidante na etapa incorreta do processo

O uso de antioxidantes em alimentos &€ governado por leis especificas de
cada pais ou por padrées internacionais. Encontram-se na Tabela 1 os alimentos
onde é permitido o uso dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ, com os respectivos
codigos de rotulagem e limites maximos de adigéo, de acordo com a legislagdo
vigente no Brasil até o final de 1998 (Resolugdo N° 04/88 - CNS/MS, de 24 de
Novembro de 1988).

1.2.2. Caracteristicas e propriedades fisico-quimicas

A maioria das substancias que possuem atividade antioxidante, tanto

naturais quanto sintéticas, sdo compostos fendlicos, apresentando em sua
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estrutura quimica um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila que

provém
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Tabela 1 - Utilizagao dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ em alimentos

Antioxidante Codigo de Alimentos em que Limite maximo
rotulagem podem ser adicionados

(g/100 g - g/100 mL)

BHA AV alimentos processados a 0,02 (sobre o teor de 6leo)
base de cereais
coco ralado 0,01 (sobre o teor de gordura)
creme vegetal 0,02
gomas de mascar 0,01 (sobre o peso da base
gomosa)
leite de coco 0,01
margarinas 0,02
6leos e gorduras 0,02
produtos de cacau 0,02
produtos desidratados de 50 mg/kg*
batata
BHT AVI alimentos processados a 0,01 (sobre o teor de 6leo)
base de cereais
coco ralado 0,01 (sobre o teor de gordura)
creme vegetal 0,02
gomas de mascar 0,05 (sobre o peso da base
gomosa)
leite de coco 0,01
margarinas 0,02
oleos e gorduras 0,01
produtos de cacau 0,02
produtos desidratados de 50 mg/kg*
batata
TBHQ AXIX alimentos processados a 0,02 (sobre o teor de éleo)
base de cereais
farinhas, extratos e 0,02 (sobre o teor de dleos e
flocos derivados da soja  gorduras originais do produto)
integral
gomas de mascar 0,02 (sobre o peso da base
gomosa)
dleos e gorduras 0,02

* ou limite maximo de 50 mg/kg para somatéria de BHA + BHT
Fonte: Resolugao N2 04/88 - CNS/MS, de 24 de Novembro de 1988
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elétrons ou atomos de hidrogénio para a reagdo com radicais livres. A diferenca
entre estas substancias como antioxidantes se deve fundamentalmente a sua
estrutura quimica e as suas propriedades fisicas, como volatilidade, solubilidade e
estabilidade térmica (GANDARA & GANDARA, 1994).

O uso de antioxidantes fendlicos em alimentos teve inicio nos anos 40,
quando foi observada a efetividade do BHA como antioxidante em alimentos
gordurosos, e comprovada, através de estudos toxicoldgicos, a sua segurancga
para uso em alimentos. Pouco tempo depois, varios ésteres alquilicos do acido
galico, incluindo o n-propil, foram investigados e aprovados como antioxidantes
para uso em alimentos em diversos paises. Em pouco tempo, tornou-se evidente
a possibilidade da utilizagdo combinada do BHA e galato de propila (PG) em dleos
e gorduras, devido ao seu efeito sinergistico. Até 1954, varias combinagées de
BHA, PG e acido citrico preencheram a maioria das necessidades de uso de
antioxidantes, quando entdo o BHT foi aprovado nos Estados Unidos e passou a
ser amplamente utilizado, além dos antioxidantes ja disponiveis (SHERWIN,
1990).

O antioxidante sintético mais recentemente desenvolvido para aplicagdo em
6leos e gorduras foi o TBHQ, introduzido nos Estados Unidos em 1972,
especialmente para a estabilizagdo de dleos altamente insaturados, como soja,
girassol, 6leos de peixe e outros (SHERWIN, 1990; LAVERS, 1991). Nos anos 80,
antioxidantes naturais, principalmente os tocoferdis, ganharam popularidade,

como uma opgao para a conservagao de alimentos (BECKER, 1993).

Dentre as inumeras substancias naturais e sintéticas ja investigadas quanto
ao seu potencial antioxidante em alimentos, apenas algumas delas tiveram seu
uso aprovado e poucas apresentam uso significativo. Quatro sdo as substancias
que preenchem a maioria das necessidades em oOleos, gorduras e alimentos
gordurosos: BHA, BHT, TBHQ e PG (SHERWIN, 1990 e DORKO, 1994).
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Séo descritas, a seguir, as principais caracteristicas, propriedades e a
forma de obtengdo dos antioxidantes fenolicos BHA, BHT e TBHQ, cujas
estruturas  quimicas e  propriedades  fisico-quimicas  encontram-se,

respectivamente, na Figura 1 e na Tabela 2.

Butil hidroxianisol (BHA):

Butil hidroxianisol (BHA; terc-butil-4-hidroxianisol) € um dos antioxidantes
mais extensivamente utilizados em alimentos. E obtido através da alquilagéo do p-
metoxifenol com isobutileno ou alcool terc-butilico, catalizada por acido fosférico.
Quimicamente, constitui uma mistura de dois isdmeros, 2-terc-butil-4-hidroxianisol
(2-BHA) e 3-terc-butil-4-hidroxianisol (3-BHA), comercialmente encontrados numa
proporgdo de 90% 3-BHA, que possui maior potencial antioxidante, e 10% 2-BHA
(BUCK, 1991; MADHAVI et al, 1997).

O BHA é um solido branco ceroso de baixo ponto de fusdo, geralmente
encontrado na forma de tabletes, o que minimiza sua aglomeragé@o durante a
estocagem. E solGvel em gliceridios e em solventes organicos e insoluvel em
agua; apresenta um odor fendlico distinto que, embora ndo seja aparente na
maioria dos casos, pode tornar-se perceptivel a altas temperaturas, como no caso
de produtos fritos e forneados. O BHA pode reagir com metais alcalinos, dando
origem a uma coloragéo rosa, como € o caso de gorduras animais, onde a soda
utiizada no refino ndo é completamente removida pela lavagem (SHERWIN,
1990).

BHA ¢ efetivo em gorduras animais e relativamente ineficiente em odleos
vegetais insaturados. Apresenta boa resisténcia a processos de forneamento e
fritura, podendo assim atuar no produto final. E volatil e destilavel sob vapor, o

gue o torna adequado para a adicdo a materiais de embalagem (BUCK, 1991).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos antioxidantes fendlicos BHA, BHT e TBHQ.
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ

Propriedade

BHA

BHT

TBHQ

Peso molecular

Aparéncia fisica

Ponto/ faixa de ebulicao
°C)

Ponto/ faixa de fusdo (°C)

Odor

Solubilidade em agua

Solubilidade em glicerol
(25°C)

Solubilidade em etanol
(25°C)

Solubilidade em 6leo de
soja (25°C)

Solubilidade em oleo de
milho (25°C)

180,25

tabletes ou flocos
brancos cerosos

264-270 (733 mm Hg)

48,0-63,0

fraco

0 (0-50°C)

> 50

50

40

220,00

cristal granular
branco

265 (760 mm Hg)

69,7

muito fraco

0 (0-60°C)

25

30

30

166,22

cristais brancos ou

beges

300 (760 mm Hg)

126,5-128,5

muito fraco

<1 (25°C)
5 (95°C)

n.e.

60

10

10

n.e.: néo especificado
Fonte: BUCK, 1991
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O BHA ¢ particularmente efetivo na estabilizagdo de acidos graxos de cadeias
curtas, como os que estdo presentes em oleo de coco e de palma, geralmente
utilizados em produtos a base de cereais e produtos de confeitaria (DZIEZAK,
1986). Pode ser também utilizado em gorduras animais, produtos a base de
batata, aromas, bases para gomas de mascar, éleos essenciais, produtos carneos
embutidos, emulsées, confeitos, snacks, produtos forneados, vitaminas e
cosméticos (COULTER, 1988). Funciona sinergisticamente com outros
antioxidantes primarios e sinergistas, como os galatos, tocoferdis, BHT, TBHQ,
acido tiodipropidnico, acido citrico e acido fosforico (MADHAVI et al, 1997).

Butil hidroxitolueno (BHT):

Butil hidroxitolueno (BHT; 2,6-di-terc-butil-p-cresol ou 2,6-di-terc-butil-4-
metilfenol) é similar ao BHA em muitas de suas propriedades. E obtido através da
reagdo entre p-cresol anidro puro com isobutano, catalizada por acido sulfarico
concentrado, ou por condensagdo de 2,6-di-terc-butilfenol com formaldeido.
Apresenta-se como um soélido branco cristalino, com um odor fendlico fraco; é
mais volatil sob vapor que o BHA e apresenta menor resisténcia a processos de
assamento e fritura. Na presenga de ions ferro, encontrados em alguns alimentos
ou materiais de embalagem, o BHT pode dar origem a uma coloragdo amarela,
deviso a formagéo de estilbenequinona (SHERWIN, 1990; MADHAVI et al, 1997).

O BHT é utilizado em aplicagbes similares as do BHA, sendo também mais
efetivo em gorduras animais que em Oleos vegetais (SHAHIDI &
WANASUNDARA, 1992; MADHAVI et al, 1997). O BHT é também utilizado em
produtos com baixo teor de gordura, produtos de peixe, materiais de embalagem,
parafina e 6leos minerais (MADHAVI & SALUNKHE, 1997), apresentando um
custo realtivamente baixo (BUCK, 1991). Atua sinergisticamente com BHA, TBHQ
e agentes quelantes, como acido citrico, mas ndo apresenta sinergismo com
galatos (MADHAVI et al, 1997). Ao contrario do BHA, o BHT é insoluvel em
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propilenoglicol, o que acarreta alguns problemas na introdugdo de formulacdes
contendo BHT e acido citrico (COPPEN, 1994).

terc-Butil hidroquinona (TBHQ):

terc-Butil hidroquinona (TBHQ; 2-(1,1-dimetiletil)-1,4-benzenediol) &
encontrada na forma de um sdlido cristalino de coloragdao branca a bege
(COULTER, 1988). TBHQ pode ser obtida pela reagéo entre hidroguinona e alcool
terc-butilico ou hidroquinona e isobutileno, ambas na presencga de acido fosforico.
E bastante efetiva na estabilizagdo de 6leos e gorduras, especialmente 6leos
vegetais polinsaturados; € estavel a altas temperaturas e menos volatil sob vapor
que o BHA e o BHT (MADHAVI et al, 1997). Nao forma complexos com ferro ou
cobre, como o PG, portanto ndo apresenta problemas de descoloracéo nos
produtos onde é adicionado (SHAHIDI & WANASUNDARA, 1992). Existem
indicacSes de que a TBHQ pode interagir com aminas livres, dando origem a uma
coloragdo vermelha, o que pode limitar seu uso em alimentos proteicos
(SHERWIN, 1990).

TBHQ apresenta excelente resisténcia a processos de fritura, mas baixa
resisténcia a processos de forneamento (BUCK, 1991); é geralmente referido
como o melhor antioxidante para a protegdo de oleos para fritura (DZIEZAK,
1986). Sua atividade antioxidante é equivalente ou superior a do BHA, BHT ou
PG, apresentando caracteristicas de solubilidade similares as do BHA e
superiores as do BHT e do PG. Atua sinergisticamente com outros agentes
antioxidantes e quelantes, como PG, BHT, BHA, tocoferdis, palmitato de ascorbila,
acido citrico e EDTA. Sua mais interessante propriedade € provavelmente sua
efetividade em varios 6leos e gorduras nos quais outros antioxidantes fendlicos
sdo relativamente ineficazes, como por exemplo os 6leos de soja e algodao
(MADHAVI et al, 1997). A adigdo de agentes quelantes, como &cido citrico e
citrato de monogliceridio, realcam ainda mais as propriedades antioxidantes da
TBHQ (SHAHIDI & WANASUNDARA, 1992).
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1.2.3. Métodos analiticos

A grande preocupacdo em relagdo ao uso de antioxidantes e outros
aditivos esta relacionada aos possiveis efeitos tdxicos associados a estes
compostos. Desta forma, a determinagdo analitica das quantidades de
antioxidantes presentes nos alimentos industrializados ¢ fundamental para
garantir que os limites estabelecidos pela legislagéo estejam sendo obedecidos e,
ao mesmo tempo, verificar se estas quantidades sdo suficientes para evitar a
oxidagao e as alteragbes de qualidade associadas a sua ocorréncia (MINIM &
CECCHI,1996).

Os métodos de detecgdo e quantificagcdo de antioxidantes sintéticos em
alimentos foram extensivamente revisados por STUCKEY & OSBORNE (1965),
ENDEAN (1976), FORN (1981), ROBARDS & DILLI (1987), KOCHAR & ROSSEL
(1997) e RAJALAKSHMI & NARASIMHAN (1997). Tais métodos compreendem
desde a deteccdo qualitativa, através de reagbes colorimétricas, até métodos
semiquantitativos e quantitativos, como espectrofotometria, voltametria,
polarografia e meétodos cromatograficos (cromatografia em papel - CP, em
camada delgada - CCD, de permeacao em, gel-CPG, gasosa - CG, gas-liquido -
CGL e liquida de alta eficiéncia - CLAE) (RAJALAKSHMI & NARASIMHAN, 1997).
Geralmente, antes da analise qualitativa ou quantitativa dos antioxidantes, é

necessaria a sua extracao da matriz.

1.2.3.1. Extracéo

A extragdo satisfatéria de antioxidantes presentes em alimentos, os quais
sdo geralmente matrizes de natureza complexa, ndo € uma tarefa simples,
principalmente quando estdo presentes em baixas quantidades (STUCKEY &
OSBORNE, 1965). Os problemas encontrados estdo geralmente associados a
extragcdo incompleta dos antioxidantes ou a co-extracdo de substancias

interferentes. Em determinagées quantitativas, cuidados devem ser tomados
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durante etapas de concentragdo sob vacuo, a fim de prevenir perdas de
antioxidantes como BHA, BHT e TBHQ, por evaporagdao. O uso de solventes
puros para a extragdo € também fundamental (SAAG, 1982; ROBARDS & DILLI,
1987).

As técnicas de extracdo de antioxidantes a partir de matrizes alimenticias
incluem: destilagdo por vapor, destilagdo por solventes, extragéo por solventes e
sublimagdo a vacuo. A técnica utilizada depende da natureza do alimento e dos
antioxidantes presentes (KOCHHAR & ROSSEL, 1997). Um procedimento
satisfatorio para a extragdo de antioxidantes deve ser aplicavel a uma ampla faixa
de concentracdo, desde niveis trago até os niveis normais de utilizacéo
(ROBARDS & DILLI, 1987).

STUCKEY & OSBORNE (1965) sugeriram dois procedimentos para a
extragdo de antioxidantes, de acordo com o teor de gordura da matriz. No caso de
alimentos com alto teor de gordura, a primeira etapa consiste em uma extragao
em Soxhlet com éter de petroleo ou solventes similares, onde a porgao gordurosa
& extraida e as proteinas de alto peso molecular e os fosfolipidios ficam retidos no
extrator. O material extraido pode entdo ser analisado diretamente ou ser
submetido a posterior separacdo entre os antioxidantes e a gordura. Gorduras
puras e alimentos com baixo teor de gordura dispensam esta etapa inicial,
podendo ser submetidos diretamente a extragdo dos antioxidantes da matriz, por

destilagéo ou por solvente, e posteriormente a analise do extrato.

Nos anos 60, a destilagdo por vapor era a técnica de extracdo mais
utilizada, sendo os antioxidantes vaporizados a partir de uma mistura de agua e
gordura e transportados por uma corrente de vapor até um condensador de agua
fria. A adicdo de determinados sais ao frasco de destilagdo aumenta a
temperatura do vapor e previne a formagdo de acroleina, que interfere nas
analises posteriores (STUCKEY, 1968).
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Segundo ROBARDS & DILLI (1987), as técnicas de destilagdo por vapor e
destilag@o a vacuo apresentam valor limitado, embora tenham sido utilizadas por
alguns autores (ANGLIN et al, 1956; FILIPIC & OGG, 1960: SZALKOWSKI &
GARBER, 1962). A destilagéo por vapor apresenta como principais desvantagens
o tempo requerido para a extragéo e o volume de destilado necessario para obter

recuperagoes quantitativas.

A extrag@o por solventes tem sido amplamente utilizada, com ou sem a
inclusdo de etapas posteriores de limpeza do extrato. Técnicas de particdo
liquido-liquido e passagem dos extratos através de colunas de limpeza podem ser
utilizadas para a remogdo de substdncias co-extraidas com os antioxidantes
(KOCHHAR & ROSSEL, 1997).

Os solventes normalmente utilizados para a extragdo de antioxidantes sao:
acetonitrila, éter de petroleo, dimetilsulféxido, hexano, alcoois e solu¢ées aquosas
de alcoois (ROBARDS & DILLI, 1987). A porgdo gordurosa € geralmente
dissolvida em hexano ou éter de petrdleo e os antioxidantes sdo extraidos pelo
solvente polar. As desvantagens da extragdo com ACN s&o a baixa recuperagdo
do BHT e os niveis relativamente altos de compostos interferentes co-extraidos. A
vantagem da extragdo com metanol ou solugbes aquosas de metanol é a
eficiéncia na eliminagéo da fase gordurosa, o que evita a turbidez (ENDEAN,
1976; SAAG, 1982). Por outro lado, uma desvantagem da extragdo com solugdes
alcodlicas € que a etapa de concentragdo por evaporagdo, normalmente
necessaria quando se detectam baixos niveis de antioxidantes, geralmente
acarreta perdas de BHA e BHT por volatilizagdo (ENDEAN, 1976).

A extragdo com acetonitrila foi utilizada por diversos pesquisadores, entre
eles: SENTEN et al (1977), AUSTIN & WYATT (1980), WYATT (1981), PAGE &
CHARBONNEAU (1989) e YAMADA (1990). O metanol, por sua vez, foi o
solvente utilizado por HAMMOND (1978), ARCHER (1981) e GARCIA & CAMINO
(1983), e o dimetilsulfoxido por YU et al (1984), entre outros.
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Outros solventes citados na literatura incluem acetonitrila saturada com
pentano (KANEMATSU et al, 1973), misturas de éter de petrleo e metanol a 50 e
80% (KING et al, 1980), sistemas acetonitrila/ 2-propanol/ etanol/ acido oxalico
0,2% (GERTZ & HERRMANN, 1983), etil acetato (KITADA et al, 1984),
acetonitrila/2-propanol/etanol, a 2:1:1 (YAMADA et al, 1993), entre outros. O
método oficial da AOAC (Secdo 983.15, 1990) para determinacdo de
antioxidantes fendlicos em 6leos e gorduras recomenda a dissolugédo da amostra

em hexano, seguida pela extragédo dos antioxidantes com acetonitrila.

1.2.3.2. Determinagéo
Métodos Colorimétricos e Espectrofotomeétricos:

Os métodos colorimétricos e espectrofotométricos eram, no passado, os
mais amplamente utilizados para a determinagdo quantitativa de antioxidantes
sintéticos (STUCKEY & OSBORNE, 1965 e STUCKEY, 1968). Devido as suas
varias limitagbes, como o tempo de andlise, a ndo separagdo de compostos
interferentes e, muitas vezes, os altos limites de deteccdo obtidos e a
impossibilidade de determinagdes simultdneas de antioxidantes, estes métodos
foram substituidos, ao longo dos anos, por técnicas cromatograficas, como a
cromatografia gas-liquido e a cromatografia liquida de alta eficiéncia, que sao
atualmente os mais utilizados (KOCHHAR & ROSSEL, 1997).

As moléculas dos antioxidantes fendlicos absorvem fortemente na regido
ultra-violeta (UV) e infra-vermelha (IV), podendo também ser convertidas em
complexos coloridos, que absorvem fortemente na regido visivel. Técnicas de
absorcdo em UV e IV sdo Uteis para a identificagdo de antioxidantes fendlicos ou
para a sua quantificagdo, quando presentes em concentragGes relativamente
altas, sendo insatisfatorias para a quantificacdo das baixas concentragoes

normalmente encontradas em extratos de diversos alimentos (STUCKEY, 1968).
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Nas técnicas colorimétricas, um volume conhecido do extrato que contém o
antioxidante e tratado com um reagente especifico para o desenvolvimento de
cor, produzindo absor¢do méxima na regido visivel do espectro de absorgdo. A
tonalidade e a intensidade de cor oferecem um indicativo do tipo e da quantidade
de antioxidante presente. Compostos fendlicos naturalmente presentes no
alimento também apresentam tais reagGes de cor, o que dificulta a obtencdo de
resultados acurados quando a concentragdo de antioxidantes é relativamente
baixa (STUCKEY, 1968).

Os reagentes mais utilizados na determinagdo colorimétrica do BHA s&o o
0 2,6-dicloroquinona clorimida (Reagente de Gibbs) e o A&cido sulfanilico
diazotizado (Reagente de Ehrlich) (STUCKEY & OSBORNE, 1965; ENDEAN,
1976 e ROBARDS & DILLI, 1987). No primeiro caso, o tratamento do extrato
contendo o BHA com o reagente resulta em um composto azul, que é quantificado
por absor¢do a 620 nm (STUCKEY & OSBORNE, 1965). O Reagente de Gibbs
tem a propriedade de se ligar a substancias fendlicas nas posigGes orto e para e,

consequentemente, ndo reage com BHT.

