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Resumo

Ao longo dos anos tem surgido uma enorme necessidade de aumentar o tempo
de prateleira de vérios alimentos de modo a garantir uma maior seguranga alimentar,
em especial dos alimentos constituidos por sistemas emulsionados (maionese,
margarinas, etc.). Esta necessidade tem levado a constante utilizacéo de antioxidantes
(AOs) na estabilizacdo de emulsbes alimentares. Existem diversos antioxidantes
utilizados na industria alimentar tendo muitos deles uma elevada solubilidade em agua
gue os impede de desempenharem uma boa atividade antioxidante. Diversos estudos
tém sido realizados com o0 objetivo de encontrar novos antioxidantes com idéntica
atividade antiradicalar, mas com menor solubilidade na fase aquosa e maior solubilidade
na regido interfacial, local onde se prevé que ocorram as reacfes de oxidacao lipidica.
Neste trabalho estudou-se a distribuicao do acido galico e dos seus derivados (todos os
antioxidantes utilizados no estudo sdo comerciais) aplicando um método cinético que

nao requer o isolamento das varias fases da emulsdo para estimar as constantes de

particéo, PO' e P!, do &cido e dos seus ésteres, que descrevem a distribuicdo do

antioxidante entre as regides oleosa/interfacial (PO') e aquosa/interfacial (PA') em

emulsdes 6leo de peixe/ Tween 80/ tampdo citrato. Este método € baseado no modelo
da pseudofase para emulsfes termodinamicamente estaveis, o qual explora a reacéo
entre os ides 4-hexadecilbenzenodiazonio, localizados exclusivamente na interface, e o
antioxidante. Monitorizou-se a constante de velocidade (kovs) da reacéo através de um
modelo de derivatizacdo baseado na reacédo dos ibes arenodiazénio, que nao reagem
com o antioxidante, com um agente copulante adequado (dicloroidrato de N-(Naft-1-il)
etilenodiamina), produzindo um corante azbico estavel. Obteve-se assim uma boa
estimativa das duas constantes de particao.

Verificou-se que para os ésteres do acido galico, o aumento da hidrofobicidade

da cadeia alquilica faz aumentar os valores das constantes Pf , em sistemas binarios

Oleo de peixe/ tampdo citrato. A constante de particdo PA' apresentou um aumento a
medida que aumentou a hidrofobicidade do derivado e por outro lado, a constante de
particao PO' diminui com o aumento da hidrofobicidade dos compostos estudados.

Relativamente a distribuicdo dos antioxidantes nas regifes da emulséo, verificou-se que
0 acido galico (GA) e o galato de metilo (MG), se distribuem apenas entre a regiao

aquosa e interfacial; os AOs de cadeia intermédia, o galato de propilo (PG) e o galato



de butilo (BG) distribuem-se entre as trés regides da emulséo; o galato de octilo (OG),
um dos antioxidantes estudados de cadeia longa, € aquele que apresenta uma maior
percentagem na interface. O galato de octilo (OG) e o galato de dodecilo (LG)
distribuem-se apenas na regido interfacial e oleosa.

A avaliacdo da atividade antiradicalar realizou-se através do teste de DPPH*
tendo-se verificado que, em solu¢cdo metandlica, ndo existem diferencas significativas
na atividade antiradicalar dos derivados do &cido galico frente ao radical DPPH,
resultado da estrutura fenolica comum a todos eles.

A aplicacdo do teste de Schaal permitiu verificar uma atividade antioxidante
superior para o galato de octilo (OG) embora nédo tenha sido estatisticamente diferente
da atividade do BG e LG.

Este resultado esta de acordo com o estudo da distribui¢ao verificando-se que a
atividade antioxidante se correlaciona positivamente com a percentagem de AO que se
encontra na interface. Assim, os compostos BG, OG e LG, todos com uma percentagem
na interface bastante semelhante, apresentaram atividade antioxidante similar.

