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OXIDACAO LIPIDICA EM PEIXES: MECANISMO DE ACAO E PR EVENCAO
Lipid oxidation in fishes: action mechanism and prevention
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RESUMO

A aquicultura é uma atividade destinada a produzir alimentos de alto valor nutritivo, porém
suas condi¢bes ambientais e seu manejo aumentam as reagdes de estresse nos peixes,
prejudicando a qualidade de seus produtos. A oxidacéo lipidica é uma das principais
causas de deterioracdo do pescado, devido ao alto grau de insaturacdo dos acidos graxos
dos organismos aquaticos. Esta revisdo descreve 0s principais mecanismos
desencadeadores da oxidagdo lipidica, seus métodos de analise e algumas medidas
preventivas, dando enfase a utilizagao in vivo da vitamina E como substancia antioxidante
em peixes.
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ABSTRACT

Aquaculture produces food with high nutritive value, however its environmental conditions
and management increase the stress reaction of fishes, prejudicing the quality of their
products. The lipid oxidation is one of the main causes of the fishery deterioration, due the
high unsaturated value of fatty acid of aquatic organisms. This review describes lipid
oxidation mechanisms, their analysis methodology and some preventive ways,
emphasizing the antioxidants effects of vitamin E utilization in fish’s diet.
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INTRODUCAO

Ha pelo menos uma década, as taxas de
crescimento da aquicultura mantém-se em
patamares superiores a 10% ao ano (FAO,
2003a), elevando a sua atual importancia na
oferta mundial de pescados (Borghetti,
2003). Segundo a Food and Agricultural
Organization, a producdo mundial de
pescados em 2006 foi estimada em 132,52
milhdes de toneladas, sendo que desse total,
30,77 milhdes de toneladas foram
provenientes do cultivo de espécies de agua
doce. A producao brasileira contribuiu com
388.747  toneladas produzidas pela
aquicultura, totalizando aproximadamente
1.086.504 toneladas de peixes em 2006
(FAOSTAT, 2006).

A aquicultura € uma atividade destinada
a produzir alimentos de alto valor nutritivo,
porém suas condicdes ambientais e seu
manejo aumentam as reagdes de estresse
nos peixes, prejudicando a qualidade de
seus produtos (Macedo-Viegas e Souza,
2004). A oxidacao lipidica é o processo
primario de deterioracdo da qualidade dos
peixes, manifestando-se por mudancas em
seu cheiro, cor, textura, valor nutritivo, e
possivel producdo de compostos toxicos
(Jensen et al., 1998), afetando sua
aceitabilidade para o consumo (Nogala-
Kalucka et al., 2005). E acentuada
imediatamente ap0s o abate e durante o
processamento, quando ocorre a
destruicdo da integridade das membranas
celulares pelo corte das carnes, facilitando
a propagacdo das reacdes oxidativas
(Morrissey et al., 1998).

A Deterioracdo do Pescado e a Oxidagao
Lipidica

O pescado é extremamente perecivel
devido as caracteristicas intrinsecas de
sua carne, como: elevada atividade de
agua, composicdo quimica, teores de
gorduras insaturadas facilmente oxidaveis
e, principalmente ao pH préximo da
normalidade (Melo Franco e Landgraf,
1996).

A deterioracdo do pescado se instala
logo apds a morte e avanga com o tempo
de exposicdo e estocagem do produto,
sendo que a velocidade de decomposicéo
depende de fatores exdgenos
(manipulacdo, manejo de abate e
conservacgao) e endogenos (caracteristicas
fisico-quimicas do peixe) (Oetterer, 1998).
Esses processos deteriorativos envolvem a
atividade enzimatica, a rancificacdo de
gorduras e a acdo de microorganismos
presentes em sua superficie, guelras e
trato intestinal (Leitdo, 1994).

No musculo, a rancificagdo da gordura
€ causada por compostos quimicos ou
espécies reativas ao oxigénio que causam
quebra das ligacbes duplas nas fracdes
fosfolipidicas das membranas celulares,
que no caso dos peixes sao mais
suscetiveis porque possuem maior grau de
insaturacdo (Ruff et al., 2004). Isto
prejudica sua fluidez e altera sua funcgao
como barreira semipermeavel devido a
perda de acidos graxos poliinsaturados
essenciais (AGPl) e a formacdo de
hidroperoxidos, aldeidos e outros produtos
toxicos secundarios (Sasaki et al., 2001;
Wagner e Elmadfa, 2001).

