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Resumo

Uma vez que a oxidacao lipidica em emulsdes € iniciada na regido interfacial, a
localizagdo de um antioxidante num determinado sistema emulsionado € crucial para a
sua eficacia na inibicdo da oxidagdo dos lipidos. Desta forma, um aumento da
concentracgao dos antioxidantes na interface da emulséo deveria ter como consequéncia
uma melhoria na estabilidade oxidativa das emulsdes. Assim, visando otimizar a
atividade de moléculas com propriedades antioxidantes em sistemas emulsionados, tem
surgindo a necessidade da modulacdo da sua hidrofobicidade por modificagdo
covalente mantendo uma atividade antiradicalar idéntica. Com base nisto, pretendeu-
se, neste projeto, sintetizar antioxidantes polifendlicos de diferentes hidrofobicidades,
de modo a obter compostos fendlicos funcionalizados com afinidade para a regiao
interfacial da emulséo.

Deste modo, neste trabalho foram sintetizados varios ésteres do &cido
clorogénico (C1-C16) por esterificacdo, com catdlise acida ou enzimatica. Os
rendimentos obtidos situaram-se entre 16 e 72 %, apos purificacdo, dependendo do
composto sintetizado.

Determinou-se a distribuicdo do &cido clorogénico e seus ésteres nas emulsdes
utilizando um método cinético que nao requer o isolamento das fases que constituem a
emulsdo, e que fornece uma boa estimativa das duas constantes de particdo que
descrevem a distribuicdo do antioxidante entre as regides oleosa / interfacial (P}) e
regides aquosa / interfacial (P}) de emulsdes azeite/ Tween 20/ agua preparadas. O
método cinético utilizado € baseado na reacao entre o ido 4-hexadecilbenzenodiazénio,
localizado exclusivamente na interface, e o antioxidante, e os resultados assim obtidos
foram interpretados com base no modelo cinético da pseudofase aplicado a emulsdes.
Determinou-se a constante de velocidade observada (kops) para a reacdo através de
uma metodologia de derivatizagdo baseada na reacao dos ibes arenodiazénio, que ndo
reagem com o antioxidante, com um agente copulante (NED.2HCI), que produz um
corante azoico estavel cuja concentracdo pode ser determinada por espetrofotometria
do visivel.

Os valores das constantes de particdo P determinados em sistemas binarios
azeite/agua mostram que, para os ésteres do acido clorogénico, a hidrofobicidade
aumenta com o aumento da cadeia alquilica a0 mesmo tempo que aumenta a sua
solubilidade no azeite, consequéncia do aumento das constantes de particdo PY.

Num sistema emulsionado, os resultados obtidos mostram que o acido
clorogénico distribui-se apenas nas regides aquosa e interfacial, apresentando uma

constante de particio com um valor de P,= 40,58. O mesmo acontece para 0S
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clorogenatos de etilo e butilo que se distribuem apenas pelas regides aquosa e
interfacial apresentando constantes de particdo maiores que para o &cido clorogénico
com valor de P,= 78,36 e P,= 140,60, respetivamente. Por outro lado, os derivados
clorogenato de octilo, decilo, dodecilo e hexadecilo encontram-se distribuidos nas
regides oleosa e interfacial, tendo-se obtido um valor de P} de 110,71, 124,31, 158,51
e 89,28, respetivamente. Com o aumento da cadeia alquilica, observou-se um aumento
do valor de P} até alcangar um maximo, sendo este maximo para o clorogenato de
dodecilo, diminuindo para o clorogenato de hexadecilo. Determinados os valores de P}
e P}, foi possivel calcular as percentagens do acido clorogénico e seus ésteres em cada
regido das emulsdes azeite/ Tween 20/ agua. Dependendo da fracdo de emulsionante
utilizada, a percentagem de acido clorogénico na interface variou entre 25-72 %,
encontrando-se a restante quantidade de composto apenas na fase aquosa.
Relativamente aos clorogenatos de etilo e butilo, os valores percentuais na interface
variaram entre 40-85 % e 54-91 %, respetivamente, distribuindo-se o restante dos
compostos na fase aquosa. Para os clorogenatos de octilo, decilo, dodecilo e
hexadecilo, as percentagens na interface variaram entre 59-92 %, 62-93 %, 67-95 % 53-
91 %, respetivamente, com a restante quantidade de cada composto localizado apenas
na fase oleosa.

A atividade antioxidante destes compostos foi estudada através do teste do
DPPH" e do teste da estufa de Schaal. Determinou-se a capacidade antiradicalar em
solucdo metandlica pelo método do DPPH" verificando-se que, ao fim de 5 minutos de
reacdo ndo existem diferencas significativas na atividade antiradicalar do &cido
clorogénico e seus derivados frente a este radical, consequéncia da estrutura catecoélica
comum a todos eles. Esta semelhanca na reatividade mostra que a possivel diferenca
na atividade antioxidante destes compostos em emulsdes podera dever-se a diferente
distribuicdo destes nas mesmas.

Avaliou-se posteriormente a eficacia antioxidante dos diversos compostos em
emulsbes através do teste da estufa de Schaal, verificando-se que esta aumentou
acentuadamente com a esterificacdo do acido clorogénico. A capacidade antioxidante
aumentou do clorogenato de metilo até ao clorogenato de dodecilo, diminuindo para o
clorogenato de hexadecilo. Dado que o derivado mais hidrofébico ndo € o que apresenta
maior eficacia nas emulsdes estudadas, estes resultados ndo obedecem a teoria do
paradoxo polar. Verificou-se também que a atividade antioxidante é superior para o
composto que apresentou a maior percentagem na interface.

Avaliou-se o efeito da concentracdo de emulsionante na estabilidade oxidativa

das emulsbes. Verificou-se que pode ocorrer uma diminuicdo da estabilidade com o



aumento da percentagem de emulsionante. Embora ocorra um aumento da quantidade
do antioxidante na interface com o aumento da quantidade de emulsionante, ocorre
igualmente uma diluicdo do antioxidante que se encontra na interface. O resultado da
atividade antioxidante dependera assim de um balanco entre o aumento da quantidade
do antioxidante na interface e da diluicdo que ocorre.

Foi possivel comparar diretamente os resultados de distribuicdo dos
antioxidantes nas emulsdes com a sua eficicia antioxidante. Os resultados mostram
variagdes paralelas dos parametros, encontrando-se um maximo para o derivado C12,
proporcionando-se uma explicacdo convincente e natural para o “efeito cut-off’
observado, baseado na distribuicdo dos antioxidantes nas emulsées.

Os resultados obtidos indicam que antioxidantes que apresentam uma maior
concentracao na regido interfacial sdo os mais eficazes na inibicdo a oxidacao lipidica.

Verificou-se igualmente que quando os AOs estdo presentes na mesmo
percentagem na interface, o AO que se encontra em maior percentagem na fase oleosa

tem melhor atividade antioxidante.

Palavras-chave: Oxidacéo lipidica; antioxidantes; &cido clorogénico; emulsdo; método
cinético; constantes de particdo; distribuicao; emulsionante; DPPH’; teste de estufa de

Schaal; eficacia antioxidante.
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Abstract

Since the lipid oxidation in emulsions is initiated at the interfacial region, the
location of an antioxidant in a given emulsified system is crucial for its efficiency on
inhibiting lipid oxidation. Therefore, an increase in the amount of antioxidants in the
emulsion’s interfacial should give, as a consequence, an improved oxidative stability to
the emulsion. In order to optimise the activity of molecules with antioxidant properties in
emulsions covalente modification of phenols has been done to modulate their
hydrophobicity and to obtain functionalised phenolic compounds with affinity to the
interfacial region of the emulsion.

Therefore, in this work a number of chlorogenic acid esters (C1-C16) were
synthetized by esterification, catalized by acid or enzymatic. Yields ranged between 16
% and 72 %, depending on the synthetized compound.

The distribution of chlorogenic acid and its esters in emulsions was determined
using a kinetic method, that did not require the isolation of the three regions of emulsions,
thus providing a good estimate of the two partition constants that describe the distribution
of the antioxidant between the regions oil/interfacial (P}) and aqueous/interfacial (P},) of
emulsions olive oil/tween 20/water. The kinetic method used is based on the reaction of
ion 4 - hexadecyl benzenediazonium, located exclusively at the interfacial region, and
the antioxidant. The obtained results were then interpreted by on the pseudophase
kinetic model applied to emulsions. The observed rate constant (Kes) for the reaction
was determined through a derivatization method based on the reaction of unreacted
arenediazonium ions, with a suitable coupling agent (NED.2HCI) that produces a stable
azo dye whose absorbance can be measured by spectrophotometry.

The partition constants PJ determined in a binary system of olive oil/water show
that, for the chlorogenic acid esters, the hydrophobicity increases with the increase of
the alkyl chain and therefore its solubility in olive oil also increases.

In an emulsified system, the results show that chlorogenic acid distribute only
between the aqueous and interfacial regions, with a P},= 40,58. Methyl and butyl
chlorogenates are distributed between the aqueous and interfacial regions having
partition constants higher than the one for chlorogenic acid, with values of P},= 78,36
and Pl,= 140,60 respectively. The derivatives octyl, decyl, dodecyl and hexadecyl
chlorogenates are distributed only between the oil and interfacial regions, having
therefore a single partition constant, being the obtained value of PC’, of 110,71, 124,31,
158,51 and 89,28 respectively. With the increase of the alkyl chain, the P}, increased until

a maximum for the dodecyl chlorogenate, decreasing then for the hexadecyl
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chlorogenate. With the values of P} and P}, determined, it was then possible to calculate
the percentage of chlorogenic acid and its esters in each region of the emulsions olive
oillTween 20/water. Depending of the emulsifier fraction used, the percentage of
chlorogenic acid in the interfacial region ranged between 25 % and 72 %, being the
remaining quantity of the compound only in the aqueous phase. For the methyl and butyl
chlorogenates, the percentage presente at the interfacial ranged between 40 % and 85
% and 54 % and 91 %, respectively, being the remaining quantity distributed in the
aqueous phase. For octyl, decyl, dodecyl and hexadecyl chlorogenates, the percentages
at the interface ranged between 59% and 92 %, 62 % and 93 %, 67 % and 95 % and 53
% and 91 %, respectively, with the remaining compounds found only in the oil phase.

The antioxidant activity of these compounds was studied through the DPPH test
and Schaal Oven Test. The antiradicalar activity in a methanolic solution was determined
through the DPPH method, where it was found that after 5 minutes of reaction there were
no substantial differences in the antiradicalar activity of the chlorogenic acid and its
derivatives, as a consequence of their similar phenolic moiety. The similarity in reactivity
shows that the possible difference in antioxidant activity between these compounds in
emulsions may be due to their different distribution within them.

Furthermore, the antioxidant efficiency of the various compounds in emulsions
was evaluated through Schaal's Oven test, where it was found that it is greatly increased
with chlorogenic acid’s esterification. The antioxidant capacity increased from the methyl
chlorogenate to the dodecyl chlorogenate, decreasing for hexadecyl chlorogenate. Since
the most hydrophobic derivative is not the one that presents the greatest efficiency in the
studied emulsions, these results do not fit into the polar paradox theory. It was also found
that the antioxidant activity is higher for the compounds that are present at the interface
with the highest value of P}.

The effect of emulsifier concentration in the emulsion oxidative stability was
evaluated. It was confirmed that the stability may decreases with the increase in the
emulsifier percentage. With increase of the emulsifier volume an increase of the amount
of emulsifier occurs in the interfacial region. However it also occurs a dilution of the
antioxidant that is present at the interfacial region. Therefore the result of the antioxidant
activity will depend, on the balance between the increase in antioxidant quantity in the
interfacial region and the dilution that occurs. It was possible to directly compare the
results of the antioxidants distribution in the emulsions along with their antioxidant
efficiency. The results show parallel variations of the parameters, with a maximum found
for the derivative C12, thus providing a realistic and convincing explanation for the

noticed “cut off effect”, based on the distribution of antioxidants in emulsions.
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The results show that antioxidants that are present at higher concentration at the
interfacial region are the most effective ones in inhibiting lipid oxidation.

It was also observed that when two antioxidants are present at the interface in
the same concentration, the one that also distribut into the oil phase will have the best

antioxidant activity.

Keywords: Lipid oxidation; antioxidants; chlorogenic acid; emulsion; kinetic method;
partition constant; distribution; emulsifier; DPPH'; schaal's Oven test; antioxidant

efficiency.
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1.1 Lipidos

Os lipidos sdo um grupo heterogéneo de moléculas organicas, componentes de
sistemas vivos, geralmente solGveis em solventes pouco polares e insolaveis em agua.
Incluidos nesta classe de compostos estdo os triacilglicerois (TAGS) presentes nos 6leos
ou gorduras alimentares e também os fosfolipidos, que estéo associados as membranas
celulares . S30 os componentes principais do tecido adiposo, e em conjunto com as
proteinas e hidratos de carbono, constituem os principais componentes estruturais de
todas as células vivas 2.

Os lipidos alimentares desempenham um papel fundamental quanto a qualidade
de determinados produtos alimentares, particularmente em relagcdo as propriedades
organoléticas que os tornam desejaveis. Estas propriedades incluem o sabor, 0 aroma,
a cor, a textura e o paladar. Por outro lado, os lipidos alimentares também conferem
valor nutritivo aos alimentos, fornecendo uma fonte de energia metabdlica, de vitaminas
lipossolaveis (ex: A, D, E e K) e acidos gordos essenciais (&cidos linoleico, figura 1, e
linolénico). Estes compostos sdo uma fonte de combustivel para os organismos vivos,
tanto de origem animal e vegetal, fornecendo cerca de 9 kcal/g, ou um pouco mais de

duas vezes, o contelido calérico de proteinas e hidratos de carbono [,

HO N

Figura 1 - Estrutura quimica do &cido linoleico.

Quando oxidados, os lipidos podem gerar produtos primarios e secundarios de
oxidacdo que podem afetar negativamente as suas func¢des surgindo assim a

necessidade de proteger a integridade biolégica e quimica destas moléculas [,

1.2 Oxidacao lipidica

A oxidacao de lipidos insaturados tem sido uma area de extrema importancia,
uma vez que esta relacionada com a alteragdo dos alimentos, através da produgéo de
substancias téxicas e/ou substancias que conferem sabor e cor indesejaveis Fl. Este

fendbmeno quimico inevitdvel e espontaneo, tem uma implicacdo direta no valor
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comercial e funcional quer das matérias primas lipidicas quer de todos os produtos que
a partir destas sdo formulados, sejam eles alimentares, cosméticos ou farmacéuticos ™.

A oxidacao lipidica tem o seu inicio quando os lipidos perdem a sua prote¢ao
natural antioxidante, sofrendo uma série de modificagcées do tipo oxidativo, resultantes
de processos de transformacéo e armazenamento, e tem como principal consequéncia
a modificacdo da sua cor original e 0 aparecimento de odores e gostos caracteristicos
a ranco. Estas carateristicas representam, naturalmente, para a indlstria e para o
consumidor uma forte causa de depreciacédo e rejeicdo. No entanto este fendbmeno
oxidativo pode ser diminuido de tal forma que se pode obter um aumento significativo
da sua estabilidade e da vida Gtil do produto final & 5,

Os fendmenos de oxidacéo lipidica ocorrem através de diversos mecanismos
reacionais e extremamente complexos, que dependem do tipo de estrutura lipidica e o
meio onde esta se encontra. O tipo de interface entre os lipidos e o oxigénio, o grau de
insaturacao presente, a exposicdo a luz e ao calor, a presenca de agentes pré-oxidantes
(ex: iBes metalicos de transicdo) ou de antioxidantes, sdo fatores determinantes na
estabilidade oxidativa dos lipidos .

A degradacdo dos lipidos, normalmente denominada por ranco no que diz
respeito a produtos alimentares, pode ser devida a:

e Reacdes hidroliticas (rango hidrolitico ou lipélise)
¢ Reacdes com o oxigénio atmosfeérico (autoxidacao e fotoxidacao)

e Oxidacéo por lipoxigenases

1.2.1 Mecanismos de oxidagao

Oxidacao lipidica é um termo geralmente utilizado para descrever uma complexa
sequéncia de intera¢des quimicas entre os grupos acilo dos acidos gordos insaturados
dos lipidos com o oxigénio, e pode ocorrer de duas formas diferentes: autoxidagéo e

fotoxidacao ©,
e Autoxidacdo

A autoxidacéo é o principal mecanismo de oxidag&o dos Gleos e gorduras, sendo
caracterizada pela deterioracédo oxidativa de acidos gordos insaturados, por meio de um
mecanismo radicalar complexo em cadeia. Esta cadeia inclui reacbes de iniciacao,
propagacéao e terminacgao [l

A etapa de iniciagao gera radicais livres a partir do substrato. Ocorre a perda de

um radical hidrogénio (H*) no carbono a da molécula de acidos gordos insaturados (RH)
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formando um radical lipidico (R"). Este radical altamente reativo pode reagir com o
oxigénio atmosférico (*0.), produzindo um radical peroxilo (ROO*®) [,

Na etapa de propagacdo, os radicais alquilperoxilo reagem com outras
moléculas de lipidos insaturados para formar hidroperéxidos (ROOH), e um novo radical
lipidico instavel. Como um novo radical livre é formado a cada passo, maior sera o
numero destas espécies acumuladas na gordura ao longo do tempo, gastando-se
quantidades consideraveis de oxigénio a partir do ar ®. O radical lipidico assim
propagado, vai reagir com o oxigénio para produzir um outro radical alcoxilo (RO®),
resultando assim num processo autocatalitico [,

As reacOes anteriormente descritas para 0 mecanismo de autoxidacdo

encontram-se representadas no esquema 1.

RH >R +H" (1)
R* +° 0, - ROO" 2)
ROO" + RH — ROOH +R* 3)

Esquema 1 - Possiveis reagdes no processo de autoxidagéo, nas etapas de iniciagéo e propagagao.

Esta cadeia de reacbGes prossegue até se esgotarem os &cidos gordos
insaturados ou até radicais livres se combinarem para formar um produto ndo radicalar.

Isto compreende a etapa de terminacgéo, que é representada no esquema 2 [,

R'+R"—>R-R (4)
ROO" + R’ — ROOR (5)

ROO® + ROO®" — ROOR +0, (6)

Esquema 2 - Possiveis reagdes no processo de autoxidagdo, na etapa de terminagéao.

e Fotoxidacao

O mecanismo de fotoxidacé&o de lipidos insaturados é promovido essencialmente
pela radiacdo ultravioleta com a presenca de foto-sensibilizadores e do oxigénio
atmosférico, produzindo-se oxigénio singleto, 'O, que reage diretamente com os lipidos
formando-se hidroperéxidos . Pigmentos existentes em alguns alimentos, como a

clorofila e a rivoflavina, servem como foto-sensibilizadores.
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Existem dois tipos de sensibilizadores a considerar na fotoxidacao: Tipo | e Tipo

Sensibilizadores do Tipo I: sensibilizadores que atuam como radicais, quando ativados

pela luz (3Sens*), reagindo diretamente com o substrato lipidico (RH) através do &tomo
de hidrogénio ou por transferéncia eletrénica, dando origem a intermediarios

radicalares, que por sua vez reagem com o oxigénio (esquema 3) [7),

'Sens — 'Sens” — *Sens” 7)
*Sens” + RH — [intermediario]’ (8)

[intermediario]’ +> O, — ROOH +" Sens  (9)

Esquema 3 - Reagdes de fotoxidacéo, para sensibilizadores do Tipo .