O aumento da fragdo de emulsionante provocou um aumento na percentagem
de todos os compostos na interface para valores semelhantes. No entanto a
estabilizacdo das emuls@es diminuiu com o aumento da fragcdo de emulsionante uma
vez que ocorreu simultaneamente uma diluicdo do AO na interface que nao foi suficiente
para contrabalancar o acréscimo de AO nessa regido. Verificou-se igualmente, que
guando os AOs se encontram em percentagens semelhantes na interface, apresentam
melhor atividade antioxidante aqueles que se distribuem entre a interface e a regiao
oleosa. Assim tornou-se possivel aumentar significativamente a estabilidade oxidativa
de emulsBes contendo 6leo de peixe que se mostrou muito instavel e de dificil protecéo.
O galato de octilo (OG) foi 0 antioxidante mais adequado para efetuar esta protecéo e €
ja permitido por lei (E311) para utilizacdo em alimentos. A concentracio necessaria para
efetuar esta protecao foi um pouco elevada, 1,25 mM, mas ainda se encontra dentro
dos limites utilizados em produtos dietéticos, onde este AO pode ser utilizado até cerca
de 1,4 mM [1]. Para obter a maxima eficacia antioxidante por parte do OG, devera ser
utilizada a quantidade minima possivel de emulsionante necessaria para estabilizar a

emulsao fisicamente.

Palavras-chave: antioxidantes; acido galico; emulsionante; método cinético; constantes
de particdo; distribuicdo; DPPH"; atividade antioxidante; Teste de estufa de Schaal;

eficacia antioxidante.
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Abstract

Over the years it has emerged a huge need to increase the shelf life of various
foods in order to ensure greater food security, especially food made of emulsion systems
(mayonnaise, margarines, etc.). This need has led to the constant use of antioxidants
(AOs) in stabilizing food emulsions. There are many antioxidants used in food industry.
Many of them have a high water solubility which prevents them from playing a good
antioxidant activity. Several studies have been conducted with the goal of finding new
antioxidants with antiradical activity identical but with lower solubility in the agueous
phase and greater solubility in the interphase region, where is expected to occur the lipid
oxidation reactions.

In this work, it was studied the distribution of Gallic Acid (GA) and its derivatives

(all the antioxidants used in the study are commercial). It was applying a kinetic method

that does not require the isolation of regions for estimating partition constants, Po' e PA'
, that describe the distribution of the antioxidant regions between the oil/interphase (PoI

) and aqueous / interphase ( PA' ) in fish oil / Tween 80 / citrate buffer of GA and its esters.

This method is based on the model of pseudophase for thermodynamically stable
emulsions, which exploits the reaction between 4-hexadecilbenzenodiazonio ions
exclusively located in the interphase and the antioxidant. The rate constant (Kos) of the
reaction was monitored by a derivatizing model based on reaction of the arenediazonium
ions which do not react with the antioxidant with a suitable copulate agent (N-(Naphth-
1-yl) ethylenediamine dihydrochloride) producing a stable azo dye. This yields a good
estimate of the two partition constants.

It was found that for GA esters and increasing hydrophobicity of the alkyl chain,

the values of binary constants for fish oil / citrate buffer system increased, in binary
systems fish oil/ citrate buffer. The partition constant PA' shows an increase with the
increase of the hydrophobicity of the derivative and on the other hand, the partition
constant Po' decreases with increasing hydrophobicity of the studied compounds. in the

emulsion regions, GA and methyl gallate (MG) are distributed only between the aqueous
and interphase region. The mid-chain AOs, propyl gallate (PG) and butyl gallate (BG),
are distributed between the three regions of the emulsion; octyl gallate (OG), and dodecyl

gallate (LG) are distributed in the interphase region and oily region.
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The evaluation of antiradical activity was carried out by applying the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) test and was examined in methanol solution. There are no
significant differences in antiradical activity of GA derivatives front the DPPH radical, the
result of common phenolic structure to all of them.

The application of the Schaal test has shown that the antioxidant activity is higher
for OG although it was not statistically different from the activity of BG and LG.

This result is in agreement with the study of the distribution verifying that the
antioxidant activity is positively correlated with the proportion of AO which is in
interphase. So, compounds BG, OG and LG, all with a percentage very similar in
interphase showed similar antioxidant activity. When increasing the emulsifier fraction
the outcome is an increase in the percentage of all compounds in interphase for similar
values. However, the emulsion stabilization decreases when fraction emulsifier
increases since there is a dilution of AO and the percent of this in the interphase region
was not sufficient to counteract the increase in this region. It was also found that when
the AOs are at similar rates at the interface, those that are distributed between the
interphase and the oil region have better antioxidant activity. So has become possible
increase significantly the oxidative stability of emulsions containing fish oil that was
proved to be very unstable and difficult to protect.