O Reagente de Gibbs foi utilizado por MAHON & CHAPMAN (1951),
ANGLIN et al (1956), FILIPIC & OGG (1960), ACZEL et al (1972), SATO &
KAWAMURA (1972) e KOBAYASHI et al (1986a; 1986b). A reagdo com acido
sulfanilico diazotizado, por sua vez, foi utilizada por LAZLO & DUGAN (1961),
ARMANDOLA (1971) e FORN & SABATER (1984).

Outras reagOes colorimétricas para determinagéo de BHA sdo a nitrosacéo,
gue envolve uma reagdo com nitrito de sodio em presenga de acido hidroclorico
(ENDEAN, 1976), a reacdo com diazo-4-metoxi-2-nitroanilina em presenca de
dietilamina (AMATO, 1968) e a reacao com 1,1'-difenil-beta-picril-hidrazil (DPPH),
também utilizada para a determinagéo de BHT e PG (SPYCHALA & KRZYWICKI,
1972).
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A determinacdo colorimétrica de BHT envolve principalmente dois
reagentes, o cloreto férrico-2,2' bipiridina e a 3,3'-dimetoxibenzidina (dianisidina).
No primeiro caso, o extrato obtido da amostra é tratado com cloreto férrico - 2,2'-
bipiridina, e a absorbancia & determinada a 515 nm. A coloracdo vermelha obtida
resulta da redugdo do reagente pelo antioxidante, com a formagdo de um
complexo ferro-bipiridina (STUCKEY & OSBORNE, 1965; ENDEAN, 1976 e
ROBARDS & DILLI, 1987).

Esta reagdo, também denominada Método de Emmerie e Engel, foi
utilizada por ANGLIN et al (1956), FILIPIC & OGG (1960) e por SATO &
KAWAMURA (1972), para determinagao de BHA e BHT em alimentos gordurosos.
A reacao de BHT com dianisidina e acido nitroso, que resulta em uma coloragao
rosa, foi utilizada por (SZALKOWSKI & GARBER, 1962) e por (KOBAYASHI et al,

1986b), sendo a absorbancia medida a 520 nm.

Todos os antioxidantes para uso em alimentos absorvem na regido UV,
entre 240 e 300 nm, apresentando espectros caracteristicos (ENDEAN, 1976).
Quando utilizados para fins quantitativos, os métodos espectrofotométricos na
regido UV sdo normalmente associados a procedimentos cromatograficos ou a
outros meétodos seletivos de extragdo, evitando a interferéncia de outros
compostos que possam absorver na mesma regido (ENDEAN, 1976; ROBARDS
& DILI, 1987).

Procedimentos espectrofotométricos na regido UV foram utilizados por
varios autores, em trabalhos mais antigos, para a quantificagdo de antioxidantes
em matrizes gordurosas: WHETSEL et al (1955), PHILLIPS & HINKEL (1957),
HANSEN et al (1959), KOMAITIS & KAPEL (1959), ALICINO et al (1963), ACZEI
et al (1972), SELMECI & ACZEL (1975), CAMURATI & RIZZOLO (1979). A
metodologia utilizada na maioria destes trabalhos envolve etapas prévias de
extracdo e separacdo dos antioxidantes das matrizes, alguns deles incluindo

colunas cromatograficas ou placas de silica.
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Um outro método espectrofotométrico para a determinagdo de alguns
antioxidantes foi desenvolvido por PRASAD et al (1985), utilizando permanganato
de potassio e metol (p-N-metil aminofenol), onde este Ultimo é oxidado pelo
permanganato de potassio, acoplando-se aos antioxidantes e resultando em uma

absorgdo maxima a 560 nm para PG, 550 nm para acido galico e 510 nm para
BHA.

PRASAD et al (1987) utilizaram 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona
hidrocloreto (MBTH) e sulfato de aménio cérico para a determinagdo de TBHQ,
BHA e acido galico, onde o MBTH é oxidado e seus produtos de ressonancia
ligam-se aos antioxidantes, resultando em espécies coloridas que obedecem a Lei
de Beer, com absor¢do maxima a 500 nm para o TBHQ, 480 nm para o BHA e
440 nm para o acido gélico. O método, aplicavel a 6leos e gorduras, foi, segundo
os autores, o primeiro procedimento espectrofotométrico proposto para a

quantificagédo de TBHQ.

Mais recentemente, dois métodos espectrofotométricos foram
desenvolvidos por SASTRY et al (1992, 1993), para a determinagdo de BHA e
TBHQ em oleos vegetais, com base na formagéo de cor resultante da reagao de
BHA com Fe (lll)-2,4,6-tripiridil-S-triazina (TPTZ) ou cloreto de trifenil tetrazdlio
(TTC). Além destes reagentes, os autores utilizaram o 10, - /Mo(VI)/I" /metol-
sulfanilamida e, segundo eles, os trés reagentes possibilitaram medidas sensiveis

e acuradas.
Métodos Cromatograficos:

Técnicas cromatograficas como a cromatografia em papel (CP), a
cromatografia em camada delgada (CCD) e a cromatografia por permeacao em
gel (CPG) foram desenvolvidas desde o inicio dos anos 50, para separagdo,
detecgdo e quantificacdo de antioxidantes em alimentos, sendo os resultados
quantitativos ou semi-quantitativos obtidos por densitometria ou por eluigdo das

manchas, seguida por técnicas colorimétricas ou espectrofotométricas
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(RAJALAKSHMI & NARASIMHAN, 1997). No passado, a CP e a CCD foram
extensivamente utilizadas para a separacédo e a determinacdo de antioxidantes,
principalmente em funcdo da simplicidade de execugdo e do baixo custo
associados a estas técnicas (KOCHHAR & ROSSEL, 1997).

De acordo com ROBARDS & DILLI (1987), a separagao obtida por CCD é
mais rapida, embora sua reprodutibilidade em termos de R; (fator de retencao)
seja pior que a obtida em separagdes por CP. Por outro lado, a CCD permite a
utilizagao de reagentes mais corrosivos do que a CP. Na determinagcdo de
antioxidantes por CCD, diversas fases absorventes podem ser utilizadas, como
silica gel, alumina, celulose acetilada e poliamida (KOCHHAR & ROSSEL, 1997).
Os reagentes utilizados para a detecgdo de antioxidantes através de técnicas
colorimétricas sao normalmente aplicados na forma de spray (ROBARDS & DILLI,
1987). Segundo SAHASRABUDHE (1964), a determinagdo quantitativa de
antioxidantes por CCD depende principalmente de 3 fatores: extragéo efetiva dos
compostos da matriz, separagdo adequada dos mesmos e recuperagao

quantitativa a partir das placas.

Um método analitico para detecgdo e determinacdo simultdnea de BHA,
BHT e TBHQ em oleos por CCD foi descrito por NAKAZATO et al (1980), com
recuperacdo na faixa de 89-97% para TBHQ, 93-99% para BHA e 87-95% para
BHT.

VAN PETEGHEM & DEKEYSER (1981) desenvolveram uma metodologia
analitica para a identificacdo de BHA, BHT, galatos, ascorbil palmitato, NDGA
(acido nordihidroguaiarético), tocoferol e TBHQ por CCD, em 6leos e gorduras, na
qual sprays de cloreto férrico- 2,2-bipiridina e 2,6-dibromoquinona-4-clorimida
foram aplicados para o desenvolvimento de cor, com posterior determinagéo
espectrofotométrica a 254 e 366 nm. A CCD foi também utilizada em um estudo
colaborativo realizado por ALARY et al (1982), para a separagao e detecgédo
qualitativa de BHA, BHT, galatos e NDGA.
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Apesar das limitagbes da CCD em relagdo a outros métodos
cromatogréficos, como a CGL e a CLAE, particularmente quanto aos limites de
detecgdo, a aplicagdo da CCD para a identificagdo e determinagdo de
antioxidantes em alimentos ainda é utilizada em alguns casos, em fungéo de seu
baixo custo. Além disto, a CCD de alta eficiéncia, cuja sigla em inglés é HPTLC,
parece apresentar uma aplicagdo potencial no campo dos antioxidantes
(KOCHHAR & ROSSEL, 1997).

A CPG foi utilizada por DOEDEN et al (1979), para a analise rapida de
BHA, BHT e TBHQ em o6leos e gorduras. O método descrito ndo requer o
isolamento prévio dos antioxidantes da matriz e envolve detecgdo

espectrofotométrica a 280 nm.

Desde o seu desenvolvimento, no inicio dos anos 50, a CG tornou-se uma
das principais ferramentas para a determinagdo analitica de antioxidantes em
alimentos, tendo como uma das principais vantagens a possibilidade de detecgdo
de pequenas quantidades destes compostos (STUCKEY & OSBORNE, 1965). A
CG é geralmente considerada mais exata, sensivel e rapida para analises
quantitativas do que os métodos colorimétricos e espectrofotométricos
tradicionais, destacando-se pela sua habilidade em separar, identificar e
determinar teores da ordem de nanogramas de misturas complexas,
simultaneamente (ROBARDS & DILLI, 1987).

Vérios métodos foram desenvolvidos utilizando principalmente a
cromatografia gas-liquido (CGL), para a determinagdo quantitativa de
antioxidantes em oleos e gorduras, granulos de batata, gomas de mascar,
cereais, pescados, produtos lacteos e carmneos (KOCHHAR & ROSSEL, 1997).
Antioxidantes como BHA, BHT e, a uma menor extensdao, TBHQ, exibem
excelentes propriedades para a andlise por CG, sendo facilmente volatilizados e
possibilitando analises diretas, tanto em fases estacionarias polares quanto

apolares. Outros antioxidantes mais polares, como PG e NDGA, exigem etapas
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prévias de derivagao, para conversdao em compostos volateis, visando a redugéo
dos tempos de retengédo e melhor performance cromatografica (ENDEAN, 1976 e
ROBARDS & DILLI, 1987).

Os detectores mais utilizados na determinag@o de antioxidantes por CGL
sdo os de ionizagado de chama e, entre as colunas mais utilizadas, estdo as do
tipo SE-30 ou Carbowax- 20M (RAJALAKSHMI & NARASIMHAN, 1997). Analises
a temperatura constante foram utilizadas por alguns pesquisadores (BUTTERY &
STUCKEY,1961; SCHWIEN et al, 1966; HARTMAN & ROSE, 1970; AUSTIN e
WYATT, 1980; GARCIA & CAMINO, 1983; MARIANI & FEDELI, 1983; STIJVE &
DISERENS (1983), enquanto outros descrevem métodos envolvendo
programacéo de temperatura (McCAULLEY et al, 1967; KANEMATSU et al, 1973;
SENTEN et al, 1977; KLINE et al, 1978; WYATT, 1981; MIN e SCHWEIZER,1982,
1983; YU et al, 1984).

Diferentes padroes internos tém sido utiizados em analises de
antioxidantes por cromatografia gasosa, tais como: metil undecanoato (HARTMAN
e ROSE, 1970), benzofenona (KANEMATSU et al, 1973), di-BHA (SENTEN et al,
1977), propil para-hidroxibenzeno ou propil parabeno (AUSTIN e WYATT, 1980),
butil para-hidroxibenzoato (WYATT, 1981), undecanoato de metila e laurato de
etila (MARIANI e FEDELI, 1983). O gas de arraste mais utilizado € o nitrogénio
(BUTTERY e STUCKEY, 1961; McCAULLEY et al, 1967, KANEMATSU et al,
1973; SENTEN et al, 1977; AUSTIN e WYATT, 1980; WYATT, 1980; MIN e
SCHWEIZER, 1982, 1983; MARIANI e FEDELI, 1983; STIJVE e DESIRENS,
1983; YU et al, 1984) e, com menor frequéncia, o hélio (HARTMAN e ROSE,
1970; KLINE et al, 1978; GARCIA e CAMINO, 1983) e o argénio (SCHWIEN et al,
1966).

29




Na Tabela 3 encontra-se um resumo dos principais trabalhos relatados na
literatura envolvendo a determinacdo de antioxidantes por CG. Outros exemplos
sao citados por ROBARDS & DILLI (1987) e KOCHHAR & ROSSEL (1997).

Os avangos na instrumentagao da cromatografia liquida, a partir dos anos
70, tornaram possivel o desenvolvimento de métodos rapidos, ndo-destrutivos e
com separacdes quantitativas de varios compostos ndo volateis, tendo inicio
nesta época a utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na
separagao de antioxidantes (ENDEAN, 1976).

Segundo INDYK & WOOLARD (1986), as vantagens da CLAE em relacéo a
outras técnicas incluem especificidade, sensibilidade, exatiddo, precisao,
capacidade de determinagbes simultédneas, automagio e eliminacdo de etapas
tediosas de manipulagdo da amostra. Por outro lado, estdo envolvidas
desvantagens, tais como a manipulagéo envolvida na extragdo por solventes, com
consequentes perdas por oxidagdo e possiveis diferengas de recuperagcdo em
analises multi-componentes. Além disto, os lipidios residuais co-extraidos devem

ser removidos antes da injegdo da amostra na coluna.

A natureza polar dos antioxidantes fendlicos & altamente adequada a
cromatografia de fase reversa; em vista disto, varios procedimentos
cromatograficos com fase reversa foram desenvolvidos para a analise destes
compostos, a maioria utilizando detecgdo no UV. Separacdo de antioxidantes em
fase normal tém sido utilizada com menor frequéncia, sendo restritas
principalmente a analises de BHA, BHT e TBHQ (ROBARDS & DILLI, 1987). Na
maioria dos trabalhos encontrados na literatura sdo utilizados gradientes de
solventes (HAMMOND, 1978; PAGE, 1979, 1983, 1993; ARCHER, 1987, PAGE &
CHARBONNEAU, 1989, ANDRIKOPOULOS et al, 1991 e outros), embora elui¢ao
isocratica tenha sido utilizada em alguns casos (BHASKAR & BELAVADI, 1980;
VAN NIEKERK & DU PLESSIS, 1980; BOCCA E DELISE, 1982; INDYK &
WOOLARD, 1986; ANDERSON & VAN NIEKERK, 1987; HALL Il et al, 1994).
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Detectores amperométricos foram utilizados por KING et al (1980) e
KITADA et al (1985), para detecgéo de antioxidantes como BHA, BHT, TBHQ, PG,
NDGA e outros. A utilizacdo de detectores de fluorescéncia foi descrita por
GERTZ & HERRMANN (1983) e YAMADA (1990), para os mesmos tipos de
compostos. MASOUD & CHA (1982) investigaram a utilizagdo simultanea de
detectores de fluorescéncia, UV e eletroquimico na determinagéo de antioxidantes
fendlicos. Mais recentemente, YANKAH et al (1998) determinaram BHA, BHT e
TBHQ em odleos, alimentos gordurosos e fluidos biolégicos por CLAE, com

detecgéo fluorimétrica.

PAGE (1979) propds um procedimento para a determinagdo simultanea de
9 antioxidantes fenodlicos em 6leos e gorduras, no qual os antioxidantes BHA,
BHT, TBHQ, Ilonox-100 (2,6-di-terc-butil-4-hidroximeetilfenol), THBP (2,4,5-
trihidroxibutirofenona), PG (propil galato), OG (octil galato), DG (dodecil galato) e
NDGA (acido nordihidroguaiarético) foram extraidos com acetonitrila a partir de
uma mistura amostra-hexano, concentrados e determinados por CLAE, em coluna
LiChrosorb RP-18 (10 um, 250 x 3,2 mm). Foi utilizada elui¢do por gradiente, com
agua:acido aceético (95:5, v/v) e acetonitrila:acido acético (95:5, v/v) e deteccao a
280 nm. Este método foi utilizado, com algumas modificagées, em um estudo
colaborativo para determinacdo dos mesmos compostos, com exce¢ado do OG e
do DG (PAGE, 1983). No primeiro estudo, foram obtidas recuperagdes médias
entre 84 e 87%, para o BHT, e entre 96 e 103%, para os demais antioxidantes; no
estudo colaborativo, a recuperacdo média do BHT foi de 85% e a dos demais
antioxidantes variou entre 93,2 e 98,3%. O método foi considerado satisfatorio
pelos autores e posteriormente adotado pela AOAC como metodologia oficial para
a determinacao de PG, THBP, NDGA, TBHQ, BHA, BHT e lonox-100 em oleos e
gorduras (AOAC, Secdo 983.15, 1990).

Um outro estudo colaborativo foi realizado por PAGE (1993) para a
adaptacao do método descrito no trabalho anterior (PAGE, 1979) a gordura anidra

de leite. Neste estudo, 10 laboratérios investigaram a determinagcédo de PG, OG,
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DG, THBP, TBHQ, NDGA, BHA, BHT e lonox-100 em 10 amostras de gordura
anidra de leite. Algumas modificagdes foram feitas em relacdo ao método anterior,
como o uso de uma coluna mais eficiente (C,, com silica esférica ligada), um
sistema eluente ndo aquoso (acetonitrila:metanol, 1:1) e injegdo de um menor
volume de amostra (10 pl ao invés de 20 ul). As recuperacées médias foram

superiores a 93%, com excegéo do BHT (79%).

Mais recentemente, McCABE & ACWORTH (1998) propuseram um método
por CLAE, com detecgéo eletroquimica, para determinacdo de 9 antioxidantes
fendlicos em manteiga, margarina, shortening e gordura animal. Neste caso, as
amostras foram dissolvidas em hexano e os antioxidantes foram extraidos com
acetonitrila. A coluna utilizada foi Supelcosil LC-18, 5 mum, utilizando-se gradiente
de: (a) solugcdo de acetato de sédio 256mM e acido citrico-metanol (95;5, v/v) 25
mM e (b) solugdo de acetato de sddio 25mM e acido citrico-metanol-acetonitrila
(20:40:40, viv) 25 mM. Segundo os autores, as vantagens do método proposto em
relagdo ao recomendado pela AOAC incluem menores limites de detecgao,
intervalo de respostas lineares mais amplo, menor consumo de solvente e

menores custo e tempo por analise.

Outros exemplos da utilizagdo da CLAE na determinagdo analitica de

antioxidantes fenolicos sao apresentados na Tabela 4.
Outros Métodos:

Além da colorimetria, espectrofotometria e cromatografia, outros métodos
podem ser utilizados na determinagdo analitica de antioxidantes, como a
polarografia e métodos eletroquimicos relacionados, complexometria, fluorimetria,
espectrometria no IV, ressonancia nuclear magnética (RNM), densitometria e
métodos cinéticos (ROBARDS & DILLI, 1987).

As propriedades de luminescéncia dos antioxidantes BHA, BHT e PG foram
estudadas por LATZ & HURTUBISE (1969), que descreveram um método
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fluorimétrico para a determinagdo direta de PG em presenga dos outros dois
compostos em gordura animal. O cloroférmio, utilizado como solvente, tem a
propriedade de extinguir a fluorescéncia do BHA e do BHT, ressaltando a do PG;
guantidades da ordem de 0,005% deste Ultimo composto puderam ser
determinadas, sem a irterferéncia dos demais. Estes mesmos autores, em
publicacdo posterior (HURTUBISE & LATZ, 1970), descreveram um método
fluorimétrico para a determinagé@o de BHA em gordura animal, cereais e materiais

de embalagem, através do qual eliminou-se a interferéncia de BHT e PG.

HURTUBISE (1970, 1975) investigou as propriedades de fluorescéncia dos
antioxidantes BHA, BHT, TBHQ e PG, entre outros. O BHA e o0 PG mostraram-se
fortemente fluorescentes e significativamente fosforescentes; a extingdo da
fluorescéncia do BHA e do BHT por cloroférmio foi também comprovada. Em um
estudo posterior (HURTUBISE, 1976), o mesmo autor descreveu as propriedades
de extingdo seletiva de fluorescéncia do BHA, BHT, PG e TBHQ em solucédo de

etanol:cloroférmio (80:20).

FORN (1980) descreveu um método fluorimétrico e um método
densitométrico para a determinacdo de antioxidantes sintéticos em alimentos
gordurosos, apds sua extracdo com acetonitrila ou dimetilsulféxido e separagao
por cromatografia em camada delgada. O método fluorimétrico permitiu a
determinacé@o de galatos de alquila, BHA, TBHQ e etoxiquina, sendo o método
densitométrico adequado a determinagdo destes mesmos compostos, além do

BHT e palmitato de ascorbila.