O termo espécies reativas do oxigénio
(EROS) inclui radicais livres como: radical
hidroxila (OH"), radical éxido nitrico (N"O),
radical superdxido (O2"), radical peroxila

(LOO") e nao radicais como: peroxido de
hidrogénio (H20O»), acido hipocloroso

(HCIO), oxigénio "singlet" (105) e ozénio
(O3) (Aruoma, 1993); sendo que existem

espécies mais reativas como a hidroxila,
intermediarias como os radicais peroxilas e
alquoxilas, e aquelas que reagem com
poucas moléculas como 02" e H202

(Halliwell et al., 1995).

Os radicais livres sédo espécies
quimicas ou fragmentos moleculares com
um ou mais elétrons desemparelhados em
seu ultimo orbital que lhes rendem alta
reatividade devido a tendéncia de
permanecerem pareados (Bryant, 2000).
Séao formados e degradados por todos os
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organismos aerobicos, produzidos em

concentragao fisiolégica pelo
funcionamento celular normal ou em
excessivas quantidades sob estresse

oxidativo (Matés, 2000; Imai e Nakagawa,
2003).

Em baixas concentracbes, os EROS
sdo benéficos e indispensaveis aos
processos metabolicos normais, bem como
nas defesas antimicrobianas, contribuindo
com a atividade bactericida fagocitica
(Puangkaw et al., 2005). Em contraste,
altas doses ou remocdo inadequada de
EROS resultam no estresse oxidativo que
pode causar severos danos metabdlicos
(Halliwell e Gutteridge, 1989).

A autoxidacdo pode ser dividida em
trés fases: iniciacdo, propagacao e
terminacdo. A reacdo inicial envolve a
geracdo de um radical livre (L) a partir de
um acido graxo insaturado (LH). Essa fase
€ muito lenta e depende de um iniciador
(), representado pelo calor, metais tracos
e certas enzimas catalisadoras (Kamal-
Edin e Appelqvist, 1996).

Iniciagdo: | + LH — L'+ IH

A propagacao inicia-se pela acdo de
uma espécie reativa que retira um atomo
de hidrogénio do carbono central de uma
estrutura pentadieno encontrada nas
cadeias de acidos graxos que contenham
mais de uma ligagdo dupla. Ao contrario de
sua molécula original, o radical lipidico
gerado reage rapidamente com 0 oxigénio
da atmosfera, formando um radical
peréxido que novamente retirara um
hidrogénio de outra cadeia acil, resultando
em um hidroperéxido e uma nova espécie
reativa ao oxigénio (FAO, 2003b),
conforme as reagdes abaixo.

Propagacéo: L' + O, —» LOO
LOO +LH — LOOH+L

Nos acidos graxos insaturados, livres
ou esterificados, a abstragdo do 4tomo de
hidrogénio é mais facil no grupo metileno
adjacente a sua dupla ligacéo (Sant'Ana e
Mancini-Filho, 1995). Essa propagacao
continua até que o radical peréxido seja
removido por uma reagdo com outro

radical, formando produtos inativos ou nao
radicais (Burton e Traber, 1990).
Terminacado: LOO" + LOO" — produtos

inativos.
Os ions metalicos sao muito
importantes no processo inicial da
autoxidacdo lipidica, pois catalisam a

formacao de espécies reativas do oxigénio
como radicais hidroxilas (OHY), por
exemplo. Este radical reage imediatamente
com lipidios e outras moléculas que estédo
préximas a onde ele foi gerado (FAO,
2003b). Os hidroperéxidos formados séo
rapidamente quebrados, em oxidagbes
secundarias, produzindo aldeidos,
cetonas, alcoois e acidos carboxilicos que
dao as carnes odores caracteristicos e, em
alguns casos, coloragdo amarelada
(McCall e Frei, 1999).

