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E de grande interesse para a industria alimentar a utilizagéo de 6leos contendo
acidos gordos insaturados como ingredientes funcionais para melhorar o pefrfil
nutricional dos produtos alimentares. No entanto, a oxidacdo de lipidos polinsaturados
€ um grave problema, devido a producgéo de odores a ranco, aromas desagradaveis, e
substancias toxicas, que diminuem o tempo de prateleira e pode alterar a qualidade,
textura e aparéncia dos alimentos, resultando em importantes reducfes na qualidade

nutricional e na seguranca dos alimentos.

O problema da oxidacdo lipidica em alimentos é agravado quando s&o
empregues lipidos contendo &cidos gordos 6émega-3 como parte da dieta ou na
preparacdo produtos saborosos, faceis de usar e com elevado tempo de prateleira.
Apesar de terem efeitos benéficos na sallde humana, incluindo prote¢éo contra doencas
cardiovasculares, cancro, hipertensédo, diabetes e artrite reumatoide, bem como a
melhoria das fungdes neuroldgicas e retinais e reduzir a suscetibilidade a tumores, estes
acidos gordos estdo sujeitos a rapida e/ou extensa oxidagdo e a outras alteracdes

gquimicas durante o processamento e armazenamento.

Para prevenir ou minimizar a oxidagéo lipidica, a adicdo de antioxidantes ao
sistema alimentar é provavelmente o método mais conveniente e econémico, sendo
assim o desenvolvimento de estratégias para selecionar o melhor antioxidante ou grupo
de antioxidantes para um sistema alimentar um desafio. A eficiéncia dos antioxidantes
(AOs) na inibicdo da oxidacao dos lipidos (acidos gordos polinsaturados, PUFAS)
depende de vérios fatores, incluindo a natureza do AO e sua concentracdo no local da

reacao.

Muitos antioxidantes tém elevada solubilidade em agua, o que limita a sua
atividade antioxidante em sistemas emulsionados, aparentemente devido ao fato de se
encontrarem em elevada percentagem na fase aquosa. Assim, tem surgido a
necessidade de encontrar novos antioxidantes com caracteristicas de solubilidade

diferente, mas que possuam a mesma atividade antirradicalar ou superior.

Neste estudo sintetizaram-se varios ésteres a partir do acido galico,
hidroxitirosol, acido clorogénico e acido cafeico com &cidos ou élcoois lineares com
diferentes tamanho de cadeia alquilica (C1 a C16) e determinou-se a sua distribuicdo
em sistemas emulsionados O/A. Analisou-se igualmente o efeito do tamanho das gotas,

concentracdo de emulsionante e a da relagcdo 6leo/dgua nesta distribui¢ao.
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Avaliou-se a capacidade antirradicalar frente ao radical DPPH das varias séries
de compostos tendo-se verificado que a capacidade antirradicalar ndo variou
significativamente dentro da mesma série de compostos, demonstrando que a cadeia
alquilica introduzida nao alterou a reatividade dos compostos. Do mesmo modo,
também nao se verificou alteracdes nos valores do primeiro potencial anddico (Epa)
determinados dentro de cada série, mesmo na presenca de Tween 80. No entanto
verificaram-se valores de Epa um pouco diferentes entre algumas séries, tendo a série
do acido galico apresentado o menor valor médio (0,36 V) seguido da série do acido
cafeico, acido clorogénico e hidroxitirosol (0,39 V, 0,40 V e 0,41 V respetivamente). A
eficiéncia antioxidante dos varios compostos foi posteriormente avaliada nos mesmos
sistemas emulsionados intactos e efetuou-se um estudo de correlacdo entre a

distribuicé@o e a atividade antioxidante observada.

Para determinar a distribuicdo dos antioxidantes nos sistemas emulsionados
utilizou-se um meétodo cinético (método cinético da pseudofase) que ndo requer o
isolamento das varias regides da emulséo. Assim, foi possivel obter uma boa estimativa
das duas constantes de particdo que descrevem a distribuicdo do antioxidante entre as
regides oleosa / interfacial (P}) e aquosa / interfacial (P}) de emulsdes e nanoemulsdes
6leo de peixe / Tween 80 / agua e de emulsdes de azeite / Tween 20 / Agua. Este método
€ baseado no modelo cinético da pseudofase para emulsGes termodinamicamente
estaveis, 0 qual explora a reacao entre o iao 4- hexadecilbenzenodiazonio, localizado
exclusivamente na regido interfacial, e o antioxidante. Monitorizou-se a constante de
velocidade (kobs) da reacéo através de um método de derivatizacdo baseado na reacéao
de ides arenodiazo6nio, que nao reagem com o antioxidante, com um agente acopulante
adequado N-1 (1-Natftil) etilenodiamina (NED) que, produz um corante azoico estavel,
cuja concentracdo pode ser medida espectroscopicamente a um comprimento de onda
de 572 nm.

Todas as séries homélogas de antioxidantes mostraram um aumento na
atividade antioxidante com o aumento do comprimento da cadeia alquilica até um
méximo, seguido por uma diminuigdo significativa para AOs mais hidrofébicos. Esta
observacao é tipicamente chamada de efeito cut off. A eficiéncia antioxidante das varias
séries de polifenéis nos sistemas emulsionados usados correlacionou sempre
positivamente com a concentracdo de antioxidante na regido interfacial. Os resultados
mostraram que os antioxidantes se acumularam na regido interfacial em concentracéo
20 a 195 vezes superior a concentracdo estequiométrica, depende do tamanho da

cadeia alquilica do antioxidante. No geral, antioxidantes possuindo cadeias alquilicas de
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tamanho intermédio (8 a 12 carbonos) tendem apresentar as maiores concentracdes na
regido interfacial e consequentemente a apresentar também a melhor atividade

antioxidante nos sistemas emulsionados estudados.

Ao aumentar a fracdo emulsionante, resultou num aumento da percentagem de
todos os compostos na regido interfacial. No entanto, a estabilidade oxidativa das
emulsdes diminuiu quando a fracdo de emulsionante aumentou, pois ocorreu uma
diluicdo do AO, uma vez que o aumento da percentagem de AO na regidao interfacial
ndo foi suficiente para contrabalancar o aumento da fracdo de AO desta regido.
Portanto, uma das principais conclusfes deste trabalho foi que, para obter uma maior
estabilidade oxidativa numa emulsdo alimentar com o uso de AO, a quantidade de
emulsionante empregue para a estabilizar fisicamente a emulsdo deve ser a menor

possivel.

Uma das hipoteses em que se baseia o0 modelo da pseudofase é que sua
aplicacdo é independente do tamanho das gotas da emulsdo. Os resultados mostraram
que o menor tamanho de gota encontrado nas nanomulsdes nao afetou de facto as
constantes de particdo das vérias séries de derivados de polifendis, de acordo com
nossa hipotese. Apesar do tamanho das gotas serem menores, a estabilidade oxidativa
das nanoemulsdes foi maior que a estabilidade oxidativa da emulséo usada na sua
preparacdo, indicando que a velocidade das rea¢cBes quimicas durante a oxidacao
depende da concentracdo dos reagentes na regido interfacial e ndo da superficie
interfacial. O aumento da relagdo 6leo/agua aumentou a estabilidade oxidativa global
das emulsbes, mas diminuiu a eficiéncia dos antioxidante mais lipofilicos quando
comparados com os mais hidrofilicos, pois o aumento do volume da fase oleosa diminuiu

a concentracéo interfacial deste antioxidantes.

A natureza do 6leo e, em particular, o grau de insaturacdo dos seus acidos
gordos (PUFAs) desempenha um papel fundamental na estabilidade oxidativa. Em
geral, guanto maior o teor de PUFAs do éleo, menor sua estabilidade. A fim de destacar
de forma mais evidente a diferenca no poder antioxidante de alguns fenolipidos e de
destacar melhor os efeitos da distribuicdo na atividade antioxidante, efetuou-se um
estudo com alguns fenolipidos com cadeia alquilica de 8 e 16 carbonos num sistema
com mais estabilidade oxidativa, azeite / Tween 20/ tamp&o citrato. Neste trabalho
tentou-se efetuar a correlacdo entre atividade antioxidante, a distribuicdo e reatividade
das moléculas. A concentracdo dos antioxidantes na regido interfacial obteve um maior
valor de correlacéo de Pearson (0,78) seguido do potencial anddico das moléculas (-

0,54) e da concentracdo dos antioxidantes na regido aquosa (-0,45). Através de uma
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analise de regressao linear stepwise os fatores (AO ), (AOa) e 0 Epa conseguiram
explicar 76 % dos resultados obtidos na atividade antioxidante das varias moléculas
para um p < 0,05, confirmando a grande importancia da localizacéo (distribuicdo) dos

antioxidantes para a sua atividade antioxidante.

A eficiéncia dos antioxidantes (AO) em emulsdes alimentares depende tanto de
sua reatividade quanto da sua concentracdo na regido interfacial, onde se acredita que
as reacOes de oxidacdo ocorram. Os resultados em emulsdes de azeite/agua com uma
fracao de emulsionante de ® = 0,005 mostram que os derivados do hidroxitirosol e acido
cafeico C8, com percentagem semelhante na regido interfacial e potencial oxidativo
semelhante, apresentaram atividade antioxidante semelhante. O éster do &cido
diidrocafeico DH8 apresentou a melhor atividade antioxidante devido ao seu menor
potencial oxidativo. O derivado HT16 do hidroxitirosol, apresentou menor concentracao
na regido interfacial do que o derivado do acido cafeico AC16 e, portanto, uma menor
atividade antioxidante. Estes resultados suportam fortemente a ideia de que a eficiéncia
de um AO se correlaciona com a sua concentracdo na regido interfacial e com o seu
potencial de oxidacéo.

Palavras chaves: Antioxidantes; emulsdes; nanoemulsdes; acido galico; hidroxitirosol,
acido cafeico, acido clorogénico; 6leo de peixe; acidos gordos 6mega-3; constantes de

particdo; eficiéncia antioxidante; distribuicao.
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It is of great interest to food manufacturers to use unsaturated fatty acids as
functional ingredients to improve the nutritional profile of food products. However,
oxidation of polyunsaturated lipids is a serious problem because it produces rancid
odors, off flavors, decreases shelf life and can alter the quality, texture, and appearance

of foods, resulting in important decreases in the nutritional quality and safety of foods.

The problem is exacerbated when omega-3 fatty acids are employed as part of
the diet or to prepare high demanding, easy-to-use, tasty products with long shelf-live
because they are subject to rapid and/or extensive oxidation and other chemical changes
during processing and storage by means of exposure to air, light, trace metals. In spite
of their beneficial effects on human health, including protection against cardiovascular
disease, cancer, hypertension, diabetes and rheumatoid arthritis, improved brain and
retinal function in infants and reduced susceptibility to tumors, these fatty acids are
subject to rapid and/or extensive oxidation and other chemical changes during

processing and storage.

To prevent or minimize lipid oxidation, addition of antioxidants to the food system
is probably the most convenient and economical method and the development of
strategies to select the best antioxidant or group of antioxidants for a given food system
is a challenge. The efficiency of AOs in inhibiting lipid (polyunsaturated fatty acids,
PUFASs) oxidation depends on several factors, including the nature of the AO and their

concentration at the reaction site.

Many antioxidants have very high solubility in water which limits its antioxidant
activity in emulsion systems, apparently due to the fact they are in high proportion in the
agueous phase. Therefore, it is of a great interest the preparation of new antioxidants

with different solubility characteristics but having a similar antiradical activity.

In this study, esters of gallic acid, hydroxytyrosol, chlorogenic acid and caffeic
acid with linear acids or alcohols with different alkyl chain sizes (C1 to C16) were
synthesized and their distribution was determined in O / W emulsified systems. The effect
of the droplet size, surfactant concentration and oil / water ratio on this distribution was
also analyzed. The scavenging activity of DPPH radical of the various series of
compounds was evaluated and the scavenging activity was found not to vary significantly
within the same series of compounds, demonstrating that the alkyl chain grafted to the
molecule did not affect the reactivity of the compounds. Similarly, there were no changes

in the values of the first anodic potential (Epa) within each series, even in the presence

IX



X

FCUP

Abstract

of Tween 80. However, slightly different Epa values were observed between some
series, showing the gallic acid series the lowest mean value ( 0,36 V) followed by the
series of caffeic acid, chlorogenic acid and hydroxytyrosol (0,39 V, 0,40 V and 0,41 V
respectively). The antioxidant efficiency of the various compounds was further evaluated
in the same intact emulsified systems and a correlation study was performed between

the distribution and the antioxidant activity observed.

To determine the antioxidants distribution in the emulsified systems a kinetic
method (Pseudophase kinetic model) that does not require isolation of emulsions regions
was used. With this method it was possible estimate the partition constants of AO
between the oillinterfacial, P}, and the aqueous/interfacial, P[,, regions of the fish oil
/Tween 80/acidic water and olive oil /Tween 20/ acidic water emulsified systems. This
method is based in the pseudophase model for thermodynamically stable emulsions and
exploits the reaction of 4-hexadecylbenzenediazonium ions, 16-ArN,*, trapped at the
interfacial region of the emulsion, with antioxidants. The observed rate constant (Kops) of
the reaction was monitored by employing a derivatization method based on the rapid
reaction of ArNx" ions with a suitable coupling agent such as N-(1-
naphthyl)ethylenediamine (NED), yielding a stable azo dye, whose concentration could

be measured spectroscopically at the wavelength of 572 nm.

All series of homologous antioxidants, AOs, showed that an increase in the
antioxidant activity with the increase alkyl chain length until a maximum, followed by a
significant decrease for more hydrophobic AOs. This observation is typically called the
cut-off effect. The antioxidant efficiency of the various polyphenols series in the
emulsified systems used always correlated positively with the antioxidant concentration
in the interfacial region. The results showed that the antioxidants accumulated in the
interfacial region in a concentration 20 to 195 times higher than the stoichiometric
concentration, depending on the size of the alkyl chain of the antioxidant. In general,
antioxidants having intermediate alkyl chains (8 to 12 carbons) tend to be at the highest
concentration in the interfacial region and consequently also to have the best antioxidant

activity in the studied emulsion systems.

When increasing the emulsifier fraction the outcome was an increase in the
percentage of all compounds in the interfacial region. However, the emulsion oxidative
stabilization decreased when emulsifier fraction increased since there was a dilution of
the AO and the percentage of the AO in the interfacial region was not sufficient to
counteract the increase in the fraction of this region. Therefore, one of the main

conclusions of this work was that in order to obtain the highest oxidative stability in a
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food emulsion with the use of an AO, the amount of emulsifier used for the physical

stabilization of the emulsion should as small as possible.

One of the hypotheses on which the pseudophase model is based is that its
application is independent of the size of the emulsion droplets. Results showed that the
smaller droplet size found in nanoemulsions did not affect partition constants of the
various series of polyphenols derivatives, in agreement with our hypothesis. Besides the
droplet size being smaller, the oxidative stability of nanoemulsions was higher than the
oxidative stability of the coarse emulsion used in their preparation indicating that the
rates of chemical reactions during oxidation depend on the concentrations of the
reactants at the interfacial region and not on the reaction surface area as we initially
assume. The increase in the oil/water ratio increased the overall oxidative stability of
emulsions but decreased the antioxidant efficiency of the more lipophilic derivatives
when compared with the more hydrophilic ones, because the increase in the oil phase

volume decreased the interfacial concentration of these more lipophilic antioxidants.

The nature of the oil and, in particular, the degree of unsaturation of its fatty acids
(PUFASs) plays a key role in their oxidative stability. In general, the higher the PUFAs
content of the olil, the lower its stability. In order to highlight more clearly the difference
in the antioxidant power of some phenolipids and to highlight more clearly the effects of
distribution on the antioxidant activity, a study was carried out with some 8 and 16 carbon
alkyl chain phenolipids derivatives in a system with a more oxidative stability, olive oil /
Tween20/acidic water emulsions. In this work we tried to correlate the antioxidant activity
with the distribution and reactivity of the molecules. The concentration of antioxidants in
the interfacial region obtained a higher Pearson correlation (0,78) followed by the anodic
potential of the molecules (-0,54) and the antioxidant concentration in the aqueous region
(-0,45). Through a stepwise linear regression analysis the factors (AO)), (AO,) and Epa
were able to explain 76 % of the results obtained in the antioxidant activity of the various
molecules ( p < 0,05), confirming the great importance of the location (distribution) of the

antioxidants for their antioxidant activity.

The Antioxidant (AO) efficiency in emulsions depends both on their reactivity and
on their concentration in the interfacial region, where oxidation is believed to be initiated.
Results show that in olive oil in water emulsions at emulsifier volume fraction of ®=0,005,
hydroxytyrosol and caffeic acid derivatives C8, with similar percentage at the interfacial
and a similar oxidative potential, showed similar antioxidant activity. The dihydrocaffeic
acid ester DH8 showed the best antioxidant activity due to its lower oxidative potential.

The HT16 derivative of hydroxytyrosol, showed lower concentration in the interface than

XI
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the caffeic acid AC16 derivative and, therefore, a lower antioxidant activity. These results
strongly support the idea that the efficiency of an AO correlates with its fraction in the
interfacial region and with their oxidative potential. Again, in these olive oil emulsions, an
increase in the surfactant concentration (e.g., @) promoted the incorporation of AOs to
the interfacial region. However, the addition of more surfactant in an effort to enhance
their percentage in the interfacial region resulted in a decrease in the efficiency of all

antioxidants used because of the dilution effect

KEYWORDS: Antioxidants; emulsion; nanoemulsion; gallic acid; hydroxytyrosol; Caffeic
acid; chlorogenic acid; fish oil; omega-3 fatty acids; partition constants; antioxidant

efficiency; distribution.
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Figura 88 - Concentracdo efetiva de AO na regido interfacial para o AG e derivados,
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contelldo em CD de 0,5%. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro
representam o desvio padréo, letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais e
letras diferentes a valores estatisticamente diferentes). Condi¢des experimentais: emulsdes 4:6
(6leo de peixe/tampéo citrato, 0,04 M, pH = 3,65 /Tween 80), [AO7] =0,5mM, T =40°C...... 164
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Figura 96 - Tempo (dias) para que as nanoemulsdes contendo 0,5%, 1% e 2% de emulsionante,
atingissem o contedo em CD de 0,5 %. Os valores representam médias de triplicados (barras
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diferentes, percentagem de Tween 80 igual; letras pretas — compostos iguais, percentagem de
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Tween 80 diferente). Condi¢des experimentais: nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato,
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Figura 108 - Variacdo da percentagem do HT e seus derivados em emulsdes 4:6 (6leo de
peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), regido interfacial (A), regido oleosa (B) e
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atomos de carbono da cadeia alquilica, para trés fragées de emulsionante, @, numa emulséo
4:6 (6leo de peixe tampéo citrato 0,04M, pH=3,65 / Tween 80). ........cceerrurrrrireriieriniieeeiee e 187
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Figura 111 - (A)- Efeito da hidrofobicidade do AO na concentracdo do AO na regido interfacial
para o HT e seus derivados, numa emulsdo 4.6 O/A (6leo de peixe/tampéao citrato, 0,04M,
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concentracdo do HT e derivados na regido interfacial, para a fragdo de emulsionante &,=0,005,
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Figura 112 - Representacao de Kops € 1/ kobs VS fragdo de emulsionante (@) com os respetivos
ajustes as equacdes 48 e 49 para o HT. Condi¢des experimentais: nanoemulsédo 1:9 (6leo de
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Figura 113 — Representacao de kops € 1/ kops VS fragdo de emulsionante (@) com os respetivos
ajustes as equacdes 31 e 32 para o HT2. Condi¢des experimentais: nanoemulsdo 1:9 (6leo de
peixe/tampao citrato 0,04 M, pH=3,65)/Tween 80), [16-ArN2*] =2,90x 10 — 4M, [AO] = 2,0x 10 —
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Figura 114 - Representacao de Kops € 1/ kops VS fragdo de emulsionante (@) com os respetivos
ajustes a equacao 42, para o HT6,HT8,HT12 e HT16. Condi¢cdes experimentais: hanoemulséo
1:9 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN2*] =2,90x 10 — 4M, [AO]
=2,0x 10 —3M , [NED] =0,019 M € T=259C. ..ottt 193

Figura 115 - Variacdo da percentagem do HT e dos seus derivados: (A) na regido interfacial, (B),
na regido oleosa, (C) e na regido aquosa de uma nanoemulséo 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato

0,04 M, pH=3,65), com a fracdo de emulsionante Tween 80. ...........coccuurriiiiieiiiiiiiiiieee e 195

Figura 116 - Variacdo da percentagem de AO na regido interfacial em fun¢éo do numero de
atomos de carbono, para a fracdo de emulsionante @,=0,005, $,=0,01 e ¢,=0,04 numa emulséo
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Figura 117 - Variacdo da concentracdo efetiva nas 3 regies da nanoemulséo 1:9 (6leo de
peixe/tampao citrato 0,04M, pH=3,65), com a fracdo de emulsionante Tween 80, [AO7] = 0,125
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Figura 118 — (A)- Efeito da hidrofobicidade do AO na concentra¢do do AO na regido interfacial
para 0 HT e derivados, nhuma nanoemulsdo 1:9 O/A (6leo de peixe/tampdo citrato, 0,04M,

pH=3,65/ Tween 80) com trés fracbes de emulsionante diferentes. (B) Efeito da relagdo O/A na
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concentracdo do HT e derivados na regido interfacial, para a fracdo de emulsionante &,=0,005,
@ R 15 22 53 1 ] RS RR 198

Figura 119 - Distribuicdo comparativa do hidroxitirosol e derivados em emulsdes e
nanoemulsdes. Variacdo das fracbes de emulsionante (&, = 0,005, 0,01 e 0,02). Condicdes
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Figura 120 - Tempo (dias) para que as emulsdes contendo 1% de emulsionante, atingissem o
conteldo em CD de 0,5 %. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro
representam o desvio padrdo, letras iguais correspondem a valores estatisticamente iguais e
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e da eficicia antioxidante e da concentracdo efetiva na regido interfacial (B) em funcéo do
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citrato,0,04M / pH=3.65, para a fragbes de emulsionante de =0,005 (azul), ®=0,01 (vermelho)
L O 0 2 (V=T o = ) TP PPRR 203
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peixe/tampao citrato,0,04M, pH=3,65, a T = 40°C para a fracdo de emulsionante de 0,5% Tween

80, monitorizada pelo aumento da percentagem em dienos conjugados. ........cccceeeeeeieiieeiennn. 204
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1. Gorduras alimentares

Os 6leos e gorduras alimentares sdo constituidos maioritariamente (>95%) por
uma mistura de triacilglicerois, comumente referidos como triglicerideos, formados pela
esterificacdo do glicerol (1,2,3-tri-hidroxipropano) com trés acidos gordos [1] (iguais ou
diferentes) que contém normalmente um nimero par de &tomos de carbono igual ou
superior a 14 com um numero variavel de duplas ligacdes, como mostra a Figura 1. Na
mesma Figura 1 , podemos observar igualmente a estrutura quimica dos dois acidos
gordos essenciais, acido linoléico e linolénico. Fazem igualmente parte dos 6leos
alimentares pequenas quantidades de outros lipidos (<5%) nomeadamente,

monoacilgliceréis, éacidos gordos, glicolipidos, fosfolipidos, esteréis, entre outras
substancias.

HOOC
HOOC
Triglicérido
S
H_C_O_C/\/\/\/\/\/\/\
o
o
H-C-0-C 2 S ° \
7 D
i S N e e NN 3 2
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Figura 1 — Estrutura quimica de uma molécula triacilglicerol e dos acidos gordos essenciais.

Os lipidos apresentam um papel importante no que diz respeito a qualidade
alimentar de certos alimentos e as propriedades organoléticas que os tornam

apeteciveis. Além disso, contribuem para o valor nutritivo dos produtos alimentares.[2]

Os &cidos gordos esterificados nos triacilglicer6is encontrados nos 6leos e
gorduras, podem ser classificados como saturados ou insaturados. Os &acidos gordos
insaturados por sua vez podem conter uma (monoinsaturado-MUFA) ou mais
insaturacdes (polinsaturados-PUFA). Os &cidos gordos polinsaturados sé&o
normalmente classificados de acordo com o ndmero e a posi¢cdo das suas duplas
ligacdes. Deste modo podemos classificar os acidos gordos insaturados em trés
familias, os 6mega-3, os 6mega-6 e os 6mega-9, sendo o niumero da familia o nimero

do carbono da cadeia alquilica do &cido gordo onde se localiza a primeira dupla ligagédo

3



4

FCUP

Introducéo

contando a partir do grupo metilo (numeracédo contraria a efetuada de acordo com a
nomenclatura da IUPAC). Os 6mega-3 (w-3), apresentam a primeira insaturacao no
terceiro carbono contando a partir do grupo metilo (CHs)[3]. Assim pertencem a esta
familia o acido a-linolénico (ALA, C18:3, w-3), 0 &cido eicosapentaendico (EPA, C20:5,

w-3) e 0 acido docosahexaendico (DHA, C22:6, w-3).

De acordo com a composicdo em acidos gordos, as gorduras alimentares
poderdo ser soélidas ou liquidas (6leos). Normalmente acidos gordos insaturados fazem
baixar o ponto fusdo dos triacilglicerdis pelo que os 6leos alimentares sao normalmente

ricos em &cidos gordos polinsaturados.

O interesse em utilizar 6leos de peixe em produtos alimentares é principalmente
devido ao seu alto contetdo em &cidos gordos polinsaturados émega-3 de cadeia longa
(PUFASs) [4], em especial o acido docosahexaendico (DHA, C22:6, w-3) e acido
eicosapentaendico (EPA, C20:5, w-3) [5, 6]. Duas caracteristicas do 6leo de peixe
tornam-no Unico em comparagdo com outros 6leos comercialmente disponiveis: o alto
teor de PUFAs de cadeia longa do tipo 6mega-3, e 0 grande nimero e variedade de

acidos gordos presentes nos seus triacilglicerdis.[7]

Dependendo da idade, estacao, espécies de peixes e habitat, os 6leos de peixe
podem conter 100-300 g kg de TAGs contendo acidos gordos polinsaturados émega-
3. Normalmente a aclimatagdo a baixa temperatura por parte dos peixes e a
transferéncia para a agua do mar resultam num aumento nos PUFAs w-3 [7].

Os &cidos gordos polinsaturados 6mega-3 (PUFAS), especialmente o acido
eicosapentaendico (EPA) e o &cido docosahexaendico (DHA) (Figura 2), sao

conhecidos como tendo alguns beneficios para a satde [8].

HO L ——_— EPA

0]
DHA
HO — — — — — —

Figura 2 - Estrutura quimica das moléculas de EPA e DHA.

Os primeiros sinais destes beneficios foram observados, em 1972, quando Bang
e Dyerberg descobriram que uma elevada ingestéo de lipidos marinhos resultava numa

baixa taxa de incidéncia de doengas cardiacas nos esquimos da Gronelandia. Desde
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essa altura, o interesse nos beneficios dos PUFAs dmega-3 tem vindo a ser alvo de
investigacao [9]. Alguns estudos tém mostrado que o consumo de grandes quantidades
de 6mega-3 aumenta o tempo de coagulacdo do sangue, pelo que a uma elevada
ingestdo em alimentos ricos em 6mega-3, diminui consideravelmente o risco de doencas
cardiovasculares [10]. Outros estudos tém demonstrado que o consumo de émega-3
reduz a incidéncia de arteriosclerose e doenca coronariana, tem efeitos benéficos sobre

o cérebro [11, 12] e beneficios na saude fetal [13-16].

Apesar do EPA e do DHA poderem ser sintetizados no organismo humano a
partir do &cido linolénico (uma acido gordo essencial) estes &cidos gordos
polinsaturados nalguns casos ndo sao sintetizados em niveis suficientes devido, em
parte, ao baixo consumo de alimentos ricos em &cido linolénico, sendo a sua principal

fonte externa o peixe e produtos marinhos [17].

Deste modo, em paises onde ha défice de peixe e de alimentos enriquecidos em
6mega-3, a incorporacao de 6leo de peixe nos alimentos tem vindo a crescer. Contudo,
esta incorporagdo diminui a estabilidade dos alimentos que os contém devido a facil
oxidacdo do EPA e do DHA, devido ao elevado numero de insaturagdes que possuem
[7, 18, 19]. De facto, estes acidos gordos possuem um elevado niumero de hidrogénios
bis-alilicos que Ihes confere particular suscetibilidade a quebra homolitica de ligacdes

C-H com a consequente formacéo de radicais livres.

2. Sistemas dispersos

Os sistemas dispersos sao sistemas formados pelo menos por duas fases, uma
fase que se domina por fase dispersa ou fase descontinua, finamente dividida em
particulas de dimensdes coloidais, rodeada completamente por outra fase que se

domina fase dispersante ou fase continua [20].

Os sistemas dispersos podem classificar-se de um ponto de vista estrutural ou
de acordo com o estado fisico da matéria que os compde, sendo este Ultimo o critério
mais comum [21, 22]. Na Tabela 1 estédo representados alguns exemplos caracteristicos
de sistemas dispersos classificados de acordo com o estado fisico que os seus

componentes apresentam.

As dispersbGes coloidais estdo empregues em varias areas cientificas e

industriais com diferentes propdsitos, como por exemplo:
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e Indlstria Quimica (Ex.: Nanomateriais, tintas, adesivos, agentes

emulsionantes, lubrificantes, absorventes, produtos derivados do petréleo, etc).

e Indlstria Farmacéutica (Ex.: FormulacBes para o transporte de farmacos,

cremes e locoes, etc).

e Industria Alimentar (Ex.: Leites, manteigas e outros produtos lacteos,

margarinas, molhos, bebidas, etc).

Tabela 1 - Diferentes tipos de sistemas dispersos classificados de acordo com o estado fisico dos seus constituintes,
adaptado de Mollet et al [21].

Fase dispersante
Sdlida Liquida Gasosa
Sdlida Liga Suspensao Fumo
Fase
Dispersa o
Liquida Lama Emulsdes Aerossol
Gasosa | Espuma Solida Espuma Gés

De todos os sistemas dispersos, 0 presente trabalho centra-se nos sistemas
dispersos liquido-liquido, genericamente denominados de emulsdes. Estes sistemas
sdo de especial importancia para a industria alimentar, farmacéutica e quimica, devido
as suas potenciais aplicacbes como sistemas de liberacdo de compostos bioativos,

melhorando a sua biodisponibilidade [23].

2.1. Macroemulsdes, nanoemulsdes e microemulsdes

Uma emulsdo ou macroemulsdo pode-se definir como um sistema opaco

heterogéneo e termodinamicamente instavel, composto por dois liquidos imisciveis (ex.
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6leo e 4gua) em que um deles se dispersa no outro formando pequenas goticulas

microscopicas de tamanho coloidal entre 100 nm a 100 um [20, 24], Figura 3.

Fase Dispersa

Fase Dispersante

Figura 3 — Imagem microscépia de uma emulsdo 6leo em agua.

Os sistemas emulsionados sdo normalmente termodinamicamente instaveis
devido a imiscibilidade das duas fases (por exemplo 4gua com o 6leo), o que leva a
separacao das fases num curto periodo de tempo. A instabilidade termodinamica do
sistema emulsionado é consequéncia da grande quantidade de energia necessaria para
a sua formacéo, o que se manifesta numa alta energia livre de Gibss interfacial, o que

provoca a coalescéncia das gotas dando lugar a separagéo das fases[25].

J& uma microemulsdo pode-se definir como um sistema termodinamicamente
estavel, formado espontaneamente [26-29] por dois liquidos imisciveis dispersos um no
outro, sem a necessidade de fornecer energia continua para a sua formagéo e
manutencdo. As microemulsfes possuem gotas mais pequenas que o comprimento de
onda da radiacdo visivel e, por conseguinte, estes sistemas sdo opticamente
transparentes. No caso das nanoemulsées, temos normalmente sistemas que, embora
ndo se formem espontaneamente, sao cineticamente estaveis apos a sua formacao e
apresentam-se translicidas [30-32], as principais diferencas entre uma microemulséo,

nanoemulsédo e macroemulsdo encontram-se na Tabela 2 [26, 33, 34].
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Tabela 2 — Comparagéo entre microemulséo, nanoemulséo e macroemulsao.

Propriedades

Microemulsdes

Emulsdes

Nanoemulsdes

Macroemulsdes

Aspeto

de emulsionante

Transparente Translucido [35] Leitosa
Diametro da
1-100 nm 100 — 500 nm [36] 0,25—-10 pum
gota
. Termodinamicamente Cineticamente Cineticamente
Estabilidade . , .
estavel estavel estavel
_ Formada com
Energia de Formada . Formada com
. auxilio de alta - _
formacéo espontaneamente _ auxilio de energia
energia
Concentracéo ) )
Alta Baixa Baixa

As emulsbes podem ser estabilizadas cineticamente

com a adicdo de

tensioativos que sdo adsorvidos na interface éleo/agua, em torno da goticula de 6leo

(emulsdo 6leo em agua) ou da agua (emulsdo agua em 6leo), reduzindo a tensao

interfacial e, portanto, a energia livre de Gibss, permitindo a formagéo de uma emulsdo

com menor energia interna, aumentando, portanto, a sua estabilidade [37]

Os principais mecanismos de destabilizacéo [28, 38-44] das emulsfes s&o uma

consequéncia do movimento das goticulas pela acdo da gravidade (formagéo de creme

ou sedimentagdo), que provocam a agregacao das goticulas, com ou sem rutura da

interface (coalescéncia e de floculagéo, respetivamente) ou o crescimento de grandes

gotas a custa de goticulas mais pequenas (maturacdo de Ostwald), Figura 4.
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Estes mecanismos podem ocorrer em simultaneo e ndo séo independentes uns
dos outros [45], sendo o mecanismo predominante dependente da composi¢do da

emulsédo, o que por sua vez afeta o tamanho das goticulas.

®e® ® inversio de fases

Floculagéo

>
Coalescéncia Separagao
de fases

Sedimentacdo Formagéo
de creme

Emulséo
estavel

Maturacao
de Ostwald

Figura 4 — Processos de desestabilizacdo de emuls6es, adaptado de Hu, et al [46].

e Formacédo de creme ou Sedimentacéo

Numa emulséo 6leo em 4gua a formacao de creme é causada pelo movimento
das gotas da fase dispersa (6leo) sob acdo da gravidade, para formar uma camada
concentrada de gotas na parte superior da emulsdo. Este fendbmeno ndo implica
alteracdes na distribuicdo dos tamanhos das gotas. O mesmo, numa emulsédo agua em
Oleo, é denominado sedimentacdo. Portanto a formacédo de creme surge, nos casos
mais simples, por acdo da gravidade sobre as gotas com menor densidade que a fase
continua e é reversivel no sentido que se pode restabelecer a distribuicédo original das

gotas na emulsdo por agitagéo.
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e Floculacéo

A floculacao é um processo de desestabilizagdo de uma emulsao, relacionado
com a formacdo de agregados de goticulas. Este fendbmeno é influenciado pelas
alteracdes da superficie das goticulas. E um processo teoricamente reversivel por

agitacao.

e Coalescéncia [47]

Pode-se definir a coalescéncia como um processo, ha qual duas ou mais gotas
da emulsédo se fundem formando uma Unica gota de maior tamanho. Este processo
envolve a rotura do filme interfacial. Ocorre quando a tensdo interfacial diminui na
superficie de separagédo de fases, provocando agregacdo das particulas. Uma nova
agitacdo € incapaz de voltar a dispersar as fases uma na outra, o que so6 é possivel se
se adicionar & mistura mais agente emulsionante. O ritmo de coalescéncia depende
principalmente das carateristicas fisicas da pelicula formada pelo emulsionante. Para
evitar este processo € necessario construir uma capa interfacial mais rigida através da

utilizacdo de emulsionantes.

e Maturacédo de Ostwald ( Ostwald ripening) [48]

A maturacdo de Ostwald é o fendbmeno em que goticulas mais pequenas
dissolvem-se na regido aquosa depositando-se depois nas goticulas maiores, fundindo-
se com estas, de modo a atingir um estado termodinamicamente mais estavel. A
maturacao de Ostwald ocorre porque as moléculas a superficie das goticulas sao

energeticamente mais instaveis do que as que estao no seu interior (Figura 5) [41].

® L o
—> v —>

Figura 5 — Esquema representativo do processo de maturacdo de Ostwald.

Quando a solucdo € supersaturada as moléculas livres depositam-se nas
goticulas de maior tamanho . Assim, pequenas goticulas diminuem de tamanho até que

desaparecem e as grandes crescem ainda mais. Este efeito resulta num aumento do
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didmetro médio das goticulas da emulsdo com o tempo. A maturacdo de Ostwald é
frequentemente encontrada em emulsdes de 6leo em agua, nas quais as moléculas de
6leo se difundem através da fase aquosa e se juntam a goticulas de 6leo maiores,
causando a instabilidade da emulséo e, eventualmente, separacdo de fases. Este
fendmeno é pouco comum em emulsbes de 6leos alimentares em &agua, devido a

elevada insolubilidade dos triacilglicerois na agua.

2.2. Estabilidade fisica dos sistemas emulsionados

Os sistemas emulsionados necessitam de energia para sua formacdo. Neste
sentido podem ser aplicados métodos de baixa energia ou de alta energia de
emulsificacdo, que utiliza energia mecanica, para a formagdo de uma emulsdo /
nanoemulsédo. Neste trabalho utilizou-se a homogeneizagdo sob alta pressdo para a

obtencao dos sistemas emulsionados.

As propriedades fisico-quimicas de uma emulsdo ou de uma nanoemulsao sao
amplamente determinadas pelas propriedades das particulas, como composicéo,
tamanho, carga elétrica, estado de agregacéao, estado fisico e composicao interfacial (
Figura 6) [41, 49].

O O Q 0 Composicao
Tamanho da particula .
‘\Nanopartlcul

Q _—/
/ \ Estado fisico

Carga

oo ¢ é 5
Fadkl ;? XNVRFC.  adliihe
o . o fer ; .Aik i
Y v “F7 >
EL 4253 EL
Negativa Neutra Positiva Composicio
interfacial

Figura 6 - Nanoemuls@es podem variar nas caracteristicas das particulas, como tamanho, composicéo e carga, adaptado
de Jafari et al [41].

A estabilidade destes sistemas é de extrema importancia, pelo que determinar o
tamanho das gotas da fase dispersa, além da carga de superficie (potencial zeta), e a

sua morfologia permite avaliar a estabilidade do sistema ao longo do tempo.
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2.2.1. Tamanho da gota e indice de polidispersao

E muito importante controlar e medir o tamanho das particulas, uma vez que
essa propriedade desempenha um papel importante nas caracteristicas da
nanoemulsdo, como aparéncia, estabilidade, propriedades éticas, reologia e
biodisponibilidade [50].

A dispersédo de luz dindmica (DLS), também conhecido como espectroscopia de
correlacdo de fotdes ou espalhamento de luz, € um dos métodos mais populares usados

para determinar o tamanho das particulas dos sistemas emulsionados [36, 51, 52].

Durante as medi¢Bes de DLS, a amostra é irradiada por um feixe de luz e as
flutuacdes de intensidade-tempo do feixe de luz refletida ou transmitida sdo medidas. E
possivel determinar os tamanhos das particulas a partir do deslocamento de frequéncia
do feixe de luz incidente quando espalhados por particulas em movimento dentro de

uma suspensao coloidal.

Os dados de tamanho de particula sédo geralmente apresentados como a média
ponderada pela intensidade do diametro hidrodindmico e o indice de polidispersao
(PDI). O PDI caracteriza a largura da distribuicdo do tamanho de particula e, portanto,
a homogeneidade da formulacdo, com um PDI <0,2 sendo indicativo de uma distribuicdo
de tamanho de goticula estreita, enquanto valores préximos a 1 sdo encontrados para

amostras que exibem uma heterogeneidade de tamanho de particula muito alta [50, 53].

O DLS é capaz de analisar particulas com diametros entre 0,7 nm e 10 um [54]
e apresenta varias vantagens em relacéo a outras metodologias de medi¢cdo do tamanho

de particulas, tais como:

e Tempos de medicéo curtos;

e Processo simples e principalmente automatizado;
e N&o é necessario calibracéo;

e N3&o invasivo;

e Altamente sensivel.

Uma das principais limitacdes do DLS é que a viscosidade da fase aquosa é
assumida como Newtoniana, 0 que nem sempre € 0 caso para emulsfes, o que torna
necessario usar baixas concentracdes (ou seja, amostras diluidas) para evitar dispersao
multipla [20].
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2.2.2. Potencial zeta

Assim como o tamanho da gota, o potencial zeta € indicativo da estabilidade dos
sistemas emulsionados, tendo em vista que gotas com carga se agregam menos, devido
a repulsdo eletrostatica. Portanto, alteracBes desse valor podem corresponder a

mudancgas na constituicdo e caracteristicas da amostra.

O potencial zeta é o parametro mais usado para determinar as propriedades
elétricas das goticulas em sistemas emulsionados devido a sua facil representacdo em
termos de propriedades elétricas e facilidade de determinacdo [39]. As goticulas
eletricamente carregadas, quando submetidas a um campo elétrico, movimentam-se na
direcdo de um elétrodo de carga contraria. Visto que a velocidade de mobilidade é
proporcional ao potencial da superficie da particula, o potencial zeta pode ser estimado

a partir da medicao da velocidade das particulas [55].

Para sistemas electrostaticamente estabilizados, o potencial zeta pode ser
correlacionado com a estabilidade dos sistemas. Valores de potencial zeta acima | 60 |
mV fornecem normalmente excelente estabilidade e boa estabilidade acima dos | 30 |
mV, mas quando o potencial zeta da entre |5| mV e |15] mV, ocorre facilmente floculacdo

gue é maxima entre |[3| mV e |5 mV [50].

2.2.3. Aspeto Morfoldgico

A microscopia pode ser usada como uma técnica de imagem direta para
obtencdo de imagens dos sistemas emulsionados. Além de fornecer informagdes
importantes sobre a morfologia e estrutura dos sistemas, as técnicas de microscopia
também podem fornecer informacdes valiosas sobre o seu tamanho, sendo

frequentemente usadas como complemento a outras técnicas de medida [50].

Diversas técnicas de microscopia estdo disponiveis, sendo as mais utilizadas
para andlise dos sistemas emulsionados estudados a microscopia eletronica de
transmisséo (TEM) [36] e a crio-microscopia eletrénica de varrimento de alta resolucgéo,
com microandlise por raios X com observacdo das amostras a baixa temperatura (Crio-
SEM) [36, 56, 57].
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3. Oxidacao lipidica

Os lipidos insaturados sao instaveis quimicamente, uma vez que sao suscetiveis
a oxidacao por parte do oxigénio. Juntamente com a contamina¢do de microrganismos

constituem uma das principais causas de deterioracdo do alimentos [8, 58-62].
A degradacdao dos lipidos, frequentemente denominada por ran¢o, pode ser devida a:

e Reacdes hidroliticas (ranco hidrolitico ou lipdlise);
o Reacdes com o oxigénio atmosférico (autoxidacao e fotoxidacdo);

e Oxidacao pelas lipoxigenases.

A oxidacao dos lipidos insaturados tem sido uma das areas mais estudadas, na
indastria alimentar, uma vez que esta relacionada com a alteragdo dos alimentos com
producao, tanto de substancias que conferem aromas e cores indesejaveis, como de
produtos de degradacado indesejaveis e tOXicos que reagem com outros constituintes
dos alimentos [3, 63]. Este problema é agravado pelo facto de estas reagfes poderem
ser catalisadas e aceleradas por diversos fatores incluindo a presenca de metais e de
enzimas, o pH dos alimentos e a exposi¢ao a fatores externos como a temperatura e a
luz [64, 65].

Quando afastados do seu contexto de protecdo natural, os lipidos sofrem
alteracbes do tipo oxidativo no decorrer de processos de transformacdo e
armazenamento, as quais tém uma implicacdo direta na qualidade sensorial e
nutricional, na seguranca, no tempo de vida e no valor comercial dos produtos [66, 67].
O ranco representa, para o consumidor ou para o transformador industrial, uma
importante causa de depreciacdo ou rejeicdo dos produtos, razdo pela qual o controlo

da estabilidade oxidativa dos produtos lipidicos se revela um aspeto essencial [68-76].

Os fendmenos de oxidacdo dos lipidos dependem de diversos mecanismos
reacionais extremamente complexos, os quais estdo relacionados com o tipo de
estrutura lipidica e o meio onde esta se encontra. O nimero e a natureza das
insaturacdes presentes, o tipo de interface entre os lipidos e o oxigénio (fase lipidica
continua, dispersa ou em sistema emulsionado), a exposi¢ao a luz, o calor, a presenca
de agentes pro-oxidantes (ex. ibes metdlicos de transi¢cdo) ou antioxidantes, séo fatores

determinantes da estabilidade oxidativa dos lipidos [77-80].

Os processos que decorrem durante a oxidagéo lipidica tem sido amplamente

descritos por varios autores [24, 80, 81]. De uma forma geral, pode-se definir a oxidagéo
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lipidica como uma reacdo quimica entre os acido gordos insaturados (PUFAS) e
espécies reativas de oxigénio (ROS), levando a formacdo de radicais livres e

hidroperéxidos que acabam por se decompor com o tempo [82].

3.1. Autoxidacéao

A autoxidacao € um processo dindmico que evolui ao longo do tempo. Trata-se
de um fenémeno puramente quimico e bastante complexo em que o 0, reage com 0s
radicais lipidicos, desencadeando reacdes radicalares, capazes de auto-propagacao.
No decurso desta sequéncia reacional estdo compreendidas 3 etapas: iniciacao,
propagacao e terminacdo [78, 80, 83-88].

A etapa de iniciacdo pode surgir através da perda de um hidrogénio (H*) no
carbono a de acidos gordos insaturados (RH), numa reacao que pode ser catalisada por
metais e acelerada pelo aquecimento ou luz. Devido a perda do hidrogénio é formado

um radical livre (Equacgé&o 1) de um residuo de &cido gordo R'.

RH — >R +H 1)

Na etapa de propagacéo, os radicais livres dos acidos gordos (R*) reagem com
oxigénio molecular para formar radicais livres peroxilo (ROO"). Por sua vez, estes podem
retirar novos hidrogénios de outros acidos gordos produzindo hidroperoxidos e mais
radicais livres, desencadeando o mecanismo de propagacdo, representado nas

equacdes seguintes [80, 89]:

R +0, —— ROO’ @)
ROO + RH ——— ROOH + R’ ©)
RO+ RH ——— ROH + R’ @)

Deste modo, a facilidade com que é retirado um hidrogénio dos acidos gordos é
de extrema importancia no que se refere a estabilidade oxidativa de um 6leo. A ligacao
C-H numa cadeia alquilica saturada tem normalmente uma energia de dissociacdo a
298 k, de cerca de 414 kJ/mol. Ja a ligagdo C-H num carbono alilico, tem uma energia

de dissociacéo significativamente menor, de cerca de 372 kJ/mol. Por outro lado, sendo
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a ligacdo C-H num carbono bis-alilico, esta energia de dissociacdo é ainda mais baixa,
de cerca de DH293=330 kJ/mol. Assim, devido a sua menor DHzgs € & maior estabilizacdo
dos radicais formados por ressonéncia, os H bis-alilicos representam os H mais labeis

na molécula.

Deste modo explica-se a extrema instabilidade dos 6leos de peixe a oxidagéo
guando comparados com outros 6leos alimentares, uma vez que sdo muito ricos em
acidos gordos émega-3 ( &cido linolénico, DHA e EPA). Olhando para a estrutura, por
exemplo do DHA, verifica-se que este &cido gordo contém na sua estrutura um grande
namero de H bis-alilicos o que confere a esta molécula uma baixa estabilidade, Figura
7.

H O H H H H H H_H H H H_H H_H

COOH

Figura 7 — Estrutura do DHA com os hidrogénios bis- alilicos representados a vermelho e com hidrogénios alilicos a azul.
N&o se representaram os outros hidrogénios na mélecula.

Esta cadeia de reacBes prossegue até se esgotarem os acidos gordos
insaturados ou até os radicais livres se inativarem uns aos outros. A Ultima situacao
consiste na etapa de finalizacédo, esquematizada pelas seguintes reacdes [30, 62, 90]
[91]

R+R —>R—R (5)
ROO' + R ——— ROOR (6)
ROO" + ROO' ——— ROOR + 0, @)

Por norma, estas reacdes ndo continuam até ao consumo total do substrato
gordo. Ha normalmente um esgotamento prévio do oxigénio, uma vez que a sua
transferéncia € inibida pela presenca de uma pelicula que se forma a superficie do dleo

ou gordura, no decorrer da reagao.

Os processos de oxidacdo alternativos, a fotoxidacdo e a oxidacdo enzimatica

também podem alimentar estas reacdes de autoxidacao.
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3.2. Fotoxidagéao

A fotoxidacdo lipidica ocorre na presenca da luz, de foto-sensibilizadores e do
oxigénio atmosférico, produzindo-se oxigénio singleto (*O2) que reage diretamente com
os lipidos insaturados com a formacéao de hidroperéxidos. Este tipo de oxidacdo nao é
inibido por antioxidantes primarios. Pigmentos como a clorofila e a riboflavina, contidos

em alimentos, servem de foto-sensibilizadores [82, 92, 93].

Existem dois tipos de sensibilizadores a considerar na fotoxidagdo: Tipo | e Tipo

- Sensibilizadores do tipo I: sdo aqueles que, quando ativados pela luz (3Sens*), reagem
diretamente com ao substrato lipidico (RH) através do atomo de hidrogénio, ou por
transferéncia eletronica formando radicais, 0os quais reagem com o oxigénio (Equacgéo
8, 9 e 10).

h
1Sens —— > 1Sens* —— > 3Sens” 8)
3Sens* + RH - [intermedidrio]’ ©)
[intermedidrio]” + 30, —» ROOH + 1Sens (10)

- Sensibilizadores do tipo Il: sdo aqueles que, estando no estado tripleto, conseguem
transferir energia ao oxigénio, originando o oxigénio singleto que, por sua vez, reage

com lipidos insaturados (Equacgéo 11 e 12).

3Sens* + 30, —— Sens + 103 (11)
105 + RH ——— ROOH (12)
3.3. Decomposicédo dos hidropéroxidos

Os hidroperoxidos produzidos denominam-se produtos primarios da oxidacgéo.
Estes compostos ndo tém repercusséo direta no aroma dos alimentos, pois sado inodoros

e insipidos [76]. No entanto, dado que sdo muito instaveis, facilmente se decompdem
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originando compostos volateis (aldeidos, &lcoois e acetonas) principais responsaveis
pelo odor a ranco e nao volateis (compostos poliméricos) produtos secundarios da
oxidacdo. Com a formacdo destes compostos, a qualidade dos alimentos decresce
consideravelmente [82, 94]. A Figura 8 mostra um esquema reacional proposto para a

decomposi¢éo dos hidroperoxidos em compostos volateis [95, 96].

a R—C—&
R—C—R’ \= ——C—R'
OOH OH o}

OH
Aldeido Aldeido Alcool secundario Cetona

Figura 8 - Decomposicéo dos hidroperoxidos em compostos secundérios volateis.

Com a rutura homolitica da ligacdo O-O do hidroperoxido, originam-se radicais
alcoxilo (RO") e hidroxilo (HO’) muito instaveis e que sofrem cisdo B homolitica.
Consoante a ligacdo onde ocorre a cisdo pode formar-se um aldeido volatil de cadeia
curta, ou um aldeido unido a parte glicérica da molécula originando, neste caso, aldeidos
glicéricos ndo volateis e ndo aromaticos. Por outro lado, os aldeidos volateis (ex.
hexanal) sdo considerados produtos de oxidagdo secundarios muito importantes, pois
s80 compostos aos quais se associa o cheiro a rango. A formacéo de alcoois ocorre
qguando o radical alcoxilo ataca um atomo de hidrogénio de outro acido gordo insaturado

(R”H), com a formacao de um novo radical (R™).

Outra possibilidade é a reacdo entre os radicais livres, terminando a reacao em

cadeia e dando lugar ao aparecimento de cetonas.

Os metais de transi¢cdo como o ferro e o cobre, presentes nos 6leos e gorduras,
também catalisam a decomposi¢éo dos hidroperéxidos, originando novos radicais livres

(Equagbes 13,14 e 15) [97]. Normalmente a velocidade da reac¢do 13 é mais rapida



FCUP

Introdugéo

que a velocidade da reacéo 14 ou seja, ki >>>>> ks, pelo que os metais mais reduzidos

tem normalmente um efeito mais pré-oxidante.

k
ROOH + M* ———% 5 RO + HO™ + M2+ 13)
k
ROOH + M2* ———=2 , ROO +H* +M* (14)
2ROOH ——— RO + ROO" + H,0 (15)

3.4. Fatores que influenciam a velocidade de oxidacdo dos lipidos em

alimentos

A oxidacdo dos lipidos depende de mecanismos reacionais diversos e
extremamente complexos, 0s quais se relacionam com o tipo de estrutura destes e o
meio onde estes se encontram. O numero e a natureza das insaturagées presentes, 0
tipo de interface entre os lipidos e 0 oxigénio atmosférico, a exposi¢éo a luz e ao calor,
a presenca de pro-oxidantes (ex. ides metalicos de transicdo) ou de antioxidantes, sdo

fatores determinantes para a estabilidade oxidativa dos lipidos [24].

Sendo a velocidade de autoxidagdo dependente do nimero de ligacbes duplas
presentes no lipido, seria de esperar que 0s 0leos vegetais que possuem niveis mais
elevados de ésteres de acidos gordos insaturados exibissem maior suscetibilidade a
deterioracdo oxidativa 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 vegetais tendem a oxidar mais lentamente porque contém

guantidades significativas de tocoferois, 0os quais atuam como antioxidantes naturais.

O mecanismo de oxidacdo varia com a temperatura. Assim, a temperaturas
elevadas as reacfes de polimerizacao e ciclizacdo sdo importantes, mas a temperaturas
ambiente sédo insignificantes. Do mesmo modo, 0 aumento da pressao de oxigénio s6
se torna importante a altas temperaturas porque a sua solubilidade diminui com a
temperatura, tornando-se num fator limitante durante o progresso da oxidacdo. O
aumento da temperatura provoca também muitas vezes um aumento da contaminacao

por metais e destréi possiveis compostos antioxidantes na gordura.

A luz é outro dos fatores determinantes na estabilidade oxidativa dos lipidos.

Sabe-se que compostos minoritarios, como a clorofila (sensibilizador) no azeite virgem,
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podem ser excitados eletronicamente devido a absorcao 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 oxigénio singleto (*O2) que reage
com as ligacdes duplas. A prevencdo da fotoxidacdo durante o armazenamento dos

alimentos € importante para assegurar a sua elevada estabilidade oxidativa.

3.5. Fatores que afetam a oxidagéao lipidica em sistemas emulsionados

A oxidacao de lipidos (6leos / gorduras) tem sido extensivamente estudada em
meios homogéneos. No entanto, os lipidos em alimentos estdo presentes,
principalmente na forma de emulsdes 6leo-em-agua [24, 30, 78, 98-102] ou sob a forma
de biomembranas e, como consequéncia, 0s processos de oxidagdo sdo mais
complexos do que em sistemas homogéneos. Esta complexidade aumentada advém de

varios fatores, nomeadamente da:

- Presencadaregido interfacial

A oxidacéo lipidica em emulsbes € fortemente influenciada pela natureza da
regido interfacial, que por sua vez é afetada pela composicdo das regibes oleosa e
aquosa. A regido interfacial € a zona de separacao entre as regifes aquosa e oleosa de
uma emulsdo, e sendo altamente anisotrépica, condiciona tanto a velocidade de
oxidag&o quanto a importancia relativa das diferentes reagfes envolvidas ao atuar como
barreira @ penetracdo ou difusdo de espécies moleculares. Da mesma forma, e
dependendo de sua carga elétrica, pode causar a atragdo ou repulsdo de reagentes
ibnicos ou zwiterionicos, afetando significativamente a agdo de metais, pro-oxidantes,
antioxidantes, etc [60]. A velocidade de oxidacdo € muito maior em emulsdes
preparadas com emulsionantes i6nicos do que com emulsionantes nao ibnicos, como
Tween 80 [103]. Nas emulsfes estabilizadas por emulsionantes aniénicos, a oxidacéo
€ acelerada porque ocorre atracdo eletrostatica entre a regido interfacial carregada
negativamente e iBes metalicos carregados positivamente. A membrana que envolve
uma goticula também pode conter moléculas que séo capazes de eliminar os radicais
livres e, portanto, de retardar a oxidacao lipidica. Muitas moléculas emulsionantes,
contém residuos de aclUcares ou de aminoacidos que também podem atuar como

sequestradores de radicais livres [104].



FCUP

Introdugéo

- Particdo das moléculas nas diferentes regides

As moléculas reativas presentes na emulsdo estdo distribuidas entre as regiées
oleosa, aquosa e interfacial de acordo com sua polaridade. As moléculas de baixa
polaridade encontram-se localizadas predominantemente entre as regifes oleosa e a
interfacial, enquanto as polares encontram-se preferencialmente distribuidas entre as
regides aquosa e interfacial. As moléculas anfifilicas e insollveis nas regiées oleosa e
aguosa poderdo estar localizadas exclusivamente na regido interfacial. As referidas
distribuicdes afetam n&o apenas a reatividade (porque as trés regibes possuem
propriedades diferentes), mas também a concentracdo efetiva das moléculas nas varias

regides do sistema emulsionado [105].