OG is the most suitable to carry out this antioxidant protection and its use in food
is allowed by law (E311). The concentration required to realize this protection was a little
high, 1.25 mM, but is still within the limits used in dietetic products, where this AO can
be used up to about 1.4 mM [1]. For maximum effectiveness of OG it should be used a

minimum amount of emulsifier to stabilize physically the emulsion.

Key words: antioxidants; gallic acid; emulsifier; kinetic method; partition constants;

distribution; DPPH’; antioxidant activity; Schaal’s Oven test; antioxidant efficiency.
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Capl'tulo 1 - Introducéo

1.1. Oxidacéo Lipidica

Os 6leos e gorduras alimentares sao constituidos por uma mistura de tri, bi, di e
monoacilglicerdis, éacidos gordos, glicolipidos, fosfolipidos, esteréis, entre outras
substancias.

Os lipidos apresentam um papel importante no que diz respeito a qualidade
alimentar de certos alimentos e as propriedades organoléticas que 0s tornam
apeteciveis. Além disso, contribuem para o valor nutritivo dos produtos alimentares [2].

Os acidos gordos polinsaturados 6émega-3 (PUFA’s), especialmente o acido
eicosapentaenoico (EPA) e o &cido docosa-hexaenoico (DHA) (Figura 1), sdo

conhecidos como portadores de alguns beneficios para a saude.

0]

HO

0O

HO — — —

Figura 1. Estrutura quimica das moléculas de EPA (A) e DHA (B).

Os primeiros sinais destes beneficios foram observados, em 1972, quando Bang
e Dyerberg descobriram que uma elevada ingestao de lipidos marinhos resultava numa
baixa taxa de incidéncia de doengas cardiacas nos esquimods da Gronelandia. Desde
essa altura, o interesse nos beneficios dos PUFA’s 6mega-3 tem vindo a ser alvo de
pesquisas [3].

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

fonte externa o peixe e produtos marinhos [3].

1
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Deste modo, em paises onde ha défice de peixe e de alimentos enriquecidos em
Omega-3, a incorporacdo de 6leo de peixe nos alimentos tem vindo a crescer. Contudo,
esta incorporagdo diminui a estabilidade dos alimentos que os contém devido a oxidacéo
do EPA e do DHA. Estes dois acidos gordos sdo mais suscetiveis a oxidacao lipidica do
que os PUFA’s encontrados nos oOleos vegetais devido ao elevado numero de
insaturacoes [3].

A oxidacdo dos lipidos insaturados tem sido uma das areas mais estudadas, e
continua a ser, uma vez que esta relacionada com a alteracdo dos alimentos com
producéo, tanto de substancias que conferem aromas e cores indesejaveis, como de
produtos de degradacao indesejaveis e toxicos que reagem com outros constituintes
dos alimentos. Este problema é agravado pelo facto de estas rea¢des poderem ser
catalisadas e aceleradas por diversos fatores incluindo os metais, as enzimas, 0s
antioxidantes (AOs), o pH dos alimentos e a exposicdo a fatores externos como a
temperatura e a luz [4].

A deterioracdo dos lipidos pode ocorrer por diversos processos:

1) Oxidacao enzimética
2) Reagdes hidroliticas

3) Reacdes com o oxigénio atmosférico — Autoxidacao e Fotoxidacao

1) Oxidacéao enzimatica

As lipoxigenases, enzimas que provocam a oxidacao lipidica, atuam sobre os
acidos gordos polinsaturados, catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada polinsaturada. Desta reacao resulta a formacao de hidroperéxidos com
ligacbes duplas conjugadas instaveis que podem formar radicais e desencadear

reacodes indesejaveis [3].

Reacdes hidroliticas

As reacoes hidroliticas sé@o catalisadas pela enzima lipase ou através da agao

da temperatura e humidade, formando-se acidos gordos livres [3].
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ReacBes com o oxigénio atmosférico

i) Autoxidagéao

A reacdo espontanea do oxigénio atmosférico com os lipidos, conhecida por
autoxidacdo, € o processo mais comum que leva a sua decomposi¢cao oxidativa. Os
acidos gordos polinsaturados sédo potencialmente decompostos por este processo, quer
quando se encontram sob a forma de &cidos gordos livres como quando estéo presentes
na composicédo dos triglicerideos ou fosfolipidos [5].