Sensibilizadores do Tipo |lI: sensibilizadores que, estando no estado tripleto, interagem

com o oxigénio por transferéncia eletrénica originando o oxigénio singleto (02 ), que

por sua vez reage com lipidos insaturados (esquema 4) [,

*Sens” +° O, —' Sens+' O, (10)

'0,” +RH — ROOH (11)

Esquema 4 - Reacgdes de fotoxidagéo, para sensibilizadores do Tipo Il.

Os hidroperoxidos formados na fotoxidacdo sdo decompostos por mecanismos

semelhantes daqueles formados na autoxidac&o 1.

1.2.2 Decomposicao dos hidroperoxidos

Os hidroperoxidos sdo os produtos primarios resultantes dos processos de
oxidac&o lipidica . Estes compostos, por terem caracteristicas inodoras e insipidas,
nao tém consequéncia direta no aroma dos alimentos. No entanto, dado que sédo muito
instaveis, facilmente se decomp®em originando compostos volateis (aldeidos, alcoois e
cetonas) - principais responsaveis pelo odor a ran¢o, e compostos nao volateis

(compostos poliméricos) - produtos secundarios da oxidacdo 1% Y. Por isso, com a
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formacg&o destes compostos, a qualidade dos alimentos decresce consideravelmente,
tanto do ponto de vista organolético como nutricional.
A figura 2 € um esquema representativo da decomposicdo dos hidroperéxidos

em compostos volateis.

H H
R—C—R'ﬁb R —C—R'
OOH OH o0

II—|L"—R' R—ﬁ—ll R—CH—R! R—ﬁ—r{'
0 0 on 0
Aldeido Aldeido Alcool secundario Cetona

Figura 2 - Decomposicéo dos hidroperéxidos em compostos secundarios volateis 4.

A rutura homolitica da ligagdo O-O do hidroperéxido origina radicais alcoxilo
(RO®) e hidroxilo (HO®) muito reativos desencadeando a formacdo de aldeidos.
Dependendo do local onde a rutura na cadeia do radical ocorre, pode formar-se um
aldeido volatil de cadeia mais curta, ou ficar unido a parte glicérica da molécula,
originando neste caso, aldeidos glicéricos ndo volateis e ndo aromaticos. Os aldeidos
volateis (ex: hexanal) sdo considerados produtos de oxidagdo secundarios muito
importantes, pois sdo compostos associados ao cheiro a rango 1% 12,

Os alcoois secundarios formam-se quando o radical alcoxilo ataca um atomo de
hidrogénio de outro acido gordo insaturado (R”H), originado um novo radical (R”®). Em
alternativa pode ocorrer a transferéncia de um hidrogénio para outro radical livre,
terminando a reacdo em cadeia e dando lugar ao aparecimento de cetonas % 12,

Os metais de transicdo como o ferro e o cobre, presentes nos 6leos e gorduras,
catalisam a decomposi¢do dos hidroperoxidos. Esta decomposi¢cdo origina novos
radicais livres 11,
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ROOH +M* -5 RO’ +HO +M* (12)
ROOH +M?* - ROO" +H* (13)
2ROOH +M?* — RO +R0O0O" +H,0 (14)

1.2.3 Fatores que influenciam a velocidade da oxidacdo lipidica nos

alimentos

Como referido anteriormente, a oxidacdo dos lipidos ocorre por diversos e
complexos mecanismos reacionais, 0s quais se relacionam com o tipo de estrutura e o
meio onde esta se encontra 1112,

A velocidade de autoxidacdo depende do numero de ligacBes duplas presentes
no lipido. Devido a este fator, seria de esperar que o0s 6leos vegetais que possuem niveis
mais elevados de ésteres de 4cidos gordos insaturados, exibissem maior suscetibilidade
a deterioracdo relativamente as gorduras de origem animal que, por sua vez,
apresentam niveis de ésteres de acidos gordos saturados mais elevados. No entanto,
verifica-se que os 6leos tendem muitas vezes a oxidar mais lentamente isto porque
contém quantidades significativas maiores de tocoferois, que atuam como antioxidantes
naturais %12,

O mecanismo de oxidacao varia também com a temperatura. A temperaturas
mais elevadas as reacgdes de polimerizagéo e ciclizacdo sdo mais importantes, uma vez
gue a solubilidade do oxigénio diminui com a temperatura, tornando-se num fator
limitante durante a formac&o de hidroperéxidos. Deste modo, 0 aumento da pressao de
oxigénio s6 se torna importante a altas temperaturas. O aumento da temperatura
provoca também muitas vezes um aumento da contaminacdo por metais e destroi
possiveis compostos antioxidantes existentes na gordura.

A luz é também um fator determinante na estabilidade oxidativa dos lipidos.
Sabe-se que compostos minoritarios como a clorofila (sensibilizador) no azeite virgem,
podem ser excitados eletronicamente devido & absor¢éo da luz. Consequentemente, a
molécula excitada é capaz de transferir 0 seu excesso de energia a uma molécula de
30, (oxigénio no seu estado fundamental), originando o oxigénio singleto (*O2) que
reage com as ligacbes olefinicas. A prevengdo da fotoxidacdo durante o
armazenamento dos alimentos é, deste modo, importante para assegurar a sua elevada

estabilidade oxidativa 13I.
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1.3 Antioxidantes: inibidores da oxidacao lipidica

Existe uma variedade de géneros alimenticios que séo suscetiveis a oxidacao,
guando em contato com o ar. As gorduras, especialmente as insaturadas, (6leos e
margarinas), e os derivados de frutos (sumos, conservas de frutos e refrigerantes),
constituem os dois principais grupos de alimentos que necessitam de prote¢éo contra a
oxidacdo 1. Conseguir retardar a oxidagdo tornou-se numa tarefa de grande
importancia na inddstria alimentar e, claro, para o consumidor.

Atualmente existem varios métodos que sao capazes de retardar ou mesmo inibir
a oxidacdo lipidica, como impedir o contato com o oxigénio, diminuir a temperatura de
armazenamento e processamento, recorrer a inativagdo das enzimas que catalisam a
oxidac&o, reduzir a presséo de oxigénio, etc...'l. De todos os métodos de protecéo, o
mais eficaz e simples contra a oxidacado lipidica €, sem duvida alguma, o uso de
antioxidantes (AOs).

Os antioxidantes sé@o substancias que, quando presentes em sistemas lipidicos
em pequenas quantidades, impedem ou retardam a sua oxidagdo, através de reagdes
com os radicais livres. Este tipo de substéncias podem ocorrer como constituintes
naturais de alimentos, ou podem ser intencionalmente adicionados aos produtos ou
ainda formados durante o processamento %,

Os antioxidantes podem ser agrupados de acordo com 0 seu mecanismo de

acao:

A. Antioxidantes primarios ou “chain-breaking”: sdo normalmente dadores de
hidrogénio (H) que retardam ou inibem a etapa de inicia¢cdo ou interrompem a etapa de
propagacao da autoxidacao. Estes antioxidantes (AH) reagem com os lipidos e com 0s
radicais peroxilo e alcoxilo e convertem-nos em produtos ndo-radicalares mais estaveis.
Doam um atomo de hidrogénio aos radicais lipidicos produzindo derivados lipidicos e
um radical do antioxidante (A") que é, no entanto, mais estavel e menos reativo que 0

radical lipidico (€1,

ROO® + AH —- ROOH + A* (15)
RO*+ AH —» ROH + A* (16)

A maioria dos antioxidantes primarios sdo fendis mono e polihidroxilados. Os

fen6is monohidroxilados sdo moléculas que por si sé ndo séo ativas, mas a substituicao
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com grupos alquilo nas posicdes 2, 4 ou 6 aumenta a densidade eletronica no grupo
hidroxilo por um efeito indutivo, aumentando deste modo a sua reatividade com o radical
lipidico.
O radical formado a partir do antioxidante é pouco reativo pois encontra-se
estabilizado por deslocalizacdo do eletrdo desemparelhado por todo anel aromatico,

como mostra a figura 3 (2161,

OH o- i 0 0
Eoo*  ROCH
A—ib- | ‘-‘H - . - - .
= =
Figura 3 - Producéo do radical fenoxilo estabilizado por ressonancia.

Assim, a eficacia do antioxidante vai depender da estabilidade por ressonancia
dos radicais fenoxilo.

Em geral, a introducéo de um segundo grupo hidroxilo na posi¢ao 2 ou 4 de um
fenol aumenta a sua atividade antioxidante.

Os catecdis, 1,2-dihidroxibenzeno, e os seus derivados apresentam atividade
antioxidante mais acentuada em comparacdo aos orto-metoxifendis uma vez que
podem doar dois hidrogénios e originar produtos ndo radicalares, normalmente
guinonas.

O que faz variar a atividade verificada no catecol daguela observada nos orto-
metoxifendis é a elevada estabilizagdo do radical formado a partir do catecol. A eficacia
dos catecdis é aumentada pela estabilizacdo do radical fenoxilo através de uma ligacao
de hidrogénio intramolecular (figura 4), que nao € possivel ocorrer nos orto-metoxifenaéis.
Por outro lado, ao contrario dos catecéis, 0os orto-metoxifendis apenas conseguem ceder

um hidrogénio para neutralizar o radical 7,

O---H

Figura 4 — Estabilizac&o do radical fenoxilo por ponte de hidrogénio.

Como referido anteriormente, os antioxidantes primérios reagem com os radicais

lipidicos, tornando-os em produtos mais estaveis.
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Os antioxidantes (AH) inibem a oxidagdo reagindo ndo s6 com os radicais
peroxilo (ROO*®) terminando assim a propagac¢éo da cadeia, como também com radicais
alcoxilo (RO*®) inibindo a sua decomposicdo e deste modo a formagédo de compostos

indesejaveis, como os aldeidos 2,

B. Antioxidantes secundarios ou preventivos: reduzem a velocidade do
processo de iniciacdo da oxidacdo, impedindo ou retardando a formacao de radicais
livres resultantes da decomposicdo dos hidroperéxidos através de varios mecanismos

tais como a complexac&o de metais e absor¢do de radiacdo UV [12 18],

A maioria dos antioxidantes usados comercialmente sdo compostos fendlicos
gue podem ser sintéticos ou naturais, atuando de uma forma geral como antioxidantes
primarios.

Antioxidantes de origem sintética como o butilhidroxianisol (BHA) e
butilhidroxitolueno (BHT), tém revelado grande capacidade de prote¢do contra 0s
fendmenos oxidativos. No entanto, questdes que se relacionam diretamente com a
toxicidade de alguns desses compostos (ex: suspeita de atuacdo do BHT como
promotor da carcinogénese) conduziram a sua rejeicdo generalizada,
independentemente das sua alta estabilidade, baixo custo e outras vantagens
tecnoldgicas [ 12,

O uso de plantas e dos seus extratos para preservar os alimentos tem sido
efetuada desde a pré-historia e, recentemente, tem sido alvo de uma investigacdo
intensiva, pelo facto de se querer reduzir o uso de compostos sintéticos como aditivos
alimentares, devido aos seus potenciais efeitos toxicos €,

Assim, devido a insatisfacdo existente quanto a seguran¢ga dos compostos
antioxidantes atualmente usados em produtos alimentares, cosméticos ou
farmacéuticos, tém sido realizadas investigaces visando o desenvolvimento de novos
antioxidantes, obtidos ndo sé a partir de fontes naturais, mas também por sintese
quimica total ou por modificacdo molecular I,

Os é&cidos fendlicos do tipo benzoico (figura 5) encontram-se nas plantas,
fazendo parte do seu sistema antioxidante endégeno. Estes compostos encontram-se
em muitos alimentos sobretudo na forma de ésteres de acidos organicos ou de
glicosideos, e raramente como &acidos livres, influenciando de modo significativo as
propriedades organoléticas, de estabilidade e o valor nutricional destes alimentos 5 12,

A bioatividade verificada neste grupo de compostos, nomeadamente anti-

inflamatdria, antiviral, anticarcinogénica, antimutagénica e antioxidante, justificam o
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potencial interesse da sua aplicacdo em diferentes areas, nomeadamente alimentar e

farmacéutica .

COOH
R: R: ACIDO FENOLICO
OCH; H Acido vanilico
R, R, OCH3 OCH; Acido siringico
OH

Figura 5 - Estrutura quimica dos derivados do acido benzoico 19,

1.3.1 Acido clorogénico

De entre uma enorme variedade de antioxidantes existentes na natureza, este
trabalho utilizou como objeto de estudo o acido clorogénico, cuja estrutura quimica se
encontra representada na figura 6.

O
0 NF OH

%\\OH OH
HO ”
HO OH

Figura 6 - Estrutura quimica do &cido clorogénico.

O &cido clorogénico é uma molécula que se encontra presente no café verde e,
gue devido as suas propriedades antibacterianas, terapéuticas e antioxidantes revela
ter uma enorme aplicabilidade 2,

Como é possivel observar pela sua estrutura quimica (figura 6), este antioxidante
derivado do acido cafeico, é muito hidrofilico devido a presenca de cinco grupos
hidroxilo. De modo a aumentar a hidrofobicidade do éacido clorogénico é possivel

proceder a sua esterificacdo com alcoois de cadeia alquilica linear de varios tamanhos.
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1.4 Previsdao da eficacia dos antioxidantes em sistemas

emulsionados: importancia da regiao interfacial

Uma emulséo pode ser definida como uma disperséo coloidal formada por dois
liquidos imisciveis (geralmente 6leo e dgua) com um dos liquidos dispersos no outro
sob a forma de gotas de dimensdes entre 0,1 e 100 um. Se o sistema emulsionado
consiste na dispersao de goticulas de éleo em agua, trata-se de uma emulséo 6leo-em-
agua (O/A) (ex: maionese, leite). Se se tratar de goticulas de agua dispersas em Gleo
estamos na presenca de uma emulsédo agua-em-6leo (A/O) (ex: margarinas, manteiga)

(14,21 A figura 7 ilustra os dois tipos de emulsdes mencionados.

Oleo em agua (O/A) Agua em Oleo (A/O)
B
O o G Oleo © ° O °
~ © ) 0
O Agua <)
o 0
O 4 5 O

- O UTEmulsionante—Q ° O

Figura 7 - Emulsbes O/A e A/O.

As emulsdes podem ser divididas em trés diferentes regifes: a fase continua, a
regido interfacial, e o interior das goticulas e a sua estabilidade fisica depende da
composicdo destas trés fases Y. As emulsbes sdo sistemas termodinamicamente
instaveis pelo que requerem a utilizacdo de emulsionantes, substancias que atuam na
interface Gleo/dgua reduzindo a tensao superficial e permitindo a formacdo de uma
emulsdo de menor energia interna, aumentando assim a sua estabilidade 2,

A estrutura quimica de um agente emulsionante, em geral, inclui uma porgéo
hidrofébica (tal como uma longa cadeia alquilica) e uma parte hidrofilica (iénica ou
polar). A porg&o hidrofobica fica normalmente em contato com o 0leo enquanto a porgao
hidrofilica com a fase aquosa, formando uma dispersdo de micro-gotas. Estas
substancias sao igualmente usadas em emulsGes para facilitar a dispersdo de
aromatizantes hidrofébicos, prevenir a formagdo de cristais de gelo em produtos
congelados e melhorar o volume e uniformidade de alguns produtos 24,

A oxidagéo lipidica em emulsdes é bastante complexa e é afetada pelo fenébmeno
interfacial, assim como pelos constituintes antioxidantes e pro-oxidantes presentes tanto
nas duas fases, como na sua interface 2. Assim, diversos fatores tais como, a presenca
de metais e outras substancias, o pH, a pressdo de O,, o tamanho das goticulas, a

concentragdo e a natureza dos emulsionantes, afetam a velocidade de oxidacdo das
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emulsdes 2. A composicédo da fase aquosa é igualmente importante na oxidacdo de
emulsbes, pois nesta fase podem existir tanto antioxidantes como pré-oxidantes,
dependendo das suas propriedades quimicas, das condicdes ambientais e da sua
interacdo com os componentes lipidicos 2.

Os antioxidantes que apresentam atividade antioxidante nos 6leos vegetais
apresentam normalmente atividade antioxidante em emulsdes. No entanto, esta
atividade podera ser maior ou menor uma vez que podem exibir afinidades diferentes
para as interfaces ar-6leo e 6leo-agua, o que ira afetar significativamente a sua atividade
antioxidante nestes sistemas lipidicos. O “paradoxo polar’ descreve o contraste que
normalmente ocorre no comportamento de antioxidantes de diferentes
lipossolubilidades quando usados em 6leo ou em emulsées. Em emulsdes O/A, os
antioxidantes hidrofilicos (polares) s&o, geralmente, menos eficazes do que o0s
antioxidantes lipofilicos, ao contrario do que acontece nas emulsées A/O ou em 06leos,
em que os antioxidantes hidrofilicos apresentam maior eficacia 4. Assim, os
antioxidantes lipofilicos, como o a-tocoferol e o palmitato de ascorbilo, mostraram ser
mais eficazes em emulsdes O/A do que sé em 6leos, enquanto 0 oposto se verifica para
os antioxidantes hidrofilicos, trolox e acido ascorbico. Estas diferencas observadas
na eficacia dos antioxidantes a que se denominou de paradoxo polar, foram
posteriormente justificadas pelas suas afinidades a interface ar-Gleo, ao 6leo e a

interface O/A ou A/O das emulsGes, como se observa na figura 8 2%,

Oleo Emulsio AJO Emulsio O/A
y "; & Agua =y
i) - =
At @ @ Agua [ Oleo _
- . Oleo ° :
(= = ™

P

) Antioxidante lipofilico (ex: palmitato de ascorbilo, a- tocoferol)

# Antioxidante hidrofilico (ex: acido ascdrbico, trolox)

Figura 8 - Fenémeno de interface para explicar a agdo antioxidante em 6leo, em emulsdes O/A e emulsdes A/O.

