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RESUMO

Os componentes bioativos presentes nos alimentos sao conhecidos por suas propriedades nutracéuticas sendo
necessario desenvolver metodologias analiticas capazes de determinar e quantificar tais compostos. No entanto, os
métodos disponiveis para tais analises que sao essencialmente baseados em reacées colorimétricas, demandam tempo
e implicam em consideravel geracao de custos, decorrente do alto valor dos reagentes, e de residuos. Com isso, as
técnicas moleculares como a Espectroscopia de Absorcao Molecular no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) aliada a quimiometria surgem como técnicas complementares para a analise de dados multivariados provenientes
das amostras por meio de modelos de predicao. Esta revisao aborda uma atualizacao referente ao periodo de 2013 a
2018 no uso de modelos quimiométricos como complemento a analise de atividade antioxidante e contelido fendlico
total em alimentos sélidos. Em razao de a técnica ser propicia para atender aos requisitos de consciéncia ambiental e
economia de custos sem prejuizo nos resultados de pesquisa, verifica-se a importancia do desenvolvimento de métodos a
base de FT-IR associados a recursos quimiométricos para analise de componentes alimentares.

AN APPROACH ON THE DETERMINATION
OF ANTIOXIDANT ACTIVITY AND TOTAL PHENOLS
BY FT-IR AND CHEMOMETRICS IN FOODS

KEYWORDS: Food. Nutraceutical. FT-IR. Chemometrics.

ABSTRACT
The bioactive compounds present in foods are known for their nutraceutical properties and it's necessary to
develop analytical methodologies capable of determining and quantifying such compounds. However, the methods
available for such analyzes require time and imply considerable cost, due to the high value of the reagents, and waste
generation. Therefore, molecular techniques such as Fourier transform Infrared Molecular Absorption Spectroscopy (FT-IR)
allied to chemometric appear as complementary techniques for the analysis of multivariate data from the samples by
means of prediction models. This review adresses an update from 2013 to 2018 in the use of chemometric models as a
complement to the analysis of antioxidant activity and total phenolic content and properties in solid foods. Because the
technique is propitious to meet the requirements of environmental awareness and cost saving without prejudice to the
results of research, the importance of development of FT-IR based methods associated to chemometic resources for
analysis of food components is verified. Keywords: Food. Nutraceutical. FT-IR. Chemometrics.
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1 INTRODUCAO

A reconhecida importancia da ingestao de compostos bioativos (WILSON D. W. et al., 2017;
HUANG D., 2018; RAMIREZ-EXPOSITO M. J; MARTINEZ-MARTOS J. M., 2018) torna oportuno
determinar em quais alimentos tais compostos estarao presentes. Para isso foram desenvolvidos
métodos analiticos baseados em reacoes colorimétricas para determinacao da atividade
antioxidante e determinacao de fenois totais em alimentos (VAZQUEZ C. V. et al., 2015).

Com o avanco das técnicas moleculares, inclusive no campo da ciéncia dos alimentos, foram
elaborados métodos instrumentais baseados em radiacao eletromagnética como a Espectroscopia
de Absorcao Molecular no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) que tem sido utilizada
desde a década de 60 para analise de alimentos (CADET F; GARRIDES S.; GUARDIA M., 2012). A
regiao do espectro eletromagnético situada no comprimento de onda de 4000 a 650 (700) cm? é
denominada regiao do infravermelho médio e tem sido utilizada nessa investigacao (FRAGOSO S. et
al. 2011; GODIM C. S. et al., 2017; NHOUCHI Z; KAROUI R., 2018).

A observacao técnica do espectro gerado pelos equipamentos de FT-IR proporciona, por si so,
a descoberta dos grupamentos quimicos que compoem a amostra (SVECNJAK, L. et al., 2017).
Adicionalmente, alia-se a analise por FT-IR a analise multivariada de dados, tornando possivel a
construcao de modelos quimiométricos para a predicao de uma propriedade em determinado
alimento (SIVAM A. S. et al.,, 2011; HU Y. et al, 2016).

Embasada nessas informacoes, esta revisdao aborda os métodos adotados para
determinacao de atividade antioxidante e de fendis totais em alimentos no contexto da quimica
analitica convencional. Conjuntamente, sao apresentados aspectos de funcionamento do
equipamento de FT-IR, assim como aplicacoes da técnica associada a quimiometria para estimar a

presenca de compostos bioativos nesse tipo de amostra.