A voltametria de pulso diferencial foi utilizada por BEAULIEU (1982), para a
determinacédo de BHA ou BHT em granulos de batata, sendo a técnica comparada
com a CGL. Em matrizes semelhantes, RUIZ et al (1994) e AGUI et al (1995)
determinaram respectivamente BHA e BHA/BHT, através de voltametria catalitica,

utilizando eletrodos de carbono.
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1.3. Ingestao de aditivos alimentares

A autorizagdo de uso de um aditivo alimentar exige, em geral, a
demonstragdo da necessidade tecnoldgica e da seguranga de uso. Esta Gltima,
por sua vez, envolve a avaliagdo toxicolégica e a estimativa da ingestdo potencial
da substancia. Estimativas da ingestdo diaria esperada para o aditivo sdo
calculadas no sentido de verificar se existe possibilidade de exposigdo excessiva

dos consumidores a substancia, sob as condigdes de uso propostas (BAR &
WURTZEN, 1990).

Para estimar a ingestdo de aditivos alimentares sdo necessarias
informagbes a respeito dos niveis destas substancias presentes nos alimentos,
aléem de dados de consumo de alimentos pela populagdo. A obtengdo destes dois
tipos de informacao ndo é uma tarefa simples, ja que a determinagdo de pequenas
quantidades de uma determinada substancia em uma dieta complexa pode
representar grandes dificuldades analiticas e, por outro lado, a disponibilidade de

dados de consumo de alimentos é limitada, principalmente no que se refere a

alimentos especificos da dieta.

Segundo a Organizagdgo Mundial de Saude (WHO,1985), dados sobre
consumo de alimentos, utilizados para a determinagédo da ingestdo de um
componente presente na dieta por uma determinada populagao, devem refletir os
seus verdadeiros habitos alimentares. Estes habitos, por sua vez, variam bastante
de individuo para individuo, bem como entre grupos de individuos, sem contar a
existéncia de grupos especificos de consumidores, como minorias étnicas e
culturais, criangas, gestantes, lactentes, diabéticos, idosos, etc. Em vista disto, ao
se avaliar dados de consumo de alimentos, estas possiveis variagées entre

diferentes grupos da populagéo devem ser consideradas.
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1.3.1. Dados de consumo de alimentos

Em geral, dois procedimentos podem ser utilizados para a obtengéo de
dados de consumo de alimentos, um deles referente ao consumo de alimentos por
um grupo da populagéo e o outro compreendendo dados individuais de consumo.
Os métodos que podem ser utilizados em ambos os procedimentos sdo
apresentados na Tabela 5. A escolha do método mais adequado esta relacionada
a fatores como: objetivos da pesquisa, idade, escolaridade e interesse dos

individuos ou da populagdo, assim como custos e recursos disponiveis (WHO,
1985).

Tabela 5 - Métodos para a obtencdo de dados de consumo de alimentos

Procedimento Meétodos

Individual

Diario de alimentos e pesagem do
alimento ingerido

- Duplicagdo da porgao
- Lembranca da dieta

- Frequéncia dos alimentos

Populagao Diario de alimentos e pesagem do

alimento ingerido
- Lembranga da dieta
- Frequéncia dos alimentos

- - “Desaparecimento” de alimentos de
um local ou pais
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Os métodos citados na Tabela 5 estio discutidos em detalhes na

publicacdo da Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 1985), sendo brevemente
descritos a seguir.

Diario de Alimentos/Pesagem do alimento ingerido:

Este método requer que o individuo escreva em um diario o tipo e a
quantidade dos alimentos consumidos ao longo de um determinado periodo de
tempo, que pode variar de 24 horas até 4 a 10 dias. O método exige um alto grau
de colaboracg&o por parte dos participantes, aspecto que deve ser levado em conta
ao se avaliar a exatiddo dos dados. O método baseado na pesagem do alimento
ingerido & similar ao do diario de alimentos, porém exige que estes sejam pesados
antes do consumo. Esta técnica exige um esforgo maior por parte dos
participantes, ndo sendo apropriada para estudos com populagées em grande

escala.

Lembranca da dieta:

Neste metodo, solicita-se aos participantes que se recordem do tipo e
quantidade de alimentos que consumiram durante um determinado periodo,
geralmente 24 horas antes da entrevista, podendo a mesma ser realizada até
mesmo por telefone. Em alguns casos, o método pode ser estendido a periodos
de até 7 dias, como por exemplo no caso de dietas constantes ou quando apenas
um ou dois alimentos s@o de interesse, sendo inadequado para estudos
envolvendo dietas variadas. A técnica baseada em um periodo de 24 horas é a
que exige menos esforgco dos participantes e, portanto, a que oferece maior

nimero de respostas em estudos de grande escala.
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Frequéncia dos Alimentos:

Por este método, que ndo exige muito esfor¢co dos participantes, pode-se
obter um reflexo dos habitos de consumo de determinados tipos de alimentos. O
questionario sobre frequéncia de alimentos consiste em uma relagéo de produtos,
onde o entrevistado deve indicar o niumero de vezes ao dia, semana ou més que
consome cada um deles, podendo também ser solicitadas informagdes sobre a

por¢cdo consumida, utilizando-se porgdes padrao como referéncia.

Duplicagéo da Porgéo:

Consiste em organizar a aquisicdo e preparagdo do dobro dos alimentos
normalmente consumidos por um individuo, normalmente em periodos de 24
horas. As duplicatas dos alimentos sdo pesadas e reservadas para analise. Em
funcao do custo e do tempo envolvidos, o0 método é adequado para pesquisas em
pequena escala, geralmente para avaliagdo da exposicdo de pequenos grupos de

risco.

Desaparecimento de Alimentos:

® Em um local. dados sobre o consumo de alimentos por um grupo de
pessoas (familia, hospital, instituicdes, etc.) podem ser obtidos dividindo-se
a quantidade de alimentos que desapareceram da cozinha em um
determinado periodo de tempo, geralmente uma semana, pelo nimero de

pessoas presentes no local.

® Em um pais: quando nao existem recursos suficientes para a realizagdo de
pesquisas de consumo nacional de alimentos, pode-se utilizar o saldo de
alimento no pais, que dividido pelo nimero de habitantes fornece a
quantidade de alimento consumida por individuo. Este saldo € calculado
pela soma dos alimentos produzidos, importados e retirados de reservas,

da qual se subtraem os alimentos exportados, colocados em reservas,
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utilizados para ragbes animais ou outros fins ndo alimenticios e perdidos
durante a distribuicdo e o transporte. O método ndo fornece uma medida
real do consumo, ja que nao considera os alimentos desperdicados e os
alimentos produzidos em escala familiar, além de ndo levar em conta
variagdes sazonais ou a distribuicdo de alimentos dentro da populacéo de
acordo com fatores geograficos, sociais ou econémicos. Pode ser utilizado,
entretanto, para a determinacdo do consumo médio anual nacional de
alimentos.

De modo geral, todos os métodos descritos podem ser adaptados aos
objetivos de uma determinada pesquisa e as caracteristicas da populagéo alvo. E
muito importante, porém, que os investigadores conhegam a fundo os alimentos
tipicos e suas formas de preparo, que sejam respeitados os recursos disponiveis
para o estudo e que as limitagdes dos métodos utilizados sejam consideradas na
interpretagdo dos dados obtidos (WHO, 1985).

1.3.2. Estimativa da ingestao de aditivos alimentares

Para que seja avaliada a seguranga de uso de um aditivo alimentar, sdo
realizados varios ensaios toxicologicos para identificacdo de possiveis efeitos
adversos decorrentes de seu consumo. Os dados resultantes destes estudos sao
avaliados pelo JECFA, sendo estabelecido um valor de IDA (Ingestdo Diaria
Aceitavel) para esta substancia. As recomendacées do JECFA s&o utilizadas pelo
CCFAC (Comité do Codex para Aditivos Alimentares e Contaminantes) no
estabelecimento de limites de uso da substancia em diferentes alimentos. O uso
de aditivos alimentares é regulamentado, portanto, com base na IDA, no sentido
de assegurar que esta n&o sera ultrapassada através da ingestdo de alimentos
pelo consumidor (LARSEN & PASCAL, 1998).

A IDA é definida como a quantidade de uma determinada substancia que

pode ser ingerida diariamente durante toda a vida de um individuo, sem riscos
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apreciaveis a sua saude, sendo expressa em miligramas da substancia por
quilograma de peso corpéreo (pc). Normalmente, considera-se 60 kg como o peso
corporeo médio da populagdo , embora nos paises asigticos e paises em
desenvolvimento um valor de 50 kg possa representar melhor a média de peso da
populagdo (CAC, 1989). A expressao “sem riscos apreciaveis a saude” representa
a certeza pratica de que nenhum dano resultara do consumo da substancia em
questdo, mesmo apos a exposi¢do a mesma durante toda a vida (VETORAZZI,
1987).

A IDA é expressa como uma faixa, de zero até um limite superior,
considerada como o intervalo de aceitabilidade da substancia, de forma a
incentivar o uso de limites baixos sempre que isto for tecnologicamente possivel
(HERRMAN, 1993). Apesar de todo o intervalo de aceitabilidade poder ser
utilizado com seguranga, obviamente quanto menor a quantidade consumida,
menores os riscos (TRUHAUT, 1991).

A IDA é calculada através da divisdo do valor do NOEL (nivel sem efeito
adverso observado), geralmente derivado de estudos de toxicidade crénica com
animais experimentais, por um fator de segurangca adequado. Para aditivos
alimentares, o fator de seguranga normalmente utilizado € 100, compreendendo
dois fatores multiplicativos de 10 cada, sendo o primeiro referente as diferencgas
entre o homem e a espécie animal utilizada no estudo e o segundo as possiveis
diferencas entre os proprios seres humanos (WHO, 1987). Outras subdivisGes dos
componentes do fator de segurancga sdo propostas por RENWICK (1991, 1993),
considerando dados toxicocinéticos e toxicodindmicos, quando disponiveis.
Existem diferentes categorias de IDA, conforme os dados cientificos disponiveis e
o grau de toxicidade associado aos diferentes aditivos (VETORAZZI, 1987,
POULSEN, 1991; TRUHAUT, 1991).

O NOEL, expresso em mg da substancia por kg de peso corporeo, é

baseado na espécie animal mais sensivel estudada e corresponde a maior dose
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de uma determinada substancia que ndo produziu alteragdes adversas
detectaveis no estudo, em termos de morfologia, capacidade funcional,
crescimento, desenvolvimento ou tempo de vida (LARSEN & PASCAL, 1998). O
NOEL e, portanto, um valor determinado experimentalmente, ndo envolvendo
extrapolagéo ou interpolagé@o. Na auséncia de outras manifestagées de toxicidade,
um decrescimo significativo do ganho de peso pode ser considerado como um
efeito adverso, embora em alguns casos este seja mais um efeito nutricional do
que toxico (WALKER, 1998).

Cumpre salientar que uma conclusdo toxicolégica a respeito de uma
determinada substancia pode sofrer alteracdo sempre que novos dados
experimentais ou epidemiologicos relevantes a justifiquem. Este fato se aplica a
todas as categorias de IDA, inclusive a IDAs ndo especificadas. Desta forma,
devido a natureza dinamica do processo de avaliagdo e reavaliagédo de aditivos,
algumas substéncias passam por diferentes categorias de seguranga ao longo de
sua regulamentacédo (VETORAZZI, 1987).

Denomina-se ingestdo potencial de um aditivo alimentar a ingestéo provavel
do composto, decorrente dos limites maximos permitidos para o seu uso em
diferentes alimentos ou grupos de alimentos e do modelo de consumo alimentar
da populagdo em estudo. Diferentes abordagens exitem para a estimativa da
ingestdo de aditivos alimentares, algumas delas envolvendo custo e tempo

elevados, o que dificulta a realizagao deste tipo de estudo em alguns paises.

Varias tentativas tém sido feitas no sentido de se determinar niveis
maximos de uso de aditivos a partir de suas respectivas IDAs, ndo existindo,
porém, nenhum procedimento que seja, ao mesmo tempo, simples e exato para
este fim. Este tipo de calculo torna-se um tanto complexo, em fungdo dos
seguintes aspectos: (a) diferentes niveis de um determinado aditivo podem ser
necessarios em diferentes alimentos para se atingir os efeitos tecnolégicos

desejados, (b) os habitos alimentares de diferentes individuos s&o diferentes, em

44



termos da selecdo dos alimentos e das quantidades consumidas, (c) existem
diferencas de disponibilidade e preferéncia de certos alimentos em diferentes
paises ou grupos culturais, e (d) diferentes compostos podem preencher a mesma
fungdo tecnoldgica, de forma que o uso de uma determinada substancia reduz o

uso dos outros compostos da mesma classe funcional (BAR & WURTZEN, 1990).

Grande parte dos métodos existentes para a determinacdo da ingestao de
aditivos tem por base estatisticas de producéao de alimentos ou dados de consumo
nacional obtidos por pesquisas especificas. As estimativas mais acuradas de
ingestdo sao geradas pela utilizagdo de dados de consumo de alimentos
especificos por individuos, os quais geralmente ndo estdo disponiveis
(DOUGLASS et al, 1997).

Em resposta as solicitagbes de diversos paises que tém encontrado
dificuldades na realizagdo de estudos de ingestao, foram elaboradas pelo CCFAC
algumas orientagdes para a avaliagéo da ingestdo de aditivos alimentares. Estas
orientagbes sdo apresentadas na ALINORM 89/12A- Apendix [V, sendo
brevemente descritas a seguir (CAC, 1989).

Ingestao Diaria Maxima Tedrica (IDMT): é calculada pela multiplicagéo do
consumo diario médio per capita de um alimento ou grupo de alimentos, pelo nivel
maximo do aditivo legalmente permitido no alimento, estabelecido por padrbes
Codex ou por regulamenta¢des nacionais, somando-se entdo os valores obtidos
para cada alimento ou grupo de alimentos. A IDMT fornece apenas uma indicagao
grosseira da ingestdo dietaria de um aditivo alimentar, pois ndo considera os
habitos alimentares de grupos especiais da populagéo. Além disso, assume-se

que:

+ todos os alimentos onde um aditivo € permitido o contém;

¢ o aditivo esta sempre presente no nivel maximo permitido;
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¢ os alimentos que contém o aditivo s&o consumidos pela populagéo todos
os dias de suas vidas, em niveis equivalentes ao consumo médio per

capita;

¢+ o nivel de aditivo presente no alimento n&o é reduzido pelo cozimento ou

outras técnicas de processamento;

¢ todos os alimentos onde o aditivo &€ permitido sédo totalmente ingeridos,

nada é descartado.

A IDMT é adequada quando resulta em um valor de ingestao inferior a IDA,
significando que a ingestdo do aditivo, caso ndo haja consumo doméstico, ndo
evidencia preocupagao. Quando a IDMT é superior a IDA, estudos mais refinados
s@o necessarios para a obtengdo de dados mais proximos a ingestdo real, o que

pode ser feito através do calculo da ingestao diaria estimada.

Ingestao Diaria Estimada (IDE): é a quantidade de um aditivo ingerida pelo
consumidor médio do alimento, com base no uso real do aditivo pela industria, de
acordo com as boas praticas de fabricagdo, ou a partir de uma estimativa téao
proxima quanto possivel do nivel real de uso. Se a IDE for menor que o valor da
IDA e nao houver consumo domeéstico do aditivo, pode-se considerar que a
ingestéo € inferior a IDA. Caso a IDE seja superior a IDA, os niveis de uso do

aditivo devem ser questionados junto a industria.

Um outro procedimento que pode ser utilizado para a avaliacdo do
consumo de aditivos alimentares € o Método de “Budget”’, desenvolvido na
Dinamarca nos anos 70, que € baseado no consumo total de energia (calorias) e
liguidos e tem como principio o estabelecimento do limite maximo de aditivos em
fungdo das respectivas IDAs (BAR & WURTZEN, 1990). O Método de “Budget”,
internacionalmente aceito, foi adotado recentemente pelo CCFAC para a
avaliagao preliminar da ingestédo de aditivos alimentares. O Método baseia-se no
fato de que existe um limite fisioldgico para a quantidade de alimentos sélidos e

bebidas, e consequentemente de aditivos, que pode ser consumida diariamente e
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inclui as seguintes consideragdes: (a) a ingestdo diaria maxima de alimentos
solidos & de 25 g/kg pc e (b) a ingestdo diaria maxima de liquidos € de 100 ml/kg

pc (CAC, 1999).

O Método de “Budget” foi desenvolvido como uma maneira simples de
avaliagdo dos niveis maximos de uso propostos para aditivos alimentares, de
forma a garantir que as respectivas IDAs nao sejam excedidas. Nao constitui,
entretanto, um método para estimativas de ingestéo, pois ndo reflete exatamente
os habitos alimentares de diferentes individuos ou grupos de individuos, e nao
pode substituir calculos mais precisos de ingestdo de alimentos, nos quais
informag6es mais detalhadas sao consideradas. O Método foi delineado de forma
a refletir a pior situagédo e, portanto, tende a superestimar o consumo de aditivos
(CAC, 1999).

O calculo do limite maximo admissivel para um determinado aditivo € feito
de acordo com a propor¢cdo da dieta representada pelos alimentos que possam
conté-lo. Para aditivos que possuem IDA numérica e sdo utilizados tanto em
alimentos sdlidos quanto em bebidas, & necessario que seja alocada uma fragao
da IDA para cada uma destas aplicagbes, de forma a acomodar da melhor
maneira possivel os requerimentos tecnologicos de ambos. Quando o limite
maximo estabelecido para um aditivo € maior que o calculado pelo Método de

“Budget”, estimativas de ingestdo mais exatas devem ser realizadas (CAC, 1999).
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RESUMO

O presente artigo apresenta uma revisdo de literatura sobre os principais
aspectos toxicologicos dos antioxidantes fendlicos butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT) e terc-butil hidroquinona (TBHQ). Os efeitos téxicos destes
trés aditivos tém sido estudados por varios autores e revistos periodicamente pelo
JECFA (Joint Expert Commitee on Food Additives) em suas reunides anuais.
Entre os efeitos encontrados em estudos com animais experimentais, podem ser
citados a ocorréncia de carcinomas no primeiro estémago de roedores,
decorrente da exposi¢do ao BHA, efeitos toxicos nos pulmées, figado e sangue,
causados pelo BHT, e o potencial mutagénico do TBHQ.

Termos de indexagao: antioxidantes, BHA, BHT, TBHQ, avaliag&o toxicolégica

ABSTRACT

This paper presents a literature review regarding the main toxicological aspects of
the phenolic antioxidants butylated hydroxyanisole (BHA), butylated
hydroxytoluene (BHT) and tert-butylhydroquinone (TBHQ). The toxicological
effects of these three additives have been studied by several autors and
periodically reviewed by JECFA (Joint Expert Commitee on Food Additives) in its
anual meetings. Among the effects found in studies with experimental animals are
the occurrence of carcinoms in the forestomach of rodents, after exposure to BHA,
adverse effects in the lung, liver and blood, caused by BHT, and the mutagenic
potential of TBHQ.

Index terms: antioxidants, BHA, BHT, TBHQ, toxicological evaluation
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2.1. Introdugao

Uma das principais alteragées que ocorrem durante o procesamento, a
distribuicdo e o preparo final de certos alimentos € a oxidagdo. A autoxidagédo de
lipidios inicia outras alteragdes nos alimentos, que afetam sua qualidade

nutricional, bem como suas caracteristicas de textura, coloragéo, sabor e odor [4].

Antioxidantes sao um dos principais aditivos que protegem a qualidade dos
alimentos, através da prevengdo da deterioragdo oxidativa dos lipidios.
Compostos fendlicos e alguns de seus derivados sdo bastante eficientes na
prevengdo da autoxidacdo; apenas alguns destes compostos, entretanto, sdo
permitidos para uso como antioxidantes em alimentos. Os principais aspectos
considerados para a aceitabilidade de tais substancias sdo a sua efetividade e

sua seguranga de uso [22].

Dentre as substancias aprovadas como antioxidante para alimentos, o BHA
(butil hidroxianisol) e o BHT (butil hidroxitolueno) estédo entre as de uso mais
amplo em inumeros produtos gordurosos, apresentando boa resisténcia a
processos de forneamento, embora inadequadas a fritura. TBHQ (terc-butil
hidroquinona), introduzido como antioxidante na década de 70, € por sua vez
particularmente efetivo na estabilizacdo de oOleos altamente insaturados,
apresentando-se bastante eficiente em produtos submetidos a fritura [10,11]. As

estruturas destes trés compostos sdo apresentadas na figura 1.
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Os aspectos toxicolégicos dos antioxidantes tém sido uma das areas de
maior controvérsia nos debates sobre a seguranga de aditivos alimentares. No
caso do BHA e do BHT, resultados de estudos a longo prazo realizados nos
ultimos anos demonstraram que estes compostos podem produzir tumores em
animais experimentais. Entretanto, tais resultados ndo s&o condizentes com
estudos anteriores e, além disto, seu significado para o homem esta cercado de
incertezas. TBHQ, por sua vez, demonstrou potencial mutagénico em
determinados ensaios; por outro lado, ndo existem estudos adequados quanto ao

seu potencial carcinogénico [3].