-  pHdo sistema

Em geral, a velocidade da oxidacao lipidica em emulsdes é menor a pH mais alto
e acelera a medida que o pH diminui, possivelmente devido a solubilizacdo de
catalisadores metalicos. Por outro lado, a agdo de muitos antioxidantes é igualmente
afetada pela variacdo do pH, uma vez que, na maior parte dos casos possuem
estruturas polifendlicas, muitas vezes contendo também grupos carboxilicos.
Consequentemente, o grau de ionizagdo da molécula de AO vai depender do pH da
regido aquosa, e por conseguinte, a distribuicdo e o mecanismo de acéo desta podera
ser alterado [106, 107].

A formaionizada de um antioxidante é muito mais polar que a forma nado ionizada
e, portanto, tem uma afinidade muito maior para a regido aquosa, embora o efeito global
também dependa da hidrofobicidade do resto da molécula. Se o resto da molécula é
polar, entdo as formas ionizada e néo ionizada estaréo localizadas na regido aquosa.
Pelo contrario, se o resto da molécula antioxidante for apolar (isto €, com um caracter
puramente hidrofébico) entdo a molécula pode localizar-se preferencialmente na regido

interfacial.

3.6. Avaliacdo da extenséo da oxidacdo lipidica

A avaliacao do estado de oxidacdo de 6leos e gorduras é bastante importante a
nivel industrial, permitindo controlar e garantir a qualidade das matérias-primas
adquiridas e dos produtos comercializados. Acresce ainda o interesse da sua aplicacao

ao estudo sistematico do desenvolvimento do ranco.
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Existem varios métodos para medir a extensao da oxidacao de uma gordura/éleo
através da determinacéo dos produtos primarios da oxidacdo, os hidroperéxidos, ou da
determinacédo dos seus produtos secundarios, normalmente compostos carbonilo. Estes
métodos podem ser quimicos, fisicos, ou cromatogréaficos[108]. A grande variedade de
técnicas analiticas existentes foram desenvolvidas para averiguar a oxidagao lipidica
em gorduras e 6leos a granel, mas muitas destas técnicas podem também ser usadas
para monitorizar a oxidacao lipidica em emuls@es. Devido a complexidade quimica da
oxidacao lipidica, deve-se ter muito cuidado ao selecionar uma técnica apropriada para

caracterizar 0 seu progresso.

Em emulsdes é frequentemente mais dificil avaliar a extensdo da oxidagéo do
sistema emulsionado, porque a maioria dos métodos requer que o componente lipidico
seja separado da regido aquosa antes da andlise. As emulsdes podem ser quebradas
por varias técnicas, como aquecimento e centrifugagdo, congelamento e
descongelamento. A coalescéncia das goticulas pode entdo ocorrer pela agdo da forca
centrifuga ou pela distor¢do da superficie das goticulas durante o congelamento e

descongelamento.

Muitos produtos de oxidacao séo de baixo peso molecular e contém mais a&tomos
de oxigénio do que as moléculas de partida, pelo que podem possuir propriedades
tensoativas e solubilidade em agua sendo por isso lixiviados na regido aquosa e,
portanto, ndo poderdo ser determinados na regido oleosa [104]. Assim, pode ser
necessario usar uma combinacéo de procedimentos de extracéo ou técnicas analiticas,

para obter informagdes sobre os produtos da reagdo nas regides aquosa e oleosa.

Uma das dificuldades na avaliagdo do grau de oxidacao reside na escolha do
momento mais adequado para se efetuar essa determinagdo. E importante notar que
um valor baixo de hidroperéxidos ndo indica necessariamente um baixo nivel de
rancificagdo, uma vez que, com o avancar da oxidagéo lipidica, os hidroperoxidos
decompdem-se em produtos de oxidagdo secundarios. Assim, quando a velocidade de
decomposicdo dos hidroperéxidos é superior a da sua formacdo, a quantidade de
perdxidos comeca a diminuir. Por este motivo, poderéa ser necessario confirmar o estado
da oxidacdo por métodos em que sdo determinados os produtos secundarios da
oxidacdo, nomeadamente os compostos carbonilicos. Assim, a determinacao dos
produtos secundarios é especialmente importante quando néo é possivel efetuar uma
avaliacdo do estado oxidativo da amostra ao longo do tempo, havendo por isso o perigo
de ndo fazer a avaliacdo correta deste estado apenas pelo doseamento dos produtos

primarios da oxidagao.
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Existem muitos métodos para medir a oxidacdao lipidica, determinando produtos
de oxidacdo primaria (hidroperoxidos) ou produtos de oxidacdo secundaria. Estes
métodos podem ser quimicos, tais como o indice de perdxidos que € um método em
gue parte do pressuposto que todos os compostos a determinar sdo peréxidos, o indice
de p-anisidina que determina a quantidade de aldeidos o e B insaturados, o indice totox
gue indica a oxidacao total de uma amostra através do somatério do indice de peroxidos
e do valor do indice p-anisidina e o ensaio do &cido tiobarbitdrico (TBA) que mede a
quantidade de malonaldeido (produto secundario). Como métodos fisicos, podemos ter
o indice de dienos conjugados, em que o0s hidroperoxidos com ligagbes duplas
conjugadas apresentam absor¢&o caracteristica a 233 nm. Podem ser ainda utilizados
métodos cromatogréficos, normalmente para a determinacao de compostos cabonilicos
volateis, tais como GC, com detecdo quer de ionizacdo de chama (FID) quer de massa
(MS).

Ao longo deste trabalho determinaram-se os produtos primarios da oxidacao,
através do indice de peroxidos e dos dienos conjugados. Uma vez que a determinagao
do indice de perdxidos requer a extracéo dos lipidos da emulsédo antes de se efetuar a
andlise e é necesséario um elevado volume de emulséo, optou-se pela utilizagdo da
determinacdo dos hidroperoxidos pelo indice de dienos conjugados, dado ser um
método mais simples, rapido e tendo em conta a quantidade de amostras no estudo da
estabilidade oxidativa. No entanto, efetuou-se um estudo prévio com emulsdes 6leo de
peixe / tampdo citrato em que se verificou existir uma correlacéo direta entre o indice de

peréxidos e os dienos conjugados.

3.6.1. indice de peréxidos (IP)

A determinacéo do indice de perdxidos € uma das medi¢Bes mais antigas e mais
utilizadas para avaliar a extensdo da oxidacdo dos 6leos. Os hidroperéxidos séo 0s
primeiros compostos formados no processo de oxidacéo lipidica, sendo este o principal
indicador de rancificac@o detetado nos alimentos nas fases iniciais da oxidagdo. O indice
de peroxidos (IP), representa 0 numero de miliequivalentes de oxigénio ativo por
quilograma de amostra (meqg/kg O2) [109]. Por norma, considera-se como um 6leo de
boa qualidade aquele que tem um indice de peroxidos inferior a 1 meqg/kg, e o valor
maximo aceitavel para uso na industria alimentar € normalmente de 10 meqg/kg [109].
Para a determinacao do IP recorre-se a uma titulacao iodométrica. Este método baseia-

se na reacao dos hidroperoxidos e outros perdxidos com o ido iodeto em meio &cido,
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dando origem a iodo que, pode ser titulado com tiossulfato de sodio na presenca de
amido [110, 111], Equagbes 16 e 17:

ROOH + 2H* + 2KI ——— I, + ROH + 2K* + H,0 (16)

12 + ZNa25203 _— Na25406 + 2Na1 (17)

A American Oil Chemist’s Society (AOCS) padronizou um procedimento para a
determinagdo de IP em seu método Cd 8-53, que é aplicavel a todos os odleos e
gorduras. Este método é confidvel e reprodutivel, mas requer quantidades relativamente
grandes de lipidos, ndo pode ser efetuada diretamente em sistemas emulsionados, pelo
que os lipidos neste caso tém de ser separados da emulsdo antes de se proceder a

determinagéo e carece de sensibilidade para valores de perdxidos muito baixos.

3.6.2. Determinacgéo do conteudo em Dienos Conjugados

A autoxidagdo dos PUFAs ocorre com a formacdo de hidroperoxidos muitas
vezes contendo ligagbes duplas conjugadas (dienos conjugados) e que podem ser
determinadas quantitativamente através da sua forte absor¢do a 233 nm. Assim, uma
determinada quantidade de gordura/6leo é rigorosamente pesada, diluida em etanol,
lendo-se de seguida a absorvéancia desta solucao ao referido comprimento de onda (A).
O método é muito simples e rapido, requerendo apenas pequenas quantidades de
amostra e pode ser utilizado diretamente em sistemas emulsionados sem prévia
separacdo dos lipidos, desde que seja possivel obter uma solucdo de amostra

emulsionada num solvente opticamente transparente, a 233 nm.
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4. Adicao de antioxidantes: uma estratégia para inibir

oxidacao lipidica
4.1. Antioxidantes

Os lipidos nos alimentos deterioram-se por oxidacdo tanto durante o seu
processamento como durante o0 seu armazenamento prolongado, ocorrendo o
aparecimento de aromas e gostos desagradaveis, originando uma importante
diminuicdo do valor nutricional do alimento e da qualidade sensorial do mesmo. Esta
situacao provoca a rejeicdo dos produtos por parte do consumidor e perdas econémicas
consideraveis causadas pela retirada do mercado de alimentos e matérias primas
degradadas. Por outro lado, a dificuldade de conservacdo destes alimentos provoca
uma baixa viabilidade econdémica no aproveitamento de determinados produtos e
recursos, nomeadamente a pesca de determinadas espécies muito ricas em lipidos ou
de matérias primas como 0leo de peixe. Conseguir retardar este tipo de reagéo tornou-

se numa tarefa de grande importancia na industria alimentar e, claro, para o consumidor.

Atualmente existem varios métodos capazes de retardar a oxidagdo lipidica:
impedir o acesso ao oxigénio, diminuir a temperatura, inativar as enzimas que catalisam
a oxidagdo, reduzir a pressdo de oxigénio, embalagem correta, etc. O método de
protecdo mais eficaz e mais barato contra a oxidacao lipidica €, sem duvida alguma, o
uso de substancias especificas capazes de inibir as reagcfes de oxidagdo [112-118]. A
denominacgéo correta destas substancias € inibidores de oxidacao lipidica, conhecidos
vulgarmente por antioxidantes. Os antioxidantes sdo substancias que, quando
presentes em pequenas quantidades em sistemas lipidicos, impedem ou retardam a sua

oxidagéo, por inibicdo dos radicais livres ou por interacdo com estes [100, 119].

De acordo com a sua natureza, os antioxidantes podem ser classificados em

dois grupos [120] [121], os antioxidantes primarios e secundarios.

4.1.1. Antioxidantes primarios

Os antioxidantes primarios [114] ou chain—breaking reagem com os radicais
lipidicos altamente energeéticos, convertendo-o0s em produtos
termodinamicamente mais estaveis através da doacdo do seu hidrogénio aos
radicais alquilperoxilo (ROO") ou alcéxilo (RO’) formados durante a iniciagdo da

oxidacao lipidica (Equacdes 18 e 19).
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ROO"+ AH ——— ROOH + A (18)

RO+ AH ——— ROH+ A (19)

Os antioxidantes primarios competem com o substrato lipidico, dando origem a
um radical (A’) com relativa estabilidade, que pode originar posteriormente produtos nao
radicalares, sendo que a velocidade de reacdo entre o AO e o radical é muito superior

a velocidade de reacéo do radical com outros acidos gordos.

Os fenois sao um exemplo deste tipo de antioxidantes. O fenol por si s6 € inativo,
mas a sua substituicdo 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. Por outro lado, quando estes grupos alquilo sao

volumosos diminuem a reatividade do radical formado por impedimento estérico.

O radical fenoxilo formado é igualmente estabilizado pela deslocalizacdo do

eletrdo desemparelhado no anel aromatico como mostra a Figura 9.

OH g RH O o o) o)
R f R . R R R
R BEE—— P E— -—
Figura 9 - Estabilizacao do radical fenoxilo por deslocalizagéo eletrénica (R= grupo alquilo) [114].

Assim, atividade antioxidante esta diretamente relacionada com a estabilidade
por ressonancia dos radicais fendxilo formados. Normalmente a presenca de um
segundo grupo hidroxilo no anel fendlico, em especial na posi¢cdo orto, aumenta a
atividade antirradicalar das moléculas. Este aumento deve-se por um lado a
possibilidade do radical formado ser estabilizado por uma ponte de hidrogénio (Figura
10) e por outro lado a capacidade de fornecerem mais um hidrogénio que pode
neutralizar mais um radical, com a producao de moléculas nao radicalares e, por

conseguinte, ndo reativas ( Figura 10).
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Derivados do 1,2-hidroxibenzeno
O'----I-Il
(0]

:
OH
o i U
Quinona

R ROO R'OOH R R

ROO"

ROO'H

@Qumona

Figura 10 — Mecanismo de atuacao dos antioxidantes catecdlicos.

O poder antioxidante dos compostos depende de varios fatores, nomeadamente,
da sua estrutura, como ja referido, da sua concentragdo, da temperatura, do meio onde
se encontram e da presenca de metais [121, 122] . Assim, existem antioxidantes
eficazes a baixas concentragdes, mas que podem exercer uma agado pro-oxidante a
elevadas concentragdes [123]. A sua atividade antioxidante também diminui com o

aumento da temperatura devido a sua degradacao térmica [124].

Dependendo do solvente onde se encontram, o mecanismo pelo qual ocorre a
reacdo entre os radicais e o antioxidante pode variar e, por conseguinte, a eficacia dos
potenciais antioxidantes em varios sistemas lipidicos podera também variar. Assim, 0s
antioxidantes exercem normalmente a sua acao por dois mecanismos: por transferéncia
do atomo de hidrogénio (TAH) ou por transferéncia de um eletrdo (TE). A cinética e o
potencial da reacéo séo diferentes, mas o produto final da reagdo é o mesmo (Figura
11) [125].
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Ex: Acetona

H i .
Ar-OH + Solvente <_—> Ar-OH ---- Solvente _'_> Ar-0 + H-Solvente

+ +
ROO’ ROO'
l Lenta Rdpida
: et . - +
: Ar-O’ + ROOH + Solvente € =— Ar-O" + ROO™ + H-Solvente:
: Transferéncia de atomo de H Transferéncia
A (HAT)  froeeeeeeeeeefEe sequencial de perda |~
de protao e
Ex: Ciclohexano transferéncia de
eletrdo (SPLET)

Ex: Metanol,
H,0 + MeOH,

Figura 11 — Mecanismos de reagdo de fenois com radicais, por transferéncia de atomo de hidrogénio (HAT) e por
transferéncia sequencial de perda de protao e transferéncia de eletrao (SPLET).

As reagbes de TAH e TE ocorrem muitas vezes simultaneamente, mas o
mecanismo dominante num dado sistema sera determinado por varios fatores, como a
estrutura do antioxidante e suas propriedades, a energia de dissocia¢cado da ligagdo O-

H (EDL) e o potencial de ionizacdo (PI), e em particular do solvente [126-128].

Normalmente em solventes aproticos 0 mecanismo mais habitual € o TAH, mas
a velocidade da reacao diminui consideravelmente quando o solvente tem capacidade
para receber pontes de hidrogénio, uma vez que apenas os hidrogénios que nao formam

estas pontes poderao ser transferidos ( por exemplo em acetona).

Em solventes ionizantes, como a agua, metanol e etanol, ocorre normalmente a
transferéncia de um eletrdo do anido fenolato para o radical. Este mecanismo TE é
normalmente apelidado de “transferéncia sequencial de perda de protdo e transferéncia
de eletrdo”, SPLET [129]. A velocidade da reacdo é normalmente muito maior que para
as reacbes de TAH e deste modo influenciada pelo pH do meio, ocorrendo mais
rapidamente a pH mais altos. Assim, o mecanismo de TAH devera ter um papel mais

importante na protecdo de sistemas como os 6leos alimentares, mas o mecanismo de
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SPLET sera com certeza de maior relevancia quer em biofluidos quer em sistemas
emulsionados [88].

A interacdo dos polifendis com os metais é de especial relevancia para a sua
capacidade antioxidante. De facto, os polifendis em geral ttm uma alta capacidade para
reduzir ides metdlicos produzindo espécies metdlicas reduzidas com um poder pro-

oxidante superior ( Ver equacdes 13 e 14 e Figura 12).

OH o

HO HO
+ et + M" o+ HT

HO O
+ )+ + M"™ + H*

Figura 12 — Reacdes de reducdo de ides metalicos na presenca de antioxidantes catecdlicos.

Por outro lado, esta reacdo provoca a destruicdo do antioxidante que deixa de
estar disponivel para a neutralizagéo de radicais. De notar que uma pequena quantidade
de metais pode provocar a diminuigdo da quantidade de antioxidante rapidamente uma
vez que o O, atmosférico vai reciclando o metal reduzido com producdo de novas
espécies metalicas oxidadas que irdo reagir com mais moléculas de antioxidante (Figura
13.
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Fe(ll)

0, <—— [Fe(”')+02‘]2+ k » 2Fe(lll) + H20-

Fe(ll) Fe(ll)
A OH <
HO Fe(lll)

v
/‘\ —\ HO.
0 R
HO v
Peroxidacao lipidica
Oxidacao antioxidante
R
v
OH,
R O"r, \\\OH2
Fe.
o’ | ~oH
OH,

pH=3,5
Transferéncia forte de carga ligando para o metal

Figura 13 — Esquema ilustrativo do mecanismo pelo qual os catecéis sdo destruidos na presenca de ides férricos e/ou
ferrosos e oxigénio atmosférico.

4.1.2. Antioxidantes secundarios

Os antioxidantes secundarios [114] ou preventivos reduzem a velocidade do
processo de iniciacdo da oxidagdo, impedindo ou retardando a formacdo de radicais
livres resultantes da decomposicao dos hidroperoxidos, através de varios mecanismos
tais como a complexacdo de metais e absor¢cdo de radiacdo UV [130, 131]. Os
antioxidantes secundarios mais utilizados sdo sem duvida os agentes quelantes como

por exemplo o acido citrico e seus sais (Figura 14).

O~_OH
!
HO OH

OH

Figura 14 — Estrutura do &cido citrico.
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7

Este quelante é de origem natural e € o acido mais utilizado como aditivo
alimentar [132], podendo formar varios tipos de complexos / quelatos, dependendo do

pH do meio, exemplificados na Figura 15.

OH
0
o) 0 0
0] O 0
OH N | /O 0.7 /O
_Fe_ Fel
v _O | 0 (.) 0
/Fe\ 0 @]
| o HO 0
0 HO
0 o)
HO
[Fe,(Cit)]° [Fe,(Cit)]* [Fe,(Cit),]

Figura 15 - Representacé@o de exemplos de estrutura dos complexos citrato- ferro existentes em solugao aquosa [133],
as H,0 de coordenacéo nao foram representadas para simplificagéo.

Deste modo, os agentes quelantes séo utilizados muitas vezes juntamente com
os antioxidantes primarios de modo a evitar os efeitos pré-oxidantes muitas vezes
observados para os antioxidantes primarios na presenca de metais e ja descrito no

ponto anterior.

4.2. Compostos fenolicos

A maior parte dos antioxidantes usados comercialmente sSdo compostos
fendlicos de origem natural (ex. tocoferéis [65, 134]) ou sintética (ex. BHT, BHA [65,

135-139]), os quais atuam de uma forma geral como antioxidantes primarios.

Os antioxidantes de origem sintética tém revelado elevada capacidade de
protecdo contra os fendmenos oxidativos. No entanto, questdes que se relacionam
diretamente com a toxicidade de alguns desses compostos (ex. promotor da
carcinogénese) conduziram & rejeicAo  generalizada destes  aditivos,
independentemente da sua alta estabilidade, baixo custo e outras vantagens
tecnoldgicas [140, 141].

A realizacdo de diversos trabalhos com extratos de plantas tem permitido isolar
e identificar novos compostos com propriedades antioxidantes, a maior parte dos quais
apresentam estruturas fenodlicas (ex. &cidos fendlicos, flavonoides) [72, 142-144].

Porém, esses compostos de origem natural ttm demonstrado, na maior parte dos casos,
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uma menor efichcia de acdo quando comparados com o0s antioxidantes sintéticos
legalmente permitidos, fato para o qual contribui sobretudo a sua menor estabilidade

nas condi¢cbes normais de processamento e manuseamento dos produtos.

by

A insatisfacdo quanto a eficacia e segurangca dos compostos antioxidantes
atualmente usados em produtos alimentares, cosméticos ou medicamentos, motiva a
investigacdo e desenvolvimento de novos antioxidantes, obtidos ndo s6 a partir de

fontes naturais, mas também por sintese quimica total ou parcial.

Os polifendis encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, fazendo
parte do seu sistema antioxidante endégeno. Estes compostos encontram-se sobretudo
na forma de ésteres de acidos organicos ou como glicosideos [145], e raramente como
acidos livres. Como consequéncia dessa ubiquidade encontram-se também presentes
em muitos alimentos, influenciando de modo significativo algumas das suas
propriedades, nomeadamente as caracteristicas organoléticas, a estabilidade e o valor

nutricional.

Os diferentes tipos de atividades bioldgicas associados a este grupo de
compostos justificam o potencial interesse da sua aplicacdo em diferentes areas,

nomeadamente alimentar e farmacéutica.

4.2.1. Acido hidroxicinamico e seus derivados

O maior grupo de compostos pertencentes aos acidos fendlicos séo os derivados
do acido hidroxicindmico como o acido cafeico [146, 147], (Figura 16) que sao
encontrados em quase todas as plantas. Os acidos hidroxicindmicos sado de particular
interesse devido & sua potencial atividade biolégica, tendo sido ja demonstrado que
podem possuir efeitos antialérgicos, anti-inflamatérios, antimicrobianos, antiviral, anti-

carcinogénicos entre outras [148, 149].

P R: R, ACIDO FENOLICO
OH H Acido hidroxicinamico
OH OH Acido cafeico
R;

Ro

Figura 16 - Estrutura quimica dos derivados do acido cinamico [150].
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As funcdes biolégicas de acidos hidroxicindmicos estdo intrinsecamente
dependentes do numero e orientagdo relativa dos substituintes hidroxilo ou metoxilo do
anel [145].

Quando livres, os acidos fendlicos tém normalmente solubilidade relativamente
baixa em meio aprético [93] . O caracter hidrofilico destes antioxidantes reduz a sua
aplicabilidade em sistemas lipofilicos, havendo, portanto, necessidade de por vezes
aumentar a lipofilia destes compostos e por consequéncia diversificar a sua aplicagéo

em matrizes alimentares e, possivelmente, a sua atividade biolégica [151].

A hidrofobicidade dos &cidos hidroxicindmicos pode ser aumentada por
esterificacdo do grupo carboxilo do acido fendélico com um alcool. Desta forma, obtém-
se uma molécula mais lipofilica que deve manter as suas propriedades funcionais
originais, mas que pode estender as possiveis aplicagfes destes antioxidantes naturais

em matrizes alimentares ou cosméticos contendo lipidos.

A sintese dos ésteres dos acidos hidroxicinamicos pode ser efetuada através da
esterificacdo direta do acido cafeico com alcoois ou através da reacdo condensacao de

Knoevenagel maodificada por Verley-Doebner [151].

Nesta ultima via sintética, € necessario sintetizar monomalonatos derivados dos
alcoois gordos apropriados (Figura 17), por simples aquecimento dos alcoois gordos

com o acido de Meldrum (2, 2-dimetil-1, 3-dioxano-4, 6-dione) em tolueno.

o. OWO Tolueno R1/O\H/\H/O\H

R1/ H + [e) 0) '
> Refluxo 0O O
Alcool 2,2-dimetil-1,3-dioxane-4,6-diona Monomalonatos

Figura 17 - Sintese de monomalonatos.

Posteriormente faz-se reagir o monomalonato com o derivado do benzaldeido
apropriado, na presenca de piridina e 3-alanina, através de uma reacao de condensacao

de Knoevenagel modificada por Verley-Doebner (Figura 18).
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CHO -
0] O. S R
R \ﬂ/\ﬂ/ H . Piridina o ™
0 0 HO B-alanina R3
Monomalonato Derivado do benzaldeido Cinamato

Figura 18 - Sintese de derivados do acido cinamico, a partir de monomalonatos.

O mecanismo proposto para a condensagao de Knoevenagel modificada por
Verley-Doebner [152, 153], encontra-se descrito na Figura 19.
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Figura 19 - Mecanismo de sintese da formag&o de cinamatos através da condensacao de Knoevenagel modificada por
Verley-Doebner.
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4.2.1.1. Acido clorogénico e seus ésteres

O &cido clorogénico (CGA, Figura 20), € uma molécula que se encontra presente
no café verde e, que devido as suas propriedades antibacterianas, terapéuticas e

antioxidantes revela ter uma enorme aplicabilidade [154].

(@]
OH
O)J\/\Q:
(0] WOH OH
HO 4,
HO OH

Figura 20 - Estrutura quimica do acido clorogénico.

Como é possivel observar pela sua estrutura quimica, este antioxidante derivado
do &cido cafeico, € muito hidrofilico devido a presenga de inimeros grupos hidroxilo. De
modo a aumentar a sua hidrofobicidade é possivel proceder a sua esterificacdo com

alcoois de cadeia alquilica linear de varios tamanhos, por catalise acida ou enzimatica

Figura 21.
(0] (0]

OH OH

(@) Z . (@) Z

catalizador

o} wOH OH + ROH ————————>» (0] WOH OH

HO “'OH R-0 “'OH

HO HO

Figura 21 - Sintese dos ésteres derivados do &cido clorogénico.

4.2.1.2. Acido diidrocafeico e seus ésteres

O acido diidrocafeico (acido 3-(3,4-diidroxifenil) propanoico) (Figura 22), é um
metabolito obtido por hidrogenacao do acido cafeico, com potente propriedades
antioxidantes [155]. Este composto foi encontrado nos fluidos humanos apés ingestao
de alimentos contendo acido cafeico e acido clorogénico e promove uma melhor funcéo

plaquetéria, demonstrada em estudos com células humanas [155].

0]
OH

HO
OH

Figura 22 — Estrutura do diidrocafeico.
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Neste caso, € também possivel efetuar a sintese de ésteres do acido
diidrocafeico por esterificacdo enzimatica com um alcool apropriado (Figura 23) e deste

modo modular a hidrofobicidade deste antioxidante.

0 0]
Novozym 435
R
OH + R"OH THE

HO T=35°C HO
OH OH

Figura 23 — Sintese dos ésteres do acido diidrocafeico.

4.2.2. Acido Galico e seus ésteres

O acido gélico (4cido 2,3,4-trihidroxibenzéico) é um composto fendlico de origem
natural gue se encontra igualmente distribuido nas plantas [156-158]. Na bibliografia
encontra-se descrita a sua atividade anti-imunolégica, anticarcinogénica e antioxidante
[159-165]. A partir deste composto podem ser sintetizados por esterificagdo os ésteres
galato de metilo, etilo, etc. Os galatos sédo substancias que se utilizam como aditivos
antioxidantes em cosméticos, alimentos e na industria farmacéutica para prevenir a
oxidacdo das gorduras [166], vitaminas, perfumes e 0leos, evitando desta forma que
adquiram um aspeto ran¢oso e um odor desagradavel. Do ponto de vista quimico, sao
ésteres de alcoois de cadeia linear do acido gélico que se diferenciam entre si pela
extensdo da cadeia lateral. A esterificacdo permite melhorar a solubilidade do AG em

gorduras e 6leos [167].

Estes aditivos sdo comerciais e apresentam-se habitualmente sob a forma de
solidos cristalinos brancos ou branco-creme. No entanto, a sua utilizacéo nédo esta isenta
de perigos para a saude reconhecendo-se alguns efeitos secundarios, como por
exemplo reagfes alérgicas, principalmente nos asmaticos e em pessoas alérgicas ao
acido acetilsalicilico. A sua perigosidade é elevada para bebés e criangas e esta proibida
a respetiva utilizagdo em alimentos especificos para essas faixas etarias. Na Tabela 3,
encontram-se os galatos autorizados e mais utilizados como aditivos alimentares [168].
Sao aplicados essencialmente em banha, 6leos e gorduras para fritar, 6leos de peixe,
entre outras. Deste modo € necessaria a otimizacdo da utilizacdo destes aditivos de
modo a serem utilizadas concentracfes o mais baixas possivel sem diminuir a sua

eficacia antioxidante.
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Tabela 3 - Estrutura quimica do acido galico e dos seus derivados fazendo referéncia aos galatos autorizados como
antioxidantes [167, 168].

] Formula
N° E Designacao o Estrutura
Quimica
OH
i HO OH
Acido gaélico
C7HsOs
(GA)
0O~ OH
HO
HO OH
Galato de
_ CsHsOs
metilo (MG)
o” o~
OH
HO OH
Galato de
_ CoH1005
etilo (EG)
0”7 o7
OH
HO OH
Galato de
E310 _ C10H1205
propilo (PG)
o o
OH
HO OH
Galato de
_ C11H120s
butilo (BG)
OH
HO OH
Galato de
E311 ) C15H2205
octilo (OG)
/\/\/\/\
0o~ O
OH
HO OH
Galato de
E312 C19H300s

dodecilo (LG)
e U N NN
0o~ O
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4.2.3. Hidroxitirosol e seus ésteres

O hidroxitirosol (HT), (Figura 24), também conhecido como 3,4-dihidroxitirosol ou
(2-(3,4-dihidroxifenil) etanol), € um composto orto-difendlico [169], hidrofilico que pode
ser encontrado em azeitonas, azeite e folhas de oliveira [170]. E considerado um
antioxidante poderoso devido a sua elevada capacidade de neutralizacdo de radicais
livres. Tem-se demostrado que o hidroxitirosol possui varias propriedades biolégicas,
despertando assim, o interesse deste antioxidante no que diz respeito a sua

aplicabilidade farmacoterapéutica num vasto leque de patologias.

OH

HO
OH

Figura 24 - Estrutura do Hidroxitirosol.

A atividade antioxidante é a propriedade mais estudada dos compostos
fendlicos. As espécies reativas de oxigénio provenientes do stress oxidativo podem
causar oxidacdo e dano celular em macrocélulas, e assim, contribuir para o
desenvolvimento de doencas degenerativas, como a aterosclerose, cancro, diabetes,
artrite reumatoide e outras doengas inflamatorias. A elevada eficiéncia antioxidante do
hidroxitirosol possibilita a eliminacéo dos radicais livres durante os processos oxidativos,
através da doacdo de um atomo de hidrogénio. Exerce ainda propriedades
antimicrobianas, antiagregantes, vasodilatadoras, hipotensivas e hipoglicémicas [58,
171-174].

Em alimentos contendo lipidos, o hidroxitirosol tem mostrado um poder superior
na protecao contra oxidacdo em comparacao com o hidroxitolueno butilado (BHT) ou o
a-tocoferol [175]. Assim, o interesse da industria alimentar e farmacéutica em novos
antioxidantes lipofilicos torna o desenvolvimento de ésteres de hidroxitirosol de cadeia

longa bastante atraente [176].

Os ésteres do hidroxitirosol podem ser obtidos quer por esterificacdo enzimatica
com um acido carboxilico, ( Figura 25), quer por transesterificacdo enzimatica com um

éster metilico ou etilico do acido (Figura 26).
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Figura 25 - Sintese dos ésteres derivados de hidroxitirosol de cadeia alquilica curta (C1-C8) a partir de hidroxitirosol e o
acido gordo.

OH
o) Novozym 435
Aoty —— YT oo
HO TR0 THF o
HO
OH T=35°C
OH

Figura 26 - Sintese dos ésteres de hidroxitirosol de cadeia alquilica longa a partir de hidroxitirosol e de um éster metilico.

Os ésteres do hidroxitirosol tem a particularidade de, ao serem hidrolisados in

vivo, produzirem moléculas normalmente existentes na alimenta¢cdo humana.

4.3. Avaliacdo da capacidade antioxidante

Os métodos para a avaliagdo da capacidade antioxidante dos compostos nos
processos de autoxidacdo de materiais organicos sao extremamente importantes quer
na Biologia, quer em Quimica [127]. Véarios métodos in vitro tém vindo a ser
desenvolvidos com o intuito de avaliar esta capacidade antioxidante. Contudo, estes
métodos muitas vezes tém baixa correlacdo com a real habilidade dos compostos para
inibir a oxidag&o em alimentos, uma vez que embora avaliem a reatividade destes frente
a radicais livres, muitas vezes ndo levam em conta numerosos fatores como sejam a
localizacdo fisica da molécula, o solvente e a sua interacdo com os componentes do
alimento. Assim, o método de avaliagdo mais apropriado sera aquele em que as
condi¢cbBes de ensaio sejam o mais semelhante possiveis com o alimento onde vao ser

utilizados os antioxidantes e as condi¢des a que ira ser sujeito esse alimento.

Muitos ensaios utilizados para o estudo da capacidade antioxidante tentam

acelerar o processo de oxidacdo normal para produzir resultados mais rapidamente.

A oxidagéo lipidica desenvolve-se inicialmente de modo lento e depois acelera
em etapas posteriores durante o armazenamento. O periodo de inducao (PI) é definido
como o tempo para atingir um determinado nivel de oxidac¢ao do lipido ou o fim da vida

de prateleira [177]. O periodo de inducdo pode ser medido como o tempo necessario
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para atingir um determinado nivel de rancidez ou limite de aceitabilidade. Por exemplo,
de acordo com a Legislacdo Portuguesa, para a maior parte dos 0Oleos vegetais
avaliados pelo indice de perdxidos o limite de aceitabilidade é de 10 meq / kg [178]. O
tempo de inducdo também pode ser determinado como o tempo necessario para uma
mudanca repentina na velocidade de oxidacéo, estimada pela determinacdo do ponto

de interseccao entre as velocidades iniciais e finais da oxidacao (Pl), Figura 27.

60

50 1

40 1

30 1

IP (meqg/kg)

20 1

101

0 1 l 2
Tempo
P P

0

Figura 27 — Desenvolvimento de rancidez dos lipidios durante o armazenamento. O tempo de armazenamento é dado
em valores arbitrarios. IP = indice de peréxidos; Pl = periodo de indugéo.

Para estimar a capacidade antioxidante num dado sistema contendo lipidos,
amostras com e sem AOs sdo submetidas a um teste de oxidagdo acelerado sob
condicBes padronizadas e € escolhido um ponto final adequado para determinar os
niveis apropriados de deterioracdo oxidativa. A determinacdo do aumento no tempo
necessario para gue as amostras contendo as moléculas potencialmente antioxidante
atinjam o limite de aceitabilidade relativamente as amostras sem essas moléculas,

permite avaliar a capacidade antioxidante destas.

A aceleracdo do processo de oxidacdo pode ser efetuada pelo aumento da
temperatura (40-140 °C), pela adicdo de catalisadores metalicos (1-100 ppm), pelo
aumento da pressado de oxigénio (3-165 psi) ou pela adicdo de substancias iniciadoras
de radicais [179]. A escolha do método mais apropriado e das condic6es de oxidacdo é

critica na interpretacdo dos resultados obtidos.

s

Como a velocidade de oxidacdo é exponencialmente relacionada com a
temperatura, o prazo de validade de um lipido alimentar diminui logaritmicamente com

0 aumento da temperatura de armazenamento. No entanto, a temperatura € um fator
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importante a ser considerado na avaliacdo da atividade antioxidante dos Oleos
alimentares, uma vez que o mecanismo de oxidacdo muda com a temperatura. Assim,
os diferentes hidroperoxidos decompdem-se a velocidades diferentes a temperaturas
diferentes, alterando o tipo e concentracdo dos produtos da oxidacdo. Por outro lado, a
temperaturas elevadas, as rea¢des de polimerizacao e de ciclizagdo tornam-se também
importantes, embora ndo sejam significativas para as temperaturas normais de
armazenamento. Do mesmo modo, a temperatura ambiente, a velocidade de oxidacao
lipidica € independente da pressédo de oxigénio, mas a altas temperaturas, a velocidade
da oxidacéo lipidica torna-se dependente da pressao de oxigénio porque a solubilidade
deste diminui e torna-se limitante durante o progresso da reagédo. De realcar que a

contaminagdo por metais também aumenta com o aumento da temperatura.

Assim, os resultados dos testes de estabilidade a alta temperatura podem ser
enganadores na avaliagdo da eficacia dos antioxidantes. Normalmente, a sua eficacia
aumenta a medida que a temperatura diminui e, por vezes, a atividade pré-oxidante de
alguns antioxidantes pode ser promovida a altas temperaturas. O Schaal Oven teste usa
as condicbes mais brandas dentro dos testes acelerados (temperaturas até 60°C)
(Tabela 4) , correlacionando-se bastante bem com os tempos de prateleira reais. Varios
estudos mostram que ndo ha alteragfes significativas dos mecanismos de oxidacao
quando este teste é efetuado a temperaturas até aos 60 °C [180]. E um método simples,
podendo exigir, no entanto, e apesar da aceleragdo provocada pela temperatura, longos

periodos de ensaio.

Tabela 4 — Testes de oxidagao acelerada, retirado de [180].

Teste Condicoes Carateristicas

] Temperatura ambiente, pressédo )
Ambiente de armazenagem Muito moroso

atmosférica

Temperatura ambiente, presséo ) ]
Luz Mecanismo diferente

atmosférica

] . Temperatura ambiente, pressédo ) o
Catalisadores metélicos Mais decomposicéo

atmosférica

Método ganho de peso

30 — 80°C, pressao atmosférica

Ponto final questionavel

Teste do forno de Schaal

20 — 60°C, pressao atmosférica

Menor quantidade de problemas

Consumo de oxigénio

80 — 100 °C, pressdo atmosférica

Mecanismo diferente

Bomba de oxigénio (ASTM)

99 °C, 65-110 psi O2

Mecanismo diferente

Oxigénio ativo (AOM)

98 °C,

Mecanismo diferente

Rancimato

110-140°C

Ponto final questionavel,

mecanismo diferente
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4.3.1. Capacidade antirradicalar - Método de DPPH [126]

Uma vez que um dos objetivos deste trabalho é tentar correlacionar a atividade
antioxidante em emulsfes com a sua localizacéo, serd importante avaliar a reatividade
dos antioxidantes em meios homogéneos, ou seja, verificar se os compostos dentro de
uma mesma familia independentemente da sua lipossolubilidade tém reatividade
semelhante, desde que nao existam limitacées de solubilidade destes no meio em que
sera efetuado o teste. SO deste modo, podera ser afirmado posteriormente que havendo
diferencas na sua atividade antioxidante, esta diferenca sdo devidas a diferente

localizacdo dos AOs no sistema em estudo.

Os ensaios mais frequentemente utilizados para avaliar a capacidade
antirradicalar de moléculas baseiam-se na medida da variagdo de absorvancia ou
fluorescéncia de solu¢bes contendo uma substéncia oxidante corada, que ocorre
gquando esta reage com a molécula de antioxidante. A medida é feita geralmente apés
um determinado tempo de reacdo em que se considera que foi atingido o equilibrio. Um
exemplo destes ensaios é o teste do DPPH onde é empregue o radical corado 2,2-

difenil-1 -picril-hidrazilo como oxidante, Figura 28 [125].

OoN O,N
W L8
NN NO, NN NO, + A
+ HA -—-—- —— -->
NO, NO,
Radical DPPH (Violeta) DPPH Reduzido (Amarelo)

Figura 28 - Reacdo do DPPH" com o antioxidante.

Este tipo de ensaio tem, no entanto, varios inconvenientes. Em primeiro lugar o
resultado é dado apds ser atingido o equilibrio e ndo é dada informacéo sobre a cinética
da reacdo com o radical. Em segundo lugar, este teste é efetuado em meios aquosos
ou em outros solventes préticos que podem ndo ser representativos do meio onde
posteriormente a molécula sera utilizada como antioxidante. Assim, ndo s6 a cinética da
reacdo como o mecanismo da mesma pode variar, dependendo do solvente utilizado
(Ver ponto 4.1.1).
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Deste modo, este teste ndo permite avaliar se uma molécula é ou nao capaz de
interromper as reacdes de autoxidacdo e apenas fornece informacao sobre a reatividade
das moléculas frente ao radical DPPH’, quando sujeitas as mesmas condicdes de
ensaio. Como este valor depende do tempo de reacdo, do solvente utilizado e da
temperatura do ensaio, um valor Unico por si s6 ndo tem grande significado a ndo ser
gue varias moléculas sejam testadas nas mesmas condicdes, se possivel, no mesmo
ensaio. Os resultados deste teste sdo expressos normalmente como ECso, definido
como a concentracdo do potencial AO necessaria para diminuir a absorcao inicial da
solugéo de DPPH' em 50%.

Devido a semelhante configuracao eletrénica entre o radical DPPH' e os radicais
peroxilo, as constantes de reagdo entre os dois radicais e os potenciais AO, embora
com ordem de grandeza diferentes, tém normalmente a mesma ordem de reatividade
desde que as reagOes sejam efetuadas em meios semelhantes. Deste modo, o método
é utilizado para fazer uma avaliagdo preliminar da ordem de reatividade de varias

moléculas, num meio protico (metanol) e onde todas sdo soluveis.

No caso concreto do presente trabalho, o teste foi efetuado com o intuito de
verificar a ndo existéncia de alteracdes na reatividade dos compostos frente ao radical
DPPH' com a introducéo das cadeias alquilicas. Também foi tido em conta o facto de
que, devido a presenca de uma regido aquosa e de uma interface contendo varios
grupos polares com capacidade para efetuar pontes de hidrogénio com o antioxidante,
0 mecanismo pelo qual o antioxidante reage com os radicais livres em emulsdes devera

ser semelhante ao observado neste teste de DPPH".

4.3.2. Determinacdo do primeiro potencial anddico

Dos diversos métodos eletroquimicos, tais como a potenciometria, a titulacdo
potenciométrica, a eletrogravimetria, a coulometria e a condutimetria, a voltametria €,
possivelmente, a técnica mais versatil para o estudo das propriedades de sistemas
redox. A voltametria € um método eletroanalitico que mede a corrente em funcao de um
potencial aplicado a um elétrodo de trabalho, sendo medida a corrente na célula
eletrolitica sob condicbes de completa polarizacdo da concentracdo. Assim, a
velocidade de oxidacdo ou reducdo do analito € limitada pela velocidade de

transferéncia de massa do analito para a superficie do elétrodo [181].
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Para a realizacdo da voltametria ciclica (VC), utiliza-se uma célula com trés
elétrodos. Os elétrodos sdo conectados a um potencidstato, acoplado a um gerador de
ondas, que ira fazer variar uma diferenca de potencial entre o elétrodo de trabalho e o
elétrodo de referéncia a uma velocidade constante [182]. O elétrodo auxiliar ira4 fornecer
a corrente para o elétrodo de trabalho, de forma que praticamente ndo passe nenhuma
corrente pelo elétrodo de referéncia, possibilitando que o seu potencial se mantenha
constante [182]. Assim, o potencial aplicado ao elétrodo de trabalho varia de forma
ciclica entre dois valores. Primeiro aumenta linearmente com o tempo até a um valor
maximo, apdés o qual ocorre inversdo do varrimento e o potencial diminui, sendo
percorrido o caminho inverso até chegar ao potencial final, que pode ser o mesmo valor
do potencial inicial ou outro pré-estabelecido [182]. A escolha do tipo de elétrodo de
trabalho, do solvente e do eletrélito de suporte depende da gama de potencial que se

pretende estudar.

Uma vez que os antioxidantes podem agir doando eletrdes diretamente as
espécies reativas de oxigénio, funcionando como agentes redutores, a avaliagdo do
potencial de oxidagdo dos compostos através da VC pode refletir a sua capacidade
antioxidante [183-187]. Para o estudo de agentes redutores, o potencial deve ser
aplicado no sentido negativo para o positivo, apenas sendo analisada a corrente anddica
[182, 188]. Dessa forma, os antioxidantes transferem os seus eletrdes a um potencial
especifico para o elétrodo de trabalho, que se apresenta com carga positiva, registando
picos de corrente anddica no voltamograma. Quando a regido préxima da superficie do
elétrodo de trabalho fica desprovida de compostos passiveis de se oxidarem, observa-
se a diminuicdo da corrente. O potencial do pico anddico (Epa) é determinado pelo
potencial redox do composto analisado e quanto menor o valor de Epa de um composto,
maior é sua capacidade de doar eletrdes. A correlacao entre o perfil antioxidante e as
propriedades redox de antioxidantes de baixo peso molecular estd bem estabelecida
[189]. A voltametria ciclica tem sido utilizada como uma ferramenta importante para a
avaliacdo da capacidade antioxidante deste tipo de antioxidantes. Compostos com
potenciais de oxidacdo baixos sdo mais facilmente oxidados e geralmente apresentam
melhores atividades antioxidantes. Galato et all [190], determinaram a capacidade
antirradicalar de varios compostos fendlicos frente ao radical superoxido e compararam
esta capacidade com os potenciais de oxidag&o determinados por VC observando que
qguanto maior o numero de hidroxilos ligados ao anel aromatico dos compostos

analisados, menor era o potencial de oxidacdo e maior era sua atividade antirradicalar.
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4.3.3. Teste da estufa de Schaal (“Schaal Oven Test”)

O teste da estufa (“Schaal Oven Test”) € um dos métodos mais utilizados na
avaliacdo da capacidade antioxidante uma vez que utiliza condi¢cdes de ensaio 0 mais
semelhante possivel as condicbes a que o alimento serd sujeito. Neste teste, as
amostras de alimento (6leo, emulsédo, etc), contendo diferentes antioxidantes a uma
mesma concentracdo sdo submetidas a temperaturas até 60 °C, e 0 seu estado de
oxidacao € examinado a intervalos de tempo regulares, mediante a avaliacdo sensorial
ou da medida do contetddo nos produtos da oxidacao [191, 192]. As alteracdes primarias
podem ser avaliadas através da quantidade de hidroperoxidos (ex. teste dos dienos
conjugados) e as alterag6es secundarias pela formacdo de compostos carbonilicos,
monaldeido e outros aldeidos, entre outros (ex. teste da p —anisidina) [193]. Os
resultados fornecidos por este teste apresentam normalmente boa correlagdo com a
avaliacdo efetuada nas condic6es normais de armazenamento dos 6leos e gorduras

[83, 194]. Este método tem vindo mais recentemente a ser aplicado a emulsfes [195]

4.4. Eficacia antioxidante em sistemas emulsionados

A reatividade quimica dos antioxidantes frente aos radicais livres, tem sido
estudada durante décadas em meios homogéneos (adgua e 6leo), sendo que o seu
principal mecanismo de acéo nos referidos meios ja sdo razoavelmente conhecidos,
estando a relacdo de estrutura-reatividade nestes meios relativamente bem

estabelecida.

No entanto a reatividade quimica do antioxidante ndo é o Unico parametro que
afeta a sua eficacia em sistemas emulsionados, j& que nestes sistemas a distribuicdo
dos antioxidantes entre as regides oleosa, aquosa e interfacial desempenha um papel
muito importante [60, 105, 196, 197]. A observacdo fenomenolégica de que os
antioxidantes polares sdo mais eficazes em 6leos puros do que os nao-polares,
engquanto, ao contrario, os apolares sdo mais eficazes em sistemas emulsionados do
gue os polares foi denominada por Porter [198] por “ Paradoxo Polar “ ha mais de trés
décadas. Estas diferencas observadas na eficacia dos antioxidantes foram explicadas
pelas suas afinidades a interface ar-6leo, ao 6leo e a interface O/A das emulsdes (Figura

29), sem que fosse conseguido verificar este fendbmeno experimentalmente.
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Figura 29 — Efeito e localizagéo de antioxidantes polares e apolares em emulsdes de 6leo em dgua e em 6leo. Adaptado
de: Laguerre, et al [199].

Estas observacfes experimentais foram no entanto confirmadas em diferentes
estudos em sistemas emulsionados, verificando-se que um aumento na lipofilicidade da

molécula aumentava a sua eficicia do AO [60, 79].

A teoria do paradoxo polar implicava uma relagdo linear entre a hidrofobicidade
e a capacidade antioxidante, no entanto, estudos recentes [58, 59, 61, 136, 200-203],
sobre os efeitos da lipofilizacdo de antioxidantes em relacdo a sua eficicia, mostram
gue a eficacia dos antioxidantes que possuam o mesmo grupo funcional (anel fendlico)
mas diferente hidrofobicidade, aumenta a medida que a lipossolubilidade aumenta até
gue um valor maximo seja alcancado, a partir do qual, o aumento na hidrofobicidade
leva a uma diminui¢&o na eficiéncia antioxidante. A este fenomeno denominou-se “efeito

cut-off” .

Varios investigadores tentaram relacionar a eficacia antioxidante com algumas

propriedades fisico-quimicas dos AOs, tais como a tensdo superficial, os seus
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coeficientes de difuséo, ou ainda a possibilidade de auto-agregacao (micelas) no meio
aquoso [59, 61]. No entanto, nenhuma dessas tentativas foi conclusiva, pelo que, os
esforcos de investigacdo continuaram no sentido de compreender o efeito cut-off

observado.

Parte dos problemas que surgem para interpretar os resultados obtidos e
estabelecer correlacdes estrutura-eficdcia em sistemas emulsionados reside na falta de
métodos adequados para a determinacao da distribui¢cdo de antioxidantes em emulsdes,

sendo este um fator critico na interpretacdo dos resultados experimentais.

Tém sido efetuadas enumeras tentativas para determinar a distribuicdo dos
antioxidantes em emuls@es alimentares modelo, tendo a maioria dos métodos requerido
o0 isolamento das regifes aguosa e oleosa, com posterior analise da concentracéo de
antioxidante em cada uma das regifes [79, 80, 204-208]. No entanto, a quebra da
emulsado implica que se modifiquem os equilibrios dos reagentes entre as diferentes

regibes da emulsédo, pelo que ndo fornecem resultados confiaveis.

Em sistemas binarios, na auséncia de emulsionante, a distribuicdo de um soluto
entre duas fases imisciveis (genericamente 6leo e agua) € avaliada quantitativamente a
partir da sua constante de particdo PY (coeficiente adimensional das concentragdes do
antioxidante em cada fase), sendo AOo a concentracdo do antioxidante na fase oleosa,
e AOx a concentracgdo de antioxidante na fase aquosa [208-212]:

AOgp

P =
A 7 a0,

(20)

No entanto, a distribuicdo de um soluto em sistemas multifasicos [79] é muito
mais complexa que num sistema binario. A determinacéo das constantes de particéo e
da atividade antioxidante dos compostos em emulsdes é uma tarefa complexa porque
0 emulsionante cria uma nova regido, a regido interfacial, entre as regides oleosa e
aguosa (fases continuas). Por este motivo, 0s antioxidantes e outros componentes da
emulséo distribuem-se entre as trés regides mencionadas. Para se definir a distribuicdo
de um antioxidante ou de outros componentes numa emulsdo composta pelas regides
interfacial, aquosa e oleosa, Figura 30, é necessario ter duas constantes de particdo: a
correspondente as regides oleosa e interfacial, P} , e a outra entre as regides aquosa e
interfacial, P}. Assim o quociente P?, constante de particdo, sera dado por [31, 105, 211,
213-216]:

o _Ph_ (40)/(40,) _(A0y)
47 Pl (40)/(A00) ~ (A0,)
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Figura 30 - Representacdo esquematica da particdo de um antioxidante (AO) numa mistura bindaria (esquerda) e num
sistema multifasico (direita).

A regido interfacial ndo pode ser fisicamente separada das outras duas regides,
0 que significa que P} e P} ndo podem ser determinadas independentemente a partir
da determinacdo da concentragéo do antioxidante em cada uma das regides [204, 217,
218]. Deste modo, a determinagéo da distribuicdo de antioxidantes em emulsfes requer

gue a determinacao das constantes de particdo seja feita na propria emulsao.

A medicéo da concentracdo de antioxidantes nas regiées aquosa e oleosa pode
ser utilizada para estimar P{ mas esta aproximagéo nao fornece informacédo acerca da
concentracdo do antioxidante na regido interfacial [79, 204, 206, 208, 218]. De um modo
geral, pode-se afirmar que o0s solutos se distribuem entre duas regibes de acordo com
a sua afinidade com estas e a fragdo de moléculas que se encontra numa determinada
regido depende de certos fatores tais como: acidez [219], temperatura [220, 221], a

composi¢ao e natureza das regides [222-225], etc.

Sanchez et al. [214] desenvolveram um método cinético para estimar as
constantes de particdo de antioxidantes entre as regides oleosa e interfacial e entre as
regides aquosa e interfacial de emulsdes opacas, que ndo requer o isolamento de fases
[75.76.78]  Este método baseia-se no modelo da pseudofase para microemulsées
termodinamicamente estaveis e utiliza a reacao entre catides
hexadecilbenzenodiazonio, 16-ArN.*, e os antioxidantes [211, 213, 214, 226-230].
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4.5. Uso de sal arenodiazénio como sonda quimica paraadeterminagéo

da distribuicdo dos AO em sistemas emulsionados

Os sais arenodiazénio, ArN2*X", podem-se obter de forma relativamente simples,

pela acdo do 4cido nitroso com uma amina primaria, Figura 31.

0
7 N

H N = — I
N

Agente
___nitoso N
- HZO

Figura 31 - Obtengdo dos iGes arenodiazénio.

Tanto as aminas primarias alifaticas como aromaticas reagem de forma facil e
rapidamente com um elevado nimero de agentes nitrosos dando lugar a formacéao de
uma N-nitrosamina instavel que evolui para a formacao do sal diazénio correspondente,

reacdo que se domina por reacao de diazotizagao.

Os iBes arenodiazénio apresentam um caracter eletrofilico devido & presenca do
grupo - N2*, comportando-se como um acido de Lewis, reagindo com nucledfilos ( bases
de Lewis, Nu ou NuH seguida de perda de protéo) no azoto g do grupo - N;*, para dar
aductos covalentes do tipo ArN»-Nu, Figura 32. Exemplos destes aductos sdo os
corantes azoicos [227, 231-233] (C- acopulamento) [234] ou a formacao de diazo-éteres
(O- acopulamento [235]).

Ar< .Nu \

ArN," + Nu- (NuH)

Ar + N, +Nu

Produtos

Figura 32 — Mecanismo de reacao de adicao nucledfila a ibes ArN,"™ levando a formacgéo de aductos Ar— N =N — Nu na
conformacgao (Z) que se encontra e equilibrio com o isémero (E).
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Os aductos formados podem ser estaveis (conformacdo E), ou pelo contrério
podem ser quebrados homoliticamente resultando em processos de reducdo que ocorre

através de diferentes mecanismos.

Os ides ArN,* sao relativamente instaveis e decompéem-se espontaneamente
em meio aquoso através da formacgéo, na etapa limitante da rea¢éo, de um carbocatido
muito instavel que reage imediatamente com os nucledfilos presentes na sua esfera de

solvatacdo, mecanismo Dy + Ay, Figura 33.

Ny* OH
Ka Hzo

lenta rapida

Ny

Figura 33 — Mecanismo DN + AN, para a decomposi¢do de sais arenodiazénios em meio aquoso.

Os ides arenodiazonio ArNy* tem caracteristicas especiais que os tornaram Gteis
como sondas quimicas na caracterizagdo de interfaces coloidais. Algumas dessas

caracteristicas séo as seguintes:

v' Pode-se preparar um elevado numero de ides ArN.* a partir de aminas
comerciais adaptando-se as necessidades particulares de cada caso. No
presente trabalho sintetizou-se o i6es ArNy* hidrofébico ( ido 4-
hexadecilbenzenodiazénio ,16-ArN,*) que tem a particularidade de ser insolavel
na agua e no 6leo, situando-se o grupo reativo na regido interfacial dos sistemas

emulsionados utilizados.

+N2W

I&0 4- Hexadecilbenzenodiazonio (16-ArNz*)

v' Os ibes arenodiazénio (ArN:*) reagem, virtualmente, com todos os
nucleofilos orgénicos e inorganicos, podendo os produtos da reagéo ser
facilmente detetados e identificados por técnicas como por exemplo a
cromatografia [226, 229, 236, 237].
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Em particular, os ides ArN." reagem com moléculas que possuem grupos
— OH na estrutura ( como os antioxidantes), 0 que 0s torna potenciais
candidatos como sonda quimica na determinacdo da distribuicdo dos
antioxidantes. O mecanismo de reacdo depende do tipo de substituinte
no anel aromatico, do tipo de nucledfilo, da natureza do solvente, do pH,

da presenca ou auséncia de catalisador, da luz, etc.

A velocidade da reacdo de decomposi¢cdo dos ides ArN2" em solugéo
aguosa € normalmente insignificante em comparacdo com a reacédo

destes com os antioxidantes.

As reacles, podem ser estudadas utilizando-se técnicas usuais em
cinética quimica como as espectroscopicas, cromatograficas ou

eletroquimicas.

A cinética e o mecanismo de reagdo de ides ArN2* com antioxidantes fendlicos,

N,*
/@ OH OH OH
+ K1 k3
HsC 6/©N K2 _ /O/QN k4 Ar\N:N’O
OH Ar” N=N OH =

3MBD

tem vindo a ser estudados. Verificou-se nestes estudos que o hidroxitirosol, o acido
galico e o galato de metilo, reagem através de uma reacdo de acoplamento O
produzindo diazo-éteres do tipo Ar — N=N — O — Ar ' [231]. Na Figura 34 encontra-se
como exemplo a reacdo entre os ides-metilbenzenodiazonio (3MBD) e o antioxidante
hidroxitirosol (HT) [227].