2 METODOLOGIAS

2.1 METODO PADRAO PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

0 método de captura de radicais DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) € amplamente utilizado na
determinacao da atividade antioxidante de compostos ou extratos especificos em matrizes
alimentares (OTHMAN S. B. et al., 2015; SOQUETTA M. B., 2016; IRONDI E. A. et al., 2017). A
quantificacao dessa propriedade da-se por meio do monitoramento da descoloracao das solucoes
contendo o radical livre estavel DPPH e a amostra, com o uso de espectrofotometro em comprimento
de onda caracteristico (BRAND-WILIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C., 1995). DPPH é um radical

livre estavel, que ao aceitar um elétron ou um radical de hidrogénio fornecido por antioxidantes
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presentes no meio reacional passa a ser uma molécula diamagnética estavel (BRAND-WILIAMS, W.;
CUVELIER, M.E.; BERSET, C., 1995). A atividade antioxidante é calculada em porcentagem, em
equivalentes do antioxidante utilizado como padrao ou ainda pelo parametro ECso que corresponde
a concentracao de compostos redutores necessaria para reduzir a metade a quantidade de radicais
livres DPPH (BREWER L. R. et al, 2014; (LOHANI U. C.; MUTHUKUMARAPPAN K.; MELETHARAYIL G. H.,
2016; ALVES S. A. et al., 2017). Existem variacoes metodologicas como o uso de sistemas de
injecao de fluxo associados a eletrodos modificados com DPPH ou outras técnicas eletroquimicas
como a amperometria (MILARDOVIC S.; BOZIDAR G. S.; IVEKOVIC D., 2006; ZIYATDINOVA G
SNEGUREVA Y; BUDNIKOV H., 2017). No entanto, por se tratar de radical centrado no nitrogénio, ha
peculiaridades em sua reacao com antioxidantes, dando preferéncia a pequenos compostos reativos,

subestimando os antioxidantes de moléculas grandes (IUPAC, 2013).

2.2 METODO PADRAO PARA DETERMINACAO DE FENOIS TOTAIS

Um meétodo tradicionalmente utilizado para determinacao de fenodis totais em alimentos
emprega o reagente fenol de Folin Ciocalteau, composto essencialmente por tungstato e molibdato
(FOLIN O.; CIOCALTEU V., 1927; TURKMEN N.; SARI F.; VELIOGLU S., 2006; PANDEY P.; AWASTHI P.,
2015). O molibdénio e o tungsténio estdao no estado de oxidacao 6+ que na presenca de agentes
redutores, como antioxidantes e compostos fendlicos, em meio alcalino, formam o complexo
[(PMoW1104)%4] de coloracao azul. Desta forma o ensaio fundamenta-se no monitoramento do
decréscimo da absorbancia das solucoes testadas e correlaciona-se linearmente com a diminuicao
da absorbancia com a quantidade de substancias redutoras presentes na amostra teste (SINGELTON
V. L.; ROSSI Jr. J. A,, 1965; MARGRAF T. et al, 2015). Foram propostas adaptacées no método como o
uso de microplacas com monitoramento continuo da absorbancia proporcionando a simplificacao do
ensaio e a reducao do consumo de reagentes e da geracao de residuos (MAGALHAES L. M. et al.,
2010). Embora seja utilizado para essa determinacao, o método baseia-se em uma reacao de
oxirreducao e, assim, pode ser apontado como um método para determinacao da atividade
antioxidante. Além disso, 0 método sofre interferéncias devido a reatividade com outras substancias
como acucares, aminas aromaticas e Fe Il o que pode superestimar o contetido fendlico da amostra
(PRIOR R.; WU X.; SCHAICH K., 2005). Suas aplicacoes nao sao restritas a amostras alimenticias
tendo inclusive sido usado na determinacao de agentes anti-inflamatorios em preparacoes
farmacéuticas (SASTRY C. S. P.; RAO A. R. M., 1988).
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2.3 FT-IR ASSOCIADA A QUIMIOMETRIA PARA ANALISE DE ALIMENTOS