Em sistemas compostos simplesmente por 06leo, imaginou-se que O0s
antioxidantes hidrofilicos, como os fendis polares, estariam orientados para a interface
ar-6leo e, por isso, confeririam uma maior protecéo face a oxidagdo, comparativamente
aos antioxidantes lipofilicos, como os tocoferéis, que se encontram em solucdo e
dispersos no 6leo. Do mesmo modo, nas emulsdes O/A, os antioxidantes mais lipofilicos
(mas também com propriedades anfifilicas), como o tocoferol, deveriam estar orientados

na interface O/A podendo conferir uma maior protecdo a fase oleosa face a oxidagao.
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Ja os antioxidantes hidrofilicos, dissolvendo-se e diluindo-se na fase aquosa, estariam
mais afastados da interface e da fase oleosa. Desta forma, a formacdo e decomposicao
dos hidroperoxidos em emulsdes € influenciada pelas concentragdes dos antioxidantes
nas trés fases que constituem a emulséo 2,

Estudos recentes, mostram que a atividade dos antioxidantes ndo depende
apenas da lipofilia das moléculas antioxidantes. Varios estudos mostram existir um
méaximo de eficacia antioxidante, a medida que aumenta a sua lipofilia, mas sé até
determinado ponto, a partir do qual ocorre uma diminuicao significativa da atividade para
os antioxidantes mais hidrofobicos. A este fenomeno denominou-se “cut-off”. Entéo,
para um mesmo poder antiradicalar, a eficacia do antioxidante ndo tem uma
dependéncia linear com a sua hidrofobicidade 25 271,

Na figura 9, a titulo de exemplo, é possivel observar o efeito “cut-off” observado

para os ésteres derivados do acido rosmarinico 2,

151

Atlvidade antloxldante

04 rr v T T T T 1
o1 B 8 12 16 18 20

Numeros de carbono da cadeia alquilica

Figura 9 - Influéncia do aumento da cadeia alquilica dos ésteres derivados do acido rosmarinico na atividade
antioxidante 1281,

Foram propostos trés mecanismos para explicar este efeito: 1) Redugédo da
mobilidade dos AOs devida a uma diminuicdo dos coeficientes de difusdo; 2)
Incorporagdo dos AOs no 6leo, devido a sua lipossolubilidade; 3) auto-associacao
devida a formacdo de agregados micelares que reduzem a concentracdo de
antioxidante na regido interfacial. No entanto, nenhum destes mecanismos é capaz de
explicar o efeito denominado “cut-off”.

Parte do problema que existia para estabelecer correlagbes entre a estrutura de
um antioxidante e a sua eficacia na inibicdo da oxidacéo lipidica residia na completa
falta de métodos para determinar a distribuicdo dos AOs em emulsdes, que é um
parametro chave para a interpretacdo destas observacdes experimentais 2,

De modo a ultrapassar este problema foi desenvolvido um método cinético que

permite determinar a distribuicdo dos AOs em emulsdes.
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1.5 Distribuicdo de antioxidantes em emulsbes alimentares

modelo

1.5.1 A particdo de antioxidantes em emulsdes

O estudo da distribuicdo dos antioxidantes em sistemas emulsionados €
bastante complexo, devido a impossibilidade fisica de separacdo da regido interfacial
das regides aquosa e oleosa Y, Em sistemas binarios azeite/agua com a auséncia de
emulsionante, a distribuicdo do AO pode ser determinada através da determinacdo da
sua concentragdo nas fases aquosa e oleosa, por técnicas analiticas adequadas. A
razdo entre estas concentragbes corresponde entdo a constante de particio PJ

(coeficiente adimensional das concentracfes do antioxidante em cada fase):

po _ (A0)
(AO,)

17)
onde AOo corresponde a concentracdo do antioxidante na fase oleosa, AOa a
concentracdo do antioxidante na fase aquosa e Va 0 volume da fase aquosa e Vo 0

volume da fase oleosa.

Apés a adicdo de um agente emulsionante para preparar emulsdes, uma nova
regido interfacial € formada entre as regibes oleosa e aquosa e desta forma, os
antioxidantes e outros componentes da emulsdo irdo distribuir-se pelas trés regides
referidas, dependendo da sua solubilidade. Por conseguinte, duas constantes de
particdo sdo necessarias para descrever a distribuicdo de um AO num sistema

emulsionado, uma entre a fase aquosa e a regido interfacial, P} (equacéo 18), e outra
N . ~ . Pl

entre a fase oleosa e a regido interfacial, P} (equagéo 19). Note-se que quociente -4
Pp

corresponde a constante de particdo de um sistema binario (equagéo 20):

Py = (A, (18)
(AO,)

P = (A9,) (19)
(AQ,)

po _Pa _(A0))/(AO,) _ (AQ,) 20)

* B (AO)/(AQ,) (AO,)
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Figura 10 - Representagéo esquematica da particdo de um antioxidante (AO) numa mistura binaria (esquerda) e num

sistema multifasico (direita).

Uma vez que a regido interfacial ndo pode ser fisicamente separada das outras
duas regibes, as constantes P} e P/, ndo podem ser calculadas independentemente a
partir da determinacao da concentracdo do antioxidante em cada uma das fases. Assim,
a determinagdo das constantes de particdo P} e P} dos antioxidantes em emulsdes
requer que a determinacao da concentracao do AO nas trés regifes seja feita na propria
emulséo 29,

Inimeras tentativas tém sido realizadas para determinar a distribuicdo de
antioxidantes em sistemas emulsionados através do isolamento das regifes aquosa e
oleosa, com uma andlise posterior da concentracdo do antioxidante em cada uma das
regibes. Até ha pouco tempo, ndo era possivel encontrar um método disponivel que
fosse aceite e eficaz para determinar a fracdo de antioxidante na regido interfacial de
emulsBes 6leo-em-agua. E verdade que a medicdo das concentraces de antioxidante
nas fases aquosa e oleosa pode ser utilizada para estimar P, mas esta aproximac&o
ndo nos da informag¢do nenhuma relativamente a concentracdo de antioxidante na
regido interfacial 129

Sanchez et al. ?® desenvolveram um método cinético, que n&o requer o
isolamento de cada uma das fases da emulséo, para estimar as constantes de particdo
de antioxidantes entre as regides oleosa e interfacial, P}, e entre as regiées aquosa e
interfacial, Pj, em emuls@es opacas. Este método baseia-se no modelo da pseudofase
para emulsdes termodinamicamente estaveis onde, uma sonda quimica, neste caso 0s
catibes hexadecilbenzenodiaz6nio, 16-ArN,*, reagem com o0s antioxidantes presentes

na emulséo 23,
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1.5.2 Método cinético utilizado para determinar a distribuicdo de

antioxidantes em emulsdes

O método cinético utilizado para determinar a distribuicdo dos antioxidantes num
sistema emulsionado baseia-se na determina¢do das constantes de reacao observada,
kobs, da reacao entre o catido de arenodiazo6nio, 4-hexadecilbenzenodiazénio (figura 11),

e um determinado antioxidante, fazendo variar as fragbes de emulsionante na emulsdo

[30]
C16H334©7N2+

Figura 11 — Estrutura quimica sal de arenodiazonio.

A selecao deste catido arenodiazénio deveu-se ndo s6 ao facto de este reagir
facilmente com compostos fendlicos, ao facto de existir uma elevada quantidade de
estudos sobre a quimica complexa destes sais, mas também devido a sua localizacdo
fisica na regido interfacial da emuls&o, ao facto da reacdo de decomposi¢do espontanea
dos catiBes 16-ArN,* ser desprezavel em relacdo as reacées com os AOs, e ao facto
das suas reacdes, tanto na presenca como na auséncia de nucledfilos, poderem ser
estudadas mediante variadas técnicas comuns em cinética quimica como a
espetrofotometria (12 2131,

Dado que as emulsdes utilizadas neste estudo sdo opacas, determinou-se a Kops
da reacdo, pelo método da derivatizagdo que consistiu em parar a reacao entre o sal de
arenodiazoénio e o antioxidante, a determinado intervalo de tempo, fazendo reagir o sal
gque ainda ndo reagiu, com um agente copulante, o dicloridrato de N-(Naft-1-il)
etilenodiamina (figura 12). Nesta reacao forma-se um corante azdico de cor purpura cuja

concentracdo pode ser determinada a A =572 nm 26,



FCUP
Introdugéo

19

NHCH,CH,NH*

NHCH,CH,NH5* OO
33H16C < > N2+ + OO > N//N + H+

16-ArN; NED.2HCI

(CH3)15CH3

Corante Azdico

Figura 12 - Reacéo de derivatizacéo utilizada.

1.5.2.1 Modelo cinético da pseudofase (MCP)

O modelo cinético de pseudofase (MCP), na sua formulagdo inicial, foi
desenvolvido para sistemas micelares. No entanto, as emuls@es, microemulsdes e as
solucdes micelares apresentam carateristicas semelhantes 2,

Nas solu¢des micelares, a totalidade das goticulas é tratada como uma regiao
reativa separada ou "pseudofase”, uniformemente distribuida em toda a regido aquosa
21 Assim, o MCP pressupde a existéncia de duas pseudofases distintas: a pseudofase

micelar e a pseudofase aquosa.

Qualquer emulsdo, na sua forma mais simples, é constituida por trés regides
distintas: a regido aquosa, a oleosa e a interfacial, contendo o emulsionante (no caso

concreto deste estudo utilizou-se o tween 20) (figura 13).
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Regido Interfacial i Regido Aquosa

Regido Oleosa i
P! { PA’
AOO :!: AOI :!: AOA
+ ? + ! +
| |
16-ArN," 5 16-ArN," 5 16-ArN,"
ko ! ky ! ky
| |
Produtos ! Produtos ! Produtos

Figura 13 - Representacgédo das trés regides de uma emulsdo que contém um substrato AO, cuja distribuicdo vem
definida pelas constantes de particdo PIO e P;.

A aplicacao das ideias basicas do MCP a sistemas emulsionados pressupde a

aplicacdo das seguintes hipoteses:

v' A velocidade de reacdo de qualquer antioxidante nas diferentes regides da
emulsdo ndo esta limitada pela velocidade de transporte entre as referidas
regides. Esta hipétese supde, na pratica, considerar que os antioxidantes se
encontram em equilibrio dindmico durante o decorrer de qualquer reacgdo
guimica a que estejam sujeitos;

v' A distribuicdo do antioxidante entre as varias regides s6 depende da sua
solubilidade relativa em cada uma delas (sempre e quando nao se atinja o limite
de solubilidade) e é independente de a emulsao ser O/A ou A/O e do tamanho

das gotas que compdem a emulséo 12 21,

Deste modo, a distribuicdo de um determinado antioxidante num sistema
emulsionado é dada a partir de duas constantes de particdo, uma entre as regides
oleosa e interfacial, P}, e outra entre as regiGes interfacial e aquosa, P;. Estas
constantes de particdo sédo definidas através do quociente entre as concentracdes dos

antioxidantes nas diferentes regides, como mostram as equacgées 18 e 1952,

P! — EAA\SI; (18)
P, = (AQ)) (19)
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onde os paréntesis indicam as concentra¢cdes em moles por litro no volume da regiéo
considerada, e os indices |, O, A representam as regifes interfacial, oleosa e aquosa,
respetivamente.
De acordo com o modelo cinético, a velocidade de reacdo entre os ides 16-ArN,*
e o0 antioxidante pode expressar-se pelo somatdrio das velocidades em cada uma das

regides da emulsao, como mostra a equacao 21:

v=k-[16— ArN,", JTAQ, ] =
(21)
=k, - (16— ArN,",)-(AQ,) - @, +k, - (16— ArN,",)-(AO,)-®, +K, - (16— ArN,",)- (AD,)-®,

onde k representa a constante de velocidade, as expressGes com paréntesis retos [...]
referem-se as concentragdes em mol L™ no volume total da emulsdo e as expressoes
com paréntesis curvos (...) mencionam concentragdes em mol L em cada uma das
regides, o indice T indica a quantidade estequiométrica ou total, os indices O, | e A
referem-se as regibes organica, interfacial e aquosa respetivamente, ® é a fragédo de
volume de cada regi&o e AO é o antioxidante (31,

Os ides 16-ArN,* sdo insollveis tanto no 6leo como na agua e como o seu local
reativo se situa na regido interfacial da emulsdo, a sua concentragdo nas regifes
organica e aquosa € desprezavel e, em consequéncia disso, a reacdo com o AO tera

lugar preferencialmente na regido interfacial (figura 14).

Regiéo Regigo Regigo
Oleosa interfacial Aquosa

O,

o
CllHlj W - [s)
HO-{~0
o
o' 'O TyOH

CipHs—< ) Ng*

+

AO, AO, AO,
P! J k| pf

Produtos

Figura 14 - Representagédo esquematica de uma emulsao: @ indica a fragao de volume para cada uma das regides, AO
€ o antioxidante, P é a constante de parti¢céo, k| € a constante de velocidade para a reacdo dos ides 16-ArN," na
interface e os indices O, | e A referem-se as regifes organica, interfacial e aquosa, respetivamente.

Assim, a equacao 21 pode ser simplificada a equacao 22:
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v=Kk-[16— ArN,". ]JAO, ] =K, -[16— ArN,",]-(AO,)- @, (22)

A fracdo de volume de emulsionante é dada pela equacéo:

Vi

= (23)
Vo +V, +V,

onde, V), Va e Vo representam o volume das regides interfacial, aquosa e oleosa,

respetivamente.

As fragbes de volume de fase orgénica, @, e a aquosa, @, definem-se de forma

idéntica, de modo que:
Oy +D,+D, =1 (24)

O balango de massas do antioxidante e dos ides arenodiazénio é dado pelas

equacdes 25 e 26:

[AO,;]=®,(AO,)+ D, (AO,)+D,(AO,) (25)

[16—ArN," . ]1=®, 16 —ArN,"), (26)
Combinando as equacdes 18, 19 e 25, obtém-se a seguinte expressao:

Py P
®,P, +® PP, +®,P,

(AO| ) = [AOT]' (27)
Combinando as equacgbes 22, 25 e 26 e tendo presente que se esta perante
condicbes de pseudo-primeira ordem (em que [AQ] >>> [16-ArN;*]), a constante de

velocidade observada vira dada pela equacéo 28.

[AO; Ik, P.P,

k.. =k[AO;]=k (AO,) =
obs [ T] I( I) (DOPAI+(DIPAIPOI+(DAPOI

(28)

Esta equagéo elucida que ao aumentar a fragdo de emulsionante na emulséo, o

valor de kops tende a diminuir, porque o termo @ apenas aparece no denominador 134,

Matematicamente, a equacédo 28 é equivalente a equacao 29, e o inverso de Kops

corresponde a equacdo 30, onde a e b vém dados pelas equacbes 31 e 32:

kobs = a
1+bd,

(29)
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L1, 0)
obs
PP (1+®,/®
g @
A A 0’0
o _[AO KPR 1+, /D) @2

Pi+®,/®,P

Estas equagbes descrevem a dependéncia do kes cOm a concentracdo do
emulsionante e deste modo a curva obtida por 1/ kops vs ® devera ser linear, com uma

ordenada na origem positiva igual a 1/ a e um declive igual a b/a.

Como se pode observar, a equagdo 31 contém unicamente as constantes de
particdo e a equacao 32 contém, para além das constantes de particdo, a constante de
velocidade na interface, k;, que ndo se pode determinar independentemente. Como
consequéncia, as constantes de particdo P}, e P} podem obter-se a partir da equacgéo 31

de duas maneiras distintas:

v' A partir de dois valores de b, para assim se resolver um sistema de duas
equacdes a duas incognitas, as quais sdo precisamente estas constantes de

particdo. Os valores de b podem obter-se a partir do estudo das variacoes de
kobs €m fungéo de @, para pelo menos dois valores distintos de razéo %.
]

v' A partir do valor experimental de P{ e de um s6 valor de b. O quociente das

constantes de particdo P} e P, , equagbes 18 e 19, representa o valor da

constante de particdo entre as fases aquosa e oleosa (P?), equac&o 20.

no _Pi _(A0)/(AO,) _(AQ,)
* By (AO),/(AO,) (AO,)

(20)

Com base em tudo isto, podem-se determinar as constantes de particdo P} e P}
a partir da medida experimental da constante de particdo P{ que representa a constante
de particdo do antioxidante num sistema binario agua-azeite na auséncia de
emulsionante, requerendo apenas o conhecimento de um valor de b (equacgéo 31), que
pode ser determinado a partir da variagdo de kos €m fungéo de &, para uma
A

. ~x . P
determinada razao _*
o
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Tendo as constantes de particdo determinadas, pode-se determinar o valor de k;
gue corresponde a constante de velocidade biomolecular para a reacdo que tem lugar
entre 16-ArN;* e o antioxidante na interface, utilizando a equacéo 32.
A percentagem de antioxidante presente em cada uma das fases pode ser obtida

a partir das equag0bes 33 - 35.

1000 P! P!
%AO| = | I|A|o | (33)
®,P, +0,P, P, +0 P
%AC. = 1000 P, o
° ®,P +®,PP)+D,P (34)
|
%AO, - 1000 ,P, (35)

®,P, +® PP, +®,P)

1.5.2.2 Simplificacdo do modelo cinético de pseudofase (MCPS)

Existem antioxidantes que, num sistema emulsionado, tém baixa solubilidade
para uma determinada regido e nestas circunstancias a determinagcédo das constantes
de particdo pode estar sujeita a um grande erro, ja que isto implica que uma das
constantes de particdo seja muito maior que outra.

Para contornar este problema, o modelo de pseudofase anteriormente descrito,
pode ser simplificado, assumindo que a concentracdo de um AO numa das regides da
emulsdo é praticamente nula, o que simplifica bastante o tratamento matematico e a
interpretacao dos resultados uma vez que s6 é necessdaria uma constante de particao.

Assim, supondo que a distribuicdo tem lugar fundamentalmente entre regides
oleosa e interfacial (ou seja, a solubilidade do AO na regido aquosa seja nula), a

concentracao total de AO, definida ha equacao 25 reduz-se a equacgéo 36:

[AOT] = (AO| )q)| + (AOO)CDO (36)
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Regiso Regiso Regido
Oleosa interfacial Aquosa

0O,

a0~
HO {0
AR
(316"'33_<;>_Nz+

+

AOQ,
P! l ki

Produtos

AO,

Figura 15 - Representacdo esquematica da regido interfacial de uma emulsdo com base no modelo cinético da
pseudofase que mostra a particdo do antioxidante, AO, entre as regifes interfacial e oleosa.

Substituindo a equacao 19 na equacédo 36 obtém-se a equacédo 37:

[AC, 1R,

AO,) =
(A0,) ®,P) +®,

(37)

Substituindo esta equagédo na equacgéo 26 obtém-se a expressao que relaciona
a constante de velocidade observada com a constante de particdo do AO entre as
regides oleosa-interfacial, equacédo 38:

k,[AO. ]P!
obs:q)I P| =0 (38)
1"0 +q)0
Matematicamente, a equacao 38 é equivalente a equacao 39:
|
k[AO 17
D, ab
Kons = PT 11bd (39)
1+, > !
o
onde os parametros a e b sdo definidos pelas equacdes 40 e 41
PI
h=-—2 (40)
D,

a=k [AGC;] (41)
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A equacao 38 prevé que a variacao de 1/kes €em fungdo de @, (equacgéo 42)
seja linear, com uma ordenada na origem igual a 1/ab e um declive igual a 1/a.
1 1 1

—:E'ng)l (42)

Da representacao linear de 1/kes €m fungéo de @, pode-se obter o valor de k;

a partir do declive da reta e combinando o declive com o valor da ordenada na origem,

o valor de P.

Pl = @, (declive) /(ordenada na origem) (43)

A fracdo de antioxidante presente na fase oleosa e na interface do sistema

emulsionado vem dada pelas equacdes 44 e 45, respetivamente.