OH

HO HT

OH

Ka (1)

OH

Figura 34 — Mecanismo de reag&o entre o 3MBD e o hidroxitirosol (HT), adaptado de Dudzik et al [227].
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De acordo com a literatura, 0 mecanismo de reacdo entre o 3MBD e o0s
antioxidantes estudados divide-se em duas etapas de equilibrio, que implica a formacao
reversivel de um (2)-diazo-éter instavel posteriormente isomerizacdo com a formacao

do isbmero (E) mais estavel [227].

No entanto, 0 mecanismo pelo qual os AOs reagem com o sal arenodiazoénio e
o0 conhecimento dos produtos da reacdo podem néo ser relevantes na utilizacdo dos
sais arenodiazénios como sondas quimicas desde que seja possivel quantificar a

guantidade de sonda que nao reage.

5. Modelo Cinético da Pseudofase (MCP)

O modelo cinético da pseudofase (MCP), na sua concecéo original [238-242], foi
desenvolvido para sistema micelares e basicamente, pressupde a existéncia de duas

pseudofases distintas (Figura 35): a pseudofase micelar e a pseudofase aquosa.

Regido Aquosa Regiédo Micelar

Dut St b . Su Ky = —Loul

Figura 35 - Esquema bésico das duas pseudofases que compdem um sistema micelar D,=[Emulsionante total]-CMC,
representa a concentracdo de emulsionante micelizado, S é a substancia.

Qualquer substancia que estiver presente no sistema micelar ira distribuir-se
entre as referidas pseudofases de acordo com o valor da energia livre de Gibbs de
transferéncia, AG2, normalmente expressa em termos da constante de distribuicdo ou
associacdo da substancia ao agregado micelar, Ks. Este modelo pressupde que a
distribuicdo de substéncias neste sistema € rdpida na escala de tempo da sua
reatividade quimica, o que na pratica implica considerar que, no caso de existir alguma
reacdo quimica, neste sistema 0s reagentes encontram-se em equilibrio dindmico
durante o percurso da mesma. Como consequéncia, a reacdo pode ocorrer em ambas
as pseudofases, sendo a velocidade global da reacédo a soma das velocidades em cada

regiao.
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Neste trabalho aplicaram-se as ideias basicas do modelo cinético da pseudofase

(MCP) a sistemas emulsionados.

No entanto, a aplicacdo do MCP a sistemas emulsionados pressupde as
seguintes hipoteses [31, 214, 220, 221, 225, 243]:

» A velocidade de reacdo que ocorre entre duas substancias nas diferentes
regibes da emulsdo (oleosa, aquosa e interfacial) ndo esta limitada pela
velocidade de transporte entre as referidas regibes. Esta hipétese supde, na
pratica, considerar que os antioxidantes se encontram em equilibrio dindmico
durante o decorrer de qualquer reacao quimica a que estejam sujeitos.

» Adistribuicdo de uma substancia entre as varias regides da emuls&o encontram-
se em equilibrio termodindmico e s6 depende da sua solubilidade relativa em
cada uma delas (sempre e quando nado se atinja o limite de solubilidade) e é
independente de a emulsdo ser O/A ou A/O e do tamanho das gotas que

compBem a emulséo.

Assim, a distribuicdo de uma substancia num sistema emulsionado, como por
exemplo de um antioxidante, descreve-se através de duas constantes de particdo, uma
entre as regides oleosa-interfacial, P}, e a outra entre as regides aquosa-interfacial, P}
[243], definidas através do quociente entre as concentragdes do antioxidante nas varias

regides, como mostram as equacdes 21 e 22:

[40/]
J 21
P} [A0,] (21)
o1 _ [40i] (22)
47 [40,]

onde os paréntesis retos indicam concentracdes em moles por litro no volume da regido
considerada, e os indices |, O, A representam as regides interfacial, oleosa e aquosa,
respetivamente. Assumindo que todo o emulsionante utilizado se encontra na interface,
os valores numéricos dos volumes destas regifes sao idénticos aos valores numéricos

dos volumes de 6leo, agua e emulsionante utilizados na preparacdo da emulsao.

De modo a ser possivel aplicar o MCP na determinacdo da distribuicdo dos
antioxidantes, utilizou-se a reagdo entre os ibes 4- hexadecilbenzenodiazonio (16-

ArN2") e os antioxidantes (Figura 36).
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Regido Oleosa Regido Interfacial Regido Aquosa

|
POI PA
+ E + | +
\ 1
16-ArN,* : 16-ArN,* 16-ArN,*
! i
Ko i k, i Ka
! 1
' |
i |
i i
Produtos ! Produtos | Produtos

Figura 36 - Representacao basica das trés regides de uma emulsédo que contém um substrato AO cuja distribuicdo vem
definida pelas constantes de particio P} e Pj.

De acordo com o modelo cinético, a velocidade da reagéo das duas substancias,
neste caso entre os i6es 16-ArN;" e 0 antioxidante, Figura 36, pode expressar-se pelo
somatorio das velocidades da reagdo em cada uma das regides da emulsdo, como
mostra a equacao 23:

v =k -[16 — ArNS |- [AOr] =

= ko - [16 — ArN )] - [AOp] - @ + k; - [16 — ArNS || - [AO,] - ®; + ky - (23)
[16 — ArNj ] - [A0,] - @4

onde k representa a constante de velocidade, as expressdes com paréntesis retos [...]
referem-se as concentragées em mol L dos reagentes no volume total da emulséo e
dos reagentes em cada uma das regides, o indice T indica a quantidade estequiométrica
ou total, os indices O, | e A referem-se &s regides organica, interfacial e aquosa

respetivamente, ® é a fragcdo de volume de cada regido e AO é o antioxidante.

Devido ao facto de terem uma cadeia longa hidr6foba e de serem ao mesmo
tempo catides, os ibes 16-ArN;* sdo insoluveis tanto em agua como em 6leo pelo que
se distribuem preferencialmente na regido interfacial da emulsdo, sendo a sua

concentracdo nas regides oleosa e aquosa desprezavel. Em consequéncia, a reagéo
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dos ides 16-ArNz* com o AO tera lugar preferencialmente na regido interfacial [244, 245]
(Figura 37).

CDA E (I)l i CDO
! o
i OM}OM
! 0. o WICIH |
i HO(\/\O . O/\%;DH EWHHW:ZD
E Tween 80 E
i +N2©/W
g v
AO, — AO; : AOq
I ) 1
w Bo

Regido Aquosa Regido Interfacial Regido Oleosa

__________________:(>':u___

Produtos '

Figura 37 - Representacao esquematica de uma emulséo: ® indica a fracdo de volume para cada uma das regides, AO
€ o antioxidante, P é a constante de parti¢do, k| € a constante de velocidade para a reacéo dos ides 16-ArN;* na interface
e os indices O, | e A referem-se as regides organica, interfacial e aquosa, respetivamente.

Deste modo a equacédo 23 pode ser simplificada a equacao 24:

v =k, [16 —ArNS |- [AOr] = k; - [16 — ArNS | - [A0,] - &, (24)

A fracao de volume de emulsionante é dada pela equacéo 25:

—_ Vi 2
P = Vo+Vi+V, (25)

onde, Vi, Va e Vo representam o volume das regifes interfacial, aquosa e oleosa,

respetivamente.
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As fracdes de volume de fase orgénica @, e a aquosa @,, definem-se de forma
idéntica, de modo que:

Do+ P+ P, =1 (26)

O balanco de massas do antioxidante e dos ides arenodiazénio é dado pelas
equacgles 27 e 28:

[A07] = ®[A0,] + @,[A0] + P4[A0,] (@7)

[16 — ArNj | = &;[16 — ArNS ] (28)

Combinando as equacgdes 21, 22, e 27, chega-se a seguinte expressao:

[40,] = [A0;] - ——Lo4 (29)

DoPy+®PLPL+P 4P

Combinando as equacdes 24,28 e 29 e tendo presente que se trabalha em
condi¢cBes de pseudo-primeira ordem ([AO+] >>> [16-ArN2"]), a constante de velocidade

observada vira dada pela equacgéo 30.

[A07]k PhLP,
kops = kI[AOT] =k, [AO] = ¢0P,{1+¢Z;P,{P2+(;AP(I) (30)

Matematicamente, a equacao 30 é equivalente & equacao 31, e o inverso de Kops

corresponde a equacédo 32, onde a e b vém dados pelas equacgdes 33 e 34:
1/k0bs=1/a+b/a<l>, (32)

_ PiP5(1+ ®,4/Pp) 1
Pl + &,/®, P} (33)
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_ [407]k(PAPG(1+® 4/ Do)
a= Plta,/doP) (34)

Estas equacOes descrevem a dependéncia do kens cOm a concentracdo do
emulsionante e deste modo a curva obtida por 1/kes 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 equacdo 33 contém unicamente as constantes de
particdo e a equacdo 34 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 equagéo

33 de duas maneiras distintas:

» 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 variagdes de

A

. . - ~ @
Kobs €m fungéo de @,;, para pelo menos dois valores distintos de razdo o
o

> A partir do valor experimental de P e de um s6 valor de b. O quociente das
constantes de particdo P} e Pl, equacBes 21 e 22, representa o valor da

constante de particdo entre as fases aquosa e oleosa (P), equagio 35.

0 _ P _ [40/1/[404] _ [A0o] 35
Fa P " [40/1/[400] = [404] (35)

Deste modo, 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 particéo
do antioxidante num sistema binario agua-6leo na auséncia de emulsionante,
requerendo apenas o conhecimento de um valor de b (equagédo 33), que pode ser

determinado a partir da variacdo de kons €m funcéo de @, para uma determinada razdo
Pa
Do

Uma vez determinadas as constantes de particdo, pode-se determinar ki, que
representa a constante de velocidade bimolecular para a reacdo que tem lugar entre 16-

ArNz* e 0 antioxidante na interface, utilizando a equacéo 34.
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A percentagem de antioxidante presente em cada uma das regides pode ser

obtida a partir das equacdes 36 — 38.

1009, PP},
%A0; = 1 Tpl T
¢0PA+¢IPAPO +<DAP0 (36)
1009, P!
%A0, = i 10 IA i
PoPy + PPy P, + PyP (37)
1009, P},
%A0, = 7 IA 10 i
®yP + &, PP + &,P) (38)

5.1. Simplificacdo do modelo cinético da pseudofase (MPCS)

Nas situacfes em que a solubilidade de um determinado antioxidante (AO) é
muito baixa numa das regifes do sistema emulsionado, a determinagéo das constantes
de particdo pode estar sujeitas a um grande erro, ja que isto implica que uma das

constantes de particdo seja muito maior que a outra.

Nestes casos, o modelo da pseudofase anteriormente descrito pode ser
simplificado [221] pressupondo-se que a concentracdo de AO numa das regides €
praticamente nula. Este facto simplifica bastante o tratamento matematico e a
interpretac@o dos resultados, uma vez que sO é necessario determinar uma constante

de parti¢ao.

Assim, supondo que a distribuicdo tem lugar fundamentalmente entre regides
oleosa e interfacial (ou seja, a solubilidade do AO na regido aquosa é nula), Figura 38,

a concentracao total de AO definida na equacéo 27, reduz-se a equacéo 39:

[A07] = [A0;]®; + [A00] Dy (39)
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Figura 38 - Representagdo 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 oleosa.

Substituindo a equacao 22 na equacao 39 obtém-se a equacao 40:

(40)

Substituindo esta equagéo na equagéo 28 obtém-se a expressao que relaciona
a constante de velocidade observada com a constante de particdo do AO entre as

regides oleosa-interfacial, equagéo 41:

_ kil40r]P) a1
kObS - (DIP6+ (DO ( )

Matematicamente, a equacédo 41 é equivalente a equacao 42:
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1 ) ) 1 1
= A 7 + ! = —+ _(DI (42)

kObS kI[AOT]PA kI[AOT] ab a

onde os parametros a e b séo definidos pelas equacdes 43 e 44 :
p="ro (43)
205)

a= kl[AOT] (44)

A equacéo 42 prevé que a variacao de 1/kops em fungéo de @, é linear, com uma

. . 1 . . 1
ordenada na origem igual a —eum declive igual a -

Assim, da representacéo linear de 1/kos €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).

P(I) _ Oy X declive (45)

ordenada na origem

A fracdo de antioxidante presente na regido oleosa e a interfacial e do sistema

emulsionado vem dada pelas equagfes 46 e 47 respetivamente.

9% 40, = 00 Po
0 CD,P(; + d, (46)
% A0, — 100 ®, P},
*A%IE 9,Pl + 0 (47)

Ja para os casos em que a distribuicdo tenha lugar fundamentalmente nas
regides aquosa-interfacial (Figura 39), ou seja, agueles casos em que a concentracado
de AO naregido oleosa é desprezavel, pode-se obter seguindo 0 mesmo procedimento,
uma expressao que relaciona a constante de velocidade observada com a constante de
particdo do AO entre as regifes aquosa-interfacial, equacao 48. Esta equacédo pode ser

linearizada chegando assim a equacao 49.
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Figura 39 - Representagdo esquematica da regido interfacial de uma emulséo com base no modelo cinético da
pseudofase que mostra a particdo do antioxidante, AO, entre as regides interfacial e aquosa.

_ ki l4or]P)

k =
obs q)]P}q'i- Dy (48)

1 Dy (o)) _ i l
Kobs  kilAOT]P} + ki[A0r] — ab 2% (49)

Da representacéo linear de 1/k,,s em funcéo de ®; pode-se obter o valor de k;
a partir do declive e, combinando o declive com o valor da ordenada na origem, pode-

se obter o valor de P}.

&4 X declive
4 = - (50)

ordenada na origem

Desta forma, a percentagem de AO nestas regides vira dada pelas equacdes 51
e 52.
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(51)
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Este estudo surge pelo facto de uma das maiores causas de deterioracéo dos
alimentos ser a oxidacao lipidica [24, 87, 108]. Estima-se que mais de 20% dos
alimentos produzidos em todo o mundo séo perdidos devido a esta causa, originando
perdas econdmicas substanciais quer para a industria quer para o consumidor. A
oxidacdo dos lipidos causa o aparecimento de sustancias prejudiciais a salude e o
aparecimento de aromas e odores desagradaveis nos alimentos, e isso acarreta uma
diminuicdo na qualidade nutricional e, portanto, problemas de seguranca alimentar

devido a formacédo de produtos secundarios toxicos apds 0 seu processamento [246].

A fim de minimizar o problema da oxidacao lipidica, a industria alimentar tem
varios métodos. Entre eles, pode-se citar o uso de atmosferas inertes para minimizar o
contato do alimento com o oxigénio, o uso de baixas temperaturas para retardar as
reacdes envolvidas no processo de oxidacdo, a inativacdo das enzimas que catalisam
a oxidacéo e a adi¢éo de inibidores (antioxidantes). De todos eles, o método de protecéo
mais eficaz do ponto de vista técnico e econdmico é o uso de antioxidantes, cujo
consumo pode apresentar igualmente certas vantagens para a saude do consumidor,

principalmente os antioxidantes naturais.

O principal objetivo desta Tese de Doutoramento foi aumentar o conhecimento
existente sobre a complexa relagdo estrutura-atividade que controla a eficacia
antioxidante de moléculas em sistemas emulsionados (emulsées e nanoemulsdes).
Parte do problema em interpretar a eficacia antioxidante em sistemas emulsionados
deve-se ao facto de ndo existirem métodos fiaveis para a determinacao da distribuicao
destas moléculas nas varias regides dos sistemas. Por outro lado, a distribuicdo dos
antioxidantes depende de vérios fatores incluindo a estrutura do antioxidante, da
estrutura e concentracdo do emulsionante e 6leo empregue, e das condi¢cdes de
temperatura e pH. Assim, devido a falta de conhecimento sobre como as propriedades
de solubilidade dos potenciais AO afetam a sua capacidade antioxidante em sistemas
emulsionados, pretende-se neste trabalho perceber qual a relagéo entre a distribuicao
dos potenciais AO e a sua atividade antioxidante e, deste modo, entender qual a
localizacdo do AO dentro de um sistema emulsionado que permite a sua maxima
eficacia. Tendo conhecimento dessa localizagéo, pretende-se igualmente estudar quais
os fatores que afetam a concentracdo dos AOs nessa localizacdo, homeadamente o

tamanho de gota, a relacdo O/A e a fracdo de emulsionante utilizada.
Com este fim planeou-se:

- Sintetizar varias séries de antioxidantes contendo 0 mesmo grupo

reativo, mas apresentando diferentes hidrofobicidades (Tabela 5). As
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alteracBes na hidrofobicidade dos polifendis a estudar ( &cido cafeico,
acido galico, acido clorogénico, acido 4-hidroxicindmico, hidroxitirosol,
tirosol e diidrocafeico) serd realizada através de reacdes de esterificacdo
nos quais, por meio de uma ligacdo covalente, serdo incorporadas

cadeias alquilo inertes de diferentes comprimentos.

- Estudar a sua distribuicdo em sistemas emulsionados O/A.

- Avaliar a capacidade antirradicalar dos compostos sintetizados em
solucéo.

- Avaliar a capacidade antioxidante dos compostos sintetizados em

sistemas emulsionados modelo.

- Correlacionar a atividade antioxidante das varias moléculas com a sua

localizag&o nos sistemas emulsionados estudados.

- Estudar o efeito do tamanho da gota, da relacdo O/A utilizada e da fracao
de emulsionante na distribuicdo dos antioxidantes nos sistemas

emulsionados e consequentemente na atividade antioxidante destes.

Com base nos resultados obtidos pretende-se no futuro conseguir modular e
aumentar a eficiéncia antioxidante otimizando as suas concentra¢cdes na localizacéo
apropriada através da modificacdo da hidrofobicidade de compostos com capacidade
antirradicalar ou por alteracdo de algumas propriedades das emuls6es nomeadamente

pela alteragédo da fragdo de emulsionante a utilizar.

Este conhecimento permitira utilizar os AOs mais eficientemente, uma
necessidade acrescida quando temos sistemas emulsionados contendo 6leos de peixe

muito ricos em acidos gordos 6megas 3 e por isso muito instaveis frente a oxidacao.



Tabela 5 - Antioxidantes a utilizar no presente trabalho.

Antioxidante /Estrutura

HO

HO

(0]
HO
(0] O.
R4
OH
OH
O\
R,
(0]

Nome

Acido Clorogénico (CGA)
Clorogetano de metilo (CGA1)
Clorogenato de etilo (CGA2)
Clorogenato de propilo (CGA3)
Clorogenato de butilo (CGA4)
Clorogenato de octilo (CGAS8)
Clorogenato de decilo (CGA10)
Clorogentato de dodecilo (CGA12)
Clorogenato de hexadecilo (CGA16)
Acido gélico (AG)

Galato de metilo (MG)

Galato de etilo (EG)

Galato de propilo (PG)

Galato de butilo (BG)

Galato de octilo (OG)

Galado de dodecilo (LG)
Hidroxitirosol (HT)

Formiato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT1)
Acetato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT2)
Butanoato de 3,4-di-hidroxifeniloo HT4)
Hexanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT6)
Octanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT8)
Decanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT10)
Dodecanoato de 3,4-di-hidroxifenilo
(HT12)

Tetradecanoato de 3,4-di-hidroxifenilo
(HT14)

Hexadecanoato de 3,4-di-hidroxifenilo
(HT16)

Tirosol (TY)

Octanoato de 4-hidroxifenilo (TY8)
Hexadecanoato de 4-hidroxifenilo (TY16)
Acido cafeico (AC)

Cafeiato de metilo (AC1)

Cafeiato de etilo (AC2)

Cafeiato de propilo (AC3)

Cafeiato de butilo (AC4)

Cafeiato de hexilo (AC6)

Cafeiato de octilo (AC8)

Cafeiato de decanoilo (AC10)
Cafeiato de dodecilo (AC2)

Cafeiato de tetradecilo (AC14)
Cafeiato de hexadecilo (AC16)

Acido 4- hidroxinamico (4-OH-AC)

4- OH-cinamato de octilo (4-OH-ACS8)
4- OH-cinamato de hexadecilo (4-OH-
AC16)

Acido diidrocafeico (DH)
Diidrocafeiato de octilo (DH8)
Diidrocafeiato de hexadecilo (DH16)

Objetivos
R1 R2
H .
CHs ---
CH2CHs ==
CH2CH2CHs ---
(CH2)sCHs ---
(CH2)7CHs ---
(CH2)9CH3 ---
(CH2)11CHs ---
(CH2)15CH3s ---
H —_—
CHs ===
CH2CHs ---
CH2CH2CHs ===
(CH2)sCHs ---
(CH2)7CHs ---
(CH2)11CHs ---
H OH
COH OH
COCHs OH
CO(CH2)2CHs OH
CO(CH2)4CHs OH
CO(CH2)6CH3 OH
CO(CH2)8CHs OH
CO(CH2)10CHs  OH
CO(CH2)12CHs  OH
CO(CH2)14CHs  OH
H H
CO(CH2)6CH3 H
CO(CH2)14CHs H
H OH
CHs OH
CH2CHs OH
CH2CH2CHs OH
(CH2)sCHs OH
(CH2)sCHs OH
(CH2)7CHs OH
(CH2)9CHs OH
(CH2)11CH3 OH
(CH2)13CHs OH
(CH2)15CHs OH
H H
(CH2)7CHs H
(CH2)15CHs H
H OH
(CH2)7CHs OH
(CH2)15CHs OH
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1. Reagentes e Equipamentos

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

nas cromatografias em coluna e HPLC foram de qualidade “Para Analise (PA)” da

Merck, Sigma Aldrich ou da Fluka. Além dos solventes utilizados, adquiriram-se

comercialmente 0s seguintes compostos:

NS N N N N N N N N N N N NN

Acido cafeico 99% (CgHsO.), Sigma-Aldrich /Acros Organics
Acido p-hidroxicinamico 98% (CsHgO3), Acros Organics
Acido o-hidroxicinamico 97% (CsHgO3z), Acros Organics
Acido galico (GA) monohidratado = 98,0% (C;HsOs. H20), Sigma Aldrich
Galato de metilo 298,0% (CsHsOs), Fluka

Galato de etilo 296,0% (CoH100s), Fluka

Galato de propilo= 98% (C10H1205), Sigma-Aldrich

Galato de butilo (C11H1405), Sigma Aldrich

Galato de octilo = 99,0% (C1sH220s), Sigma-Aldrich

Galato de laurilo 2 99,0% (C19H300s), Fluka

Hidroxitirosol (CsH1003), Seprox Biotech

Acetato de hidroxitirosol 99% (C11H140s), Seprox Biot

Acido Clorogénico 98% (CisH1s0s), Acros Organics

Eter etilico 99.9% (C,HsOC:Hs), Panreac
4-hexadecilanilina, 97% (CH3(CH2)15CsHaNHy), Aldrich
Trifluorboro eterato 99.8 % ((CzHs)2.0-BFs), Aldrich

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) (C1sH12NsOsg), Aldrich
n-(1-Natftil) -etilendiamina dihidroclorado 98% (Ci12H14N2)
Tween 80 (CesH124026), Fluka

Utilizou-se para a andlise dos compostos sintetizados, a cromatografia em

camada fina (TLC), a ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN) e de carbono

(**C-RMN) e espectroscopia de ionizacdo de massa electrospray (ESI-MS).

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 Szsa).

A revelagdo das placas de TLC foi efetuada de trés modos:
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e UV/\is

e Com iodo;

e Solucdo de Mostain (100 mL H,SO4 10%, 5,0 g (NH4)sM07024.4H,0, 0,22
g Ce(S04)..4H,0).

As andlises de ESI-MS foram realizadas num espectrémetro de massa Finnigan
LCQ DECA XP MAX equipado com uma fonte API, com recurso a uma sonda de
ionizacdo de electrospray (ESI), com um fluxo de bomba de 3 pL.min. A temperatura
do capilar foi de 180°C e a voltagem foi de 3V, e os espectros foram obtidos em modo

de ibes positivos.

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

Para as determinacdes espectrométricas pelo método DPPH, utilizou-se um
espectrofotdometro PowerWave XS, Bio-Tek®.

Os espectros UV-Vis, foram tragados num espectrofotometro Thermo Scientific,

Evolution Array, UV- Visible Spectrophotometer, Temperature controller.

As emulsdes foram preparadas com um homogenizador Polytron® PT 1600 E
System, equipado com um rotor PT-DA 1612/2EC (f 12 mm).

As nanoemulsdes foram preparadas com um homogeneizador de alta pressao
(Nozzle Z5, Nano DeBEE, Bee International, USA).
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2. Sintese de ésteres do acido cinamico

2.1. Sintese de monomalonatos

Sintetizaram-se 0os monomalonatos a partir do alcool gordo apropriado com o
acido de Meldrum (2, 2-dimetil-1, 3-dioxano-4, 6-diona), por simples aquecimento em

tolueno de acordo com o procedimento descrito por Menezes et al [151] (Figura 40).

R1= CH3s
R1= C2Hs
R1= C3H7
R1= C4Ho
R1= CsH13
R1= CgH17
R1= CioH21
R1= Ci2H2s
R1- C14H29
0 Ri- CisHaz3

o OWO Tolueno R1/O\H/\H/O\H

R1/ H + e)

>< Refluxo e} le)

Alcool 2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona Monomalonatos

]
\ 4

P OO ~NO O WN -

Figura 40 - Sintese de monomalonatos.

Para um baldo de fundo redondo, pesaram-se quantidades equimolares (2
mmol) do &lcool gordo e do &cido Meldrum (2,2-dimetil-1,3-dioxane-4,6-diona),
adicionaram-se 5 mL de tolueno e colocou-se esta mistura em refluxo durante 4 horas.
Uma vez terminada a reacdo, deixou-se arrefecer a temperatura ambiente.
Seguidamente, colocou-se a solu¢do num funil de separacéo e adicionaram-se 10 ml de
tolueno. Extraiu-se a camada organica com 3 por¢fes de 30 mL de uma solucéo de
bicarbonato de sodio saturada, e neutralizou-se a amostra com acido cloridrico 1 M até
pH=1. Voltou-se a colocar a amostra num funil de separacdo e extraiu-se a camada
aquosa com 3 por¢des de 30 mL de éter etilico, secou-se com sulfato de s6dio anidro,

filtrou-se por vacuo e evaporou-se o solvente.

Todos os compostos foram analisados e caracterizados por TLC,*H-RMN e *C-
RMN.

2.1.1. Caracterizacdo espectroscopica dos monomalonatos

2
o3 1._0
H/W\R1.
O O

Figura 41 - Estrutura numerada dos monomalonatos.
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Malonato de monometilo (1)
'H RMN (CDCls, 400 MHz): & 3,45 (m, 2H, H-2), 3,67 (t, J= 6,0 Hz, 2H, H-1").
13C RMN (CDCls; 100 MHz): & 40,7 (C-2); 51,7 (C-1’); 166,7 (C1); 171,3 (C3).
Malonato de monoetilo (2)

IH RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,95 (t, J=7,6 Hz, 3H, H2’ ); 1,69 3,45 (m, 2H, H-
2), 4,14 (t, J= 6,0 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls; 100 MHz): 59,9 (C-2'); 21,5 (C-1'); 40,7 (C-2); 67,2 (C-1); 166,7
(C-3); 171,3 (C-1).

Malonato de monopropilo (3)

IH RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,95 (t, J=7,6 Hz, 3H, H-3' ); 1,69 (m, 2H, H-2');
3,45 (M, 2H, H-2), 4,14 (t, J= 6,0 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls; 100 MHz): & 9,9 (C-3); 21,5 (C-2); 40,7 (C-2); 67,2 (C-1');
166,7 (C-3); 171,3 (C-1).

Malonato de monobutilo (4)

IH RMN (CDCls, 400 MHz):5 0,90 (t, J=7,4 Hz, 3H, H-4’); 1,36 (m, 2H, H-3'); 1,62
(m, 2H, H-2'); 3,41 (s, 2H, H-2), 4,15 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls; 100 MHz): & 13,6 (C-4’); 18,9 (C-3'); 30,4 (C-2'); 40,9 (C-2);
65,9 (C-1'); 166,9 (C-3); 171,8 (C-1).

Malonato de monohexilo (5)

1H RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-6"); 1,32 (m, 6H, H-5"-3");
1,64 (m, 2H, H-2'); 3,43 (s, 2H, H-2), 4,16 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls; 100 MHz): 513,9 (C-6); 22,5 (C-5'); 25,4 (C-3'); 28,3 (C-2);
31,3 (C-4’); 41,0 (C-2); 66,1 (C-1); 166,9 (C-3); 171,7 (C-1).

Malonato de monooctanoilo (6)

IH RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,88 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-8' ); 1,27 (m, 10H, H-7"-
3'); 1,65 (m, 2H, H-2'); 3,44 (s, 2H, H-2), 4,15 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1).

13C RMN (CDCls, 100 MHz): & 14,1 (C-8'); 22,7 (C-7°); 25,8 (C-3"); 28,4 (C-2');
29,2 (C-4',5'); 31,8 (C-6); 40,8 (C-2); 66,3 (C-1'); 167,2 (C-3); 171,4 (C-1).
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Malonato de monodecilo (7)

IH RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,85 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-10" ); 1,24 (m, 14H, H-9"-
3): 1,63 (m, 2H, H-2'): 3,41 (s, 2H, H-2), 4,17 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls; 100 MHz): 5 14,1 (C-10'); 22,6 (C-9'); 25,7 (C-3'); 28,4 (C-2):
29,3 (C-4',7’); 29,5 (C-5,6"); 31,9 (C-8); 40,5 (C-2); 66,2 (C-1); 167,2 (C-3); 170,9 (C-
1).

Malonato de monododecilo (8)

IH RMN (CD-Cls, 400 MHz): & 0,89 (t, J= 6,8 Hz, 3H, H-12); 1,26 ( m, 18H, H-
11°-3'); 1,66 (M, 2H, H-2'); 3,44 (s, 2H, H-2), 4,18 (t, J=6,8 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls; 100 MHz): & 14,1 (C-12’); 22,7 (C-11); 25,7 (C-3'); 28,4 (C-2');
29,3 (C-4,9'); 29,6 (C-5"-8'); 31,9 (C-10); 40,4 (C-2); 66,2 (C-1'); 167,4 (C-3); 170,5 (C-
1).

Malonato de monotetradecilo (9)

IH RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-14’ ); 1,26 (bs, 22H, H-13-
3'); 1,66 (m, 2H, H-2'): 3,43 (s, 2H, H-2), 4,18 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls, 100 MHz): & 13,49 (C-14’); 22,1 (C-13"); 25,1 (C-3'); 27,8 (C-
2); 28,7 (C-4',11); 29,0 (C-5-10"), 31,3 (C-12’); 39,8 (C-2); 65,7 (C-1); 166,8 (C-3);
170,0 (C-1).

Resultados espectroscépicos de acordo com os descritos na literatura [151].
Malonato de monohexadecilo (10)

IH RMN (CDCls, 400 MHz): & 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-16" ); 1,26 ( bs, 26H, H-
15-3’); 1,65 (m, 2H, H-2'); 3,44 (s, 2H, H-2), 4,17 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1").

13C RMN (CDCls; 100 MHz): & 13,8 (C-16'); 22,4 (C-15'); 25,4 (C-3'); 28,0 (C-2');
29,0 (C-4',13"); 29,4 (C-5-12), 31,6 (C-14’); 40,3 (C-2); 65,9 (C-1’); 166,8 (C-3); 170,8
(C-1).

Resultados espectroscopicos de acordo com os descritos na literatura [151].
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2.2. Sintese de cinamatos

Sintetizaram-se o0s cinamatos de acordo com o procedimento descrito por
Menezes et al [151] (Figura 42).

o]
R1/o\ﬂ/\mo\H .\ CHO Piridina NN R
0 o HO B-alanina HO
Monomalonato Derivado do benzaldeido Cinamato
AC1l R= CHs Ri= OH
AC2 R=CzHs Ri=OH
AC3 R=CsHs Ri=OH
AC4 R=CsHy Ri1=OH
AC6 R=CeéHiz Ri1=OH
AC8 R=CsHiz Ri1=OH
AC10 R= CioH21 Ri1= OH
AC12 R= Ci2H2s Ri= OH
AC14 R- CiaH2e R1= OH
AC16 R- Ci6Hss Ri1= OH

4-OH-C8 R= CsHi7; Ri=H

4-OH-C16 R=CisH31; Ri= H
Figura 42 - Sintese dos cinamatos.

Para um baldo de fundo redondo, pesaram-se quantidades equimolares dos
monomalonatos preparados anteriormente (1 g) e do derivado benzaldeido apropriado,
37 mg de B-alanina e 2,5 mL de piridina. Colocou-se em refluxo, a 40 °C, durante um

determinado periodo de tempo.

Todos os compostos foram purificados por cromatografia em coluna utilizando
gel de silica (~ 300 g) como fase estaciondria e com acetato de etilo / éter de petréleo
(1:1) como eluente. Seguiu-se a purificacdo por TLC utilizando o mesmo eluente da

coluna e a revelacao das placas em camara de iodo.

Todos os compostos foram analisados e caracterizados por *H-RMN,*C-RMN e
MS.

Caracterizacdo espectroscopica dos cinamatos

i Xy 170"

Figura 43 - Estrutura numerada dos cinamatos de cadeia alquilo longa.
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Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de metilo ou cafeiato de metilo (AC1)

IH RMN (CDsCOCDs, 400 MHz): 83,7 (s, J= 6,8 Hz, 2H, H-1), 6,3 (d, J= 16,0
Hz, 1H, H-2), 6,9 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,15 (d, J=2
Hz, 1H, H-5), 7,55 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCDs; 100 MHz): & 52,5 (C-1); 61,5 (C-2); 116,1 (C-8); 116,3
(C-5); 117,3 (C-9); 123,5 (C-4); 128,6 (C-6); 146,7 (C-3): 149,8, (C-7); 168,8,2 (C-1).

MS: m/z 195,20 (M+ H) *
Resultados espectroscopicos de acordo com os descritos na literatura [247].
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de etilo ou cafeiato de etilo (AC2)

IH RMN (CDsCOCD3, 400 MHz): & 1.25 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-2"), 4,7 (m, 2H, H-
1), 6,3 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,9 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz,
1H, H-9); 7,14 (d, J=2 Hz, 1H, H-5), 7,5 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCD3; 100 MHz): & 15,2 (C-2); 61,0(C-1" ); 115,7(C-2); 116,3
(C-8); 116,9 (C-5); 123,0(C-9); 128,2(C-4); 146,0 (C-6); 149,9 (C-3); 149,3 (C-7); 167,9
(C-1).

MS: m/z 209,20 (M+ H) *
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de propilo ou cafeiato de propilo (AC3)

IH RMN (CDsCOCDs, 400 MHz): & 0,95 (t, J=7,4 Hz, 3H, H-3' ); 1,67 (m, 2H, H-
2); 4,08 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1'), 6,278 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,86 (d, J=8,0 Hz, 1H-
H-8), 7,03 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,15 (d, J=2 Hz, 1H, H-5),7,53 (d, J=16,0 Hz,
1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCDs; 100 MHz): &: 11,4 (C-3'); 23,6 (C-2); 66,9 (C-1'); 115,9
(C-2): 116,5 (C-8); 117,1 (C-5); 123,2 (C-9): 128,4 (C-4); 146,2 (C-6); 146,5 (C-3); 149,4
(C-7); 168,2 (C-1).

MS: m/z 223,20 (M+ H) *
Resultados espectroscopicos de acordo com os descritos na literatura [247].
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de butilo ou cafeiato de butilo (AC4)

IH RMN (CDsCOCDs, 400 MHz): 8 0,93 (t, J=7,4 Hz, 3H, H-4" ); 1,19 (m, 2H, H-
3'); 1,66 (quin, 2H, H-2); 4,12 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1"), 6,26 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,87
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(d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,04 (dd, J=8,0 e 2,4 Hz, 1H, H-9); 7,16 (d, J=2 Hz, 1H, H-5),7,55
(d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCD3; 100 MHz): & 14,7 (C-4’); 20,6 (C-3); 32,4 (C-2'); 65,1 (C-
1'); 115,9 (C-2); 116,5 (C-8); 117,1 (C-5); 123,2 (C-9); 128,4 (C-4); 146,2 (C-6); 146,9
(C-3); 149,4 (C-7); 168,2 (C-1).

MS: m/z 237,20 (M+ H) *
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de hexilo ou cafeiato de hexilo (AC6)

IH RMN (CDsCOCDs3, 400 MHz): & 0,88 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-6’ ); 1,32 (m, 6H, H-
5-3); 1,66 (quin, 2H, H-2); 4,12 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1"), 6,26 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2),
6,85 (d, J=8,4 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,4 e 1,6 Hz, 1H, H-9): 7,14 (d, J=2,0 Hz, 1H,
H-5),7,52 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCDs; 100 MHz):8 15,3 (C-6'); 24,2 (C-5'); 27,4 (C-3'); 30,5 (C-
2); 33,2 (C-4’); 65,7 (C-1); 116,1 C-2); 116,7 (C-8); 117,3 (C-5); 123,5 (C-9); 128,6 (C-
4); 146,5 (C-6); 147,2 (C-3); 149,6 (C-7): 168,5 (C-1).

MS: m/z 265,20 (M+ H) *
Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de octilo ou cafeiato de octilo (AC8)

IH RMN (CD3sCOCDs, 400 MHz): & 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-8' ); 1,28 (m, 10H, H-
7-3); 1,66 (qui, 2H, H-2'); 4,13 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1'), 6,27 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2),
6,86 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,03 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,15 (d, J=2,0 Hz, 1H,
H-5),7,53 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCDs; 100 MHz):8 15,3 (C-8'); 24,3 (C-7’); 27,7 (C-3"); 30,5 (C-
2'); 30,9 (C-4',5); 33,5 (C-6'); 65,7 (C-1'); 116,1 (C-2); 116,8 (C-8); 117,3 (C-5); 123,5
(C-9); 128,7 (C-4); 146,5 (C-6); 147,2 (C-3); 149,6 (C-7); 168,5 (C-1).

MS: m/z 293,27 (M+ H) *

Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de decanoilo ou cafeiato de decanoilo
(AC10)

1H RMN (CDsCOCDs, 400 MHz): & 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-10" ); 1,29 (m, 14H,
H-9-3"); 1,67 (m, 2H, H-2"); 4,14 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1"), 6,28 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2),
6,87 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,04 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,16 (d, J=2,0 Hz, 1H,
H-5),7,52 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).
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13C RMN (CDsCOCDs; 100 MHz):5 15,1 (C-10'); 24,1 (C-9'); 27,4 (C-3'); 30,3 (C-
2'): 30,8 (C-4,7'); 31,0 (C-5',6'); 33,4 (C-8'); 65,4 (C-1"); 115,9 (C-2); 116,5 (C-8); 117,1
(C-5); 123,2 (C-9); 128,4 (C-4); 146,2 (C-6); 147,0 (C-3); 149,4 (C-7); 168,2 (C-1).

MS: m/z 321,33 (M+ H) *

Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de dodecilo ou cafeiato de dodecilo
(AC12)

IH RMN (CDsCOCDs, 400 MHz): & 0,86 (t, J=7,0 Hz, 3H, H-12’ ); 1,27 (m, 18H,
H-11-3'); 1,66 (m, 2H, H-2); 4,13 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1), 6,27 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2),
6,86 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,03 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,14 (d, J=2,4 Hz, 1H,
H-5),7,52 (d, J=15,6 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCDs; 100 MHz): & 15,6 (C-12’); 24,6 (C-11); 28,0 (C-3); 30,8
(C-2'); 31,6 (C-4,9"); 31,7 (C-5-8"); 33,9 (C-10’); 66,0 (C-1"); 116,4 (C-2); 117,0 (C-8);
117,6 (C-5); 123,7 (C-9); 128,9 (C-4); 146,8 (C-6); 147,5 (C-3); 149,9 (C-7); 168,7 (C-1).

MS: m/z 347,47 (M+ H) *

Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de tetradecilo ou cafeiato de tetradecilo
(AC14)

IH RMN (CDsCOCDs3, 400 MHz): & 0,88 (t, J=6,6 Hz, 3H, H-14’ ); 1,29 ( m, 22H,
H-13-3'); 1,67 (m, 2H, H-2); 4,15 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1), 6,28 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2),
6,87 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,05 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9); 7,16 (d, J=2,0 Hz, 1H,
H-5),7,54 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDsCOCD3; 100 MHz): & 15,4 (C-14’); 24,3 (C-13'); 27,7 (C-3'); 30,6
(C-2)); 31,3 (C-4’,11’); 31,4 (C-5'-10’), 33,6(C-12"); 65,7 (C-1’); 116,2 (C-2); 116,8 (C-8);
117,3 (C-5); 123,5 (C-9); 128,6 (C-4); 146,5 (C-6); 147,2 (C-3); 149,6 (C-7); 168,4 (C-1).

MS: m/z 377,33 (M+ H) *
Resultados espectroscopicos de acordo com os descritos na literatura [151].

Trans-3- (3,4-dihidroxifenil) propenoato de hexadecilo ou cafeiato de hexadecilo
(AC16)

IH RMN (CDsCOCDs, 400 MHz): & 0,86 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-16’ ); 1,41 (m, 26H,
H-15-3); 1,65 (m, 2H, H-2'); 4,14 (t, J= 6,8 Hz, 2H, H-1), 6,28 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2),
6,87 (d, J=8,0 Hz, 1H- H-8), 7,02 (dd, J=8,4 e 2,0 Hz, 1H, H-9): 7,14 (d, J=2,4 Hz, 1H,
H-5),7,52 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).



82

FCUP

Métodos e Procedimentos Experimentais

13C RMN (CDsCOCDs; 100 MHz): 14,9 (C-16'); 23,9 (C-15'); 27,3 (C-3'); 28,0 (C-
2'): 29,0 (C-4',13"); 29,4 (C-5-12’), 31,6 (C-14'); 65,2 (C-1'); 115,7 (C-2): 116,4 (C-8),
116,8 (C-5), 123,0 (C-9); 128,2 (C-4); 146,0 (C-6), 146,8 (C-3); 149,1 (C-7); 167,9 (C-1).

MS: m/z 405,33 (M+ H) *
Resultados espectroscopicos de acordo com os descritos na literatura [151].
Trans-3- (4-hidroxifenil) propenoato de octilo (4-OH-C8)

IH RMN (CDCls, 400 MHz):5 0,87 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-8'); 1,27 (m, 10H, H-7"-3);
1,68 (m, 2H, H-2'); 4,18 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1), 6,29 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,86 (d,
J=8,8 Hz, 1H- H-6, 8), 7,41 (d, J=8,4 Hz, 2H, H-5, 9):7,62 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CDCls; 100 MHz): & 13,8 (C-8'); 22,4 (C-7’); 25,8 (C-3"); 28,5 (C-2');
29,0 (C-4',5"); 31,6 (C-6'); 64,6 (C-1'); 115,7 (C-6,8); 126,7 (C-4); 129,8 (C-5, 9); 144,5
(C-3); 157,9 (C-7); 167, 8 (C-1).

Trans-3- (4-hidroxifenil) propenoato de tetradecilo (4-OH-C16)

IH RMN (CDCls, 400 MHz):5 0,88 (t, J=6,8 Hz, 3H, H-16" ); 1,27 (m, 26H, H-15'-
3); 1,71 (m, 2H, H-2"); 4,20 (t, J= 6,6 Hz, 2H, H-1"), 6,31 (d, J= 16,0 Hz, 1H, H-2), 6,86
(d, J=8,4 Hz, 1H- H-6, 8), 7,44 (d, J=8,4 Hz, 2H, H-5, 9):7,64 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-3).

13C RMN (CD-Cls; 100 MHz):8 14,1 (C-16'); 22,7 (C-15'); 25,9 (C-3'); 28,7 (C-2);
29,2 (C-4,13"); 29,6 (C-5-12'), 31,9 (C-14'); 64,8 (C-1'); 115,9 (C-6,8); 127,2 (C-4):
129,9 (C-5, 9); 144,5 (C-3); 157,8 (C-7); 167,8 (C-1).

Resultados espectroscopicos de acordo com os descritos na literatura 581,
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3. Sintese dos ésteres do hidroxitirosol e tirosol

Os ésteres do hidroxitirosol (HT) e do tirosol (TY) de cadeia alquila curta (C1-C8)
foram obtidos por esterificacdo do HT e do TY com &cidos gordos de cadeia linear de

diferentes tamanhos com catélise enzimatica, de acordo com o procedimento descrito

por Almeida et al [248], Figura 44.

OH Novozym 435 O\H/R
o) .
HO + N THF Q/V o
R® OH HO

R T=35°C R,

HT1:R=H

HT2: R = CH3

HT3: R = CH2CHs
HT4: R = (CH2)2CHs
HT6: R = (CH2)4CHs
HT8: R = (CH2)sCHs
TY8 : R = (CH2)6CHs

Figura 44 - Sintese de ésteres do hidroxitirosol e do tirosol de cadeia curta / intermédia.

Num balao de fundo redondo colocaram-se 3,24 mmol de hidroxitirosol ou tirosol,
9,72 mmol do acido apropriado, 0,972 g de enzima Novozym 435 e 33 mL de THF.
Deixou-se a solucdo a 35°C durante um determinado tempo, controlando a reagéo por
TLC. Apds o tempo necessario de reacdo, efetuou-se a filtragdo da enzima e transferiu-
se a solucdo para uma ampola de decantagéo e adicionaram-se 80 mL de éter etilico.
Procedeu-se a lavagem da camada organica com trés porcdes de 30 mL de solugéo
aquosa de bicarbonato de soédio 0,6M. Secou-se com sulfato de sodio anidro e

evaporou-se 0 solvente no evaporador rotativo. Todos os ésteres obtidos foram

analisados e caracterizados por *H-RMN e *CRMN.

Os ésteres de cadeia alquilica longa (C10-C16) foram obtidos por

transesterificagdo do HT ou do TY com o éster metilico apropriado, procedimento

descrito por Almeida et al, com modifica¢des (Figura 45).

+ Hzo

R1=OH
R1=0OH
R1=OH
R1=0OH
R1=0OH
R1=0OH
Ri=H
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OH o Novozym 435 O\n/R
+ )L THF O + CH3OH
R4

R4 T=35°C

HT10: R = (CH2)sCHs Ri1i=OH
HT12: R = (CH2)10CH3 R1 = OH
HT14: R = (CH2)12CHs Ri = OH
HT16: R = (CH2)14CHs Ri = OH
TY16: R = (CH2)14CHs Ri = H

Figura 45 - Sintese dos ésteres do hidroxitirosol e do tirosol de cadeia longa.

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 3,24 mmol de hidroxitirosol ou de
tirosol e 9,72 mmol do éster metilico, 0,972 g de enzima Novozym 435 e 33 mL de THF.
Deixou-se a reagéo a 35°C durante um determinado tempo. No fim da reagéo, filtrou-se
a enzima e procedeu-se a purificagdo da mistura por cromatografia em coluna, usando
silica 0,063-0,200 mm como fase estacionéria e éter de petréleo/acetato de etilo 2:1 (v:
v) como eluente. Acompanhou-se a purificagdo por cromatografia de camada fina
(revelagdo UV e camara de iodo). Apds evaporacdo do solvente, os ésteres obtidos
foram identificados por 'H-RMN e *C-RMN.

3.1. Caraterizacao espetroscopica dos ésteres do hidroxitirosol e tirosol

Figura 46 - Estrutura numerada dos ésteres do hidroxitirosol e tirosol.

Formiato de 3,4-di-hidroxifelino (HT1)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): 5 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,75 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,59 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,27 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2,81 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2); 7,7 (1H, H').

13C RMN (101 MHz, (CD3)2CO): & 161,9 (C9); 145,9 (C7); 144,6 (C6); 130,2
(C3); 121,1 (C4); 116,8 (C5); 116,1 (C8); 65,2 (C1); 35,0 (C2).
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Acetato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT2)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): & 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,74 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,58 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,15 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2,76 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2); 1,96 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H1’).

13C RMN (101 MHz, (CD3)2CO): & 170,0 (C9); 145,0 (C7); 143,6 (C6): 129,7
(C3); 120,1 (C4); 115,9 (C5); 115,2 (C8); 64,8 (C1); 34,2 (C2); 27,0 (C1’).

Butanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT4)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): 5 6,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,75 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,58 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2.0 Hz, 1H, H4): 4,18 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2:76 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2); 2,24 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1’); 1,58 (m, J = 8,0 Hz, 2H, H2');
0,89 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H3).

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 173,5 (C9); 145,9 (C7); 144,5 (C6); 130,6
(C3): 121,0 (C4); 116,8 (C5); 116,0 (C8); 65,6 (C1); 36,5 (C2); 35,2 (C1’); 19,0 (C2));
13,8 (C3)).

Hexanoato 3,4-di-hidroxifenilo (HT6)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): 5 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,74 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8): 6,58 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,18 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2,77 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2); 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1’); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H,
H2'); 1,28 (m, 4H, H3-H4’); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H5).

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 172,8 (C9); 145,0 (C7); 143,6 (C6); 129,7
(C3); 120,1 (C4); 115,9 (C5); 115,2 (C8); 64,7 (C1); 34,3 (C2); 33,7 (CT’); 31,1 (C2);
24,5 (C3); 22,1 (C4’); 13,3 (C5)).

Octanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT8)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): 5 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,74 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,58 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2,77 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2): 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1’); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H,
H2'); 1,28 (m, 6H, H3'-H6’); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H7").

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 172,7 (C9); 145,0 (C7); 143,9 (C6); 129,7
(C3); 120,1 (C4); 115,8 (C5); 115,2 (C8); 64,7 (C1); 34,3 (C2); 33,8 (C1'); 31,5 (C2));
24,8 (C3'); 24,8 (C4’); 22,4 (C5); 22,4 (C6); 13,4 (CT").
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Decanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT10)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): & 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,74 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,58 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2,77 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2), 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1’); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H,
H2"), 1,29 (m, 12H, H3"-H8"); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, HY).

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 172,7 (C9); 145,0 (C7); 143,6 (C6); 129,7
(C3); 120,3 (C4); 115,9 (C5); 115,1 (C8); 64,6 (C1); 34,3 (C2); 33,8 (C1’); 31,7 (C2));
24,8 (C3'); 24,8 (C5'); 24,8 (CB'); 22,4 (CT); 22,4 (C8); 13,5 (C9’).

Dodecanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT12)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): & 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,74 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,58 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2,77 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2), 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1’); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H,
H2’), 1,29 (m, 16H, H3-H10); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H11’).

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 172,7 (C9); 145,0 (C7); 143,6 (C6); 129,7
(C3): 120,1 (C4); 115,8 (C5); 115,2 (C8); 64,7 (C1); 34,3 (C2); 33,8 (C1’); 31,7 (C2));
24,8 (C3); 24,8 (C4); 24,8 (C5); 24,8 (C6); 22,4 (CT’); 22,4 (C8); 22,4 (C9); 22,4
(C10); 13,5 (C11").

Tetradecanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT14)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): & 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,74 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,57 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1),
2,76 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H2): 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H-1"); 1,56 (quint, J = 8,0 Hz, 2H,
H2"); 1,29 (m, 20H, H3-H12’); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H13).

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 173,6 (C9); 145,8 (C7); 144,5 (C6); 130,6
(C3); 121,0 (C4); 116,8 (C5); 116,0 (C8); 65,6 (C1); 35,2 (C2); 34,7 (C1’); 32,6 (C2):;
25,7 (C3); 25,7 (C4); 25,7 (C5); 25,7 (C6); 25,7 (C7’); 23,3 (C8); 23,3 (C9); 23,3
(C10); 23,3 (C11); 23,3 (C12"); 14,5 (C13).

Hexadecanoato de 3,4-di-hidroxifenilo (HT16)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): 5 6,75 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H5); 6,74 (d, J = 8,0
Hz, 1H, H8); 6,58 (dd, J3 = 8,0 Hz, J4 =2,0 Hz, 1H, H4); 4,17 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1);
2,76 (t, J = 8.0 Hz, 2H, H2); 2,26 (t, J = 8,0 Hz, 2H, H1’); 1,57 (quint, J = 8,0 Hz, 2H,
H2'); 1,29 (m, 24H, H3-H14’); 0,88 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H15).
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13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 173,6 (C9); 145,9 (C7): 144,5 (C6): 130,6
(C3); 122,0 (C4); 116,8 (C5); 116,0 (C8); 65,6 (C1); 35,2 (C2); 34,7 (C1'); 32,7 (C2));
25,7 (C3); 25,7 (C4); 25,7 (C5); 25,7 (CB'); 25,7 (CT); 25,7 (C8); 23,3 (C9); 23,3
(C10); 23,3 (C11°); 23,3 (C12)); 23,3 (C13’); 23,3 (C14’); 14,4 (C15).

Octanoato de 4- hidroxifenilo (TY8)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): & 7,11 (dd, J = 8,8, J = 4,4 Hz, 2H, H4 e H8);
6,77 (dd, J = 8,8 Hz, J =4,4 Hz, 1H, H5 e H7); 4,21 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1); 2,83 (t, J =
7,2 Hz, 2H, H2); 2,26 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1’); 1,56 (quint, J = 7,2 Hz, 2H, H2’); 1,28 (m,
8H, H3-H6'); 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H, H7").

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 174,6 (C9); 157,9 (C6); 131,7 (C4, C8); 130,7
(C3); 117,1 (C5, C7'); 66,6 (C1); 36,0 (C2); 35,7 (C1); 33,4 (C5Y); 30,7 (C3,C4); 26,7
(C2'); 24,3 (C6’); 15,3 (CT).

Hexadecanoato de 4- hidroxifenilo (TY16)

IH RMN (400 MHz, (CD3)2CO): & 7,09 (dd, J = 8,8, J = 4,4 Hz, 2H, H4 e H8);
6,77 (dd, J = 8,8 Hz, J =4,4 Hz, 1H, H5 e H7); 4,19 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1); 2,83 (t, J =
7,2 Hz, 2H, H2); 2,26 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1’); 1,57 (quint, J = 7,2 Hz, 2H, H2’); 1,29 (m,
24H, H3-H14'); 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H, H15").

13C RMN (100 MHz, (CD3)2CO): & 174,6 (C9); 157,9 (C6); 131,7 (C4 , C8); 130,7
(C3); 117,1 (C5, C7 ); 66,6 (C1); 36,0 (C2); 35,7 (C1'); 33,6 (C4',C13'); 26,7 (C2'); 24,3
(C14); 15,3 (C15)).
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4. Sintese de ésteres do acido clorogénico

Sintetizaram-se os ésteres derivados do &cido clorogénico por esterificacdo,
adicionando ao &cido clorogénico, na proporcao de (1:10, mol/mol) um alcool com
cadeia alquilica a variar de um a dezasseis carbonos (Figura 47), de acordo com o

procedimento descrito por Giraldo et al.[249] com algumas modificacdes.

Todos os compostos foram analisados e caracterizados por TLC,*H-RMN e *C-
RMN.

O (0]

OH OH
o ~F . o ~F
catalisador
- T
(e} WOH OH + R-OH O “OH OH
HO R-O

"'OH

HO HO OH

CGA1l: R=CHs
CGA2: R=CzHs
CGA3: R=CzHy
CGA4: R= CaHo
CGA8: R= CgHz17
CGA10: R= C1oH21
CGA12: R= C12H2s
CGA16: R= CieHa3

Figura 47 - Sintese dos ésteres derivados do &cido clorogénico.

4.1. Sintese do clorogenato CGA1

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 24 h. Filtrou-se a amberlite e os molecular

sieves. Evaporou-se o metanol, obtendo-se um solido de cor esbranquigada.

4.2. Sintese dos clorogenatos CGA2-CGA4

Para um balao de fundo redondo transferiu-se 0,5 g de acido 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 solucgéo 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
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sbédio anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente, obtendo-se um sélido de cor

esbranquicada.

4.3. Sintese dos clorogenatos CGA6-CGA16

Para um baldo de fundo redondo, transferiram-se 0,5 g de acido clorogénico
(Acros, 1,41 mmol), 0,5 g de novoenzym, 0,180 g de molecular sieves, 14,1 mmol de
alcool pretendido e 2 mL de tetraidrofurano. Deixou-se a reagir durante 7 dias a uma
temperatura de 65°C. Posteriormente filtrou-se a enzima e 0s molecular sieves.
Evaporou-se o tetraidrofurano, dissolveu-se o residuo em 80 mL de acetato de etilo e
lavou-se com 6 por¢des de 30 mL de bicarbonato de sédio 0,6 M. Secou-se a camada
organica com sulfato de sodio anidro e filtrou-se. Evaporou-se o solvente, obtendo-se
um sélido de cor esbranquicada. Realizou-se a purificagdo por cromatografia em coluna

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

4.4. Caraterizacdo espetroscoOpica dos ésteres derivados do &acido

clorogénico

0]
8
OH
0717 1/2 3 {
(0] ‘\\OH 4 6
R1'\ 5 OH
16 O15 Y
‘OH

HO

Figura 48 - Estrutura numerada dos ésteres clorogenatos.

Clorogenato de metilo (CGA1)

IH RMN (CD3OD, 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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Clorogenato de etilo (CGA2)

IH RMN (C3DsO, 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 (C3DsO, 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).