A autoxidacdo ocorre em trés etapas distintas, a iniciacdo, a propagacdo e a

finalizac&o.

Iniciacdo - nesta etapa ocorre a formacgéao dos radicais livres do acido gordo insaturado
(RH) pela perda de um atomo de hidrogénio no carbono a, numa reagao catalisada pela

acao da temperatura e da luz.
RH >R +H" 1)

Propagacdo — na etapa da propagacéao os radicais livres do acido gordo, formados na
etapa anterior, (R"), sdo suscetiveis ao ataque do oxigénio atmosférico, originando
outros radicais livres peroxilo (ROO"), cuja estrutura depende da natureza dos &cidos

gordos presentes.

R*'+0, - ROO’ 2
ROO"+RH — ROOH + R’ 3)
RO"+RH - ROH + R’ 4)

Estes novos radicais atuam como propagadores da reagéo, formando-se novos
hidroperéxidos (ROOH), até se esgotarem os acidos gordos insaturados (RH) ou até os
radicais livres se inativarem uns aos outros. Os ides metdlicos (M*,M?*) estdo muitas
vezes implicados na etapa de propagacao desta reagéo, catalisando a decomposigcéo
homolitica dos hidroperéxidos (ROOH) dos lipido produzindo radicais alcoxilo (RO) ou

peroxilo (ROO") que, por sua vez, podem iniciar novas reacdes de oxidacao [4].

3
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ROOH +M* — RO +HO +M* 5)
ROOH +M?* — ROO" +H* (6)
(7)

2ROOH +M?* — RO"+ROO" +H,0

Este mecanismo provoca ainda alteracbes nos produtos alimentares que
prejudicam as suas fung¢des nutricionais, nao s6 devido a degradacao de acido gordos

essenciais como também a degradacao oxidativa de vitaminas [6].

Finalizacdo — na ultima etapa, dois radicais livres combinam-se originando produtos
estaveis (produtos secundarios da oxidacdo), resultantes da cisdo e do rearranjo dos

hidroperéxidos (ROO") [2].

R"+R">R-R (8)

ROO' + R’ — ROOR ©)

ROO" + ROO" — ROOR +0, (10)

Os produtos primarios da autoxidacao, os monohidroperéxidos (ROOH), ndo tém
grande repercussao direta no aroma e odor dos alimentos. A qualidade sensorial dos
produtos alimentares ndo é afetada até se formarem compostos volateis (aldeidos,
cetonas e alcoois) — produtos secundarios - origindrios da decomposicdo dos
hidroperéxidos, que sdo responsaveis pelo aparecimento do odor a ranco [7].

E possivel evitar a autoxidacdo dos 6leos diminuindo a incidéncia dos fatores
gue a favorecem tentando manter ao minimo os niveis de energia e a temperatura, que
séo os principais responsaveis pelo desencadeamento do processo de oxidagéo lipidica
e formacao dos radicais livres. Além disso, pode recorrer-se ao uso de bloqueadores da
formacdao de radicais livres, como os antioxidantes, os quais, em pequenas quantidades,

nao interferem na composicao dos 6leos e inibem a oxidagdo dos lipidos [2].

i) Fotoxidacéo

Este mecanismo é promovido, essencialmente, pela radiacdo UV na presenca
de foto-sensibilizadores e envolve a participacdo de oxigénio singleto (*O2) como

intermediario reativo. O processo envolve reacdes radicalares, cujo resultado é a
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formacdo de hidroperoxidos diferentes dos que se observam na auséncia de luz e
sensibilizadores e, que por degradagdo posterior originam aldeidos, &lcoois e
hidrocarbonetos [8].