% A0, :% (44)
| O+ (¢]
1000, P,
%A0, =®0§|ﬁ (45)
1'0 (o]

Para os casos em gue a distribuicdo tenha lugar fundamentalmente nas regiées
aquosa-interfacial (figura 16), ou seja, aqueles casos em que a concentracdo de AO na
fase oleosa é desprezavel, pode-se obter seguindo o mesmo procedimento, uma
expressao que relaciona a constante de velocidade observada com a constante de
particdo do AO entre as regides aquosa-interfacial, equacdo 46. Esta equacdo pode ser

linearizada chegando assim a equacao 47.
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Regiao Regido Regido
Oleosa interfacial Aquosa
O,
o ™~° o
HO {0
Ho/0" '07you
C16H33@N2+
+
AO, AO,
K, 4
A
Produtos

Figura 16 - Representacdo esquematica da regido interfacial de uma emulsdo com base no modelo cinético da
pseudofase que mostra a particdo do antioxidante, AO, entre as regides interfacial e aquosa.

_ k[AO, P,
* P +D,
1 D,

D,

= +
kobs I(I [AC)T]P/-\I k| [AOT]

(46)

(47)

Da representacao linear de 1/kons em funcéo de @, pode-se obter o valor de kja

partir do declive e, combinando o declive com o valor da ordenada na origem, o valor de

Pl

P!, = @ (declive) /(ordenada na origem)

(48)

Desta forma, a percentagem de AO nestas regides vird dada pelas equacgdes 49

e 50.

A, = 5 v
1" A A
100, P,

% A0, _ 1000,F,

®P +D,

(49)

(50)
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1.6 Avaliacao da capacidade antioxidante

1.6.1 Avaliacdo da capacidade antiradicalar pelo método do DPPH*

Um dos mecanismos mais importantes para inibir a oxidacéo lipidica é a reacao
com os radicais livres. De modo a avaliar a capacidade para esta rea¢do, foram
propostos inumeros métodos baseados em reacgfes entre o antioxidante e um radical
que seja preferencialmente estavel e comercial, ou um radical gerado no préprio meio

de reagéo.

O método do DPPH*. é um dos métodos mais utilizados para avaliar a
capacidade antiradicalar dos compostos através da sua reatividade com um radical livre
estavel, o 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH®), cuja estrutura quimica se encontra

representada na figura 17 B4,

( l _N- NO
N 2

Figura 17 - Estrutura quimica do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH?®).

A reacdo entre os antioxidantes e o radical DDPH*® pode ocorrer por diferentes
mecanismos, dependendo do solvente em que se encontra: transferéncia de um eletréo
(TE) ou por transferéncia de um atomo de hidrogénio (TAH).

As investigacGes realizadas por Foti et al %, sugerem que a reacdo entre o
DPPH* e os antioxidantes em meios polares se comporta como uma reacdo TE. Estes
autores descobriram que o passo determinante da velocidade para esta reacdo consiste
num processo de TE rapido, dos anibes fenoxilo para o radical DPPH®. Assim, a
remocao do atomo de hidrogénio (TAH) do antioxidante pelo DPPH® é um processo
reacional menos importante em solventes que possam formar fortes pontes de
hidrogénio (metanol e etanol). No entanto e qualquer que seja o0 mecanismo, o produto

final da reacao entre o antioxidante e o radical DPPH® é o mesmo %1,
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. lento (1)
ArOH + DPPH

= ArQ + DPPH,
solventes apolares :
A TAH A
Y
il H
y TE
_ . rapido (2) . -
Ar() + DPPH = Ar()+ DPPFH

solventes polares

Figura 18 - Varios mecanismos da reagdo que ocorre entre 0 DPPH* e o antioxidante.

O radical DPPH* (de cor purpura) apresenta, no espetro UV-vis, um pico de
absorcdo maximo a 515 nm em solugcdo metandlica B4, Apds reagdo com um
antioxidante (AO) ocorre uma diminuicdo da absorvancia (descoloracéo), proporcional

a concentragédo de antioxidante 3 (figura 19).

NO,

. ; MeOH
NO, N—N + AO-H ——> NO,
Antioxidante Forma radicalar
NO,

Radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) Difenilpicrilhidrazina (forma reduzida)

Figura 19 - Reagéo do radical DPPH+ com o antioxidante.

A atividade antiradicalar é definida pelo parametro ECso que corresponde a
concentracao necessaria de antioxidante capaz de captar 50 % dos radicais livres do
DPPH* 7,

1.6.2 Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método da estufa de Schaal

Os métodos que permitem muitas vezes avaliar a capacidade antiradicalar dos
compostos ndo mostram a capacidade dos compostos para inibir a oxidacdo em
alimentos, porque, apesar de avaliarem a reatividade destes frente aos radicais livres,
muitas vezes nao tém em consideracdo inumeros fatores como a localizacdo do

antioxidante e a sua intera¢cdo com os componentes do alimento.
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Posto isto, 0 método de avaliagdo mais apropriado sera aquele em que as
condi¢Bes de ensaio sejam o0 mais semelhante possiveis com o alimento onde vao ser
utilizados os antioxidantes. Assim, o método utilizado neste trabalho para avaliacdo da
atividade antioxidante dos compostos sintetizados foi o teste de Schaal aplicado a
emulsdes, cuja eficacia do antioxidante é revelada pelo aumento do periodo de inducdo

resultante da sua adicéo.

O teste da estufa (“Schaal Oven Test”) € um dos métodos mais utilizados na
avaliacdo da capacidade antioxidante. Os resultados fornecidos por este teste
apresentam normalmente boa correlagdo com a avaliacdo efetuada nas condicBes
normais de armazenamento dos 6leos e gorduras. O teste da estufa de Schaal tem vindo
mais recentemente a ser aplicado a emulsdes 8,

Para acelerar o mecanismo de oxidacdo, os métodos de avaliagdo da
estabilidade oxidativa incluem normalmente o aumento da temperatura, adicdo de
metais, aumento da pressdo de oxigénio, entre outros. Porém, o aquecimento é o meio
mais utilizado, eficiente e com mecanismos de oxidagdo semelhantes aos que ocorrem
durante o armazenamento/processamento dos alimentos 8,

Neste teste, as emulsdes contendo diferentes antioxidantes sdo submetidas a
uma temperatura de 60°C e analisadas periodicamente para avaliacdo do estado de
oxidacdo. Esta avaliacdo pode ser efetuada recorrendo a varios métodos
nomeadamente a determinacdo de dienos conjugados 2 3,

A partir dos resultados obtidos, € determinado o periodo de inducado, o qual é
definido pelo tempo necesséario para que a emulsdo atinja um nivel de oxidagao

detetavel ou ocorra uma mudanca brusca na taxa de oxidacao (figura 20) B9,

produtos primarios ou secundarios

N
‘\

/

—
t

P12 P13

Tempo de armazenamento

Oxidagao lipidica com formagio de

e

=

Figura 20 - Curva tipica de oxidacao lipidica. a) Sem adicéo de antioxidante; b) e c) com adi¢cao de antioxidante.
Atividade antioxidante de c) & maior que b). PI 1, Pl 2 e PI 3 séo os periodos de indugéo em horas ou dias.
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A avaliagdo do estado de oxidacdo dos Oleos e gorduras constitui um aspeto
bastante importante a nivel industrial. Trata-se de um meio para controlar e garantir a
gualidade das matérias-primas adquiridas, bem como controlar a qualidade dos
produtos comercializados I,

Nenhum método, daqueles que se encontram descritos para a avaliacdo da
estabilidade oxidativa dos lipidos, se correlaciona na perfeicdo com as modificacdes
organoléticas produzidas com o avanco da oxidag¢do. Ou seja, cada método fornece
informacgdes acerca de um momento restrito do processo oxidativo, e por isso, uma das
grandes dificuldades na avaliacdo do grau de oxidacao reside na escolha do momento

mais adequado para realizar essa determinacao.

Existem varios métodos para medir a extenséo de oxida¢cdo de uma gordura/dleo
gue podem ser efetuados através da determinacao dos produtos primarios da oxidac¢ao,
os hidroperoxidos, ou da determinacdo dos seus produtos secundarios, normalmente
compostos carbonilo. A determinacdo do indice de peroxidos (IP) e dos dienos
conjugados (DC) s&o dois dos métodos mais usuais na determinacdo dos
hidroperdxidos 40,

Durante a formagédo de hidroperoxidos a partir de acidos gordos insaturados

ocorre a formacéo de dienos conjugados (figura 21).
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Figura 21 — Mecanismos de oxidacao lipidica do acido linoleico.

A percentagem destes compostos pode ser determinada quantitativamente por
espetrofotometria devido a sua forte absorcdo a 233 nm. Assim, uma determinada
guantidade de gordura/dleo é diluida em etanol, lendo-se de seguida a absorvancia

desta solugéo ao referido comprimento de onda (A) 1,
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Muitos alimentos s&o constituidos por gotas de 6leo dispersas em agua sendo
considerados emuls@es de 6leo em agua (O/A). Essas gotas contendo lipidos, podem
sofrer oxidacao dando lugar ao aparecimento de odores e gostos caracteristicos a rango
e conferir toxicidade aos alimentos, o que representa para a indlstria e para o
consumidor, uma forte causa de depreciacao e rejeicao.

De modo a retardar ou mesmo inibir estes processos de oxidacdo e obter
alimentos mais estaveis e duradouros, a industria alimentar recorre a alternativas como
0 uso de atmosfera inerte, uso de baixas temperaturas, inativacdo de enzimas e/ou uso
de antioxidantes, que de todos os métodos utilizados é o mais eficaz e econémico.

A eficacia dos antioxidantes na protecao dos alimentos contra a oxidacgdo lipidica
vai depender de vérios fatores como a temperatura, pH, estrutura do antioxidante e
distribuicdo desse antioxidante pelas véarias fases da emulsdo. De facto, os
antioxidantes utilizados na estabilizacdo das emulsdes alimentares podem encontrar-se
distribuidos, ndo sé nas fases oleosa e aquosa da emulsdo, como também na interface,
gue é onde ocorrem frequentemente as reac6es de oxidacao lipidica que dao origem a
formacgé&o de radicais.

Existe uma enorme variedade de compostos identificados com atividade
antiradicalar, mas que tém eficicia antioxidante relativa bastante diferente. Estudos
mostram que muitos potenciais antioxidantes comerciais ndo séo eficazes na inibigéo
da oxidacao lipidica de alimentos ricos em acidos gordos insaturados, provavelmente
porque nao se localizam na regido interfacial da emulséo. Por isso, surge a necessidade
de modelar novos antioxidantes provenientes de fontes naturais, de modo a obter assim
compostos fendlicos funcionalizados com grande afinidade para a regido interfacial da
emulséo.

Neste trabalho pretende-se contribuir para o estabelecimento de uma base
cientifica que permita correlacionar a hidrofobicidade dos AOs com a sua distribuicéo e
a distribuicdo destes com a eficacia antioxidante, com a finalidade de desenvolver novos
AOs mais eficazes. Para isso, foram propostos 0s seguintes objetivos iniciais: 1)
Sintetizar AOs derivados do &cido clorogénico com diferentes hidrofobicidades; 2)
Determinar a distribuicdo de AOs homodlogos com diferentes hidrofobicidades em
emulsfes alimentares modelo de alimentos constituidas por azeite/tween 20/tampéao
citrato; 3) Determinar a sua eficacia antioxidantes nas mesmas emulsfes; 4)
Correlacionar a eficacia antioxidante com a distribuicdo dos AOS na emulsao,

determinando assim o grau de hidrofobicidade que apresenta o maximo de eficacia.






3. METODOS E PROCEDIMENTOS
EXPERIMENTAIS
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3.1 Sintese dos ésteres derivados do acido clorogénico

3.1.1 Métodos e reagentes

Utilizou-se para a andlise dos compostos sintetizados, a cromatografia em
camada fina (TLC) e a ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN) e de carbono
(BC-RMN).

Nas purificagcdes por cromatografia em coluna utilizou-se gel de silica (0,040-
0,063 mm, Merck).

As placas de TLC usadas na identificacdo dos compostos foram de gel de silica
em suporte de aluminio (Merck 60 S254).

Arevelacao das placas de TLC foi efetuada de trés modos: por irradiagédo de UV-
Vis ao comprimento de onda de 254 nm, numa camara de iodo e através da solugéo de
Mostain (100 mL H2S0410%, 5,0 g (NH4)sM07024.4H-0, 0,22 g Ce(S04)2.4H-0).

Os espectros de *H-RMN e *C-RMN foram tracados usando metanol deuterado
e acetona deuterada como solvente, num espectrometro digital de Ressonancia
Magnética Nuclear a 400 MHz (Bruker Avance 1l 400).

Para as determinacdes espectrométricas do método DPPH?*, utilizou-se um
espectrometro PowerWave XS, Bio-Tek®

Os espectros UV-Vis, foram tracados hum espectrofotometro Thermo Scientific,
Evolution Array, UV- Visible Spectrophotometer, Temperature controller.

Todos os solventes usados nas extragdes eram de qualidade “Puro” e os usados

nas cromatografias em coluna, “Para Analise (PA)” da Merck, Sigma Aldrich ou da Fluka.

3.1.2 Procedimento experimental

Sintetizaram-se o0s ésteres derivados do acido clorogénico por esterificacao,
adicionando ao acido clorogénico, na propor¢do de (1:10, mol/mol) um &lcool com
cadeia alquilica a variar de um a dezasseis carbonos (figura 22), de acordo com o
procedimento descrito por Giraldo et al. 1 com algumas modificacGes.

Todos os compostos foram analisados e caracterizados por TLC,'H-RMN e 3C-
RMN.
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o O
1 R= CHs (C1)
OJ‘\%\QOH o)V\QOH 2 R= C2Hs (C2)
o OH o + ROH ——» %.\OH OH 3 R= C3H7 (C3)
HO" S( j R-O y 4 R= C4Ho (C4)
» OH HO OH 5 R= CgHa17(C8)
6 R= CioH21 (C10)

7 R= C12H2s (C12)
8 R= Ci6Hz3 (C16)

Figura 22 - Sintese dos ésteres derivados do acido clorogénico.

3.1.2.1 Obtencao do clorogenato de metilo por esterificagcdo com catalise acida

Para um baldo de fundo redondo contendo 120 mg de molecular sieves,
transferiu-se 0,5 g de acido clorogénico (Acros, 1,41 mmol), 34 mL de metanol e 2,36 g
de amberlite. Deixou-se em refluxo durante 2 h. Filtrou-se a amberlite e os molecular
sieves. Evaporou-se o metanol. Adicionou-se ao residuo 22 mL de tetrahidrofurano e
secou-se a mistura reacional com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e evaporou-se o

solvente, obtendo-se um sdlido de cor esbranquicada.

3.1.2.2 Obtencéo dos clorogenatos de cadeia curta C2-C4 por esterificacdo com

catalise acida

Para um baldo de fundo redondo transferiu-se 0,5 g de &cido clorogénico (Acros,
1,41 mmol), 14,1 mmol de alcool pretendido e 1 mL de H.SO.. Deixou-se a reagir
durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente neutralizou-se a mistura
reacional com uma solugéo de bicarbonato de sédio 2 M e extraiu-se a camada aquosa
com 3 porcdes de 150 mL de éter etilico. Secou-se a camada organica com sulfato de
sbédio anidro, filtrou-se e evaporou-se o0 solvente, obtendo-se um sélido de cor

esbranquicada.

3.1.2.3 Obtencéo dos clorogenatos de cadeia longa C8-C16 por esterificacdo com

catalise enzimatica

Para um baldo de fundo redondo, transferiram-se 0,5 g de &cido clorogénico
(Acros, 1,41 mmol), 0,5 g de hovozym, 0,180 g de molecular sieves, 14,1 mmol de &lcool
pretendido e 2 mL de tetrahidrofurano. Deixou-se a reagir durante 7 dias a uma

temperatura de 65°C. Posteriormente filtrou-se a enzima e os molecular sieves.
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Evaporou-se o tetrahidrofurano, dissolveu-se o residuo em 80 mL de acetato de etilo e
lavou-se com 6 porcdes de 30 mL de bicarbonato de sodio 0,6 M. Secou-se a camada
organica com sulfato de sédio anidro e filtrou-se. Evaporou-se o solvente, obtendo-se
um sélido de cor esbranquicada. Realizou-se a purificacdo por cromatografia em coluna

utilizando com eluente tolueno:acetato de etilo (9:1, v/iv).

3.1.3 Caraterizacdo espetroscopica dos ésteres derivados do acido

clorogénico

3.1.3.1 Clorogenato de metilo

Figura 23 - Estrutura numerada do éster clorogenato de metilo.

IH RMN (CDsOD, 400 MHz): & 1.96-2.30 (m, 4H, H-12, 14): 3.72 (s, 3H, H-16); 3.76 (dd,
J=7.5, 3.1 Hz, 1H, H-10); 4.07-4.27 (m, 1H, H-11); 5.19-5.40 (m, 1H, H-9): 6.24 (d,
J=15.9 Hz, 1H, H-1); 6.81 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-5): 6.98 (dd, J=8.2, 1.9 Hz, 1H, H-4); 7.07
(d, J=1,9 Hz, 1H, H-8); 7.55 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-2).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 37.79 (C-12); 38.04 (C-14); 52.96 (C-16); 70.32 (C-11);
72.11 (C-9); 72.57 (C-10); 75.83 (C-13); 115.07 (C-8); 115.13 (C-1); 116.54 (C-5);
122.96 (C-4); 127.65 (C-3); 146.85 (C-2); 147.18 (C-7); 149.67 (C-6); 168,27 (C-17);
175.42 (C-15).
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3.1.3.2 Clorogenato de etilo

Figura 24 - Estrutura numerada do éster clorogenato de etilo.

IH RMN (C3Ds0, 400 MHz): & 1.23 (t, J=7.1 Hz, 3H, H-18); 1.96-2.30 (m, 4H, H-12, 14);
3.66-3.79 (m, 1H, H-10); 4.08-4.18 (m, 3H, H-16,11); 5.28-5.41 (m, 1H, H-9); 6.25 (d,
J=15.9 Hz, 1H, H-1); 6.87 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-5); 7.05 (dd, J=8.2, 2.0 Hz, 1H, H-4); 7.16
(d, J=2.0 Hz, 1H, H-8); 7.54 (d=15.9 Hz, 1H, H-2).

13C RMN (C3D6O, 100 MHz): & 14.16 (C-18); 37.80 (C-12); 38.69 (C-14); 61.53 (C-16);
70.75 (C-11); 71.34 (C-9); 73.06 (C-10); 75.74 (C-13); 115.01 (C-8); 115.65 (C-1);
116.24 (C-5); 122.34 (C-4); 127.47 (C-3); 145.58 (C-2); 146.17 (C-7); 148.61 (C-6);
166.77 (C-17); 173.80 (C-15).

3.1.3.3 Clorogenato de propilo

Figura 25 - Estrutura numerada do éster clorogenato de propilo.