Clorogenato de propilo (CGA3)

IH RMN (CD3OD, 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), 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).

Clorogenato de butilo (CGA4)

1H RMN (CDsOD, 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).

Clorogenato de octilo (CGAS8)

IH RMN (CDsOD, 400 MHz): 5 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,
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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, 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).

Clorogenato de decilo (CGA10)

IH RMN (CDsOD, 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).

Clorogenato de dodecilo (CGA12)

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).
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Clorogenato de hexadecilo (CGA16)

IH RMN (CDsOD, 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, 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).

5. Sintese de derivados do acido diidrocafeico

Sintetizaram-se dois ésteres do acido 3,4-diidroxicinamico (DH) por esterificacdo

do DH com um alcool gordo octanol e hexadecanol Figura 49.

OH 4 R™ O OH Novozym 435

HO
HO THF OH
OH T=35°C

Figura 49 - Sintese de derivados diidrocafeiatos.

Num baldo de fundo redondo, colocaram-se 3,24 mmol DH e 9,72 mmol do
alcool , 0,972 g de enzima Novozym 435 e 33 mL de THF. Deixou-se a reacgéo a 35°C
durante 4 dias. No fim da reacao, filtrou-se a enzima e procedeu-se a purificacdo da
mistura por cromatografia em coluna, usando silica 0,063-0,200 mm como fase
estacionaria e éter de petrdleo/acetato de etilo 4:1 (v: v) como eluente. Acompanhou-se
a purificacdo por cromatografia de camada fina (revelacdo UV e camara de iodo). Apos

evaporacdo do solvente, os ésteres obtidos foram identificados por *H-RMN e *C-RMN.
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5.1. Caraterizacao espetroscopica dos ésteres do acido diidrocafeico

Figura 50 — Estrutura numerada dos ésteres diidrocafeiatos.

Diidrocafeiato de octilo (DH8)

IH RMN (CDsOD, 400 MHz): & 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, H8"), 1.30 (m, 10 H, H-7"-
3), 1.58 (M, 2 H H-2), 2.54 (t, J = 7.6 Hz, 2H, H2), 2.76 (t, J = 7.6 Hz, 2 H, H3), 4.02 (1,
J=6.8 Hz, 2H- H-1"), 6.55 (dd, J = 8,0 1.8 Hz, 1-H, 9H), 6.71 (d, J = 1.8 Hz, 1H, 5H),
6.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 8H).

13C RMN (CDsOD, 100 MHz): & 15,3 (C-8'); 24,3 (C-7’); 27,6 (C-3); 30,5 (C-2');
30,9 (C-4',5"); 33,5 (C-6"); 37,8 (C-2); 65,7 (C-1); 117,0 (C-8); 117,2 (C-5); 121,9 (C-9);
134,4 (C-4); 145,2 (C-7); 146,8 (C-6); 174.1 (C-1).

Diidrocafeiato de hexadecilo (DH16)

IH RMN (CD;OD, 400 MHz): & 0,88 (t, J = 6.8 Hz, 3H, H-16"), 1.29 (m, 26H, H-
15'-3"), 1,58 (M, 2H, H-2"), 2,53 (t, J = 7,6 Hz, 2H, H2), 2,76 (t, J = 7,60 Hz, 2 H-H3), 4,02
(t, J = 6,8 Hz, 2 H-H1’), 6,55 (dd, J = 8,0, J =1,8 Hz, 1H, H-9), 6,71 (d, J = 1,8 Hz, 1 H-
5), 6,72 (d, J = 8,0 Hz, 1 H, H-8).

13C RMN (CD:0OD, 100 MHz): & 15,3 (C-16'); 24,3 (C-15'); 27,6 (C-3’); 30,3 (C-
2); 31,4 (C-4',13'); 32,1 (C-3); 36,6 (C-14’); 37,8 (C-2); 65,7 (C-1’) 117,0 (C-8), 117,2
(C-5), 121,3 (C-9); 134,4 (C-4), 145,2 (C-7); 146,8 (C-6); 174,1 (C-1).
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6. Preparacao dos sistemas emulsionados

6.1. Obtencdo do Oleo de peixe e do azeite livre de antioxidantes

naturais

Neste trabalho utilizou-se como fase oleosa o éleo de peixe e o0 azeite.

Os principais constituintes do 6leo de peixe e do azeite sao os acidos gordos sob
a forma de triacilglicerois (TAGs). Os acidos gordos presentes no 6leo de peixe em
maior quantidade séo os acidos linolénico, o acido icosapentaendico (EPA) e o acido
docosahexaenoico. Ja o azeite apresenta quantidades apreciaveis de acidos oléico,
palmitico, palmitoleico, estearico e linoleico. O alto teor em &cido oleico (55 — 83 %),
confere ao azeite elevada estabilidade em comparag¢do com o 6leo de peixe e outros
Oleos vegetais, e leva a que este seja considerado uma gordura essencialmente

monoinsaturada [250].

O azeite contém igualmente a, B, y e & tocoferdis em quantidades variaveis
(normalmente entre 100 a 200 ppm), bem como compostos fendlicos como o
hidroxitirosol e o 3,4-DHPEA-EDA, cuja concentragdo total poderd ir até cerca de 1000
ppm. O 6leo de peixe apenas apresenta a-tocoferol na sua composicdo. De modo a que
estes compostos nédo interferiram com as experiéncias da determinacgéo da distribuicdo
dos antioxidantes, bem como com a avaliacdo da sua atividade antioxidante em
emulsdes, tornou-se necessario proceder a remocédo destes antioxidantes do seguinte

modo:

e Removeram-se 0os compostos fendlicos do azeite através de extragdo liquido-

liqguido com uma solucao fortemente alcalina;
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¢ Removeram-se os tocoferdis do 6leo de peixe e do azeite passando o 6leo por

uma coluna de alumina sob pressao de azoto.

6.1.1. Remocé&o de compostos fendlicos

Removeram-se os compostos fendlicos presentes no azeite comercial através
de uma extracdo liquido-liquido [251]. Para o efeito colocou-se 1 L de azeite
(aproximadamente 820 g) num funil de separacao e efetuaram-se 4 extracdes (4 x 300
mL) com NaOH 0,5 M.

Lavou-se a fase oleosa com uma solugdo de HCI 0,5 M (2 x 200 mL) e finalmente
com solucdo saturada de NaCl (5x 200 mL). Por ultimo, secou-se a fase oleosa

resultante com sulfato de sédio anidro e filtrou-se sob presséo reduzida.

Armazenou-se o azeite livre dos compostos fendlicos no frigorifico (4 °C) até a

remocao dos tocoferadis.

6.1.2. Remocé&o de tocoferodis

Os tocoferdis presentes no 6leo de peixe comercial e no azeite foram removidos
segundo o procedimento descrito por Yoshida [252]. Para tal, utilizou-se uma coluna

cromatografica contendo alumina como fase estacionaria.

Ativou-se 400 g de alumina (6xido de aluminio 90, 0,056 — 0,200 mm, Merck)
lavando-a com agua desionizada. Posteriormente filtrou-se sob vacuo e secou-se a

alumina ativada numa mufla a 200°C durante 24 horas.

Os tocoferdis foram removidos passando o 6leo de peixe e o0 azeite pela coluna
cromatogréafica com alumina ativada. Realizou-se a eluicdo sob pressdo de azoto e

recolheu-se o 6leo num matraz, totalmente ao abrigo da luz, para evitar a fotoxidacao.

6.1.3. Quantificac&o dos fendis totais no azeite preparado [253]

Procedeu-se a ativacdo de uma coluna de SPE (Solid Phase Extraction) da
Supelco, discovery DSC-Diol 60 mL, com 60 mL de metanol, seguido de 60 mL de

hexano.
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Dissolveram-se 25 g da amostra de azeite em 30 mL de hexano e transferiu-se
guantitativamente essa solucao para a coluna. Seguidamente, lavou-se com 80 mL de
hexano. Extrairam-se os compostos fendlicos retidos na coluna com 4 por¢cdes de 60
mL de metanol, recolhendo-se o extrato para um baldo de fundo redondo. Evaporou-se
0 solvente a uma temperatura inferior a 40 °C, até a secura. Ao extrato fendlico
adicionou-se 1 mL da solucdo metanol/agua (1:1) e 2 mL de hexano, procedendo-se a
mistura utilizando o vortex. Centrifugou-se a mistura durante 10 minutos e separou-se a
fase aguosa. Procedeu-se a filtracdo da fase aquosa utilizando um filtro GHP Acrodisc

de 0,2 um e analisou-se esta por HPLC.

6.1.4. Determinacéo dos acidos gordos do 6leo de peixe e do azeite

Analisou-se a composicdo em acidos gordos dos Oleos apdés a reacdo de

transesterificacdo e a obtencao dos respetivos ésteres metilicos (FAMES), Figura 51.

//O
R»]_C\
|Ti (I)I R O*CH3 H
-1\ |
H-C-0-C + H-C-OH
O
‘ R, BF;/ A //O ‘
H-C-0-C + 3 CH3;0H R,—C H—C-OH
‘ O O*CH3 ‘
”/R3 +
H_(I;_O—C H-C-OH
H //O Il|
Triacilgelicerol R3—C\O*CH3 Glicerol

Esteres metilicos

Figura 51 — Reacao de transesterificagao [254].

Pesaram-se aproximadamente 200 mg dos 6éleos utilizados ao longo do estudo
para um tudo de hidrolise e adicionaram-se 2 mL de uma solugédo de BFs; em MeOH.
Aqueceu-se a mistura reacional em banho-maria durante 30 minutos. Arrefeceu-se a
solucdo em gelo e adicionaram-se 5 mL de éter etilico. Lavou-se com 2 por¢des de 5
mL de salmoura e 1 de agua e secou-se a fase etérea com sulfato de sddio anidro.

Armazenou-se a amostra a -20 °C até andlise.

Efetuou-se a determinacdo dos acidos gordos, apés transesterificacdo, por

cromatografia gasosa com detecdo por ionizacdo de chama (GC-FID). A identificacdo
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dos acidos gordos foi feita comparando os tempos de retencao relativos dos picos dos

FAMEs das amostras com padrdes.
Condi¢des cromatogréficas:

Coluna: DB Wax, 30 m x 0,53 mm i.d., 1um

Detetor : lonizacdo de chama,;

Temperatura do injetor: 205 °C

Programa de temperatura: 110 °C durante 5 minutos e depois
aumentar para 200 °C a uma velocidade de 3° C / min;
Temperatura do detetor: 205 °C

Fluxo de Azoto: 10 mL/ min

6.2. Preparacao de emulsdes

Prepararam-se 10 mL de cada emulsao, misturando 6leo purificado com tampé&o
citrato (0,04 M e pH= 3.65) numa proporcao de 1:9 ou 4:6 (O/A), com diferentes fracbes
de emulsionante, Tween 80 ou Tween 20, (®= 0,005 — 0,040).

Para se formar a emulséo aplicou-se a agitagédo 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 de aspeto leitoso.

6.3. Preparacdo de nanoemulsdes

Prepararam-se as nanoemulsdes em duas etapas. Primeiro preparou-se uma
emulsdo numa proporcdo de 1:9, com diferentes fracdes de emulsionante Tween 80,
(®= 0,005 — 0,040). Aplicou-se uma agitacdo constante durante 1 minuto com um
homogeneizador Polytron PT 1600 E, a uma velocidade de 20 000 r.p.m. Na segunda
etapa passou-se a emulsdo anteriormente preparada através de um homogeneizador
de alta pressédo (Nozzle Z5, Nano DeBEE, Bee International, USA), a 2500 psi (137,5
MPa) durante 3 ciclos. Cobriu-se o0 aparelho com sacos de gelo para evitar a oxidacéo
dos lipidos devido a alta temperatura causada pelas forcas tangenciais. Uma vez
preparadas as nanoemulsdes foram armazenadas no frigorifico a 4°C na auséncia da

luz. A olho nu, ndo se observou separacéo de fases durante o seu armazenamento.
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6.3.1. Caracterizacéo fisica das nanoemulsdes
6.3.1.1. Morfologia das gotas da nanoemulséao

A morfologia das gotas da nanoemulsdo preparadas foi analisada por
microscopia eletrénica de varrimento de alta resolucdo a baixa temperatura (Crio-SEM)
com Microanalise por Raios X e sistema para observacdo de amostras a baixa

temperatura.

Nesta técnica, as amostras sao colocadas sobre uma grelha, sendo arrefecidas
rapidamente, mergulhando a amostra em azoto liquido subarrefecido. Depois desta fase
inicial e sob condi¢cdes de vacuo, transferiram-se as amostras para a camara de
preparagdo com a platina arrefecida. Nesta camara, as amostras sdo fraturadas e
sublimadas a uma temperatura de -90°C durante 60 segundos, sendo revestidas por
uma liga de ouro-paladio por pulverizacédo i6nica durante 40 segundos. Por fim, sob
condigBes de vacuo, transferiram-se as amostras para a camara do SEM, efetuando-se

a observacdo das amostras a uma temperatura de -150°C.

Observaram-se as amostras num microscépio JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA
Energy 350/ Gatan Alto 2500.

6.3.1.2. Tamanho da gota e polidispersao

Determinou-se a distribuicdo do tamanho das gotas e o indice de polidispersao
(PDI) das nanoemulsdes usando um DLS (Zetasizer Nano ZS-90, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Para as medi¢cfes diluiram-se as nanoemulsdes em solugéo
tampdo (1:10 v/v) antes da andlise para evitar multiplos efeitos de dispersdo. Analisou-
se cada amostra numa célula de poliestireno descartavel (DTS0012, Malvern

Instruments).

As medices realizaram-se em triplicado a temperatura ambiente e repetiu-se 3

vezes o procedimento para cada amostra.

6.3.1.3. Avaliagcdo da estabilidade fisica das nanoemulsdes

e Método disperséo de Luz (DLS)

De modo a avaliar a estabilidade das nanoemulsdes preparadas, analisou-se por
DLS ainfluéncia do tempo de armazenamento sobre o tamanho das goticulas e o indice

de polidespersdo a uma temperatura de 30°C na auséncia de luz. Para efetuar as
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medi¢Bes diluiram-se as hanoemulsdes em solucao tampao (1:10 v/v) antes da analise
para evitar multiplos efeitos de disperséo. Analisou-se cada amostra numa célula de

poliestireno descartavel (DTS0012, Malvern Instruments).

As medicOes realizaram-se em triplicado para cada amostra e a temperatura

ambiente.
e Método de dispersdo de luz maltipla (MLS)

Determinou-se a estabilidade das nanoemulsdes preparadas por dispersdo de

luz multipla (MLS) utilizando-se um Turbiscan Lab Expert (Franca).

Esta técnica é uma excelente ferramenta que permite de forma fécil determinar
a estabilidade fisica das dispersfes coloidais, uma vez que deteta fendbmenos de
desestabilizacdo, sem recorrer a diluicdo da amostra.

O Turbiscan LAB Expert, encontra-se equipado com uma luz de infravermelho
proximo (A = 880 nm) e com dois detetores, um que deteta a luz retrodifundida ou
refletida (BS) e outro que deteta a luz transmitida (T). Assim, o detetor T deteta a luz
que passa através da amostra e o detetor BS deteta a luz difundida pela amostra para
tras. Desta forma, estes dois detetores detetam flutuacdes no volume e tamanho das
goticulas como resultado de fendmenos de migragdo ou agregacédo [255]. A migracéo
das goticulas é causada por fendmenos reversiveis, nomeadamente, a sedimentacao
ou a formacao de creme, enquanto a variacao no tamanho das particulas é causada por

fendmenos irreversiveis, com por exemplo a coalescéncia e floculagéo [276,281].

Colocou-se uma aliguota de cada nanoemulsdo numa célula de vidro cilindrico
(4 cm de altura, 1,65 centimetro de didmetro) e realizaram-se as medic¢des a trés alturas
diferentes da célula, Figura 52. Repetiu-se este procedimento a diferentes intervalos de
tempo para obter um perfil cinético que permitisse estudar a estabilidade das
nanoemulsbes com o tempo. Assim, as mudan¢as no tamanho das gotas das
nanoemulsées devido aos processos de coalescéncia, floculagdo, sedimentacdo ou

formacgé&o de creme, foram determinadas em funcéo do tempo.
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A
Alto Luz transmitida(T)
o M“N
Médio 32 m M
< Fonte de
Luz
(Infravermelho
. proximo)
Baixo Y

Luz retrodifundida ou refletida (BS)

Figura 52 — Principio do funcionamento do Turbiscan.

Analisaram-se os dados de BS em fung¢éo da altura da célula ao longo de um
tempo de envelhecimento de 16 dias (T = 30 °C) para determinar o mecanismo
predominante de desestabilizacdo. Calcularam-se os valores do indice de estabilidade
de Turbiscan (TSI), utilizados para avaliar a estabilidade fisica das nanoemulsées,

empregando a seguinte equacao:

_ Yi|Scanyer(hy) — Scan;(h))|
H

TSI

Sendo:

scan 5, valor da luz retrodifundida ou refletida inicial
scan;, valor da luz retrodifundida ou refletida para um determinado tempo
hj, é altura na célula de medida

H, é a altura total da célula

Os gréficos cinéticos de destabilizacdo mostram a variacao do TSI com o tempo,

sendo que, quanto maior o valor do TSI, menor a estabilidade do sistema.
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6.3.1.4. Potencial Zeta

O potencial zeta € uma medida da magnitude da repulsdo ou da atracdo
eletrostatica ou das cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais
gue, afetam a estabilidade. A sua medicdo oferece uma visdo detalhada sobre as
causas da dispersdo, agregacao ou floculacdo, podendo ser aplicada para melhorar a

formulacdo das emulsdes [256].

Determinou-se o potencial zeta nas nanoemulsdes por medicdo do movimento
das particulas quando sujeito a um determinado campo elétrico (mobilidade
eletroforética), (Zetasizer Nano-Nanoseries ZS, Malvern Instruments, Worcestershire,
RU). Para o efeito, diluiram-se as nanoemulsdes em solugdo tampdo (1:1000) e
colocou-se na célula de medida. O software utilizou a equacao de Smoluchowski para

converter as medidas de mobilidade eletroforética em valores de potencial zeta.

7. Determinacgdo da constante de particio P% em

sistemas binarios

Pode-se determinar a contante de particdo, P{, de um antioxidante numa mistura
binaria O/A aplicando um método direto de andlise baseado em medigbes
espectrofotométricas, que permite quantificar o antioxidante existente em cada uma das
fases de forma independente [105]. Para a determinacéo de P{(Figura 53), preparou-
se uma mistura binaria 4:6 (V1o =10 ML) de 6leo de peixe purificado e solu¢do aquosa
(Tampéo citrato 0,04 M e pH=3,65). Dissolveu-se cada antioxidante (os hidréfilos na
fase aquosa e os hidrofébicos na fase oleosa) de modo a obter uma concentracao final
de antioxidante de 3,5 x 10~3 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 um tubo de centrifuga e

procedeu-se a separacao das fases por centrifugacdo durante 45 minutos.

Preparou-se outra mistura binaria 4.6 (6leo de peixe, solucao tampao citrato

0,04M, pH=3), sem antioxidante, e procedeu-se do mesmo modo.

Diluiu-se uma aliquota (normalmente 30 pL) de cada fase (oleosa e aquosa) em

2,7 mL de uma mistura butanol:etanol (50:50, v/v) ou de tampé&o citrato, dependendo da

101



102

FCUP

Métodos e Procedimentos Experimentais

fase analisar e leu-se a absorvancia das fases ao comprimento de onda adequado para

cada composto.

A fim de quantificar a concentracdo de antioxidante em cada uma das fases,
prepararam-se curvas de calibragdo absorvancia-concentragéo para cada antioxidante
utilizando como solvente solugdo tampéo citrato 0,04 M, pH=3.65 ou uma mistura

butanol:etanol (50:50, v/v), dependendo da solubilidade do antioxidante.

Efetuou-se esta determinacdo para todos os antioxidantes estudados em

triplicado.

—

A. 6 mL Tampao Citrato 0.04M pH
3.0/ 4 mL de éleo de peixe /
3,5-10°M AO

B. 6 mL Tampao Citrato 0.04M pH
3.0/ 4 mL de éleo de peixe

—| "=

—

Tempo agitagdo 60s Centrifugagdo (45 min)

% de AO na fase Extracéo de

> (O
wggo;n_<—'

aquosa cada fase
<:| <:| (organica e
% de Ao na fase aquosa)
oraanica Medida espectrofotométrica
do AO

U

PA°
Figura 53 - Procedimento experimental seguido para a obtengéo de P9.

8. Determinacédo das constantes de particao

8.1. Sintese do sal de arenodiazénio

Sintetizou-se o sal de arenodiazoénio a utilizar, de acordo com o procedimento
descrito por Doyle [257]. Para o efeito, colocaram-se num gobelé 4,5 mL de BFs.Et,O

gque se manteve em banho de gelo-acetona a -15 °C. De seguida, dissolveram-se 2,45
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g de 4-hexadecilanilina (0,008 mol) hum volume minimo de tetraidrofurano (THF) e
adicionou-se esta solugdo ao BF3.Et;O com agitacdo continua. A mistura resultante e
em agitacao adicionaram-se gota a gota 3,3 mL de n-butil nitrito (BuONO) (0,028 mol)

iniciando-se a reacgéo de diazotacéo.

Uma vez adicionado todo o BUONO colocou-se a mistura reacional num banho
de gelo-acetona durante 20 minutos para assegurar que a reacdo fosse completa,
Figura 54.

CH,);5CH
(CH2)15CHg THF (CH2)sCHs
/©/ + BF3Et,0 + BuONO ——— >
N }
H,N BF4

+ N’/,N

Figura 54 - Sintese do sal de arenodiazonio.

Decorrido este tempo, procedeu-se a purificagéo do sal obtido por cristaliza¢éo
com acetonitrilo e éter etilico. Filtrou-se o precipitado sob vacuo e recristalizou-se mais

trés vezes com acetonitrilo e éter etilico frio.

O produto obtido, € um sdélido cristalino de cor branca que foi armazenado em
condigbes adequadas de humidade, luminosidade e temperatura com o objetivo de
minimizar a sua decomposicdo. Recristalizou-se o0 sal arenodiazénio obtido,

periodicamente para garantir a sua pureza.

Realizou-se esta sintese varias vezes ao longo deste trabalho, com rendimentos

entre os 75-85%, tendo o produto sido caracterizado por UV-Vis e RMN.

O sal arenodiaz6nio apresenta um espetro UV-Vis com um pico maximo de

absorvancia a 280 nm, tipico de compostos de diazonio substituidos em posi¢édo para.

8.2. Método de derivatizagcdo: Formacédo de um corante

Para determinar as constantes de velocidade entre os ibes 16-ArN>" e os
antioxidantes é empregue um método de derivatizacdo [214, 258], que basicamente
consiste em fazer reagir os ibes arenodiazénio com um agente acopulante que d& lugar
a4 formagdo de um corante azoico estavel, que para desta forma a reacdo com o

antioxidante de estudo.

Para que este método de derivatizacao seja Util para fins cinéticos, é necessario

garantir que a velocidade da reacao dos ides ArN>* com 0 agente acopulante seja muito
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maior que a reacdo dos ides ArN." com o antioxidante [214], de tal forma que a
concentracao do corante formado reflita a concentracdo do sal que nédo reagiu para esse
instante [214, 221, 243]. Para tal foi necessério otimizar uma serie de variaveis que
dependeram em grande parte do meio da reacao e das condi¢des experimentais sob as

guais a reacao ionica iria ocorrer.

A escolha do agente acopulante foi feita tendo em conta que 0s ensaios seriam
realizados em meio &cido de modo a ndo modificar a acidez do meio com fim de
minimizar reagdes competitivas entre os ides ArN:* e os iBes hidroxilo, e ser soluvel no

solvente escolhido.

Assim utilizou-se como agente acopulante o N-1- (1-Naftil) etilenodiamina (NED)
gue da lugar a formag&o de um corante azoico estavel em meio acido cujo espectro de

absorcao apresenta um maximo a 572 nm, Figura 55.

06 NHCH,CH,NH,*
i 1
: 16-AI’N2+ NED
04 '
| i NHCH,CH,NH,*
: O
1
02 |- |
1
N
L | N~
1
1
0I|I|I|I|'I|I|I|I|
500 520 540 560 580 600 620 640 660
(CH3)15CH3

A/nm

Figura 55 - Especto do corante azoico formado entre a rea¢@o 16ArN," e o NED em meio emulsionado.

8.3. Determinacdo das constantes de velocidade kobs aplicando o
método de derivatizacdo

Depois de preparada a emulsdo ou a nanoemulsdo, contendo AO, transferiu-se
esta para uma célula termostatizada fechada, a uma temperatura de 25 °C e em
agitacdo continua com a finalidade de minimizar a separagéo das fases e favorecer a
perfeita distribuicdo das solugdes a seguir adicionadas. Em simultaneo termostatizou-
se uma série de tubos de ensaio contendo 2,5 mL de solugdo de NED 0,0190 M. Uma
vez alcancada a temperatura de trabalho na célula e nos tubos de ensaio, adicionou-se

uma aliquota de 20 pL de uma solugéo de 16-ArN,* 0,17 M a emulsao ou nanoemulsao.
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No momento em que se adiciona a aliquota de 16-ArN;"* inicia-se a reacdo com
0 antioxidante presente na emulsdo. Retirou-se uma aliquota de 200 uL a tempos
diferentes de reacdo e adicionou-se a um dos tubos de ensaio contendo solucdo de
NED termostatizada, observando-se a rapida formacéo do corante azoico. Determinou-
se a absorvancia da solucdo contendo o corante obtido para cada tempo de reacéo a
um comprimento de onda de 572 nm, Figura 56. Obteve-se o valor de kops para a
decomposicdo dos ides arenodiazénio ajustando os dados absorvancia-tempo a

equacdao seguinte:

Iqt - chp
lnAO——AOO = —k,pst

onde A, 4, e A,representam a absorvancia a um tempo t, a absorvancia inicial e a
absorvancia a um tempo infinito, respetivamente e k,,; € a constante de velocidade

observada.

Aliquot
a 200pL

g.
Emulsao/ } Corante azdico
nanoemulsao

Abs (572 nm)
In (At-Ac)

4000

Figura 56 - Procedimento experimental seguido para a determina¢ao do Kops.

9. Avaliacéo da atividade antioxidante

A eficacia antioxidante depende, entre outros, fatores da sua localizacao no
sistema emulsionado. Portanto para correlacionar a distribuicdo do antioxidante com a
sua capacidade antioxidante € necessario ter em conta que essa atividade antioxidante

depende, da reatividade das moléculas e em grande parte da localizagdo onde ocorre a
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reacdo de oxidacdo. Assim, realizaram-se estudos em meios homogéneos de modo a
fazer uma avaliacdo da reatividade das moléculas e em meios emulsionados, de modo

a entender o efeito da distribuicdo na atividade antioxidante.

9.1. Atividade antirradicalar frente ao radical DPPH [63]

O método de DPPH é um método colorimétrico simples, baseado na diminuicdo
da absorvancia a 515 nm do radical DPPH (que apresenta uma cor purpura forte),

causada pela reacdo deste com o antioxidante.

A atividade antirradicalar define-se a partir do parametro ECso, que representa a

concentrac@o necessaria para o antioxidante captar 50% dos radicais iniciais do DPPH.

Efetuou-se a determinacédo dos valores do ECs, para os antioxidantes, medindo
espectroscopicamente o desaparecimento do radical DPPH (A=515 nm) utilizando

diferentes concentracdes de antioxidante.

Numa placa BD Falcon de 96 pocos (8x12) de poliestireno, colocaram-se 250 pL
da solucao metandlica de DPPH (0,096 mM) e adicionaram-se 50 uL de uma solugéo
metandlica de cada antioxidante (0,063 - 0,264 mol AO/ mol DPPH, concentragdo em
cada poco). Determinou-se a absorvancia a 515 nm por um periodo de 60 minutos, com

intervalos de 5 minutos. Todos os ensaios foram realizados em quadruplicado.

9.2. Avaliacdo dareatividade por voltametria ciclica.

Nas experiéncias de voltametria ciclica utilizou-se um potencidstato Hi-Tek, tipo
DT 2101, e um gerador de ondas Hi-Tek tipo PPRI, conectado a um registador Philips,
tipo PM 8043, e a uma célula de vidro de trés elétrodos. O elétrodo de trabalho consistia
num disco de carbono vitreo GmbH com 0,05 cm? de area, o elétrodo secundario uma
espiral de platina e o elétrodo de referéncia uma piscina de mercurio separada do

elétrodo de trabalho por um capilar de Luggin.

Prepararam-se solugdes stock de cada composto fenélico (10 mM) em etanol.
As solucbes de trabalho voltamétricas foram preparadas, na célula eletroquimica,
diluindo 0,1 mL da solucéo stock inicial em 10 mL de eletrélito suporte, para obter uma
concentracao final de 0,1 mM. Preparou-se o eletrélito de suporte pH 7,3 diluindo 6,2

mL de hidrogenofosfato de dipotassio 0,2 M e 43,8 mL de dihidrogenofosfato de potassio
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0,2 M a 100 mL. Preparou-se igualmente o eletrdlito de suporte de pH 3,6 ajustando o
pH de dihidrogenofosfato de potassio 0,1 M com acido fosférico. As emulsbes foram
preparadas diluindo 0,1 mL da solucdo stock em 10 mL de eletrélito suporte e
adicionando 0,1 mL de uma solu¢do Tween 80 ou Tween 20 de 0,6 g / mL. Colocou-se
a solucdo durante 1 minuto num banho ultrassénico e depois adicionou-se a célula

eletroquimica.

As condigdes experimentais utilizadas foram: velocidade de varrimento (V / s) =
0,1; potencial inicial (V) = -0,2; potencial de inversao (V) = 0,6; potencial final (V) = -0,2.
No fim de cada experiéncia mediu-se a diferen¢a do potencial do elétrodo de mercurio,
em relacdo a um elétrodo de referéncia (o elétrodo de Ag/AgCl). Entre as experiéncias,

o elétrodo de trabalho foi repolido com p6 de alumina (0,05 mm).

9.3. Teste da estufa de Schaal ( “Schaal Oven Test”)

Realizou-se a avaliagédo antioxidante nos sistemas emulsionados utilizando um

teste de aceleracao oxidativa “Teste da estufa de Schaal®.

Prepararam-se os sistemas emulsionados em frascos previamente tratados com

HCI 37 % para evitar a contaminagao por metais.

Preparou-se cada emulsdo/nanoemulsdo em triplicado de acordo com o
procedimento descrito na seccdo 6.2 e 6.3. Adicionou-se cada antioxidante as
emulsées/nanoemulsdes numa concentracao de 1,25 mM no 6leo. Preparou-se também

emulsdes / nanoemulsdes sem a adicdo de antioxidante (amostras controlo).

Colocaram-se as emulsdes/nanoemulsdes na estufa a 40 °C para acelerar o

processo de oxidacao lipidica.

Periodicamente retiraram-se aliquotas de 12,5 uL ou 25 uL de cada amostra,

determinando-se de seguida o contetido em dienos conjugados.

9.3.1. Determinacdo do Conteudo em Dienos Conjugados

Os dienos conjugados que se formam durante o processo de oxidacdo podem
ser determinados por espectrofotometria, pois apresentam uma forte banda de absorcéo
a 233 nm.
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Periodicamente, retiraram-se aliquotas (12,5uL ou 25 pL) de cada amostra
sujeita ao teste de Schaal para baldes volumétricos de 10 mL. Dissolveu-se cada
amostra em etanol e analisou-se o conteudo em dienos conjugados medindo a

absorvéancia desta solugcdo ao comprimento de onda de 233 nm.

Calculou-se a percentagem de dienos conjugados (% CD) usando a massa
molecular relativa e a absortividade molar do hidroperdxido do acido linoleico (280 g/mol,
€= 26000), segundo a equacao 53 :

AbS;33 nm

% CD =1,0769
Céleo peixe (%)

(53)

Sendo:
Abs,33 nm- @ absorvancia da solucéo;

Csieo de peixe - CONCENtracdo do dleo na solugdo em g/ L;

9.3.2. Determinacdo do indice de peroxidos

A determinacdo do indice de peréxidos (IP), assenta no principio de que os
peréxidos, produtos primérios da oxidagdo, reagem, em meio acido, com ides iodeto,
dando origem a iodo. A quantidade de iodo produzida por esta reagdo pode ser
contabilizada por uma titulagdo com tiossulfato de sédio, na presenca de amido [111]. A
determinacgéo do indice de perdxidos foi feita segundo a norma portuguesa NP EN 1ISO

3960:2004 - Determinagéo do indice de peréxidos.

Pesaram-se 0,200 g de 6leo e adicionaram-se a amostra 5 mL de uma solugéo
de acido acético glacial/cloroférmio (3:2, v/v) agitando-se até a dissolu¢cao completa
desta. Adicionou-se 0,5 mL de uma solugéo saturada de iodeto de potassio e permitiu-
se que reagisse durante 1 min. No fim desse periodo adicionaram-se 5 mL de agua
destilada. Titulou-se a mistura com tiossulfato de sddio 0,01M, sob forte e constante
agitacdo, até ao desaparecimento da cor forte amarela do iodo (amarelo), ponto no qual
se adicionaram algumas gotas de cozimento de amido. A titulacdo continuou até ao
desaparecimento da cor cinza azulada. O indice de peréxido, IP, € expresso em

miliequivalentes por quilograma e calculado pela equacao 54:
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1p = 1000 X (V —Vy) X C (54)

m

Sendo:
V, — volume gasto, em mL, na titulacdo branco;
V — volume, em mL, da solucdo de tiossulfato de sédio usada na determinacao;

C — a concentracdo, em M, da solugcdo de tiossulfato de sodio usada na

titulagéo;

m— amassa, em g, do dleo.

10. Andalise 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.

A andlise de regressao linear Stepwise (SLRA) foi aplicada aos dados para
selecionar os preditores que melhor explicam a estabilidade. Para construir os modelos
SLRA foi usado um p < 0,05 para o preditor entrar e p > 0,1 para o remover. O software
utilizado foi o SPSS 25,0.
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Resultados e discusséo

1. Emulsdes O/A

1.1. Composicao Quimica

Fase oleosa

Ao longo deste trabalho utilizou-se como fase oleosa o 6leo de peixe e o azeite.
Determinou-se a composicdo em acidos gordos dos diferentes 6leos, encontrando-se

os resultados na Tabela 6.

Oleo de peixe Azeite
Acido gordo Tempo . Tempo .
) Quantidade (%) ] Quantidade (%)
retencdo (min) retencdo (min)
Acido Miristico (C14:0) 11,43 33 £03 = - e
Acido palmitico (C16:0) 13,59 15,7+ 2,1 13,59 11,6 £0,2
Acido palmitoleico (C16:1) 13,97 45+01 - e
Acido estearico (C18:0) 15,90 38+1,1 15,96 2,7+0,05
Acido oleico (C18:1) 16,28 16,0+ 0,7 16,41 76,2+0,3
Acido vacénico (C18:1n7) 16,36 Al | =
Acido linolénico (C18:3) 18,70 72452 e e
Acido linoleico (C18:2) = .. 17,00 9,5+0,1
Acido icosapentaendico
21,06 158+7,1
EPA (C20:5)
Acido docosahexaen6ico
23,81 28,8+ 8,1
DHA (C22:6)

Tabela 6 — Composicéo em acidos gordos do 6leo de peixe e do azeite, dados obtido por cromatografia gasosa.

Verificou-se que os acidos gordos maioritarios polinsaturados do 6leo de peixe
séo o acido EPA e o DHA, com percentagens médias de aproximadamente 16% e 29%.
Ja o azeite é composto maioritariamente por acido oleico (76%), apresentando cerca de

10% e 12% de &cido linoleico e palmitico, respetivamente.

Atendendo ao mecanismo de autoxidacdo, a estabilidade oxidativa dos PUFAs
deveria ser inversamente proporcional ao seu numero de hidrogénios bis-alilicos. No
entanto, o estudo da oxidacdo de PUFAs altamente insaturados, como DHA (22:6, w-3)

e EPA (20:5, ®-3), muito comum em Oleos de peixe, em sistemas micelares e
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lipossomais, tem dado resultados inesperados. Em tais sistemas, a conformacéao destes
acidos gordos em presenca de moléculas de dgua induz uma conformacé&o espacial que
leva a uma protecao dos hidrogénios alilicos sendo por isso um fator importante para a
sua estabilidade. De fato, DHA ou 0 EPA, mostraram ser mais estaveis frente a oxidacao
do que o acido linolénico (18: 3, w-3) [259], e até do que o acido linoleico, contrariamente
ao que seria de esperar nestes sistemas. Portanto, a avaliagéo da atividade antioxidante
de moléculas nos sistemas emulsionados neste estudo serd efetuada sempre que

possivel utilizando 6leo de peixe rico em édmega-3.

Fase aquosa

Utilizou-se como fase aquosa uma solugdo de tampdo citrato, com uma
concentracdo de 0,04 M, a pH=3,65. Utilizou-se o &cido citrico devido &as suas
propriedades como agente quelante, uma vez que forma complexos de coordenacao
metalica estaveis (tipicamente 1:1) que ndo catalisam a oxidacao lipidica [260]. As
contantes de quelagdo do &cido citrico com os ides metdlicos varia de 10% a 10° M7,
sendo para o Fe(ll) k=1600 M. Estes valores sdo muito superiores aos descritos para
as constantes de ligagdo dos polifendis utilizados [261] com os iBes metalicos que varia
de 8 a 102 ML, Para o Fe(ll), esta constante é de k=8 M. Além disso, a concentracdo
de acido citrico utilizada na preparacdo das emulsdes € ~ 10 vezes superior a dos
AOs. Portanto, as constantes de ligacdo do &cido citrico sdo muito maiores para
vestigios de metais quando comparadas com as dos AOs, ou seja, a concentragéo de
complexos de iBes citrato-metal 1:1 é pelo menos, 102-103 vezes superior a dos
complexos de AO- metal. Para Fe (Il) e de acordo com as contantes de ligacéo, espera-

se que a razdo molar dos complexos citrato-ferro / AO-Fe seja cerca de 2000. [262].

Deste modo espera-se eliminar o possivel efeito da presenca de vestigios de
metais no desenrolar da oxidacdo lipidica e na capacidade antioxidante das varias

moléculas testadas.

Emulsionante

Ao longo deste trabalho, utilizaram-se emulsionantes ndo iénicos, Tween 80 e
20 (Figura 57). Estes emulsionantes sao pouco sensiveis a mudancas de pH ou & adicédo

de eletrdlitos e permitem a obtencéo de emulsdes e nanoemulsdes O/A. [263].
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Tween 80

wtx+y+z=20

Figura 57 — Estrutura do Tween 80 e do Tween 20.

A utilizacdo preferencial do emulsionante n&o iénico Tween 80 na preparagéo
das emuls6es/nanoemulsdes O/A deveu-se o facto de apesar do alto valor de equilibrio
hidrofilico-lipofilico (HLB), este permite a formac¢do de goticulas de tamanho muito
pequeno, uma vez que a estrutura monoinsaturada do residuo de &cido oleico possui
um parametro de empacotamento superior ao das moléculas de Tween contendo acidos

gordos saturados (lineares) [264, 265].

7

A geometria molecular do emulsionante é classificada pelo parametro de
empacotamento (p ), que é a area da sec¢ao transversal do grupo da cauda em relacéo
ao grupo da cabeca e é dada por:

p=o (55)

ap

Onde: a; — area da cauda

ay — area da cabeca

As diferengcas no empacotamento do emulsionante na fronteiras 6leo-agua
influenciam as caracteristicas interfaciais, que provavelmente desempenham um papel
importante na formacao de goticulas pequenas. O Tween 20 (C12: 0), 40 (C16: 0) e 60
(C18: 0) possuem cadeias lineares saturadas, enquanto Tween 80 (C18: 1) possui uma
cadeia insaturada. Assim, o Tween 80 apresenta ter um parametro de empacotamento

(p) superior (devido a maior area de cabeca ) do que o Tween 20, 40 ou 60 [264]. Assim
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e de modo a obtermos nanoemulsdes com tamanho de gota 0 menor possivel, utilizou-

se 0 emulsionante Tween 80.

1.2. Tamanho de gota, polidisperséo e potencial zeta

O tamanho de gota e polidispersdo das emulsbtes 1:9 e 4:6 (6leo de
peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65/Tween 80) para a fracdo de emulsionante de @, =
0,005, foram determinados por disperséo de luz dindmica (DLS), T=25°C. O instrumento
calcula a distribuicdo do tamanho das gotas pela dependéncia angular da intensidade
da luz dispersa pela emulsdo usando a teoria de disperséo de Mie. Foi considerado o

indice de refracdo do 6leo de peixe de 1,59.

Na Figura 58 mostra a intensidade relativa em funcdo do tamanho médio de gota,

obtido para as emulsdes 1:9 e 4:6, para uma fracdo de emulsionante de ®, = 0,005.

407
307

207

Intensidade Relativa (%)

giﬁ—g\i S S - ‘ A S ——

100 1000 10000

Tamanho médio da gota/nm

Figura 58 - Intensidade relativa em fungdo do tamanho médio de gota, para emulsdes 1:9 (verde) e emulsGes 4:6
(vermelho), 6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween 80.

O tamanho médio de gota aumentou, com o0 aumento da fase oleosa.

As emulsdes mostram uma distribuicdo bimodal, mostrando dois picos, um mais
estreito por volta dos 80 nm, e outro mais largo por volta dos 1000 nm para as emulstes
1:9 e por volta dos 80 nm e 5000 nm para as emulsdes 4:6. A polidispersdo € muito
alta cerca de 0,91 para emulsbes 1:9 e 1,33 para emulsdes 4:6 , mostrando que as

emulsdes sao polidispersas.

Determinou-se o potencial zeta, por DLS, para as emulsdes 1:9 0leo de
peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween 80, para cada fracdo de emulsionante

utilizada, Figura 59.
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-35

Figura 59 — Valores potencial Zeta (mV) em fungdo da fragdo de emulsionante, para emulsées 1:9 éleo de peixe/tampéao
citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween 80.

Através da Figura 59, observou-se que o potencial, aumentou com a fracao de
emulsionante, apresentando um valor entre -30 e -20, os valores absolutos foram
inferiores a 30 mV, sugerindo que o principal mecanismo de estabilizacdo é

consequéncia da adsor¢cdo do emulsionante a interface 6leo-agua.

2. Nanoemulsao

2.1. Tamanho da gota, polidispersao e potencial zeta das nanoemulsdes
2.1.1. Efeito do numero de ciclos no tamanho de gota

De modo a serem preparadas nanoemulsdes (1:9) a partir das emulsdes (1:9)
anteriormente preparadas com o Oleo de peixe, analisou-se o ndmero de ciclos,
necessarios de passagem através do homogeneizador de alta pressdo para obter

tamanhos de gota o mais baixo possivel.

A Figura 60 mostra a intensidade relativa (A) e o tamanho médio de gota (B)

obtidos em funcé@o do nimero de ciclos, para a fracdo de emulsionante ®,= 0,0378.

Depois de passar as emulsdes através do homogeneizador de alta presséo, o
tamanho médio de gota diminuiu notavelmente, com o aumento do nimero de ciclos,
alcancando um valor constante ao fim de trés ciclos, apresentando uma distribuicdo

monomodal,
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Figura 60 — (A) Intensidade relativa em fungéo do tamanho médio de gota para os 3 ciclos; (B) Variagdo do tamanho
médio de gota em funcé@o do nimero de ciclos para trés fragdes de emulsionante Tween 80.

Assim prepararam-se, todas as nanoemulsdes utilizando-se 3 ciclos de

passagem, de modo obter tamanhos de goticulas o menor possivel.

2.1.2. Efeito da concentragcdo de emulsionante
2.1.2.1. Tamanho médio de gota

O tamanho médio de gota depende da quantidade de emulsionante empregue
na preparacdo da nanoemulsdo. A Figura 61(A) mostra a variagdo do tamanho médio
das gotas em funcdo da fracdo de emulsionante utilizada. O tamanho médio de gota
diminuiu com o aumento da concentragdo de emulsionante de ~ 300 nm a 150 nm
aumentando a fragdo de emulsionante de 0,005 a 0,04. Isto pode ser devido ao facto de
0s emulsionantes serem adsorvidos na interface Oleo-agua, aumentando a area
interfacial enquanto reduzem a tensdo interfacial, levando a tamanhos de gotas
menores. Por outro lado, estando presente mais emulsionante para cobrir qualquer nova
superficie, de gotas formadas durante a homogeneizacdo, a superficie das goticulas

ser& coberta mais rapidamente pelo emulsionante [23, 266, 267].
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Figura 61 — (A) Tamanho médio da gota em fungdo da fragdo de emulsionante, (B) valores da polidispersédo (PDI) em
funcdo da frag@o de emulsionante, ®,, para nanoemulsdes 1:9 6leo de peixe tampdo citrato 0,04M, pH=3,65/ Tween 80.

Os valores de PDI, fornecem informagbes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos. Amostras com valores de PDI iguais ou inferiores a 0,3,
como as obtidas para as nanoemulsdes preparadas (Figura 61B), sdo consideradas
monodispersas [42, 268, 269].

2.1.2.2. Potencial Zeta

O potencial zeta € um parametro normalmente utilizado para a avaliagdo da
estabilidade das nanoemulsdes, fornecendo informacfes sobre a carga das gotas,
especialmente quando emulsionantes n&o-idnicos sdo utilizados na preparagcédo das
nanoemulsdes [20, 270]. Valores absolutos elevados de potencial zeta correspondem a
dispersfes estaveis cujo o principal mecanismo de estabilizacdo é devido a repulsdo
eletrostética entre as gotas, entretanto valores mais baixos de potencial zeta sdo
indicativos de estabilizacao estérica [271]. Determinou-se os valores de potencial zeta
por DLS, os valores obtidos para as nanoemulsdes sdo baixos, tal como esperado para
nanoemulsbes estabilizadas com emulsionantes nao-iénicos, como o Tween 80.
Dependendo da concentracdo de emulsionante, os valores de potencial zeta variam
entre -18,2 a -13,5 mV. Em qualquer caso, os valores absolutos foram inferiores a 30
mV, sugerindo que o principal mecanismo de estabilizagdo é consequéncia da adsorgao
do emulsionante a interface o6leo-agua. Curiosamente, o potencial zeta para as
emulsdes 6leo em agua com uma razao de 1: 9 mostrou um valor inferior (-22,6 mV) do

gue o encontrado para nanoemulsées (-15,70 mV) com a mesma razao de agua e 6leo
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e a mesma concentragdo emulsionante (®,=0,008), sugerindo que ha uma diminui¢céo
do potencial zeta ao aumentar o tamanho da gota (Tabela 5 e Figura 62).
1020,

0 T T T T
1 2 3 4

Figura 62 — Valores potencial Zeta (mV) em fungdo da fracdo de emulsionante, para nanoemulsdes 1:9 6leo de
peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween 80.

2.2. Morfologia das nanoemulsdes

Analisou-se a morfologia das gotas das nanoemulsdes preparadas por
microscopia eletronica de varrimento de alta resolu¢cdo, com microanalise por Raios X,

com sistema para observagcdo de amostras a baixa temperatura (Crio-SEM).

Na Figura 63 encontram-se as imagens obtidas por Crio-SEM, para as fragbes
de emulsionante de 0,005, 0,01 e 0,02.

1 lum |

Figura 63 — Imagens de Cryo-SEM de nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato), @, =0,005 , ®, =0,01, e ®, =0,02.

Podemos verificar através da Figura 63 que as gotas séo esféricas, com um

tamanho médio de 297 nm para frac6es de emulsionante 0,005, de 227 nm para fracbes
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de emulsionante de 0,01 e de 175 nm para a fragdo de emulsionante de 0,02, estes

dados estéo de acordo com os obtidos por DLS.

2.3. Estabilidade fisica: Efeito do tempo de armazenamento

2.3.1. Variacdo do tamanho de gota médio e polidispersdo ao longo do
tempo - DLS

De modo avaliar a estabilidade das nanoemulsdes preparadas, examinou-se a
influéncia do tempo de armazenamento no tamanho das goticulas e no indice de

polidispersédo a T = 25 ° C, na auséncia de luz.

A Figura 64 mostra a variacao dos tamanhos médios das goticulas com o tempo
para diferentes fracdes de emulsionante utilizadas na preparacdo das nanoemulsées. O
tamanho das gotas aumentou com o tempo até um valor constante ao fim de 3-4 dias,
para todas as concentragbes de emulsionante. O indice de polidispersédo, PDI,
aumentou ligeiramente durante os primeiros 2-3 dias, atingindo igualmente um valor
constante ao fim desse tempo, o valor final continuou menor do que 0,3, indicando que
o0 tempo de armazenamento (envelhecimento) ndo afetou significativamente a
distribuicdo do tamanho médio das goticulas. No geral, os resultados indicam que as
nanoemulsdes sédo bastante estaveis com o envelhecimento, pelo menos durante 16
dias. De referir que por observagdo a olho nu, as nanoemulsdes preparadas

mantiveram-se estaveis quando mantidas a 4°C por mais de 6 meses.
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Figura 64 — Variagéo do tamanho médio de gota (A) e do indice de polidisperséo (B) das nanoemulsdes 1.9 6leo de
peixe/tampéo citrato, estabilizadas com diferentes fra¢cdes de emulsionante Tween 80.
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2.3.2. Método de disperséo de luz multipla (Turbiscan)

O indice de Estabilidade Turbiscan (TSI) é utilizado como medida da estabilidade
fisica das nanoemulsdes. Valores maiores de TSI indicam maior instabilidade fisica das

nanoemulsdes.

A Figura 65 mostra que as nanoemulsdes preparadas com maiores fracdes de
emulsionante apresentam um maior valor de TSI e, portanto, maior instabilidade,
enquanto que as nanoemulsées com fracdes de emulsionante de ®, = 0,0047 a ®, =

0,0094 apresentaram os menores valores de TSI e, portanto, mais estabilidade.

100

- —@—d,=0.0047 —@—d,=0.0188
g0 | |—@—®;=00074 —0—d,=0.0282
—@—1,=0.0094 —@— @, =0.0378

TSI

8
t/dias

Figura 65 — indice de estabilidade (TSI) em funcéo do tempo, para vérias fracées de emulsionante, T=30°C.

A Figura 66 mostra os resultados obtidos para as varias medi¢cdes de disperséao
de luz efetuadas ao longo do tempo nas nanoemulsGes de Gleo de peixe 1: 9 (O/A)
preparadas com ®, = 0,0047 e com ®,=0,0378a T =30°C. A Figura 66(A) mostra a
variacao da luz retrodifundida ou refletida (ABS) em fungdo da altura da célula de
medicdo e do tempo. Nas nanoemulsdes preparadas com ®, = 0,0047, ndo foram
observadas variagdes no valor de ABS na zona intermédia da célula, o que indica que
ndo ocorreram variagdes no tamanho da goticula nesta zona. Estes resultados sugerem
gue nenhum processo de coalescéncia ou floculagdo ocorreu durante os 17 dias de
armazenamento. No entanto, verificou-se uma diminuicdo em ABS na area inferior da
célula de medicao (parte esquerda do gréfico) e um aumento na zona superior (parte
direita do gréfico), revelando o inicio de um processo de formacdo de creme devido
provavelmente & migracédo de goticulas maiores da zona mais baixa para a zona mais

alta da célula, provocada pela diferenca de densidades entre o 6leo e a agua.
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Figura 66 — Perfis da luz retrodifundida ou refletida (ABS) em funcéo da altura da amostra (mm), para duas fragbes de
emulsionante, ®,=0,0047 (A) e =0,0378 (B).

A Figura 66(B) mostra a variacdo de ABS com a altura da célula de medicao para
nanoemulsdes de 6leo de peixe 1: 9 (O/A) preparadas com @, = 0,0378. Observou-se
um aumento de ABS nas zona intermédia da célula de medig¢&o, o que é caracteristico
de um aumento do tamanho das gotas. O facto de a luz retrodifundida aumentar na zona

intermédia sugere a presenca de ocorréncia de floculacdo e coalescéncia [49].

2.4, Estudos teodricos

Para obter mais informacdes sobre as caracteristicas fisicas das hanoemulsfes
e analisar a presenca de micelas de Tween 80, realizamos uma série de calculos
tedricos para ter uma ideia do nimero de gotas no sistema, Ng, a area interfacial total
de goticulas, Sg, a massa total de emulsionante adsorvido na interface das goticulas
(assumindo que a interface € saturada) e a massa de emulsionante remanescente na
fase aquosa apos a saturagdo. Os calculos para as nanoemuls6es mostradas na Tabela
7 baseiam-se em 10 g de Oleo/agua de 1. 9 (v/v) para trés concentracdes de
emulsionante ( 0,005, 0,01 e 0,02). Os resultados sugerem que para uma menor
concentracdo de emulsionante utilizado, pode ndo existir emulsionante suficiente para
saturar completamente as interfaces. Consequentemente, ndo ha micelas presentes
nas nanoemulsGes contendo apenas @, = 0,005. Por outro lado, a quantidade de
emulsionante usada para estabilizar as nanoemulsées contendo ®, = 0,01 e, ainda em
maior medida, as nanoemulsbes contendo ®, = 0,02 € muito maior do que as

necessarias para recobrir a superficie das gotas (Tabela 7), sugerindo ndo sO a
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presenca de micelas Tween 80, mas também uma melhor cobertura das goticulas. Esta
melhor cobertura pode proteger as goticulas lipidicas da espécie pro-oxidante
dissolvidas na fase aquosa, aumentando a estabilidade do sistema. As micelas de
emulsionante ndo-i6nico podem-se aproximar das gotas devido a auséncia de repulsao
elétrica, como mostrado pelo baixo potencial zeta. Emulsionantes e moléculas de éleo
trocam muito rapidamente, a troca de emulsionantes entre micelas e a solu¢cao aguosa
ocorre em torno de 10 segundos, e a vida média de uma micela é de cerca de 1073
segundos [272]. Assim, ambas as micelas e gotas de nanoemulsdo podem adquirir
excesso de emulsionante por adsor¢cdo do emulsionante na interface 6leo-agua a partir
de micelas que coalescem ou se dissociam nas proximidades das goticulas, permitindo

que as moléculas de emulsionante sejam adsorvidas [273-275].

Tabela 7 — Caracteristicas das emulsdes e nanoemulsdes preparadas com 6leo de peixe. d = didmetro de gota; Vg =
nxd3 / 6, volume de uma gota; Sy = nxd2, superficie da gota; Ng = Vieta, sieo / Viora, NUMero total de gotas, (Viotais éieos € O
volume total de 6leo por 10 g de emuls&o); St = 6XViataieieo/ d, Superficie de todas as gotas; Mrso, gota = Stotal X [, Massa
de emulsionante necesséria para saturacdo de 100 g de emulsédo (estimada usando uma cobertura interfacial na
saturag&o de I',, =2x10° mol m2[91, 276], Mo, excesso = MTs0 - mT80, gotas EXCESSO (g) de Tween 80 que podem permanecer
na fase aquosa.

NanoemulsGes Emulsdes

@, 1,0 1,0 1,0 1,0 4,0

102 @ 0,5 1,0 2,0 0,5 0,5
¢-potential (mV) -18,1 -14,2 -13,5 -22,6 nd
108 d (m) 0,297 0,227 0,175 1,28 6,46
10*2 Sy (M?) 0,28 0,16 0,10 5,0 131
10%° Vg (m?3) 1,37 0,61 0,28 105 141
10712 Ng 73 163 357 9,5 0,28
Stotal (M?) 20,2 26,4 34,3 4,8 3,7
102 mrsopisponivel / M? de superficie (g) 0,25 0,38 0,58 1,05 1,00
10% mso, gota (9) 0,53 0,69 0,90 0,12 0,10

102 Ms0, excesso (9) -0,03 0,31 1,10 0,38 0,40



Capitulo 2 — Acido Galico e derivados
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Para ser possivel correlacionar a distribuicdo do acido gélico e dos seus
derivados com a atividade antioxidante, realizou-se experiéncias para determinar em
primeiro lugar a capacidade antirradicalar destes, de modo a verificar que a sua
reatividade ndo era alterada pela introducdo de cadeias de tamanhos distintos na
molécula (Figura 67) e, posteriormente estudou-se a sua eficicia antioxidante em

emulsdes e nanoemulsdes modelo contendo como fase oleosa 6leo de peixe.

_H Acido Galico (AG)

_~ Galato de metilo, MG

_~_~ Galato de propilo, PG

:

:

§ -\ Galato de etilo, EG
:

% _~_"~_ Galato de butilo, BG
:

o NN Galato de octilo, OG

HO N N PN P
(@) Galato de dodecilo, LG

HO
OH

Figura 67 - Estrutura quimica do acido gélico e derivados.

Assim, avaliou-se a reatividade dos compostos em meios homogéneos frente ao

radical DPPH" e por voltametria ciclica.