Métodos de Andlise da Oxidacao Lipidica

Muitos métodos quimicos e fisicos tém
sido propostos para quantificar a formacéo
dos compostos resultantes da oxidacéo
lipidica em carnes, como a determinacao
dos valores de peroxido, dienos
conjugados (produzidos nos primeiros
estagios da autoxidacdo), substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (SRATB),
teste de Kreis, HPLC (cromatografia de
alta pressao), entre outros (Jardine et al.,
2002). Os produtos mais frequentemente
medidos sao hidroperéxidos e dienos
conjugados, para a oxidagdo priméaria, e
substancias volateis (SRATB) para a
secundéaria (Moure et al., 2001). Dentre
eles existem vantagens e desvantagens,
porém o0s mais simples e rapidos sao
baseados na quantificacdo de pigmentos
medidos espectrofotometricamente (Grau
et al., 2000).

Em 1944, Koln e Liversedge
observaram que tecidos animais incubados
aerobicamente com &cido 2-tiobarbiturico
(TBA) produziam coloracao rosa. Bernheim
et al. (1948) descobriram que a coloragéo
era resultado da formacdo de um
complexo entre os compostos oxidados de
gordura com o TBA. Essas descobertas
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deram origem ao teste mais utilizado na
determinacdo da oxidacéo lipidica, o teste
de TBA (Melton, 1983; Igene et al., 1985),
sendo que a substancia reativa ao acido
tiobarbiturico presente em maior
quantidade ¢é o malonaldeido (MDA)
(Kamal-Edin e Appelgvist, 1996), um
dialdeido derivado do hidroperoxido.
Porém, existem outros produtos da
oxidag&o dos lipideos, tais como, aldeidos
insaturados e varios precursores nao
volateis nao identificados que também
reagem com o TBA (Fernandez et al.,
1996).

A reacdo do teste de TBA envolve
uma molécula de MDA que reage com
duas moléculas de TBA, eliminando mais
duas moléculas de agua (Nawar, 1996),
formando um pigmento cristalino rosa com
absorbancia entre 532 a 535 nm (Hoyland
e Taylor, 1991).

Existem diferentes formas de medir as
SRATB: pela reacao direta da solucéo de
TBA com os alimentos, por extracdo da
amostra em solucdo acida e por
destilagdo. O primeiro método demanda
alto gasto de tempo e solventes e, por
isso, ndo é muito utilizado. O segundo € o
mais recomendado e eficiente pela rapidez
e simplicidade (Oetterer et al., 2004). A
destilacdo, apesar de muito usada, resulta
em valores mais altos, pois o0 agquecimento
da amostra durante seu procedimento
pode induzir a oxidacdo (Fernandez et al.,
1996; Ulu, 2004), necessitando da adicéo
de antioxidante a amostra durante a
analise.

O teste de TBA também possui
correlacdo positiva entre seus valores e o
escore de rancificacdo avaliado pela
analise sensorial, sendo apropriado na
determinacdo do estado de oxidagao
lipidica em alimentos (Hoyland e Taylor,
1991).

Defesas Antioxidantes em Peixes

A convivéncia aparentemente
harmoniosa dos organismos aerdbicos
com os efeitos deletérios do oxigénio deve-

se, primordialmente, ao desenvolvimento
de mecanismos de defesa antioxidantes
altamente especializados (Marcon, 1997).
Halliwell e Gutteridge (1989) definiram os
antioxidantes como substancias capazes
de, em concentragbes relativamente
baixas, competirem com outros substratos
oxidativos e assim evitar ou inibir a sua
oxidacdo. Devido aos efeitos danosos dos
ERQOS, todas as células mantém sistemas
de defesas antioxidantes através de trés
niveis de protecdo: prevencdo da formacgéo
dos EROS; diminuicdo dos EROS atraveés
dos varredores (scavengers) de radicais
livres ou enzimas antioxidantes e; reparo
dos componentes celulares danificados
(Sampaio, 2003).

Os peixes, assim como os vertebrados
superiores, possuem os dois sistemas de
defesa endogena: enzimético e néo
enzimatico (Guerriero et al.,, 2002). O
sistema enzimatico é composto por
constituintes primarios, como as enzimas
superéxido  dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, e por enzimas de
acdo secundaria, como a glutationa
redutase, a glicose-6-fosfato
desidrogenase e a glutationa S-transferase
(Marcon, 1997).