IH RMN (CDsOD, 400 MHz): & 0.95 (t, J=7.4 Hz, 3H, H-19); 1.63-1.76 (m, 2H, H-18);
1.99-2.31 (m, 4H, H-12, 14); 3.78 (dd, J=7.4, 3.1 Hz, 1H, H-10); 4.02-4.14 (m, 2H, H-16);
4.14-4.23 (m, 1H, H-11); 5.27-5.37 (m, 1H, H-9); 6.26 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-1); 6.82 (d,
J=8.2 Hz, 1H, H-5); 6.99 (dd, J=8.2, 2.0 Hz, 1H, H-4); 7.08 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-8); 7.57
(d, J=15.9 Hz, 1H, H-2).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 10.16 (C-19); 22.45 (C-18); 37.32 (C-12); 37.61 (C-14);
67.66 (C-16), 69.88 (C-11), 71.73 (C-9), 72.14 (C-10), 75.38 (C-13), 114.65 (C-8),
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114.70 (C-1), 116.11 (C-5), 122.53 (C-4), 127.72 (C-3), 146.43 (C-2), 146.76 (C-7),
149.25 (C-6), 167.85 (C-17), 174.62 (C-15).

3.1.3.4 Clorogenato de butilo

Figura 26 - Estrutura numerada do éster clorogenato de butilo.

IH RMN (CD3sOD, 400 MHz): & 0.94 (t, J=7.4 Hz, 3H, H-20); 1.34-1.46 (m, 2H, H-19);
1.56-1.73 (M, 2H, H-18); 1.97-2.34 (m, 4H, H-12,14); 3.78 (dd, J=7.4, 3.1 Hz, 1H, H-10);
3.99-4.26 (m, 2H, H-11,16); 5.28-5.36 (m, 1H, H-9); 6.26 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-1); 6.82
(d, J=8.2 Hz, 1H, H-5); 6.99 (dd, J=8.3 Hz, 1H, H-4); 7.08 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-8); 7.57
(d, J=15.9 Hz, 1H, H-2).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 13.98 (C-20); 20.09 (C-19); 31.64 (C-18); 37.74 (C-12);
38.05 (C-14); 66.37 (C-16); 70.25 (C-11); 72.21 (C-9); 72.56 (C-10); 75.75 (C-13);
115.07 (C-8); 115.14 (C-1); 116.54 (C-5); 122.96 (C-4); 127.66 (C-3); 146.90 (C-2);
142.22 (C-7); 149.74 (C-6); 168.27 (C-17); 175.06 (C-15).

3.1.3.5 Clorogenato de octilo

Figura 27 - Estrutura numerada do éster clorogenato de octilo.

IH RMN (CDsOD, 400 MHz): & 0.93 (t, J=6.9 Hz, 3H, H-24); 1.32 (d, J=19.4 Hz, 10H, H-
19, H-20, H-21, H-22, H-23); 1.64 (dd, J=14.3, 7.0 Hz, 2H, H-18); 1.97-2.31 (m, 4H, H-
12,14); 3.77 (dd, J=7.1, 3.1 Hz, 1H, H-10); 4.05-4.14 (m, 2H, H-16); 4.14-4.22 (m, 1H,
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H-11); 5.24-5.38 (m, 1H, H-9); 6.24 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-1); 6.82 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-5);
6.98 (dd, J=8.2, 1.9 Hz, 1H, H-4); 7.07 (d, J=1.9 Hz, 1H, H-8); 7.56 (d, J=15.9 Hz, 1H,
H-2).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 14.34 (C-24); 23.60 (C-23); 26.84 (C-19); 29.46 (C-18):
30.19 (C-20); 30.22 (C-21); 32.81 (C-22); 37.43 (C-12); 37.95 (C-14); 66.58 (C-16);
69.97 (C-11); 72.10 (C-10,9); 75.55 (C-13); 114.94 (C-8); 115.07 (C-1); 116.46 (C-5);
122.90 (C-4); 127.55 (C-3); 146.83 (C-2); 147.18 (C-7); 149.68 (C-6); 168.14 (C-17);
174.98 (C-15).

3.1.3.6 Clorogenato de decilo

Figura 28 - Estrutura numerada do éster clorogenato de decilo.

IH RMN (CD:s0D, 400 MHz): & 0.92 (t, J=6.8 Hz, 3H, H-26); 1.30 (d, J=18.1 Hz, 14H, H-
19, H-20, H-21, H-22, H-23, H-24, H-25); 1.57-1.72 (m, 2H, H-18); 1.97-2.32 (m, 4H, H-
12,14); 3.77 (dd, J=7.1, 3.1 Hz, 1H, H-10); 4.06-4.14 (m, 2H, H-16); 4.20-4.14 (m, 1H,
H-11); 5.41-5.22 (m, 1H, H-9); 6.24 (d, J=15,9 Hz, 1H, H-1); 6.81 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-5);
6.98 (dd, J=8.2, 1.9 Hz, 1H, H-4); 7.07 (d, J=1.9 Hz, 1H, H-8); 7.56 (d, J=15.9 Hz, 1H,
H-2).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 14.42 (C-26); 23.71 (C-25); 26.91 (C-19); 29.53 (C-18):
30.29 (C-20); 30.41 (C-21); 30.58 (C-22); 30.61 (C-23); 33.02 (C-24); 37.57 (C-12);
38.02 (C-14); 66.65 (C-16); 70.03 (C-11); 72.25 (C-11,9); 75.63 (C-13); 115.00 (C-8);
115.14 (C-1); 116.53 (C-5); 122.97 (C-4); 127.61 (C-3); 146.91 (C-2); 147.26 (C-7);
149.76 (C-6); 168.21 (C-17); 175.05 (C-15).
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3.1.3.7 Clorogenato de dodecilo

Figura 29 - Estrutura numerada do éster clorogenato de dodecilo.

IH RMN (CDsOD, 400 MHz): & 0.93 (t, J=6.9 Hz, 3H, H-28); 1.21-1.41 (m, 18H, H-19, H-
20, H-21, H-22, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27); 1.57-1.73 (m, 2H, H-118); 1.98-2.31 (m,
4H, H-12,14); 3.75 (dd, J=7.2, 3.1 Hz, 1H, H-10); 4.07-4.15 (m, 2H, H-16); 4.21-4.15 (m,
1H, H-11); 5.40-5.23 (m, 1H, H-9); 6.24 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-1); 6.82 (d, J=8.2 Hz, 1H,
H-5); 6.98 (dd, J=8.3, 2.0 Hz, 1H, H-4); 7.08 (d, J=2.0 Hz, 1H, H-8); 7.56 (d, J=15.9 Hz,
1H, H-2).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 14.22 (C-28); 23.51 (C-27); 26.69 (C-19); 30.08 (C-18):
30.39 (C-20, 21, 22, 23, 24, 25); 32.84 (C-26); 37.31 (C-12); 37.80 (C-14); 66.43 (C-16);
69.88 (C-11); 72.02 (C-9); 72.13 (C-10); 75.44 (C-13); 114.80 (C-8); 114.98 (C-1);
116.31 (C-5); 122.75 (C-4); 127.41 (C-3); 146.68 (C-2); 147.03 (C-7); 149.51 (C-6);
168.00 (C-17); 174.83 (C-15).

3.1.3.8 Clorogenato de hexadecilo

Figura 30 - Estrutura numerada do éster clorogenato de hexadecilo.

'H RMN (CDs0D, 400 MHz): & 0.92 (t, J=6.8 Hz, 3H, H-32); 1.28 (d, J=13.6 Hz, 26H, H-
19, H-20, H-21, H-22, H-23, H-24, H-25, H-26, H-27, H-28, H-29, H-30, H-31); 1.63 (dd,
J=13.5, 6.6 Hz, 2H, H-18); 1.97-2.36 (m, 4H, H-12,14); 3.76 (dd, J=7.1, 3.1 Hz, 1H, H-
10); 4.02-4.13 (M, 2H, H-16); 4.13-4.19 (m, 1H, H-11); 5.23-5.36 (m, 1H, H-9); 6.23 (d,
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J=15.9 Hz, 1H, H-1); 6.80 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-5); 6.96 (dd, J=8.2, 2.0 Hz, 1H, H-4); 7.06
(d, J=2.0 Hz, 1H, H-8); 7.55 (d, J=15.9 Hz, 1H, H-2).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 14.43 (C-32); 23.73 (C-31); 26.91 (C-19); 29.53 (C-18):
30.61 (C-20, 21, 22, 23, 24, 25. 26. 27. 28. 29); 33.07 (C-30); 37.61 (C-12); 38.03 (C-
14); 66.65 (C-16); 70.10 (C-11); 72.24 (C-9); 72.37 (C-10); 75.66 (C-13); 115.03 (C-8);
115.15 (C-1); 116.53 (C-5); 122.97 (C-4); 127.63 (C-3); 146.90 (C-2): 147.25 (C-7);
149.74 (C-6); 168.22 (C-17); 175.05 (C-15).

3.2 Obtencao de azeite sem antioxidantes (tocoferdis e outros
compostos fendlicos) a utilizar na preparacdo das emulsdes

modelo

Neste trabalho utilizou-se como fase oleosa o azeite.

Os principais constituintes do azeite (cerca de 95 %) séo os acidos gordos sob
a forma de triacilglicerois (TAGS). Os acidos gordos presentes no azeite em quantidades
apreciaveis sao os acidos oléico, palmitico, palmitoleico, estearico, linoleico e linolénico,
sendo que os acidos oleico e linoleico estao presentes em grande quantidade, variando
entre 55 a 83 % e 3,5 a 21 %, respetivamente. O elevado teor em acido oleico (55 — 83
%), confere ao azeite elevada estabilidade, em comparacdo com outros Oleos vegetais,
e leva a que este seja considerado uma gordura essencialmente monoinsaturada 3,

O azeite contém igualmente a, B, y e & tocoferdis em quantidades variaveis
(normalmente 100 a 200 ppm), bem como outros compostos fendlicos como o
hidroxitirosol, cuja concentracédo total podera ir até cerca de 1000 ppm. De modo a que
estes compostos nao interferiram com as experiéncias da determinacao da distribuicdo
dos antioxidantes, bem como com a avaliacdo da sua atividade antioxidante em
emulsbes preparadas com azeite, tornou-se necessario proceder a remogéo destes
antioxidantes do seguinte modo:

o Remocao dos compostos fendlicos através de um processo de extracédo liquido-
liquido

o Remocao dos tocoferdis através de uma coluna de alumina sob pressédo de azoto
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3.2.1 Remoc¢é&o de compostos fendlicos

Removeram-se os compostos fendlicos do azeite por extracdo liquido-liquido ¥,
Extrairam-se 3 litros com oito por¢Bes de 300 mL de solugdo aquosa de hidroxido de
sédio 0,5 M. Lavou-se com por¢Bes de 200 mL de solugdo aquosa de &cido cloridrico
0,5 M e com cinco por¢des de 200 mL de solugédo aquosa de cloreto de sédio saturado.
Centrifugou-se a camada organica durante 5 minutos a 20000 rotagbes por minuto.
Secou-se a camada organica com sulfato de sédio anidro, filtrou-se e guardou-se a 4°C

até ser efetuada a extracao dos tocoferais.

3.2.2 Remocao de tocoferdis

Para a remocao dos tocoferdis, seguiu-se o procedimento descrito por Yoshida
et al ¥ com algumas modificaces. Desta forma preparou-se uma coluna
cromatografica contendo como fase estacionaria alumina ativada. Para isso, para cada
coluna efetuada, ativaram-se 300 gramas de alumina (6xido de alumina 90 ativo neutro
Merck 0,063-0.200 nm) com agua desionizada e posteriormente secaram-se numa
mufla a 200°C durante 48 horas.

Passou-se o0 azeite anteriormente tratado e isento de polifendis por esta coluna,
sem utilizacdo de eluente. Envolveram-se as colunas em papel de aluminio, procedeu-
se a eluicdo sob presséo de azoto e recolheu-se o azeite purificado.

A figura 31 ilustra todo este procedimento para remover os polifendis e tocoferoéis

presentes no azeite.
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Extracao liquido-
liquido

Extracao liquido-
2 x 200 mL

liquido l

: HCI0.5M

- \ 5x200 mL Fase orgénica
?!E R NaCl sat.

Centrifugacao
5 minutos, 20 000 r.p.m

Azeite livre de
compostos fendlicos
Secagem com

NazS0:anidro |

Figura 31 - Esquema do procedimento experimental seguido para a remocao dos polifendis e tocoferois presentes no
azeite.

Azeite livre de
tocoferois

3.3 Avaliacéo do grau de insaturacao do azeite

O grau de insaturacdo de uma gordura pode ser determinado pela quantidade
de iodo molecular que é absorvido por esta. O nimero de moles de iodo absorvido é
proporcional ao nimero de duplas ligacdes contidas nessa gordura ou 6leo.

O indice de iodo define-se como o nimero de gramas de iodo que podem ser

fixados em condi¢Bes determinadas por 100 g de 6leo ou gordura.
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3.3.1 Procedimento experimental

Pesou-se 0,3 g a 0,5 g de azeite e colocou-se num matraz de 250 mL com rolha.
Dissolveu-se a gordura em 10 mL de cloroférmio e adicionou-se 25 mL de solugéo de
Hanus (solucdo de IBr). Rolhou-se o frasco e guardou-se num local escuro durante 30
minutos, agitando-se de 10 em 10 minutos. Apés esse repouso, adicionou-se 30 mL de
solucdo de Kl 16,5 % e 100 mL de 4gua e titulou-se com solu¢céo padrdo de tiossulfato
de sédio 0,1 M. Utilizou-se uma placa de agitacdo para agitar o conteldo do matraz.
Quando a coloracédo da solucdo pareceu mais esbatida, adicionou-se cerca de 1 mL de
solucdo de cozimento de amido e continuou-se a titulagdo até ao desaparecimento da
coloracdo azul acinzentada. Repetiu-se todo o procedimento com um matraz sem azeite

(branco).

3.3.2 Determinacao do indice de iodo

IBr(aq) + Kl (aq) = 1,(aq) + KBr(aq) (51)

l,(aq) +25,0; (aq) =21~ (aq) +S,0;" (52)

A determinacao do indice de iodo foi feita utilizando a seguinte expressao:

indice de iodo = ——2—x100 (53)

Mamostra

%(|SZO§‘|)><VH><M12

indice de iodo = x100 (54)

Mamostra

Onde my, corresponde a massa de iodo, va corresponde a diferenga entre o volume
gasto na titulagdo com o branco e o volume gasto na titulagdo com a amostra e M, a

massa molar do iodo molecular.
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3.4 Determinacao da constante de particdo de antioxidantes em

sistemas binarios azeite/agua

A constante de particdo, P{, de um antioxidante numa mistura binaria representa
0 quociente entre a constante de particdo entre a fase organica e interfacial, P}, e a fase
aquosa e interfacial, P}, de uma emulsdo. Assim, ao determinar P obtém-se
experimentalmente o valor da razdo entre estas duas constantes de particao.

Para a sua determinacéo de P2, preparou-se uma mistura binaria 4:6 (4 mL de
azeite sem antioxidantes e 6 mL de solucdo aquosa — tampé&o citrato 0,04 M e pH = 3,65
- resultando num volume total de 10 mL). Procedeu-se a dissolucdo dos antioxidantes
(os hidrofilicos na fase aquosa e os hidrofébicos na fase oleosa) de modo a obter uma
concentracdo final de antioxidante de 3,0 x 103 M no volume total da mistura binaria.
Termostatizou-se a mistura a 25 °C e agitou-se com um homogeneizador Polytron PT
1600 E a uma velocidade de 20 000 r.p.m. Transferiu-se a mistura para o tubo de
centrifuga e procedeu-se a separacao das fases por centrifugacdo durante 45 minutos.

Preparou-se outra mistura binaria 4.6 (azeite sem antioxidantes, solu¢éo tampéao
citrato 0,04 M, pH = 3,65), sem antioxidante, e procedeu-se do mesmo modo. Utilizou-
se esta mistura como controlo.

Diluiu-se uma aliquota de 50 pL da fase aquosa em solu¢do tampdo e uma
determinada aliquota da fase organica (a variar de 85 pL a 300 uL, dependendo do
antioxidante) numa mistura BUOH:EtOH (50:50, v/v).

O &cido clorogénico apresenta uma absor¢do méaxima no espetro UV-Vis a 324
nm e por isso leram-se as absorvancias de cada fase a este comprimento de onda
(figura 32).

1,2

0,8

Abs

0,6

04

0,2

0

260 280 300 320 340 360 380 400
A (324 nm)

Figura 32 - Espetro de UV-vis de absor¢do méaxima do &cido clorogénico, em concentracdes crescentes.
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De modo a quantificar a concentracdo de antioxidante em cada uma das fases,
tracaram-se curvas de calibragcdo de absorvancia em fungéo da concentragdo para cada
antioxidante utilizando como solvente solu¢do tampéo citrato 0,04 M, pH = 3,65 na
determinagcdo da concentracdo de antioxidantes na fase aguosa, ou uma mistura
BUuOH:EtOH (50:50, v/v), na determinacdo da concentracdo de antioxidante na fase
oleosa.

Efetuou-se todo este procedimento para todos os antioxidantes estudados, em
triplicado.

Conhecidas as concentra¢des de antioxidante em cada uma das fases, o valor

da constante de partigdo P¢, foi determinado usando a equacéo 20.

A figura 33 ilustra esquematicamente o procedimento a cima referido utilizado na
determinacdo das constantes de particdo dos antioxidantes em sistemas binarios

azeite/dgua.

A - 6 mL tampdo citrato 0,04M + 4 mL
azeite

B - 6 mL tampao citrato 0,04M + 4 mL
azeite + 3,0x10° M de AO 60 s de agitacdo a 20 000 r.p.m.

]

@‘1

Medicoes . ] <
espectrofotométricas Separagio de 45 min centrifugacdo
(324 nm) fases

% AQO fase aquosa

% AO fase oleosa

Figura 33 - Procedimento experimental seguido para a obtengdo de Pg.
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3.5 Determinacdo da distribuicdo dos antioxidantes em

emulsdes modelo

3.5.1 Preparacao da solucado de agente copulante dicloridrato de N-(Naft-1-
il) etilenodiamina (NED.2HCI)

Preparou-se a solucdo de agente copulante dissolvendo-se 4,93 g de dicloridrato
de N-(Naft-1-il) etilenodiamina (NED.2HCI) em 500 mL de etanol, perfazendo
posteriormente o volume de 1 L com butanol, obtendo-se uma solugdo com uma
concentracdo de 0,019 M. Armazenou-se esta solugéo ao abrigo da luz para minimizar

a sua fotodecompaosicao.

3.5.2 Preparacao do sal de arenodiazonio

Uma vez que o sal de arenodiazénio a utilizar ndo existe comercialmente,

procedeu-se a sua sintese de acordo com o procedimento descrito por Doyle ¥4,

THF
HsC(HzC)15©—NH2 + BF3Et,0 *+ BuONO ——» H3C(H2C)1s N,BF,

Figura 34 - Sintese do sal de arenodiazénio.

Num gobelé mantido em banho de gelo-acetona a -15 °C, colocaram-se 4,5 mL
de BF3.Et:0. De seguida, dissolveram-se 2,54 g de 4- hexadecilanilina (0,024 mol) num
minimo volume possivel de tetrahidrofurano (THF) e adicionou-se esta solu¢cdo ao
BFs.Et,O com agitacdo continua. A mistura resultante e em agitacdo adicionaram-se
gota a gota 3,3 mL de nitrito de n-butilo (BUONO) (0,029 mol) iniciando-se a reacdo de
diazotacéo.