1.Reatividade do acido galico e seus derivados

1.1. Reatividade do acido gélico e derivados frente ao radical DPPH*

O método de DPPH" é um método colorimétrico simples que se baseia na
diminuicdo da absorvancia do radical DPPH' (que apresenta uma cor purpura) a 515
nm, devido a ocorréncia da reacdo deste com o antioxidante. Na Figura 68 (A) esta
representado um exemplo tipico da variagdo de absorvancia obtida para o
desaparecimento do radical DPPH* em funcdo do tempo, na presenca de diferentes
concentracdes de galato de butilo. A atividade antirradicalar define-se a partir do
parametro ECso, que representa a concentracdo minima necessaria para o antioxidante

reagir com 50% dos radicais de DPPH" inicias.
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Para determinar este parametro representou-se graficamente para um
determinado tempo, a variacdo da percentagem de DPPH" em funcédo da relacdo mol

AO/mol DPPH’, Figura 68 (B).
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Figura 68 - (A) Variacdo da absorvancia do radical DPPH* (A=515 nm) na presenga de diferentes concentragdes de
galato de butilo -e- 0,051 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,068 mol de AO/mol DPPH?*, -¢- 0,085 mol de AO/mol DPPH?®, -e-
0,10 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,12 mol de AO/mol DPPH?*, -¢- 0,14 mol de AO/mol DPPH?*, T=25°C. (B) Representacédo
da variagao da percentagem de DPPH*® com a concentracéo de galato de butilo, expressa em mol AO/mol DPPH?*, para
os distintos tempos de reagdo, com o correspondente ajuste linear, -e- 5 minutos, -e- 15 minutos, -¢- 30 minutos, -e- 60
minutos.

Os valores de ECso obtidos para o acido gélico e para os seus derivados

encontram-se na Tabela 8.

Uma vez que estes valores indicam a relagdo mol AO/mol DPPH*® necesséria
para reduzir a concentragdo de radicais DPPH para metade, aqueles antioxidantes que
apresentam um valor de ECsp menor, sdo 0s que apresentam uma maior atividade

antirradicalar.

Tabela 8 - Valores de ECs, obtidos para diferentes tempos de reagdo para o acido galico e seus derivados.

t / minutos 5 15 30 60
Antioxidante ECsot o ECoto ECsot o ECsot o
AG 0,1024+0,0025 | 0,0946+0,0026 | 0,0923+0,0019 | 0,0911+0,0021
MG 0,1078+0,0017 | 0,1022+0,0011 | 0,0994+0,0010 | 0,0982+0,0014
EG 0,1175+0,0045 | 0,1128+0,0139 | 0,1110+0,0019 | 0,1086+0,0015
PG 0,1117+0,0031 | 0,1069+0,0024 | 0,1037+0,0019 | 0,1101+0,0009
BG 0,1122+0,0056 | 0,1073+0,0027 | 0,1038+0,0013 | 0,1002+0,0015
OG 0,1009+0,0046 | 0,0930+0,0006 | 0,0908+0,0007 | 0,0893+0,0007
LG 0,0933+0,0001 | 0,0896+0,0008 | 0,0879+0,0004 | 0,0870+0,0004

ECso expresso em mol de antioxidante/ mol de DPPH*
Com um nivel de significancia P <0,05
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Com os resultados obtidos verifica-se que, em solu¢do metandlica, ndo existem
diferencas estatisticamente significativas no valor de ECso para o acido galico e os seus
derivados. Conclui-se assim, que o tamanho da cadeia hidrocarbonada nédo altera a
reatividade dos compostos, o que seria esperado uma vez que a estrutura fendlica é

mantida em todos os compostos.

1.2. Determinacgao do primeiro potencial anddico - Voltametria Ciclica

Os antioxidantes primarios sdo agentes redutores, pelo que reagem com as
espécies oxidantes pela doacdo de eletrdes. Desta maneira, o poder redutor de um
antioxidante, avaliado pela voltametria ciclica, normalmente correlaciona com a eficacia
antioxidante destes. O poder redutor dos compostos é dado em funcéo do potencial do

primeiro pico anédico (Epa).

Na Tabela 9, encontram-se os resultados do potencial do primeiro pico anddico
(Epa).

Tabela 9 - Valores do primeiro potencial anddico, determinados por voltametria ciclica, para o acido galico e derivados.

pH=7,3 pH=3,6 pH = 3,6 + Tween 80
Antioxidante ‘Epa (V) ‘Epa (V) ‘Epa (V)
AG 0,253 0,348 —-
MG 0,247 0,350
EG 0,240 0,361
PG 0,253 0,356
BG 0,263 0,369
oG 0,248 0,353 0,367
LG 0,260 0,360 0,370

*Epa, potencial anddico vs Ag/AgCl.

Compostos com potenciais anédicos mais baixos sédo mais facilmente oxidados
e geralmente apresentam melhores atividades antioxidantes, de acordo com o descrito
por Mannino el al [277]. Os resultados mostram que ndo ha diferencas significativas no
valor potencial anddico para os varios diferentes galatos com diferengas menores que
9%. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos para os valores de
ECso, uma vez que também néo foi observada diferencas de reatividade entre os varios
galatos e o radical DPPH'. A presenca de Tween 80, também nao alterou o valor do

primeiro potencial anédico encontrado, com diferenca inferior a 1%. Podemos entéo
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concluir que os valores obtidos para o primeiro potencial anddico ndo séo alterados pelo

comprimento da cadeia alquilica dos ésteres, nem pela presenca de Tween 80.

2. Distribuicdo do acido gélico e seus derivados

em sistemas binarios

2.1. Constantes de particdo P9 , em sistemas binarios 6leo/agua

A constante de particdo, P¢, de qualquer composto bioativo entre dois liquidos
imisciveis, neste caso agua (A) e 6leo (O) € um parametro fisico-quimico de grande
interesse, pois fornece uma medida termodinamica do equilibrio hidrofébico-hidrofilico
da molécula e das suas interagbes com o solvente, afetando diretamente a sua
distribuicdo. Nos sistemas biologicos, as constantes de particdo ajudam a entender a

biodisponibilidade, a farmacodinamica e a farmacocinética dos antioxidantes [278, 279].

Apesar do uso generalizado dos antioxidantes e 6leos na nutricdo humana, os
valores das constantes de particdo, P, encontrados na literatura entre 6leos e agua séo
muito escassos. O seu conhecimento pode ser muito (til, ja que o seu valor é,
numericamente, igual ao quociente das constantes de particdo entre as regifes
interfacial e oleosa e entre as regides aquosa e interfacial, simplificando muito a
determinacdo experimental das constantes de particdo em sistemas emulsionados e,

portanto, a distribuicdo dos antioxidantes.

Por outro lado, o conhecimento destas constantes para um conjunto
representativo de antioxidantes pode tornar possivel determinar se as referidas
constantes de particAo podem ser previstas a partir daquelas obtidas em sistemas
octanol-agua, que hoje em dia podem ser obtidos com bastante precisao, por calculos
computacionais, dada a sua alta relevancia nas areas da biologia e farmécia. Alguns
dos antioxidantes utilizados neste trabalho podem ser ionizados sob as condigbes de

acidez do alimento (pH 3-7), o que pode modificar substancialmente a sua distribuicéo.

Resumidamente, a transferéncia de um soluto de uma regido aquosa (A) para
uma organica (O) pode ser descrita em termos da mudanca na energia livre de Gibbs,
AG4~9 associada a processo de transferéncia, fornecendo uma medida quantitativa da
hidrofobicidade em relacéo as duas regides [209]. A temperatura e pressao constantes,

AG4 ™0 é dado pela diferenca dos potenciais quimicos ui do composto i que se transfere,
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AGA™%=ui® — pi4. Em equilibrio AGA~%= 0 e os potenciais quimicos em cada fase
igualam-se. O valor de ui depende das atividades do soluto e, quando a sua
concentracdo é suficientemente baixa, pode-se considerar que seu coeficiente de
atividade é proximo a unidade, com o qual as concentra¢des podem ser usadas em vez

de atividades. Nestas circunstancias, podemos obter a seguinte equagao:
AGA™% = —RTInP? (56)

que relaciona as mudancas em AG4~° com o coeficiente de particdo do componente i

de uma regido para a outra [280-282].

Os resultados da particéo binaria 6leo de peixe/agua para o acido galico e seus

esteres encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores das constantes de particdo de uma mistura binaria 6leo de peixe/agua, T=25°C, para o acido gélico
e seus derivados.

Antioxidantes o
%A0A %A00 Py
Estrutura -R
-H (AG) 985+0,1 | 15+0,1 0,05+ 0,03
- CHs (MG) 90,6 +0,3 | 94+0,3 | 0,156 = 0,001
0 - CH2 CH3z (EG) 82,1+05 | 179+0,5 0,33+0,01
HO _R
0o -(CH2)2CHz3 (PG) 655+04 | 345+0,4 | 0,792 + 0,002
HO
OH -(CH2)sCH3 (BG) 40,4+0,2 | 59,6 £ 0,2 2,21+0,10
-(CH2)7CH3s (OG) ~0 ~ 100 >>>2 21
-(CH2)11CH3 (LG) ~0 ~ 100 >>>2 21

Para o galato de octilo (OG) e para o galato de dodecilo (LG) néo foi possivel a
determinac&o da constante de particdo P{ uma vez que a absorvancia do 6leo de peixe
€ muito superior a banda de absorcdo do antioxidante e, portanto, esta Ultima é
mascarada. Através da medicao espetrofotométrica da quantidade de antioxidante na
regido aquosa das misturas contendo estes AOs verificou-se que esta quantidade néo
era mesuravel concluindo-se que os antioxidantes se encontravam apenas na regiao

oleosa.
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Como esperado, a solubilidade do acido gélico é bastante alta na fase aquosa
(98,5%), solubilidade essa que tende a decrescer ja para o galato de metilo(MG)
(90,6%). Pelos valores presentes na Tabela 10 verifica-se que, quanto menor for a
cadeia carbonada (AG e MG) maior a afinidade do AO para a regido aquosa e maior a
percentagem de AO nesta mesma regido. Ja para os antioxidantes que apresentam uma
cadeia alquilica maior, ou seja, os que sdo mais lipofilicos, apresentam uma maior
afinidade para a regido oleosa e encontram-se em maior percentagem nesta mesma
regido. No caso dos antioxidantes com uma cadeia carbonada intermédia, como € o
caso do galato de propilo e galato de butilo, verifica-se uma distribuicdo do antioxidante

por ambas as regioes.

Encontrou-se um valor para o PG (P?= 0,79) em emulsdes contendo 6leo de
peixe semelhante ao encontrado em misturas contendo azeite e 6leo de milho, P?=0,73
e PY= 0,83, respetivamente [283]. A natureza da regido oleosa parece néo afetar o valor

da constante de particdo binaria P{ deste AO.

Os resultados obtidos sugerem que em emulsées o0 AG e o0 MG se devem
distribuir entre a regido aquosa e a interfacial, 0 PG e 0 BG entre as trés regibes e 0 OG
e 0 LG entre a regido oleosa e a interfacial. Portanto, os antioxidantes selecionados
constituem uma série de compostos com 0 mesmo grupo reativo, mas com uma
hidrofobicidade distinta. Tal permite avaliar o efeito da hidrofobicidade do AO na

distribuicéo e perceber em que extenséo isto afeta a sua eficacia antioxidante.

3. Distribuicdo do acido galico e seus derivados

em emulsdes

3.1. Determinacdo das constantes de particdo do acido galico e do

galato de metilo em emulsdes de 6leo de peixe/tampao citrato (O/A)

Nesta determinacao, utilizou-se o0 método cinético da pseudofase e recorrendo
ao método de derivatizacao, estudou-se o efeito da fragdo de emulsionante utilizada em
cada uma das emulsdes, no valor da constante de velocidade observada (kons) para a
reacdo entre o catido de arenodiazénio e o acido galico (AG) e o galato de metilo (MG),
em emulsdes 4.6 (v/v, O/A). Para isso, utilizou-se fracBes de emulsionante que variaram
entre ®, = 0,005 e ®, = 0,042. Observou-se que nestas experiéncias os pares de dados

absorvancia-tempo, se ajustaram a uma equacao integrada de primeira ordem, sendo



possivel a partir dela, obter o valor de kows. Na Figura 69 encontram-se apresentadas a
variacdo tipica da absorvancia do corante em funcdo do tempo, bem como a
representacao de In (A:- Aind) em funcdo do tempo, para o 4cido galico (AG) e para o

galato de metilo (MG), respetivamente.
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Figura 69 -Variacdo da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representacéo de In [A-A.] vs tempo
para o GA e para o MG. (Condicdes experimentais: emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tamp&o citrato 0,04 M, pH 3,65 /
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Tween 80), &, = 0,005, [16-ArN,*] = 2,86x10" M, [AO] = 2,98x10-* M, [NED] = 0,019 M, T = 25,7 °C.

Uma vez que o acido galico e o galato de metilo apresentam uma elevada
solubilidade na regido aquosa e se distribuem muito perto de 100% nesta regido da
emulsdo, analisaram-se os resultados com base no modelo simplificado da pseudofase,

ajuntando os dados (kobs, ®1) as equacdes 48 e 49 deduzidas na seccdo |, (Figura

70).

103 Kobs/s™1

Figura 70 - Representagao de kqns € 1/koss Vs frac@o de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagdes 48 e
49, para o AG e MG. CondigGes experimentais: emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
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Observando a Figura 70, verifica-se que ocorre uma diminui¢cao do valor de Kops
a medida que o valor de ®,aumenta num fator de 6 vezes. Esta relagcdo era esperada

pela aplicagéo do célculo do valor de koss pela equagéo 49 deduzida na seccao |.

Da representacgéo linear de 1/kobs Vs ®; € a partir dos valores do declive e da
ordenada na origem, obtiveram-se os parametros a e b através do ajuste a equacao 49
deduzida na seccéo I, onde a = k;[A0,] e b = P}/®,, (Tabela 11).

Tabela 11- Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados da Figura 70 a equagao 49.

Parametro AG MG
102 a 0,025 + 0,010 0,024 + 0,002
b 182 + 17 239+ 39

Utilizando os valores de a e b, calcularam-se os valores de ki e P}, para o AG e
MG (Tabela 12).

Tabela 12- Valores de P,' € k, obtidos para o AG e MG a partir do ajuste dos dados da Figura 70 a equag&o 49.

Composto ki (M1s?) P}
AG 0,082 £ 0,003 118 + 19
BG 0,078 £ 0,005 158 £ 60

Verificou-se que a percentagem de galato de metilo (MG) na regiédo interfacial é
ligeiramente superior a de acido galico (AG). Esta constatacéo resulta da obtencéo de
uma constante de partigdo (Pi= 158) cujo valor é mais elevado do que o obtido para o
acido galico (Pi= 118) sugerindo que a percentagem de MG na regi&o aquosa é menor
do que a de AG. Comparando o valor obtido para o AG com os valores obtidos em
estudos ja realizados em emulsdes preparadas com 6leo de milho (P= 131) ou azeite
(Pi=101) verifica-se que neste caso a natureza da regido oleosa ndo interferiu

significativamente no valor da constante de particdo P} [283].

Os valores de k; obtidos para ambos os compostos ndo sdo necessarios para
determinar a distribuicdo dos AOs. No entanto, sdo importantes porque proporcionam

pistas acerca do mecanismo de reacdo permitindo determinar parametros de energia
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termodin@micos para a transferéncia dos AOs da regido aquosa para a regido interfacial
[221].

Verificou-se que o valor de k; obtido para o acido galico € também semelhante

ao obtido em estudos anteriores [283].

3.1.1. Distribuic&o do acido galico e do galato de metilo

Aplicando as equacgfes 51 e 52 do modelo cinético da pseudofase simplificado
(MCPS) deduzidas na seccéo |, e obtidos os valores de P}, calculou-se a percentagem
de acido galico (AG) e de galato de metilo (MG) na regido aquosa e na interfacial, para

cada um dos valores de fragao de emulsionante (®)), Figura 71.
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Figura 71 - Variagao da percentagem de AG e MG na regido aquosa (FA) e na regido interfacial (IF) da emulsao 4:6
(6leo de peixe/tampao citrato, 0,04M , pH=3,65), em fungdo da fracdo de emulsionante Tween 80.

O &cido gélico (AG) e o seu derivado, galato de metilo (MG), apresentam um
comportamento idéntico no que diz respeito a sua distribuicdo nas regides aquosa e
interfacial da emulsdo. Pela analise da Figura 71, verifica-se que para a fracdo de
emulsionante menor, ®, = 0,005, a percentagem de acido galico que se encontra na
regido interfacial é aproximadamente 50%, aumentando para cerca de 90% a medida
gue se aumenta a fragdo de emulsionante até ®,= 0,042. A percentagem de galato de
metilo que se encontra na regido interfacial é de aproximadamente 58% e, aumentando
a fracdo de emulsionante, a percentagem deste derivado na regido interfacial aumenta
para cerca de 92% diminuindo por isso a diferenca na percentagem dos AOs presentes

na interface a medida que se aumenta o volume de emulsionante.
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A partir da determinacdo da constante de particdo binaria destes dois
antioxidantes, esperava-se que o galato de metilo se distribuisse em maior percentagem

na regido interfacial do que o acido galico o que pode ser comprovado pela analise da

Figura 71.

3.2. Determinacao das constantes de particdao do galato de etilo e do

galato de butilo em emulsdes de 6leo de peixe em tampdao citrato

(O/A)

Analisou-se do mesmo modo que em 3.1 para o galato de etilo e butilo, o efeito
da fragdo de emulsionante sobre o valor de koss da reacdo entre o sal de arenodiazénio
e o0 galato de etilo (EG) e o galato de butilo (BG) em emuls@es 4:6 6leo de peixe/tampéo
citrato (0,04 M, pH = 3,65, T = 25 °C) para fragcbes de emulsionante (Tween 80),
compreendidas entre 0,005 e 0,042. Observou-se que, nestas experiéncias, 0s pares
de dados absorvancia-tempo se ajustaram a uma equacao integrada de primeira ordem,
sendo possivel, obter o valor de kons. Na Figura 72 encontram-se apresentadas a
variagdo tipica da absorvancia do corante em fun¢cdo do tempo, bem como a

representagcdo de In (Ac — Ain) em fungdo do tempo, para o EG e para o BG,

respetivamente.
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Figura 72 — Variagdo da absorvancia do corante azobico formado ao longo do tempo e representacéo de In [A-Ai] VS
tempo para 0 EG E O PG. Condig6es experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
80), ® = 0,005, [16-ArN,"] = 2,82x10* M, [AO] = 3,05x10 M, [NED] = 0,019 M, T = 25,8 °C.

Como podemos prever pelo valor de P{( Tabela 10) , estes antioxidantes

deverdo distribuir-se pelas trés regides da emulsdo (aquosa, organica e interfacial),

(uiy-1v)un
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sendo portanto necessarias duas constantes de particao para descrever a distribuicao,

P! e P}, utilizando-se assim, o modelo cinético completo da pseudofase (MCP).

Na Figura 73 esta representada a variagao de kons cOm a fragdo de emulsionante,
assim como os ajustes exponencial e linear as equacdes 31 e 32 do MCP deduzidas na

seccao |.

Através do gréafico da Figura 73 para cada antioxidante pode-se verificar uma
diminuicéo de kops @ medida que o valor de &, presente na emulsdo aumenta, hum fator

de aproximadamente 5 vezes.
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Figura 73 - Representacao de kqns € 1/kons Vs fracéio de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagdes 31 e
32, para o PG e para 0 BG. Condi¢6es experimentais: emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
80), [16-ArN,"] = 2,82x10“ M, [AO] = 3,05x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,0 °C.

Da representacdo linear de 1/kops Vs @y (Figura 73) e a partir dos valores do
declive e da ordenada na origem, obtiveram-se os parametros a e b através do ajuste a

equacdo 32 deduzidas na seccao |, (Tabela 13).

Tabela 13 - Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados das Figura 73 a equagao 32.

Paramet
arametro EG BG
10%a 12,9+ 2,3 18,6 +2,9
b 285+ 83 376 + 81

Com o valor de P{ e com a variacao da kobs em funcéo da fracio de emulsionante

(P)) para um sistema emulsionado com uma determinada razéo 6leo/agua, podem ser
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obtidas as constantes de particdo P} e P}, resolvendo um sistema de duas equagdes a

duas incognitas:

_ PAPb(1+d4/P0)
Pl+®4/P0P}

1

o _ Pa
Py =21
o

Os valores P} e P} obtidos para a emulséo 4:6 (6leo/agua) encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores de Pﬁ‘, PL, P? ek, obtidos a partir da determinagédo espetrofotométrica de P e de varios ensaios
(Kobs, ®1), para 0 EG e BG.

Composto k (M1st) P; Py Py
EG 0,152 £+ 0,114 233+13 706 £ 15 0,330 £ 0,008
BG 0,162 £ 0,019 559 + 27 253 + 56 2,2+0,1

Tanto os valores de PJ como os valores de P} sdo elevados o que indica a
tendéncia do galato de etilo (EG) e do galato de butilo (BG) se incorporarem na regido
interfacial das emulsdes. Além disso, estes valores elevados permite afirmar que o
processo de transferéncia destes AOs para a regido interfacial é espontaneo (4G =
—RTInK). Verificou-se que o valor de P} para o EG (P} = 233) é mais baixo do que para
0 BG (P} = 559) o que se explica pelo efeito do aumento da hidrofobicidade do AO. Os
valores de P/, diminuem ao aumentar a hidrofobicidade indicando assim um aumento da

solubilidade do BG no 6leo, quando comparado com o EG.

Obtiveram-se resultados similares para o EG em emulsGes preparadas com
azeite (P} = 328 e P} = 450) no entanto os valores obtidos para o 6leo de peixe
aparentam ser o dobro dos obtidos para o 6leo de milho [283]. Esta diferenca deve-se
provavelmente ao facto de a natureza/composicdo do azeite/6leo afetar as constantes
de particdo. Para além disso o emulsionante utilizado n&o foi 0 mesmo. Assim ndo s6 a
polaridade dos azeites/6leos comparados pode ser diferente bem como o préprio azeite
pode ter componentes minoritarios que atuam como emulsionantes e alteram assim a

natureza da interface. No entanto, o valor de k; obtido para 0 EG e BG é semelhante ao
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obtido em emuls@es de 6leo de milho (k= 0,140 M-1s?1) e de azeite (ki= 0,142 M1s1)
[283].

3.2.1. Distribuicdo do galato de etilo e do galato de butilo

Aplicando as equagdes 36, 37 e 38 do modelo cinético da pseudofase completo
(MCP), deduzidas na seccdo |, e conhecendo os valores de P! e P}, obtém-se a
percentagem de galato de etilo (EG) e de galato de butilo (BG) nas trés regifes da
emulsdo (aquosa, oleosa e interfacial), para cada um dos valores de fracdo de

emulsionante (®)), Figura 74.
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Figura 74 — Variagao da percentagem do galato de etilo e galato de butilo na regiéo interfacial (A), na regiéo oleosa (B)
e na regido aquosa (C) da emulsdo 4:6 Oleo de peixe/tampéo citrato, 0,04M pH=3,65, em fungdo da fracdo de
emulsionante Tween 80.

Atendendo a distribuicdo obtida para a fracdo de emulsionante menor (®, =
0,005) verificou-se que a percentagem de galato de etilo (EG) que se encontra na regido
interfacial € aproximadamente igual a 58%, aumentando para perto dos 90% conforme
se vai aumentando a fragdo de emulsionante até se atingir ®,= 0,042. A percentagem
de galato de butilo (BG) que se encontra na regido interfacial a ®, = 0,005 é de
aproximadamente 69% aumentando para aproximadamente 95% quando a fracdo de
emulsionante é incrementada. Assim, a medida que a concentracdo de ambos os
antioxidantes aumentou na regido interfacial notou-se uma diminuicdo da sua

concentracdo nas regides oleosa e aquosa.
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3.3. Determinacédo das constantes de particdo do galato de octilo e do

galato de dodecilo em emulsdes 6leo de peixe/tampao citrato (O/A)

Mais uma vez, recorrendo ao método da derivatizacdo estudou-se o efeito
exercido pela fracdo de emulsionante sobre o valor de kops da reacéo entre o sal de
arenodiazoénio e os galatos de octilo (OG) e dodecilo (LG), em emulsdes 4:6 6leo de
peixe/tampédo citrato (0,04 M, pH = 3,65, T = 25 °C) para fracBes de emulsionante
(Tween 80) compreendidas entre 0,005 e 0,042. Tal como para 0s compostos
anteriores, observou-se que nestas experiéncias os pares de dados absorvancia-tempo
se ajustaram a uma equacao integrada de ordem 1, sendo possivel, determinar o valor

de kobs.

Na Figura 75 encontram-se apresentados dois exemplos de uma variagao tipica
da absorvancia do corante em fung¢éo do tempo, bem como a representacéo de In (A—

Ainf) em funcdo do tempo, para o OG e para o LG, respetivamente.
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Figura 75 - Variagdo da absorvancia do corante azdéico formado ao longo do tempo e representagdo de In [Ar-Air Vs
tempo para o OG e o LG. Condigdes experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
80), ® = 0,015, [16-ArN,"] = 2,84x10*M, [AO] = 3,07x10*M, [NED] = 0,019 M, T = 25,3 °C.

Para ambos os antioxidantes a determinac@o da constante de particdo binaria
P? né&o se realizou uma vez que a absorvancia do 6leo de peixe é muito superior a
banda de absorcdo do antioxidante sendo esta Ultima mascarada. Através da medicao
espetrofotométrica da regido aquosa, ndo foi possivel detetar qualquer OG ou LG
dissolvidos podendo-se concluir que cerca de 100% do AO encontrava-se na regido
oleosa e por isso aplicou-se 0 modelo cinético da pseudofase simplificado (MCPS) para

analisar os dados experimentais.
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Na Figura 76 estéo representadas as variaces de kons €m funcado da fracdo de

emulsionante bem como 0s ajustes exponenciais e lineares as equacfes 41 e 42 do
modelo cinético da pseudofase simplificado deduzidas na seccédo |. Através da sua

analise pode-se verificar uma diminui¢cdo aproximadamente 5 vezes do valor de Keps &

medida que o valor da fragdo de emulsionante, ®,, aumentava.
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Figura 76 - Representacao de kqps € 1/kons Vs fracéo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagOes 41 e
42 para o OG e para o LG. Condicdes experimentais: emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween

80), [16-ArN,"] = 2,84x10" M, [AO] = 3,05x10* M, [NED] = 0,019 M, T = 25,0°C

Da representacao linear de 1/kqps vs @ (Figura 76), obtiveram-se os valores dos

parametros a e b através do ajuste a equacdo 42 deduzidas na secc¢éo | a partir dos

valores do declive e da ordenada na origem para ambos 0os compostos (Tabela 15).

Tabela 15 - Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados das Figura 76 a equagéo 42.

Parametro oG LG
10%a 0,458 + 0,017 0,413 + 0,015
b 424 + 59 342 +41

Utilizando o valor de a e de b calculou-se o valor de ke de P} parao OG e 0 LG,

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 - Valores de Ple k, obtidos para o OG e LG a partir do ajuste dos dados da Figura 76 a equagao 42.

Composto ki (M1s1) P}
oG 0,148 + 0,009 183 + 26
LG 0,133+0,005 142 + 37
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De acordo com o valor de P}, o LG apresenta uma maior afinidade para a regido
oleosa e como tal encontra-se em maior quantidade nesta regido, o que origina um valor
de P}, menor do que o obtido para o0 OG. Obtiveram-se valores de P} superiores aos
anteriormente obtidos para o galato de octilo em emulsGes com 6leo de milho (Py= 27)
e para o galato de dodecilo em emuls6es com azeite (P,= 17) e com 6leo de milho (Py=
17) [283]. No entanto, como referido anteriormente, esta diferenca de valores tera a ver

com diferente natureza do 6leo e do emulsionante utilizado nas duas experiéncias.

Relativamente aos valores de k; obtidos para o 6leo de peixe, estes sao bastante
menores do que aqueles obtidos para 6leo de milho e azeite, onde se obteve para o0 OG
obteve-se um valor de k = 0,35 M-spara o 6leo de milho e para o LG um valor de k; =
0,57 M1ste k= 0,59 M1st para 6leo de milho e azeite, respetivamente [283]. O valor de

ki depende do meio, dai as diferencas verificadas entre as diversas experiéncias.

3.3.1. Distribuic&o do galato de octilo e do galato de dodecilo

Conhecido o valor de P} e aplicando as equacdes 46 e 47 do modelo cinético da
pseudofase simplificado (MCPS) deduzidas na seccgéo |, obtém-se a percentagem de
galato de octilo (OG) e galato de dodecilo (LG) presente nas regides oleosa e interfacial

da emulséo, para cada fracdo de emulsionante (Figura 77).
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Figura 77 - Variagéo da percentagem de OG e LG na regido oleosa (FO) e na regido interfacial (IF) da emulsé&o 4:6 6leo
de peixe/tampao citrato, 0,04M pH=3,65, em fun¢&o da fracdo de emulsionante Tween 80.

Analisando a Figura 77 verifica-se que o OG e o LG apresentam um
comportamento idéntico relativo & sua distribuicdo nas regides interfacial e oleosa da
emulsdo. Para a menor fracdo de emulsionante utilizada (®, = 0,005), a percentagem

de galato de octilo (OG) que se encontra na regido interfacial € de aproximadamente
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61%, aumentando a fracdo de emulsionante para 0,042, a percentagem do OG na
regido interfacial aumenta para cerca de 93%. No que diz respeito ao galato de dodecilo
(LG) essas percentagens sdo de 65% e 94%, respetivamente, para uma fracdo de
emulsionante de 0,005 e 0,042. Mais uma vez verificou-se uma diminuicdo da diferenca
na percentagem distribuida na regido interfacial dos AOs com o aumento da fracdo de

emulsionante.

3.4. Analise comparativa da distribuicdo do acido galico e dos seus

derivados em emulsdes

Na Tabela 17 encontram-se os valores das contantes de particdo, P}, P} e os

valores de k;, obtidos para as emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampdao citrato).

Tabela 17 - Sumario dos valores das constantes de particio P} P(’) e ki, obtidas para o acido galico e seus derivados .

AG MG EG BG oG LG
Pl 118 +19 158 + 60 233+13 559 + 27 - ---
P} --- - 707 £15 253 £ 56 183 + 26 142 + 37

102 k; (M1s?) 8,2+0,3 14,8+0,5 152+1,8 16,2+1,9 14,8 £0,9 13,3+0,5

Utilizando os resultados anteriormente apresentados é possivel determinar a
percentagem do acido galico e dos seus derivados em cada uma das regifes (oleosa,
aquosa e interfacial) numa emulsado 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH = 3,65),
em fungdo da fragdo de emulsionante (Figura 78).
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Figura 78 - Variacé@o da percentagem do adigo galico e seus derivados na regido interfacial (A), na regido oleosa (B) e
na regiao aquosa (C) da emulséo 4:6 6leo de peixe/tampao citrato, 0,04M pH=3,65, em funcéo da fragdo de emulsionante
Tween 80.

A medida que ocorre um aumento da hidrofobicidade dos antioxidantes verifica-
se que os valores das constantes de particdo, PY, incrementam o seu valor desde 0,05
até um valor significativamente superior 2,21. Esta constante para o AG apresenta um

valor bastante reduzido (P?= 0,05 * 0,03) devido & elevada solubilidade destes em agua.

Os valores das constantes P} e P} s&o elevados para todos os derivados
variando em fungdo do antioxidante. O valor de P} aumenta a medida que aumenta a
hidrofobicidade dos AOs e uma relacao inversa € verificada no que respeita aos valores
de P).

Analisando-se os resultados para uma fracdo de emulsionante de 0,005, verifica-

se que 50% do acido galico (GA) se distribui na regido aquosa sendo o antioxidante que
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tem maior afinidade com esta regido. O derivado de cadeia mais curta estudado, o
galato de metilo (MG), apresenta um comportamento idéntico ao acido galico. No
entanto, a percentagem deste derivado presente na regido interfacial é ligeiramente
superior. O antioxidante que se distribui em maior percentagem na regiao interfacial e
que por isso, se espere que apresente uma melhor capacidade antioxidante, é o galato
de octilo (OG) com uma percentagem de 70%. Este antioxidante, bem como o galato de
dodecilo (LG) distribuem-se apenas entre a regido interfacial e a oleosa. Os antioxidante
de cadeia intermédia, EG e o BG, encontram-se distribuidos nas trés regides da
emulsdo. O facto de a percentagem de OG ~ BG ~ LG > EG > MG> AG mostrou que
ndo existe correlacdo entre a hidrofobicidade do antioxidante e a percentagem de AO

presente na regidao interfacial.

Ja na regido aquosa a percentagem de BG < EG < MG < GA permite verificar
que, diminuindo a hidrofobicidade do AO, a sua percentagem aumenta. Assim, verifica-
se a existéncia de uma correlacdo inversa entre estes dois parametros. Na regido
oleosa, a percentagem de AO correlaciona-se diretamente com a hidrofobicidade. Um
aumento dessa hidrofobicidade promove o aumento da percentagem de AO segundo a
relacdo EG<BG < OG < LG.

A percentagem de AO presente na regido interfacial da emulsdo aumenta
guando a fragdo de emulsionante Tween 80 aumenta para 0,042, verificando-se desta
forma uma influéncia significativa da fracdo de emulsionante sobre a percentagem de
AO presente em cada uma das regifes da emulsédo. De notar que, com 0 aumento da
fracdo de emulsionante, a diferenca de percentagem de AO existente na interface entre
os varios AOs diminui consideravelmente em especial para 0s compostos mais
lipofilicos. Assim, a diferenca de percentagem na interface para a fracdo de 0,5% de
emulsionante para os compostos GA e OG é de cerca de 20%, diminuindo para cerca
de 5% nas emulsdes contendo 4,2% de emulsionante. Pela observacdo destes dados
sera esperada uma menor diferenca na eficacia antioxidante dos compostos em

emulsdes contendo maiores percentagens de emulsionante.

Através da Figura 79 podemos observar que a percentagem de AO na regido
interfacial em funcdo do nimero de carbonos da cadeia alquilica aumenta do AG ( ~
50%) para 0 OG ( ~ 70%), diminuindo para o LG ( ~ 65). Podemos ent&o concluir que a
percentagem de AO na regido interfacial ndo se correlaciona diretamente com a
hidrofobicidade dos compostos, uma vez que ao modificarmos a hidrofobicidade

estamos a alterar a sua solubilidade dos antioxidantes nas trés regides.
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Os valores de k sdo praticamente independentes da hidrofobicidade do
antioxidante. A diferenca nos valores de k; entre 0 AG e os galatos € provavelmente uma
consequéncia da mudanca estrutural que o grupo carboxilico (que é parcialmente
ionizado), para um grupo éster, que ndo pode ser ionizado. De notar que o valor de k;
depende tanto da natureza do antioxidante quanto das propriedades do meio de reacao.
Mas, como todos o0s antioxidantes tém o mesmo grupo reacional, mas diferentes cadeias
de hidrocarbonetos, o valor de k; sugere que a zona reativa de antioxidantes esta
localizada na regido interfacial, que € onde o grupo -N.>* da sonda quimica € empregue.
Uma vez que sé se modifica o tamanho da cadeia alquilica, confirma-se que o
mecanismo de reacgdo € idéntico para todos os antioxidantes uma vez que os valores
obtidos para a constante k; sdo bastante similares para os varios galatos em emulsdes

4:6 6leo de peixe/tampao citrato.
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Figura 79 — Variagéo da percentagem de AO na regido interfacial em fungdo nimero de atomos de carbono da cadeia
alquilica. Condicdes experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato), fracdo de emulsionante Tween 80, ®, =
0,005.

3.5. Concentracdes efetivas do acido galico e seus derivados nas

regides oleosa, aquosa e interfacial das emulsdes O/A

Como verificamos pela distribuicdo dos AOs (Figura 78) a percentagem de AO
na regiao interfacial aumenta a medida que ®, aumenta até que praticamente todo o AO
encontra-se dissolvido na interface e, como consequéncia, a sua percentagem diminui
nas regides oleosas e aquosas. Contudo, os volumes das regides aquosa, oleosa e
interfacial das emulsfes poderdo ser diferentes. Assim, a concentracao efetiva do AO
em cada regido é modificada pela modificacdo das fracdes de emulsionante, da fase

oleosa e da fase aquosa. Deste modo, a partir dos dados de distribuicdo, determinou-
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se as concentracdes efetivas de AO em cada regido de emulsdes 4:6 Oleo de
peixe/tampdo citrato utilizando-se as equacdes 57, 58 e 59, e o valor das percentagens

dos antioxidantes em cada regido e da concentracdo estequiométrica:

[A07] X %A0,

[AOI] = Q)I (57)

[A0,] = M (58)
Do

[A0,] = A0r] X %404 (59)

D4

Na Figura 80, encontra-se a variagdo das concentragdes efetivas em cada regido

da emulsao 4:6 6leo de peixe/tampéao citrato.

Os resultados mostram que, para uma mesma razdo O/A, as concentracdes
efetivas dos AOs numa dada regido diminuem com o aumento da ®, porque estas
concentracdes dependem da % AO nessa regido e do valor da fracdo de emulsionante,
®,. Para uma determinada emulsdo, os valores de ®, e ®o sdo constantes, mas tanto
% AOA como a % AOo diminuem com o aumento ®,, (Figura 78) e como consequéncia
as concentracbes diminuem em ambas as regides, (Figura 80). A variacdo da
concentragdo dos AOs na regido interfacial s&o um pouco mais complexas. A
contribuicdo dos parametros % AO, e ®, para a concentragao efetiva na regido interfacial
€ oposta, pois, por um lado, a % AO, aumenta com o aumento ®,, atingindo um valor
constante, mas ao mesmo tempo existe um aumento do volume da regido interfacial.
Por exemplo, um aumento na ®, de 0,005 - 0,04, existe um aumento no volume
interfacial de 8 vezes, enquanto a percentagem de AO na referida regido aumenta
apenas por um fator de 2 vezes. Como consequéncia, as concentracfes dos AOs na
regido interfacial diminuem apesar da percentagem de AO aumentar na referida regido
e tornam-se semelhante (=10mM) para todo os AO para fragdo de emulsionante ®,=0,04
(Figura 80).
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Figura 80 — Variacdo da concentragéo efetiva nas 3 regides da emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampdo citrato), em fungéo
da fracéo de emulsionante, [AOt] = 0,5 m M.
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Por outro lado, de acordo com a Figura 80, verificamos que para qualquer valor
de fragdo de emulsionante, ®;, a concentracdo efetiva na regido interfacial € muito
superior, num fator de cerca de 22 - 145 vezes, a concentracdo estequiométrica,
enquanto a concentracdo efetiva ha agua e no 6leo pode ser inclusivamente menor,
dependendo do AO considerado. Por exemplo, em qualquer ®,, a concentracao efetiva
do AG na regido aquosa é 1,2 a 5,5 vezes menor do que a estequiométrica. A
concentracao efetiva na regido oleosa dos AOs mais hidrofobicos (C8 e C12) € 1,3 - 6

vezes menor do que a estequiométrica.

Portanto, para qualquer [AO+], a concentracdo efetiva dos AOs nas regides
aguosa, oleosa e interfacial de um determinado sistema emulsionado depende da
percentagem de AO nessa regidao e ®.. Na regido interfacial ambos os parametros
contribuem em diregbes opostas, porque um aumento em @, significa um aumento da
percentagem de AO, mas também no volume, sendo 0 aumento em volume maior que
em % AO, enquanto nas regides do 6leo e agua a percentagem de AO diminui com o
aumento da ®,. Em todos os casos, ha uma diluicdo efetiva dos AOs nas trés regides

da emulsdo ao aumentar @,.

Analisou-se com mais detalhe os efeitos da fracdo de emulsionante e da razéo
O/A nas concentracfes dos AOs na regido interfacial, Figura 81 (A) e (B), usando a

equacao 57 para o célculo da concentracéo efetiva na regido interfacial.
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Figura 81 - Concentracdo efetiva de AO na regido interfacial para o AG e seus derivados, emulsdo 4:6 O/A em fungéo
do nimero de tomos de carbono, para trés fragdes de emulsionante (A), e o efeito da relagcdo O/A na interfase para a
fracdo de emulsionante ®,=0,005 (B), [AO+] = 0,5 mM.

A Figura 81 (A) mostra que para uma relagdo O/A constante, as diferencas na

concentracdo de AO na regido interfacial em funcéo do comprimento da cadeia alquilica

151



152

FCUP

Resultados e discusséo

sdo muito mais importantes para fracdes de emulsionante mais baixas do que para
fracBes de emulsionante mais altas, dado que para frac6es de emulsionante mais altas,
todos os AO se encontram numa percentagem elevada na regido interfacial (~ 80%
Figura 78), mas para fracbes de emulsionante, ®, baixas a percentagem de AOs
incorporados na regido interfacial € muito menor, sendo as diferengas na concentragéo

dos diferentes antioxidantes maiores do que em altos valores de O..

Por outro lado, a Figura 81 (B) mostra o efeito muito complexo que a relacéo
6leo/agua tem na concentracdo dos AOs na regido interfacial. A um valor constante de
@, = 0,005 (a menor fragdo de emulsionante), a alteracdo observada na concentragédo
de AO na regido interfacial depende da hidrofobicidade do AO, de modo que a
molaridade interfacial dos AOs hidrofilicos aumenta com a crescente razdo O/A, mas o
oposto € observado para os AOs mais hidrofébicos. Por exemplo, o [AG|] aumenta de
cerca de 40 mM para ~ 54 mM, mas (LG)) diminui de ~ 88 mM (O/A = 1: 9) para ~ 59
mM (O/A = em emulsdes 1:9 (O/A) e 5:5 (O/A) respetivamente .

Estes resultados mostram que a alteragédo da relacdo O/A usada para preparar
as emulsdes pode modular significativamente as concentracdes dos AOs na regido
interfacial e pode até mesmo modificar a ordem relativa da percentagem dos
antioxidantes na regido interfacial: um aumento na relacdo O/A favorece a incorporacao
dos AOs hidrofilicos na regido interfacial das emulsdes, mas diminui a incorporacao de
AOs hidrofébicos.

4. Distribuicdo do acido galico e seus derivados

em nanoemulsdes

Uma das hipoteses em que se baseia a aplicacdo do modelo cinético da
pseudofase para a determinacéo da distribuicdo de antioxidantes é que sua aplicagdo é

independente do tamanho das gotas do sistema emulsionado.

A experiéncia do nosso grupo de investigacdo no estudo da reatividade quimica
em sistemas coloidais e juntamente com a evidéncia apresentada  por outros
investigadores, faz-nos acreditar que tal hipGtese esta correta por duas razdes

principais:
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1) O bom ajuste dos dados experimentais as equacdes derivadas do modelo
da pseudofase, que pressupde que o tamanho da gota ndo afeta os resultados da
distribuicéo;

2) A cinética quimica indica que as velocidades das rea¢des quimicas que ocorrem em

solucdo dependem das concentracdes dos reagentes e ndo da superficie da reacao.

A é&rea de transferéncia afeta a velocidade das rea¢gfes apenas no caso em que
ocorre transferéncia de reagentes entre fases (reacdes em sistemas heterogéneos).
Esta situacdo de transferéncia de reagentes ndo é aplicavel as reacdes de oxidacao
lipidica ou reacdes de inibicdo por parte dos antioxidantes em emulsdes. De facto, em
emulsdes, varios dominios podem ser distinguidos nos quais a reagdo pode ocorrer.
Mas esses dominios ndo podem ser considerados como verdadeiras fases, uma vez
que seus limites ndo sado claramente definidos como em sistemas binarios
heterogéneos. No entanto, estes dominios ou regides tém propriedades ou
caracteristicas diferentes e podem ser referidos como uma "pseudofase" ou regido, pelo
gue em sistemas emulsionados, pode ser feita uma distingdo entre as regides aquosa,

oleosa e interfacial.

A fim de demonstrar experimentalmente a hipotese de que a distribuicao e a
eficacia dos antioxidantes ndo dependem do tamanho das gotas que compdem o
sistema emulsionado, mas apenas da concentragdo dos reagentes na regido interfacial
destes sistemas, estudou-se a distribuicdo e a eficiéncia antioxidante dos galatos em
nanoemulsdes compostas de 6leo de peixe, tampdao citrato e Tween 80. Realizou-se a
experiéncia em condi¢cbes idénticas as utilizadas anteriormente para 0S mesmos
compostos em emulsdes, tendo sido a uUnica diferengca o tamanho das gotas que
compdem o sistema emulsionado. Além disso, também avaliamos o efeito da razao
adgua/dleo utilizada na producdo de emulsbes sobre a eficiéncia antioxidante dos

galatos.

4.1. Determinacdo das constantes de particdo do acido galico e seus

derivados em nanoemulsdes

Determinou-se a distribuicdo dos antioxidantes nas nanoemulsdes de acordo

com o modelo cinético da pesudofase, descrito na secgao |.
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Na Figura 82 estad representado um exemplo de uma variacdo tipica da
absorvancia do corante em funcdo do tempo, bem como a representacdo de
In(A; — Ainyy €m fungao do tempo, para o EG e OG. Em todos os casos, os pares de
dados absorvancia-tempo obtidos ajustaram-se perfeitamente a equacao integrada de

ordem 1, sendo assim possivel obter a constante de velocidade observada, Kops.
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Figura 82 - Variagdo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representagdo de In [Ar-Aind VS
tempo, para o EG e para o OG. Condi¢des experimentais: nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M,
pH=3,65/ Tween 80), ®;=0,0097, [16-ArN,"] = 2,83x 10™*M, [AO] = 2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.

As Figuras 83 - 85 mostram as variagcbes de kons com @, obtidas para os
diferentes galatos. Em todos os casos, observou-se uma diminuig&o da Kons, Num fator

que varia entre 3-7 vezes quando a ®, aumenta de 0,005 a 0,04.
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Figura 83 - Representacéo de Kqps € 1/ Kops Vs fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equacdes 48 e
49 para 0 AG. Condic¢des experimentais: nanoemulséo 1:9 (6leo peixe/tampéao citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-
ArN,*] =2,82x 10™*M, [AQ] =2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 84 - Representagao de kqps € 1/ kops Vs fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equacdes 31 e
32, para EG e BG Condic¢des experimentais: nanoemulsédo 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween
80), [16-ArN,"] =1,42x 10*M, [AO] =2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 85 - Representagéo de kes € 1/koss VS fracdo de emulsionante (®;) com os respetivos ajustes as equagdes 42
para 0 OG e para 0 LG. Condi¢gbes experimentais: nanoemulsao 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65 /
Tween 80), [16-ArN,*] = 2,84x10* M, [AO] = 3,05x103 M, [NED] = 0,019 M, T = 25,0°C.

Determinou-se as constantes de particdo entre as regides aquosa-interfacial,
P! e oOleo-interfacial, P}, ajustando-se as variagbes de kons com a fracdo de
emulsionante, ®,, de acordo com as equacles derivadas do modelo cinético da

pseudofase, secc¢ao I.

Como verificado anteriormente pelo valor da constante de particdo binéaria
(Tabela 10), espera-se que o0 AG se distribua apenas entre a regido aquosa e interfacial,
tendo sido utilizado o modelo simplificado para determinar a sua constante de particao
P%. J& os galatos EG e BG devero distribuir-se pelas 3 regides da nanoemulsio, pelo
que foi utilizado o modelo completo, para determinar as constantes de particdo P} e P}.

Os antioxidantes mais hidrofobicos, como OG e LG, espera-se que estejam distribuidos
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preferencialmente pelas regides do 6leo e interfacial, determinando-se a sua constante
de particdo através do modelo simplificado. Na Tabela 18 encontram-se os valores das

contantes de particdo, P?, P}, P} e os valores de k; calculados.

Tabela 18 - Sumario dos valores das constantes de particdo e da velocidade na regido interfacial, para o acido galico e
seus derivados .

GA EG BG oG LG
P} 109 + 19 248 + 21 578 + 35 --- -
P, --- 750 + 27 262 +21 190 + 39 152 + 24

102 k; (M1s?) | 13,6+ 0,7 | 241+3,7 | 30,1+£0,3 | 396+3,1 | 31,4+0,7

Os resultados da Tabela 18 mostram que é possivel avaliar as contribuicdes
relativas dos efeitos do meio e da concentragcdo nhas constantes de velocidade
observadas. Verificou-se que os bons ajustes obtidos dos dados experimentais para as
equacles que sdo previstas pela aplicacdo do modelo de pseudofase para cada
situacao indicam que as hipéteses nas quais ele é baseado (ver sec¢éo I) sdo validas
e, portanto, que o modelo de pseudofase fornece uma metodologia e uma base teérica
adequada para determinar as constantes de particdo de antioxidantes também em
sistemas nanoemulsionados. O modelo da pseudofase é valido nas circunstancias
atuais porque todos os componentes do sistema estdo em equilibrio dindmico, isto é, o

transporte de matéria entre as diferentes regides da nanoemulséo nao é limitante.

Como verificado para as emulsfes 4:6 6leo de peixe/tampao citrato, uma vez
gue s6 se modifica o tamanho da cadeia alquilica, confirma-se que o mecanismo de
reacdo para todos os ésteres do AG é idéntico para todos os antioxidantes uma vez
gue os valores obtidos para a constante k; sdo bastante similares para os varios
derivados. A diferenca nos valores de k; entre o AG e os galatos é provavelmente uma
consequéncia da mudanca estrutural que o grupo carboxilico (que é parcialmente

ionizado), para um ao grupo éster, que nao pode ser ionizado.

Os valores das constantes de particio P) e P} refletem os efeitos da
concentracdo na kons. Em todos os casos, os valores de P/{ e P{) obtidos, Tabela 18, sao
maiores que a unidade, o que indica que a energia livre de Gibbs para a transferéncia
deles entre a regido aquosa e oleosa para a interfacial é negativa. Isto €, todos os

galatos mostram uma tendéncia natural para se localizarem principalmente na regiao
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interfacial das nanoemulsdes. Os valores de P} aumentaram com o aumento da
hidrofobicidade dos antioxidantes, o que implica que a sua solubilidade na agua diminui.
Pelo contrario, os valores de P/, diminuiram com o aumento do nimero de atomos de
carbono na cadeia alquilica, o que reflete um aumento da solubilidade no dGleo. A
diferenca destas duas contribuicdes reflete a percentagem de antioxidantes em cada
regiao.

Determinou-se a percentagem de AO nas nanoemulsdes, a partir das constantes
de particdo, a partir das equacdes 36, 37 e 38 para EG e BG, das equacdes 46 e 47
para OG e LG, e das equacdes 51 e 52 para o AG. Na Figura 86 apresenta-se a
percentagem do acido galico e dos seus derivados em cada uma das regifes (oleosa,
aquosa e interfacial) numa nanoemulsédo 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato (0,04 M, pH

= 3,65), para varias fragcdes de emulsionante.
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Figura 86 - Variacdo da percentagem do &cido galico e dos seus derivados na regido interfacial (A), na regido oleosa
(B) e na regido aquosa (C), numa nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato, 0,04M, pH=3,65), com a fracédo de
emulsionante Tween 80.
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Analisando-se os resultados para uma fragdo de emulsionante de 0,005, verifica-
se que 40% do acido galico (AG) se distribui na regido aquosa sendo o antioxidante que
tem maior afinidade com esta regido. O antioxidante que se distribui em maior
percentagem na regido interfacial € o galato de octilo (OG) com uma percentagem de
90%.

A percentagem de AO presente na nanoemulsédo na regido interfacial aumenta
gquando a fracdo de emulsionante Tween 80 aumenta para 0,042, verificando-se desta
forma uma influéncia significativa da fracdo de emulsionante sobre a percentagem de
AO presente em cada uma das regides da hanoemulséo. De notar que com o0 aumento
da fracdo de emulsionante a diferenca de percentagem existente na regido interfacial
dos varios AOs diminui consideravelmente em especial para os compostos mais

lipofilicos.

4.1.Concentracbes efetivas do acido gdalico e derivados nas regifes

oleosa, aquosa e interfacial das nanoemulsdes

Determinou-se a concentracdo efetiva dos AOs em cada regido da nanoemulséo
1:9 (O/A), a partir das percentagens dos AOs presente em cada regidao (Figura 86) e

utilizando as equacdes 57, 58 e 59, Figura 87.
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Figura 87 - Variagdo da concentracao efetiva nas 3 regides da nanoemulséo 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato), com a
fragdo de emulsionante Tween 80, [AO+] = 0,125 m M.

Pela observagédo das concentragdes de AO na regido interfacial (Figura 87),
verificou-se que para qualquer valor de ®,, a concentragdo efetiva dos AOs na regiao
interfacial € muito maior, num fator de 20-190 vezes, do que a estequiométrica (JAOr] =
1, 25x10* M). Por outro lado, para qualquer ®,, a concentracéo efetiva de AG na regido
aquosa € 1,4 a 23 vezes menor do que a estequiométrica. A concentracdo efetiva na
regido oleosa é menor 1,6 a 10,5 vezes do que a estequiométrica no caso do EG e do
BG. Verifica-se também que com o aumento da fragdo de emulsionante a concentracao

de AO em cada uma das regifes diminui.

Uma comparacao preliminar entre os resultados na Figura 86 com os da Figura

87 mostra que, como nas emulsdes 4:6 (0leo de peixe/tampdo citrato), uma diminuicdo
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da % AOa e % AOo0 leva a uma diminuicdo na concentracdo efetiva dos AOs nessas
regides. No entanto, um aumento da % AO, ndo implica um aumento ha concentracao
do AOs na regido interfacial (AO;), mas sim uma diminuicdo. As razbes para este
comportamento ja foram discutidas na secéo 3.4 das emulsbes, onde se conclui que o
aumento da % AO, ndo compensa a diluicdo associada ao aumento do volume da regido
interfacial, ®,. Assim, verificou-se que a concentragdo efetiva dos AOs na regido
interfacial € maior para a fracdo de emulsionante de 0,005, ocorrendo uma diluicdo
significativa dos AOs nesta regido, com o aumento da fracdo de emulsionante. Verificou-
se igualmente que a diferenca de concentracdo dos AOs na regido interfacial é mais
acentuada para a fracdo de emulsionante menor, diminuindo esta diferenca & medida

gue a fracdo de emulsionante aumenta (Figura 87 e 88(A)).

Na Figura 88, observa-se a variagdo da concentracéo efetiva dos AO na regido
interfacial em funcdo do tamanho da cadeia alquilica dos AOs para trés concentragfes
de emulsionante (A), e o efeito da razdo O/A em funcdo do namero de atomos de

carbono para a fragdo de emulsionante de 0,005 (B).

24

24
B
20
= =
8 —
o
;5 < 16
2 §
—@— @,=0.005 ——1:9
—— ©,=0.01 1 ——2:8
—A— ©,=0.04 —A—3:7
—@—4:6
—A—55
8 | | | 1 | 1 | | |
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
n° atomos de carbono n° atomos de carbono

Figura 88 - Concentragéo efetiva de AO na regido interfacial para o AG e derivados, nanoemulsédo 1:9 O/A em funcéo
do nimero de atomos de carbono, para trés fragcdes de emulsionante (A), e o efeito da relacdo O/A na regido interfacial
para a fracdo de emulsionante ®,=0,005 (B), [AO1] = 0,125 M.

Os resultados mostram que a variacdo da concentracdo de AO na regido
interfacial em funcdo do nimero de 4tomos de carbono na cadeia alquilica é mais
percetivel para frac6es de emulsionante mais baixas (®; = 0,005) do que para fracdes
de emulsionante mais altas (®; = 0,04), onde é praticamente constante. Isto é

consequéncia da incorporacdo de AOs na regido interfacial, a medida que aumenta a
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fracdo de emulsionante, uma vez que para fracBes de emulsionante mais altas, uma

grande percentagem de todos os AOs esté localizada nessa regido.

A Figura 88 (B), mostra o efeito complexo que a relacdo 6leo/agua usada na
preparacdo das nanoemulsfes tem na concentracdo dos AOs na regido interfacial. A
um valor constante de ®, = 0,005 (a fracdo de emulsionante mais baixa), a alteracao
observada na concentragdo de AO na regido interfacial depende da hidrofobicidade do
AO, de modo que a concentracdo interfacial dos AOs hidrofilicos aumenta com o
aumento da razdo O/A, mas a concentracdo dos AO mais hidrofébicos diminui. Por
exemplo, para uma concentracdo estequiométrica [AO+] = 0,125 mM, a [AG|] aumenta
de ~ 9,5mM para[AG|] ~ 13,6 mM, mas a concentracéo efetiva para o LG [LG)] diminuiu
de ~ 22,0 mM para ~ 15,0 mM, quando se altera a relagdo O/A de 1:9 para 5:5. Para os
galatos de hidrofobicidade intermediaria (EG e BG), mudancgas na relagéo O/A levam a

pequenas mudancgas na concentragdo de AO na regido interfacial (~ 16,0 mM).

5. Analise comparativa da distribuicdo dos

antioxidantes em emulsdes e nanoemulsodes

Analisando em conjunto o0s resultados obtidos para as emulsGes e
nanoemulsdes com 6leo de peixe, é possivel analisar se o tamanho da gota do sistema

emulsionado tem ou ndo um efeito significativo sobre a distribuicdo dos antioxidantes.