Varios fatores influenciam as reacdes de fotoxidagdo sendo os principais a
estrutura do sensibilizador e a concentragéo e a estrutura do substrato disponivel para
a oxidagdo [7]. Existem dois tipos de sensibilizadores envolvidos nas reacgfes de
fotoxidagao:

Sensibilizadores do Tipo I: sdo aqueles que, quando ativados pela luz (!Sens”) reagem

diretamente com o substrato lipidico (RH) ou por transferéncia eletrénica formando

radicais que, posteriormente, reagem com o oxigénio [7].

hv
'Sens — 'Sens” — *Sens” (11)
*Sens” + RH — [intermediario] (12)
[intermediario] + *0, — ROOH + 'Sens (13)

Sensibilizadores do _Tipo ll: sdo os sensibilizadores que, estando no seu estado

tripleto, transferem energia ao oxigénio, formando-se oxigénio singleto, que, por sua

vez, vai reagir com lipidos insaturados [7].
3 * 3 1 1~ *
Sens +°0, —» “Sens+ 0O, (14)

'0," +RH — ROOH (15)

1.1.1. Fatores que influenciam a velocidade da oxidacao

lipidica em alimentos

As reacgfes de oxidacao lipidica ocorrem por meio de mecanismos reacionais
diversos e extremamente complexos. Estes mecanismos encontram-se diretamente
relacionados com o tipo de estrutura e com 0 meio onde o lipido se encontra. Sao varios
os fatores que determinam a estabilidade oxidativa dos lipidos, tais como a natureza e

0 numero de insaturacdes neles presentes, o tipo de interface existente entre os lipidos

5
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e 0 oxigénio atmosférico, a exposicdo a luz e ao calor e a presenca de pro-oxidantes ou
de antioxidantes [2].

A velocidade da reacdo aumenta com o grau de insaturagcdo, ou seja, quantas
mais ligacdes insaturadas contiver o lipido, mais rapida a reacdo de oxidacao [4]. Os
Oleos vegetais de uso alimentar (6leo de soja, amendoim milho, etc.) possuem niveis de
insaturacéo mais elevados tendo na sua constituicdo grandes percentagens de ésteres
dos acidos gordos polinsaturados dos 18:2 e 18:3. As gorduras de animais terrestres
contém niveis mais altos de glicerideos de acidos gordos saturados (acido palmitico
(16:0) e esteérico (18:0)). Os 6leos de animais marinhos séo 0s que apresentam maior
teor de acidos gordos polinsaturados sendo normalmente ricos em &cido
eicosapentaenoico (EPA), acido docosa-hexaenoico (DHA), acido oleico (18:1) e acido
palmitico (16:2). [9, 10].

Sendo a velocidade de autoxidagdo dependente do nimero de ligacdes duplas
presentes no lipido, seria de esperar que os 6leos vegetais que possuem niveis mais
elevados de ésteres de acidos gordos polinsaturados exibissem maior suscetibilidade a
deterioracao relativamente as gorduras de origem animal terrestre. No entanto, verifica-
se que muitas vezes o0s 6leos vegetais tendem a oxidar mais lentamente porque contém
guantidades significativas de tocoferdis, os quais atuam como antioxidantes naturais [9].

O mecanismo de oxidacdo varia também com a temperatura. Assim a
temperaturas mais elevadas as reacdes de polimerizacao e ciclizacdo sdo importantes,
mas a temperatura ambiente sao insignificantes [11].

A luz é outro dos fatores determinantes na estabilidade oxidativa dos lipidos.
Sabe-se que compostos minoritarios, como a clorofila no azeite virgem, podem ser
excitados eletronicamente devido a absorcdo de luz. A prevencdo da fotoxidacdo
durante o armazenamento dos alimentos é importante para assegurar a sua elevada

estabilidade oxidativa [12].

1.2. Adicao de antioxidantes: estrategia para
Inibir a oxidacao lipidica
O principal processo de deterioracdo dos alimentos € a oxidacao lipidica e a

decomposicdo dos produtos da oxidagdo que resulta numa diminuicdo do valor

nutricional e qualidade sensorial dos alimentos. Este processo de oxidacdo pode ser
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inibido por varios métodos incluindo a prevencao do acesso do oxigénio aos alimentos,
a utilizacdo de temperaturas mais baixas, a inativagdo de enzimas catalisadoras da
oxidacao, a reducdo da pressao do oxigénio e ainda o uso de embalagens adequadas
para o armazenamento dos produtos alimentares. Outra forma de proteger os alimentos
€ utilizar espécies que inibem a sua oxidagdo. Estes aditivos sdo designados por
inibidores da oxidacédo, os antioxidantes e representam uma classe de substancias que
variam na sua estrutura quimica e podem apresentar diferentes mecanismos de acao.
O mecanismo mais vulgar da sua acdo é a reagdo com os radicais livres dos lipidos,
formando produtos inativos. Normalmente reagem com os radicais peroxilo ou alcoxilo,
formados a partir da decomposicao dos hidroperéxidos [5].