Uma vez adicionado todo o BUONO deixou-se a reagir durante 20 minutos para
assegurar que a reacdo fosse completa. Decorrido este tempo, procedeu-se a
purificagdo do sal obtido por cristalizagdo, com acetonitrilo e com éter etilico. Filtrou-se
0 precipitado sob vacuo e recristalizou-se mais trés vezes com acetonitrilo e éter etilico.

Obtiveram-se 0,8197 g de um sélido cristalino de cor esbranquicada (rendimento
de 32 %) que foi armazenado no congelador, com o objetivo de minimizar a sua

decomposigéo.
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Prepararam-se as  solucbes do sal tetrafluoroborato de  4-
hexadecilbenzenodiazénio pesando o composto diretamente para um eppendorf opaco
e dissolvendo-o0 posteriormente em 1 mL de acetonitrilo. Armazenaram-se estas

solucBes a - 20 °C, na auséncia de luz.

3.5.3 Preparacéo de emulsdes

Prepararam-se 10 mL de cada emulséo, misturando azeite livre de antioxidantes
naturais com tampéao citrato (0,04 M e pH = 3,65) numa proporcéo de 4:6 (O/A), com
diferentes fragcdes de emulsionante Tween 20, (®, = 0,005 — 0,040) e contendo uma
concentracdo de antioxidante de 3 x 10 M.

Para se formar a emuls&o aplicou-se agitagdo constante durante 1 minuto com
um homogeneizador Polytron PT 1600 E, a uma velocidade de 20 000 r.p.m, formando-
se assim uma mistura homogénea, opaca e com aspeto leitoso. Introduziu-se esta
mistura numa célula termostatizada a uma temperatura de 25 °C e em agitacao

constante.

3.5.4 Determinacédo das constantes de velocidade kops das emulsfes

Uma vez alcancada a temperatura ideal de trabalho (25 °C) na célula que
continha a emulséo, iniciou-se a reacdo do antioxidante com adi¢cdo de uma aliquota da
solucéo de 16-ArN." 0,17 M a emulséo.

Retirou-se uma aliquota de 200 pL da mistura reacional ao longo do tempo e
adicionou-se de imediato e com agitacdo, a um dos tubos de ensaio contendo solucao
de NED.2HCI termostatizada, previamente preparados (2,5 mL solu¢cao de NED.2HCI,

0,019 M), observando-se a imediata formacao do corante azoico (figuras 12 e 35).

Figura 35 — Tubos de ensaio em que se observa a coloragdo purpura devida a formacéo do corante azoico.
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Determinou-se a absorvancia da solugéo contendo o corante obtido para cada

tempo de reagdo a um comprimento de onda de A = 572 nm.

Obteve-se o valor da constante de velocidade observada para cada fracdo de

emulsionante, k__, ajustando os dados absorvancia-tempo a equaco 55:

obs

In Abs — Abs, . K

— = (55)
Abs, — Abs,

obs

onde Abs,, Abs e Abs, representam a absorvancia a um tempo t, a absorvancia

infinita e a absorvancia a um tempo inicial, respetivamente e Kk, é a constante de

S

velocidade observada.

3.6 Determinac&o da atividade antiradicalar

3.6.1 Método do DPPH*® (meios homogéneos)

A atividade antiradicalar de compostos fendlicos presentes em emulsdes
alimentares pode ser avaliada por um método colorimétrico simples - método de DPPH®.
Neste método é utilizado o radical DPPH?® (apresenta uma cor pdrpura muito forte), que
em solucdo metandlica apresenta uma banda de absor¢do maxima caracteristica no
espectro UV-vis a 515 nm e cuja absorvancia pode ser medida por espetrofotometria de
UV-vis. A adicdo de antioxidantes ao radical DPPH*® resulta numa diminuicdo da
guantidade do radical e consequentemente da absorvancia da solucéao.

A atividade antiradicalar define-se a partir do parametro ECso, que representa a
concentracdo de antioxidante necessaria para captar 50% dos radicais iniciais do
DPPH* (medida em mol AO / mol DPPH?).

Assim, efetuou-se a determinacao dos valores do ECso para o acido clorogénico
e seus derivados, seguindo espetrofotometricamente o desaparecimento do radical
DPPH?* (A = 515 nm) para diferentes concentracdes de antioxidante.

Numa placa BD Falcon de 96 pocos (8x12) de poliestireno, colocaram-se 250 pL
da solucdo metandlica de DPPH® com uma concentracdo de 0,0040 M e adicionaram-
se 50 yL de uma solugdo metandlica de cada antioxidante (0,040 - 0,245 mol AO / mol

DPPH?*, concentracdo em cada poco).
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Determinou-se a variagdo da absorvancia a 515 nm por um periodo de 60
minutos, com intervalos de 5 minutos. Todos 0s ensaios foram realizados em

gquadruplicado.

Solucdo
metandlica
de DPPH*
+ MeOH
Solugéo
metandlica
de DPPH®* + Solucéo
solugéo metandlica de
metandlica DPPH®* +
de solugao

metandlica de
antioxidante

antioxidante

Figura 36 - Placa de 96 pocos utilizada no método de DPPH* com as solug6es metandlicas de DPPH* e solugbes
metandlicas para dois antioxidantes, realizadas em quadruplicado.

Registando a diminuicdo da absorvancia ao longo do tempo, na presenca de
diferentes concentragfes de antioxidantes, pode-se calcular a percentagem de DPPH*
gue ndo reagiu com o antioxidante para os diferentes tempos (5 minutos, 15 minutos,
30 minutos e 60 minutos). A percentagem de DPPH* pode ser representada para cada
tempo em fungé@o de cada uma das concentragdes de antioxidante expressas em mol
de AO / mol DPPH?®*. A esta variacao pode ser feito um ajuste linear, onde a ordenada

na origem corresponde a percentagem de DPPH*, na auséncia de antioxidante.

A partir da reta de ajuste, € possivel determinar o valor do pardmetro ECso, que
corresponde a relacdo mol de AO / mol de DPPH*® onde a percentagem de DPPH* é
metade da inicial (com auséncia de antioxidante). Os antioxidantes com menor ECsp séo

aqueles com maior atividade antiradicalar.

3.6.2 Teste da estufa de Schaal (meios heterogéneos)

3.6.2.1 Procedimento experimental

Prepararam-se emulsfes 4:6 (O/A) com tampao citrato (0,04 M e pH = 3,65),

azeite sem antioxidantes, uma determinada quantidade (0,5 %, 1 % e 2 %) de
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emulsionante Tween 20 e 50 pL de solugdao metandlica de antioxidante 0,05 M.
Prepararam-se estas emulsdes em triplicado, em frascos previamente tratados com
solucdo saturada de NaOH e solugcdo de HCl 37 % com o objetivo de evitar
contaminac6es com metais. Prepararam-se também emulsdes sem a adicdo de
antioxidante (amostras controlo). Aplicou-se a cada amostra agitacdo constante durante
1 minuto com um homogeneizador Polytron PT 1600 E, a uma velocidade de 20 000
r.p.m., e colocaram-se na estufa a 60 °C para acelerar o processo de oxidacgéo lipidica.

Periodicamente retiraram-se aliquotas de 50 uL de cada amostra, analisando-se

de seguida o conteudo em dienos conjugados.

3.6.2.2 Determinacao do contelddo de dienos conjugados

Os hidroperdxidos contendo dienos conjugados que se formam durante o
processo de oxidacdo apresentam uma forte banda de absorcéo a A =233 nm, podendo
ser determinados por espetrofotometria.

Para isso, retiraram-se periodicamente aliquotas de 50 yL de cada amostra
sujeita ao teste de Schaal para baldes volumétricos de 10 mL. Dissolveu-se cada
amostra em etanol e analisou-se 0 conteddo em dienos conjugados medindo a
absorvancia desta solu¢cdo ao comprimento de onda de A = 233 nm.

Calculou-se a percentagem de dienos conjugados (% DC) usando a massa
molecular relativa do acido linoleico (280 g/mol) e a absortividade molar do

hidroperéxido (€=26000), segundo a equagéo 56:

%DC =1, 0769M (56)

azeite(g/L)

Onde Abszsz nm corresponde a absorvancia da solugdo medida e Caeite COrresponde a

concentracao de azeite na solucédo em g/L.

3.7 Andlise estatistica

Os resultados deste trabalho foram analisados estatisticamente por ANOVA

(Analsys of Variance) com um nivel de significancia p < 0,05, usando o teste de Duncan.
O software utilizado foi o SPSS 20,0.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Sintese dos derivados do acido clorogénico

Sintetizaram-se varios ésteres derivados do acido clorogénico por esterificacao,
adicionando ao acido clorogénico, um alcool com cadeia alquilica a variar de um
carbono a 16 carbonos, de acordo com o procedimento descrito por Giraldo et al. 4%

com algumas modificagdes.

o 0
oA OH OJ\/\@OH
%,\OH OH + ROH —» Josij\OH OH
HO ’ R-O y
ho > ‘OH hg > ‘OH

Figura 37 - Sintese dos derivados do &cido clorogénico.

Os rendimentos obtidos, apds purificagdo variaram de 16 % a 72 % (tabela 1).

Tabela 1 - Resultados experimentais das massas e rendimentos obtidos nas sinteses dos derivados do acido

clorogénico.
Derivados R Mobtida/g Rendimento (%)
C1 CHs 0,08 16
c2 CoHs 0,36 72
C3 CsHr 0,35 59
c4 CaHg 0,40 68
Cs8 CsHa7 0.26 61
Cc10 C1oH21 0,34 36
C12 C12H2s 0,16 46
C16 Ci6Has 0,39 48

Verificou-se que o baixo rendimento obtido para o derivado C1 se deve ao facto
de se ter perdido composto na fase aquosa nas extragdes liquido-liquido, devido ao
facto de este antioxidante ser bastante hidrofilico.

Relativamente aos rendimentos obtidos para os derivados de cadeia longa,
verificou-se que a purificacdo por extracao liquido-liquido era dificultada pelo facto dos
sais destes compostos apresentarem propriedades tensioativas consideraveis. Assim,
aquando da extracdo dos derivados da mistura reacional com solu¢do aquosa saturada
de bicarbonato de sddio, formavam-se emuls@es de dificil separacdo bem como espuma
abundante, o que podera justificar os rendimentos mais baixos obtidos para estes
compostos.



60 FCUP
Resultados e Discussdo

4.2 Distribuicdo do acido clorogénico e dos seus derivados em

sistemas binarios azeite/ agua

4.2.1 Determinago da Constante de Particdo P9

O valor da constante de particdo, P¢, do &cido clorogénico e dos derivados foi
determinada numa mistura binaria constituida por 4 mL de azeite e 6 mL de tampao
citrato (0,04 M e pH = 3,65), contendo uma concentracéo de 3,0 x 10 M do antioxidante,

de acordo com o procedimento descrito na sec¢ao experimental.

Para que isso fosse possivel, fez-se a quantificacdo espetrofotométrica dos
varios antioxidantes nas fases oleosa e aquosa, e calculou-se a constante de particdo

baseado no seguinte esquema e utilizando a seguinte equacao:

o, ®,
b, 1 N
B ° szp—‘\:z(Aoo)z%AOO.\i
AO _A> AO P, (AO,) %AO, V,
G A

Regido Organica  Regido Aquosa

Na tabela 2 encontram-se os valores obtidos para os diferentes antioxidantes.
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Tabela 2 - Percentagem dos diferentes antioxidantes presentes na fase aquosa e organica de uma mistura binaria azeite/agua e o valor da constante de particdo PY.

CGA c2 C4 cs C10 C12 C16
Mistura %A00 0,45 5,4 4,54 92,9 94,7 95,9 99,5
binaria (4:6 = %AOa 99,55 94,6 93,4 7.1 5,3 4,1 0,5

azeite/agua) Py 0,0068 + 0,0004 @ 0,0856 +0,0016 | 0,0729 £0,0023 | 19,63+0,61 26,80+0,88 3509+124 | 2985+114

Verifica-se, como esperado, a quase total solubilidade do acido clorogénico na fase aquosa da mistura binaria. A partir do clorogenato de
octilo todos os antioxidantes praticamente se localizam na fase oleosa, logo verifica-se um aumento do valor da constante de particdo P, a
medida que aumenta a cadeia alquilica do derivado. E de notar que os antioxidantes em estudo ou se localizam quase na totalidade na fase
aquosa, ou quase na totalidade na fase oleosa, tendo por isso sido determinadas posteriormente as suas distribuicées em emulsdes a partir do

modelo cinético de pseudofase simplificado.
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4.3 Distribuicdo do acido clorogénico em emulsfes azeite/

tampéao citrato (o/a)

4.3.1 Determinacéo de kobs mediante o método de derivatizagdo e calculo

de P!, do &cido clorogénico

Neste trabalho estudou-se o efeito que a fracdo de emulsionante tem no valor da
constante de velocidade da reacdo observada, koss, €ntre os ibes 16-ArN." e o acido
clorogénico e seus derivados em emulsdes 4:6 azeite/tampéo citrato (0,04 M, pH = 3,65)
para fracbes de emulsionante (Tween 20) que variaram de 0,005 a 0,042. Para
determinar o valor de Kops, Utilizou-se 0 método da derivatizacdo descrito no capitulo
anterior. Em todos os casos, os dados absorvancia-tempo obtidos ajustaram-se
perfeitamente a equagédo integrada de ordem 1, sendo assim possivel obter a constante
de velocidade observada, kqs. Na figura 38 esta representado um exemplo de uma
variacao tipica da absorvancia do corante utilizado em fungéo do tempo, bem como a

representacao de In(Abs; — Abs;, ) em fungdo do tempo.

(usqv-1sqv)uT

Abs 572 nm

0 | | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Tempol/s

Figura 38 - Variacéo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representagdo de In [Abs-Absiy]
vs tempo. Condi¢Bes experimentais: emulséo 4:6 (azeite / tampéo citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20), ®,=0,0281,
[16-ArN,"] = 2,90 x 10 M, [AO] = 2,8 X 10 * M, [NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,5 °C.

Como observado na tabela 2, mais de 98% do acido clorogénico encontra-se na
fase aquosa. Assim, o tratamento dos resultados experimentais foi feito utilizando o
modelo cinético de pseudofase simplificado, ajustando os dados (Koss, 1) as equagdes
46 e 47 (figura 41) deduzidas na secgdo 1.5.2.2. Através do grafico da figura 39,
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verificou-se que ocorreu uma diminuicdo de kqs @ medida que o valor de ®, presente na

emulsdo aumentou.
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Figura 39 - Representacéo de Kqps € 1/ kops Vs fragdo de emulsionante (®)) com os respetivos ajustes as equacgdes 46 e

47. Condicdes experimentais: emulséo 4:6 (azeite / tampdo citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20), [16-ArN,"] = 2,90 x
10%M, [AO] = 2,8 x 10° M, [NED.2HCI] = 0,019 Me T = 25,5 °C.

Da representacdo linear de 1/kos vs @ (figura 39), podem-se obter os
parametros a e b através do ajuste a equacado 47, a partir dos valores do declive e da

ordenada na origem (tabela 3).

Tabela 3 - Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados da Figura 39 a equacéo 47.

Parametro Emulséo (4:6)
10%a 0,0042 = 0,0002
b 77,72 + 5,80

Utilizando o valor de a e b calculou-se o valor de k; e Pj, tabela 4.

Tabela 4 - Valores de P} e k obtidos para a emuls&o 4:6 a partir do ajuste dos dados da Figura 39 & equag&o 47.
Emulséo (4:6)
Pfq ki (M1s1)

40,58 + 3,71 0,0149 + 0,0007
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4.3.2 Determinacdo da distribuicdo do &cido clorogénico entre a regido

aguosa e interfacial

Conhecendo o valor de P} e aplicando as equacgdes 49 e 50 do modelo da
pseudofase simplificado (MCPS), determinou-se a percentagem de &cido clorogénico

nas regides aquosa e interfacial da emulséo, para cada valor de @, (figura 40).

80
Interface

60
O
< L
]

40

Aquosa
20 1 | 1 | 1 | 1
0 10 20 30 40

1 03 @D Tween 20

Figura 40 - Variacdo da percentagem de acido clorogénico nas fases aquosa e interfacial do sistema emulsionado.
emulsdo 4:6 (azeite / tampd&o citrato 0,04 M, pH = 3,65/ Tween 20), [16-ArN,*] = 2,90 x 10* M, [AO] = 2,8 x 103 M,
[NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,5 °C.

Através dos resultados da figura 40, verificou-se que para uma fracdo de
emulsionante (®;) de 0,005 apenas 25 % do acido clorogénico se encontra distribuido
na regido interfacial mas a medida que @, aumenta, a concentragdo do AO também vai
aumentando na interface, ou seja, quando ®, = 0,04, cerca de 70 % do antioxidante
encontra-se nesta regido da emulséo.

A partir destes resultados pode-se concluir que a fracdo de emulsionante exerce
uma grande influéncia sobre a percentagem de antioxidante que se encontra em cada
fase da emulsdo: quanto maior for ®; maior sera a percentagem de acido clorogénico

presente na interface.
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4.4 Distribuicdo do clorogenato de etilo e butilo em emulsdes

azeite/ tampéao citrato (o/a)

4.4.1 Determinacéo de kops mediante o método de derivatizagdo e calculo

de P},

Estudou-se o efeito que a fracdo de emulsionante tem no valor da constante de
velocidade da reacéo observada, Kops, €ntre 0s ides 16-ArN;* e os clorogenato de etilo
e butilo em emulsdes 4:6 azeite/tampao citrato (0,04 M, pH = 3,65) para fracGes de
emulsionante (Tween 20) que variaram de 0,005 a 0,042. Para determinar o valor de
Kobs, Utilizou-se 0 método da derivatizagdo descrito no capitulo anterior. Em todos os
casos, os dados absorvancia-tempo obtidos ajustaram-se perfeitamente a equacédo
integrada de ordem 1, sendo assim possivel obter a constante de velocidade observada,
kobs. Na figura 41 esté representado um exemplo de uma variagao tipica da absorvancia
do corante utilizado em func&o do tempo, bem como a representacdo de In(Abs; —

Abs;nr) em funcéo do tempo.

0,6

04

Abs 572 nm
(usqy-1sqy)u

0,2

0 200 400 600
Tempol/s

Figura 41 - Variacdo da absorvancia do corante azdico formado ao longo do tempo e representacdo de In [Abs;-Absiy]
vs tempo. Condi¢Bes experimentais: emulséo 4:6 (azeite / tampéo citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20), ®, = 0,0154,
[16-ArN,"] = 1,93 x 10 M, [C2] = 2,04 x 10 M, [NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,5°C.