Uma andlise comparativa da distribuicdo , a partir das constantes de particao no
sistema emulsionado, verificou-se que estas constantes determinadas utilizando

nanoemulsfes ou emulsfes apresentam diferencas inferiores a 6% (Tabela 19).
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Tabela 19 - Constantes de particdo para o acido galico e seus derivados numa emulsdo e numa nanoemulséo.
° AG EG BG oG LG
§ P; 109 + 19 248 + 21 578 + 35 --- -
g 12 --- 750 + 27 262 +21 190 + 39 152 + 24
2 10% k; (M1st) 13,6 £ 0,7 241+3,7 | 30,1+0,3 | 39.6+3,1 | 31,4+0,7
9 Ps 118+19 | 233+13 | 559+27
% P} - 707 £ 15 253 + 56 183+ 26 142 + 37
& [ 102k s 82+0,003 | 152+18 | 162+1,9 | 148+0,9 | 133£0,5

100 -

% AOi
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n° atomos de carbono

Figura 89 - Distribuicdo comparativa do acido galico e seus derivados em emulsées 1:9 e nanoemulsfes 1:9 (v/v 6leo
de peixe/tampao citrato), para varias fragcbes de emulsionante Tween 80: Nanoemulsées: -e- @, =0,005; - A - ®, =0,01; -
H- ¢, =0,02: Emulsdes: -e- ®, =0,005; - A- ®, =0,01; -m- ¥, =0,02.

Determinando a percentagem de AO presente na regido interfacial, em cada um
dos sistemas emulsionados, emulsdo e nanoemulséo, verificamos que a percentagem
é semelhante, aumentando até um numero de 8 carbonos OG (C8) e diminuindo

ligeiramente para o LG (C12) (Figura 89).

Uma vez que a velocidade da reacédo depende das concentracdes dos reagentes
no local da reacdo (regido interfacial), a eficiéncia antioxidante deve depender da
concentracdo nesta regido do AO e, portanto, supomos que deve haver uma relacéo
direta entre a concentragdo de AO na regido interfacial e a sua eficiéncia. Além disso,
uma vez que a distribuicdo de cada composto néo foi afetada pelo tamanho da gota,
espera-se uma eficicia relativa de atividade antioxidante seja semelhante, em emulsdes

e nanoemusofes de 6leo de peixe - em- agua.
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6. Avaliacdo da atividade antioxidante em

sistemas emulsionados

6.1. Atividade antioxidante do acido galico e seus derivados em

emulsodes

Devido ao elevado nimero de amostras necessarias para efetuar a avaliacdo da
atividade antioxidante dos compostos, surgiu a necessidade de proceder a avaliacdo do
grau de oxidacao lipidica destes recorrendo a um método simples e rapido. Assim,
determinou-se o grau de oxidacdo lipidica dos sistemas emulsionados através da

determinag&o em dienos conjugados.

No entanto, de modo a verificar se a determinagdo do conteido em dienos
conjugados das amostras era diretamente proporcional ao indice de peréxidos, foi
efetuado um estudo preliminar de estabilidade com 6leo de peixe na auséncia de AO,
Figura 90.
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Figura 90 — Avaliacdo do nivel de oxidacdo de emulsGes 4:6 d6leo de peixe/tampéo citrato, ao longo do tempo
monitorizadas, pelo aumento do conteddo em dienos conjugados (A) e indice de peroxidos (B).

Verificou-se que o conteddo em dienos conjugados das amostras
correlacionava-se com o indice de peréxidos. Assim , utilizou-se o contetdo em dienos
conjugados para avaliar o nivel de oxidacdo das amostras e 0 tempo necessario para
cada amostra atingir o conteido em dienos conjugados de 0.5% como parametro

indicativo da capacidade antioxidante de cada composto.
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Comecou-se por estudar a atividade antioxidante do 4cido gélico e dos seus
derivados em emulsdes constituidas por 6leo de peixe e tampao citrato (0,04 M, pH =
3,65), com 1% de Tween 80 e contendo 0,24 mM de cada um dos antioxidantes.
Submeteram-se as emuls@es a um teste de aceleracdo oxidativa a uma temperatura de
50 °C.

Verificou-se que para uma temperatura de 50 °C e para uma concentracdo de
antioxidante na emulsdo de 0,24 mM, nenhum AO mostrou efeito antioxidante. Pelo

contrario, observaram-se efeitos pré-oxidantes para todos os AOs.

Deste modo aumentou-se a concentracdo de antioxidante nas emulsdes de
modo a serem observados efeitos antioxidantes. Assim, repetiu-se a experiéncia inicial
para uma concentracdo de antioxidante adicionado as emulsfes de 0,5 mM e para uma
temperatura de estufa de 40 °C. A concentracdo de 0,5 mM, encontra-se dentro dos
limites permitidos pela Legislagdo Portuguesa [284, 285]. Determinou-se o grau de
oxidacgdo lipidica das amostras ao longo do tempo através da determinag&o do conteddo
de dienos conjugados. A Figura 91 representa o tempo necessario para o contetdo de
dienos conjugados alcancar o valor de 0,5% nas emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampéo
citrato) com 1% de Tween 80.
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Figura 91 — Tempo (dias) para que as emuls6es contendo 1% de emulsionante, atingissem o conteido em CD de 0,5%.
Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padrao, letras iguais correspondem
a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes). Condi¢cdes experimentais:
emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato, 0,04 M, pH = 3,65 /Tween 80), [AOr] = 0,5 mM, T = 40 °C.

De acordo com o tempo que o conteudo em dienos conjugados demorou a atingir

o valor de 0,5%, para a percentagem de emulsionante de 1%, a ordem da atividade
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antioxidante obtida foi OG ~ BG ~ LG > EG > MG > GA, contrariando o “Paradoxo
Polar” que prevé que antioxidantes menos polares sejam mais eficazes em meios mais
polares como é o caso de sistemas emulsionados do tipo O/A. De facto, e apesar da
crescente hidrofobicidade, néo foi possivel observar diferencas na eficacia antioxidante
dos galatos de butilo e octilo e laurilo. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos
por Medina et. al [286] para uma série de ésteres do acido galico em emulsdes de dleo
de peixe/dgua, onde se verificou igualmente uma atividade antioxidante semelhante

para os derivados BG e LG.

A atividade antioxidante numa emulsdo depende da particdo dos antioxidantes
entre as diferentes regifes que a constituem, da estabilidade dos antioxidantes e muito
particularmente dos fenbmenos que ocorrem ao nivel da regido interfacial. Desta forma,
a concentracdo de antioxidante na regido interfacial tera um papel importante no que
respeita a estabilidade oxidativa das emulsdes, uma vez, que as reacdes de oxidacao
parecem ocorrer preferencialmente nesta regido. Assim, os antioxidantes que se
encontram em maior percentagem na regido interfacial, para uma mesma quantidade

de emulsionante, parecem exercer uma melhor atividade antioxidante, Figura 92.
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Figura 92 — Correlagdo da percentagem de AO na regido interfacial e da eficiéncia AO, em funcdo do aumento da cadeia
alquilica, para uma emulséo 4:6 6leo de peixe/tampao citrato, contendo 1% de Tween 80.

Na Figura 93 esta representado o efeito da fragdo de emulsionante sobre a
estabilidade oxidativa das emulsdes. Os resultados mostram que a fracdo de
emulsionante exerce uma influéncia significativa sobre a estabilidade oxidativa sendo
que, para um mesmo antioxidante, as emulsfes com menor fracdo de emulsionante

sdo as mais estaveis.
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Figura 93 - Tempo (dias) para que as emuls@es contendo 0,5%, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o conteldo em
CD de 0,5%. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padrédo, letras iguais
correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes; letras coloridas
— compostos diferentes, percentagem de Tween 80 igual; letras pretas — compostos iguais, percentagem de Tween 80
diferente). Condicdes experimentais: emulsdes 4:6 (Oleo de peixe/tampdo citrato, 0,04 M, pH = 3,65 /Tween 80), [AO+]
=0,5mM, T =40 °C.

De notar que variando a percentagem de Tween 80 no controlo ndo se verificou
uma diferenca estatisticamente significativa na estabilidade oxidativa. Segundo a
distribuicdo dos antioxidantes nas emulsées, com o aumento da fragdo de emulsionante,
a percentagem de antioxidante na regido interfacial também aumenta. Contudo, ocorre
simultaneamente uma diluicdo do antioxidante na regido interfacial que ndo é suficiente

para contrabalancar o acréscimo da quantidade de AO nessa regido Figura 94.

80

60
40

20 ° —o

103 (AO) M

20
18
16
14
12
10

t(dias) 0.5%ACD

0 2 4 6 8 10 12
n° de atomos de Carbono

Figura 94 - Variacéo do tempo em dias para alcancar 0.5% dienos conjugados e concentracéo efetiva de AO na regido
interfacial de emuls6es 4:6 (6leo de peixe/tampdo citrato) em fung@o do nimero de atomos de carbono, para as fragées
de emulsionante de Tween 80: -e- @, =0,005; -M- ®, =0,005; -e- ®, =0,01, -H- ®, =0,01 e -e- &, =0,02; -M- &, =0,02, [AO1]
=0,5mM.
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Verificou-se que os antioxidantes BG e OG apresentaram uma maior eficacia
antioxidante, ndo se tendo observado diferencas estatisticamente significativas na
eficacia antioxidante entre eles para uma mesma percentagem de Tween 80. O LG para
uma fracdo de emulsionante, ®, = 0,005 apresentou uma menor capacidade AO que o
BG e OG. O aumento da atividade antioxidante de compostos contendo o0 mesmo grupo
reativo com o aumento da hidrofobicidade até um determinado ponto a partir do qual
depois diminui denomina-se efeito cut off. Assim, verificou-se que para uma mesma
fracdo de emulsionante, a ordem de atividade dos AOs correlacionou-se com a

concentracéo de AO na regido interfacial ( Figura 94).

Por outro lado, podemos concluir que a pequena percentagem distribuida na
regido aquosa parece influenciar negativamente a estabilidade oxidativa em emulsbes,
ou seja, para uma percentagem semelhante de AO na regido interfacial, as emulsdes

contendo uma maior percentagem de AO na fase aquosa sdo mais instaveis.

6.2. Atividade antioxidante do acido gélico e seus derivados em

nanoemulsodes

Estudou-se a atividade antioxidante do acido galico e dos seus derivados em
nanoemuls@es formadas por 6leo de peixe e tampao citrato (0,04 M, pH= 3,65), com 0,5
%, 1% e 2% de Tween 80 e contendo 0,125 mM de cada um dos antioxidantes. Para
tal, submeteram-se as emulsdes a um teste de aceleragéo oxidativa a uma temperatura

de 40 °C (teste da estufa de Schaal). Estas experiéncias foram realizadas em triplicado.

Efetuou-se a determinag&o do grau de oxidacao lipidica através da determinagéo

do contetdo em dienos conjugados.

A Figura 95 mostra um exemplo tipico da cinética de oxidacao lipidica obtida,
medindo 0 tempo necessario para se obter um incremento na producdo de dienos

conjugados de 0.5 %.
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Tempo /dias
Branco-m-; AG- -; EG-m-; BG-H-; OG-H-; LG-m-

Figura 95 — Efeito do AG e dos galatos na oxidagdo das nanoemulsdes 1:9 6leo de peixe/tampé&o citrato, a T = 40°C,
para a fracdo de emulsionante 0,005 monitorizada pelo aumento da percentagem em dienos conjugados.

A Figura 96 representa o tempo que o contetido em dienos conjugados demorou
a alcancar o valor de 0,5% nas nanoemulsdes contendo 0,5%, 1% e 2%, de

emulsionante.
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Figura 96 - Tempo (dias) para que as nanoemulsdes contendo 0,5%, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o conteido
em CD de 0,5 %. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padrao, letras
iguais correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes: ; letras
coloridas — compostos diferentes, percentagem de Tween 80 igual; letras pretas — compostos iguais, percentagem de
Tween 80 diferente). Condi¢des experimentais: nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/tampé&o citrato, 0,04 M, pH= 3,65/
Tween 80) e [AO+] = 0,125 mM.
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De acordo com o tempo que o contetido em dienos conjugados demorou a atingir
o valor de 0,5 %, para a percentagem de emulsionante de 0,5 %, e 2% a ordem de
atividade antioxidante foi: OG> LG > BG > EG > AG > controlo. Nas nanoemulsdes
contendo 1% de emulsionante, a ordem de eficacia antioxidante foi bastante semelhante

a obtida anteriormente exceto para o OG que ndo mostrou ser mais eficiente que o LG.

O paradoxo polar prevé que os antioxidantes menos polares sejam mais eficazes
em meios emulsionados do tipo O/A. A ordem de eficicia obtida ndo obedece ao
paradoxo polar na medida em que o antioxidante mais hidrofobico, o LG, ndo apresenta
maior eficicia que o galato de octilo nos sistemas nanoemulsionados utilizados. Assim,
em nanoemulsdes 6leo de peixe/tampao citrato, a eficacia dos antioxidantes aumenta

até ao OG, verificando-se assim o efeito cut off.

A atividade antioxidante numa nanoemulsdo depende da particdo e distribuicdo
dos antioxidantes entre as diferentes regides que a constituem, da estabilidade dos
antioxidantes e, muito particularmente dos fendmenos interfasicos ao nivel da regido
interfacial. Desta forma, a concentragdo de antioxidante nesta regido terd um papel
importante no que respeita a estabilidade oxidativa. Uma vez que todos os derivados do
acido galico mostraram uma atividade antirradicalar bastante semelhante, as diferencas
observadas sO6 podem advir da diferente distribuicdo dos varios antioxidantes nas
nanoemulsdes. Assim, os antioxidantes que se encontram em maior percentagem na
regido interfacial, para uma mesma quantidade de emulsionante, exerceram uma

atividade antioxidante melhor ( Figura 97).
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Figura 97 - Variagcao do tempo em dias para alcangar 0.5% dienos conjugados e concentracéo efetiva de AO na regido
interfacial de nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato) em funcdo do nimero de atomos de carbono, para as
fracdes de emulsionante de Tween 80 : -e- ®, =0,005; -M- ®, =0,005; -e- ®, =0,01, -H- O, =0,01 e -o- O, =0,02; -H- O,
=0,02, [AO{] = 0,125 mM.
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Contrariamente ao esperado inicialmente, o tempo que o conteldo em dienos
conjugados demorou a alcancar o valor de 0,5 % diminuiu com o aumento da
percentagem de emulsionante para os antioxidantes mais lipofilicos BG, OG e LG.
Embora ocorra um aumento da quantidade do antioxidante na regido interfacial, com o
aumento da quantidade de emulsionante ocorre igualmente uma diluicdo do
antioxidante que se encontra na interface. O resultado da atividade antioxidante
dependerd assim, do balanco entre 0 aumento da quantidade do antioxidante na regiao

interfacial e da diluicdo que ocorre.

De fato, verifica-se que para 0os compostos em que ha um maior aumento da
percentagem de antioxidante na interface com o aumento da quantidade de
emulsionante, como é o caso do acido galico e o galato de etilo, o efeito da diluicao na
atividade antioxidante € menos sentido do que para os compostos, cuja quantidade na
interface ndo é tao afetada pelo aumento da quantidade de emulsionante. Nos casos,
em que a percentagem de AO € ja bastante alta para as concentra¢gfes mais baixas de

emulsionante, o efeito da diluicdo é mais acentuado (Figura 97).

7. Analise comparativa da eficacia antioxidante

em emulsdes e nanoemulsoes

Verificou-se que a ordem de atividade antioxidante quer em emulsdes quer em
nanoemulsdes foi bastante semelhante, e que em ambos os casos correlacionavam
positivamente com a concentracdo do AO na regido interfacial (Figura 94 e 97). No
entanto, uma vez que nao se efetuaram os ensaios em emulsdes e nanoemulsdes ao
mesmo tempo, e a estabilidade dos sistemas emulsionados dependem fortemente da
composicao em acidos gordos do 6leo utilizado e das condi¢Bes experimentais, efetuou-
se um ensaio de estabilidade em que se testaram ao mesmo tempo, e sob as mesmas
condigBes, o acido gélico e varios galatos em emulsdes 1:9 e 4:6 e em nanoemulsdes

1:9 de 6leo de peixe/tampéo citrato, contento 0,5% de emulsionante Tween 80.

Na auséncia de AO, observou-se que o0s trés sistemas emulsionados

apresentavam estabilidades oxidativas muito diferentes, Figura 98.
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Figura 98 — Tempo em dias para os brancos de varios sistemas emulsionados, atingirem um valor em dienos conjugados
de 0.5%, [AO+]= 0,125mM.

A emulsao 4:6 O/A apresentou-se & partida com a maior estabilidade oxidativa,
com cerca de quatro vezes mais estabilidade que os sistemas emulsionados 1:9 O/A.
De acordo, com os valores apresentados na Tabela 7, Capitulol, o maior diametro de
gota e por conseguinte uma menor area de regido interfacial poderiam explicar este
resultado. No entanto, verificou-se que no caso dos sistemas emulsionados 1:9, as
nanoemulsdes contendo gotas de muito menor didmetro, e, portanto, maior superficie
de regido interfacial apresentaram maior estabilidade oxidativa comparativamente as

emulsdes com diametros de gota de cerca de quatro vezes superior.

Do mesmo modo, quando comparadas as varias nanoemulsées 1:9 O/A
preparadas com 0,5%, 1% e 2% de emulsionante, na auséncia de AO (Brancos, Figura
96), verificou-se que as nanoemulsdes contendo 2% de emulsionante, com diametro de
gota menor e maior superficie de regido interfacial, apresentaram também uma maior

estabilidade oxidativa.

De acordo, com a Tabela 7 a emulséo contendo 0,5% de emulsionante poderia
ndo ter a superficie completamente saturada/recoberta com emulsionante. Por outro
lado, as emulsdes com 1% e 2%, continham emulsionante mais do que o0 necessario
para esta saturacao/ recobrimento pelo que esperariamos um melhor o empacotamento
do emulsionante, em especial para a emulsdo contendo 2% de emulsionante. Este
melhor empacotamento podera exercer algum impedimento estérico a pro-oxidantes

vindos da regido aquosa. Por outro lado, os radicais lipidicos quando se formam tendem
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a deslocar-se até a regido interfacial uma vez que deixam de ter tanta afinidade para a
regido oleosa e, havendo mais emulsionante, a concentracdo nesta regido destes
radicais serd menor devido a diluicdo. Estes resultados confirmam que as reac¢fes de
autoxidacdo ndo dependem da area de superficie, mas apenas da concentracdo dos

reagentes na regido interfacial [287-289].

A maior estabilidade das nanoemulsdes, relativamente as emulsées com a
mesma composi¢cdo poderd dever-se & maior instabilidade fisica das emulsées
comparativamente as nanoemulsées. De facto, as nanoemulsdes apresentaram-se
todas visualmente estaveis mesmo ao fim de 6 meses a 4°C. Ja as emuls6es com a
mesma composicao apresentavam a formagao de creme, embora sem a separagao das
fases mesmo ao fim de quatro semanas a 4°C. A separacao de fases so6 foi observada
quando as amostras ja se encontravam oxidadas, provavelmente devido a destrui¢cao
oxidativa dos emulsionantes. Assim, durante o teste de estabilidade os radicais
formados da autoxidag&o tanto do 6leo de peixe como dos emulsionantes, existentes na
regido interfacial de uma gota entrardo mais facilmente em contacto com outras gotas,
acelerando o processo oxidativo. Embora os dois sistemas emulsionados tivessem a
mesma composi¢édo, a mudanca do tamanho da gota néo so altera as caracteristicas da
regido interfacial como também altera a estabilidade fisica, pelo que ndo é possivel
separar a influéncia do tamanho de gota da estabilidade fisica do sistema emulsionado
e por conseguinte avaliar a contribuigdo de cada efeito para a estabilidade oxidativa dos

sistemas emulsionados.

Uma vez, que os varios sistemas emulsionados tinham a partida estabilidades
diferentes, e de modo a poder comparar a eficiéncia dos antioxidantes nestes sistemas

emulsionados utilizou-se o parametro de “aumento relativo de estabilidade”, dado por:

f(ACD:o,s%)AO—f(ACD:o,s%)BTanCO) (60)

Aumento relativo da estabilidade = (
tacp=o0,5%)Branco

Em que:
tacp=0,50)A0 = tempo em dias para o AO atingir o valor em dienos conjugados de 0,5%;

tacp=0,50%)Branco = tempo em dias para o Branco atingir o valor em dienos conjugados

de 0,5%.
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Para todos os sistemas emulsionados, encontrou-se a mesma ordem de

atividade antioxidante para os varios galatos (Figura 99).
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Figura 99 — Aumento relativo da estabilidade para o acido gélico e seus derivados nos diferentes sistemas emulsionados,
emulsao 1:9 e 4:6 e nanoemulséo 1:9 (bleo de peixe/tampao citrato, 0,04M, pH=3,65 / Tween 80), [AO1] = 0,125 mM.

De referir que, no entanto, a capacidade antioxidante destes compostos foi mais
importante para o sistema que a partida era mais instavel em termos oxidativos, ou seja,
as emulsdes 1:9 foram aquelas que beneficiaram mais em termos de estabilidade
oxidativa com a presenca dos galatos, tendo a estabilidade destas amostras

aumentando cerca de 2/3 a 2 vezes dependendo do galato utilizado.

Como seria de esperar as diferenca entre a atividade antioxidante dos galatos,
no caso das emulsdes 4:6 O/A foram mais pequenas, tendo havido uma diminui¢do da
atividade antioxidante do OG e do LG relativamente & atividade do BG. Para estes
compostos mais lipofilicos, havendo um aumento da fragdo de Oleo no sistema
emulsionado, ocorre a deslocagdo dos compostos mais lipofilicos da regiéo interfacial
para a regido oleosa, de acordo com os P} apresentados, havendo assim uma

diminui¢cdo da concentracdo de AO na interface.

Mais uma vez, verificou-se a existéncia de uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de AO na regido interfacial e a estabilidade para qualquer dos trés
sistemas emulsionados estudados (Figura 100), correlacdo que é independente do

tamanho de gota.
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Figura 100 — Variacéo da percentagem de inibicdo e da concentragao efetiva na regido interfacial dos diferentes sistemas
emulsionados (emulséo 4:6 e 1:9 e nanoemulsédo 1:9 de 6leo de peixe/tampao citrato) em fun¢éo do aumento da cadeia
alquilica, para a fragdo de emulsionante de ®, =0,005: -e-; -M- nanoemulséo 1:9 ; -e-, -M- emulsdo 1:9 e -e- -M- emulsado
4:6 de 6leo de peixe/tampéo citrato, 0,04M / pH=3.65, [AO1] = 0,125 mM.
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O hidroxitirosol (HT) € um composto fendlico presente no azeite, que se destaca
pelas suas propriedades antioxidantes e efeitos benéficos para a saude [58, 171-174].
Devido ao seu cardacter fortemente hidrofilico o HT apresenta uma baixa capacidade
antioxidante em sistemas emulsionados devido a sua alta solubilidade na regido aquosa.
Deste modo, pretende-se sintetizar derivados hidrofébicos, de modo a aumentar a
utilidade deste composto como antioxidante. Assim, procedeu-se a sintese de ésteres
do HT por esterificagdo deste com &cidos gordos. A excecdo do acetato de
hidroxitirosilo, nenhum destes derivados é ainda permitido como aditivo embora estes
ésteres sejam obtidos a partir do HT e acidos gordos, moléculas encontradas
naturalmente na alimentacdo. Assim, prevé-se para estes ésteres uma toxicidade
inferior aquela que é encontrada para os galatos, atualmente ja utilizados na industria
alimentar. Deste modo, sdo bons candidatos para futuramente poderem ser utilizados
como aditivos alimentares, pelo que é importante obter informacgéo sobre a sua eficacia
antioxidante em sistemas emulsionados. Por outro lado, neste estudo, a utilizacdo
destes ésteres permitiu igualmente verificar se as conclusdes obtidas para a familia dos

galatos se mantém.

1. Sintese dos derivados do Hidroxitirosol

Sintetizaram-se os ésteres de hidroxitirosol de cadeia alquilica curta (C1-C8) a
partir da esterificacdo do HT com acidos gordos de cadeia linear de diferentes tamanhos
(C2-C8). Os ésteres do HT de cadeia alquilica longa (C12-C16) foram sintetizados a
partir por transesterificacdo dos ésteres metilicos dos acidos gordos (C12-C16) obtidos

comercialmente com HT, Figura 101.
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Figura 101 - Sintese de derivados do Hidroxitirosol.
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Os rendimentos obtidos pelas sinteses encontram-se na Tabela 20.

Tabela 20 : Resultados experimentais das massas e rendimentos obtidos nas sinteses dos derivados do hidroxitirosol.

Antioxidante R Tempo /dias = Mobtida/g Rendimento (%)
HT1 H 2 0,570 30
HT3 CH2CHs 3 0,872 64
HT4 CH2CH2CH3s 2 0,537 74
HT6 CH2CH2(CH2)2CHs 3 1,356 75
HT8 CH2CH2(CH2)4CH3 2 1,549 85
HT10 CH2CH2(CH2)sCHs 3 1,131 54
HT12 CH2CH2(CH2)sCH3 3 0,921 41
HT14 CH2CH2(CH2)10CHs 4 0,656 53
HT16 CH2CH2(CH2)12CHs 4 0,591 45

Sintetizaram-se e purificaram-se os ésteres de HT de cadeia curta com sucesso,
com rendimentos apds a purificacdo dos 65-85% exceto para o HT1 que teve um
rendimento de cerca de metade. Esta situacdo deveu-se ao facto deste composto ser
mais hidrofilico, acabando por ficar também na fase aquosa durante as extracdes

liquido-liquido efetuadas para a sua purificacao.

Relativamente aos rendimentos obtidos para os derivados de cadeia longa, estes
foram um pouco mais baixos, situando-se entre os 40 e 54%. Verificou-se que a
purificagdo por extragdo liquido-liquido era dificultada pelo facto de os sais destes
compostos apresentarem propriedades tensioativas consideraveis. Assim, aquando da
extracdo dos derivados da mistura reacional com solugcdo aquosa saturada de
bicarbonato de sédio, formavam-se emulsdes de dificil separagdo bem como espuma

abundante, o que justifica os rendimentos mais baixos obtidos para estes compostos.

De modo, a ser possivel correlacionar a distribuicdo do hidroxitirosol e dos seus
derivados com a atividade antioxidante, realizaram-se experiéncias para avaliar se a
capacidade antirradicalar destes ndo era alterada pela introducéo de cadeias alquilicas

na molécula (Figura 102).
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Figura 102 - Estrutura quimica do hidroxitirosol e derivados.

2. Reatividade do hidroxitirosol e seus

derivados

2.1. Reatividade do hidroxitirosol e seus derivados frente ao radical
DPPH*

Na Figura 103 (A) estd representado um exemplo tipico da variacdo de
absorvéancia obtida para o desaparecimento do radical DPPH* em fungéo do tempo, na
presenca de diferentes concentragdes do HT3. A atividade antirradicalar define-se a
partir do parametro ECso, que representa a concentracdo minima necessaria para o
antioxidante captar 50% dos radicais de DPPH" inicias. Para determinar este parametro
representou-se graficamente para um determinado tempo, a variagdo da percentagem

de DPPH" em funcéo da relagdo mol AO/mol DPPH", representado na Figura 103 (B).
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Figura 103 - (A) Variacdo da absorvancia do radical DPPH" (A = 515 nm) na presenca de diferentes concentragées do
propilo de hidroxitirosol -O- 0,0470 mol de AO / mol DPPH’, -@- 0,0940 mol de AO / mol DPPH’, -M-0,1410 mol de
AO / mol DPPH’, -M- 0,1880 mol de AO / mol DPPH", - A -0,2350 mol de AO / mol DPPH’, - A - 0,2820 mol de AO /
mol DPPH", T=25°C. (B) Representacéo da variagdo da percentagem de DPPH’ com a concentragéo do propilo de

hidroxitirosol, expressa em mol AO/mol DPPH’, para os distintos tempos de reagéo, com o correspondente ajuste linear.
(-e- 5 min, -e- 15 min, -m- 30 min, -=- 60 Min).

Os valores de ECs obtidos para o hidroxitirosol e seus derivados encontram-se
descritos na Tabela 21. Uma vez que os valores de ECs representam a relagdo mol AO
/ mol DPPH necessaria para reduzir em metade a concentragéo inicial de DPPH", os
antioxidantes que apresentem um valor de ECso menor vao ser 0s que terdo uma maior

atividade antirradicalar.

Tabela 21 — Valores de ECs, obtidos para diferentes tempos de reagdo com um nivel de significancia de P < 0,05, para
0 HT e seus derivados.

Antioxidante ECso

t/min 5 15 30 60
HT 0,323 £ 0,005 0,287 +0,004 0,279 £ 0,004 0,258 + 0,004
HT1 0,338 £ 0,005 0,296 £+ 0,003 0,288 + 0,003 0,277 £ 0,003
HT2 0,354 £ 0,009 0,309 £ 0,007 0,298 + 0,005 0,281 + 0,004
HT3 0,345 £+ 0,004 0,299 £ 0,002 0,289 £ 0,005 0,280 +0,003
HT4 0,348+ 0,004 | 0,283 +0,003 0,272 £ 0,004 0,259 + 0,005
HT6 0,300 £ 0,003 0,272 £ 0,003 0,263 £ 0,004 0,247 £ 0,003
HT8 0,295 +0,005 | 0,265+ 0,005 0,256 + 0,007 0,239 £ 0,003

HT10 0,326 £ 0,005 0,292 £+ 0,005 0,286 + 0,007 0,280 = 0,004

HT12 0,345 £ 0,005 0,319 £ 0,004 0,309 £ 0,011 0,294 £ 0,006

HT14 0,347 £ 0,006 0,310 £ 0,009 0,300 £ 0,007 0,284 £ 0,011

HT16 0,331+0,011 0,305 £ 0,006 0,302 £ 0,011 0,298 + 0,007

ECso expresso em mol de antioxidante/ mol de DPPH*
Com um nivel de significAncia P <0,05
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A partir dos resultados obtidos em solucdo metandlica e ao fim de 5 minutos de
reacdo nado foram observadas diferencas significativas na atividade antirradicalar do
hidroxitirosol e seus derivados face ao radical DPPH’, pelo que se concluiu que a
introducdo da cadeia alquilica ndo altera significativamente a reatividade destas

moléculas.

Verificou-se que as curvas Abs vs tempo sdo caraterizada por um rapido
desaparecimento inicial da absorcéo do radical de DPPH’, seguida posteriormente de
um lento desaparecimento deste radical. Este rapido abaixamento inicial € geralmente
devido a reagbes de transferéncia do hidrogénio do antioxidante para o radical,
consideradas como as mais importantes para a eficacia antioxidante das moléculas. A
diminuicdo da velocidade de desaparecimento do radical decorre de reacdes

secundarias mais lentas dos produtos de dimeriza¢éo do radical fenoxilo.

2.2. Determinacédo do primeiro potencial anédico - Voltametria Ciclica

Determinou-se por voltametria ciclica o primeiro potencial anddico do

hidroxitirosol e seus derivados, Tabela 22.

Tabela 22 - Valores do primeiro potencial anddico, determinados por voltametria ciclica, para o hidroxitirosol e seus
derivados.

pH=7,3 pH=3,6 pH=3,6 + Tween 80
Antioxidante
"Epa (V) ‘Epa (V) "Epa (V)
HT 0,217 o418 | -
HT1 0,228 0,421 | e
HT2 0,221 o416 | -
HT3 0,217 0412 | -
HT4 0,222 0,393 0,415
HT6 0,245 0,404 0,388
HT8 0,233 0,412 0,419
HT10 0,231 0,392 0,397
HT12 0,205 0,402 0,382
HT14 0,229 0,369 0,382
HT16 0,213 0,403 0,394

“Epa, potencial anddico vs Ag/AgCl.
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A partir dos resultados obtidos verificou-se que todos o0s compostos
apresentaram um valor do primeiro potencial anédico muito semelhante, e que a

presenca de Tween 80 ndo alterou este valor.

Deste modo, a possivel diferenca na eficacia antioxidante dos compostos em
sistemas emulsionados, ndo é devida a sua diferente reatividade, mas sim causada pela

diferente localizacdo no sistema emulsionado.

3. Distribuicao do hidroxitirosol e seus derivados

em sistemas binarios

3.1. Constantes de particdo P9 , em sistemas binarios 6leo/agua

Determinou-se a constante de particdo, P, do hidroxitirosol e dos seus
derivados para uma mistura binaria constituida por 4 mL de 6leo de peixe purificado e 6
mL de solucédo tampéo citrato 0,04 M e pH = 3,65, contendo uma concentracao de
3,0x10° M do antioxidante, de acordo com o procedimento descrito na secgdo material

e métodos.

Na Tabela 23, encontram-se o0s resultados obtidos para a distribuicdo dos

diferentes antioxidantes nas misturas binarias.

Tabela 23 - Valores das constantes de particdo de uma mistura binaria éleo de peixe/agua, T=25°C, para o hidroxitirosol
e seus derivados.

0]

Antioxidante P4
Estrutura % (A0)o % (AO)
HT 0,55 99,45 0,0083 + 0,03

HT2 16,7 83,3 1,80 + 0,01

o HT3 65,3 34,7 2,80+0,18

HT4 79,5 20,5 5,81+ 0,70
HO HT6 =100 =0 >>>5 81
OH HTS =100 =0 >>>5 81
H12 =100 =0 >>> 581
HT16 =100 =0 >>> 581
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Observou-se que o HT se encontra quase na totalidade na fase aquosa (~99%),

diminuindo esta quantidade a medida que aumenta a cadeia lateral. A partir do

hexanoato de HT, inclusive, nao foi possivel detetar os compostos na fase aquosa pelo

que se considerou que estes se encontram na sua totalidade na fase oleosa.

4. Distribuicdo do hidroxitirosol e seus derivados

em emulsdes

4.1. Constantes de particdo do hidroxitirosol e seus derivados em

emulsdes 6leo de peixe/tampao citrato (O/A)

Como se verificou anteriormente a partir das constantes de particdo binarias,

(Tabela 23), o HT apresenta uma elevada solubilidade na fase aguosa (~99%), o

derivado HT2, apresenta solubilidade nas duas regides oleosa e aquosa, a partir do

derivado HT6 todos os derivados apresentam solubilidade apenas na regido oleosa.

Determinou-se as constantes de
particdo P L e P apartir daandlise do
modelo cinético da pseudofase
simplificado (agua/interface) para o HT,
a partir do modelo completo para o HT2
(dgua/interface/6lec) e a partir do
modelo simplificado (6leo/interface)
para os derivados mais lipofilicos como
o HT6, HT8, HT12 e HT16, Figura 104.

Regido Regido ' Regifio
Oleosa | Interfacial | Aquosa

[0S : o] E [N

O | _\Tweenso !
CmHze)\j\(O/:\’o :
HO4~0

HogO O\JOH
I HT/@N
V\/\/\/\/WO%H |

CigHaz ~\\/:/>7N2*

| .
Po'! i Pa
A, ——t = AD| : AO,

|

Produtos

Figura 104 — Distribuicdo do HT e derivados num sistema emulsionado.
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Nas Figuras 105-107, encontra-se a kobs para todos os compostos, que diminui

num fator de 3-10 vezes ao aumentar a fracdo de emulsionante de ®,= 0,005 a ®;=0,04.

140 | 18
i - 16
120 - i
L - 14
- 1 =
? 100 i 128
2 g0 b 11%
£ -
S 60 | 108 5
— - ~
0,6
40 [ N
L - 04
20 - o2
0 1 | 1 | 1 | 1 | 1 ] 0
0 10 20 30 40 50

103 @

Figura 105 - Representagdo de kqps € 1/ koss Vs fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagdes 48 e
49 para o HT. Condi¢des experimentais: emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-
ArN,"] =2,90x 10~*M, [AO] =2,00x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 106 - Representagdo de kqps € 1/ kobs Vs fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagdes 31 e
32 para o HT2. Condic¢des experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-
ArN,*] =2,90x 10~*M, [AO] =2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 107 - Representacao de koss € 1/ koss VS fragdo de emulsionante (®;) com os respetivos ajustes as equagdes 42,
para os derivados HT6, HT8, HT12 e HT16. Condigdes experimentais: emulsédo 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04
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M, pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN,"] = 2,90x10* M, [AO] = 2,00x10- M, [NED] = 0,019 M, T = 25,0°C.

Os valores das constantes de particdo, P} e P}, e da velocidade de reacéo na

regido interfacial, k;, encontram-se na Tabela 24.

Tabela 24 - Valores de P}, P}, P} e k, obtidos para o HT e derivados.

HT HT2 HT6 HT8 HT12 HT16
P 34+1 207+ 39
P --- 115+ 22 89+8 119 + 45 97 +14 75+12
102k, (M1s1) | 10,6+0,2 16,7+£5,7 19,0+£0,3 18,7+8,8 | 16,3+0,4 | 16,0+0,2
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Na Figura 108, podemos observar a distribuicdo dos varios compostos em

emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH=3,65/Tween 80).

100 60
A —& HT2
B = HT6
80 8- HT8
40 —1HT12
S 60 [~ 8 —- HT16
: L A <
© a0t —A- 2
A 20 -
i A
20 - —A— HT12 I
B —A— HT16
0 1 | 1 | 1 | 1 | 1
N — 0O 10 20 30 40 50
0 10 20 30 40 50
1 03 CDTween 80 1 03 (0] Tween 80
80 C ——HT
—o—HT2
60
< .
@)
< 40 |
L
20
O 1 | 1 | 1 | 1 |
0 10 20 30 40

103 @D Tween 80

Figura 108 - Variacédo da percentagem do HT e seus derivados em emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M,
pH=3,65) / Tween 80), regido interfacial (A), regido oleosa (B) e regido aquosa (C).

Pela analise dos resultados da Tabela 24, percebe-se como varia a percentagem
do HT e dos seus derivados em cada uma das regides (oleosa, aquosa e interfacial)

numa emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH = 3,65 / Tween 80).

Verificou-se que para a fracdo de emulsionante ®,= 0,005 apenas cerca de 20%
do HT se encontra na regido interfacial. A medida que ®, aumenta, esta percentagem
vai aumentando, sendo que, quando ®,=0,04, cerca de 80% do antioxidante encontra-
se nesta regido. Para derivado HT2, verificou-se que a percentagem o AO que se

encontra na regido interfacial para o menor valor de @, é aproximadamente 40%,
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aumentando para perto dos 85% a medida que se vai aumentando a fracdo de
emulsionante, até se atingir ®,= 0,042. Em contrapartida este encontra-se em cerca de
20% na regido aquosa diminuindo para cerca de 5% para a fracdo de emulsionante
®=0,04. Com o aumento de mais de 4 carbonos, os antioxidantes passam a estar
apenas localizados nas regides oleosa e interfacial, verificando-se que mais de 50% do
HT6, HT8, HT12 e 0 HT16 encontra-se distribuidos na regido interfacial, e a medida que
®,aumenta a percentagem de antioxidante na interface também aumenta, de modo que
quando ®=0,040 cerca de 90% todos estes antioxidantes encontram-se na regido
interfacial. Verificando-se assim, que a fracdo de emulsionante exerce uma influéncia
significativa sobre a fracdo de antioxidante que se encontra em cada regido. Quanto

maior for ®;, maior é a percentagem de antioxidante na regido interfacial.

Para uma mesma fragdo de emulsionante, ®,, o HT € o composto com menor
percentagem na regido interfacial, aumentando até ao derivado HT8, e diminui depois
para o HT12 e HT16 (Figura 108).

A percentagem de AO na regido interfacial ndo se correlaciona diretamente com
a sua hidrofobicidade. Assim, as percentagens de AO na regido interfacial seguem a
seguinte ordem: HT< HT2<HT16<HT6<HT12<HT8. Deste modo podemos verificar que
a quantidade de antioxidante para uma mesma fracdo de emulsionante aumenta na
regido interfacial com o aumento da cadeia alquilica o derivado, até um méximo de 8

carbonos diminuindo a partir deste (Figura 109).

80 -
60
o 4
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Figura 109 — Variagdo da percentagem de AO na regido interfacial em funcdo do nimero de atomos de carbono da
cadeia alquilica, para trés fragcdes de emulsionante, ®,, numa emulsdo 4:6 (6leo de peixe tamp&o citrato 0,04M, pH=3,65
/ Tween 80).
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4.2. ConcentracOes efetivas dos antioxidantes nas regides oleosa,

aquosa e interfacial das emulsfes

Como verificamos pela analise da distribuicdo dos AOs (Figura 108) a
concentracdo de AO na regido interfacial aumenta a medida que ®, aumenta até que
praticamente todo o AO é dissolvido nessa regido e, por consequéncia, a percentagem
deste diminui nas regides oleosa e aquosas. Contudo, os volumes das regifes aquosa,
oleosa e interfacial das emulsbes podem variar pelo que a concentracdo de AO vai
depender do volume de emulsionante e da relagédo 6leo/agua do sistema emulsionado.
Portanto, a concentracdo efetiva do AO em cada regido é modificada pela alteracdo de
gualguer uma das regides. Deste modo, calcularam-se as concentracdes dos varios
AOs em emulsdes 4:6 (6leo de peixe tampao citrato, 0,04M, pH=3,65 / Tween 80), a
partir dos dados de distribuicdo, aplicando as equacgdes 57, 58 e 59. Na Figura 110,
encontram-se as variagdes das concentragfes efetivas dos varios derivados AOs em

cada regido da emulséo 4:6 O/A.
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Figura 110 — Concentragfes efetivas na regido oleosa, aquosa e interfacial das emuls6es 4:6 6leo de peixe/tampao
citrato (0,04M, pH= 3,35)/ Tween 80, em funcéo da fragdo de emulsionante, [AOt] = 0,5 mM.

Para qualquer valor de fragdo de emulsionante, observa-se que a concentragéo
efetiva de AO na regido interfacial € muito superior, num fator de 20-115 vezes, que a
estequiométrica [AO+]= 5,0x10* M. Verifica-se igualmente que a concentracdo efetiva
guer na agua quer no 6leo podem ser superiores ou inferiores do que a concentragdo
estequiométrica dependendo do AO e da fracdo de emulsionante. Por exemplo a
concentracdo efetiva do HT na &gua é 1,2 vezes superior a concentracao
estequiométrica para a fracdo de emulsionante mais baixa (®=0,005) e 2,4 vezes
inferior para as fragbes de emulsionante mais alta (¥,=0,040). No caso do derivado HT2,
a concentracao efetiva na regido aquosa € superior que a estequiométrica e aumenta

com o aumento da fracdo de emulsionante cerca de 1,2-7,5 vezes.
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Para os compostos mais lipofilicos (HT6,HT8 e HT16), verificou-se que a
concentracao na regido oleosa é superior a estequiométrica cerca de 1,2 vezes para a
fracdo de emulsionante mais baixa @®=0,005. Para as fracdes de emulsionante
superiores a ®=0,005, a concentracdo efetiva na regido oleosa destes derivados

lipofilicos é inferior & estequiométrica num fator de 1,1 a 4 vezes.

Portanto, para qualquer [AO.] dada, a concentracdo efetiva dos AO nas
diferentes regibes de emulsdo depende da %AO0 na referida regido e da fracdo de

emulsionante utilizada para uma mesma relacdo O/A.

Na regido interfacial temos de ter em conta que um aumento da fracdo de
emulsionante significa um aumento da % AO na regido interfacial, mas por outro lado
devido ao aumento do volume desta regido ocorrerd uma diluicdo do AO nesta regido.
Nas regifes oleosa e aquosa a %A0 diminui sempre com 0 aumento da fragdo de
emulsionante. Assim, na maior parte dos casos, havera sempre uma diluicao efetiva dos

AO nas trés regides da emulsdo com o aumento da fracdo de emulsionante.

Analisou-se igualmente o efeito que a fracdo de emulsionante e a relagdo O/A

apresentam sobre as concentracdes dos AOs na regido interfacial (Figura 111).
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Figura 111 - (A)- Efeito da hidrofobicidade do AO na concentra¢do do AO na regido interfacial para o HT e seus
derivados, numa emulsdo 4:6 O/A (6leo de peixe/tamp&o citrato, 0,04M, pH=3,65/ Tween 80) com trés fragbes de
emulsionante diferentes. (B) Efeito da relagdo O/A na concentra¢do do HT e derivados na regido interfacial, para a fracéo
de emulsionante ®,=0,005, [AO+] = 0,5 mM.

Na Figura 111 (A) mostra-se o efeito na concentragdo interfacial do AO em
emulsdes com uma relacdo constante O/A mas com diferentes concentracdes de
emulsionante em fun¢é@o do nimero de atomos de carbono da cadeia alquilica dos AOs.

Verificou-se que para fragBes de emulsionante altas (¥,=0,04), a concentracdo de AO
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na regido interfacial € muito similar (~1,00 x 10% M). No entanto, para fracées de
emulsionante mais baixas (®,=0,005), podemos verificar que a concentracao na regido
interfacial aumenta até ao HT8 ((~6,00 x 10 M) diminuindo depois parao HT12 e HT16.

Na Figura 111 (B), € possivel verificar o efeito que a relagdo O/A tem sobre a
concentracdo dos AO na regido interfacial. Para um valor constante de fragdo de
emulsionante (®, =0,005), verificamos que para compostos mais lipofilicos a
concentracdo de AO na regido interfacial aumenta com a diminuicdo do volume da
regido oleosa utilizado na emulséo (~5,00 x 102 M a 8,6 x 10 M), ou seja cerca de 100
- 165 vezes superior que a concentracdo estequiométrica. Por outro lado, ao
aumentarmos a relacdo O/A, a concentragdo de AO na regido interfacial aumenta para

os composto hidrofilicos e diminui para os compostos mais lipofilicos.

Por exemplo, para uma concentragdo estequiométrica [AOt] = 0,5 mM, a [HT|]
aumenta de ~ 15,8 mM (O/A= 1:9) para [HT] ~ 22,5 mM (O/A = 5: 5), mas a
concentracéo efetiva para o HT16 [HT16/] diminuiu de ~ 78,0 mM (O/A = 1: 9) para ~
42,0 mM (O/A = 5:5).

Estes resultados demonstram que alterando a relacdo O/A, pode modular
significativamente as concentra¢cdes dos AO na regido interfacial, inclusive modificar a
ordem relativa da percentagem de AO na regido interfacial: um aumento da relagdo O/A
favorece a incorporacdo dos antioxidantes hidrofilicos na regido interfacial, mas por

outro lado diminui a incorporagéo dos AO hidrofobicos.

5. Distribuicao do hidroxitirosol e seus derivados

em nanoemulsdes

5.1. Constantes de particdo do hidroxitirosol (HT) e seus derivados em

nanoemulsdes

As constantes de particdo do hidroxitirosol (HT) e derivados foram obtidas como
descrito anteriormente pelo modelo cinético da pesudofase. Através do método de
derivatizagdo entre a sonda quimica 16-ArN,* e os varios antioxidantes. Em todos os
pares de dados absorvancia-tempo obtidos ajustaram-se perfeitamente a equacao
integrada de ordem 1, sendo assim possivel obter a constante de velocidade observada,

kobs .
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Nas Figuras 112-114, mostram-se 0s Varios graficos da kops em funcéo da fracao
de emulsionante, para os varios antioxidantes, bem como a 1/ keys a partir dos ajustes
dos dados (kobsvs P1) as varias equagdes do modelo cinético da pseudofase, descrito na
seccdo |. Em todos os casos verificou-se uma diminuicdo de kops entre 2,4 - 8 vezes a

medida que o valor de ®, presente na emulsdo aumenta de 0,005 para 0,04.
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Figura 112 - Representagdo de kqps € 1/ koss Vs fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagdes 48 e
49 para o HT. CondigGes experimentais: nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampéao citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80),
[16-ArN,*] =2,90% 10~*M, [AQ] = 2,0x 10-3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 113 — Representacdo de kqps € 1/ kops Vs fragdo de emulsionante (®;) com os respetivos ajustes as equagdes 31
e 32 para 0 HT2. Condig8es experimentais: nanoemulséo 1:9 (6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH=3,65)/Tween 80),
[16-ArN,"] =2,90% 107*M, [AO] = 2,0x 1073M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 114 - Representacao de Kqps € 1/ koss VS fracdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes a equacao 42,
para o HT6,HT8,HT12 e HT16. Condi¢cdes experimentais: nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M,
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pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN,*] =2,90x 10~*M, [AO] = 2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.

Na Tabela 25 encontram-se os valores das contantes de particdo, P}, P} e os

valores de k.

Tabela 25 - Sumario dos valores das constantes de particdo de P}, P} e k, obtidas para o hidroxitirosol e seus ésteres.

HT HT2 HT6 HT8 HT12 HT16
Pl 30+4 186 + 14
P} 1038 79+ 22 104 + 13 89 + 19 80 + 13
102k, (M1s?) | 19,0+13 | 20,7+29 | 256+06 | 236+0,2 | 202+04 | 19,6+03
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Em todos os casos os valores de P} e P} obtidos sdo maiores que a unidade o
gque indica que a energia libre de Gibbs para a transferéncia dos mesmos entre a regides
aguosa e oleosa para a interfacial é negativa, o que significa que os AO tem uma

tendéncia natural a estarem localizados na regido interfacial.

O valor de P! aumenta com o aumento da cadeia hidrofébica dos AO, o que
implica que a solubilidade em agua diminui. Por outro lado, os valores de P} diminuem
guando aumentamos o numero de &tomos de carbono da cadeia alquilica em mais de

8, 0 que reflete o aumento da solubilidade no 6leo.

Os valores de k; sao independentes do aumento da hidrofobicidade dos

antioxidantes e semelhantes para todos os AOs.

A partir dos valores das constantes de particdo, obteve-se a percentagem de
antioxidante nas nanoemulsao 1:9 (6leo de peixe /tamp&o citrato, 0,04M, pH=3,65/
Tween 80) em cada uma das regifes da nanoemulsdo, para cada valor de ®,, Figura
115.
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Figura 115 - Variagdo da percentagem do HT e dos seus derivados: (A) na regido interfacial, (B), na regido oleosa, (C)
e na regido aquosa de uma nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH=3,65), com a fracdo de
emulsionante Tween 80.

Através dos resultados da Figura 115, verificou-se que para uma fracdo de
emulsionante () de 0,005, apenas 20% do HT encontra-se distribuido na regido
interfacial, e a medida que ®, aumenta, a concentragédo deste também vai aumentando
na regido interfacial, ou seja, quando ®©,=0,04, cerca de 70% do antioxidante encontra-

se nesta regido interfacial.

O derivado HT2 encontra-se distribuido nas trés regides da nanoemulsao,
encontrando-se em cerca 40% na regido interfacial aumentando para perto dos 90% a
medida que se vai aumentando a fracdo de emulsionante, até se atingir ®,= 0,04. Com
0 aumento da fracdo de emulsionante a percentagem do HT2 na regido aquosa diminui

de ~ 50% a 10%, mas aumenta na regido oleosa cerca de 10%.

Os derivados mais lipofilicos distribuem-se apenas pelas regides
interfacial/oleosa, apresentando-se na regido interfacial numa percentagem de 80%
para fracdo de emulsionante mais baixa (®=0,005), aumentando par cerca de 95% para

a fracdo de emulsionante mais alta (¥,=0,04).

Através dos valores das constantes de particdo obtidas verificamos um aumento
do valor de P} até ao HT8 e depois diminui para o HT12 e HT16. Isto permite-nos
concluir que com o aumento da cadeia hidrocarbonada existe um aumento da
guantidade de antioxidante na regido interfacial at¢é um maximo de 8 carbonos,

diminuindo depois para os derivados com cadeia alquilica de 12 e 16 carbonos.
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Verifica-se entdo que a percentagem de todos os AO na regido interfacial
aumenta com o aumento da fragcdo de emulsionante, ocorrendo uma diminuicdo dos

AOs na fase aquosa e oleosa, tal como verificado para as emulsoes.

Os resultados mostram que para qualquer valor de ®; a % AO ndo se
correlaciona com a hidrofobicidade dos antioxidantes, sendo a ordem observada :
%HT<HT2< HT6=HT16=HT12<HT8 (Figura 116). Esta ordem é bastante semelhante a

obtida em emulsodes.

100 P Py
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60

% AOI

40 -

—@— ®;=0,005
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—— ?;=0,04

20
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Figura 116 - Variacdo da percentagem de AO na regido interfacial em fungdo do nimero de atomos de carbono, para a
fracdo de emulsionante ®,=0,005, ®,=0,01 e ®,=0,04 numa emulsédo 4:6 (6leo de peixe tampao citrato 0,04M, pH=3,65
/ Tween 80).

5.2. Concentracdes efetivas do HT e seus derivados em cada regido da

nanoemulsdo O/A

Determinou-se a concentracdo dos AOs na regido interfacial através das
equacles 57, 58 e 59. Na Figura 117 encontram-se as variacdo das concentragdes de

AO na regido interfacial, oleosa e aquosa em funcdo da fragdo de emulsionante, ®,.
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Figura 117 - Variacédo da concentracéo efetiva nas 3 regides da nanoemulséo 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04M,
pH=3,65), com a fracdo de emulsionante Tween 80, [AO¢] = 0,125 m M.
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Observando-se a Figura 117, podemos verificar que para qualquer valor de @,
a concentracdo efetiva dos AOs na regido interfacial € muito maior, num fator de 20-170
vezes, do que a estequiométrica (1,25x10*M), enquanto que a concentracdo efetiva na
agua € menor num fator de 1-8 vezes e no 6leo pode ser maior ou menor dependendo
do composto. Por exemplo, em qualquer ®,, a concentracéo efetiva de HT2 € 1,3 a 8
vezes menor na regido aquosa e cerca de 1-4 vezes menor no 6leo do que a
concentracao estequiométrica. A concentracao efetiva para os derivados mais lipofilicos
na regido oleosa € maior para a fracdo de emulsionante mais baixa ®,=0,005 cerca de
1-2 vezes do que a concentracao estequiométrica, e menor cerca de 1-3 vezes para a
fracdo de emulsionante mais alta ®,=0,04. Verificou-se também para todos os AOs que
com o aumento da fracdo de emulsionante a concentracdo de AO em cada uma das
regides diminui.

Deste modo analisou-se o efeito que a fragcdo de emulsionante e a relacdo O/A
apresentam sobre as concentragfes na regido interfacial. Na Figura 118, mostra-se a
variagdo da concentracgdo efetiva na regido interfacial em funcéo da hidrofobicidade dos
AOs para trés fragbes de emulsionante, em fungédo do tamanho da cadeia alquilica do

AOs (A) e a influéncia da alteracdo da razao O/A (B).
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Figura 118 — (A)- Efeito da hidrofobicidade do AO na concentracdo do AO na regido interfacial para o HT e derivados,
numa nanoemulsao 1:9 O/A (6leo de peixe/tampao citrato, 0,04M, pH=3,65/ Tween 80) com trés fragdes de emulsionante
diferentes. (B) Efeito da relagdo O/A na concentracdo do HT e derivados na regido interfacial, para a fragdo de
emulsionante ®,=0,005, [AO{] = 0,125 mM.

Através da Figura 118 (A), verificamos que a variagdo na concentracdo dos AOs
na regido interfacial com o niumero de 4tomos de carbonos da cadeia alquilica é mais
evidente para fragcdes de emulsionante mais baixas, (¥, =0,005), do que para fracdes

mais altas ( ®, =0,04), onde a concentracao efetiva é praticamente constante (~ 3 mM).
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Isto é consequéncia da incorporacdo dos AO na regido interfacial, de forma que para
fracBes de emulsionante mais altas, uma grande percentagem de todos os AO localizam
-se nesta regido. Por outro lado, também se verificou que com o0 aumento da fragéo de
emulsionante a concentracdo de todos os AOs diminui cerca de 3-6 vezes dependendo

do composto devido a diluicdo, provocada pelo aumento do volume da regido interfacial.

Na Figura 118 (B), € possivel verificar o efeito que a relagdo O/A tem sobre a
concentragdo dos AO na regiao interfacial. Para um valor constante de fracdo de
emulsionante (®,=0,005), verificamos que a concentracdo de AO na regido interfacial
aumenta com o maior volume de 6leo utilizado na emulséo (~4 mM a 20 mM), ou seja
cerca de 20 - 167 vezes superior que a concentragdo estequiométrica [AO7] = 1,25 x
10* M. Para a razdo 1:9 O/A, é mais evidente o aumento da concentracdo dos AO na
regido interfacial com o aumento da cadeia alquilica de cerca de 5 vezes (~4 mM a 20

mM), em relacdo a razédo 5:5 O/A que s6 aumenta cerca de 2 vezes ( ~6mM a 12mM).

Apesar das diferentes razdes O/A, verificou-se um maximo de concentra¢do dos

AO na regido interfacial para o derivado HT8.

Estes resultados demonstram que alterando a relacdo O/A, pode-se modular

significativamente as concentra¢des dos AO na regido interfacial.

6. Analise comparativa da distribuicdo dos

antioxidantes em emulsdes e nanoemulsoes

Analisando em conjunto o0s resultados obtidos para as emulsGes e
nanoemulsdes com 6leo de peixe, é possivel analisar se o tamanho da gota do sistema

emulsionado tem ou ndo um efeito significativo sobre a distribui¢éo.

Uma andlise comparativa da distribuicao a partir das constantes de particdo nos
dois sistemas emulsionados, verificou-se que estas constantes determinadas
apresentam diferencas inferiores a 10% (Tabela 26), dependendo da natureza do AO e

da fracdo de emulsionante utilizada, Figura 119.
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Tabela 26 - Constantes de particdo para o hidroxitirosol e seus ésteres numa emulsdo e numa nanoemulséo.