OH OH
C(CHa)s
C(CHa)s
OCH, OCH,
2-butil hidroxianisol 3-butil hidroxianisol
(CH,),C Y i
3}3 C(GH3)3 C(CHa}J
CH, OH
butil hidroxitolueno terc-butil hidroquinona

Figura 1 - Estrutura quimica dos antioxidantes fendlicos BHA, BHT e TBHQ
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Apesar destas observagdes, valores de IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel)
foram estabelecidos pelo JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives and
Contaminants) para estes trés aditivos. A IDA é definida como a quantidade de
uma substancia, expressa em mg/kg peso corpéreo (pc), que pode ser consumida
diariamente, durante toda a vida de um individuo, sem acarretar danos a sua
saude. A IDA de um aditivo é derivada do estudo mais sensivel com animais
experimentais, a partir do qual se determina o NOEL (nivel sem efeito observado),
expresso em mg do composto/ kg pc, que € entdo dividido por um fator de

seguranga, geralmente 100 [28].

Em 1983, uma IDA de grupo de 0-0,5 mg/kg p.c. foi alocada pelo JECFA
para os antioxidantes fendlicos BHA, BHT e TBHQ. Atualmente, tais compostos
sdo considerados separadamente, devido aos seus diferentes perfis de toxicidade
[3,38]. Nesta revisao, serdo abordados os principais aspectos toxicolodgicos destes
trés antioxidantes, incluindo metabolismo, efeitos agudos, estudos a curto e longo

prazo, carcinogenicidade, efeitos sobre a reprodug¢do e mutagenicidade.

2.2. Aspectos Toxicologicos

2.2.1. Butil hidroxianisol (BHA)

Em 1987, por ocasido da 30° reunido do JECFA, foi atribuida ao BHA uma

IDA temporaria de 0-0,3 mg/kg pc, com base em um NOEL de 1.250 ppm de BHA
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em roedores, utilizando-se um fator de seguranga de 200. Nesta oportunidade,
foram requisitados novos estudos toxicolégicos quanto a hiperplasia de eséfago
em porcos e macacos, além de um estudo de reprodugao em multigeragoes. Aluz
de novas informacgdes, uma IDA de 0-0,5 mg/kg pc foi estabelecida para o BHA no
33°% encontro do JECFA, em 1989, com base em um NOEL de 50 mg BHA/kg
pc/dia, derivado de estudos de toxicidade a longo prazo realizados com ratos, ao
qual foi aplicado um fator de seguranca igual a 100. Nesta ocasido, o Comité
concluiu que estudos adicionais com animais que n&o possuem O primeiro

estdmago ndo seriam necessarios [3,30,38].

Absorgéo, metabolismo e excregdo

Apos administragdo oral, o BHA € absorvido no trato gastrointestinal e
rapidamente eliminado por ratos, coelhos e humanos, com poucas evidéncias de
acumulo a longo prazo em tecidos. As principais vias metabodlicas do BHA sao
reacdes de conjugagdo do grupo hidroxilico livre com acido glucurénico ou sulfato,
sendo o metabolismo oxidativo (O-desmetilagdo) relativamente sem importancia,
exceto em caes [7,24]. Os principais metabolitos do BHA s&o glucuronideos, etil
sulfato e fendis livres, que sdo excretados na urina; o BHA na forma original é
eliminado nas fezes. A propor¢cdo de cada metabdlito varia de acordo com a

espécie e a dose [18].
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Em comparagdo com os ratos, doses relativamente menores de BHA séo
necessarias para originar no homem o mesmo nivel do composto no plasma; uma
dose oral de 0,5 mg BHA/kg pc em humanos € comparavel a 200 mg BHA/kg pc
em ratos [27]. CONACHER et al [6] ndo verificaram acimulo apreciavel de BHA
no tecido adiposo de ratos e macacos, mesmo apos exposicdo destes animais a
doses elevadas e por longos periodos de tempo (2% na dieta, durante 15 meses);
entretanto, a administragdo do mesmo nivel do composto em combinagdo com
0,2% de BHT resultou em um actimulo de BHA cerca de 20 vezes maior,
sugerindo uma interagdo entre estes dois compostos. Segundo os autores, o

acumulo de BHA no tecido adiposo do homem é maior que em ratos.

Estudos realizados em humanos sugeriram a formagéo de TBHQ a partir do
BHA, atraves de uma reagdo de O-desmetilagdo, seguida por conjugagdo com
acido glucurénico ou sulfurico [7]. No homem, 22-77% de uma dose oral de 0,5-
0,7% BHA foram recuperados na urina na forma de glucuronideos, em 24 horas,
juntamente com menos que 1% de BHA livre. Dose de 100 mg de BHA resultou
em 46% glucuronideos, 26% conjugados sulfatos e uma quantidade muito

pequena de BHA livre na urina [3].

Toxicidade aguda

A dose oral unica de BHA necessaria para causar a morte de 50% da

populagédo em estudo (DLs,) foi de 2.200-5.000 mg/kg pc em ratos e 2.000 mg/kg
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pc em camundongos (LEHMAN et al, 1951 e DACRE, 1960, citados por MADHAVI
& SALUNKHE [18]). O BHA é uma substéancia irritante a pele, mas nao parece
causar irritacdo apés a ingestdo nos niveis de uso permitidos, nem outros efeitos
toxicos agudos em animais experimentais ou individuos que manuseiam o

composto [24].

Estudos a curto prazo

Segundo MADHAVI & SALUNKHE [18], estudos de toxicidade a curto prazo
foram conduzidos em varias espécies, incluindo ratos, camundongos, coelhos e
caes. Os efeitos observados em ratos (500-600 mg BHA/kg pc, 10 semanas)
foram decréscimo na taxa de crescimento e redugédo da atividade das enzimas
catalase, peroxidase e colinesterase. Em coelhos expostos a 1 g BHA/dia, por 5 a
6 dias, verificou-se um aumento na excreg¢édo de sodio e potassio na urina; em
camundongos e ratos (500 mg BHA/kg pc/dia), houve aumento do peso relativo
do figado e indugéo de enzimas hepaticas, como a epéxido hidrolase, glutationa-
S-transferase e glucose-6-fosfato desidrogenase; em céaes (1 a 1,3% de BHA, em
relagdo a dieta), observou-se alargamento do figado, proliferacdo do reticulo
endoplasmatico liso e aumento da atividade enzimatica hepatica e, em macacos
rhesus (500 mg BHA/kg pc, 28 dias), o BHA induziu a hipertrofia do figado e a

proliferagédo do reticulo endoplasmatico liso.
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Estudos a longo prazo/carcinogénese

Até 1982, estudos a longo prazo realizados com BHA, utilizando-se a via
oral de administragdo, forneceram resultados negativos. Entretanto, nenhum
destes estudos seria aceitavel atualmente, por apresentarem duragao insuficiente
ou deficiéncias na selecdo de tecidos para andlises histopatologicas, em relagéo
aos padrbes atuais [3]. A partir de 1983, a principal preocupacdo quanto a
toxicidade do composto foi o desenvolvimento de tumores no primeiro estémago
de roedores [38]. Tal efeito foi comprovado em novos estudos a longo prazo

publicados a partir de 1986.

ITO et al [14] realizaram um estudo de carcinogenicidade do BHA, no qual
ratos F344 foram expostos a doses de 0,5 e 2,0% de BHA na dieta, durante 2
anos. A dose maior resultou em aumento significativo da incidéncia de papilomas
e ambas as doses causaram aumento da incidéncia de hiperplasia do primeiro
estdbmago dos animais. Os autores concluiram que o BHA é carcinogénico aos
ratos F344, nas condi¢gdes do estudo. Em estudo posterior [15], com ratos,
camundongos e hamsters, a carcinogenicidade do BHA foi comprovada, sendo
que a incidéncia de lesGes neoplasicas e proliferativas no primeiro estdmago
mostrou-se dependente da dose. Os pesquisadores verificaram que a acdo
tumorigénica do BHA em hamsters estd amplamente associada a agdo do

isdmero constituinte 3-BHA.
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Estudos de toxicidade crénica do BHA em roedores foram conduzidos
também por ALTMANN et al [2], CLAYSON et al [5] e MOCH [19], comprovando-
se a ocorréncia de carcinomas no primeiro estdmago destes animais. WILLIAMS
et al [35], por sua vez, verificaram um discreto aumento na incidéncia de

papilomas na por¢éo néo glandular do estdmago de ratos F344.

No sentido de verificar o possivel significado para o homem das alteragdes
observadas no primeiro estdbmago de roedores, estudos foram conduzidos por
alguns pesquisadores em espécies que, assim como 0 homem, n&do apresentam
este 6rgdo. Em macacos expostos ao BHA durante 84 dias, IVERSON et al [16]
observaram aumento do tamanho do figado, diminuicdo da atividade da
monooxigenase hepatica e aumento do indice mitético do epitélio do esdfago;
entretanto, ndo foram verificados efeitos proliferativos no es6fago e no estémago
dos animais. Cdes Beagle foram utilizados nos estudos de IKEDA et al [13] e
TOBE et al [25], ambos com duragdo de 180 dias, ndo tendo sido observado
nenhum efeito patolégico no estdmago, eséfago, duodeno e figado dos animais. O
BHA, administrado a porcas prenhas desde a concepgdo até o 110° dia de
gestacdo, ndo afetou a incidéncia de defeitos nos fetos, nem originou papilomas

ou alteragbes na porc¢ao glandular do estdmago [40].

O mecanismo pelo qual o 3-BHA induz a formagdo de carcinomas no
primeiro estdbmago de roedores ndo é claramente definido. Estudos realizados por
deSTAFNEY et al [9] sugerem a ocorréncia de um ataque aos constituintes

celulares pelos metabdlitos reativos do 3-BHA. SCHILDERMAN et al [21]
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concluiram que a co-oxidagdo do TBHQ, metabolito do BHA, pela enzima
prostaglandina-H-sintase parece ser responsavel pelos efeitos carcinogénicos do

3-isdbmero.

A relevancia para o homem dos efeitos do BHA no primeiro estémago de
roedores foi discutida por varios autores [1,15,17,39], segundo os quais é muito
pouco provavel a ocorréncia de efeitos semelhantes no homem em érgdos como
esbtfago e estdmago, ja que o nivel de BHA necessario para produzir efeitos
carcinogénicos em roedores € muito superior aos niveis a que o homem esta

normalmente exposto através dos alimentos.

Interagdo com compostos carcinogénicos

O BHA pode potencializar ou inibir a agdo de certos compostos
carcinogénicos. Segundo WATTENBERG [29], o efeito inibidor do BHA é
decorrente de diferentes mecanismos, incluindo o aumento da atividade de
sistemas enzimaticos capazes de detoxificar compostos carcinogénicos, a
alteragdo do sistema citocromo P-450, que resulta na formagdo de compostos

menos carcinogénicos, e o proprio efeito antioxidante do BHA.

Em camundongos, a administragao de BHA apo6s benzo(a)pireno inibiu em
60% a formagdo de um metabdlito toxico deste segundo composto no primeiro

estdbmago e no figado dos animais [12]. Por outro lado, o efeito promotor do BHA
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na formacao de tumores iniciados por N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)
no primeiro estdbmago de ratos foi verificado por WHYSNER et al (1994). O BHA
atua de forma sinergistica com outros indutores conhecidos de papilomas e
carcinomas do primeiro estdmago de roedores, como o N-metil-N-nitrosouréia e

N,N’-dibutilnitrosamina [3].

Reprodugéao, mutagénese e teratogénese

WILLIAMS et al [34] realizaram uma série de testes in vitro, incluindo reparo
de DNA com culturas de hepatécitos, mutagénese de Salmonella na presenga de
microssomos e testes com células do ovario de hamster, onde nenhuma evidéncia
de genotoxidade foi verificada para o BHA. Entretanto, o composto inibiu a troca
molecular intercelular entre células cultivadas do figado de ratos, efeito que tem

sido observado para varios agentes promotores de neoplasmas.

Segundo MADHAVI & SALUNKHE [18] e BARLOW [3], o BHA n&o exerce
efeitos adversos na reprodugdo e ndo é teratogénico, conforme observado em
estudos realizados com ratos, camundongos, hamsters, coelhos, porcos e
macacos. Segundo os mesmos autores e SHERWIN [24], o BHA n&o apresentou
mutagenicidade em uma série de ensaios in vitro e in vivo, como o teste de Ames
com diferentes linhagens de Saimonella typhimurium, reparo de DNA em

hepatdcitos, testes com culturas de mamiferos, testes de aberragbes




cromossoémicas, testes com células da medula de ratos e ensaios do dominante

letal.

2.2.2. Butil Hidroxitolueno (BHT)

Em 1987, na 30 reunido do JECFA, uma IDA temporaria de 0-0,125 mg/kg
p.c. foi atribuida ao BHT, com base em um NOEL de 25 mg/kg pc, obtido em um
teste de reprodugdo em uma Unica geragdo, com ratos. Nesta oportunidade,
foram solicitados novos estudos no sentido de esclarecer a questdo da
hepatocarcinogenicidade observada em um estudo com esta mesma espécie,
apos exposicado in-utero ao BHT, bem como elucidar o mecanismo das
hemorragias induzidas pelo composto nas espécies susceptiveis [3](BARLOW,
1987). Em 1996, por ocasido da 442 reuniao do JECFA, o NOEL de 25 mg/kg pc
foi revisado e os efeitos observados nos estudos de exposicdo in utero,
previamente solicitados, foram também considerados na derivagcdo deste nivel.
Utilizando um fator de segurancga de 100, o Comité alocou um novo valor de IDA

para o BHT, de 0-0,3 mg/kg pc [31].

Absorgao, metabolismo e excregao

A administracdo oral de BHT resulta em absor¢do rapida pelo trato
gastrointestinal e eliminagdo na urina e nas fezes de ratos, camundongos e

humanos [24]. Ao contrario do BHA, que é metabolizado de forma similar no
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homem e em ratos, o metabolismo do BHT no homem é diferente do que ocorre

em ratos [27].

A principal via de degradagdo do BHT € o metabolismo oxidativo mediado
pelo sistema monooxigenase microssomal [3]. Em ratos, coelhos, cdes e
macacos, a oxidagao do grupo p-metil € predominante, enquanto que no homem
os grupos terc-butil sdo preferencialmente oxidados; em camundongos, ambos os
grupos sao oxidados. O metabolismo do BHT & mais complicado e mais lento que
o do BHA, e a sua excrecd@o relativamente lenta é atribuida, segundo alguns

autores, a circulagé@o enterohepatica [18].

Em ratos, os principais metabdlitos encontrados na urina foram o acido 3,5-
di-terc-butil-4-hidroxibenzoico (BHT-acido), tanto livre como na forma de éster
glucurdnico, e o S-(3,5-di-terc-butil-4-hidroxibenzil)-N-acetilcisteina (BHT-acido
mercapturico), aléem de menores quantidades de outros metabdlitos, incluindo
BHT-alcool, BHT-aldeido e BHT-dimero. Nas fezes, o metabolito predominante foi
o BHT-acido livre. Em coelhos, o BHT-acido foi o0 metabdlito predominante, sendo
excretado como éster glucurbnico e conjugado glicinico (BHT-acido hipurico),
estando também presentes BHT-alcool, BHT-aldeido e BHT-dimero. O BHT na

forma original foi identificado apenas nas fezes [7].

Em camundongos, o principal metabdlito encontrado na urina foi o
conjugado glucurénico do BHT-acido e, nas fezes, o BHT-acido livre. Em céaes, o

metabolismo é similar ao dos ratos, sendo que uma excregao biliar significativa foi
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observada em alguns estudos. Em macacos, o principal metabolito detectado foi o
éster glucurénico do BHT-acido, sendo a taxa de excre¢do similar a do homem
[18]. A excregéo biliar do BHT e seus metabdlitos foi observada em ratos, coelhos
e caes, retardando a excrecdo dos metabdlitos por meio de recirculagéo
enterohepatica. Em ratos, 90% de uma dose oral Unica foram excretados em 4
dias, sendo até 40% na urina; em coelhos, 54% de uma dose oral foram

excretados na urina em 3-4 dias [3].

Estudos limitados em humanos, com doses orais Unicas de
aproximadamente 0,5 mg BHT/kg pc, indicaram que o principal metabdlito do
composto € um glucuronideo éter-insolivel, estando o BHT-acido, livre e
conjugado, presente apenas em pequenas quantidades. Aproximadamente 50%
da dose foram excretados na urina nas primeiras 24 horas, seguida por uma
excrecao mais lenta nos 10 dias seguintes. A retengdo em tecidos foi maior no
homem do que em ratos. Outros estudos sugerem que a excregéo biliar parece
ser uma importante via de eliminagdo do BHT, e comprovam a ocorréncia de

circulacao enterohepatica no homem [7,18].

Toxicidade aguda

O BHT apresenta uma baixa toxicidade aguda. Embora cause irritagdo &
pele, conforme estudos realizados com porcos, o composto ndo parece causar

irritac@o apos ingestéo nos niveis de uso permitidos em alimentos [24]. Segundo
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WURTZEN [38], em estudos de exposigdo aguda realizados com camundongos, o
BHT demonstrou efeitos toxicos nos pulmdes, incluindo hiperplasia, hipertrofia e
uma desorganizagdo geral dos constituintes celulares. Sua DL,,, observada por
diferentes autores, foi de 1.700-1.970 mg/kg pc em ratos, 2.100-3.200 mg/kg pc
em coelhos, 10.700 mg/kg pc em porcos; 940-2.100 mg/kg pc em gatos e 2.000

mg/kg pc em camundongos [18].

O figado, os pulmdes e o sangue sé@o os principais alvos de toxicidade do
BHT, sendo que, em ratos, os efeitos do composto sobre o figado sdo mais
marcantes que os do BHA, incluindo hipertrofia deste érgao. Diversos. estudos
mostram que o BHT causa toxicidade aguda nos pulmbes de camundongos, em
niveis de 400-500 mg/kg pc Os efeitos incluem hipertrofia, hiperplasia e um
espessamento das paredes alveolares dos pulmdes. Uma proliferagao substancial
das celulas pulmonares, bem como um aumento total de DNA, RNA e lipidios nos
pulmbes foram também observados dentro de 3-5 dias apdés uma injegdo

intraperitoneal de BHT [3].
Estudos a curto prazo

POWELL et al [20] verificaram a ocorréncia de necroses centritubulares em
ratos expostos a 1.000 ou 1.250 mg BHT/kg pc/dia por até 4 dias. A administragao
diaria de 500 mg BHT/kg pc por 7 ou 28 dias causou hepatomegalia e necroses

periportais progressivas nos hepatocitos, além de alteragdes bioquimicas, como a
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indugéo da epodxido hidrolase, alteragSes das isoenzimas do citocromo P-450 e
depressao da glucose-6-fosfatase. Segundo os autores, neste e em varios outros
estudos, ndo ha evidéncias de que o BHT cause danos ao figado em um nivel
equivalente a 25 mg/kg pc/dia, nivel muito superior ao consumo humano, sendo

portanto muito pouco provavel que o BHT oferega riscos a saide humana.

Em coelhos expostos a uma dose de 2% de BHT na dieta, foi observado
efeito sobre a excregdo de eletrolitos, similar a descrita para o BHA. Doses
menores, porém, ndo resultaram em efeitos adversos. Em cdes, nenhum sintoma
de intoxicagdo ou alteragbes histopatologicas foram observados em doses
equivalentes a 0,17-0,94 mg BHT/kg pc, por 12 meses. Em macacos expostos a
500 mg BHT/kg pc por 14 dias observou-se discreta hepatomegalia, proliferacdo
moderada do reticulo endoplasmatico liso, reducdo da atividade da glucose-6-
fosfatase e aumento da atividade da nitroanisol desmetilase. Em dose menor,

nenhum efeito adverso foi observado [18].

COTTRELL et al [8] verificaram que ratos que receberam altas doses de
BHT (superiores a 600 mg/kg pc/dia), durante 21 dias, apresentaram um
requerimento de vitamina K maior que o normal. Foi também observado, ao longo
do estudo com BHT, um aumento significativo do tempo de coagulagéo sanguinea
destes animais. Por outro lado, o BHT n&o produziu alteragGes na coagulagdo
sanguinea em ratos que ingeriram dose de 1.250 mg/kg pc, o que levou os

pesquisadores a concluirem que os efeitos observados no estudo ndo podiam ser
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considerados como um indicativo de problemas de seguranga do consumo

humano deste antioxidante.

Diversos estudos relatados por MADHAVI & SALUNKHE [18]
demonstraram que o BHT pode causar hemorragias interna e externa, alem de
hipoprotrombinemia em roedores, sendo a dose minima efetiva para tal efeito
equivalente a 7,5 mg BHT/kg pc. Coelhos, cdes e hamsters parecem ser
resistentes a tal efeito. Segundo os autores, a ocorréncia de hemorragia esta
relacionada a ruptura do mecanismo de coagulagdo do sangue e pode ser
prevenida atraves da administragao de vitamina K. De acordo com BARLOW [3], a
administragdo de BHT leva a uma redugdo dos fatores coagulantes dependentes
desta vitamina, além de alterar as fungbes das plaquetas e a permeabilidade

vascular.