Como se pode observar pelo valor de P{ (P{(C2) = 0,0856 e P{(C4) = 0,0729),
o clorogenato de etilo e butilo sdo maioritariamente solGveis na regido aquosa, sendo
por isso, sO necessaria uma constante de particdo, P}, para descrever as suas

distribuicbes em emulsdes, pelo que os dados experimentais foram interpretados com
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base no modelo cinético de pseudofase simplificado, visto que os resultados séo
aproximadamente iguais aqueles que seriam obtidos através do modelo cinético de
pseudofase completo.
Através dos graficos da figura 42, verificou-se que ocorreu uma diminuicdo de

Kobs @ medida que o valor de @, presente na emulsdo aumentou.
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Figura 42 - Representagdo de koss € 1/ Kops Vs fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equacdes 46 e
47. Condicdes experimentais sédo emulséo 4:6 (azeite / tampao citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20), [NED.2HCI] =
0,019 M e T = 25,0 °C; para C2: [16-ArN,*] = 1,93 x 10* M, [AO] = 2,00 x 102 M, para C4: [16-ArN,*] = 2,81 x 10* M,

[AO] = 3,00 x 10 M.

Da representacdo linear de 1/kos vs @ (figura 42), podem-se obter os
parametros a e b através do ajuste a equacao 47, a partir dos valores do declive e da

ordenada na origem (tabela 5).

Tabela 5 - Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados da Figura 42 & equagéo 47.

Parametro Emulséo (4:6) (C2) Emulséo (4:6) (C4)
10%a 0,0122 0,0248 +0,0013
b 134,18 199,57 + 25,86

A partir dos parametros a e b calcularam-se os valores de k; e P}, tabela 6.

Tabela 6 - Valores de P} e k, obtidos para a emulsdo 4:6 a partir do ajuste dos dados da Figura 42 a equagao 47.
Emulséo (4:6) (C2) Emulséo (4:6) (C4)
P!, ki (M1s1) Pl ki (M1sh

78,36 + 11,77 0,0615 + 0,0028 | 140,60 +31,28 0,0777 +0,0030
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Pela analise da tabela 6, verificou-se que o valor de P} aumentou do clorogenato
de etilo para o clorogenato de butilo o que indica que este Ultimo se encontra mais
distribuido na regido interfacial da emulsdo. Relativamente a reatividade destes
antioxidantes na regido interfacial da emulsdo representada pela constante de
velocidade k;, verificou-se que n&o existem diferencas significativas o que mostra que

existe uma reatividade intrinseca muito similar.

4.4.2 Determinacao da distribuicdo do clorogenato de etilo e butilo pelas

regides aquosa e interfacial

Conhecido o valor de P} e aplicando as equagdes 49 e 50 do modelo da
pseudofase simplificado (MCPS), obteve-se a percentagem de antioxidante nas regiées

aquosa e interfacial da emulsao, para cada valor de ®,, (figura 43).
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Figura 43 - Variagéo da percentagem do clorogenato de etilo (preto) e butilo (verde) nas regides aquosa e interfacial do
sistema emulsionado. Condi¢des experimentais: emulséo 4:6 (azeite / tampdo citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20),
T=25°C.

Os resultados que se encontram na figura 43 indicam que cerca de 80 % do
clorogenato de etilo e mais de 90 % do clorogenato de butilo encontram-se distribuidos
na regido interfacial quando ®,= 0,04. Para uma fragdo de emulsionante de 0,005, o
clorogenato de butilo encontra-se distribuido, aproximadamente, 53 % na regido
interfacial e apenas 40 % do clorogenato de etilo, para a mesma fragdo de emulsionante
(® = 0,005), se encontra distribuido nesta regido. Deste modo, uma quantidade

substancial de cada antioxidante ainda se encontra dissolvida na regido aquosa.
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4.5 Distribuicdo do clorogenato de octilo, decilo, dodecilo e

hexadecilo em emulsdes azeite/ tampéao citrato (o/a)

4.5.1 Determinacéo de kobs mediante o método de derivatizagdo e calculo

de P}

Estudou-se o efeito que a fracdo de emulsionante tem no valor da constante de
velocidade da reacdo observada, kqps, entre os ides 16-ArN;* e os derivados do acido
clorogénico de cadeia longa em emulsfes 4:6 azeite/tampao citrato (0,04 M, pH = 3,65)
para fracbes de emulsionante (Tween 20) que variaram de 0,005 a 0,042. Para
determinar o valor de Kkous, Utilizou-se 0 método da derivatizacado descrito no capitulo
anterior. Em todos os casos, os dados absorvancia-tempo obtidos ajustaram-se
perfeitamente a equacéo integrada de ordem 1, sendo assim possivel obter a constante
de velocidade observada, kops. Na figura 44 esta representado um exemplo de uma
variagao tipica da absorvancia do corante utilizado em funcdo do tempo, bem como a

representacéo de In(Abs; — Abs;,r) em funcéo do tempo.
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Figura 44 - Variagcao da absorvancia do corante azoéico formado ao longo do tempo e representagdo de In [Abs-Absiy]
vs tempo. Condi¢Ges experimentais: emulsdo 4:6 (azeite / tampé&o citrato 0,04 M, pH =3,65 / Tween 20), ®, = 0,0420,
[16-ArN,*] = 1,95 x 10 M, [C8] = 2,04 x 10 M, [NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,3 °C.

Dado que pelo menos 93 % de cada um destes antioxidantes se encontram na
fase organica (ver valor de P{ na tabela 2), s6 foi necessaria uma constante de parti¢do
para descrever a distribuicdo, P}, pelo que os dados experimentais podem ser

interpretados com base no modelo cinético simplificado de pseudofase, ajustando os
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dados (kobs, P1) as equacbes 39 e 42 (figura 45) deduzidas na secgdo 1.5.2.2. Através
dos graficos da figura 45, verificou-se que ocorreu uma diminui¢éo de koss @ medida que

o valor de @, presente na emulsdo aumentou, para os quatro antioxidantes.
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Figura 45 - Representacéo de kqps € 1/ Koys Vs fragdo de emulsionante (®;) com os respetivos ajustes as equagdes 39 e
42. Condigdes experimentais C8-CGA: emulsao 4:6 (azeite / tampao citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20), [16-ArN,*]
=1,95x 10* M, [AO] = 2,00 x 10 M, [NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,3 °C; CondigBes experimentais C10-CGA:
emulsdo 4:6 (azeite / tampd&o citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20), [16-ArN,*] =1,76 x 10 M, [AO] = 1,80 x 10 M,
[NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,1 °C; Condi¢Bes experimentais C12-CGA: emulsdo 4:6 (azeite / tamp&o citrato 0,04 M,
pH = 3,65/ Tween 20), [16-ArN,"] = 1,77 x 10* M, [AO] = 1,80 x 10°M, [NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,5 °C;
Condicdes experimentais C16-CGA: emulséo 4:6 (azeite / tampao citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20), [16-ArN,*] =
1,96 x 10 M, [AO] = 1,80 x 10 M, [NED.2HCI] = 0,019 M e T = 25,0 °C.

Da representacao linear de 1/kqps VS @, (figura 45), obtiveram-se os parametros
a e b através do ajuste a equacao 42, a partir dos valores do declive e da ordenada na

origem (tabela 7).

Tabela 7 - Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados da Figura 45 & equacgéo 42.

Parametro Emulséo (4:6) Emulséo (4:6) Emulséo (4:6) Emulséo (4:6)
(C8) (C10) (C12) (C16)
10%a 0,0154 + 0,0004 0,0019 + 0,0024 | 0,0103 +0,0005 | 0,0090 + 0,0004

b 294,78 £ 20,10 333,98 +£ 13,15 374,91 £ 61,07 293,04 + 39,57
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A partir dos parametros a e b calcularam-se os valores de k e P}, tabela 8.



FCUP
Resultados e Discussao

Tabela 8 - Valores de P}, e k obtidos para a emuls&o 4:6 a partir do ajuste dos dados da Figura 45 a equag&o 42.
Emulséo (4:6)
C8 C10 C12 C16
Pl ki (M1s2) P} k (M1s) P} ki (M1s2) P} ki (M1s2)
110,71 +17,13  0,0771 +£0,0017 | 124,31 +12,76 | 0,0109 +0,0002 | 158,51 + 24,42 | 0,0560 + 0,0060 @ 89,28 + 6,33 | 0,0538 + 0,007

Através analise da tabela 8, verificou-se que o valor de P, aumentou do clorogenato de octilo para o clorogenato de dodecilo, diminuindo
para o clorogenato de hexadecilo. Uma vez que pela definicdo de P}, o antioxidante que tiver maior valor sera aquele com maior percentagem
na regido interfacial da emulséo, entdo o C12 estando em maior percentagem nesta regido, devera apresentar maior atividade antioxidante.
Relativamente a reatividade destes antioxidantes na regido interfacial da emulséo representada pela constante de velocidade k;, verificamos que

nao existem diferencas significativas, o que mostra que existe uma reatividade intrinseca similar.

71
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45.2 Determinacdo da distribuicdo do clorogenato de octilo, decilo,

dodecilo e hexadecilo pelas regifes oleosa e interfacial

Conhecido o valor de P} e aplicando as equagBes 44 e 45 do modelo da

pseudofase simplificado (MCPS), obteve-se a percentagem de antioxidante nas regiées

aquosa e interfacial da emulsao, para cada valor de @, (figura 46).
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Figura 46 - Variacdo da percentagem do clorogenato de octilo (roxo), decilo (cinzento), dodecilo (azul) e hexadecilo
(amarelo) nas regides organica e interfacial do sistema emulsionado. Condig6es experimentais: emulséo 4:6 (azeite /
tampéo citrato 0,04 M, pH = 3,65) / Tween 20), T = 25 °C.

Os resultados que se encontram na figura 46, indicam que para uma fracdo de

emulsionante aproximadamente igual a 0,04, cerca de 90 % do clorogenato de octilo,

decilo, dodecilo e hexadecilo encontravam-se distribuidos na regido interfacial da

emulsdo. Para a ®, mais baixa utilizada (0,005), o clorogenato de hexadecilo

encontrava-se numa percentagem de cerca de 53 % na regido interfacial, ja os restantes

antioxidantes clorogenato de octilo, decilo e dodecilo encontravam-se numa

percentagem de 58 %, 62 % e 67 %, respetivamente, na regido interfacial.



4.6 Analise comparativa da distribuicdo do acido clorogénico e

seus derivados

Com os resultados anteriormente apresentados, foi possivel analisar em
simultdneo a variacao da percentagem de acido clorogénico e seus derivados em cada
uma das regides (aquosa, interfacial e oleosa) de uma emulséo 4:6 (azeite/tampéao
citrato 0,04 M, pH = 3,65). Na figura 47 e tabela 9 apresentam-se os valores das

percentagens do acido clorogénico e dos seus derivados presentes nas trés regides da
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Figura 47 - Variagdo da percentagem do &cido clorogénico e seus derivados nas regies oleosa, interfacial e aquosa
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do sistema emulsionado. CondigGes experimentais: emulséo 4:6 (azeite / tampao citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween

20), T = 25 °C.
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Tabela 9 - Percentagem (em valor aproximado) do acido clorogénico e dos seus derivados para as fracdes de emulsionante de 0,005 e 0,042, nas trés regides da emulséo.

Antioxidante o, %A0, %A0A %A00

0,005 25 75 -
CGA 0,042 75 25 -
co 0,005 40 60 -
0,042 85 15 -
ca 0,005 54 46 R
0,042 91 9 -

c8 0,005 59 - 41
0,042 92 - 8

c10 0,005 62 - 38
0,042 93 - 7

c12 0,005 67 - 33
0,042 95 - 5

c16 0,005 53 - 47
0,042 91 - 9

Tabela 10 - Valores de P}, P}, ki, e P2, obtidos para o acido clorogénico e seus derivados.

CGA

Cc2

C4

Cc8

C10

C12

Ci6

Emulséo 4:6 pl
(azeite/agua)

P

40,58 + 3,71

78,36 £ 11,77

140,60 + 31,28

110,71 +£17,13

124,31 +12,76

158,51 + 24,42

89,28 + 6,33

ki

0,0149 + 0,0007

0,0615 + 0,0028

0,0777 £ 0,0030

0,0771 +£0,0017

0,0109 + 0,0002

0,0560 + 0,0060

0,0538 + 0,0007

binéria 4.6
(azeite agua)

Mistura

0,00678 + 0,004

0,0856 = 0,0016

0,0729 £ 0,0023

19,63 + 0,61

26,80+ 0,88

35,09+1,24

2985+11,4
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Em misturas binarias, verifica-se um aumento de Pf h& medida que aumenta a
hidrofobicidade dos antioxidantes estudados. Verifica-se igualmente que os derivados
C2 e C4 apesar da cadeia alquilica introduzida, sdo muito hidrofilicos com valores de
P? < 1. E de notar ainda que ocorre um aumento do valor da constante de particio
binaria do C4 para o C8 de 270 vezes, indicando que o derivado C8, em contraste com
o C4, é praticamente insolivel em 4gua.

Pela observacédo da figura 47 e da tabela 9, podemos verificar que o acido
clorogénico e seus ésteres derivados tém distribuicdes bastante diferentes pelas trés
regides da emulsdo, em especial para fracdes de emulsionante mais baixas e para 0s
antioxidantes mais hidrofilicos, CGA e C2, comparativamente aos restantes derivados.
Existem diferencas muito acentuadas nas percentagens de antioxidante na regido
interfacial a @, = 0,005 que vao de apenas 25 % para CGA e 40 % para o C2, até 67 %
para o C12, o antioxidante presente em maior percentagem nesta regio.

Os resultados permitem concluir igualmente que a fracdo em volume de
emulsionante exerce uma influéncia significativa sobre a fragdo de antioxidante que se
encontra em cada fase. Quanto maior for ®, (quer dizer, a concentracdo de emulsionante
utilizado na preparacao da emulséo) maior é a percentagem de acido clorogénico e seus
derivados presente na interface.

Em relacdo aos valores de P} obtidos para os antioxidantes estudados (tabela
10), verifica-se um aumento a partir do clorogenato de octilo para o clorogenato de
dodecilo, decrescendo para o clorogenato de hexadecilo, verificando-se o efeito “cut-
off”. Ora, se atendermos a definicdo de P}, isto indica-nos que, para compostos que se
distribuem apenas pelas regides interfacial e oleosa, quanto maior é o valor de P}, maior
€ a quantidade de antioxidante na interface. Do mesmo modo, para 0s compostos que
se distribuem pelas regides interfacial e aquosa também se verifica que a medida que
aumenta o valor de P}, maior sera a percentagem de antioxidante na interface. Assim,
e apos determinar a distribuicdo dos varios antioxidantes pelas diferentes regides da
emulsao, verificou-se que a percentagem de antioxidante na interface seguiu a seguinte
ordem: C12>C10>C8 > C4 >C16 > C2 > CGA. Logo, pode-se afirmar que o derivado
C12 é aquele que deveréa apresentar maior eficacia na inibicdo da oxidacéo lipidica se
existir uma correlagéo entre a eficacia antioxidante e a percentagem de antioxidante na
regido interfacial da emulséo.

Em relagéo a reatividade do &cido clorogénico e seus derivados na interface, os
valores de k; tém a mesma ordem de magnitude, o que indica que existe uma reatividade
intrinseca muito similar entre todos os antioxidantes, o que seria de esperar dado que

unicamente se modifica o comprimento da cadeia alquilica.
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4.7 Avaliacéo da atividade antioxidante

Como referido, a eficacia de um antioxidante depende, entre outros fatores, da
sua localizacdo na emulsdo. Com o objetivo de correlacionar a distribuicdo dos
antioxidantes na emulsdo com a sua atividade antioxidante, foi necessario verificar qual
a influéncia da cadeia alquilica introduzida na capacidade antiradicalar dos
antioxidantes.

De modo a poder efetuar a correlacdo entre a eficacia antioxidante com a
distribuic@o era necessario que apenas a distribuicdo do antioxidante na emulsao fosse
alterada com o aumento da cadeia alquilica do antioxidante e que a capacidade
antiradicalar de todos os derivados fosse a mesma. Assim, efetuou-se o teste de DPPH*
de modo a verificar se a modificagcdo molecular efetuada teria alterado a capacidade dos

antioxidantes em captar radicais livres.

4.7.1 Avaliacao da atividade antiradicalar — Método do DPPH*

O método de DPPH* é um método colorimétrico simples, baseado na diminui¢éo
da absorvancia a 515 nm do radical DPPH* (que apresenta uma cor purpura), devido a

reacao com o antioxidante.

Na figura 48 esta representado um exemplo tipico da variacdo da absorvancia
obtida para o desaparecimento do radical DPPH*® em funcdo do tempo, na presenca de

diferentes concentra¢des de clorogenato de metilo.
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Figura 48 - Variacdo da absorvancia do radical DPPH*® (A = 515 nm) em fungdo do tempo, na presenca de diferentes
concentragdes do clorogenato de metilo -o- 0,0400 mol AO / mol DPPH?*, -e- 0,0801 mol AO / mol DPPH®, -m-0,1201
mol AO / mol DPPH?*, -o- 0,1602 mol AO / mol DPPH?, - ¥ - 0.2002 mol AO / mol DPPH?®, - A- 0,2402 mol AO / mol
DPPH".

A atividade antiradicalar é definida pelo pardmetro ECso que corresponde a
concentracdo minima necesséria para o antioxidante captar 50 % dos radicais de
DPPH? iniciais.

Para determinar esse parametro, representou-se graficamente, para um
determinado tempo, a variacdo da percentagem de DPPH*® com a relacdo mol AO/ mol
DPPH?® (figura 49).

%DPPH
T

0 1 | 1 | | 1 | L 1 |

0O 004 008 012 0,16 0,2 0,24
moles C1/moles DPPH
Figura 49 - Representacéo da variagédo da percentagem de DPPH*® com a concentragéo de antioxidante (ex:

clorogenato de metilo), expressa em mol AO/ mol DPPH?®, para os diferentes tempos de reagdo, com o correspondente
ajuste linear. (-e- 5 min, -e- 15 min, -m- 30 min, -=- 60 min)
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Os valores de ECsp obtidos para o éacido clorogénico e seus derivados
encontram-se na tabela 11.
Dado que os valores de ECs indicam a relagdo mol AO/ mol DPPH*® necessaria
para reduzir a metade a concentracdo inicial de DPPH?*, os antioxidantes que tenham
um valor de ECsp menor, serdo aqueles que irdo apresentar maior atividade

antiradicalar.

Tabela 11 - Valores de ECs, obtidos para diferentes tempos de reagéo.

ECso(mol AO/ mol DPPH®) o

Antioxidante

5 min 15 min 30 min 60 min
CGA 0,247 + 0,004 0,241 + 0,004 0,240 + 0,004 0,242 £ 0,005
C1 0,258 + 0,006 0,246 + 0,006 0,227 + 0,005 0,196 + 0,007
Cc2 0,245 £ 0,004 0,222 + 0,005 0,197 + 0,008 0,178 + 0,007
C3 0,267 + 0,021 0,242 + 0,012 0,208 + 0,006 0,177 £ 0,010
C4 0,254 + 0,011 0,240 +£ 0,010 0,220 + 0,007 0,186 £ 0,002
c8 0,249 + 0,005 0,241 + 0,008 0,223 + 0,006 0,194 £ 0,005
C10 0,251 + 0,005 0,238 + 0,006 0,217 + 0,007 0,187 £ 0,008
C12 0,253 + 0,004 0,242 + 0,004 0,225 + 0,004 0,195 £ 0,004
Cle6 0,238 £ 0,012 0,224 + 0,014 0,202 + 0,015 0,165 £ 0,016

Pela andlise da tabela 11, a primeira vista, ndo se observam diferencas
significativas entre o acido clorogénico e seus derivados, 0 que sugere que a sua
reatividade frente ao radical DPPH* é similar. No entanto, verificou-se que em solugao
metandlica e apds 30 minutos de reacdo, ocorre uma maior diminuicdo do valor do
parametro ECsp para os ésteres derivados do acido clorogénico estudados,
relativamente ao CGA.