HT HT2 HT6 HT8 HT12 HT16

Q
pi
= P 30+4 186 + 14
5
2 P} - 103 +8 79 £ 22 104 + 13 89 +19 80+ 13
2

102 k; (M1st) | 19,0+1,3 | 20,7+29 | 256+0,6 | 23,6+0,2 | 202+0,4 | 19,6 £0,3

Pl 34+1 207+ 39

=]
T
% P} --- 115+ 22 89+8 119+ 45 97+ 14 75+12
S
W] 102 k; (M1s?) | 10,6 £0,2 | 16,7+5,7 | 19,0+0,3 | 18,7+8,8 | 16,3+0,4 | 16,0+0,2

100

%A0,

Nanoemulsdes: -®- ®, =0,005; -®- ¢, =0,01; -® - @, =0,02: Emulsdes: -8- ®, =0,005; -m- ¢, =0,01; -m- , =0,02

Figura 119 - Distribuicdo comparativa do hidroxitirosol e derivados em emulsées e nanoemulsdes. Variacao das fragdes
de emulsionante (®, = 0,005, 0,01 e 0,02). Condi¢cdes nanoemulsbes e emulsdes 1:9 6leo de peixe/tampéo citrato ,

0,04M, pH=3,65.

Através da Figura 119, podemos observar que a percentagem de AO na regido
interfacial na emuls@o é muito semelhante a percentagem de AO na mesma regido na

nanoemulsdo. Assim, é possivel concluir que a distribuicdo dos AOs em sistemas

2 4 6
n®atémos de carbono

8 10 12 14 16

emulsionados € independente do didmetro das gotas que o constitui.

De acordo com o sucedido para a serie de galatos, verificou-se que a distribuicdo
do HT e seus ésteres & muito semelhante nos dois sistemas emulsionados. Assim,

confirma-se que a distribuicdo dos AO é independente do tamanho de gota e, por

conseguinte, da &rea de superficie da regido interfacial.
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7. Avaliacdo da atividade antioxidante em
sistemas emulsionados e correlagcao com a sua
distribuicao

7.1. Atividade antioxidante do hidroxitirosol e seus derivados em

emulsdes O/A

Estudou-se a atividade antioxidante do HT e dos seus derivados em emulsdes
formadas por 6leo de peixe e tampao citrato (0,04 M, pH= 3,65), com 0,5 %, 1% e 2%
de Tween 80 e contendo 0,5 mM de cada um dos antioxidantes. Para tal, submeteram-
se as emulsfes a um teste de aceleracdo oxidativa a uma temperatura de 40 °C (teste

da estufa de Schaal). Estas experiéncias realizaram-se em triplicado.

A Figura 120, representa o tempo (dias) que o conteido em dienos conjugados
das emulsdes contendo 1% de emulsionante e HT e seus ésteres demorou a alcancar

o valor de 0,5 %.
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Figura 120 - Tempo (dias) para que as emulsdes contendo 1% de emulsionante, atingissem o contetdo em CD de 0,5
%. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padrdo, letras iguais
correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes). Condigcdes
experimentais: emulsdes 4:6 (6leo de peixe/Tampao citrato, 0,04 M, pH= 3,65/ Tween 80), [AO+] = 0,5 mM

De acordo com o tempo que o conteudo em dienos conjugados demorou a atingir
o valor de 0,5 %, para a percentagem de emulsionante de 1 %, a ordem de atividade
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antioxidante foi: HT8 > HT10 > HT3 = HT4 = HT6 = HT12 = HT14 > HT2 = HT16 > HT1

> HT > branco.

A ordem de eficacia obtida ndo obedece ao paradoxo polar, na medida em que
os antioxidantes mais hidrofébicos, como o HT16, apresentam menor eficacia que o HT8
nos sistema emulsionado utilizado. A eficacia dos antioxidantes aumentou até ao HTS,
decrescendo para os antioxidantes com cadeias hidrocarbonadas maiores que 8
carbonos. Resultados semelhantes foram encontrados por Medina et al [58] para uma
série de ésteres do HT em emulsdes de 6leo de peixe/agua. Estes autores observaram
um aumento da atividade antioxidante do HT para o HT8 e uma diminui¢cdo da atividade

antioxidante para o HT12.

A atividade antioxidante numa emulsdo depende da particédo e distribuicdo dos
antioxidantes entre as diferentes regibes que a constituem, da estabilidade dos
antioxidantes e, muito particularmente, dos fenémenos que ocorrem na regiao interfacial
Oleo/agua. Desta forma, a concentracdo de antioxidante na regido interfacial terd um
papel importante no que respeita a estabilidade oxidativa das emulsdes. Avaliou-se, por

isso, o efeito na atividade antioxidante com o aumento da fragdo de emulsionante.

Na Figura 121 esta representado o tempo que o conteido em dienos conjugados
demorou a alcangar o valor de 0,5 % nas emulsdes contendo 0,5 %, 1 % e 2 % de

Branco HT HT2 HT6 HT8 HT12 HT16
m0,5% mM1% m2%

emulsionante Tween 80 e os varios AOs.
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Figura 121 — Tempo (dias) para que as emulsdes contendo 0.5 %, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o contetido
em CD de 0,5 %. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padrdo, letras
iguais correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes; letras
coloridas — compostos diferentes, percentagem de Tween 80 igual; letras pretas — compostos iguais, percentagem de
Tween 80 diferente). Condi¢Bes experimentais: emulsdes 4:6 (6leo de peixe/Tampao citrato, 0,04 M, pH= 3,65/ Tween
80), [AO7] = 0,5 mM.
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Podemos verificar que, o tempo que o conteddo em dienos conjugados das
emulsdes contendo os ésteres do HT demorou a alcancar o valor de 0,5 % diminuiu com
0 aumento da percentagem de emulsionante. Embora ocorra um aumento da
gquantidade do antioxidante na regido interfacial, com o aumento da quantidade de
emulsionante ocorre igualmente uma diluicdo do antioxidante que se encontra nesta
regido o que explica este resultado. O resultado da atividade antioxidante dependera
assim, do balanco entre o aumento da quantidade do antioxidante na regiao interfacial

e da diluicdo que ocorre pelo aumento do volume nesta regido

7.1.1. Correlacéo dadistribuicdo com a eficacia antioxidante em emulsdes
O/A

Na Figura 122 encontram-se a correlagéo dos resultados da distribuicdo com a

eficacia antioxidante em emulsdes.
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Figura 122 — Variacao da eficacia antioxidante e da percentagem de AO na regido interfacial (A) e da eficacia antioxidante
e da concentracdo efetiva na regido interfacial (B) em fungdo do aumento de 4&tomos de carbono da cadeia alquilica,
numa emulséo 4:6 de 6leo de peixe/tampéo citrato,0,04M / pH=3.65, para a fragdes de emulsionante de ®,=0,005 (azul),
®,=0,01 (vermelho) e ®=0,02 (verde).

Analisando em conjunto os dados da distribuicdo e da eficacia antioxidante,
verificamos que a concentragdo de AO na regido interfacial e a eficacia antioxidante
correlacionam entre si, encontrando-se um ligeiro maximo para o derivado HT8. Estes
resultados estdo de acordo com os anteriormente obtidos para a serie dos galatos,
confirmando a importancia das concentragcbes dos AO na regido interfacial para

atividade antioxidante dos mesmos. Assim, mais uma vez os AO que se encontram em
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maior concentracao naregiao interfacial (Figura 122 B), ou seja, em menor percentagem

de AO nesta regiao (Figura 122 A), sdo os que apresentam maior atividade antioxidante.

7.2. Atividade antioxidante do hidroxitirosol e seus derivados em

nanoemulsdes O/A

Estudou-se a atividade antioxidante do hidroxitirosol e dos seus derivados em
nanoemulsdes formadas por 6leo de peixe e tampao citrato (0,04 M, pH= 3,65), com 0,5
%, 1% e 2% de Tween 80 e contendo 0,125 mM de cada um dos antioxidantes, a uma

temperatura de 40 °C.

A Figura 123 mostra um exemplo tipico das cinéticas de oxidacédo lipidica
obtidas.

0 2 4 6 8 10
t / dias

Branco-e-; HT -e- ; HT2 -e-; HT6-¢-; HT8-e-; HT12-e-; HT16-e-

Figura 123 — Efeito do HT e dos seus ésteres na oxidacao das nanoemulsdes 1:9 6leo de peixe/tampéo citrato,0,04M,
pH=3,65, a T = 40°C para a fragdo de emulsionante de 0,5% Tween 80, monitorizada pelo aumento da percentagem em
dienos conjugados.

A Figura 124 representam o tempo que o conteudo em dienos conjugados
demorou a alcancgar o valor de 0,5 % nas nanoemulsées, contendo 0,5 %, 1 % e 2 % de

emulsionante, respetivamente.
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Figura 124 - Tempo (dias) para que as nanoemulsdes contendo 0.5 %, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o contetido
em CD de 0,5 %. Os valores representam médias de triplicados, (barras de erro representam o desvio padrdo, letras
iguais correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes; letras
coloridas — compostos diferentes, percentagem de Tween 80 igual; letras pretas — compostos iguais, percentagem de
Tween 80 diferente). Condicdes experimentais: nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/Tampéo citrato, 0,04 M, pH= 3,65/
Tween 80), [AO¢] = 0,125 mM.

De acordo com o tempo que o contetdo em dienos conjugados demora a atingir
o valor de 0,5 %, para as varias percentagens de emulsionante de 0,5%, 1 % e 2 %, a
atividade antioxidante aumentou do HT para o HT8, diminuindo depois a partir do
derivado HT12.

7.21. Correlacdo da distribuicdo com a  eficacia antioxidante em

nanomulsdes O/A

Na Figura 125, mostra-se a percentagem de AO na regido interfacial (A) e a
variacao da eficacia antioxidante e da concentracéo do AO na regido interfacial (B) em
funcdo do aumento da cadeia alquilica, para as fracdes de emulsionante Tween 80 de
@, =0,005, @, =0,01 e &, =0,02.
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Figura 125 - Variagdo da percentagem de AO na regido interfacial (A) e da eficacia antioxidante e da concentragdo
efetiva na regido interfacial (B) em funcdo do aumento da cadeia alquilica, numa nanoemulsdo 1:9 de dleo de
peixe/tampao citrato,0,04M / pH=3,65, para a fragdes de emulsionante de ®=0,005 (azul), ®,=0,01 (vermelho) e ®,=0,02
(verde), [AO1] = 0,125 mM.

Observando a Figura 125 (A), verificou-se novamente que a percentagem de
AO na regido interfacial aumenta com o aumento da fragdo de emulsionante pelo que
na fracdo mais alta ®=0,04 , 40% a 90% de AO encontra-se nesta regido, dependo do
AO. Por outro lado, aumentando a fragdo de emulsionante, aumentamos o volume da
regido interfacial pelo que a concentracdo dos AOs diminui na referida regido ( Figura
125 (B)).

O derivado que apresenta maior concentracao na regido interfacial, o HT8, é o
derivado que também apresenta melhor eficacia antioxidante, concluindo-se assim que
existe uma correlacdo direta entre a eficacia antioxidante e a concentracdo deste na

regido interfacial.



Capitulo 4 — Acido Clorogénico e

Derivados
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Os acidos hidroxicindmicos encontram-se em abundéncia nos alimentos de
origem vegetal. O &cido cafeico é o maior representante desta familia de polifendis,
estando presente nos alimentos principalmente como acido clorogénico, que é um éster
deste com &cido quinico. O café e frutas sdo as maiores fontes de acido clorogénico na
alimentacdo. Estudos epidemiologicos tém sugerido a associacdo entre 0 consumo

destes alimentos e a prevencgéo de doencas cardiovasculares.

O &cido clorogénico € muito hidrofilico devido a presenca de inUmeros grupos
hidroxilo. De modo a aumentar a sua hidrofobicidade é possivel proceder a sua
esterificagcdo com éalcoois de cadeia alquilica linear de varios tamanhos a fim de aumentar

a lipossolubilidade destes compostos.

1.Sintese dos derivados do acido clorogénico

Sintetizaram-se varios ésteres do acido clorogénico por esterificagdo, deste com
um alcool com cadeia alquilica contendo de 1 a 16 carbonos, de acordo com o

procedimento descrito por Giraldo et al. com algumas modificagbes (Figura 126).

@) @)
OJ\/\@OH OJ\/\@OH
%‘\OH OH + R-OH —_— %‘\OH OH
HO " R-O v
HO OH HO OH
Figura 126 - Sintese dos ésteres do 4cido clorogénico.

Os rendimentos obtidos, ap0ds purificagdo, variaram entre 36 % a 94 % (Tabela 27).

Tabela 27 - Resultados experimentais das massas e rendimentos obtidos nas sinteses dos derivados do acido clorogénico.

Derivados R Mobtida/d Rendimento (%)
CGAl CiHs 0,47 94
CGA2 C2Hs 0,36 72
CGA3 CsH~ 0,35 59
CGA4 CaHo 0,40 70
CGA8 CsHi7 0.26 61
CGAl0 CioH21 0,34 36
CGA12 Ci2Hz2s 0,41 57

CGAl6 CieHaz3 0,39 48
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A purificagédo dos ésteres de cadeia longa, por extracdo liquido-liquido, mostrou-
se dificil pelo facto dos sais destes compostos apresentarem propriedades tensioativas
consideraveis. Assim, aquando da extracdo dos derivados da mistura reacional,
formando-se emuls@es de dificil separagdo bem como espuma abundante, justificando os

rendimentos mais baixos obtidos para estes compostos.

2. Reatividade do &cido clorogéenico e seus

derivados

2.1. Avaliacao da atividade antirradicalar — Método do DPPH*

A atividade antirradicalar é definida pelo parametro ECso que corresponde a
concentragdo minima necessaria para o antioxidante captar 50 % dos radicais de DPPH"
iniciais. Para determinar esse parametro, representou-se graficamente, para um
determinado tempo, a variagédo da absorvancia com a relacdo mol AO/ mol DPPH" Figura
127.

%DPPH

004 008 012 016 02 024
mol AO/ mol DPPH

Figura 127 - Representacgédo da variacdo da percentagem de DPPH*® com a concentracéo de antioxidante (ex: clorogenato
de metilo), expressa em mol AO/ mol DPPH?*, para os diferentes tempos de reacdo, com o correspondente ajuste linear. (-
e- 5 min, -e- 15 min, -m- 30 min, -u- 60 min).

Determinaram-se os valores de ECso para o acido clorogénico e seus derivados
(Tabela 28). Dado que os valores de ECso indicam a relagdo mol AO/ mol DPPH*
necessaria para reduzir a metade a concentracédo inicial de DPPH’, os antioxidantes que
tenham um valor de ECso menor, serdo aqueles que apresentam maior atividade

antirradicalar.
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Tabela 28 - Valores de ECs, obtidos para diferentes tempos de reacéo, para o acido clorogénico e seus derivados.

Antioxidante : : =G : :
5min 15 min 30 min 60 min

CGA 0,243 = 0,004 0,235 = 0,005 0,234 + 0,005 0,234 + 0,006
CGA1l 0,245 = 0,005 0,232 + 0,004 0,213 + 0,005 0,182 + 0,005
CGA2 0,243 + 0,003 0,217 = 0,005 0,188 = 0,009 0,172 + 0,012
CGA3 0,258 + 0,006 0,233 + 0,003 0,197 + 0,005 0,162 + 0,004
CGA4 0,248 + 0,003 0,234 + 0,002 0,213 + 0,002 0,179 £ 0,005
CGA8 0,244 + 0,003 0,234 + 0,004 0,217 + 0,005 0,184 + 0,008
CGA10 0,242 + 0,004 0,228 + 0,005 0,207 + 0,007 0,176 + 0,009
CGA12 0,249 + 0,006 0,238 + 0,004 0,220 + 0,004 0,189 + 0,005
CGA16 0,237 + 0,006 0,223 + 0,006 0,200 + 0,005 0,161 + 0,005

ECso expresso em mol de antioxidante/ mol de DPPH*

Pela andlise da Tabela 28, e ao fim de 5 minutos de reacao, ndo se observaram
diferencas significativas entre o acido clorogénico e seus derivados, o0 que sugere que a
reatividade destes frente ao radical DPPH" é similar. No entanto, verificou-se que em
solucdo metandlica e apos 30 minutos de reacgao, ocorre uma maior diminuicao do valor
do parametro ECso para os ésteres derivados do acido clorogénico do que para o CGA,
indicando um aumento na reatividade do polifenol causada pela esterificagdo do grupo

carboxilico.

Na generalidade, as curvas absorvancia em fungdo do tempo para todos os
ésteres caracterizam-se por um rapido desaparecimento inicial da absorcao do radical
DPPH?*, normalmente atribuido a reagcBes de transferéncia do hidrogénio/eletrdo do
antioxidante para o radical, seguido de um lento desaparecimento subsequentemente
deste radical, normalmente atribuido a rea¢c6es secundarias mais lentas de produtos de
dimerizagéo do radical fenoxilo, entre outras. Todos os derivados do acido clorogénico
apresentaram este comportamento de um modo similar, mostrando a existéncia de um
mecanismo de reacdo semelhante para todos os ésteres do CGA 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 emulsdes podera entdo dever-se a provavel diferenca na distribuicdo destes pelas

varias regiées que as compdem.
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2.2. Determinacédo do primeiro potencial anédico - Voltametria Ciclica

De forma a avaliar as propriedades redox do &cido clorogénico e seus derivados,
determinou-se por voltametria ciclica o primeiro potencial anddico (Epa) dos

antioxidantes. Na Tabela 29 encontram-se os resultados obtidos.

Tabela 29 - Valores do primeiro potencial anédico, determinados por voltametria ciclica, para o acido clorogénico e seus
derivados.

pH=7,3 pH=3,6 pH = 3,6 + Tween 80
Antioxidante ‘Epa (V) "Epa (V) ‘Epa (V)

CGA 0,298 0,395 0,398
CGAl 0,295 0,390 0,394
CGA2 0,292 0,410 0,403
CGA3 0,298 0,415 0,388
CGA4 0,295 0,397 0,400
CGAS8 0,298 0,416 0,409
CGA10 0,297 0,393 0,394
CGA12 0,305 0,396 0,407
CGAl6 0,302 0,394 0,400

*Epa, potencial anddico vs Ag/AgCl.

Compostos com potenciais anddicos mais baixos sdo mais facilmente oxidados e
geralmente apresentam melhor atividade antioxidante. De acordo com a atividade similar
na reatividade frente ao radical DPPH* encontrado para os ésteres do CGA ( Tabela 28),
ndo foram também observadas diferengas significativas no valor do potencial anddico
para os Vvarios clorogenatos . Além disso, a presenca de Tween 80, ndo alterou o valor
do potencial anédico encontrado. Podemos entéo concluir que os valores obtidos para o
primeiro potencial anddico séo independentes do comprimento da cadeia alquilica dos

ésteres e independente da presenca de Tween 80.
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3. Distribuicdo do &acido clorogénico e seus

derivados

3.1. Constantes de particdo P9 em sistemas binarios 6leo/agua

Determinou-se a constante de particdo, P{, do &cido clorogénico e dos seus
derivados para uma mistura binaria constituida por 4 mL de 6leo de peixe purificado e 6
mL de solucdo tampéao citrato 0,04 M e pH = 3,65, contendo uma concentracao de 3,0x10°
3 M do antioxidante, de acordo com o procedimento descrito na seccdo material e

métodos.

Para o efeito, fez-se a quantificacdo espectrofotométrica dos varios antioxidantes

nas fases oleosa e aquosa, e calculou-se a constante de particdo da seguinte forma:

o Pi_(A0p)  %A0, V,

4 7Pl T (A0 T %A0, Vo

Na Tabela 30 encontram-se o0s resultados obtidos para os diferentes

antioxidantes.

Tabela 30 - Percentagem dos diferentes antioxidantes presentes na fase aquosa e oleosa de uma mistura binaria 6leo/agua
e o valor da constante de particdo P?, para o acido clorogénico e seus derivados.

Antioxidantes Sistema binario agua/ 6leo

Estrutura -R P9 % AO, | % AOa
-H (CGA) 0,009+0,002 | 06+0,2 |99,4+0,2
- CHs (CGA1) 0,03+0,02 | 22+1,4 |978+1,4
0 -CH2CHs (CGA2) | 0.05£001 | 29405 | 97,1205

- OH
0
-(CH2)2CHs (CGA3) | 0,15+0,02 | 9,1+1,0 |90,9+1,0
R-O "OH
HO

-(CH2)sCH3 (CGA4) | 0,20+0,01 |125+0,5|87,5+0,5

-(CH2)sCH3 (CGA6) | 158+0,4 |91.3£02| g7+0,2
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Verifica-se, como esperado, a quase total solubilidade do acido clorogénico na
fase aquosa da mistura binaria, numa percentagem de 99,4 %. Os derivados CGA1,
CGA2 CGA3 e CGA4, ainda apresentam uma elevada percentagem em agua, 98, 97, 91
e 88 % respetivamente. A partir do clorogenato de hexilo ocorre uma abrupta diminuicdo
da solubilidade em &gua, encontrando-se todos os antioxidantes praticamente na fase

oleosa.

4. Distribuicdo do acido clorogénico e seus

derivados em emulsdes O/A

4.1. Constantes de particdo do acido clorogénico e seus derivados em

emulsdes 6leo de peixe/tampao citrato (O/A)

Estudou-se o efeito que a fracdo de emulsionante utilizada exerce sobre o valor
de kops, entre os ibes 16-ArN." e o acido clorogénico em emulsdes 1:9, 6leo de
peixe/tampédo citrato (0,04 M, pH= 3,65) para fragbes de emulsionante (Tween 80)
compreendidas entre 0,005 e 0,04. Para isso, utilizou-se o método da derivatizagao
descrito na seccao |. Em todos os casos, os pares de dados absorvancia-tempo obtidos
ajustaram-se perfeitamente a equacao integrada de ordem 1, tendo assim possivel obter
a constante de velocidade observada, kops. Na Figura 128 esta representado um exemplo
de uma variacéo tipica da absorvancia do corante em funcéo do tempo, bem como a
representacao de In(4; — 4,5y €m fungado do tempo para o CGA e para o derivado CGAS8.

0

0
CGA8 |
0,6
--2
[ [
22 2
£ 2% E 1=
N > N 04 >
< 22 143
-4
02 . -6
1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0 100 200 300 400 500 600 0 200 400 600 800 1000
Tempol/s Tempols

Figura 128 - Variagdo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representacdo de In [A-Aix] Vs
tempo. (Condigdes experimentais: emulséo 1:9 (v/v, 6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween 80), @, = 0,03845
para 0 CGA e CGA8 e ®, = 0,010651, [16-ArN,*] = 3,54x10*M, [AO] = 4,0x10°3M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.
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Dado que mais de 99% do CGA se encontra na regido aquosa, analisaram-se 0s
resultados experimentais com base no modelo simplificado da pseudofase, ajustando os

dados (kobs, 1) as equacdes 48 e 49 deduzidas na seccéo | (Figura 129).

Pelos valores da constante de particdo binaria (Tabela 30), podemos concluir que
os derivados clorogenato de etilo (CGA2) e butilo (CGA4), sdo soluveis nas duas regides,
oleosa e aguosa, encontrando-se 0 CGA2 cerca de 97% na fase aquosa e 0 CGA4 cerca
de 90%, pelo que os resultados experimentais para estes dois compostos foram obtidos
recorrendo ao modelo completo da pseudofase, ajustando os dados (kobs, 1) as equacdes
31 e 32 deduzidas na seccéo | (Figura 130).

Uma vez que os clorogenatos de octilo, dodecilo e hexadecilo se encontravam
aproximadamente 100% na regido oleosa, aplicou-se o modelo cinético da pseudofase
simplificado (MCPS) na analise dos dados experimentais, ajustando os dados (Kops, ®1) a

equacédo 42 deduzidas na secc¢éo | (Figura 131).

Nas Figuras 129-131, observa-se a variacdo da kops para todos os compostos em
fungéo da fragdo de emulsionante. Verificou-se kobs diminuiu num fator de 3-7 vezes ao

aumentar a fracdo de emulsionante de ®;= 0,005 a ®= 0,04.

8
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Figura 129 - Representacdo de ko € 1/ kops VS fragdo de emulsionante (®;) com os respetivos ajustes as equagdes 48 e
49. Condicdes experimentais: emulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampédo citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN,’]
=3,54x 10~*M, [CGA] =4,00x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 130 - Representacao de Kqys € 1/ koss VS fracio de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes a equagdes 31 e 32.
CondigGes experimentais: emulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN,’]
=2,90% 107*M, [CGA2] = 4,0x103 M, [CGA4] = 2,0x103 M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.

140 6
28 100
120 5
2,4
. 100 9 80 4
(2] 5 by =
= Y <
< %0 16 & 260 3o
% 12 5% )
0 © 40 25
40 04 1
20
20 1 | 1 | 1 | 1 | 1 0 . | | | L | | 1 ! 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
103 @, 103 @,

104 kobs / 571
S/ saN/T z-0T

103 @,

Figura 131 - Representacéo de koss € 1/ koys Vs fragdo de emulsionante (®) com os respetivos ajustes as equagdes 41 e
42, para 0 CGA8, CGA12 e CGA16. Condicdes experimentais: emulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH=3,65)
/ Tween 80), [16-ArN,"] = 2,90x10“M, [NED] = 0,019 M, [CGA6-CGAS8] = 4,0x103, [CGA_C16] = 3,0x10° M T = 25,0°C.
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Na Tabela 31 encontram-se os valores das contantes de particdo, P, P, P} e os
valores de k; calculados.
Tabela 31 - Sumario dos valores das constantes obtidas para o &cido clorogénico e seus derivados numa mistura binaria4:6

(v/v, 6leo de peixe/tampéo citrato) e numa emulséo 1:9 (v/v, éleo de peixe/tampao citrato), para o acido clorogénico e seus
derivados.

CGA CGA2 CGA4 CGA8 | CGAl2 | CGA16
P! 47,13 67,19 78,07
Pl 1343,88 | 390,35 20,2 22,33 20,98
102 k; (Mis1) | 1,0+,07 | 28+04 | 3,607 | 37+0,1 | 3,401 | 35+0,1

Em todos os casos os valores de P/, e P} obtidos sdo maiores que a unidade o
gue indica que a energia libre de Gibbs para a transferéncia varios AOs entre a regides
aquosa e oleosa para a interfacial é negativa, o que significa que os AO tem uma

tendéncia natural a estarem localizados na regiao interfacial.

O valor de P} aumenta com o aumento da cadeia hidrofébica dos AO, o que implica
gue a solubilidade em agua diminui. A partir do derivado CGA8, os antioxidantes passam
a estar distribuidos apenas entre as regibes interfacial e oleosa, pelo que apresentam
apenas uma constante de particdo, P} . Os valores de P/, aumentam até ao C12 (P} =
23,86) diminuindo para o derivado CGA16 (P} = 20,98), o que reflete um aumento da

solubilidade no 6leo.

Os valores de k sdo independentes do aumento da hidrofobicidade dos
antioxidantes, demonstrando que o mecanismo de reacdo € idéntico para todos o0s

antioxidantes uma vez que os valores obtidos para a constante k; sdo bastante similares.

A partir dos valores das constantes de particdo, obteve-se a percentagem de
antioxidante em cada uma das regides para uma emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampao
citrato 0,04 M, pH = 3,65), para cada valor de ®,, Figura 132.
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Figura 132 - Variacéo da percentagem do &cido clorogénico e seus derivados na regido interfacial (A), na regido oleosa (B)
e na regido aquosa (C), da emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH=3,65) , em funcdo da fracdo de
emulsionante Tween 80.

Pela andlise da Figura 132, observou-se que todos o0s antioxidantes se
encontravam na regido interfacial numa percentagem entre 20 e 33% para uma fracao de
emulsionante de ®, =0,005. Estes valores séo relativamente baixos quando comparados
com as outras series de AOs descritos nos capitulos anteriores (40-60% para os ésteres

do HT e 57-70% para os galatos).

O CGA distribui-se apenas na regidao aquosa e interfacial, sendo insoltvel no 6leo,
aumentando a cadeia alquilica, aumentamos a solubilidade em 6leo, mas apenas a partir
de 8 carbonos é que os clorogenatos se distribuem apenas na regido oleosa e interfacial,

deixando de mostrar solubilidade em agua.



FCUP

Resultados e discusséo

Assim, para a fracdo de emulsionante mais baixa @, =0,005, o CGA e os derivados
CGA2 e CGA4 encontra-se na regiao interfacial em cerca de 20 % aumentando para cerca
de 60 % para a fracdo de emulsionante mais alta @, =0,04. J& os ésteres mais lipofilicos
encontram-se na regido interfacial aproximadamente em 30 % para &, =0,005,
aumentando esta percentagem para 75-80% para a fracdo de emulsionante mais alta, ®,
=0,04.

Verifica-se assim, novamente que a fracdo de emulsionante exerce uma influéncia
significativa sobre a fracdo de antioxidante que se encontra em cada fase. Quanto maior

for ®@,, maior é a percentagem de antioxidante na regido interfacial.

Os resultados mostram que para qualquer valor de @, a %A0 naregido interfacial
nao se correlaciona com a hidrofobicidade dos antioxidantes, sendo a ordem observada :
%CGA8=CGA12=CGA16<CGA<CGA2<CGA4 (Figura 133). Verifica-se entdo, que o AO
gque esta em maior percentagem na regido interfacial em emulsdes O/A (4:6) para qualquer

fracdo de emulsionante € o CGA4.

100

80 -

%A0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
n® atomos de carbono

Figura 133 - Variagdo da percentagem de AO na regido interfacial de emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato, 0,04M,
pH=3,65 / Tween 80) em funcdo do tamanho da cadeia alquilica dos compostos, para a fragdo de emulsionante de ®, =
0,005 (azul), ®, = 0,01 (vermelho) e &, = 0,02 (verde).

4.2.Concentracdes efetivas do acido clorogénico e seus derivados em

cada regiao da emulsao

Na Figura 134 encontra-se a variacdo das concentracbes de AO na regido
interfacial, oleosa e aquosa em fun¢éo da fragdo de emulsionante, ®,, para uma emulséo

4:6 oleo de peixe/tampéo citrato, 0,04M, pH=3,65.
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Figura 134 - Variagdo da concentragdo efetiva nas 3 regides da emulséo 4:6 ((v/v, 6leo de peixe/tampao citrato), com a
fragdo de emulsionante, [AO7]= 0,5 m M.
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Pela observacdo das concentracdes de AO na regido interfacial (Figura 134),
verificou-se que para qualquer valor de ®,, a concentragdo efetiva dos AOs na regiao
interfacial € maior, num fator de 17-75 vezes, do que a concentracdo estequiométrica
(JAO+] = 5, 00x10* M). Esta concentracdo efetiva nas emulsGes 4:6 para a série dos
clorogenatos € cerca de 1/3 e cerca de metade da concentracéo efetiva encontrada para
as séries do HT e do AG respetivamente. Assim esta série de AO apresentou no geral
menos afinidade para a regido interfacial. Para qualquer ®,, a concentracdo efetiva de
CGA na regido aquosa é 1 a 3 vezes menor do que a concentracdo estequiométrica. A
concentracao efetiva na regido oleosa é menor de 5 a 20 vezes do que a concentracao

estequiométrica no caso do CGA2 e do CGA4.

Para os compostos mais lipofilicos (CG8, CGA12 e CGAL6), a concentracdo
efetiva no 6leo é maior cerca de 1-2 vezes para as fragcdes de emulsionante mais baixa
(®1=0,005- &, = 0,02) e menor cerca de 1,2 vezes para as fragdes mais altas ®, = 0,03 a
®, = 0,04. Verifica-se também que com o aumento da fragcdo de emulsionante, a

concentracdo de AO em cada uma das regides diminui para todos 0os compostos.

Uma diminuicdo da %A0x e da % AOo leva a uma diminuigcdo da concentracéo
efetiva dos AOs nessas regides. No entanto um aumento da % AO,com o0 aumento da
fracdo de emulsionante ndo implica um aumento na concentracdo dos AOs na regido
interfacial [AO|], mas sim uma diminuicdo, da concentracéo efetiva causada pelo aumento
do volume de emulsionante como ja referido anteriormente. Verificou-se assim, que a
concentracdo efetiva dos AOs na regido interfacial € maior para a fracdo de emulsionante
de 0,005, ocorrendo uma diluicéo significativa de 1,5 a 4 vezes dos AOs nesta regido com

0 aumento da fragdo de emulsionante.

Na Figura 135, mostra-se a variagdo da concentracdo efetiva dos AO na regido
interfacial dos AO, (A) em funcdo do tamanho da cadeia alquilica dos AOs em emulsdes
4:6 (6leo de peixe/tampdo citrato) para trés concentragcbes de emulsionante, (B) em
fung&o do numero de atomos de carbono para uma fragdo de emulsionante de 0,005 para

cinco razdes O/A.
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Figura 135 — (A) Variagdo da concentragao efetiva na regido interfacial de emulsdes 4:6 O/A, em funcéo da cadeia alquilica
dos compostos, para 3 fragbes de emulsionante, (B) Variacdo da concentragdo efetiva para diferentes razdes O/A em
funcéo do nimero de &tomos de carbono da cadeia alquilica, para uma fragdo de emulsionante de ®, =0,005, [AO+]= 0,5
mM.

Os resultados mostram que a variagao da concentragdo de AO na regido interfacial
em funcdo do numero de &tomos de carbono na cadeia alquilica € mais percetivel para
fracdes de emulsionante mais baixas (®, = 0,005) do que para fracdes de emulsionante
mais altas (®,= 0,04), onde se encontram todos com uma concentracdo semelhante de ~
10 mM. Podemos verificar que a concentracdo na regiao interfacial aumenta até ao
derivado CGA4 diminuindo abruptamente para o CGAS8, ficando depois praticamente
constante até ao CGA16, para a fracdo de emulsionante mais baixa ( ®, = 0,005).

A Figura 135 (B), mostra o efeito complexo que a relagdo Oleo/agua usada na
preparagcdo das emulsfes tem na concentracdo dos AOs na regido interfacial. A um valor
constante de ®, = 0,005 (a fracdo de emulsionante mais baixa), concentracdo de AO na
regido interfacial depende da hidrofobicidade do AO. Verifica-se que a concentragédo
interfacial dos AOs hidrofilicos aumenta com o aumento da razao O/A, (ou seja, com a
diminuicdo da regido aquosa) e que a concentracdo dos AO mais hidrofoébicos diminui.
Por exemplo, para uma concentracao estequiométrica [AO1] = 0,5 mM, o [CGA|] aumenta
de ~ 25 mM para ~ 53 mM , mas a concentragéo efetiva para 0 CGA12 [CGA12|] diminuiu
de ~ 53 mM para ~ 17,0 mM, quando se altera a relagdo O/A de 1:9 para 5:5. Verificou-se
gue alterando a razdo O/A, alteramos a concentracao relativa dos AOs, sendo que para a
emulsdo com a razao O/A 1:9 o composto com maior concentragdo na regido interfacial é
0 CGA12 (~ 53 mM) mas para as emulsdes com a razdo O/A de 2:8, 3:7, 4.6 e 55, 0

composto que apresenta maior concentracdo na regiao interfacial € o CGA4. Estes
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resultados demonstram que alterando a relagdo O/A, pode-se modular significativamente
as concentracdes dos AO na regido interfacial, bem como alterar a ordem relativa da
concentracdo dos antioxidantes na regido interfacial. Um aumento na relacdo O/A
favorece a incorporacdo dos AOs hidrofilicos na regido interfacial das emulsdes, mas

diminui a incorporacao de AOs hidrofobicos.

5. Distribuicao do acido clorogénico e seus

derivados em nanoemulsodes

5.1. Constantes de particdo do acido clorogénico e seus derivados em

nanoemulsodes

Os valores das constantes de velocidade observadas, Kkoss, foram obtidos para a
reacdo dos iBes 16-ArN." com CGA e seus ésteres em nanoemulsdes 1: 9 (6leo de
peixe/tampa&o citrato, 0,04M, pH=3,65 / Tween 80), variando a fragdo de emulsionante (P,)
de ®,=0,005a d,=0,04. A Figura 136 mostra um exemplo representativo de uma cinética
tipica para o clorogenato de etilo e para o clorogenato de octilo. Em todos os casos, 0s
pares de dados de absorvancia do corante azoico formado / tempo ajustaram-se

perfeitamente & equacao integrada de ordem um, cujo declive fornecem os valores de Kops.
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0,6 b
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Figura 136 - Varia¢&o da absorvancia do corante azoéico formado ao longo do tempo e representacao de In [A-Air] vs tempo,
para CGA2 e CGA8 Condi¢Bes experimentais: nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH=3,65/ Tween
80), ®=0,00799 CGA2 e ©=0,0300 CGAS, [16-ArN,*] = 2,90x 10~*M, [AO] = 2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Pela andlise dos dados kops €m fungdo de @, determinou-se as constantes de
particdo do CGA e dos seus derivados em nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/tampéo
citrato), ajustando estes dados as equacdes 48 e 49 (Figura 137), as equacbes 31 e 32

(Figura 138) e as equac0bes 41 e 42 ( Figura 139), do modelo cinético da pseudofase.

A variagao de Kkops em fungdo @, para o CGA (Figura 137), e para os clorogenatos
de etilo e butilo e para os clorogenatos de octilo dodecilo e hexadecilo, pode ser observada
nas Figuras 138 e 139 respetivamente. Em todos 0s casos, observou-se diminuicdo de

kobs Num fator de 3-4 vezes com o aumento de @, = 0,005 para ®, = 0,04.

104 kobs / 571
S/ SaN/T z-0T

20 I | I | I | I | I 0
0 10 20 30 40 50

103 @

Figura 137 - Representacao de koys € 1/ koss VS fragcao de emulsionante (P;) com os respetivos ajustes as equagdes 48 e 49
para o0 CGA. Condicdes experimentais: nanoemulsao 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-
ArN,*] =2,90x 10~*M, [AQ] = 4,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 138 - Representacao de Kqys € 1/ kobs VS fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagdes 31 e 32
para os derivados do CGA2 e CGA4. CondigBes experimentais: nanoemulséo 1:9 (6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M,
pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN,'] =2,90x 10~*M, [AO] = 2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 139 - Representacao de Kqps € 1/ kops VS fracdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equagdes 41 e
42, para o CGA8,CGA12 e CGA16. Condigdes experimentais: nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M,
pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN,*] =2,90x 10~*M, [AO] = 2,0x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.

Na Tabela 32 encontram-se os valores das contantes de particdo, P}, P} e os

valores de k;, dos varios compostos estudados.

Tabela 32 - Sumario dos valores das constantes de particdo P}, P e k,, obtidas para o &cido clorogénico e seus deriavdos.

CGA CGA2 CGA4 CGA8 CGA12 CGA16
Pl 46+ 3 60+8 74£5
P} 1195 + 166 369 + 26 19+1 21+8 20+2
10 ky 44401 55+1,2 7,7+09 6,8+0,1 7,2+0,1 6,4+0,1
(M-1s-1) ED o E D ED eED e ED AED
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Em todos os casos os valores de P} e P! obtidos sdo maiores que a unidade o
que indica que a energia libre de Gibbs para a transferéncia dos mesmos entre a regides
aquosa e oleosa para a interfacial € negativa, significando que os AO tem uma tendéncia

natural a estarem localizados na regiao interfacial.

O valor de P} aumenta com o aumento da cadeia hidrofébica dos AO, o que implica
que a solubilidade em agua diminui. Por outro lado, os valores de P} diminuem quando
aumentamos o numero de atomos de carbono da cadeia alquilica, o que reflete 0 aumento

da solubilidade no dleo.

Os valores de k; sado independentes do aumento da hidrofobicidade dos

antioxidantes.

A partir dos valores das constantes de particdo, calculou-se a percentagem de
antioxidante em cada uma das regibes da nanoemulsao 1:9 de 6leo de peixe/tampao

citrato, para cada valor de ®,, Figura 140.
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Figura 140 - Variacéo da percentagem do acido clorogénico e seus derivados numa nanoemulséo 1:9 éleo de peixe/tampao
citrato, (A) na regido interfacial, (B) na regiéo oleosa e (C) na regido aquosa.

Pela analise da Figura 140, podemos observar que o todos os antioxidantes se
encontram na regido interfacial numa percentagem entre 20% e 50%. Observa-se deste
modo que a percentagem na regido interfacial desta série de AOs derivada do CGA
encontra-se em muito menor quantidade que as séries dos ésteres do HT e do AG (40-
85% e 52-90% respetivamente) anteriormente estudados confirmando a menor afinidade

deste composto para regiao interfacial.

A percentagem de AO na regido interfacial aumenta com o aumento da fragédo de
emulsionante, verificando-se uma diminuicdo do AO na fase aquosa e oleosa, tal como
verificado para as emulsées. Os compostos mais lipofilicos encontram-se praticamente
na mesma percentagem na regido interfacial, cerca de 40% para ®,=0,005, aumentando

para ~ 80% com o aumento da fragcdo de emulsionante para ®,=0,04.

Os resultados mostram que para qualquer valor de ®, a % AO na regido interfacial
para os clorogenatos ndo se correlacionam com a hidrofobicidade dos antioxidantes,
sendo a ordem observada : CGA<CGA2<CGA4<CGA8=CGA16=CGA12 (Figura 141).
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Figura 141 - Variacdo da percentagem de AO na regido interfacial com o nimero de &tomos de carbono. Condigdes
experimentais: nanoemuls&o 1:9 (v/v, 6leo de peixe/tampd&o citrato), fragdo de emulsionante, @, = 0,005, ®, = 0,01 e ®, =
0,02.

5.2.Concentracdes efetivas do acido clorogénico e seus derivados em
cada regiao da nanoemulséao O/A

Na Figura 142 encontra-se a variagdo das concentracfes dos AOs na regido
interfacial, oleosa e aquosa em funcdo da fracdo de emulsionante, ®, para uma

nanoemulséo 1:9 6leo de peixe/tampao citrato.
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Figura 142 - Variacdo da concentragdo efetiva nas 3 regifes da nanoemulsdo 1:9 ( 6leo de peixe/tampéo citrato), com a
fracdo de emulsionante, [AO+] = 0,125 mM.

Observando a Figura 142, verificou-se que para qualquer valor de @, a
concentracéo efetiva dos AOs na regido da interfacial € muito maior, num fator de 17-95
vezes, do que a concentracdo estequiométrica (JAOt]=1,25x10* M). No entanto, as
concentracdes efetivas encontradas para a série dos clorogenatos no geral sdo cerca de
metade daquelas obtidas para as outras séries de AOs ( 20-170 vezes e a 20-190 vezes
maiores que a concentracdo estequiométrica para os ésteres do HT e para os galatos

respetivamente).

A concentracéo efetiva dos derivados CGA2 e CGA4 mostrou ser menor cerca de
7-27 vezes no Oleo e cerca de 1-3 vezes na agua do que a concentracao estequiométrica.
J& os compostos mais lipofilicos, apresentam uma concentragdo efetiva no 6leo maior

cerca de 1 a 5 vezes do que a concentragdo estequiométrica. Verificou-se também que
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com o aumento da fracdo de emulsionante a concentracdo de AO em cada uma das
regidées diminui.
Na Figura 143, mostra-se a variagdo da concentragéo efetiva na regiao interfacial

com a hidrofobicidade dos AO para trés concentracdes de emulsionante (A), e o efeito da

razao 6leo/agua na distribuicdo dos AOs (B).

14 20
| —@— @ ;= 0.005 A B
12 | —@—o;=0.01 B @19
| —@—@,;=0.04 6l |—v-28
10 —A— 3.7
T @46
8

103 [AO] M
103 [AO] M

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 4 , 4 s g 10 12 14 16
n® atomos de carbono n° atomos de carbono

Figura 143 - Variagdo da concentracéo efetiva de AO na regido interfacial com o nimero de atomos de carbono. Condi¢Ges
experimentais: nanoemulsdo 1:9 (6leo de peixe/tampéo citrato), para as fracdes de emulsionante de @, = 0,005, ®, = 0,01
e @ =0,02, [AO¢] = 0,125 mM.

Através da Figura 143, verificou-se que a variacdo da concentragdo de AO na
regido interfacial para fracdes de emulsionante mais altas (®, =0,04), sao praticamente
iguais. Isto é consequéncia da incorporacdo dos AO na regido interfacial com o aumento

da fragdo de emulsionante.

6. Analise comparativa da distribuicdo dos

antioxidantes em emulsdes e nanoemulsdes O/A

Analisando em conjunto os resultados obtidos para as emulsdes e nanoemulsées,

€ possivel analisar se o tamanho da gota interfere na distribuicdo dos AOs.

Uma analise comparativa das constantes de particdo verifica-se que sdo muito

semelhantes, apresentam diferencas inferiores a 11%, pelo que o tamanho da gota



aparentemente ndo altera a distribuicdo dos AO (Tabela 33),

significativamente.

Tabela 33 — Valores das constantes de particdo P}, P} e a constante de velocidade na regido interfacial k;, em emulsdes

e nanoemulsdes O/A, para o acido clorogénico e seus derivados.
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FCUP

pelo menos

CGA CGA2 CGA4 CGAS8 CGA12 | CGA16
S P; 47 +3 67 +5 78+9
P
£ P} 1344+94 | 390+44 | 21+7 22+3 21+5
L
102k, (M1s?) | 1,9+07 | 2,8+04 | 3607 | 3,701 | 34+01 | 35+0,1
o Pl 46 +3 60+ 8 74+5
E
= P} 1195+166 | 369+26 | 19+l 21+8 20£2
3
&
pd 102 k; (Mis) 44+0,1 55+1,2 7,7+0,9 6,8+0,1 72+0,1 6,4+0,1

Por outro lado, uma analise comparativa da distribuicao, calculada a partir das
constantes de particdo nos dois sistemas emulsionados, mostra que as constantes de

particdo para ambos os sistemas emulsionados dependem da natureza do AO e da fragao

de emulsionante utilizada, Figura 144.
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Emulsdes: -o- ®, =0,005; -H- &, =0,01; - A - &, =0,02: Emulsdes: -@- @, =0,005; -H- &, =0,01; - A- P, =0,02

Figura 144 — Comparacéo da distribuicdo em emulsdes 1:9 O/A e nanoemulsdes 1:9 O/A, para trés fragbes de emulsionante
Tween 80, em funcédo do nimero de atomos de carbono da cadeia alquilica.
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7. Avaliacao da atividade antioxidante em sistemas
emulsionados e correlacdo com a sua
distribuicao

7.1. Atividade antioxidante do acido clorogénico e seus derivados em

emulsdes O/A

Estudou-se a atividade antioxidante do &cido clorogénico e dos seus derivados em
emulsdes 4:6 formadas por 6leo de peixe e tampéao citrato (0,04 M, pH= 3,65), com 0,5 %,
1% e 2% de Tween 80 e contendo 0,5 mM de cada um dos antioxidantes. Para tal,
submeteram-se as emulsdes ao teste da estufa de Schaal a uma temperatura de 40 °C.

Estas experiéncias realizaram-se em triplicado.

A Figura 145, representa o tempo que o conteudo em dienos conjugados das
emulsdes contendo cada um dos AOs e 0,5, 1 e 2% de emulsionante, demorou a alcancar

o valor de 0,5 %.

12 d ¢
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Figura 145 - Tempo (dias) para que as emulsées contendo 0.5 %, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o contetdo em
CD de 0,5 %. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padréo, letras iguais
correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes). Condig6es
experimentais: emulsdes 4:6 (6leo de peixe/Tampé&o citrato, 0,04 M, pH= 3,65/ Tween 80), [AO+] = 0,5mM.
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Verificou-se que os compostos testados apresentavam atividade antioxidante
muito baixa e estatisticamente muito semelhante (p<0,05), havendo apenas um pequeno
aumento do CGA para o0 CGA12, a partir do qual voltou a diminuir, no caso das emulsdes
contendo 0,5 e 1% de emulsionante. Assim, a introducdo da cadeia alquilica da estrutura
do CGA nao melhorou substancialmente a atividade antioxidante deste composto em

sistemas emulsionados.

7.1.1. Correlacado da distribuicdo com a eficacia antioxidante em emuls@es
O/A

A reatividade do CGA e seus derivados frente ao radical de DPPH é muito similar,
0 que significa que a modificagéo da cadeia hidrocarbonada nédo afeta significativamente
a eficicia antioxidante, deste modo um aumento da eficicia antioxidante vai depender da
sua localizagdo no meio emulsionado. Podemos também verificar que existe uma
similaridade entre os valores de k;, da reacdo entre 0 CGA e derivados com os ides
16ArN;", o que nos indica que o grupo reativo dos AO se encontra num meio reacional

muito semelhante.

De modo, a verificar se existe algum tipo de relacao entre a eficacia antioxidante e
as concentracbes efetivas dos varios AOs nas diferentes regides das emulsoes,
comparou-se a eficacia antioxidante com a percentagem de AO na regiao interfacial e com

a sua concentracéo efetiva na dada regido, Figura 146.
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Figura 146 — Variacédo do tempo necessario para alcancar 0.5% do contetdo em dienos conjugados, a percentagem de
AO na regido interfacial e a concentragdo efetiva de AO na regido interfacial com o nimero de atomos de carbono, para 3
percentagens de emulsionante (-e- @, =0,005: -e- ®, =0,01; -e- ®, =0,02), em emulsdes 4.6 (6leo de peixe/tampéo citrato,

0,04M, pH=3,65 / Tween 80), [AO+] = 0,5mM.

Verificou-se ja anteriormente que estes compostos apresentam um perfil de
distribuicdo um pouco diferente do que foi encontrado para os AOs derivados do AG e do
HT. De facto, parece existir dois grupos distintos de compostos; um grupo com caracter
hidrofilico acentuado, o CGA, CGA2 e CGA4, com concentrages interfaciais muito
proximas, e um grupo com forte caracter hidrofobico, igualmente com concentracfes
interfaciais bastante semelhantes. Em sistemas emulsionados com relagdo O/A de 4:6, e
devido ao alto caracter hidrofébico do 2° grupo, e a diminuicdo do volume da regido
aguosa, 0os AOs gue se encontram em maior percentagem na regido interfacial sdo os
AOs mais hidrofilicos. Deste modo, esperar-se-ia uma melhor atividade antioxidante por
parte destes. No entanto o que se verificou foi uma baixa atividade antioxidante por parte
de todos os AOs causada, por um lado, pela elevada quantidade dos AOs mais hidrofilicos
na regido aquosa das emulsdes que, ndo s6 exercem qualquer atividade antioxidante
nesta regiao como podem exercer alguma atividade pro-oxidante, e por outro lado devido

a baixa concentracao dos AOs mais lipofilicos na regido interfacial. De notar que os AOs
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mais lipofilicos desta série encontram-se em muito melhor concentragdo nha zona
interfacial que os AOs da série do AG e do HT como referido anteriormente no ponto 4.2.

7.2. Atividade antioxidante do acido clorogénico e seus derivados em

nanoemulsdes O/A

Tal como para as emulsGes estudou-se a atividade antioxidante do acido
clorogénico e dos seus derivados em nanoemulsdes formadas por éleo de peixe e tampéao
citrato (0,04 M, pH= 3,65), com 0,5 %, 1% e 2% de Tween 80 e contendo 0,125mM de
cada um dos antioxidantes. Para tal, submeteram-se as emulsdes ao teste da estufa de

Schaal a uma temperatura de 40 °C. Estas experiéncias realizaram-se em triplicado.

A Figura 147, representa o tempo que o conteudo em dienos conjugados das
nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato) contendo varios AOs e 0,5, 1 e 2% de

emulsionante, demorou a alcancar o valor de 0,5 %, para 0,5 %, 1% e 2% de emulsionante

Tween 80.
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Figura 147 - Tempo (dias) para que as emulsdes contendo 0.5 %, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o contetido em
CD de 0,5 %. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padrdo, letras iguais
correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes). Condi¢des
experimentais: nanoemulsdes 1:9 (6leo de peixe/tampao citrato, 0,04 M, pH= 3,65/ Tween 80), [AO+] = 0,125 mM.

De notar que variando a percentagem de Tween 80 verificou-se uma diferenca
estatisticamente significativa ha estabilidade oxidativa das nanoemulsées na auséncia de
antioxidante como ja anteriormente observado durante o teste da estufa de Schaal

efetuada com nanoemulsdes para a série do AG e do HT.
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Neste teste, ndo se verificou qualquer atividade antioxidante por parte dos

composto, podendo-se inclusivamente afirmar que em alguns casos ocorreram efeitos

pro-oxidantes como no caso do CGA e do CGA2 em nanoemulsdes contendo 0,5 % de

emulsionante. No geral, a estabilidade das emulsbes aumentou apenas com o aumento

da percentagem de emulsionante, como observado para o caso das nanoemulsdes sem

AO.

7.2.1.

Correlagdo da distribuicdo com a

eficacia antioxidante em

nanoemulsées O/A

Na Figura 148 encontra-se representado, o aumento ou a diminuicdo da

estabilidade relativa das nanoemulsdes, a percentagem de AO na regido interfacial e a

concentracao efetiva na regido interfacial em funcdo do nimero de 4&tomos de carbono da

cadeia alquilica dos clorogenatos.
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Figura 148 - Variagdo do tempo necessario para alcangar 0.5% do contetdo em dienos conjugados, a percentagem de
AO na interface e a concentragéo efetiva de AO na interface com o nimero de atomos de carbono, para 3 percentagens
de emulsionante (-e- ®, =0,005: -e- ®, =0,01; -e- ®, =0,02), [AO+] = 0,125 mM.

Como referido no ponto anterior, ndo se observou qualquer atividade antioxidante

por parte do CGA ou seus clorogenatos. Uma vez que estes compostos ou sdo muito
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hidrofilicos (CGA, CGA2 e CGA4) ou muito lipofilicos (CGA8, CGA12 e CGAL6), as
concentracdes efetivas encontradas na regido interfacial sdo muito baixas quando
comparadas com as concentracdes encontradas para as outras séries de compostos pelo

gue estas nao foram suficientes para inibir as reacdes de oxidac&o

Em sistemas contendo 6leos com um contetdo em &cido gordos émega-3 muito
elevado e, por conseguinte, com um numero de hidrogénios bis-alilicos na sua estrutura
igualmente muito elevado, a facilidade com que se formam radicais livres € grande, pelo
que se formam um grande numero de radicais livres. Por outro lado, estes radicais livres
ao formarem-se, deslocam-se para a regido interfacial onde podem atingir concentracdes
elevadas causadas pelo reduzido volume desta regido. Deste modo, concentracdes mais
baixas de AO nesta regido poderdo nao ser suficientes para a neutralizacdo de todos os
radicais que ai se acumulam e por esse motivo ndo apresentaram atividade antioxidante.
De notar que mesmo os AOs mais lipofilicos apresentam concentracdes efetivas
interfaciais menores que o AG ou o HT que também n&o mostraram ter grande atividade

antioxidante.

No caso dos AO mais hidrofilicos, o efeito pr6-oxidante encontrado parece
correlacionar com a concentracdo dos AOs na regido aquosa. Por um lado, os AO
dissolvidos na regido aquosa ndo entram em contacto com os radicais livres que se
formaram na regido oleosa, pelo que ndo podem atuar como AO e, por outro lado, podem
exercer algum efeito pré-oxidante pela sua interagdo com vestigios de metais existentes
na regiado aquosa. De facto, a reducao de metais pelos AOs leva a formacgéo de espécies
metdlicas que catalisam mais eficazmente a degradacdo de hidroperoxidos e a sua

formacéao de radicais livres.

De notar que as concentragdes interfaciais destes AOs neste sistema é bastante
menor quando comparado com as concentracdes interfaciais encontradas nas emulsées
onde ja ndo se verificou uma grande atividade antioxidante por parte deste compostos.
Assim seria de esperar que neste sistema também ndo fosse observada uma grande

atividade antioxidante.
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O acido cafeico apresenta propriedades antioxidantes (quer in vitro, quer in vivo),
bem como propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias. Devido a sua elevada
solubilidade em agua a sua eficacia em sistemas emulsionados fica comprometida, pelo
que neste trabalho foram sintetizados derivados do acido cafeico com diferentes

solubilidades.

1. Sintese do acido cafeico e seus derivados

1.1. Sintese de monomalonatos

Sintetizaram-se varios monomalonatos, pela reacdo de um alcool apropriado
(Figura 149) com o acido de Meldrum, de acordo com o procedimento descrito por

Menezes et al [151].

O. OWO Tolueno > R(O\H/\H/O\H

R™H + 0__0
X Refluxo o) o)
Alcool 2,2-dimetil-1,3-dioxano-4,6-diona Monomalonatos

Figura 149 - Sintese dos monomalonatos.

Os rendimentos obtidos apdés purificacdo foram de 54% a 90 % (Tabela 34).

Tabela 34 - Resultados experimentais das sinteses dos monomalonatos.

Monomalonato R: Mobtida/Q n %
1 CHs 1,28 54
2 C2oHs 1,31 49
3 CsHy 2,37 81
4 CsHg 2,90 91
5 CeHas 3,21 86
6 CgHa7 2,88 67
7 CioH21 3,70 76
8 Ci2H2s 4,21 78
9 C14H2g 3,73 62
10 CieH33 3,75 57
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Verificou-se que a purificacdo por extracao liquido-liquido para os &lcoois gordos
de cadeia mais longa era dificultada pelo fato dos sais destes compostos apresentarem
propriedades tensioativas consideraveis. Assim, aquando da extracdo dos
monomalonatos da mistura reacional com solugdo aquosa saturada de bicarbonato de
sédio, formavam-se emulsdes de dificil separacdo bem como espuma abundante, o que

podera justificar os rendimentos mais baixos obtidos para estes compostos.