Ainda segundo BARLOW [3] e MADHAVI & SALUNKHE [18], os efeitos
observados em roedores foram principalmente redugédo da taxa de crescimento,
hipertrofia do figado, proliferagédo do reticulo endoplasmatico liso e do nivel de
citocromo P-450 no figado, indugcdo de enzimas hepaticas, como a nitroanisol
desmetilase, timidina quinase, bifenil-4-hidroxilase, glutationa-S-transferase,
glutationa redutase, epodxido hidrolase e aminopirenc desmetilase, além de
redugdo da atividade da glucose-6-fosfatase. Os efeitos toxicos observados no
figado e nos pulmdes parecem ser devido a um metabdlito reativo do BHT, o BHT-

quinona metideo, identificado no figado e na bile de ratos.
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Estudos a longo prazo/carcinogénese

WURTZEN e OLSEN [41] realizaram um estudo crénico com ratos, em
duas geragdes, tendo observado, além de redugdo do peso corpéreo dos animais,
um aumento significativo na incidéncia de adenomas e carcinomas
hepatocelulares, efeito detectado principalmente em animais expostos por mais de
2,5 anos, duragao superior a normalmente utilizada em estudos crénicos. O
aumento da ocorréncia de tumores foi significativo apenas em doses de 250 mg
BHT/kg pc. Segundo os autores, o BHT é considerado um promotor pouco
potente da carcinogénese de figado, em comparagdo com outros compostos, o
que pode explicar o tempo necessario para a ocorréncia dos efeitos observados

no estudo.

BHT foi administrado a ratos Wistar, em doses equivalentes a 25, 50, 100 e
250 mg/kg pc, por 117 semanas. Na maior dose, foi observado um aumento no
namero de ratos com adenomas e carcinomas hepatocelulares [19]. Dois estudos
crénicos com ratos F344 foram conduzidos por WILLIAMS et al [35]; em um deles,
os animais foram expostos a 100-600 ppm de BHT durante 76 semanas e, no
outro, os animais receberam doses de 12.000 ppm de BHT durante 110 semanas.
Em ambos estudos nao foram encontrados efeitos neoplasicos em nenhum érgéo,

em comparagao com o controle.

Varios outros estudos de toxicidade crénica do BHT, realizados com

roedores, sao citados por BARLOW [3] e por MADHAVI & SALUNKHE [18]. Os
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efeitos observados nestes estudos incluem principalmente redugdo do ganho de
peso dos animais, aumento na incidéncia de tumores nos pulmées e no figado,
lesbes ndo neoplasicas na bexiga, adenomas e carcinomas hepatocelulares,
aumento do peso do figado, aumento da ocorréncia de tumores benignos nos
ovarios e, em alguns casos, verificou-se que os animais tratados com BHT
apresentaram uma maior sobrevivéncia em comparagdo com 0s animais controle.
Tumores em outros 6rgaos foram também observados, porém sua ocorréncia nao
foi estatisticamente significativa. Quanto a indugdo de carcinogénese no primeiro
estdmago de roedores, ao contrario do BHA, o composto n&o resultou em efeitos

adversos neste o6rgéao.

Interagdo com compostos carcinogénicos

Segundo WITSCHI [36], o BHT aumentou a incidéncia de tumores nos
pulmdes de camundongos, quando admininstrado apés uma dose iniciadora de
carcinogenos, como uretano, dimetilnitrosamina, benzo(a)pireno ou 3-
metilcolantreno. O mesmo autor, em pesquisa posterior [37], verificou que em
camundongos BALB/c a administracdo de 0,5% BHT na dieta aumentou
significativamente a incidéncia de tumores no célon e no trato gastrointestinal
induzidos por dimetilhidrazina (DMH), ndo exercendo porém efeitos em
neoplasmas induzidos por metilnitrosouréia. Segundo o autor, o tratamento de
camundongos com BHT pode aumentar o namero de tumores induzidos por

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em até 5-6 vezes.
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O BHT mostrou-se promotor da carcinogénese em bexiga de ratos, iniciada
por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina (BBN) ou N-metilnitrosouréia (MNU) e da
incidéncia de adenomas na tiredide, iniciada por MNU. Por outro lado, o BHT
apresentou ag&o inibidora sobre a carcinogénese no duto auricular e a incidéncia
de fibroadenomas mamarios induzidas por 7,12-dimetil-benz(a)antraceno (DMBA)

[15].

Segundo BARLOW [3], os resultados obtidos em estudos de interagdo do
BHT com compostos carcinogénicos mostraram que o antioxidante pode inibir ou
potencializar a atividade carcinogénica destas substancias, de acordo com a
espécie animal envolvida, o carcinégeno testado, o 6rgdo alvo examinado e
também quanto ao momento em que o BHT é administrado em relagdo ao
carcinégeno. De modo geral, quando o BHT é administrado antes ou ao mesmo
tempo que o composto carcinogénico, a incidéncia de tumores é reduzida e, se
administrado apos o carcindégeno, a incidéncia de tumores aumenta. Existem,

porem, exemplos em que o efeito oposto foi verificado em ambas as situagées.

Reproducéao, mutagénese e teratogénese

Em estudos de mutagenicidade realizados por SHELEF & CHIN [23],
utilizando o teste de Ames com Salmonella typhimurium TA100 e TA98, o BHT
mostrou-se ndo mutagénico nas duas linhagens testadas. WILLIAMS et al [34]

estudaram os efeitos celulares do BHT em uma bateria de testes in vitro, ndo
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tendo observado nenhuma evidéncia de genotoxidade em testes de reparo de
DNA com culturas primarias de hepatocitos, teste de mutagénese com
Salmonella/microssomos e testes com células epiteliais de figado/ hipoxantina-

guanina fosforibosil transferase.

Segundo MADHAVI & SALUNKHE [18], o BHT apresentou resultados
negativos em varias linhagens de Salmonella typhimurium, com ou sem ativagao
metabdlica. O composto apresentou resultados positivos em alguns testes in vitro
utilizando células mamarias, culturas de linfécitos humanos e células do ovario de
hamsters. Em testes in vivo, foram obtidos resultados negativos em testes de
aberrragbes cromossomicas, em células da medula dssea e do figado de ratos.
Em camundongos, trés ensaios do dominante letal foram negativos e, em ratos,
dois ensaios foram positivos. Segundo os autores, de modo geral, os efeitos

mutagénicos do BHT foram observados apenas sob altas doses do composto.

Ainda segundo MADHAVI & SALUNKHE [18], o BHT nao apresentou
efeitos adversos em termos de reproducgdo e teratogenicidade em estudos de
geragao unica ou multipla, em ratos, camundongos, hamsters, coelhos e
macacos, em doses relativamente baixas, sendo o nivel sem efeito observado
equivalente a 50 mg/kg pc. Em doses mais altas (500 mg/kg pc/dia), alguns dos
efeitos significativos observados em ratos incluem alteragées no tamanho da cria,
namero de machos por cria e ganho de peso durante a lactacdo. Em estudos de
neurotoxicidade realizados com ratos, o composto ndo apresentou nenhuma

toxicidade especifica no sistema nervoso central. Nenhuma anormalidade clinica
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ou comportamental foi verificada em filhotes de macacos rhesus, cujos pais foram
mantidos em uma dieta contendo 50 mg BHT/kg/pc/dia durante 1 ano antes da

concepgao.

2.2.3. terc-Butil hidroquinona (TBHQ)

O antioxidante TBHQ foi avaliado pelo JECFA nas seguintes reuniées: 192,
212, 30%, 372 e 442 [32]. Na 37° reunido, o Comité atribuiu ao composto uma IDA
temporaria de 0-0,2 mg/kg, derivada de um NOEL de 1.500 mg TBHQ/kg alimento
(equivalentes a 37 mg TBHQ/ kg pc/dia), obtido em um estudo com cées, durante
117 semanas, com base em anormalidades hematoldgicas verificadas no nivel
imediatamente superior do composto (5.000 mg TBHQ/kg alimento). Nesta
reunido, foi solicitado pelo Comité o esclarecimento dos resultados observados
em estudos de genotoxicidade, que indicavam que o composto era clastogénico

em ensaios in vitro e in vivo [31].

Na 44?2 reunido do Comité, foram avaliados os resultados de todos os
estudos de genotoxicidade disponiveis, bem como os resultados de novos
estudos quanto ao metabolismo do TBHQ, efeitos no epitélio renal e promocao/
inibicdo de cancer. Os resultados finais de estudos de longa duragédo com
roedores ndo se encontravam disponiveis para revisdo. Nesta reunido, a IDA
temporaria de 0-0,2 mg/kg pc foi prorrogada e os dados dos estudos de longa

duragao com roedores foram solicitados para revisdo em 1997 [31].
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Na 492 reunido do Comité, em 1997, foram revisados os resultados dos
estudos de toxicidade a longo prazo com roedores e avaliadas novas informacgées
com relagdo ao metabolismo do TBHQ, seus efeitos na indugdo de enzimas,
toxicidade a curto prazo e efeitos na reprodugédo em roedores. Resultados de
estudos a longo prazo com cdes e de estudos de genotoxicidade foram também
reavaliados. Com base nestas informagdes, o Comité concluiu que o TBHQ néo &
carcinogénico em roedores. Em estudos de toxicidade a longo prazo com ratos,
camundongos e cées, esta Ultima foi a espécie mais sensivel. Uma IDA de 0-0,7
mg/kg pc foi entdo alocada ao TBHQ, com base em um NOEL de 72 mg/kg pc/dia

e em um fator de seguranca de 100 [32].

Absorgdo, metabolismo e excregéo

TBHQ administrado oralmente é absorvido no trato gastrointestinal e
rapidamente excretado na urina de ratos, caes e humanos. O metabolismo ocorre
através de processos oxidativos, seguidos por reagdes de conjugacgdo; nestas trés
especies, a excrecdo € feita principalmente na urina, através de conjugados
sulfato e glucuronideos. Estudos mostraram que, no homem, a excregao urinaria
de uma dose oral unica de 20 mg TBHQ/ kg pc ocorre em 48 horas [24]. Em um
outro estudo realizado no homem, relatado por BARLOW [3], doses orais Unicas
de 2 mg TBHQ/ kg pc, administradas através de um veiculo altamente gorduroso
(30% oleo de milho), foram eliminadas quase totalmente em 2-3 dias através da

urina, principalmente nas formas 4-O-sulfato (73-88%), 4-O-glucuronideo (15-
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22%) e menos que 0,1% na forma original. Entretanto, a administragédo através de
um veiculo com baixo teor de gordura (10% o¢leo de milho) resultou em menor

absor¢ao, sendo que menos da metade da dose foi eliminada na urina.

Em ratos expostos a doses orais unicas de TBHQ (100 mg/kg pc), cerca de
57-80% foram excretados na urina como 4-O-sulfato, 4% como 4-O-glucuronideo
e aproximadamente 4-12% na forma original. Em estudos prolongados, observou-
se um aumento da quantidade de glucuronideo. Comportamento similar foi
observado em caes; porém, a propor¢do de glucuronideo foi maior (mais que
20%). O acumulo de TBHQ néo foi observado em nenhuma destas duas espécies
[18]. Apés administracéo intraperitoneal de 200 mg TBHQ/kg pc a ratos Wistar,
dois metabdlitos foram detectados na urina: o 3-terc-butil-5-metiltiohidroquinona
(TBHQ-5-SMe) e o 3-terc-butil-6-metiltiohidroquinona (TBHQ-6-SMe). Em um
outro estudo com animais desta mesma espécie, foi sugerido o envolvimento da
prostaglandina H sintase no metabolismo in vivo do TBHQ a TBQ (terc-

butilquinona) [31].

Efeitos agudos

Segundo SHERWIN [24], o TBHQ apresenta uma baixa toxicidade aguda e,
embora em estudos realizados com porcos tenha apresentado uma discreta
irritacdo a pele, ndo é considerado um composto irritante, ingerido nos niveis

permitidos em alimentos. A DL;, do TBHQ observada em ratos foi equivalente a
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700-1.000 mg/kg pc(oral) e 300-400 mg/kg pc (intraperitoneal); em camundongos,

a dose letal oral foi de 1.260 mg/kg pc e, em porcos, 790 mg/kg pc [18].

Estudos a curto prazo

Nao foram realizados estudos convencionais de curta duragdo com TBHQ.
Contudo, tendo em vista o efeito dos antioxidantes BHA e BHT no figado de
animais experimentais, alguns estudos especiais foram conduzidos com o TBHQ,
nos quais ndo foram produzidos efeitos significativos em termos de alargamento
do figado, proliferagdo do reticulo endoplasmatico ou indugdo de oxidases de
fungdo mista. A atividade de algumas enzimas, como a p-nitroanisol desmetilase,
a anilina hidroxilase e a bilirubina glucuronil transferase, foi induzida pela
administragao do TBHQ através da dieta. Entretanto, esta indugéo foi muito menor
que a observada sob doses equivalentes de BHA [3]. Segundo MADHAVI &
SALUNKHE [18], a administragdo intraperitoneal de 100 ou 200 mg TBHQ/kg pc
em ratos, durante 1 més, ou através da dieta (1%), durante 22 dias, ndo resultou
em efeitos adversos em termos de crescimento, mortalidade ou patologias

microscopicas.

Estudos a longo prazo/carcinogénese

Estudos de longa duragédo foram realizados com o TBHQ em cdes e

roedores. Em um estudo realizado com c&des, no qual o antioxidante foi

89




administrado por 117 semanas em doses de 500, 1.500 ou 5.000 mg/kg alimento,
ndo foram detectadas alteragdes de comportamento, aparéncia, crescimento,
ingestdo de alimento e peso de 6rgéos, nem tampouco efeitos histopatologicos e
aumento no reticulo endoplasmatico das células do figado. Apenas sob a maior
dose foram observadas redugbes das contagens de células sanguineas
vermelhas, do nivel de hemoglobina e dos valores de hematdcritos, em
comparagdo aos animais controle [26]. Segundo BARLOW [3], para a espécie
animal considerada, o cachorro, este estudo teve duragéo insuficiente para que o
potencial carcinogénico do TBHQ pudesse ser avaliado. O estudo foi revisado
pelo JECFA em sua 49° reunido, quando o Comité confirmou que o NOEL
derivado de estudos de toxicidade a longo prazo com caes era de 1.500 mg/kg

TBHQ na dieta [32].

A exposigado de ratos aos niveis de 160, 500, 1.600 e 5.000 mg TBHQ/kg
alimento, durante 20 meses, ndo resultou em efeitos adversos em termos de
crescimento, peso de o6rgéos, ingestdo de alimento, alteragbes hematoldgicas,
bioquimicas e histologicas. Tal estudo, assim como o anteriormente citado, ndo
pdde ser considerado adequado para a avaliacdo da carcinogenicidade do
composto, devido a duragdo insuficiente e a baixa taxa de sobrevivéncia dos

animais [3,18,24].

Segundo SHERWIN [24], o TBHQ n&o causa efeitos hemorragicos
semelhantes aos observados em ratos expostos ao BHT. TBHQ foi testado

quanto a ocorréncia de efeitos adversos nos pulmdes de camundongos e,
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enquanto o BHT produziu hiperplasia dos pneumécitos, o TBHQ n&o ocasionou
nenhuma les&o nestes orgdos. TBHQ foi também investigado com relagao a sua
habilidade de induzir a proliferagédo celular no primeiro estémago de roedores. Em
alguns estudos foram observados efeitos discretos em termos de proliferagdo
celular e hiperplasia da mucosa do primeiro estomago; porém, estes resultados
foram obtidos apenas sob altas doses do composto (acima de 5.000 mg/kg
alimento), além de terem sido muito menos pronunciados do que os efeitos do

BHA, em doses equivalentes [31].

Interagdo com compostos carcinogénicos

TBHQ demonstrou um discreto efeito promotor sobre a carcinogénese na
bexiga de ratos, iniciada por N-butil-N-(4-hidroxibutil)-nitrosamina (BBN), em um
nivel de 2.000 mg TBHQ/kg alimento, administrado durante 32 semanas. Em um
outro estudo com ratos, no qual os animais receberam uma dieta contendo 0,8%
TBHQ durante 51 semanas, apos exposicdo oral Unica a 25 mg dimetil
benz(a)antraceno (DMBA)kg pc, o TBHQ apresentou efeito inibitério no
desenvolvimento de tumores mamarios iniciados pelo DMBA, mas néo afetou a
incidéncia de tumores no duto auricular € no primeiro estdémago, iniciados pelo
mesmo [31]. Segundo BARLOW [3], o TBHQ inibe reagdes de nitrosagdo no
estdbmago e pode, desta forma, exercer um efeito protetor contra a toxicidade
resultante da administragdo simultdnea de nitrato e compostos nitrosaveis,

embora ndo parega exercer nenhum efeito sobre nitrosaminas pré-formadas.
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Reproducao, mutagénese e teratogénese

Trés estudos de reproducéo foram conduzidos com ratos, sendo um deles
em trés geragbes. A maior dose de TBHQ testada, 0,5% na dieta, resultou na
reducdo da ingestio de alimentos, com consequente diminuigdo no ganho de
peso dos filhotes, efeito este atribuido a problemas de palatabilidade. TBHQ nao
apresentou efeitos toxicoldgicos sobre a reproducéo e sobre o desenvolvimento
dos filhotes e, em doses de até 0,5% na dieta, ndo demonstrou teratogenicidade

[26].

Segundo SHERWIN [24], o TBHQ n3o afetou a reproducéo de ratos, nem
causou efeitos patoldgicos nos animais, em um estudo com uma Gnica geragao,
sob doses de até 0,5% do composto na dieta. Segundo o autor, com base neste e
em outros estudos, TBHQ apresenta um baixo potencial téxico em termos de
reproducéo e desenvolvimento. O NOEL derivado dos estudos de reprodugédo
realizados com ratos foi, em geral, em torno de 1.500 mg TBHQ/ kg alimento
(equivalentes a cerca de 75 mg TBHQ/ kg pc), ndo tendo sido realizados estudos
desta natureza com outras espécies animais [3]. Os resultados de 4 estudos de
reproducdo em ratos indicaram um efeito adverso do TBHQ em termos de
sobrevivéncia e/ou peso corpdreo dos filhotes, em niveis equivalentes a 5g/kg na

dieta, ou superior [32).

O potencial mutagénico do TBHQ foi investigado através de diferentes tipos

de ensaios, conforme compilacdo apresentada pela OMS (Organizagdo Mundial
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de Saude) [31]. Segundo BARLOW [3] e MADHAVI & SALUNKHE [18], o TBHQ
mostrou-se ndo mutagénico no teste de Ames com 5 linhagens de Salmonella
typhimurium, com e sem ativacdo metabdlica. Resultados negativos foram
também obtidos em um ensaio de mutagéo tipo CHO/ HGRPT (hipoxantina-
guanina-fosforibosil transferase), em testes com células de hamsters chineses
V79, testes de aberrragdo cromossomica com células de mamiferos in vivo, em
um ensaio do dominante letal com ratos € em um teste citogenético com células
da medula 6ssea de camundongos. Em testes in vivo, o composto demonstrou
efeitos clastogénicos em células da medula de camundongos e, em testes de
aberracdo cromossomica com células do pulmdo de camundongos V79 e com
fibroblastos de hamsters, foram observados resultados positivos discretos.
Segundo SHERWIN [24], as evidéncias indicam que o TBHQ apresenta um baixo
potencial genotéxico e, de acordo com MADHAVI & SALUNKHE [18], o composto

pode ser discretamente mutagénico em altas doses.

A luz dos resultados de vérios estudos de genotoxicidade e do fato de o
TBHQ ndo ter demonstrado carcinogenicidade em roedores, foi concluido pelo
JECFA em sua 492 reunigo que o composto néo apresenta potencial genotoxico in
vivo sob as condicdes de uso do composto como antioxidante, ndo sendo

necessarios estudos posteriores neste aspecto [32].
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2.3. Consideragdes Finais

Conforme dados de literatura, os antioxidantes fendlicos BHA, BHT e TBHQ
estao relacionados & ocorréncia de determinados efeitos adversos em diferentes
espécies de animais experimentais. No caso do BHA, o efeito mais amplamente
estudado até o presente foi a ocorréncia de tumores no primeiro estdbmago de
roedores. BHT demonstrou efeitos téxicos no figado e nos pulmées de animais de
diferentes espécies, além de causar alteragées no mecanismo de coagulagao
sanguinea dos mesmos. TBHQ, por sua vez, foi considerado discretamente

mutagénico por alguns autores, quando administrado em altas doses.

Apesar destes efeitos, valores de IDA foram atribuidos pelo JECFA para
estes trés compostos, uma vez que, mediante a avaliagdo dos diversos estudos
disponiveis, concluiu-se que os efeitos toxicos observados em animais
experimentais ndo representam riscos 3 saude humana, pois as doses
necessarias para produzi-los é muito superior aquelas ingeridas pelo homem
através da dieta. Além disto, no caso especifico do BHA, o 6rgdo alvo do

composto nao existe no homem, o que reforca a seguranga de uso do aditivo.