O sistema de defesa antioxidante nao-
enzimatico desempenha papel importante
na protecdo de macromoléculas contra
possivel dano oxidativo, principalmente no
plasma que possui pouca defesa
enzimatica. De acordo com sua
solubilidade, esta dividido em dois grupos:
lipossoluveis (a-tocoferol, ubiquinol-10, -
caroteno) e hidrossoliveis (glicose,
piruvato, acido dUrico, acido ascorbico,
bilirrubina, GSH) (Chan, 1996).

Os antioxidantes  exdgenos  ou
provenientes da nutricdo (vitaminas C, E e
0s carotendides) e seus cofatores (cobre,
manganés, zinco, selénio, ferro e a
riboflavina), também mantém equilibrio na
producdo e controle das espécies reativas
(Papas, 1999; Hamre et al., 2004). A sua
ingestdo pode ser um fator pré-abate
importante na preservagao da qualidade
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Estrutura basica dos tocois

2 CH3

(CH,CH,CH=CCH, ), CH,

Estrutura basica dos triendis

CH , TOCOIS TRIENOIS
57,8 o - tocoferol a - tocotrienol
5,8 B - tocoferol B - tocotrienol
7,8 y - tocoferol y - tocotrienol
8 0 - tocoferol d - tocotrienol

Figura 1 - Férmula quimica da série tocoferol (Sant'/Ana, 1998).

dos filés (Scaife et al., 2000), pois atraves
da modificagédo da alimentacdo dos peixes,
a qualidade do produto final pode ser
mantida, evitando-se alteragdes na textura,
cor, aroma e valor nutritivo decorrentes
das reacdes oxidativas (Ruff et al., 2002).

A vitamina E € uma descricdo genérica
muito utilizada para lipideos intimamente
relacionados, os tocoferdis e tocotriendis.
Na natureza sao encontradas oito formas
de vitamina E: a, B, 9, y tocoferdis e
tocotriendis (Figura 1), que diferem entre si
na localizacdo do grupo metil do anel
aromatico de sua cadeia molecular (Devlin,
1997). Descoberta em 1922, e descrita
como fator nutricional considerado
especialmente importante na reproducéo
animal, apresenta como sua substancia
mais ativa, o tocoferol (Quinn e Wang,
1999).

Aparentemente, o a-tocoferol € o
tocoferol predominante em biomembranas
animais e é mais efetivo na doacédo de
elétrons devido a posicdo orto do seu
grupo metil, quando comparado aos seus
isdmeros (Parker, 1989). Esta presente em
plantas e sementes, sendo encontrado em
concentracbes significantes nos Oleos
vegetais, gérmen ou farelo de gluten
(Andriguetto, 1990).

A vitamina E constitui a primeira linha
de defesa dos sistemas bioldgicos. Atua
principalmente protegendo as membranas
dos compostos oxidaveis do citoplasma
celular, fazendo a estabilizacdo dos
acidos graxos insaturados e quebrando as
cadeias de peroxidos (LOO’) (Yamamoto
et al, 2001). Previne a formagédo de
hidroperoxidos lipidicos em seu estagio
inicial através da doagdo de um atomo de
hidrogénio a essa espécie reativa (Fang
et al.,, 2002), resultando em um radical
alfa-tocoferoxil (TO’). Esse radical sera
reduzido novamente a alfa-tocoferol
(TOH) com a doacdo de elétrons pelo
acido ascoérbico (Azzi e Stocker, 2000).
Seguem abaixo, as equacdes que
representam o mecanismo de acédo dos
tocoferois.

LOO + TOH - LOOH + TO
TO + LOO' — n&o radicais

A suplementacdo na dieta de a-
tocoferol tem sido a forma mais utilizada
de vitamina E, pois sua localizacao
especifica na membrana torna-a muito
eficiente quando comparada a outros
antioxidantes (Botsoglou et al., 2003).
Uma das hipéteses para sua maior
eficiéncia seria a localizacdo do seu anel
cromanol na superficie polar dos

Archives of Veterinary Science, v.14, n.2, p.117-127, 2009



122

Oxidacao lipidica em peixes: mecanismo de acdo e prevencao

fosfolipidios, com o lado da sua cadeia fitol
interagindo com o acil da cadeia das
gorduras insaturadas dos mesmos
fosfolipidios, pela acédo das forcas de
atracdo e dispersdo de London Van der
Wall's. Essa ligacdo protege os acidos
graxos poliinsaturados altamente oxidaveis
da peroxidagdo por radicais produzidos
pela enzima ligada a membrana adjacente,
NADPH oxidase (Buckley e Morrissey,
1992).