No caso do monomalonato 1 e 2, o mais baixo rendimento deve-se ao fato de parte
do metanol e do etanol evaporarem durante o aquecimento em refluxo da mistura
reacional, dado que apresentam pontos de ebulicdo de 65 °C e 78 °C respetivamente,

mais baixos que o ponto de ebulicdo do tolueno (110 °C).

1.2. Sintese de cafeiatos

Sintetizaram-se varios derivados do acido 4- hidroxicinamico fazendo reagir cada
monomalonato obtido anteriormente com o derivado benzaldeido apropriado na presenca
de B-alanina e piridina, de acordo com o procedimento descrito por Menezes et al [151],
Figura 150.

(0]
CHO -
R1/O\n/\n/O\H + Piridina X O/R1
c O HO B-alanina HO
OH OH
Monomalonato 3,4-dihidroxibenzaldeido .
Cafeiato

Figura 150 - Sintese de cafeiatos de cadeia longa.

Obtiveram-se rendimentos relativamente elevados em todas as sinteses efetuadas
(39 a 88 %), Tabela 35.
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Tabela 35 - Resultados experimentais das sinteses dos cinamatos.

Cafeiatos R n % Mobtida/Q Tempo/dias
AC1 CHs 39 0,638 3
AC2 CzHe 66 1,04 4
AC3 CsHy 76 1,15 6
AC4 CaHg 88 1,30 7
AC6 CeHas 70 0,98 5
AC8 CsHaz 68 0,92 4

AC10 CioH21 71 0,93 6
AC12 Ci2oHo2s 61 0,78 7
AC14 Ci4H29 73 0,91 24*
AC16 CieHss 61 0,75 12

*19dias a temperatura ambiente mais 5 dias a 40°C

Aparentemente, o tamanho da cadeia alquilo do monomalonato influéncia a
velocidade da reacdo. Assim, verificou-se que para cadeias mais longas necessitaram-se
de tempos de reagdo maiores, como podemos verificar na Tabela 35. Os rendimentos
dos derivados com cadeias mais curtas foram afetados pelo menor tempo de reagéo
utilizado. Para efetuar os estudos de distribuicdo dentro do tempo disponivel, optou-se por

sacrificar um pouco os rendimentos obtidos.

Para ser possivel correlacionar a distribuicdo do é&cido cafeico e dos seus
derivados com a atividade antioxidante, realizaram-se experiéncias em meios
homogéneos para determinar em primeiro lugar a capacidade antirradicalar destes, de
modo a verificar se a sua reatividade ndo era alterada pela introducdo de cadeias
alquilicas de tamanhos distintos na molécula (Figura 151) e, posteriormente estudar a

eficacia antioxidante em emulsdes modelo O/A.
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HO
OH

Figura 151 — Estrutura do acido cafeico e seus derivados.

2.Reatividade do acido cafeico e seus derivados

2.1. Reatividade do acido cafeico e derivados frente ao radical DPPH*

A atividade antioxidante define-se a partir do parametro ECso, que representa a
concentracdo minima necessaria para o antioxidante captar 50% dos radicais DPPH*
iniciais. Para determinar ECso, representou-se graficamente, para um determinado tempo,

a variacao da absorvancia com a relacdo mol AO/ mol DPPH* (Figura 152).

100% [

80%

60%

% DPPH

40% O

20%

0% 1 1 1

0,09 0,14 0,19 0,24
mol AO/ mol DPPH*

Figura 152 - Representacéo da variacdo da percentagem de DPPH' com a concentra¢do de antioxidante (ex. cafeiato de
propilo), expressa em mol AO/ mol DPPH, para os distintos tempos de reagéo, com o correspondente ajuste linear. (-®- 5
min, -®- 15 min, -4-30 min, - - 60 min), T=25°C.



FCUP

Resultados e discusséo

Os valores de ECsp obtidos para o acido cafeico e seus derivados encontram-se
na Tabela 36.

Dado que os valores de ECs indicam a relacdo mol AO/ mol DPPH' necessaria
para reduzir a metade a concentracao inicial de DPPH’, aqueles antioxidantes que tenham

um valor de ECsp menor serdo os que representam maior atividade antirradicalar.

Tabela 36 - Valores de ECs, obtidos para diferentes tempos de reacéo, para o acido cafeico e seus derivados.

t/ min 5 15 30 60
Antioxidante ECsot o ECsot o ECsot o ECsot o
AC 0,330+ 0,005 0,329+0,001* 0,334+0,002* 0,344 + 0,005*
AC1 0,308 +0,012 0,290+ 0,008 0,262 +0,005 0,222+ 0,010
AC2 0,323+0,005 0,277 +0,005 0,263 +£0,003 @ 0,2328 + 0,006
AC3 0,322 +0,002 0,291+0,006 0,270+0,017 0,225 +0,001
AC4 0,310+ 0,006 @ 0,293+0,009 0,269+0,005 0,216 + 0,006
AC6 0,315+0,005 0,262+0,008 0,233+0,006 0,198 + 0,007
AC8 0,293+0,012 0,269+0,013 0,239+0,005 0,199 + 0,005
AC10 0,333+0,003 0,285+0,003 0,254+0,009 0,212+ 0,008
AC12 0,315+ 0,004 0,294 +0,007 0,266 +0,006 0,211 + 0,002
AC14 0,317 +0,008 0,298 +0,001 0,257 +0,003 0,199 + 0,005
AC16 0,314 +0,003 0,282+0,007 0,244+0,001 0,196 + 0,006

ECso expresso em mol de antioxidante/ mol de DPPH

* Com um nivel de significancia P <0,05

Os resultados obtidos mostram que em solucdo metandlica e ao fim de 5 minutos
de reacao nao existem diferencas significativas na atividade antirradicalar do acido cafeico
e seus derivados mais hidrofébicos frente ao DPPH®, consequéncia da estrutura fendlica
comum a todos eles. No entanto, o valor de ECso para o acido cafeico mantem-se mais
ou menos constante ao longo do tempo, ao contrario do que acontece com 0sS seus
ésteres. De facto, a partir de 15 minutos a diferenca de reatividade entre o 4cido cafeico

e 0s seus derivados é estatisticamente significativa.

Normalmente as curvas Abs vs tempo sdo caraterizadas inicialmente por um
rapido desaparecimento da absorcdo do radical DPPH’, seguido de um lento
desaparecimento subsequentemente deste radical. O abaixamento inicial é atribuido a

reacOes que levam a transferéncia do hidrogénio do antioxidante para o radical, enquanto
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gue a descida subsequente é normalmente atribuida a rea¢des secundarias mais lentas
de produtos de dimerizacdo do radical fenéxilo, entre outras. Assim, e ao contrario do que
acontece com o acido cafeico, todos os seus derivados apresentam este comportamento
de um modo semelhante. A semelhante reatividade dos derivados do &cido cafeico frente
aos radicais DPPH" em solucdo mostram que a possivel diferenca na atividade
antioxidante destes compostos em emulsdes podera entao dever-se a provavel diferenca

na distribuicdo destes pelas varias fases que as compdem.

2.2. Determinacéo do primeiro potencial anodico - Voltametria Ciclica

Estudou-se por voltametria ciclica o poder redutor dos varios cafeiatos. Na Tabela

37 encontram-se 0s resultados do potencial do primeiro pico (Epa) anddico.

Tabela 37 — Valores do primeiro potencial anddico, determinados por voltametria ciclica, para o acido cafeico e seus
derivados.

pH=7.3 pH=36 |PH~= 3'68; Tween
Antioxidante "Epa (V) "Epa (V) "Epa (V)

AC 0,265 0,394 0,411
AC1 0,265 0,392 0,404
AC3 0,273 0,394 0,395
AC4 0,255 0,388 0,383
AC6 0,258 0,397 0,404
AC8 0,263 0,379 0,387
AC10 0,258 0,384 0,390
AC12 0,259 0,376 0,381
AC14 0,266 0,374 0,392
AC16 0,260 0,378 0,386

*Epa, potencial anddico vs Ag/AgCl.

Os antioxidantes primarios sdo agentes redutores, pelo que reagem com as
espécies oxidantes pela doacdo de eletrdes. Desta maneira, o poder redutor de um
antioxidante, avaliado pela voltametria ciclica, normalmente correlaciona com a eficacia
antioxidante destes. Através do resultados obtidos, verificamos que todos os compostos

apresentam um potencial muito semelhante tanto a pH=7,3 (~ 0,26 V) como a pH=3,6 (~
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0,38 V). Verificou-se também qua a presenca de Tween 80 néo alterou o valor do primeiro

potencial anddico.

3. Distribuicdo do &cido cafeico e seus ésteres

3.1. Determinacdo das constantes de particio P9 em sistemas

binarios 6leo/agua

Determinou-se a constante de particdo, P{, do acido cafeico e dos seus derivados
para uma mistura bindria constituida por 4 mL de 6leo de peixe livre de AO naturais e 6
mL de solucéo tampéo 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¢do material e
métodos. Para o efeito, fez-se a quantificagdo espectrofotométrica dos Varios
antioxidantes nas fases oleosa e aquosa, e calculou-se a constante de particdo da

seguinte forma:

Oleo
AOO o _ Plé _ (AOO) _ %AOO VA
H 4 TP (400) T %A0, V,

AOa

Agua

Na Tabela 38 encontram-se os resultados obtidos para os diferentes antioxidantes.
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Tabela 38- Percentagem dos diferentes antioxidantes presentes na fase aquosa e oleosa de uma mistura binaria 6leo/agua

e o valor da constante de particdo P2, para o acido cafeico e seus derivados.

Antioxidantes Sistema binario agua/ 6leo

Estrutura -R: PY % AO, % AOn

-H (AC) 0,19+001 | 15+2,1 | 985+0,1

o - CHs (AC1) 24+03 |610+27| 39,026

X Ry
O -CH2CHs (AC2) 65+02 |813+05|18,73+£0,5
HO

OH -(CH2)2CH3 (AC3) | 21,4+1,3 | 934+04| 66+04

-(CH2)sCHs3 (AC4) | 76,4+59 |98,0+0,2 | 1,93+0,2

Observou-se que o AC se encontra quase na totalidade na fase aquosa,
diminuindo a quantidade de AO nesta regido a medida que aumenta a cadeia alquilica do
éster. A partir do cafeiato de butilo, inclusive, todos os antioxidantes encontram-se

praticamente na totalidade na fase oleosa.

3.2. Determinacdo das constantes de particdo do acido cafeico e seus
derivados em emuls8es 6leo de peixe/tampado citrato (O/A)

Estudou-se o efeito que a fracdo de emulsionante utilizada exerce sobre o valor de
Kobs, da reacdo entre os ifes 16-ArN." e o acido cafeico em emulsdes 4:6 6leo de
peixe/tampdo citrato (0,04 M, pH= 3,65) para fracbes de emulsionante (Tween 80)
compreendidas entre 0,005 e 0,04. Para isso, utilizou-se o método da derivatizagdo
descrito no capitulo anterior. Em todos os casos, os pares de dados absorvancia-tempo
obtidos ajustaram-se perfeitamente a equacdo integrada de ordem 1, sendo assim
possivel obter a constante de velocidade observada, kos. Na Figura 153 esta
representado um exemplo de uma variacao tipica da absorvancia do corante em fungéo

do tempo, bem como a representacgao de In(A; — A;, 5y €m fungao do tempo.
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A 572 nm
(uiv-)u

0 300 600 900 1200 1500
Tempol/s

Figura 153 - Variacdo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representacao de In [A-A-] vs tempo,
para o AC. Condigbes experimentais: emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH=3,65/ Tween 80), 2 $,=0,03828,
[16-ArNy*] = 3,54x 107*M, [AQ] = 4,0x 10-3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.

Nas Figuras 154 — 156 esta representada a variacdo de kons cOm a fracédo de
emulsionante, assim como o0s ajustes exponencial e linear ao modelo cinético da
pseudofase. De acordo com os valores de PY (Tabela 38), devido & elevada solubilidade
do &cido cafeico em 4gua, espera-se que este se distribua entre as regides aquosa e
interfacial, tendo sido entédo utilizado o modelo simplificado para determinar a constante
de particdo P}. O cafeiato de etilo (AC2) encontra-se provavelmente pelas trés regiées da
emulsdo (aquosa, organica e interfacial), sendo necessérias duas constantes de particdo
para descrever a distribuicdo, P} e P/, tendo sido utilizado, neste caso, o modelo cinético
completo da pseudofase (MCP). Aumentando em mais de 4 carbonos a cadeia alquilica,
verificamos que a solubilidade no 6leo aumenta verificando-se que os derivados AC8, AC2
e AC16 apresentam uma solubilidade nula em agua, esperando-se entdo, que estes se
distribuam entre as regides oleosa e interfacial. Neste caso utilizou-se entdo o modelo

simplificado para calcular a constante de partigdo P}.

Os resultados mostram que ocorreu uma diminuicdo da kons, €m um fator de
aproximadamente 6-10 vezes a medida que aumentou o valor da fracdo de emulsionante

na emulsao.
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Figura 154 - Representacéo de koss € 1/ Kops VS fragdo de emulsionante (®,) com os respetivos ajustes as equacgdes 48 e
49 para o AC. Condicdes experimentais: emulsédo 4:6 (6leo de peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-
ArN,*] =3,54x 10~*M, [AO] =4,00x 10~3M , [NED] =0,019 M e T= 25°C.
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Figura 155 - Representagéo de Kqs € 1/koss VS fragio de emulsionante (®;) com os respetivos ajustes as equagdes 31 e 32
para o AC2. Condi¢Bes experimentais: emulsdo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampdo citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween 80), [16-
ArN,*] = 3,54x10* M, [AO] = 4,0x103 M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.
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Figura 156 - Representacao de Kqps € 1/ kops Vs fragdo de emulsionante (®I) com os respetivos ajustes as equagdes 41 e
42, para os derivados do &cido cafeico AC6, AC8, AC12 e AC16. Condi¢Bes experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de
peixe/tampao citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80), [16-ArN2+] = 2,90x10-4 M, [NED] = 0,019 M, [AC6-AC8] = 4,0x10-3,

[AC16] = 3,0x10-3 M T = 25,0°C

Na Tabela 39 encontram-se os valores determinados das contantes de particéo,

Pl, P} e os valores de k.

S/ sao/T z-0T
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Tabela 39 - Sumério dos valores das constantes de parti¢cdo obtidas para o acido cafeico e seus derivados.

AC AC2 AC6 ACS8 AC12 AC16
P} 228 +11 | 1430+ 209
P, 220 + 45 275+ 28 334 +53 226 + 32 181 + 33
102k, (Ms1) | 46+0,2 | 35+14 42+0,1 40+0,1 3,7+0,2 39+0,1

Os valores das constantes P} e P} s&o elevados para todos os derivados variando
em funcdo do antioxidante. O valor de P aumenta a medida que aumenta a

hidrofobicidade dos AOs ja os valores de P/, apresentam um maximo para o cafeiato de

octilo, ACS8, (P} = 334), diminuindo depois para o cafeiato de hexilo, AC16, (P}, = 181)

Uma vez que s6 se modifica o tamanho da cadeia alquilica, confirma-se que o

mecanismo de reacao € idéntico para todos os antioxidantes uma vez que os valores

obtidos para a constante k; sdo bastante similares.
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A partir das constantes de particdo determinou-se a distribuicdo dos varios
compostos em emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 80),
(Figura 157)

100 40
LA | B —& AC2
—m— AC6
90 - 30 |- - ACS8
) L | -8 AC12
@) —A-AC ° —O— AC16
<\§ 80 —A—AC2 9( 20 -
© - —A—AC6 X i
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60 | | | |
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Figura 157 - Variagdo da percentagem do acido cafeico e seus ésteres na regido interfacial (A), na regiéo oleosa (B) e na
regido aquosa (C) numa emulsédo 4:6 6leo de peixe/tampao citrato, 0,04M, pH=3,65, em fungdo da fracdo de emulsionante
Tween 80.

Através dos resultados da Figura 157, verificou-se que para uma fracdo de
emulsionante (®)) de 0,005 que 60% do acido cafeico encontra-se distribuido na regido
interfacial, e a medida que ®,aumenta a percentagem deste também vai aumentando na
regido interfacial, ou seja, quando ®=0,04, cerca de 95% do antioxidante encontra-se na
regido interfacial. Verifica-se que para uma percentagem de 0,5%, 40% do acido cafeico
(AC) se distribui na regido aquosa sendo o antioxidante que tem maior afinidade com esta
regido.

O cafeiato de etilo encontra-se, maioritariamente distribuido na regido interfacial,

encontrando-se apenas cerca de 30% e 10 % na fase organica e na fase aquosa,



FCUP

Resultados e discusséo

respetivamente. Os derivados cafeiato de hexilo, octilo, dodecilo e hexadecilo encontram-
se em cerca de 70% na regido interfacial, e a medida que ®,aumenta a percentagem de
antioxidante na regido interfacial também aumenta, ou seja, quando ®=0,040 cerca de
90% dos antioxidantes encontram-se nesta regido. O antioxidante que se distribui em
maior percentagem na regido interfacial, espera-se que seja 0 composto com melhor
capacidade de inibicdo das reacdes de oxidacdo lipidica. Verificou-se ainda que a
percentagem de AO presente na regido interfacial aumenta quando a fracdo de
emulsionante Tween 80 aumenta para 0,042, verificando-se desta forma uma influéncia
significativa da fracdo de emulsionante sobre a percentagem de AO presente em cada
uma das regides da emulsdo. De notar que com o aumento da fracdo de emulsionante a
diferenca de percentagem de AO existente na regido interfacial entre os AOs diminui
consideravelmente em especial para os compostos mais lipofilicos num fator de 1 a 8

vezes.

4. Avaliacdo da atividade antioxidante em

emulsodes

Estudou-se a atividade antioxidante do AC e deus ésteres em emulsdes 4:6
formadas por 6leo de peixe e tampéo citrato (0,04 M, pH= 3,65), 1% de Tween 80 e
contendo 0,5 mM de cada um dos antioxidantes. Para tal, submeteram-se as emulsdes
ao teste da estufa de Schaal a uma temperatura de 40 °C. Estas experiéncias realizaram-
se em triplicado, e mais uma vez, a determinacado do grau de oxidacgéo lipidica foi efetuada

através da determinagéo do contetido em dienos conjugados.

A Figura 158 representa o tempo que o conteido em dienos conjugados das
emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampdo citrato) contendo cada AO e 1% de emulsionante

demorou a alcancgar o valor de 0,5% de dienos conjugados.
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Figura 158 - Tempo (dias) para que as emulsdes 4:6 contendo 1% de emulsionante, atingissem o contetido em CD de 0,5
%. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padréo, letras iguais correspondem
a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes). Condi¢cdes experimentais:
emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato, 0,04 M, pH= 3,65/ Tween 80), [AO+] = 0,5 mM.

De acordo com o tempo que o conteado em dienos conjugados demora a atingir o
valor de 0,5 %, para a percentagem de emulsionante de 1 %, a ordem de atividade
antioxidante foi: AC8> AC6 = AC10 = AC12 > AC14 = AC16 = AC4 = AC3=AC2>ACl >

AC > branco.

A ordem de eficacia obtida mais uma vez ndo obedece ao paradoxo polar, na
medida em que os antioxidantes mais hidrofébicos, como o AC16, apresentaram menor
eficacia que o AC8 no sistema emulsionado utilizado. A eficdcia dos antioxidantes
aumentou até ao cafeiato AC8, decrescendo para os antioxidantes com cadeias alquilicas
maiores que 8 carbonos. Estes resultados refletem o efeito “cut off’. A atividade
antioxidante numa emulséao depende da particéo e distribuicdo dos antioxidantes entre as
diferentes regides que a constituem, e da estabilidade dos antioxidantes. Desta forma, a
concentracdo de antioxidante na regido interfacial terd um papel importante no que
respeita a estabilidade oxidativa de emulsdes. Verificou-se que a atividade antioxidante é
superior para 0 composto que apresentou o maior valor de P). Uma vez que todos os
derivados do &cido cafeico mostram uma atividade antiradicalar e um valor de primeiro
potencial anddico bastante semelhante, as diferencas observadas s6 podem advir da

diferente distribuicao dos varios antioxidantes nas emulsdes.

De modo a verificar o efeito da fracdo de emulsionante, realizou-se uma
experiéncia em que se utilizaram, para um mesmo antioxidante, emulsées contendo

diferentes quantidades de emulsionante. Na Figura 159 esta representado o tempo que o
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contetudo em dienos conjugados demorou a alcangar o valor de 0,5% nas emulsdes com
fracdes de emulsionante de 0,5%, 1% e 2% para alguns dos antioxidantes. O tempo que
o contetado em dienos conjugados demorou a alcangar o valor de 0,5% diminuiu com o

aumento da percentagem de emulsionante para a maioria dos antioxidantes.

Branco

AC12

30
25 - b
b a

20 , b b+ Cbb c
8 2 b .
2 aad 2%
o 15 - a
a aa m1%
5
Ll I| M 0.5%

AC16

Figura 159 - Tempo (dias) para que as emulsées contendo 0,5%, 1% e 2% de emulsionante, atingissem o conteldo em
CD de 0,5%. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padréo, letras iguais
correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes; letras coloridas —
compostos diferentes, percentagem de Tween 80 igual; letras pretas — compostos iguais, percentagem de Tween 80
diferente). CondigBes experimentais: emulsdes 4:6 (Oleo de peixe/tamp3o citrato, 0,04 M, pH = 3,65 /Tween 80), [AO+] =
1,25 mM, T =40 °C.

De notar que variando a percentagem de Tween 80 no controlo ndo se verificou
uma diferenca estatisticamente significativa na estabilidade oxidativa das emulsdes.

Contrariamente ao inicialmente esperado, o tempo que o conteldo em dienos
conjugados demora a alcancar o valor de 0,5 % diminuiu com o aumento da percentagem
de emulsionante, para alguns dos antioxidantes testados. Embora ocorra um aumento da
gquantidade do antioxidante na regido interfacial com o aumento da quantidade de
emulsionante, ocorre igualmente uma diluicdo do antioxidante que se encontra na regiao

interfacial.
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5. Correlacdo da distribuicdo com a eficacia

antioxidante

Como podemos verificar pela Figura 160, a percentagem de antioxidante aumenta
na regido interfacial com o aumento da fracdo de emulsionante, verificando-se um maximo
para o éster com a cadeia alquilica com 8 carbonos, diminuindo depois a concentracdo

de antioxidante na regido interfacial para o éster com a cadeia alquilica com 16 carbonos.

100
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Figura 160 - Correlagdo da distribuicéo e da eficacia antioxidante com a hidrofobicidade dos AOs para ®,=0,005 -®-
-H-; ®=0,01-0- -H- ¢ $=0,02 -®- -H- numa emulsdo 4:6 6leo de peixe/tampao citrato, 0,04M, pH=3,65/ Tween 80,
[AO{] = 0,5 mM.

Tal como verificado anteriormente para outras série de AOs, os antioxidantes
apresentam melhor eficiéncia a uma percentagem de emulsionante de 0.5% apesar de se
encontrarem em menor percentagem na regido interfacial, uma vez que aumentado a
fracdo de emulsionante (volume da regido interfacial) embora aumente a percentagem de
antioxidante na regido interfacial ocorre o efeito da diluicAo. Podemos entdo concluir que
atividade antioxidante dependera assim, por um lado, de um balanco entre o aumento da

gquantidade do antioxidante na interface e, por outro, da diluicdo que ocorre.

Como verificamos pelas distribuicbes dos AOs a concentragcdo de AO na regido
interfacial aumenta & medida que ®, aumenta até que praticamente todo o AO fica
dissolvido nessa regido. Como consequéncia, a percentagem de AO diminui nas regides
oleosa e aquosa. Contudo, os volumes das regifes aquosa, oleosa e interfacial das
emulsbes sdo diferentes entre si e dependem das caracteristicas particulares das

emulsdes utilizadas: concentragdo do emulsionante e da relacdo 6leo/agua. Portanto, a
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concentracao efetiva do AO em cada regido € modificada pela modificacdo da fracédo de

emulsionante e pela relagéo O/A.

As concentracoes efetivas em cada regido podem ser determinadas a partir das
percentagens de antioxidante em cada regido e a concentracdo estequiométrica que é
dada pelas equacdes 57, 58 e 59. Na Figura 161, encontram-se as variacdes das
concentracdes efetivas em cada regido de uma emulséo 4:6 6leo de peixe/tampao citrato,
0,04M, pH=3,65.

1 03 @ Tween 80

0,4

0,2 [~

102 [AOo] M

01 [~

1 03 @ Tween 80
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Figura 161 — Variagcdo da concentragdo efetiva de antioxidante na regido interfacial (A), na regiéo oleosa (B) e na regiao
aquosa (C), com a fracdo de emulsionante. Condi¢Ges experimentais: emulsées 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M,
pH = 3,65 /Tween 80), [AO7] = 0,5mM.

Para um determinado valor de ®,, verifica-se que a concentracdo efetiva dos AOs
na regido interfacial € muito maior, por um fator de 22-170 vezes, do que a concentragédo
estequiométrica, enquanto a concentragdo efetiva na dgua é menor e no 6leo pode ser
maior ou menor, dependendo do AO considerado. Por exemplo, em qualquer ®,, a
concentracdo efetiva de AC na regido aquosa é 1,3 a 10 vezes menor do que a
estequiométrica (JAO+]=5,00x10*M). J& a concentracdo efetiva na regido oleosa dos AOs
mais hidrofébicos (AC6, AC8, AC12 e AC16) é 6-12 vezes maior do que a estequiométrica,
mas a de AC2 é igual ou menor (dependendo de ®;). A concentracao de AC no 6leo é

obviamente nula porgue nao é sollavel no 6leo.

Portanto, para qualquer valor [AOr], a concentracdo efetiva de AOs nas regides
aquosa, oleosa e interfacial depende da % AO nessa regido, da fracdo de emulsionante
@, e da relagdo O/A. Na regido interfacial um aumento em @, significa um aumento da %
AO, mas também do volume da regido interfacial, sendo o aumento em volume maior que
0 aumento da % AO, enquanto nas regides oleosas e aquosas % AO diminui sempre com
o aumento de ®,. Deste modo, em todos 0s casos, ha uma diluicdo efetiva dos AOs nas

trés regides da emulsdo ao aumentar @, (Figura 162).
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Figura 162 — Efeito da hidrofobicidade dos AO sobre a concentracdo de AO na regido interfacial para o acido cafeico e
seus derivados paras as fragdes de emulsionante de ®,=0,005, 0,01 e 0,02, [AO7] = 0,5 mM.

Uma vez que apenas as concentragbes dos AOs nas regides do 0Oleo e interfacial
séo relevantes em termos da inibicdo da oxidagéo lipidica, uma vez que os lipidos que
fazem parte do 6leo de peixe s&o insolUveis em agua, é de se esperar que as reacoes de
oxidacao lipidica ndo ocorram, pelo menos significativamente, na regido aquosa e, como
consequéncia, a concentracdo dos AOs nesta regido ndo contribui para a atividade

antioxidante dos compostos.

A fim de verificar se algum tipo de correlag&o pode ser estabelecida entre a eficacia
do antioxidante e suas concentracOes efetivas, comparou-se as variacdes da eficacia
antioxidante, a percentagem dos AOs na regido interfacial e a concentracdo em funcao
da cadeia alquilica dos ésteres do AC (e por conseguinte em fung¢éo da hidrofobicidade
dos AOs), Figura 163, para emulsdes 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato), contendo uma

fracdo de emulsionante de 0,005, 0,01 e 0,02.
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Figura 163 — Tempo necessario para alcancar o conteido em dienos conjugados de 0,5%, percentagem de AO na regido
interfacial, e concentracéo efetiva de AO na regido interfacial, com o nimero de atomos de carbono, para as frag6es de
emulsionante de ®=0,005 -®- -H-; ®=0,01-0- -H- ¢ ®=0,02 -®- -H-, [AO{] = 0,5 mM.

Mais uma vez verificou-se que a atividade antioxidante € paralela & concentragéo

efetiva do AO na regiéo interfacial.



Capitulo 6 — Comparacao da eficacia AO

de alguns polifenois
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A natureza do 6leo e, em particular, o grau de insaturacado dos seus acidos gordos
(PUFAs) tem um papel fundamental na estabilidade oxidativa. Em geral, quanto maior o
teor de PUFAs do 6leo, menor a sua estabilidade. Como ja referido anteriormente, no caso
dos 6leos de peixe, a estabilidade oxidativa destes é tdo baixa que se torna dificil muitas
vezes avaliar quais os fatores que influenciam a atividade antioxidante de compostos em
sistemas emulsionados contendo, este tipo de 6leo. De facto, pequenas variacées na
composicdo em 4cidos gordos ou pequenas variacdes nas condicbes experimentais, sdo
suficientes para que ocorram grandes variacbes na estabilidade oxidativa destes
sistemas. Por outro lado, devido & rapida degradacdo oxidativa dos sistemas
emulsionados contendo Oleo de peixe, é dificil avaliar as pequenas diferencas na

capacidade antioxidante de muitos compostos nestas matrizes.

Assim, de modo avaliar qual a importancia de alguns fatores para a atividade
antioxidante dos compostos avaliou-se a capacidade antioxidante deste num sistema
emulsionado mais estavel, tendo como regido oleosa azeite. Neste sistema, avaliou-se
entdo a atividade antioxidante de alguns fenolipidos possuindo cadeias alquilicas
semelhantes (com 8 e 16 carbonos) e com anéis fenélicos diferentes (derivados dos 4cido
cafeico, 4-hidroxicinamicos, diidrocafeico, 4-hidroxihidrocindmico, do tirosol e

hidroxitirosol).

Em estudos anteriores, vimos que, independentemente do tamanho das gotas que
compBem a emulsdo, a eficacia dos antioxidantes aumenta com o aumento da sua
hidrofobicidade para um determinado valor, a partir do qual diminui. A eficiéncia maxima
€ encontrada para os derivados dos AOs com uma cadeia alquilica de 8 ou 12 carbonos,
dependendo da natureza do antioxidante. Estas observacdes levaram a analisar a eficacia
e distribuicdo de antioxidantes que, tendo uma hidrofobicidade similar ou igual, possuem

diferentes grupos fendlicos reativos (Figura 164).
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Figura 164 — Estrutura quimica dos polifenois estudados.

1.Sintese dos diferentes polifendis

Sintetizaram-se os varios polifendis como descrito na seccdo Il Métodos e
Procedimentos. Os rendimentos para os derivados HT8 e HT16, encontram-se no
Capitulo 3 Tabela 20, os rendimentos para os cafeiatos de AC8 e AC16 no Capitulo 5
Tabela 35. Os rendimentos obtidos para diidrocafeiatos, tirosilos e cinamatos encontram-

se na Tabela 40.
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Tabela 40 — Rendimentos obtidos para os varios fenélipidos.

Antioxidantes R n % Tempo/dias
DH8 CgHa7 80 4
DH16 Ci6Hzs 60 4
TY8 C7Hss 73 3
TY16 CisHa1 64 3
4 - OH-C8 CsHaz 66 7
4 - OH-C16 Ci6Hs3 61 7

Os rendimentos obtidos para os derivados com cadeia alquilica de 16 carbonos
sdo mais baixos devido a sua dificil purificagdo, uma vez que possuem propriedades
tensoativas e aquando da extracdo liquido-liquido ocorreu a formacdo de espuma

abundante de dificil separagéo.

2.Reatividade dos diferentes polifendis

Determinou-se a atividade antirradicalar destes compostos frente ao radical
DPPH’, e determinou-se o primeiro potencial anddico de cada composto por voltametria
ciclica. Na Tabela 41 encontram-se os resultados do valor de ECso para 5 minutos e o

valor do primeiro potencial anddico obtido a pH=3,65 e a pH=7,4.
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Tabela 41 — Resultados do primeiro potencial anédico e o valor de ECsy para 5 minutos, para os varios compostos
polifendlicos.

*Epa (V) ECso

pH 7.4 pH 3.65 pH 3.65 com Tween 20 1% 5 min

4-HO-CIN 0,612* 0805 | e
4-HO-C8 0,579 0,760 | e e
4-HO-C16 0,566 0,787 | e e
TY 0,645* 0,798 | e e
TYs 0,561 0,763 | e e
TY16 0,583 0,783 | e e
HT 0,217 0,411 0,410 0,323
HT8 0,235 0,419 0,392 0,295
HT16 0,222 0,403 0,391 0,331
AC 0,265 0,394 0,411 0,330
ACS 0,263 0,379 0,387 0,293
AC16 0,260 0,378 0,386 0,317
DH 0,157 0,344 | e 0,285
DH8 0,155 0339 | e 0,295
DH16 0,150 0349 | e 0,319

*Epa, potencial anddico vs Ag/AgCl.
ECso expresso em mol de antioxidante/ mol de DPPH*

Através dos resultados da Tabela 41 podemos verificar que os valores do primeiro
potencial anddico para as familias com um grupo hidroxilo no anel aromatico (tirosol e
acido hidroxicinamico) apresentam um maior potencial e que os compostos com dois
grupos hidroxilo (hidroxitirosol, acido cafeico e diidrocafeico) apresentam um potencial
menor. No caso dos ésteres do acido diidrocafeico estes apresentam um potencial
significativamente menores que os obtidos para os derivados HT e AC, o que nos indica
gue a cadeia lateral interfere no valor do primeiro potencial anddico. Quando utilizado

pH=7,4 os compostos de DH apresentam igualmente um potencial mais baixo que os
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restantes ésteres. Na presenca de Tween 20 verificamos que este nédo interfere no valor
do potencial anddico. Em relacdo aos resultados da atividade antirradicalar os compostos
com apenas um grupo OH no anel aromatico ndo apresentaram atividade frente ao radical

DPPH e os compostos com dois grupos OH no anel aromético mostraram uma capacidade

antirradicalar bastante semelhante.

3. Distribuicao das varias familias de polifendis

Comecou-se por ter uma ideia aproximada do valor das constantes de velocidade
observada kons para a reagdo dos AO com os iBes arenodiazonio em emulsdes 4:6
formadas por azeite e tampéao citrato (0,04 M, pH= 3,65) e Tween 20, variando a fracao
de emulsionante entre 0.005 e 0.04. Tal como nos capitulos anteriores, as constantes de

velocidade kons foram determinadas empregando um método de derivatizagéo.

Na Figura 165 encontra-se um exemplo tipico de uma cinética obtida com o
derivado diidrocafeiato C8 (DH8). Os dados da distribuicdo do &cido cafeico e

hidroxitirosol e seus ésteres foram realizados em estudos anteriores ja publicados [248,

290].
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Figura 165 - Variacdo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representacéo de In [A-A.] vs tempo.
CondigBes experimentais: emulséo 4:6 (azeite/tampdo citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween 20), DH_C8, ® = 0,004963, [16-
ArN;*] = 2,90x10* M, [AQ] = 4,0x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,0°C.

Na Figura 166, encontra-se a variagdo da kobs €m funcéo de @, Da representacao
linear de 1/kqns vs @, (Figura 166), podem-se obter os pardmetros a e b através do ajuste

a equacao 42, a partir dos valores do declive e da ordenada na origem (Tabela 42).
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Para o tirosol, e para o acido 4-hidroxindmico néo foi possivel determinar a
constante observada, kobs, Uma vez que a reatividade destes com os ides arenodidzonio
era muito baixa.
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Figura 166 - Representacado de kqps € 1/ Kops VS fracdo de emulsionante (9;) com os respetivos ajustes as equagoes 41 e
42. Condigdes experimentais: emulsdo 4.6 (azeite/ tampéo citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 20), [16-ArN,"] = 2,90x10*M,
[AO_HT] = 3,00x10* M, [AC] = 3,50x10 M [DH] = 4,00x103 M, [4-OH] = 1,50x103M [NED] = 0,019 M, T = 25,0°C.

Tabela 42 — Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados da Figura 166 a equacéo 42.

Antioxidante Parametro Emuls:é(?:):G (i,
10%2a 0,072
bH b 96,17
10%2a 0,0070
bH8 b 920,87
10%2a 0,0062
DH16 b 772,15
10%2a 0,0043
4-OH-C8 b 97 66
10%2a 0,0048
4-OH-C16 b 9024

A partir dos parametros a e b calcularam-se os valores de k; e P}, Tabela 43.
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Tabela 43 - Valores de P} e k, obtidos para a emuls&o 4:6 (azeite / tamp&o citrato 0,04 M, pH=3,65) / Tween 20), a partir
do ajuste dos dados da Figura 166 a equacéo 42 e dados retirados de [248, 290].

Antioxidante Emulsé&o 4:6 (v/v, O/A)
P; 53+7
HT
10% k, (M1s?) 12,3+0,6
HTS P} 296 + 85
10%2k; (M1s?) 27913
HT16 P 52+ 5
10% k, (M1s?) 22,0+2.2
P} 350 + 27
AC
102 k; (M1 s?) 10,0 +1,1
ACS P 502 + 32
102 k, (M1s?) 142+21
P} 376
AC16
102 k, (M1s?) 15,1+0,1
P} 58 +13
DH
102 k; (M1 s?) 18,3+0,9
P} 368 + 29
DH8
102 k; (M1 s?) 17,4 0,1
P} 220 +54
DH16
102 k; (M1s?) 16,1+0,3
P 39+
4-OH-C8
102 k; (M1s?) 2,9+0,2
2 36+ 3
4-OH-C16
10% k, (M1s?) 49+0,1

Conhecendo o valor de P/ e aplicando as equagdes 46 e 47 do modelo da
pseudofase simplificado (MCPS), obtém-se a percentagem de antioxidante nas regides

organica, aquosa e interfacial da emulséo, para cada valor de ®,, (Figura 167).
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Figura 167 — Concentragdo dos diferentes AO na regido interfacial (A), na regido oleosa (B) e regido aquosa (C) em fungao
da fracdo de emulsionante Tween 20, para uma emulsao 4:6 (azeite / tampao citrato, 0,04M, pH=3,65 / Tween 20).

Através da Figura 167, verificou-se que 0 composto em maior percentagem na

regido interfacial foi o cafeiato de octilo em cerca de 90%. Todos os outros fenolipidos

com cadeias contendo 8 e 16 carbonos encontram-se maioritariamente na regido

interfacial do sistema emulsionado, em percentagem superiores a 70%, & excecao dos

fenolipidos com um dnico grupo hidroxilo no anel

aromatico (ésteres do 4-

hidroxicinamicos). Para todas as familias o derivado C8 foi o que apresentou maior

percentagem na regido interfacial (Figural68).
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A percentagem de AO na regido interfacial ndo se correlaciona diretamente com o
comprimento da cadeia alquilica, ou seja, com a hidrofobicidade do AO, pois os ésteres
com 8 carbonos encontram-se em todos 0s casos em maior percentagem na regiao
interfacial do que os compostos com 16 carbonos Figura 168. Por outro lado, a
percentagem de todos 0s compostos na regido interfacial aumentou com 0 aumento da
fracdo de emulsionante o que permite concluir gue a fragdo em volume de emulsionante
exerce uma influéncia significativa sobre a fracdo de antioxidante que se encontra em
cada regido. Quanto maior for ®,, quer dizer, o volume de emulsionante utilizado na
preparacdo da emulsdo maior é a percentagem dos diferentes fenolipidos presente na

regido interfacial.

Em relagdo a reatividade das diferentes familias na regido interfacial, os valores
de k; sdo muito similares para cada série de compostos, 0 que nos indica que existe uma
reatividade intrinseca muito similar dentro das varias familias de fenolipidos, uma vez que

se modificou unicamente a longitude da cadeia alquilica.

0 2 4 6 8 10 12 14 16
n°® de atomos de carbono

Figura 168 — Percentagem de AO na regido interfacial de emuls6es 4:6 (azeite /tampao citrato, 0,04M, pH=6,35 /Tween
20) em funcé@o do nimero de atomos de carbono da cadeia alquilica, para cada familia, para a fragdo de emulsionante,
®=0,005.

4. Atividade antioxidante

Estudou-se a atividade antioxidante das varias familias de fenolipidos em
emulsdes formadas por azeite e tampéo citrato (0,04 M, pH= 3,65), com 0,5 % e 1% de

Tween 20 e contendo 0,24 mM de cada um dos antioxidantes. Para tal, submeteram-se
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as emulsdes ao teste da estufa de Schaal a 60°C. Estas experiéncias realizaram-se em

triplicado.

A Figura 169, representa o tempo que o conteido em dienos conjugados das
emulsdes (azeite / tampé&o citrato, 0,04M, pH=3,65 / Tween 20) demorou a alcancar o

valor de 0,6 % , para 0,5 %, e 1% de emulsionante Tween 20.

120
100 h
80 z g f
8
o f e
S 60 Zd
Q,
: L
= 40 C
20 C b - b Cbh
s e mi i aa nami N N
, M am BN BN an BA 0B
PP IR . SR NP XS ORG SRS SN S

m0,5% m1%

Figura 169 - Tempo (dias) para que as emulsdes contendo 0,5% e 1% de emulsionante, atingissem o contedo em CD de
0,6%. Os valores representam médias de triplicados (barras de erro representam o desvio padrdo, letras iguais
correspondem a valores estatisticamente iguais e letras diferentes a valores estatisticamente diferentes; letras coloridas —
compostos diferentes, percentagem de Tween 20 igual; letras pretas — compostos iguais, percentagem de Tween 20
diferente). Condig6es experimentais: emulsdes 4:6 (azeite/tampao citrato, 0,04 M, pH = 3,65 /Tween 20), [AO1] = 0.24 mM,

T=60°C.

De acordo com o tempo que o conteudo em dienos conjugados demorou a atingir
o valor de 0,6 %, para a percentagem de emulsionante de 0,5 %, a ordem de atividade
antioxidante foi: DH8>AC8=HT8=DH16>AC16>HT16>HT=AC=DH>TY8=TY16=0H-
C8=0H-C16>TY=0OH-C=Branco.

BN

Relativamente a percentagem de emulsionante de 1%, a ordem de eficacia
antioxidante foi bastante semelhante a obtida anteriormente para 0,5% de emulsionante:
DH8>AC8>HT8>DH16>AC16>HT16>HT=AC=DH>TY8=TY16=0OH-C8=0H-
C16=TY=0OH-C=Branco.

A atividade antioxidante huma emulsdo depende da particdo e distribuicdo dos

antioxidantes entre as diferentes regibes que a constituem, tendo a concentracdo de
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antioxidante na regido interfacial um papel importante no que respeita a estabilidade

e

S

oxidativa de emulsdes Figura 170.
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Figura 170 — Concentracéo efetiva de AO na regido interfacial de emuls@es (azeite / tampao citrato, 0,04M, pH=3,65 /
Tween 20) para a fragdo de emulsionante de ®,=0,005 e ®;=0,01, [AO+] = 0,24mM.

Assim, os antioxidantes que se encontram em maior percentagem na regido
interfacial, para uma mesma quantidade de emulsionante, parecem exercer uma atividade
antioxidante melhor. No caso concreto do DH8, verificou-se a existéncia de uma menor
concentracdo de antioxidante na regido interfacial quando comparado com a
concentracdo efetiva do cafeiato de octilo (AC8). No entanto, apresentou melhor
capacidade antioxidante, causada provavelmente pela maior facilidade deste composto

em ceder o seu eletrdo (Epa = 0,339).

Podemos verificar que para todos 0os compostos a concentracdo de AO na regido
interfacial é cerca de 47 -173 vezes superior a concentracdo estequiométrica de AO na
emulsado ([AO+] = 0,24mM).

Verificou-se mais uma vez, o tempo que o conteudo em dienos conjugados
demorou a alcancar o valor de 0,6 % diminuiu com o aumento da percentagem de
emulsionante. Embora ocorra um aumento da quantidade do antioxidante na regido
interfacial, com o aumento da quantidade de emulsionante, ocorre igualmente uma
diluicdo do antioxidante que se encontra na regido interfacial. O resultado da atividade
antioxidante depende assim, do balango entre o aumento da quantidade do antioxidante

na regiado interfacial e da diluicdo que ocorre, como ja demonstrado anteriormente.
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5. Correlacéo entre as propriedades dos
antioxidantes e a capacidade antioxidante em

emulsdes azeite/agua

Realizou-se uma analise de correlacao de Pearson entre as propriedades quimicas
dos vérios antioxidantes, nomeadamente primeiro potencial anodico, valor ECso 5 e 60
minutos, concentracdo de antioxidante em cada uma das regides do sistema, fracédo de
emulsionante e a capacidade antioxidante em emulsbes 4:6 (azeite /tamp&o citrato,
0,04M, pH=3,65 / Tween 20), Tabela 44, de modo a tentar entender a importancia de

cada propriedade para a atividade antioxidante dos compostos.

Tabela 44- Correlacdo de Pearson, entre as propriedades quimicas e a estabilidade das emulsdes.

Correlacéo de Pearson
Aumento da
estabilidade (ECso) (ECs0)
] [AO] [AOA] [AOQ] Epa o]
obtida pela 5min 60min
acao do AO
Aumento da
estabilidade . X " .
] . 1 0,776 -0,449 -0,184 | -0,537 -0,495 -0,501 | -0,273
obtida pela agéo
do AO
[AOI] 1 -0,364 -0,237 | -0,426" | -0,398" | -0,402 | -,547"
[AOA4] 1 -.526" -0,238 0,138 0,132 -0,085
[AOQ] 1 770" 0,776™ | 0,776™ | -0,183
Epa 1 0,991 | 0,991 | 0,000
(ECs0)smin 1 1 -0,003
(ECs0)60min 1 0,000
O] 1

* nivel de significancia P < 0,05
** nivel de significancia P < 0,01
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Os fatores que demonstram maior correlagdo com a capacidade antioxidante
foram a concentracdo de antioxidante na regido interfacial (AO)) seguida da concentracao
de AO naregido aquosa (AOa) e do valor do potencial anddico. O valor de ECsg para 5min

apresenta uma elevada correlagdo com o valor de Epa (primeiro potencial anddico).

Confirmou-se deste modo a importancia da concentracdo efetiva dos AOs na
regido interfacial e do primeiro potencial anddico na previsédo da capacidade antioxidante
dos compostos. Também se confirmou a importancia que a concentracdo dos AOs
existente na regido aquosa tem para a diminuicdo da estabilidade dos sistemas
emulsionados. De facto, a localizagdo das moléculas antioxidantes na regido aquosa
pode, pela reducao de espécies metdlicas, levar a ocorréncia de efeitos pré-oxidantes por

parte das moléculas.

Efetuou-se igualmente uma andlise de regressao linear Stepwise aos dados para
selecionar quais os parametros que melhor explicam o aumento da estabilidade das

emulsdes pela acdo dos AOs (Tabela 45).

Tabela 45 - R e valores cumulativos (cum.), parciais (part.) R? da analise de regressao linear Stepwise.

Modelo Preditores R Cum. R? Part. R?

1 [AOI] 0,776 0,602 0,602
[AO]

2 0,809 0,654 0,052
[AOA]
[AO]

3 Epa 0,871 0,758 0,104
[AOA]

A concentracdo de AO na regido interfacial, [AO|], explica cerca de 60% dos
resultados da capacidade antioxidante e quando juntamente com a concentracdo de AO
na regiao aquosa e o0 Epa consegue explicar cerca de 76% dos resultados obtidos.
Partindo do modelo 3 obtiveram-se os coeficientes para a elaboracdo da equacéo do
modelo, que permite prever a eficiéncia antioxidante de um composto. Os coeficientes do
modelo obtidos sdo todos significativos e a colineridade mostra que o modelo é adequado
Tabela 46.
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Tabela 46 — Coeficientes dos modelos

Colinearidade

Modelo B Erro t Sig. Tolerancia VIF
1 Constante -2,8 1,60 -1,745 0,096

[AOI] 3514 63,84 5,504 0,000 1,000 1,000
Constante 1,9 3,14 0,590 0,562

2 [AOI] 302,7 67,50 4,484 0,000 0,818 1,222

Epa -7,8 4,59 -1,693 0,107 0,818 1,222
Constante 7,8 3,44 2,261 0,036

3 [AO] 202,1 68,38 2,955 0,008 0,589 1,698

Epa -13,5 4,45 -3,039 0,007 0,640 1,561

[AOA] -19476,4 7007,95 -2,779 0,012 0,679 1,473

Utilizando os coeficientes do modelo 3, podemos escrever a seguinte equagao:

Aumento da estabilidade oxidativa obtida pela acio de um AO

Através da equacdo é possivel fazer o calculo da estabilidade prevista. Fazendo

a representacao da estabilidade prevista e a experimental podemos verificar que a relagédo

= 7,8+ 202,1[A0,] — 13,5Epa — 19476,4[A0,]

entre o valor previsto e o obtido experimental sdo muito préximos, Figura 171.
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Figura 171 — Aumento relativo da estabilidade prevista e experimental.
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A avaliacdo da capacidade antioxidante de moléculas em solucdo homogénea
raramente fornece resultados que possam ser extrapolados para sistemas
heterogéneos contendo véarias regides com propriedades de solvatacdo
significativamente diferentes uma vez que, nestes sistemas os componentes distribuem-
se pelas varias regifes de acordo com a sua solubilidade relativa. Assim, hdo se pode
utilizar nesta avaliagdo os dados obtidos em sistemas homogéneos ou em sistemas
binarios 6leo/agua para explicar a distribuicéo e a reatividade de moléculas em sistemas

multifasicos como as emulsoes.

O principal objetivo desta tese foi melhorar 0 nosso conhecimento sobre como
controlar eficientemente a oxidacdo de 6leos ricos em acidos gordos 6mega-3 em
sistemas emulsionados. O 6leo de peixe € propenso a oxidacdo devido ao seu elevado
contetdo em &cidos gordos polinsaturados, mas muito valioso na nutricdo dado os
importantes beneficios para a salde que advém do seu consumo. De forma a perceber
guais os fatores que contribuem para uma melhor atividade antioxidante e deste modo
otimizar a utilizagdo das AOs nestes sistemas emulsionados, preparam-se emulsdes
contendo Oleo de peixe e para controlar a oxidagéo lipidica e prolongar, tanto quanto
possivel o prazo de validade das emulsfes, avaliamos a atividade antioxidante de quatro
séries de potenciais antioxidantes, derivados do acido galico, do hidroxitirosol, do acido
clorogénico e do &cido cafeico. Cada série de compostos continha entdo na sua
estrutura um mesmo anel polifenélico mas diferentes hidrofobicidades, resultante da

adicao de cadeias alquilicas de diferentes tamanho ao polifenol parental.

A "eficiéncia" antioxidante depende tanto da velocidade intrinseca da reacao do
antioxidante com os radicais livres quanto da sua concentracdo no local da reacéo, a
qual pode ser muito diferente da concentracdo considerando a totalidade da emulséo.
Tendo os AOs da mesma série a mesma constante de velocidade de reagdo com 0s
radicais, poderemos entéo analisar os efeitos da hidrofobicidade do antioxidante na sua
distribuicdo, na tentativa de estabelecer relagbes de estrutura - atividade para que
através da modificacdo quimica de moléculas com atividade antirradicalar, seja feita
uma otimizacao da sua eficiéncia antioxidante. Por outro lado, o conhecimento de como
vérios fatores nomeadamente a alteracdo da concentracdo de emulsionante ou a
alteracéo da relacdo O/A ou ainda a alteracdo do tamanho de gota afetam a distribuicéo
das potenciais moléculas antioxidantes permitira a utilizacdo mais eficaz de todos os

AOs atualmente no mercado.

No entanto, determinar a distribuicdo dos AOs em sistemas emulsionados é uma

tarefa dificil devido a impossibilidade fisica de separar a regiéo interfacial das regides
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oleosa e aquosa, fazendo com que os métodos classicos utilizados para determinar a
distribuicdo dos AO em sistemas bindrios ndo possam ser empregues em sistemas
emulsionados sem destruir os equilibrios existentes. Como consequéncia, a distribuicao
de AOs em emulsdes foi avaliada nas emulses e nanoemulsdes intactas, empregando
um método cinético desenvolvido pelo nosso grupo de investigacdo e que explora a

reacao entre os ides arenodiazdnio e os antioxidantes.

No geral, os resultados da distribuicdo demonstram que existe uma relacéo
direta entre a eficiéncia antioxidante e as concentracdes interfaciais dos AOs,
fornecendo uma forte evidéncia experimental de que o principal local onde as reacdes
de oxidacdo e de inibicdo desta ocorrem nos sistemas emulsionados € a regido
interfacial. Os resultados destacam o papel central da regido interfacial e da sua
composi¢do (concentragdo AO interfacial, fracdo de emulsionante, relagdo 6leo/agua)

na interpretagéo da eficiéncia dos antioxidantes.

Os valores de P aumentaram nas diferentes séries de antioxidantes com o
aumento da cadeia alquilica ligada ao polifenol parental, ou seja, com a hidrofobicidade
da molécula. No entanto, as concentragfes interfaciais, assim como a eficiéncia
antioxidante, aumentaram para todos as séries estudadas com o aumento da
hidrofobicidade dos antioxidantes até um valor maximo (normalmente no derivado C8
ou C12 dependendo da série de AO e da relacao O/A empregue), apos o qual diminuem.
Este comportamento é conhecido como efeito “cut off” e pode ser explicado com base
na distribuicdo dos antioxidantes nas varias regides do sistema emulsionado. As

principais conclusdes que podem ser tiradas neste trabalho séo:

- A percentagem de antioxidante na regido interfacial aumenta com o aumento da
fracdo de emulsionante, de modo que para fragcdes de emulsionante elevadas,

todos os AOs poderao ficar apenas localizados naquela regiéo.

- Um aumento da percentagem AO, com o aumento da fragdo de emulsionante
ndo é o mesmo que um aumento da concentracdo interfacial [AO] com o
aumento da fracdo de emulsionante. Para os AOs analisados, o aumento da
percentagem incorporada de AO na regido interfacial ndo compensa o aumento
do volume interfacial e o0 AO é diluido dentro da regido interfacial, ou seja, [AO|]
diminui com o aumenta da fragdo de emulsionante. Assim, a quantidade de
emulsionante a ser utilizada na preparacéo de sistemas emulsionados devera

ser a menor possivel e suficiente para estabilizar fisicamente estes sistemas.
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A eficiéncia dos AOs correlaciona-se negativamente com a concentragdo dos
AOs na regido aquosa, provavelmente devido a existéncia de efeitos pro-
oxidantes por parte dos AOs nesta regido, pelo que pequenas concentracdes de
AO nesta regido poderdo ter um impacto muito negativo na atividade

antioxidante das moléculas.

As concentragdes de AO interfaciais s&o 20-195 vezes maiores (dependendo da
série de AO) do que a concentracdo de antioxidante estequiométrica
(adicionada), dependendo da fracéo volumétrica de emulsionante, ®,, da relagéo
O/A e da cadeia alquilica do antioxidante.

A andlise das distribuicdes e eficiéncias da mesma série de AOs homologos
(acido gélico, hidroxitirosol, acido clorogénico e acido cafeico) em emulsbes e
nanoemulsdes proporcionou, pela primeira vez, suporte experimental a hipotese
de que a velocidade de reacdes entre os AOs e os radicais lipidicos dependem
das concentracdes interfaciais na regido interfacial e ndo da superficie ou

tamanho das gotas que constituem a emulséo.

Demonstrou-se neste trabalho que o tamanho da gota ndo tem um grande
impacto sobre a eficiéncia e sobre as concentragbes interfaciais dos
antioxidantes. Estes resultados fornecem suporte experimental as condi¢bes de

trabalho do modelo cinético da pseudofase.

Os efeitos da relacdo O/A nas concentragfes interfaciais sdo complexos e
dependem tanto da hidrofobicidade do AO como da fracdo de emulsionante. Um
aumento na relacdo O/A favorece a incorporacao de AOs hidrofilicos na regido
interfacial dos sistemas emulsionados, mas diminui a incorporacdo dos

antioxidantes hidrofébicos.

A eficiéncia dos AOs correlaciona positivamente com a concentragdo do AO
dentro de cada série de AOs, fornecendo suporte experimental, pela primeira
vez, a suposicdo comumente aceite de que o principal local de reacdo onde
ocorre a reacao de inibicao é a regido interfacial, destacando o seu papel crucial

na inibicdo das reacdes de oxidacao lipidica.
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- Finalmente, é de ressaltar que a interpretacdo dos resultados experimentais com
base no modelo cinético da pseudofase fornece uma metodologia Unica, pratica
e robusta que permite determinar as concentracfes nas regifes interfacial,
oleosa e aquosa dos AOs em sistemas emulsionados intactos e analisar 0s
varios parametros que controlam a distribuicdo destes entre as diferentes
regides. Até o momento, € o Unico método descrito que permite determinar a

distribuicdo de antioxidantes em sistemas emulsionados intactos.

Globalmente, os resultados sdo relevantes para as industrias alimentar e
farmacéutica devido a importancia econémica dos produtos dietéticos a base de 6leo de
peixe e Oleos vegetais, ao crescente numero de formulagfes a base de 6leo de peixe
para nutricdo parenteral e ao uso de emulsdes e nanoemulsdes como sistemas de

transporte e liberacdo de compostos bioativos.
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