A FT-IR caracteriza-se como uma técnica nao destrutiva de amostras (OLSEN E. F. et al.,
2008). Um espectrofotometro de FT-IR é constituido conforme ilustracao simplificada na figura 1, por
uma fonte de luz responsavel pela producao do feixe de irradiacao infravermelha, o interferometro
pelo qual passa o feixe para ocorrer a codificacao do espectro, o interferograma que constitui
interferéncia destrutiva e construtiva oriunda da recombinacao de feixes com diferentes caminhos no
interferometro. A partir dai, o feixe entra em contato com a amostra e esta absorve frequéncias
especificas de energia caracteristicas daquele material. Em seguida, o detector mensura o sinal de
interferograma versus tempo para todas as frequéncias simultaneamente. No entanto, sobrepoe-se
um feixe que servira como referéncia ou fundo para a operacao do instrumento. Ao final, obtém-se o
espectro assim que o interferograma subtraia involuntariamente o espectro de fundo do espectro da

amostra mediante software de transformacao de Fourier (MOHAMED M. A,, 2017).

Figura 1: Imagem ilustrativa simplificada dos componentes do espectrofotometro FT-IR.

£f —> (meteamere ] —> wﬂ 1

Amostra

Fonte

Interferograma Interferograma I T P s e e 1
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Espectro
{apds transformada de Fourier)

Fonte: Autor.

Essa técnica vem sendo explorada para elucidacao da estrutura molecular de determinada
amostra fundamentada no conhecimento que duas estruturas quimicas nao apresentarao os
mesmos espectros FT-IR (YAP K.Y.L; CHAN S. Y.; LIM C. S., 2007).

A analise por FT-IR é sucedida pela analise estatistica dos seus resultados. Ao trabalhar com
inllmeras variaveis em um sistema analitico, torna - se necessaria a analise multivariada de dados
que abrange a quimiometria, utilizando algoritmos para a construcao de modelos de predicao (LOPES
J. A. et al, 2004; WU Z., et al, 2016; ALEIXANDRE-TUDO J. L. et al., 2018).

3 METODOLOGIA

Para a elaboracao deste trabalho foram consultados periodicos indexados nas bases de
dados Science Direct, Scopus, Springer Link e Wiley Online Library. Utilizando diversas estratégias de
busca, compreendendo os lltimos cinco anos, foram priorizados os trabalhos que tratavam do uso de
modelos quimiométricos a base de FT-IR, regiao do infravermelho médio, para predicao de atividade

antioxidante e contetido fenodlico total em amostras alimenticias. Como critério de exclusao foram
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desprezados os artigos que nao mencionavam o uso de modelagem quimiométrica por FT-IR para

quantificacao de propriedades bioativas ou fisico-quimicas em alimentos soélidos. Em contrapartida,

atendendo aos critérios opostos foram encontrados 5 trabalhos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de ilustrar a relevancia estatistica de cada estudo revisado, foi construida a Tabela 1,

que contempla a técnica e as variaveis quimiomeétricas com esclarecimentos sobre amostra, técnica,

meétodo estatistico multivariado e resultados de cada determinacao analitica.

Tabela 1: Caracteristicas destacadas nos estudos revisados.

Amostra Namero Técnica Método Resultados Observacoes Autor
Total de Estatistico
Amostras Multivariado
(n)
Framboesa 34 FT-IR, PCA; PLS 0 algoritmo PLS foi Foram realizadas duas (Z. N,
faixa de desenvolvido com o validacoes, diferenciadas Andrjanjaka-
5020 a uso de 12 variaveis pelo tempo de um ano Camps et al.,
925 cm, latentes (VL); entre uma e outra. Para 2015)
4 cmt Coeficiente de analise foi utilizado o
resolucao determinacao (R2?) = extrato aquoso obtido da
espectral 0,86, para predicao de polpa e casca de
atividade antioxidante diferentes cultivares do
e de 0,72 para fruto.

predicao do teor de
fenois totais; Erro
quadratico médio de
validacao (RMSEV) =
18,6 e 70,82. Entre os
modelos construidos
pelo autor, foi
considerada a
correlacao com a
determinacao do teor
de fenois totais,
expressos em
GAE/100g de
amostra, de acordo
com metodologia de

referéncia.

Graos de 42 FT-IR ATR, PLSR Em modelo As amostras foram (Liang, Ningjian
café faixa de quimiométrico obtido | pulverizadas para analise et al., 2016)
4000 a a partir da correlacao por FT-IR.