Os antioxidantes s3o aditivos de extrema importancia para a conservagao
de alimentos, aumentando a vida de prateleira de produtos gordurosos e
preservando suas qualidades sensoriais € nutricionais. Tais aditivos s3o
normalmente utilizados em quantidades pequenas, da ordem de 100-200 ppm, em

alimentos cujo consumo em uma dieta normal é relativamente baixo, em
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comparagéo com outras categorias de alimentos. Desta forma, os efeitos toxicos
observados para os antioxidantes em animais experimentais que, conforme ja
mencionado, ndo significam danos & saide humana, pouco representam em
comparagdo com 0s inumeros beneficios que estes aditivos oferecem aos

alimentos.

Cumpre salientar que a IDA de um composto, assim como os niveis de uso
permitidos em diferentes alimentos, podem ser alterados a qualquer momento,
desde que novos estudos sugiram tal necessidade. Em vista disto, €
extremamente importante, além da continuidade de estudos toxicologicos, a
realizagdo periddica de estudos de ingestdo de antioxidantes, assim como de
outras classes de aditivos, a fim de verificar se a IDA destes compostos ndo esta
sendo ultrapassada, garantindo assim sua seguranca de uso. Para tanto, €
necessaria a obtengdo de dados de consumo de alimentos, em nivel nacional ou
individual, além do monitoramento da concentragao real destes compostos nos
diferentes alimentos, principalmente os de maior consumo, através de

determinagao analitica ou de pesquisas junto aos fabricantes de alimentos.
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CAPITULO 3

ESTIMATE OF THE DAILY INTAKE OF BHA, BHT AND

TBHQ IN BRAZIL
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SUMMARY

The potential daily intakes of the phenolic antioxidants butylated hydroxyanisole
(BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) and tert-butyl hydroquinone (TBHQ) in
Brazil were estimated using two sources of information on food consumption data
and national maximum permitted levels of these food addtives. In a first step, the
Budget Method was used as a screening tool to estimate the safety aspects of the
national additives use levels. This screening indicated that the intake of BHA,
BHT and TBHQ should be further investigated. In a second step, the Theoretical
Maximum Daily Intake ( TMDI) approach was used to estimate the potential daily
intake of these antioxidants. The calculated values indicated that the mean intake
estimates of BHA, BHT and TBHQ were lower than their respective Acceptable
Daily intake (ADI) of 0.5, 0.3 and 0.7 mg/kg body weight established by JECFA. To
check if the additives are used at their maximum authorized levels, analytical
determination of these compounds in selected food categories were carried out
using HPLC with UV detection. BHT and TBHQ concentrations in foodstuffs
considered to be important sources of these antioxidants in the diet were below
the respective maximum permitted levels. BHA was not detected in any of the
analysed samples. In view of the results and considering that both approaches
are overestimates, one can assume that the dietary intakes of BHA, BHT and
TBHQ in Brazil do not represent a hazard for the mean cosumer.

Key words: antioxidants, BHA, BHT, TBHQ, intake, oils, fats
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3.1. Introduction

Food antioxidants are substances that inhibit or interfere with the free-radical
reaction fundamental to lipid oxidation; this ability arises mainly from the phenolic
structure of the antioxidants (Sherwin, 1990; Dorko, 1 994). Phenolic antioxidants
function by donating a hydrogen atom to a free radical to reform the original fat
molecule. They also inhibit oxidation by serving as a donor of hydrogen atoms to
peroxides to form hydroperoxides, thus preventing free radical formation in other

fat molecules (Dougherty, 1993).

The use of phenolic antioxidants in foods had its beginning in the late 1940s when
butylated hydroxyanisole (BHA) was found to have antioxidant effectiveness in
fatty foods. Somewhat earlier, several alkyl (including n-propyl) esters of gallic acid
had been investigated and approved for food use in a number of countries. Later
on, around 1954, butylated hydroxytoluene (BHT) was put to widespread use in
the United States along with the previously available food antioxidants The next
major development on phenolic antioxidants ocurred in 1972, when ter-butyl
hydroquinone (TBHQ) was commercialized as a food grade antioxidant (Sherwin,

1990).

BHA and BHT serve a vast range of fat-containing products. They give good carry-
through for baking but are too volatile for frying. BHA and BHT are most frequently
used as antioxidants for granola bars, breakfast cereals, animal fats, potato

granules and flakes, chewing gum base, candies and baked goods (Coulter,
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1988). TBHQ is particularly effective in stabilizing highly unsaturated oils such as
soy bean, sunflower, safflower and fish oils (Lavers, 1991). It is carried through
during deodorization, thereby protecting the deodorized oil from oxidative
deterioration thereafter (Charteris, 1995). TBHQ offers good carry-through activity
to protect fried food products against oxidative deterioration, but is not effective for

baked food applications (Coulter, 1988).

Some adverse effects have been associated with phenolic antioxidants. BHA has
been demonstrated to cause forestomach carcinogenesis in rats and mice, BHT
has caused lesions in the liver, lung and seems to interfere in the blood
coagulation in different species, TBHQ was found to be clastogenic in vitro and in
vivo (Sherwin, 1990; Barlow, 1997: Madhavi & Salunkhe, 1997). Nevertheless,
according to many authors, these effects are unlikely to represent a health hazard

to humans if the compounds are used under their respective regulation.

The use of antioxidants and other food additives in different countries is limited by
specific regulations, stablished in terms of their safety for use and technological
needs. Many countries, like Brazil, follow the recommendations of the Joint
FAOMWHO Expert Committee on Food Additives and Contaminants (JECFA) on
the safe use of food additives. According to JECFA, the safety in use of an additive
such as an antioxidant can be expressed in terms of its ADI (Acceptable Daily
Intake), which represents the amount of the substance that can be daily consumed
for a lifetime without health hazards. The ADI is expressed in mg of the additive/kg

body weight (bw) (CAC, 1989). The ADI of the antioxidants BHA, BHT and TBHQ,
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as recommended by JECFA, are 0.5, 0.3 and 0.7 mg’kg bw, respectively (CAC,

1996).

The Codex Committee on Food Additives and Contaminants (CCFAC) has shown
a particular interest about the phenolic antioxidants BHA, BHT and TBHQ. This
was due to the fact that preliminary intake assessments of these additives using
the Budget Method and proposed maximum limits of the draft General Standard
for Food Additives (GSFA) indicated that intakes of these food additives may

approach or exceed their respective ADI (CAC, 1996).

Codex member countries were then requested to submit information on national
assessments of the intake of these food additives to JECFA for evaluation. JECFA
was asked to provide CCFAC guidance on their potential to exceed their
respective ADIs. In this study, the potential intakes of BHA, BHT and TBHQ in
Brazil were estimated based on national food consumption data and on current
maximum permitted levels. Analytical determination of these additives in selected

food categories was performed to support the estimates.

3.2. Experimental

3.2.1. Food consumption data

The potential dietary intakes of BHA, BHT and TBHQ in Brazil were calculated

using two sources of information on food consumption data. One of them, called
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Survey on Household Budgets, was carried out by the IBGE (Brazilian Institute of
Geography and Statistics) in the period of 1995-1996 in 11 metropolitan regions:
Belém, Fortaleza, Recife, Salvador, Belo Horizonte, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Curitiba, Porto Alegre, Brasilia and Goiania. Information on the dietary habits of
the population was obtained through the food diary method applied to randomly
selected households, during a stated one-week period of time. The results of the
survey, expressed in kg/per capita/year, were reported for selected individual food
categories as average consumption for each metropolitan region and as national
mean consumption (IBGE, 1998). For the purpose of this study the national mean

consumption data were used in all estimates.

The other survey is called Brazil Trend’99 and was conducted by Datamark Ltda.
It presents the results of a comprehensive investigation of the Brazilian
packaged goods market from 1989 to 1998 and projections up to 2003. The
estimated total market is based on the identified sample extrapolated to the total
market and the projections up to 2003 are based on the historic performance of
the market. This study used data from over 300 sources, mainly manufacturers of
consumer products, and the results are reported as quantity (tons or Liters) of
selected food categories per year. Datamark data assumed the Brazilian
population as 162 . 10° habitants in 1998 (Datamark, 1999). To express intake as

mg/kg bw, the average density of vegetable oils was assumed as 0.9 g/mL.
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3.2.2. Assessment of potential intake of BHA, BHT and TBHQ

The Budget Method was used as a first screening procedure for the estimation of
the safety aspects of maximum permitted levels of the antioxidants BHA, BHT and
TBHQ, established by the Brazilian regulation (ABIA, 1998). In a second step, the
potential intake of each antioxidant was estimated using the TMDI (Theoretical
Maximum Daily Intake) approach. (CAC, 1989). Additionally, five selected food
categories, which represented over 80% of the estimated intake of BHA, BHT and

TBHQ (IBGE, 1998 and Datamark, 1999) were analysed for these antioxidants.

Budget Method:

It is based on the fact that there is a physiological upper limit to the amount of food
and drink, and thus of food additives, that can be consumed each day. It assumes
that the intakes of solid food and liquid do not exceed 25 g’kg bw and 100 mi/kg
bw, respectively. This method is an initial tool for screening additive intakes and is
designed to cover the worst case scenario, as it exagerates potential additive
intakes. For food additives with numerical ADI that are used only in solid food and
not in beverages, which is the case of BHA, BHT and TBHQ in Brazil, the following
guidelines are recommended, considering F.=1 (F, is the fraction of the additive

for use in solid food) (CAC, 1999):
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Use levels below F,x ADI x 40 : indicate that the food additive is suitable
in food in general.

Use levels below F, x ADI x 80: use levels are acceptable if the daily
consumption of the foods containg the additive do not exceed Y of the total
solid food intake.

Use levels below F, x ADI x 160: use levels are acceptable if the daily
consumption of the foods containg the additive do not exceed % of the total
solid food intake.

Use levels below F, x ADI x 320: : use levels are acceptable if the daily
consumption of the foods containg the additive do not exceed 1/8 of the

total solid food intake.

If the proposed levels are higher than ADI x 320, more exact intake estimations

should be done, using for example food consumption surveys (CAC, 1999).

TMDI Approach

According to Alinorm 89/12A-appendix 4 (CAC, 1989), the Theoretical Maximum
Daily Intake (TDMI) of a food additive is calculated by multiplying the average daily
intake of selected food categories where the additive is allowed for use by its
maximum permitted use level and by summing up the figures for each of the

selected categories.
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This calculation can be represented by the following expression, according to

Verhagen et al (1990):

n
Antioxidant intake = = F, ML, ,
f.=1

where f; stands for the selected food categories (n being the number of selected
food categories), F is the average consumption of each selected food category
and ML is the national maximum permitted level of antioxidant in the food
category. In ali the TMDI calculations, the average body weight was considered as

60 kg (CAC, 1989)

Although maximum levels of BHA, BHT and TBHQ for some food categories are
expressed on the basis of fat content (cereal flakes, grated coconut) or gum base
content (chewing gum), the maximum limit was assumed for the final product, as
the contribution of these food categories to the total intake of the antioxidants was

small.
3.2.3. Determination of food antioxidants

Of the food categories in which the antioxidants BHA, BHT and TBHQ are
permitted for use in Brazil, vegetable oils, hydrogenated vegetable fat, margarine
(80% fat), vegetable cream (margarine with 60% fat) and halvarina (margarine with
40% fat) were selected for analysis. These five categories were identified as the

most representative sources of the antioxidants in the Brazilian diet, based on
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data from IBGE (1998) and Datamark (1999). Three different brands (3
batches/brand) of each food were purchased in the main supermarkets of the city

of Campinas, Sdo Paulo State, and analysed for BHA, BHT and TBHQ.

The extraction procedure was carried out with acetonitrile, as recommended by
AOAC (Sec. 983.15, 1990). The analysis was conducted by high performance
liquid chromatography (HPLC). A Model 7725i sample injection system with a loop
of 20ul (Rheodyne, Inc.) and a Model 510 pump (Waters Associates) were used.
The detector was a Model 486 UV-vis (Water Associates), with detection at 280
nm, and the column a C,, (5um, 25 cm X 4,6 mm d.i., Vydac 201-TP 54). The
mobile phases used were acetonitrile:methanol:5% acetic acid (25:25:50, v/v/v)
and acetonitrile:methanol:5% acetic acid (42.5:42.5:15, v/v/v), for the analysis of
TBHQ and BHA, and for BHT, respectively. The flow rate was 1 mL/min and the
system operated at ambient conditions. Each sample was analysed in duplicate,

with at least two injections.

The peak of each of the antioxidants in the samples was identified by comparing
the retention time with that of a standard (Sigma Chemical Corporation).

Quantitation was performed using the external standard plot method.
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3.3. Results and discussion

Table 1 shows the results of the assessment of the Brazilian permitted maximum levels
for BHA, BHT and TBHQ using the Budget Method. It can be noted that significant
maximum use level of TBHQ is below Fs x 320, indicating that the current limit is
acceptable if the daily consumption of the foods containing the additive does not exceed
1/8 of the diet. According to IBGE (1998), the foods which account for TBHQ intake
répresent around 4% of the diet. For both BHA and BHT all the permitted use levels
were higher than Fs x 320 indicating that the intake of these two additives should be

further investigated or uses should be revised.

In view of these preliminary results, a more refined study was conducted to estimate the
theoretical maximum daily intake (TMDI) of BHA and BHT. The TMDI of TBHQ was also
investigated to confirm its safety when used according to the current Brazilian
legislation. The results of TMDI calculations are shown in tables 2 to 4. The calculations
were based on the national maximum permitted levels of each antioxidant for each food
category and on food consumption data from IBGE (1998) and Datamark (1999). It was
assumed that all the considered food categories contained the maximum permitted level

of the antioxidants.

Based on this maximum approach, BHA, BHT and TBHQ intakes expressed as
mg/person were, respectively, 534, 3.24 and 4.21, using IBGE food consumption

data, and 8.83, 575 and 7.16, using Datamark data. For g 60-kg individual, the



potential intake of these antioxidants in mg/kg bw would be 0.09, 0.05 and 0.07
(IBGE) and 0.15, 0.10 and 0.12 (Datamark). Patterns of food consumption related
to age and gender , as well as high consumers of fat foods could not be identified
for the present estimates as such information was not provided in the data

sources.

When TMD! were estimated using data from IBGE, mean values of food
consumption were used. Estimates using the highest values of food consumption,
which were identified among individuals living in the metropolitan region of
Curitiba, PR, were also performed. In this case, the TMDI of each antioxidant,

although approximately 50% higher, was still below the corresponding ADL.

Table 5 shows the potential intake of BHA, BHT and TBHQ estimated for the
period of 1997-2003, using food consumption data from Datamark (1999) and the
same maximal approach of the previous calculations (Tables 2 to 4). These results
indicate that the potential intakes of BHA, BHT and TBHQ have been lower than
their respective ADI in all of the considered years and, despite increasing through
the time, their potential intakes are unlikely to surpass the ADI. Projections made
for 2003 indicate that the TMDI of BHA and BHT will correspond to less than 40%

of their respective ADI while the TMD! of TBHQ will represent 20% of its ADI.

Based on these data it was concluded that the ADIs of BHA, BHT and TBHQ is
unlikely to be exceeded in Brazil. It is important to emphasize that these intake

estimates were based on a maximal approach assuming that all of the considered
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food categories contained each antioxidant at the maximum permitted level. One
can therefore expect that the actual intakes of BHA, BHT and TBHQ are even
lower than their calculated TMDI and their use as food additives should be

considered safe.

TMDI estimates based on Datamark were approximately 70 % higher than those
calculated using IBGE food consumption data. Differences can be attributed to
the fact that these surveys were carried out using different methodologies. IBGE
data are obtained from household interviews in different regions of the country
while Datamark used data from manufacturers of consumer products. The main
differences detected were related to the consumption of  vegetable oils,
mayonnaise and powdered chocolate, for which Datamark presented higher
values. Also, TMDI estimates based on IBGE do not account for the contribution of
vegetable cream, chewing gum and coconut milk as sources of the antioxidants,

because data on their consumption were not available.

In a study conducted by VERHAGEN et al (1990) based on a maximal approach,
the maximum daily intake of BHA and/or BHT in the Netherlands ranged from 2.31
mg/day for children (1-3 years) to 5.76 mg/day for male adolescents (16-21 years),
with an average of 4.51 mg or 0.075 mg/kg body weight for a 60-kg individual.
According to the authors, these results agree with previous studies in the
Netherlands and with estimations made in other countries. As shown in the present

study, the potential daily intake of BHA and BHT in Brazil (0.05-0.15 mg/kg body)
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is also in accordance with the previously reported data, despite the differences in

dietary patterns.

To confirm that the use levels of BHA, BHT and TBHQ in Brazil do not exceed
their maximum limits established by the current legislation, five categories of food
representing more than 80% of the intake of these antioxidants (IBGE, 1998 and
Datamark, 1999) were selected for analysis. The results (Table 6) indicate that the
actual uses of BHT and TBHQ are below their maximum permitted levels.
Surprisingly, BHA, widely used in the past in combination with BHT, was not
detected in any of the analysed samples, in spite of being mentioned on the labels
of one brand of hydrogenated vegetable fat. For all the other analysed samples,
the antioxidants TBHQ and BHT were detected in all the samples whose labels
had mentioned these additives, and were not detected in the products which were
not labeled as containing them. A similar observation was reported by Minim &
Cecchi (1996) which didn't find BHA and BHT in hydrogenated vegetable fat and
margarine marketed in Brazil, in spite of at least one of them being mentioned in

the product label.

Mean recoveries of TBHQ in vegetable oils, BHA in hydrogenated vegetable fat
and BHT in vegetable fat, margarine, vegetable cream and halvarina were in the
respective ranges of 103+2 to 108+3%, 87+0 to 98+1%, 87%1 to 98+2%, 81%5 1o
82+3%, 784 to 90+5% and 78£2 to 803%. Detection limits of BHA, BHT and

TBHQ were 0.6, 2.7 and 3.0 mg/kg, respectively.
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3.4. Conclusions

Despite a public concern about the use of the phenolic antioxidants BHA, BHT and
TBHQ in food due to their possible toxicological effects, the intake of such
additives in Brazil does not seem to represent a potential risk to the population.
This conclusion is supported by the daily intake estimates made for each of the
compounds and by the actual use of these antioxidants in selected food

categories representing more than 80% of their total intake.

Projection for the year 2003, according to Datamark (1999), suggests that even
with the increase of individual food consumption it is unlikely that the ADI of these

three antioxidants will be exceeded.

We note that although recent national implementation of Mercosur Resolutions
have extended BHT, BHA and TBHQ uses to a few additional food categories, the
maximum permitted levels have not increased and the current pattern of use of

these antioxidants is not expected to change in the near future.