Efeito pré-oxidante da vitamina E

As exigéncias vitaminicas dos peixes
nao sao conhecidas com precisdo e 0s
niveis recomendados sdo médios. Quando
a ingestdo € inferior ao recomendado,
pode induzir a um estado subnutrido.
Niveis superiores ao exigido também
apresentam o risco de aparecimento de
estado toxico (Sampaio, 2003).

Estudos sugerem que o 0[-tocoferol,
em particular, pode agir como pré-oxidante
guando presente em altas concentragdes
nas dietas. Tokuda e Takeuchi (1995) tém
sugerido que doses excessivas de [-
tocoferol nas dietas podem induzir a
peroxidacao lipidica em trutas.
Kaewsrithong et al. (2001) observaram
acumulo de hidroperdxidos no sangue de
peixes alimentados com 1000 mg de
vitamina E/kg de dieta.

Entretanto, Kamal-Eldin e Appelqvist
(1996) verificaram que os tocoferdis por si
s6 ndo sdo pro-oxidantes, mas podem agir
em sinergismo quando presentes em altas
concentragfes juntamente com outros pro-
oxidantes, como metais de transicdo e
peréxidos.

O efeito pré-oxidante do [I-tocoferol
esta relacionado com a formacdo de
radicais [I-tocoferoxila (O-TO) (Pokorny,
1987) que, quando presentes em altas
concentragdes, proporcionam a ocorréncia
de reacOes paralelas indesejaveis,
podendo aumentar a taxa de peroxidagéo.
O [O-TO reage com lipidios (LH) e

hidroperoxidos (LOOH) pelo mecanismo
de transferéncia de elétrons, gerando
radicais alquilas e peroxilas, que reagirao
com o oxigénio gerando outros radicais
peréxidos, propagando a reacao:

0-TO +LH — O-TOH + L
0-TO + LOOH — O-TOH + LOO

Esse efeito esta relacionado com a
baixa concentracdo de co-antioxidantes
como a vitamina C nos tecidos dos
peixes, que realizam a reducao do radical
alfa-tocoferoxil a alfa-tocoferol, com a
doacdo de elétrons pelo acido ascorbico.
Altos niveis de vitamina E nas dietas
podem promover a  peroxidacao,
aumentando a concentracao de
hidroperoxidos no sangue, sendo que a
decomposicdo dos hidroperoxidos via
unimolecular ou bimolecular parece ser
responsavel pela propagacao de reacbes
de autoxidacdo (Kaewsrithong et al.,
2001):

LOOH — LO + OH
2 LOOH — LO +LOy + HO

Esses radicais ndo desenvolvem
significante papel prooxidantes no estagio
inicial da oxidagdo, porque geralmente
sdo neutralizados pelo [-tocoferol. No
entanto, este mecanismo pode ser mais
significativo quando a relacédo tocoferol:
hidroperoxidos é igual ou menor a um
(Kamal-Edin e Appelgvist, 1996). Porém,
esses efeitos devem ser mais bem
analisados, pois estudos que comprovem
a acao pro-oxidante da vitamina E ainda
Sao escassos.

Vitamina E para peixes

Mesmo sendo reconhecida como
nutriente essencial a todas as espécies
animais, existem opinides diferentes
sobre seu nivel ideal de suplementacao
nas dietas de peixes, pois esses sao
muito dificeis de serem determinados
devido as inter-relagbes dessa vitamina
com outros fatores, como: a quantidade
de acidos graxos poliinsaturados (Lopez-
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Bote, 2003), as caracteristicas dos
nutrientes e a presengca de outras
substancias antioxidantes nos alimentos
(Guo et al., 2001).