400 cm; com os resultados
2cm? de para atividade
resolucao antioxidante expressos
espectral; em uM Trolox/g de
16 scans amostra, foi obtido
R2= 0,811 e RMSEV =
14,392
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Farinha de
arroz

50

FT-IR ATR
com
detector
MCT, faixa
de 4000 a
400 cm;
4 cmtde
resolucao;
64 scans

DFA; PCA;
PLSR

Foram construidos
modelos
quimiomeétricos tanto
para determinacao de
fenois totais (mg
GAE/g) quanto para
determinacao de
atividade antioxidante
(MM TE/g) em
farinhas de quatro
variedades de arroz
cru/cozido,
considerando somente
a regiao espectral de
1800 a 900 cm™.
R2=0,9715;0,9359/0,
8933;0,8933. RMSEV:
Atividade
antioxidante/Fenois
totais: 0,010/0,230
(Arroz preto cru);
0,009/0,241 (arroz
vermelho cru);
0,011/1,015 (arroz
castanho cru);
0,027/0,451 (arroz
branco cru);
0,219/0,086 (arroz
preto cozido);
0,175/0,372 (arroz
vermelho cozido);
0,107/0,079 (arroz
castanho cozido);
0,098/0,913 (arroz
branco cozido).

As amostras foram
diretamente colocadas
sobre o cristal de HATR.

(Jantasee,

Ampawan et al.,

2013)

Farinha de
quinoa

65

FT-IR ATR,
4000 a
300 cm;
4 cmtde
resolucao;
16 scans

PLS

Em modelo
quimiométrico para
predicao da umidade

em amostras de
farinha de quinoa,
considerando a regiao
espectral entre 3000 e
3600 cmt?
(relacionada ao
grupamento - OH)
(Che Man, Y.B,;
Mirghani, M.E.S.,
2000). Foi obtido R2 =
0,872.

Para analise, foram
preparadas capsulas de
diferentes teores de
umidade a partir da
amostra. O material foi
colocado sobre o cristal
de ATR. Os autores
citaram 100% de
previsibilidade para as

equacoes propostas, nao

informando o parametro
RMSEV, correspondente
a etapa de validacao
cruzada.

(Gonzalez

Mufoz, Adrian et

al., 2016)

Chocolate

13

FT-IR ATR,
4000 a
550 cm;
2cmide
resolucao;
16 scans

PLSR

0 modelo
quimiométrico para
predicao da atividade
antioxidante de acordo
com o método DPPH
apresentou
RMSEV=10,87 umol
Trolox/g de chocolate
desengordurado. Foi
obtido R2= 0, 89; No
modelo desenvolvido
para predicao de
fendis totais pelo
método de Folin
Ciocalteu foi
encontrado RMSEV=

Para construcao do
modelo foi utilizada a

regiao espectral de 1800

a700 cm? devido

aos grupos funcionais de
maior interesse situarem

- se nessa regiao. Para

obter espectro padrao foi
utilizada a catequina em

po.

(Hu, Yaxi et al,
2016)
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4,21 mg GAE/g de
chocolate
desengordurado e
R2=0,88.

Considerando-se que ha diversos estudos em que os pesquisadores utilizam FT-IR para
elucidacao estrutural da amostra (BHAT R.; SHAHARUDDIN N. A.; KUANG Y. T., 2013; VALENCIA A. G.
et al.,, 2015; RAMACHANDRAIAH K.; CHIN B. K., 2017) foi encontrada quantidade limitada de
publicacoes nas quais se desenvolveu modelo quimiométrico a partir da analise por FT-IR e do
método tradicionalmente utilizado para analise da atividade antioxidante e contelido de compostos
fenolicos. Essa realidade justifica a importancia do desenvolvimento de tais ferramentas para futuros

ensaios.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A FT-IR é uma ferramenta complementar vantajosa com relacao aos métodos de quimica
umida, pois, dispoe do beneficio de necessitar de pouca ou nenhuma preparacao da amostra para
analise. Dessa forma, a técnica é propicia para atender aos requisitos de consciéncia ambiental e
economia de custos sem prejuizo nos resultados de pesquisa. Assim, verifica - se a importancia do
desenvolvimento de métodos a base de FT-IR associados a recursos quimiométricos para analise de

componentes alimentares.
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