The results of this study were submitted to the Joint FAO/WHO Expert Committee
on Food Additives (JECFA) for evaluation. Other countries have submitted results
of intake estimates for BHA, BHT and TBHQ, using different methods based on
national maximum permitted levels of use and on maximum limits specified in the
draft General Standard for Food Additives (GSFA). The Codex Committee on Food

Additives and Contaminants (CCFAC) have noted that intake estimates based on
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national maximum permitted levels of use for BHA, BHT and TBHQ were below
their ADls, but exceeded their ADIs when they were based on the maximum limits
and range of foods specified in the draft GSFA. The differences arise because the
range of foods specified in the draft GSFA is wider and the proposed levels of use
in specified food categories are generally higher than those specified in national
standards. The Expert Committee identified food groups in the draft GSFA that
could potentially contribute to high intakes of BHA, BHT and TBHQ and may wish

to review the appropriate levels of these antioxidants for these foods (WHO 2000).
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Table 1 - Assessment of national maximum significant levels of BHA, BHT and

TBHQ through the Budget Method (CAC, 1 999)

Food Antioxidant
BHA BHT TBHQ

ADI (mg/kg bw) 0,5 0,3 0,7
Significant  maximum permitted 200 200 200
level (mg/kg)*

Fs x ADI x 40 20 12 28
Fs x ADI x 80 40 24 56
Fs x ADI x 160 80 48 112
Fs x ADI x 320 160 96 224

BHA, BHT e TBHQ are used only in solid food: F.=1,0 and Fg=0,0
* Source:Brazil - Resolution N° 04/88 - CNS/MS, November 24, 1988.
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Table 2 - Theoretical Maximum Daily Intake (TMDI) of BHA

Food category National maximum Average daily TMDI
intake
permitted level (mg/person)
(g/person)
(mg/kg)*
1 2 1 2
Vegetable oils 200 31.45 6.29
Soybean oil 200 19.01 3.80
Corn oll 200 0.55 0.11

Vegetable fat 200 0.23 0.57 0.05 0.1
Margarine 200 400 4.01 0.80 0.80
Vegetable cream 200 n.a. 1.71 - 0.34
Mayonnaise 200 096 238 0.19 0.48
Cereal flakes 200° 0.30 045 0.06 0.09
Chewing gum 100° n.a. 0.97 - 0.10
Grated coconut 100° 0.08 0.23 0.01 0.02
Coconut milk 100 n.a. 0.71 - 0.07
Powdered 200 1.58 263 0.32 0.53
chocolate

Total 5.34 8.83

(0.09 mg/kg bw) (0.15 mg/kg b

—

* Source:Brazil - Resolution N* 04/88 - CNS/MS, November 24, 1988.
n. a.: not available

1: based on IBGE data (1998)

2: based on Datamark data (1999)

a: based on oil content

b: based on gum base content

¢: based on fat content
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Table 3 - Theoretical Maximum Daily Intake (TMDI) of BHT

Food category National maximum Average daily TMDI -IBGE
intake
permitted level (mg/person)
(g/person)
(mg/kg)*
1 2 1 2

Vegetable oils 100 31.45 3.15

Soybean oil 100 19.01 1.90

Corn oil 100 0.55 0.06
Vegetable fat 100 0.23 0.57 0.02 0.06
Margarine 200 4.00 4.01 0.80 0.80
Vegetable cream 200 n.a. 1.71 - 0.34
Mayonnaise 100 096 238 0.10 0.24
Cereal flakes 100° 0.30 0.45 0.03 0.05
Chewing gum 500° na. 097 - 0.49
Grated coconut 100° 0.08 0.23 0.01 0.02
Coconut milk 100 n.a. 0.71 - 0.07
Powdered 200 1.58 2.63 0.32 0.53
chocolate

Total 3.24 5.75

(0.05 mg/kg bw)  (0.10 mg/kg bw

— =

* Source:Resolution N2 04/88 - CNS/MS, November 24, 1988.
n. a.: not available

1: based on IBGE data (1998)

2: based on Datamark data (1999)

a: based on oil content

b: based on gum base content

c: based on fat content
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Table 4 - Theoretical Maximum Daily Intake (TMDI) of TBHQ

Food category National maximum  Average daily TMDI
permitted level intake
(mg/ka)* (mg/person)
(g/person)
1 2 1 2
Vegetable oils 200 31.45 6.29 |
Soybean oil 200 19.01 3.80
Corn oil 200 0.55 0.11
Vegetable fat 200 0.23 0.57 0.05 0.11
Margarine n.p. 4.00 4.01 - -
Vegetable cream n.p. n.a. 141 - -
Mayonnaise 200 0.96 2.38 0.19 0.48
Cereal flakes 200° 0.30 0.45 0.06 0.09
Chewing gum 200° n.a. 0.97 - 0.19
Grated coconut n.p. 0.08 0.23 - -
Coconut milk n.p. n.a. 0.71 - -
Powdered chocolate n.p. 1.58 2.63 - -
Total 4.21 7.16

(0.07 mg/kg bw)  (0.12 mg kg

* Source:Resolution N2 04/88 - CNS/MS, November 24, 1988.
n. a.: not available

n. p.: not permitted

1- based on IBGE data (1998)

2- based on Datamark data (1999)

a: based on oil content

b: based on gum base content
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Table 5 - Theoretical Maximum Daily Intake (TMDI) of BHA, BHT and TBHQ in
Brazil (mg/kg body weight)

Antioxidant ADI Reference year’
(mg/kg body weight) 1997 1998 1999~ 2003"
BHA 0.5 0.14 0.15 0.15 0.17
BHT 0.3 0.09 0.10 0.10 0.11
TBHQ 0.7 0.11 0.12 0.12 0.14

*source of food consumption: Datamark (1999)

"*based on projections

Table 6 - Levels of BHT and TBHQ in selected food categories

Food category n Antioxidant Maximum permitted Mean detected
detected level (mg/kg) level (mg/kg)
soybean oil 9 TBHQ 200 81.8
corn oil 9 TBHQ 200 18.9
hydrogenated vegetable fat 9 BHT 100 63.7
margarine 9 BHT 200 33.5
vegetable cream 9 BHT 200 45.5
halvarina 9 BHT 200 151.7

n: number of analysed samples
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CAPITULO 4

DETERMINACAO DE BHA, BHT E TBHQ EM OLEOS E
GORDURAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA

EFICIENCIA

Artigo aceito para publicag&o no Brazilian Journal of Food Technology
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RESUMO

Amostras de 6leos de soja e milho, gordura vegetal hidrogenada, margarina,
creme vegetal e halvarina foram obtidas nos principais supermercados da cidade
de Campinas, SP. Anélises cromatograficas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) foram conduzidas a fim de determinar a concentracdo dos
antioxidantes BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno) e TBHQ (terc-
butil hidroquinona) em tais produtos. As recuperagées médias obtidas para BHA,
BHT e TBHQ variaram, respectivamente, entre 87+0 e 98+1, 78+4 e 9842 e 10342
e 10823%. Os limites de detecgdo, em mg/kg, foram de 0,6 (BHA), 2,7 (BHT) e 3,0
(TBHQ). Niveis variados de antioxidantes foram encontrados em diferentes
marcas dos mesmos produtos, bem como em diferentes lotes de marcas iquais,
no caso de alguns produtos. Concentragées na faixa de n.d. (<3,0 mg/kg) a 14349
mg TBHQ/kg e n.d. (<2,7 mg /kg) a 19743 mg BHT/kg foram determinadas,
respectivamente, em oleos vegetais e nos demais produtos. BHA nao foi
detectado em nenhuma das amostras analisadas. Os niveis de antioxidantes
detectados na maioria das amostras analisadas encontram-se abaixo dos
respectivos limites maéxinos permitidos pela legislagdo brasileira. Notou-se um
aumento da utilizacdo do TBHQ em Substituicdo as combinagbes de BHA e BHT,

bastante empregadas no passado.

Palavras-chave: antioxidantes, BHA, BHT, TBHQ, CLAE
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SUMMARY

Samples of soybean and corn oil, hydrogenated vegetable fat, margarine,
vegetable cream and “halvarinas” were purchased in the main Supermarkets of the
city of Campinas, SP. HPLC analysis were conducted to determine the content of
the antioxidants BHA (butylated hydroxyanisole), BHT (butylated hydroxytoluene)
and TBHQ (tert-butyfhydroquinone) in these samples. Mean recoveries obtained
for BHA, BHT and TBHQ were, respectively, in the range of 87+0 - 9841, 78+4 -
9842 and 103+2 - 108+3%, Detection limits, in mg/kg, were 0.65 (BHA), 2.68
(BHT) e 3.04 ( TBHQ). Variable levels of antioxidants were found within different
brands of the same products and within different batches of the same brand, for
certain products. Concentrations in the range of n.d. (<3.0 mg/kg) to 14349 mg
TBHQ/kg and n.d. (<2.7 mg /kg) to 197+3 mg BHT/kg were determined in
vegetable oils and in the other analysed products. BHA was not found in the
analysed samples. The levels of antioxidants found in most of the analysed
samples are below their respective maximum permitted levels, according to the
Brazilian legislation. Also, an increased use of TBHQ was observed in Substitution

to the mixture of BHA and BHT. widely used in the past,

Key words: antioxidants, BHA, BHT, TBHQ, HPLC
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4.1. Introdugao

A oxidagdo ¢ uma das maiores causas da deterioragdo de alimentos, sendo
responsavel pela degradagio de sabor, odor, textura, consisténcia e aparéncia,
além da perda de valor nutricional, decorrente da degradagéo de Aacidos graxos
essenciais, como o acido linoleico, e vitaminas lipossoluveis (A, D e E) (SIMS &
FIORITI, 1990; BUCK, 1991; CHARTERIS, 1895). A adicéo de antioxidantes &
uma forma geralmente efetiva e de custo relativamente baixo de retardar o
processo oxidativo, aumentando a vida de prateleira de diversos tipos de

alimentos (COPPEN, 1994).

Antioxidantes sdo definidos pela legislagdo brasileira como substancias que
retardam alteragées oxidativas em alimentos (Portaria n® 540, de 27/10/97). Para
que sejam efetivos, tais compostos devem ser adicionados aos alimentos tio cedo
quanto possivel, seja no processo de fabricagdo ou no produto acabado, ja que
nao sao capazes de reverter a oxidagédo de produtos ja rancificados (GIESE,

1996).

Com base em sua forma de atuacdo, os antioxidantes sdo classificados em
primarios (ou bloqueadores de cadeia), sinergistas e secundarios. Antioxidantes
primarios atuam como doadores de hidrogénio ou de elétrons aos radicais livres,
formando produtos mais estaveis e interrompendo, desta forma, a reacao de

oxidagé@o em cadeia (MADHAVI & SALUNKHE, 1997).
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Centenas de substancias naturais e sintéticas ja foram avaliadas quanto a
atividade antioxidante, porém apenas algumas tiveram seu uso regulamentado.
Entre os antioxidantes sintéticos aprovados, apenas quatro compostos
apresentam ampla utilizagao em alimentos: butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT), terc-butil hidroquinona (TBHQ) e, com menor frequéncia,
galato de propila (PG). Tais compostos pertencem ao grupo dos antioxidantes
primarios e atendem & maioria das necessidades de protegéo de 6leos e gorduras

contra a oxidagdo (SHERWIN, 1990; DORKO, 1994).

A principal preocupagédo quanto ao uso de antioxidantes esta relacionada aos
possiveis efeitos toxicologicos associados a estes compostos. Em vista disto, a
determinagdo analitica dos niveis de antioxidantes em alimentos € essencial para
certificar que os niveis de uso permitidos pela legislagdo ndo estejam sendo
ultrapassados e, ao mesmo tempo, verificar se as quantidades reais de
antioxidantes utilizadas sé@o suficientes para manter a qualidade dos alimentos.
Além disto, dados analiticos da concentragéo real de antioxidantes presente em
diferentes alimentos podem ser utilizados para estimar a ingestdo potencial destes

compostos pela populagdo, de forma a garantir sua seguranca de uso.

Os métodos utilizados para detecgao e quantificagéo de antioxidantes sintéticos
em alimentos foram extensivamente revisados por diversos autores, como
STUCKEY & OSBORNE (1965), ENDEAN (1976), FORN (1981), ROBARDS &
DILLI (1987), KOCHAR & ROSSEL (1997) e RAJALAKSHMI & NARASIMHAN

(1997). Tais métodos incluem principalmente colorimetria, espectrofotometria,
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cromatografia (papel, gel, camada delgada, gas, gas-liquido e liquida de alta

eficiéncia) e, com menor frequéncia, voltametria, polarografia e densitometria

(RAJALAKSHMI & NARASIMHAN, 1997).

Em fung&o de suas limitagses, os métodos colorimétricos e espectrofotométricos,
amplamente utilizados no passado, tém- sido substituidos por outras técnicas,
como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (KOCHAR & ROSSEL, 1997), este dltimo bastante estudado e aplicado
por diversos pesquisadores para determinag&o de antioxidantes fendlicos (PAGE,
1979, 1983, 1993; VAN NIEKERK & DU PLESSIS, 1980; ARCHER, 1981: INDYK
& WOOLLARD, 1986; ANDERSON & VAN NIEKERK, 1987; ANDRIKOPOULOS

etal, 1991; CHEN & FU, 1995).

O presente artigo apresenta os resultados da determinagdo analitica por CLAE
dos antioxidantes fendlicos BHA, BHT e TBHQ em amostras de 6leos, gorduras e
derivados comercializados na regido de Campinas, SP. O estudo foi conduzido
com o objetivo de verificar se as concentragbes destes aditivos nos alimentos
analisados encontram-se dentro dos respectivos limites maximos estabelecidos
pela legislagdo nacional vigente. Os valores de concentracéo determinados foram

utilizados, também, em estudo de ingestso realizado para estes antioxidantes.
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4.2. Metodologia

4.2 1. Amostras

Amostras de 6leos de soja e milho, gordura vegetal hidrogenada, margarina,
creme vegetal e halvarina foram coletadas nos principais hipermercados da
cidade de Campinas, SP. Foram selecionadas trés marcas comerciais de cada
produto, tendo sido analisados trés lotes diferentes de cada marca, num total de
nove amostras por produto. As andlises foram conduzidas em duplicata, num

periodo maximo de dois meses apés a data de fabricagdo das amostras.

4.2.2. Extragao

O método utilizado para a extragdo dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ foi o

indicado pela AOAC (Seg&o 983.15, 1990), conforme descrito a seguir:

o Oleos: pesar 20 gramas de amostra (6leos de soja e milho) em bequer
de 50 mL e transferir quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL,
lavando o béquer e completando o volume com hexano. Apds homogenizagao,
pipetar uma aliquota de 25 mL e transferir para um funil de separacéo de 125 mL.
Extrair com trés porgdes de 50 mL de acetonitrila saturada com hexano, coletando
os extratos em baldo de 250 mL. Evaporar até obter um volume de 3-4 mL, em

evaporador rotatério com banho de agua a temperatura menor que 40°C, por um
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tempo maximo de 10 minutos, a fim de evitar perdas de TBHQ. Transferir o
concentrado para um cilindro graduado de 10 mL, lavando o frasco e a pipeta com
Pequenas porgdes de acetonitrila ndo saturada e transferindo estas porgdes para
o cilindro, até que um volume de 5 mL seja obtido; continuar a lavagem com
pequenas porgdes de 2-propanol, transferindo para o cilindro, até obter um

volume total de 10 mL. Injetar 20 pL desta solugéo na coluna cromatografica.

» Gorduras: pesar 10 gramas de amostra integra (gordura vegetal,
margarina, creme vegetal, halvarina) em béquer de 150 mL, adicionar 30 mL de
hexano e dissolver a amostra, aquecendo se necessario. Transferir
quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL, lavando o béquer e
completando o volume com hexano. Continuar a extracdo conforme descrito

anteriormente para 6leos.

4.2.3. Procedimentos Cromatograficos

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi a técnica utilizada na
determinagé@o dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ nas amostras de oleos e
gorduras. As condigbes cromatograficas utilizadas foram adaptadas a partir da
metodologia descrita por PAGE (1979, 1983) e do método da AOAC (Segao

983.15, 1990).
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O sistema cromatografico foi consituido por bomba Waters 510, injetor manual
Rheodyne™ 7725i com alga de injegdo de 20 ulL e detector UV Waters 486 de
comprimento de onda variavel. A coluna utilizada foi a Vydac 201 - TP 54, Cy, 25
cm X 4,6 mm d.i., com particulas de 5 um. As fases moveis utilizadas foram: (1)
acetonitrila:metanol:acido acético 5% (25:25:50, v/v), para determinagdo de TBHQ
e BHA, e (Il) acetonitrila:metanol:acido acético 5% (42,5:42,5:15, viv), para BHT.
Em todas as analises, o fluxo foi de 1 mL/min. Foram feitas, no minimo, duas

injecGes por duplicata.

Os picos de cada antioxidante nas amostras analisadas foram identificados por
comparacido de seus tempos de retengdo com o dos respectivos padroes (Sigma
Chemical Corporation). A quantificacdo foi feita por padronizacdo externa. As
solugdes padrao foram preparadas com acetonitrila:2-propanol (1:1), a partir de
solugées-estoque (1 mg/mL) de cada antioxidante, segundo as recomendagdes

da AOAC (1990).

Um indicativo para confirmagdo da identidade dos picos foi obtido através de
mudanga das fases moveis, mantendo-se as demais condigbes da analise,
comparando-se entdo os deslocamentos apresentados pelos picos das amostras
com os dos respectivos padroes. As fases moveis utilizadas nesta etapa foram:
() acetonitrilazagua:metanol  (36:60:4, vlv), para BHA e TBHQ, e (IV)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, v/v), para BHA e BHT. Cumpre salientar que

tal procedimento n&o &, entretanto, conclusivo para a confirmacgao dos picos; para
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a confirmacéo efetiva dos mesmos, outros parametros deveriam ser utilizados em

conjunto, tais como: espectros de absorvancia, reagdes quimicas especificas e

espectros de massas.

4.2.4. Recuperagdo do Método

Estudos de recuperacao foram realizados, adicionando-se as amostras, durante a
etapa de extragéo, quantidades conhecidas dos padrées de antioxidantes, em trés

niveis diferentes.

4.2.5. Limites de Detecgao

Os limites de detecgdo dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ foram estimados
com padrées, realizando-se diluicdes sucessivas e determinando a menor
concentragdo detectavel, aproximadamente 3 vezes a amplitude do ruido do
equipamento. Foram entdo adicionadas concentragOes de antioxidantes (padrées)
equivalentes ao dobro deste valor a 6leo de soja (no caso do TBHQ) e a gordura
vegetal (no caso do BHA e do BHT) que n&do continham originalmente os
antioxidantes adicionados. Foram feitas 7 recuperagdes para cada antioxidante,
seguindo a mesma metodologia anteriormente descrita e calcularam-se as
respectivas médias e desvios padrdo. Os limites de deteccdo foram considerados

como sendo 3 vezes o desvio padrdo em cada caso (GLASER et al, 1981).
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4.3. Resultados e discussao

As condicbes cromatograficas utilizadas foram adequadas para a determinacao de BHT
e TBHQ nas amostras analisadas (BHA n&o foi detectado nas mesmas). Fases moveis
distintas foram empregadas para a determinagao de tais compostos, em virtude de nao
se ter obtido a resolucdo simultdnea dos mesmos nas condicbes utilizadas. A fase
movel (1) permitiu a detecgao simultanea de BHA e TBHQ, enquanto que com a fase
movel (1) apenas o BHT pode ser detectado. As fases moveis (lll) e (IV), utilizadas para
se obter um indicativo da confirmag&o dos picos, permitiram, por sua vez, a resolugao
simultanea de BHA/TBHQ e BHA/BHT, respectivamente. Na Tabela 1, s&o
apresentados os tempos de retencdo de cada antioxidante nas diferentes fases moveis
empregadas e, nas Figuras 1 e 2, encontram-se cromatogramas correspondentes aos

padrées analiticos (BHA, BHT e TBHQ).

Os resultados dos estudos de recuperagdo sao apresentados na Tabela 2. A
recuperacdo média do BHA em gordura vegetal foi de 870 a 98+1% e a do BHT
em gordura vegetal, margarina, creme vegetal e halvarina esteve nas faixas
respectivas de 87+1 a 98+2%, 8115 a 824+3%, 78+4 a 90+5% e 7912 a 80+3%.
Para o TBHQ, a recuperagdo média obtida em dleos vegetais foi de 103+2 a
108+3%. Estes resultados sdo compativeis com os valores reportados na literatura
(PAGE, 1979, PAGE, 1993, YAMADA et al, 1993: CHEN & FU, 1995). Dentre

os trés antioxidantes em estudo, o BHT foi o que apresentou 0 menor nivel
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de recuperagso. Segundo PAGE (1979, 1983, 1993), que realizou diversos
estudos colaborativos com antioxidantes fendlicos e obteve resultados
semelhantes, a baixa recuperagao do BHT em relagso aos demais antioxidantes
se deve & extracdo incompleta do composto ou a perdas do mesmo durante a

extragao.

No caso do BHA, os valores de CV (0-1,1%) foram menores que os relatados por
PAGE (1983), entre 3,35 e 5,22%, e por PAGE (1993), de 2,56 a 4,97%: tais
valores estdo, também, dentro da faixa reportada por YANG et al (1993), 0,63-
6,21%. Os valores de CV para o BHT (na faixa de 1,2 a 6%) estdo dentro das
faixas reportadas por PAGE (1983) e por YANG et al (1993), respectivamente
2,89-6,66% e 0,35-6,81%: alguns dos valores obtidos s3o, porém, maiores que os
relatados por PAGE (1993), 3,22-5,27%. Para o TBHQ, os valores de CV, entre
1,9 2 2,8%, foram um pouco maiores que o relatado por ARCHER (1981), igual a
1,8%, porém menores que os valores encontrados por PAGE (1983, 1993),
respectivamente nas faixas de 9,46-22,1 e 3,63-7,85: tais valores encontram-se
também dentro da faixa reportada por YANG et al (1993), que foi de 0,14 a 3,73.
Os dados da literatura citados referem-se a gordura animal, no caso de BHA e

BHT, e a 6leos vegetais, no caso do TBHAQ.

Os limites de detecgdo dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ, nas condicbes
utilizadas no presente trabalho, foram 0,6, 2,7 e 3,0 mg/kg, respectivamente,

dentro da faixa relatada na literatura (0,6 a 3,0 mgrkg) (PAGE, 1979; KITADA et
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al, 1984; PAGE & CHARBONNEAU, 1989; YAMADA et al; 1993; IRACHE et al,

1997).

Os resultados da determinagéo analitica dos antioxidantes TBHQ e BHT sao
apresentados nas Tabelas 3 a 7. O BHA nao foi encontrado em nenhuma das
amostras analisadas. Nas Figuras 3 a 6 sa@o apresentados cromatogramas tipicos

obtidos para cada uma das matrizes analisadas.

As concentragdes médias de TBHQ encontradas nos 6leos vegetais foi bastante
variavel, desde nao detectado (marcas B e D) até 143+9 mg/kg (marca A). Nos
6leos de milho das marcas B e D, cujos rétulos ndo declaravam a presenca do
antioxidante, o mesmo realmente no foi detectado. Convém salientar que mesmo
o maior teor de TBHQ determinado (marca A) encontra-se abaixo do limite

maximo permitido pela legislagao brasileira (200 mg TBHQ/ kg).