Os antioxidantes nos alimentos podem ser definidos como qualquer substancia
gue é capaz de retardar, inibir ou prevenir o desenvolvimento de rancidez nos alimentos,
ou outro tipo de deterioracdo provocada pela oxidacdo, através do alargamento do
periodo de inducéo deste processo [5]. Alguns antioxidantes existem naturalmente nos
alimentos, destacando-se o0 acido ascorbico (Vitamina C), que existe no sumo de limao,
laranja e outros frutos, os tocoferdis (Vitamina E), que existem nos 6leos vegetais, o
acido lactico dos iogurtes e o &cido citrico dos citrinos [13].

Existem dois meios através dos quais 0s antioxidantes podem atuar: por
eliminacdo dos radicais livres, no caso de se tratar de antioxidantes primarios, ou por
um mecanismo que nao envolve eliminacdo direta dos radicais, designados entao por
antioxidantes secundarios [5].

Os antioxidantes primarios sdo normalmente dadores de hidrogénio (H) que
retardam ou inibem a etapa de iniciacdo ou interrompem a etapa de propagacdo da
autoxidacédo. Estes antioxidantes (AH) reagem com os lipidos e com os radicais peroxilo
e alcoxilo e convertem-nos em produtos ndo-radicalares mais estaveis. Doam um atomo
de hidrogénio aos radicais lipidicos produzindo derivados lipidicos e um radical do

antioxidante (A’) que €&, no entanto, mais estavel e menos reativo que o radical lipidico.

ROO"+ AH - ROOH + A’ (16)
RO+ AH — ROH + A’ (17)

Os fendis sdo bons candidatos a antioxidantes primarios, no entanto nem todos
apresentam atividade antioxidante. Quando se fazem substituicdes nas posigoes 2, 4
ou 6 do anel aromatico ocorre um aumento da densidade eletrénica no grupo hidroxilo
através de um efeito indutivo que, por sua vez, provoca 0 aumento da reatividade com

radicais lipidicos. O radical formado através da reacao do fenol com um radical lipidico

7
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€ estabilizado por deslocalizacéo de eletrdes desemparelhados que se deslocam em
torno do anel aromatico (Figura 2).

o 0 o O
R R R R
- - B S
Figura 2. Estabilizac@o do radical fenoxilo por deslocalizagéo eletronica.

A introducdo de um segundo grupo hidroxilo na posicao 2 ou 4 do anel fendlico
aumenta a atividade antioxidante (Figura 3) [14].

OH
OH

Figura 3. Estrutura do catecol.

Os catecois, 1,2-dihidroxibenzeno e os seus derivados apresentam uma
atividade antioxidante mais acentuada em comparacao aos orto-metoxifenois uma vez
gue podem doar dois hidrogénios e dar origem a produtos nao radicalares, normalmente
guinonas.

O que faz variar a atividade verificada no catecol daquela que se observa nos
orto-metoxifenois € a elevada estabilizacdo do radical formado a partir do catecol [15].
A eficacia do catecol aumenta com a estabilizacdo do radical fendlico através de
ligacGes de hidrogénio intramoleculares que ndo sdo possiveis de ocorrer nos orto-
metoxifenois. Por outro lado, ao contrario dos catecois, 0os o0-metoxifenois apenas

conseguem ceder um hidrogénio para neutralizar um radical. (Figura 4) [14].

O----H
0O

Figura 4. Estabilizag&o do radical por ligagdes de hidrogénio intramoleculares.