Segundo o National Research Council
(NRC, 1993), o0 minimo de vitamina E
exigido para os peixes em geral € de 30
mg/kg da dieta, e para tildpias € maior, de
50-100 mg/kg de racdo. Porém, Shiau e
Shiau (2001) observaram que a
necessidade de vitamina E para tilapias
dependia da quantidade de lipidio nas
racoes utilizadas, concluindo que tilapias
alimentadas com dietas contendo 5% e
12% de lipidios necessitam de 40-44 e 60-
66 mg de vitamina E/kg de dieta,
respectivamente.

Apesar da estreita relacdo entre
vitamina E e a gordura da alimentacao,
trabalhos anteriores ja pesquisavam a
utilizacdo desse antioxidante nas dietas de
peixes, independente de sua inter-relacao
com outros nutrientes. Em 1990, Frigg et
al. observaram que trutas alimentadas com
niveis de 100 a 200 mg de vitamina E/kg
de racao) apresentaram melhor
desempenho do que o grupo controle,
apresentando niveis elevados de
deposicao de tocoferol nos tecidos. Gatlin
Il et al. (1992) encontraram resultados
similares a esses estudos, observando que
a suplementacdo de vitamina E em niveis
acima de 240 mg/kg nas dietas aumentou
a concentragédo de tocoferol nos tecidos, e
proporcionou menor oxidacéo lipidica dos
filés, apds processamento.

O aumento da quantidade de vitamina
E no muasculo e sua interagdo com o
sistema antioxidante dos peixes foram
analisados por Tocher et al. (2002), que
observaram que menores quantidades de
vitamina E nas dietas levavam a
diminuicdo de seus niveis nos musculos e
ao aumento da atividade oxidante do
organismo, produzindo altos niveis de
peroxidos lipidicos.

A partir dessas observacdes, ficou claro
gue o papel antioxidante da vitamina E nas
dietas de organismos aquaticos também

era o de garantir a qualidade do pescado,
melhorando a conservagao, e
consequentemente, a textura dos files e
dos produtos derivados de peixes (Bad Il
e Howell, 2002).

Dessa forma, diversos trabalhos foram
realizados com a suplementacdo de
diferentes niveis de vitamina E em dietas
para salmdes do atlantico (Onibi et al.,
1996; Hamre et al., 2004), robalos (Pirini
et al., 2000; Gatta et al., 2000), pacus
(Sant’Ana, 1998; Sant’Ana e Fernandes,
2000) e pregados (Ruff et al., 2002b;
2003), sendo que todos descreveram
reducdo nas taxas de oxidacdo e melhor
conservacao desses peixes durante a
estocagem.

Atualmente, os estudos tém focado
diferentes formas de utilizacdo da
vitamina E, comparando sua acéo
antioxidante quando adicionada as dietas
ou simplesmente incorporada aos
produtos apos o abate e processamento.
Fogaca e Sant’Ana (2007) compararam
os efeitos da utilizacdo de a-tocoferil nas
dietas ou diretamente no musculo post
mortem, e sua interacao, ou seja, adicao
in vivo juntamente com a post mortem, e
observaram que a eficiéncia é melhor na
utilizacdo in  vivo, em niveis de
suplementacdo entre 100 a 200 mg de
tocoferol/kg de ragéo para tilapias.

O desafio agora esta em determinar
qual a melhor forma de utilizagéo, e qual
forma de vitamina E, o acetato de a-
tocoferil ou de a-tocoferol, seria mais
adequada para uso in vivo e post mortem.
Além do tempo de administracdo na dieta,
pois a maioria dos trabalhos experimentou
suplementacéo por periodos de
aproximadamente 65 dias, na fase de
terminagé&o dos cultivos.

CONSIDERACOES FINAIS

A taxa de oxidacdo lipidica depende
de indmeros fatores, incluindo a
composicao de acidos graxos
poliinsaturados e a concentracdo de
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agentes pro e antioxidantes que podem ser
manipulados pela dieta. Sua prevencao
pode ser feita através da utilizacdo de
vitamina E nas dietas de organismos
aquaticos, sendo comprovadamente
eficiente na conservacdo do pescado
durante o processamento e estocagem.

Novos estudos devem ser conduzidos
no sentido de preencher as lacunas sobre
as formas e o tempo de utlizacdo da
vitamina E em dietas para organismos
aquaticos, levando-se em consideragéo
seus beneficios antioxidantes no
desempenho, na imunidade e na qualidade
final dos peixes beneficiados.
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