Na generalidade, as curvas absorvancia em fung¢édo do tempo caracterizam-se
inicialmente por um rapido desaparecimento da absor¢éo do radical DPPH®*, seguido de
um lento desaparecimento subsequente deste radical. O abaixamento inicial é atribuido
a reacdes de transferéncia do hidrogénio/eletrdo do antioxidante para o radical,
enquanto que a descida subsequente é normalmente atribuida a rea¢des secundarias
mais lentas de produtos de dimerizac&o do radical fenoxilo, entre outras. Assim, todos
os derivados do &cido clorogénico apresentaram este comportamento de um modo
similar, mostrando a existéncia de um mecanismo de reacdo semelhante para todos os
antioxidantes estudados. A semelhante reatividade dos derivados do acido clorogénico
frente aos radicais DPPH® em solucdo sugerem que a possivel diferenca na atividade
antioxidante destes compostos em emuls6es poderd entdo dever-se a provavel

diferenca na distribuicdo destes pelas varias fases que as compdem.
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4.7.2 Teste da estufa de Schaal

Estudou-se a atividade antioxidante do acido clorogénico e dos seus derivados
em emulsdes compostas por azeite e tampéao citrato (0,04 M, pH = 3,65), com 0,5 %, 1
% e 2 % de Tween 20 e contendo 0,6 mM de cada um dos antioxidantes. Para tal,
submeteram-se as emulsdes a um teste de aceleracdo oxidativa a uma temperatura de
60 °C (teste da estufa de Schaal). Estas experiéncias foram realizadas em triplicado.

O avanco da oxidacéo lipidica foi avaliado ao longo do tempo através da medicéo
do contetdo em dienos conjugados (DC).

Primeiramente, avaliou-se a eficacia antioxidante na inibicao da oxidacao lipidica
submetendo ao teste de estufa de Schaal emulsfes contendo os antioxidantes com uma
percentagem de tween 20 de 1 %. De seguida, com o objetivo de avaliar o efeito da
concentracdo de emulsionante na inibicdo da oxidacdo lipidica, foi realizado um
segundo teste de estufa de Schaal com percentagens de tween 20 iguais a 0,5 %, 1 %
e 2 %.

4.7.2.1 Avaliacdo da eficicia antioxidante em emuls@es azeite / tampé&o citrato

contendo 1% Tween 20

A figura 50 representa o tempo que o contetdo em dienos conjugados demorou

a alcancar o valor de 0,5 % nas emulsdes, contendo 1 % de emulsionante.
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Figura 50 - A) Percentagem de dienos conjugados atingida em dias, para emulsdes contendo 1% de emulsionante. B)
Tempo (dias) para que as emulsdes contendo 1% de emulsionante, atingissem o contedldo em DC de 0,5 %. Os
valores representam médias de triplicados. Condigdes experimentais de A) e B): emulsdes 4:6 (Azeite/Tampao citrato,
0,04 M, pH = 3,65/ Tween 20), [AO] = 0,6 mM no azeite, T = 60 °C.

De acordo com o tempo que o contetado em dienos conjugados demorou a atingir
o valor de 0,5 % para a percentagem de emulsionante de 1 %, o derivado que parece
apresentar uma maior efichcia € o C12. No entanto, apés uma andlise estatistica
verificou-se uma ordem de eficacia de: &cido clorogénico < clorogenato de metilo =
clorogenato de etilo = clorogenato de propilo < clorogenato de octilo = clorogenato de

decilo = clorogenato de dodecilo = clorogenato de hexadecilo.
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Segundo a teoria do paradoxo polar, os antioxidantes mais polares seriam mais
eficazes em meios menos polares e o0s antioxidantes menos polares seriam eficazes em
sistemas emulsionados do tipo O/A. A ordem de eficacia dos antioxidantes
anteriormente descrita ndo obedece ao paradoxo polar, isto porque o antioxidante mais
hidrofébico, o clorogenato de hexadecilo, apresenta menor eficacia que o clorogenato
de dodecilo nos sistemas emulsionados utilizados. A eficacia dos antioxidantes aumenta
até ao clorogenato de dodecilo, decrescendo para o clorogenato de hexadecilo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Laguerre et al 28! para uma série
de ésteres derivados do acido clorogénico, clorogenatos de metilo, butilo, octilo,
dodecilo, hexadecilo, octadecilo e eicosilo, em emuls@es de 6leo de tungue/agua. Estes
autores observaram um aumento da atividade antioxidante destes ésteres derivados do
acido clorogénico, do proprio acido clorogénico para o clorogenato de dodecilo e uma
diminuicado da atividade antioxidante para o clorogenato de eicosilo.

A atividade antioxidante num sistema emulsionado depende das constantes de
particdo e naturalmente da distribuicdo dos antioxidantes entre as diferentes regides
gue a constituem, da estabilidade dos antioxidantes, e dos fendmenos ocorridos na
interface azeite/agua. Assim, a concentracdo de antioxidante na interface parece
representar de facto um papel de extrema importancia no que respeita a estabilidade
oxidativa das emulsfes. Verificou-se que a atividade antioxidante sera tanto maior
guanto maior a percentagem de antioxidante na regido interfacial.

Uma vez que todos os derivados do acido clorogénico revelam uma atividade
antiradicalar frente ao radical DPPH* muito semelhante, as diferencas observadas s6
poderéo residir no facto da diferente distribuicdo dos mesmos nas emulsfes. Desta
forma, os antioxidantes que se localizaram em maior percentagem na regido interfacial,
para uma mesma quantidade de emulsionante, parecem exercer uma atividade

antioxidante melhor.

4.7.2.3 Estudo do efeito da concentracdo de emulsionante na estabilidade

oxidativa

De modo a estudar o efeito da concentragcdo de emulsionante na estabilidade
das emulsdes, prepararam-se emulsdes com diferentes percentagens de tween 20: 0,5
%, 1 % e 2 %. Na figura 51 esta representado o tempo que levou a alcancar-se uma
percentagem em dienos conjugados de 0,5 % nas emulsdes contendo 0,5 %, 1 % e 2

% de emulsionante, para alguns antioxidantes (CGA, C4, C8, C12 e C16).
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Figura 51 — Diferenca observada entre o tempo (dias) para que as emulsées com antioxidante e as emulsdes controlo,
contendo 0,5%, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o contetdo em DC de 0,5 %. Os valores representam médias de
triplicados (barras de erro representam o desvio padrao) Condi¢des experimentais: emulsdes 4:6 (Azeite/ Tampédo
citrato, 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20) e [AO] = 0,6 mM no azeite, T = 60 °C.

Como é possivel verificar, o tempo que o conteudo em dienos conjugados
demora a alcancar um valor de 0,5 % diminuiu com o aumento da percentagem de
emulsionante. Ou seja, com uma percentagem de emulsionante igual a 2 % a emulsao
pode tornar-se menos estavel (oxida mais rapidamente) comparativamente a emulsao
gue contenha 0,5 % de emulsionante.

Ao aumentar a fracdo de emulsionante, a percentagem de antioxidante na
interface aumenta, mas aumenta também o volume da interface, pelo que a
concentracao de antioxidante nessa regido vai ser menor. Ou seja, embora ocorra um
aumento da quantidade de antioxidante na interface, com o aumento da quantidade de
emulsionante ocorre igualmente uma diluicdo do antioxidante que se encontra na
interface, que néo é suficiente para contrabalancar o acréscimo de AO nessa regido.
Sendo assim, o resultado da atividade antioxidante dependera assim, por um lado, do
balanco entre 0 aumento da quantidade do antioxidante na interface, e por outro, da
diluicdo que ocorre.

Verificou-se igualmente que a medida que aumenta a fragdo de emulsionante, a
percentagem de antioxidante na interface para os varios antioxidantes também se vai
aproximando (tabela 12), pelo que as diferencas na atividade antioxidante dos

antioxidantes vai diminuindo.
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Tabela 12 - Percentagem (em valor aproximado) do acido clorogénico e dos seus derivados para as fragdes de
emulsionante de 0,005, 0,01 e 0,02, nas trés regides da emulséo.

Antioxidante (0] %A0, %A0A %A00
0,005 25 75 -
CGA 0,01 41 59 -
0,02 58 42 -
0,005 54 46 -
C4 0,01 70 30 -
0,02 83 17 -
0,005 59 - 41
C8 0,01 74 - 26
0,02 85 - 15
0,005 67 - 33
C12 0,01 80 - 20
0,02 89 - 11
0,005 53 - 47
C16 0,01 69 - 31
0,02 82 - 18

4.8 Avaliacéo do grau de insaturacao do azeite

Apés a avaliacdo da capacidade antioxidante foi necessario proceder a avaliacédo
do grau de insaturacdo do azeite, devido ao facto de se ter usado azeites livres de
antioxidantes tratados em momentos diferentes, nos dois testes de estufa realizados,
gue revelaram resultados um pouco distintos, no que diz respeito ao tempo necessério
para a oxidacdo das emulsGes. Seria de esperar que as emulsdes contendo 1 % de
tween 20 tiveram os mesmos resultados em ambos os testes de estufa, ja que as
condicbes da experiéncia foram exatamente as mesmas. No entanto, as emulsdes
submetidas ao primeiro teste de estufa oxidaram mais rapidamente comparativamente

as emulsdes submetidas ao segundo teste de estufa.
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Posto isto, para a avaliacdo do grau de insaturagc&o do azeite foi determinado o
indice de iodo para os dois azeites utilizados: o azeite usado para a determinacao das
constantes de particao e usado também no primeiro teste de estufa de Schaal (1 %
tween 20) e o0 azeite usado no segundo teste de estufa de Schaal (0,5 %, 1 % e 2 % de
tween 20).

Na tabela 13, encontram-se 0s resultados obtidos nesta determinacéo.

Tabela 13 - Resultados obtidos na determinagao do indice de iodo.

Titulagao Branco | Azeite (1°teste) | Azeite (2°teste)
Massa da amostra (g) - 0,43 0,45
Volume da solucao de tiossulfato de sédio
15,27 16,97
0,1 M (mL)
Volume gasto natitulacdo do branco (mL) | 43,985 - -
indice de iodo (g de I, por 100 g de 6leo) - 84,8 76,2

Pela analise da tabela 13, verifica-se que o azeite utilizado no primeiro teste de
estufa apresentou um indice maior que o azeite utilizado no 2° teste. Entéo, se o nimero
de moles de iodo absorvido & proporcional ao numero de insaturagdes contidas no
azeite, 0 azeite do primeiro teste é aquele que apresenta acidos gordos com maior
numero de duplas ligacées e por isso € mais suscetivel a rea¢cdes de oxidacao (oxidagcao
mais rapida). Estes resultados explicam assim as diferengas observadas nos dois testes

de estufa de Schaal mostrados na seccéo 4.7.2.

4.9 Correlagdo entre a distribuicdo dos antioxidantes na

emulsao com a eficacia antioxidante

Na figura 52 esta representada a correlacdo entre a distribuicdo dos
antioxidantes na emulsdo com a eficacia antioxidante que é medida pelo tempo que o
contetdo em dienos conjugados demorou a alcancgar 0,5 % nas emulsfes contendo 1
% de emulsionante, para alguns antioxidantes (CGA, C2, C4, C8, C10, C12 e C16).
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Figura 52 - Correlagdo da distribuigdo e da eficacia antioxidante com a hidrofobicidade dos AOs para ®=0,01.
Condi¢des experimentais: emulsbes 4:6 (Azeite / Tampao citrato, 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 20) e [AO] = 0,6 mM no
azeite, T = 60 °C.

Da correlacdo efetuada entre a distribuicdo dos antioxidantes na emulsédo e a
eficacia antioxidante podemos verificar que o clorogenato de dodecilo é aquele que
apresenta uma melhor eficacia antioxidante devido a sua elevada percentagem
presente na regido interfacial da emulsdo. Com base nisto, podemos afirmar que as
diferencas entre as atividades antioxidantes sdo devidas as diferentes concentragfes
dos AOs na regido interfacial, ou seja, sdo devidas em grande parte a diferente
distribuicdo que apresentam na emulséo; € possivel comparar diretamente os resultados
da distribuicdo dos AOs na emulsdo com os resultados da eficacia antioxidante
mostrando assim que ocorrem variacbes paralelas dos parametros referidos,
encontrando-se um maximo para o C12.

E possivel também afirmar que a percentagem de antioxidante na regido
interfacial ndo se correlaciona com a hidrofobicidade dos AOs estudados, uma vez que
0s AOs gue se encontram mais distribuidos na regido interfacial ndo sdo os mais
hidrofébicos.

De notar ainda que para uma mesma concentragdo na regido interfacial, os AOs
gue se distribuem também pela fase oleosa parecem ser mais eficazes. Sdo exemplo
disso os derivados C4 e C16 que apesar de se encontrarem na interface em
percentagens semelhantes (tabela 9), a restante percentagem do derivado C4 se
encontra distribuido pela regido aquosa enquanto que a restante percentagem do

derivado C16 se encontra distribuido pela regiéo oleosa. Aparentemente, esta pequena
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guantidade distribuida pela regido oleosa aumenta a capacidade antioxidante dos
antioxidantes.
Por fim, os resultados obtidos refletem a importancia da regido interfacial nos
processos de oxidacdo lipidica, fornecendo uma explicacdo para o efeito “cut-off”

observado.



5. CONCLUSOES
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Neste estudo, pretendeu-se, como referido no objetivo, contribuir para o
estabelecimento de uma base cientifica que permita correlacionar a hidrofobicidade dos
AOs com a sua distribui¢éo e eficacia antioxidante, com a finalidade de modelar novos
AOs mais eficazes. Para isso, estudou-se a distribuicdo do acido clorogénico e alguns
dos seus ésteres sintetizados para o efeito, através da determinacdo das constantes de
particdo do AO entre as regides aquosa-interfacial e oleosa-interfacial de emulsdes
azeite/ Tween 20/ agua, sem necessidade de separacdo de fases ou pré-tratamento.
Para que isso fosse possivel, utilizou-se um método cinético em que os resultados
obtidos foram analisados com base no modelo da pseudofase extendido a emulsdes.
Para tal, aplicou-se um tratamento matematico simplificado, pois todos os antioxidantes
estudados se distribuiam apenas entre duas regides das emulsdes (agua/interface ou
azeite/interface). Com o uso deste método também foi possivel obter-se uma estimativa
da constante de velocidade na regido interfacial da reacéo, ki, entre os antioxidantes e
os ides 4-hexadecilbenzenodiazonio.

Apoés a andlise efetuada a todos os resultados obtidos, pode concluir-se que o
acido clorogénico esté distribuido maioritariamente na regido interfacial e aquosa (mais
de 70 % se encontra na regido interfacial para ®,= 0,042). O mesmo acontece para 0s
clorogenatos de etilo e butilo que também se encontram distribuidos na regido interfacial
€ aguosa, no entanto presentes em percentagens superiores ao acido clorogénico na
regido interfacial (mais de 80 % destes antioxidantes se encontram na regiao interfacial
para @, = 0,042). O clorogenato de octilo, decilo, dodecilo e hexadecilo encontram-se
distribuidos essencialmente pelas regides interfacial e oleosa.

Em relagdo aos valores de P}, obtidos para os ésteres do acido clorogénico mais
hidrofébicos estudados, pode-se observar uma tendéncia para o aumento desse valor
a partir do clorogenato de octilo, encontrando-se o seu maximo para o clorogenato de
dodecilo, decrescendo para o clorogenato de hexadecilo. Pela definicdo de P, , isto
indica-nos que para valores maiores de P} é esperada uma maior quantidade de
antioxidante na interface.

Quanto a reatividade do &cido clorogénico e dos seus derivados na regido
interfacial, os valores de k; sdo muito similares o que nos indica que existe uma
reatividade intrinseca muito semelhante entre todos os antioxidantes.

Relativamente ao estudo da atividade antiradicalar realizada pelo método do
DPPH*, podemos concluir que em solucdo metandlica, ao fim de 5 minutos de reagéo,
ndo existem diferencas significativas na atividade antiradicalar do acido clorogénico e
dos seus derivados frente ao radical DPPH*®, consequéncia da estrutura fendlica comum

a todos eles. Contudo, o valor de ECsy para o acido clorogénico mantém-se
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relativamente constante ao longo do tempo de reagdo, ao contrario do que acontece
com os seus derivados que diminuem de uma forma semelhante.

A eficacia antioxidante do acido clorogénico e seus derivados foi avaliada pelo
teste de estufa de Schaal, verificando-se que com o aumento da esterificagdo ocorre
um aumento da capacidade antioxidante de todos os antioxidantes comparativamente
ao 4cido clorogénico. Contudo, este aumento da capacidade antioxidante ocorreu do C1
até ao derivado C12, tendo diminuido para o derivado com cadeia alquilica superior,
C16.

Desta forma, foi possivel concluir que a atividade antioxidante é superior para o
composto que apresentou o maior valor de P}, como esperado. Uma vez que todos os
derivados do 4&cido clorogénico mostram uma atividade antiradicalar bastante
semelhante, as diferencas observadas s6 podem ser explicadas pela diferente
distribuicdo dos varios antioxidantes nas emulsGes. Assim, os antioxidantes que se
encontram em maior percentagem na interface, para uma mesma quantidade de
emulsionante, parecem apresentar uma atividade antioxidante mais eficaz.

No que diz respeito a estabilidade das emuls@es, esta diminuiu com o aumento
da percentagem de emulsionante para os antioxidantes testados. Embora ocorra um
aumento da quantidade do antioxidante na interface com o aumento da quantidade de
emulsionante, ocorre igualmente uma diluicdo do antioxidante que se encontra na
interface. O resultado da atividade antioxidante dependera assim, por um lado, de um
balanco entre o aumento da quantidade do antioxidante na interface e, por outro, da
diluicdo que ocorre.

Os resultados obtidos refletem a importancia da regido interfacial nos processos
de oxidacao lipidica na medida em que a localiza¢ao do antioxidante na interface parece
ser o fator mais importante de que depende a atividade antioxidante de compostos com
a mesma capacidade antiradicalar. Por outro lado, a percentagem de emulsionante tem
uma influéncia decisiva na distribuicdo dos antioxidantes na emulsdo e na concentracao
destes na interface e deste modo na sua atividade antioxidante. Assim, a fracdo de
emulsionante utilizada, tem um papel, ndo s6 para a estabilidade fisica da emulsdo, mas

também para a estabilidade quimica da mesma.
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