Dentre as trés marcas de gordura vegetal analisadas, em apenas duas (marcas E
e F) foi detectado o antioxidante BHT, sendo que as concentragoes encontradas
em duas das trés amostras analisadas da marca E foram superiores a permitida
pela legislagdo (100 mg BHT/kg). A marca F apresentou quantidade de
antioxidante de acordo com tal limite e, na marca G, cujo rétulo ndo previa o uso
do antioxidante, o composto realmente ndo foi encontrado. O antioxidante BHA,
embora declarado no rotulo da marca E, nédo foi detectado em nenhuma das
amostras analisadas, mesmo gquando se utilizaram diferentes fases moveis

(descritas na Metodologia). Em margarina e creme vegetal, nao foram observadas
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grandes variagGes de conteido de BHT em lotes diferentes da mesma marca e,
alem disto, todas as amostras analisadas apresentaram niveis de antioxidante
inferiores ao maximo permitido pela legislagdo (200 mg BHT/kg), na faixa de nao
detectado a 109+1 mg/kg. Com excecao da marca F, as amostras de halvarina
apresentaram concentragées de BHT praticamente no limite maximo permitido
pela legislagdo (200 mg BHT/kg), havendo pouca variagdo entre lotes diferentes

da mesma marca.

Pelos resultados obtidos, observou-se a presenca de apenas um antioxidante,
dentre os trés em estudo, em cada produto analisado: TBHQ em 6leos vegetais e
BHT nas demais matrizes. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, ja
que o TBHQ € considerado o antioxidante mais efetivo para 6leos ou gorduras
utilizados em processos de fritura, enquanto o BHT e o BHA sdo os mais
indicados para gorduras e produtos forneados, devido & sua resisténcia a
processos desta natureza. Até ha alguns anos, combinagGes de BHA e BHT eram
de amplo uso em diversos tipos de alimentos gordurosos, embora ja se

conhecesse a maior eficiéncia do TBHQ (TOLEDO et al, 1985).

Em estudo conduzido por MINIM (1991), amostras comerciais de gordura vegetal
hidrogenada e margarina, cujos rétulos declaravam a presenca BHA e/ou BHT,
foram analisadas por espectrofotometria na regido UV, colorimetria e
cromatografia em camada delgada (CCD-UV e CCD-colorimetria). Foi detectada a

presenca de antioxidante (BHA) em apenas uma das amostras de gordura vegetal
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hidrogenada, em concentrago inferior ao limite maximo permitido pela legislagao

brasileira vigente na época do estudo.

Segundo informagées fornecidas por representantes de antioxidantes no Brasil
(comunicagdo pessoal), 0 TBHQ, apesar de mais eficiente, apresenta maior custo
que o BHA e o BHT. Estes ultimos, com menor custo e eficiéncia, sao os
antioxidantes geralmente utilizados em produtos que permanecem por pouco
tempo nas prateleiras, como é caso das gorduras para uso domestico, que
costumam ser vendidas muito antes do final de sua vida util. Entretanto, de acordo
com a mesma fonte consultada, o BHA tem sido raramente utilizado na forma
isolada, sendo normalmente encontrado em algumas formulagdes especificas de
antioxidantes. O TBHQ, por sua vez, & geralmente adicionado a Oleos
acondicionados em embalagens plasticas, como & o caso das amostras
analisadas neste trabalho, j4 que as embalagens metalicas funcionam como
barreira a oxidagdo e podem dispensar o uso de antioxidantes. Realmente, a
auséncia de antioxidantes foi confirmada em andlises preliminares com oleos
acondicionados em emblagens metélicas, o que descartou sua inclusao no

presente estudo.

Com relagdo as variagdes de concentragdo encontradas entre marcas diferentes
de um mesmo produto ou mesmo entre lotes de mesma marca, foram também
consultados fabricantes de 6leos e gorduras. Conforme relatado, estas variagoes
sdo geralmente decorrentes de falhas na etapa de mistura dos antioxidantes ao

6leo ou gordura, além de variagdo nas quantidades efetivamente adicionadas a
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diferentes produtos e a lotes diferentes de um mesmo produto. Além disto, nio
pode ser descartada uma eventual degradacdo dos antioxidantes nas etapas de

armazenamento, transporte e distribuigdo dos alimentos.

4.4. Conclusodes

Pelos resultados obtidos, observou-se que o BHT e o TBHQ s&o os antioxidantes
fendlicos mais utilizados atualmente no Brasil, em 6leos, gorduras e derivados. As
concentragGes destes antioxidantes encontradas na maioria dos alimentos
analisados (6leos de soja e milho, gordura vegetal hidrogenada, margarina, creme
vegetal e halvarina) apresentaram-se de acordo com os niveis maximos
permitidos pela legislagéo brasileira, exceto no caso de uma das trés marcas de
gordura vegetal (marca F), cujas concentragdes de BHT em dois lotes analisados

superaram o limite maximo permitido (100 mg/kg) em aproximadamente 30%.

Notou-se, também, que ndo ha um controle muito rigoroso das quantidades de
antioxidantes adicionadas aos alimentos, o que na verdade deveria ser feito de
forma adequada, a fim de garantir tanto a seguranca do consumo destes aditivos,

como uma conservagao eficiente dos alimentos contra a oxidagao.
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Tabela 1 — Tempo de retengéo de BHA, BHT e TBHQ em diferentes fases moéveis

Antioxidante Tempo de retencgao
0 (i) (1) (V)
BHA 10,33 - 1525 4,23
BHT - 5,29 - 11,33
TBHQ 5,01 - 5,90 -

(1): acetonitrila:metanol:acido acético 5% (25:25:50, viv)
(I): acetonitrila:metanol:acido acético 5% (42,5:42,5:15, vi)
(lI): acetonitrila:agua:metanol (36:60:4, viv)

(IV): acetonitrila;:agua:metanol (62:34:4, viv)
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Tabela 2 - Recuperagéo de antioxidantes em 6leos e gorduras

Produto Antioxidante Nivel de Fortificagio Recuperagao* cv

(mglkg) (%) (%)

Oleo vegetal TBHQ 21,7 108+3 2,8

43,4 10712 1,9

100,9 10312 1,9

Gordura vegetal BHA 32,6 98+1 1,0
hidrogenada 65,0 0241 1.1
161,1 8710 0

BHT 33,7 98+2 2,0

82,9 871 1,2

165,2 9115 5,5

Margarina BHT 32,5 81+5 6,2

81,1 81+1 1.2

161,7 82+3 3.7

Creme vegetal BHT 32,3 9045 5,6

80,3 88+4 4.6

163,2 78+4 51

Halvarina BHT 31,5 78+2 2,6

78,4 8013 3,8

157,3 7912 2,5

"Os valores sao média de 4 determinagdes + estimativa do desvio padrao
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Tabela 3 - Concentragdo de TBHQ em 6leos vegetais

Oleo vegetal

Concentragao*

(mg/kg)

Soja

137 £6
137 £3

143+ 9

93 £ 1
69,5 +0,2

756

305
39,002

14,1+0,6

Milho

53 +2
56 +6

62+3

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

" Os valores s30 média de 4 determinagdes + estimativa do desvio padrao

n.d.: ndo detectado (<3,0 mg/kg)
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Tabela 4 - Concentragéo de BHT em gordura vegetal hidrogenada

Marca Lote Concentragao*
(mg/kg)
E 1 121+9
2 93+2
3 125+ 5
F 1 Blk2
2 78,8 £0,9
3 752
G 1 n.d.
2 n.d.
3 n.d.

"Os valores sao média de 4 determinagdes + estimativa do desvio padréo

n.d.: ndo detectado (<2,7 mg/kg)
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Tabela 5 - Concentragdo de BHT em margarina

Marca Lote Concentragao*
(mg/kg)
F 1 67 12
2 63 %2
3 69,4 +0,8
G 1 34,2+0,7
2 Bx2
3 32+2
H 1 nd
2 n.d.
3 n.d.

*Os valores sao média de 4 determinagdes + estimativa do desvio padrao

n.d.: ndo detectado (<2,7 mg/kg)
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Tabela 6 - Concentragéo de BHT em creme vegetal

Marca Lote Concentracao*
(mg/kg)
B 1 n.d.
2 n.d.
3 n.d.
F 1 92+5
2 g9+5
3 109 + 1
G 1 34+4
2 43,0+0,9
3 34+3

"Os valores s3o média de 4 determinagdes * estimativa do desvio padrao

n.d.: ndo detectado (<2,7 mag/kg)
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Tabela 7 - Concentragdo de BHT em halvarina

Marca Lote Concentragao™
(mg/kg)
F 1 7915
2 716
3 78,1+0,6
G, 1 192,4 £ 0,7
2 188 £ 4
3 194 £ 6
G, 1 197 +3
2 17319
3 194 £ 6

*Os valores s@o média de 4 determinagoes * estimativa do desvio padrao

n.d.: ndo detectado (<2,7 mg/kg)

G, e G,: marcas diferentes de um mesmo fabricante
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Figura 1 - Cromatogramas por CLAE - padrées analiticos. (@) TBHQ, BHA, (b)
BHT. Condicées cromatograficas: fases moveis (1) acetonitrila:metanol:acido
acético 5% (25:25:50, viv), (Il) acetonitrila:metanol:acido acético 5% (42,5:42 5:15,
vlv), coluna Cis Vydac 201 — TP 54 (25 cm X 46 mm d.i., particulas de 5 um),
fluxo 1 mL/min., detector UV-vis fixado a 280 nm. BHA = buitil hidroxianisol, BHT =

butil hidroxitolueno, TBHQ = terc- butil hidroquinona.
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Figura 2 - Cromatogramas por CLAE - padrées analiticos. (@) TBHQ, BHA, (b)
BHA, BHT. Indicativo da confirmacéo dos picos. Condigdes cromatograficas: fases
moveis (lll) acetonitrila:agua:metanol (36:60:4, viv), (IV) acetonitrila:agua:metanol
(62:34:4, v/v), coluna Cis Vydac 201 — TP 54 (25cm X 46 mmd.i., particulas de 5
um), fluxo 1 mL/min., detector UV-vis fixado a 280 nm. BHA = buitil hidroxianisol,

BHT = butil hidroxitolueno, TBHQ = terc- butil hidroquinona.
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Figura 3 - Cromatogramas por CLAE. (a) dleo de soja (marca B), (b) 6leo de milho
(marca A). Condigdes de andlise: fase movel (1):  acetonitrila: metanol: acido
acetico 5% (25:25:50, viv), coluna Cs Vydac 201 — TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i.,

particulas de 5 pm), fluxo 1 mi/min., detector UV-vis fixado 3 280 nm. TBHQ =

terc- butil hidroquinona.
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Figura 4 - Cromatogramas por CLAE. (a) gordura vegetal hidrogenada (marca F),
(b) margarina (marca G). Condigées de anadlise: fase movel (1):
acetonitrila:zmetanol:acido acético % (42,5:42,5:15, v/v), coluna C,, Vydac 201 -

TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), fluxo 1 mL/min, detector UV-vis

fixado a 280 nm. BHT = butil hidroxitolueno.
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Figura 5 - Cromatogramas por CLAE. (a) creme vegetal (marca G), (b) halvarina
(marca G,). Condigdes de analise: fase movel (ll): acetonitrila:metanol:acido
acetico 5% (42,5:42,5:15, viv), coluna C,, Vydac 201 — TP 54 (25 cm X 4,6 mm
d.i., particulas de 5 um), fluxo 1 mL/min, detector UV-vis fixado a 280 nm. BHT =

butil hidroxitolueno.

153






TBHQ

(@)

5 80

€«<——BHT

(b)

1139

s e e

Wl Mo

Figura 6 - Cromatogramas por CLAE — indicativo da confirmagéo dos picos. (a)
6leo de soja (marca B), (b) gordura vegetal hidrogenada (marca F). Condi¢ées de
andlise: fases moveis: (1): acetonitrila:agua:metanol (36:60:4, viv) (a) e (V)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, viv) (b), coluna C,s Vydac 201 — TP 54 (25 cm
X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), fluxo 1 mL/min, detector UV-vis fixado a 280

nm. BHT = butil hidroxitolueno, TBHQ = terc-butil hidroquinona.
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CONCLUSAO

Na primeira etapa do estudo de ingestdo realizado para os antioxidantes
fendlicos BHA, BHT e TBHQ, os resultados obtidos através do método de
‘Budget” indicaram a necessidade de uma investigacdo mais detalhada,
principalmente no caso do BHA e do BHT. Entretanto, os valores de IDMT
(Ingestdo Diaria Maxima Teodrica) posteriormente estimados para estes trés
aditivos foram inferiores as respectivas IDAs (Ingestdo Diaria Aceitavel)
recomendadas pelo JECFA, mesmo que utilizados nas concentragbes maximas

permitidas para todas as categorias de alimentos.

A IDMT estimada para 2003, com base em projegGes de consumo de
alimentos (Datamark, 1999), indica que, mesmo com o aumento do consumo
individual de alimentos, é improvavel que a IDA dos antioxidantes BHA, BHT e
TBHQ venha a ser ultrapassada. E importante ressaltar que os métodos utilizados
neste estudo de ingestdo so bastante conservadores e geralmente resultam em
superestimativas, de modo que a ingestao diaria real dos antioxidantes BHA, BHT
e TBHQ pode ser considerada inferior & estimada no trabalho. Concluiu-se,
portanto, que o consumo destes trés aditivos nio apresenta riscos a satde do

consumidor médio brasileiro.

Os resultados da determinagdo analitica dos antioxidantes reforcam a

conclusdo do estudo de ingestdo, uma vez que os niveis de TBHQ e BHT
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detectados nas categorias de alimentos selecionadas foram menores que 0S
limites maximos permitidos pela legislagao brasileira, em 95% das amostras
analisadas. O BHA nao foi detectado em nenhuma das amostras analisadas.
Observou-se que o TBHQ e o BHT sdo 0s antioxidantes atualmente mais
utilizados em oleos vegetais e em gorduras e derivados, respectivamente, em

substituicdo “as combinagdes de BHA e BHT bastante utilizadas no passado.

Com a internalizacdo da legislagdo do Mercosul, novas categorias de
alimentos estdo sendo incluidas para uso dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ,
embora os niveis de uso ndo tenham sido alterados. Deve-se considerar,
entretanto, que estes trés aditivos nao serdo necessariamente utilizados em todas
as categorias introduzidas e que nem todas estas categorias fazem parte da dieta
do brasileiro, ja que os habitos alimentares dos paises membros do Mercosul sdo
diferentes. Para garantir a seguranga de uso dos antioxidantes BHA, BHT e
TBHQ, o presente estudo deveria ser repetido, quando a legislagao do Mercosul

estiver totalmente internalizada.

161




ANEXOS

162



Anexo 1 — Antioxidantes declarados nos rétulos das amostras analisadas

Produto Marca BHA  BHT PG  TBHQ  Ac.citrico EDTA
Oleo de soja* A X X
B X X
C X
Oleo de milho* A X X
B X
D
Gordura vegetal E X X X
hidrogenada
F X X
G
Margarina P X X
G X X X
H X
Creme vegetal B X
F X X
G X X X
Halvarina F X X
G, X X
G, X X X

* Embalagem PET
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Anexo 2 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de éleo de soja (marca A).

Condigdes de analise: fase movel (I) acetonitrila:metanol: acido acético 5%
(25:25:50, viv); fluxo 1 mi/min., coluna C,, Vydac 201 — TP 54 (25 cm X 4,6 mm
d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). TBHQ: terc-butil hidrogquinona.
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Anexo 3 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de 6leo de soja (marca C).
Condicdes de analise: fase movel (1) acetonitrila:metanol: acido acetico 5%
(25:25:50, viv); fluxo 1 ml/min., coluna C,, Vydac 201 — TP 54 (25 cm X 4,6 mm
d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). TBHQ: terc-butil hidroquinona.
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Anexo 4 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de gordura vegetal

hidrogenada (marca E). Condicdes de analise: fase  movel (1)
acetonitrilazmetanol:acido acético 5% (42,5:42,5:15, v/v); fluxo 1 mi/min., coluna

Css Vydac 201 — TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 pm), detector UV
(280 nm). BHT: butil hidroxitolueno.
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Anexo 5 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de margarina (marca F).
Condigées de analise: fase movel (I) acetonitrila:metanol:acido acético 5%
(42,5:42,5:15, viv); fluxo 1 mi/min., coluna Cis Vydac 201 — TP 54 (25cm X 4,6
mm d.i.. particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil hidroxitolueno.
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Anexo 6 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de creme vegetal (
Condicdes de analise: fase movel

marca F).
() acetonitrila:metanol:acido acético 5%
(42,5:42,5:15, v/v); fluxo 1 mi/min., coluna C,, Vydac 201 — TP 54 (25cm X 4,6

mm d.i.. particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil hidroxitolueno.
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Anexo 7 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de halvarina (marca F).
Condicées de analise: fase maovel (1) acetonitrila:metanol:acido acetico 5%
(42,5:42,5:15, viv); fluxo 1 mil/min., coluna C,, Vydac 201 — TP 54 (25cm X 4,6
mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil hidroxitolueno.
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Anexo 8 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de halvarina (marca G,).
Condicdes de andlise: fase movel (I) acetonitrila:metanol:acido acético 5%
(42,5:42,5:15, viv); fluxo 1 ml/min., coluna C,, Vydac 201 — TP 54 (25cm X 4,6
mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil hidroxitolueno.

170



TBHQ

-

5.89

R

Anexo ¢ - Cromatograma por CLAE de uma amostra de dleo de soja (marca A) -
indicativo da confirmagdo do pico. Condigdes de analise: fase maével (Il1)
acetonitrila:zagua:metanol (36:60:4, v/v); fluxo 1 mi/min., coluna C,s Vydac 201 —
TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). TBHQ:

terc-butil hidroquinona.
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Anexo 10 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de 6leo de soja (marca C) —
indicativo da confirmagdo do pico. Condigdes de analise: fase mével (m
acetonitrila:agua:metanol (36:60:4, v/v); fluxo 1 ml/min., coluna C, Vydac 201 —
TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i,, particulas de 5 um), detector UV (280 nm). TBHQ:

terc-butil hidroquinona.
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Anexo 11 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de dleo de milho (marca A)
— indicativo da confirmagdo do pico. Condicdes de analise: fase movel (1)
acetonitrila:adgua:metanol (36:60:4, v/v); fluxo 1 mi/min., coluna C,s Vydac 201 —
TP 54 (25 ¢cm X 4,6 mm d.i,, particulas de 5 um), detector UV (280 nm). TBHQ:

terc-butil hidroquinona.
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Anexo 12 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de gordura vegetal
hidrogenada (marca E) — indicativo da confirmagao do pico. Condigbes de anailise:
fase movel (IV) acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, viv); fluxo 1 ml/min., coluna C,,

Vydac 201 — TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280
nm). BHT: butil hidroxitolueno.
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Anexo 13 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de margarina (marca F) -
indicativo da confirmagdo do pico. Condigoes de analise: fase movel (IV)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, v/v), fluxo 1 ml/min., coluna C,s Vydac 201 —
TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil

hidroxitolueno.
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Anexo 14 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de margarina (marca G) —
indicativo da confirmagdo do pico. Condicdes de andlise: fase movel (V)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, v/v); fluxo 1 mi/min., coluna C,e Vydac 201 -
TP 54 (25cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil

hidroxitolueno.
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Anexo 15 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de creme vegetal (marca F)
— indicativo da confirmagdo do pico. Condigdes de analise: fase movel (V)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, viv); fluxo 1 mi/min., coluna C.s Vydac 201 -
TP 54 (25cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil
hidroxitolueno.
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Anexo 16 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de creme vegetal (marca G)
— indicativo da confirmagdo do pico. Condicdes de analise: fase movel (v)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, viv); fluxo 1 mi/min., coluna C,, Vydac 201 —
TP 54 (25cm X 4,6 mmd.i, particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil

hidroxitolueno.
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Anexo 17 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de halvarina (marca F) —
indicativo da confirmagdo do pico. Condi¢cbes de analise: fase movel (V)
acetonitrila:adgua:metanol (62:34:4, v/v); fluxo 1 mli/min., coluna C,s Vydac 201 —
TP 54 (25cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil

hidroxitolueno.
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Anexo 18 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de halvarina (marca G,) —
indicativo da confirmagdo do pico. Condi¢bes de andlise: fase movel (V)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, viv); fluxo 1 mi/min., coluna C,s Vydac 201 —

TP 54 (25cm X 4,6 mm d.i, particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil
hidroxitolueno.
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Anexo 19 - Cromatograma por CLAE de uma amostra de halvarina (marca G,) —
indicativo da confirmagdo do pico. CondigGes de analise: fase movel (V)
acetonitrila:agua:metanol (62:34:4, viv); fluxo 1 mi/min., coluna C,s Vydac 201 —
TP 54 (25 cm X 4,6 mm d.i., particulas de 5 um), detector UV (280 nm). BHT: butil

hidroxitolueno.
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