Os antioxidantes secundarios apresentam a capacidade de diminuir a velocidade
da oxidacdo por diferentes mecanismos que ndo convertem os radicais livres em
produtos mais estaveis. Os antioxidantes secundarios podem: quelatar metais pro-
oxidantes e desativa-los; repor o hidrogénio nos antioxidantes primarios; decompor os
hidroperéxidos em espécies nao-radicalares; desativar o oxigénio singleto; absorver

radiacdo ultravioleta; ou aprisionar o oxigénio. Estes antioxidantes sdo também
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conhecidos como sinérgicos uma vez que promovem a atividade dos antioxidantes do
tipo primario. Acido citrico, acido ascorbico e Acido tartarico sdo bons exemplos de
antioxidantes secundarios [16].

Na industria alimentar tem-se verificado uma evidente tendéncia na utilizacdo de
aditivos alimentares. Alguns AOs naturais residem nos alimentos podendo, no entanto,
outros antioxidantes ser-lhes adicionados ou surgirem como resultado do processo de
processamento térmico. Os antioxidantes alimentares naturais, como o &cido ascorbico
e 0 acido citrico, sdo usados largamente na industria. Recentemente, tém sido efetuados
numerosos estudos focados no isolamento e identificacdo de antioxidantes de origem
natural. A principal vantagem da utilizacdo de substancias de origem natural nos
alimentos é a de serem considerados mais seguros, sendo melhor aceites pelo
consumidor, e ndo necessitarem de testes tdo rigorosos como 0s antioxidantes de
origem sintética [16].

Apesar da pouca aceitacao por parte do consumidor, antioxidantes sintéticos sdo
adicionados intencionalmente aos alimentos para inibir ou retardar a oxidacao lipidica.
Varios antioxidantes tém vindo a ser aprovados para 0 uso em alimentos como o
butilhidroxianisol (BHA), o 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), e os galatos como o PG,
OG e LG, entre outros. Estes compostos fendlicos representam alguns dos mais antigos

e frequentes antioxidantes utilizados nos alimentos [16].

1.2.1. Acidos fendlicos

A natureza dos polifendis varia desde moléculas simples como o fenol, o cresol,
o resorcinol e o 4cido gélico, até compostos altamente polimerizados como 0s taninos.
Estes compostos contém um grande namero de grupos hidroxilo em anéis aromaticos,
entre outros grupos funcionais. Alguns exemplos de acidos fendlicos, além do &cido
galico, sdo o acido vanilico e o acido siringico, que sdo antioxidantes hidrofilicos que

estdo presentes em frutos, vegetais, especiarias e ervas [17].

COOH
R: R Acido fendlico
OCHs H Acido vanilico
R4 Ro OCHs OCHs Acido siringico
OH OH OH Acido galico

Figura 5. Estrutura quimica dos derivados do acido benzdico.

9
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1.2.2. Acido Gélico

O &cido gélico (acido 2,3,4-trihidroxibenzoico) € um composto fendlico de origem
natural que se encontra amplamente distribuido nas plantas. Na bibliografia encontra-
se descrita a sua atividade anti-imunologica, anticarcigéncia e antioxidante [18, 19]. A
partir deste composto podem ser sintetizados por esterificagdo os derivados galato de
metilo, etilo, etc. Os galatos sdo substancias antioxidantes que se utilizam como
conservantes em cosmeéticos, alimentos e na industria farmacéutica para prevenir a
oxidacao das gorduras, vitaminas, perfumes e 6leos, evitando desta forma que adquiram
um aspeto rancoso e um odor desagradavel. Do ponto de vista quimico, sdo ésteres de
alcoois de cadeia linear do acido galico que se diferenciam entre si pela extenséo da
cadeia lateral. A esterificacdo permite melhorar a solubilidade do GA em gorduras e
Oleos [20].

Estes aditivos apresentam-se habitualmente sob a forma de soélidos cristalinos
brancos ou branco-creme. No entanto, a sua utiliza¢cdo ndo esta isenta de perigos para
a saude reconhecendo-se alguns efeitos secundarios, como por exemplo reacdes
alérgicas, principalmente nos asmaticos e em pessoas alérgicas ao acido acetilsalicilico.
A sua perigosidade € elevada para bebés e criancas e esta proibida a respetiva
utilizacado em alimentos especificos para essas faixas etarias. Na Tabela 1, encontram-
se 0s galatos autorizados e mais utilizados como aditivos alimentares [13]. Sdo
aplicados essencialmente em banha, 6leos e gorduras para fritar, 6leos de peixe, entre
outras. Deste modo € necesséria a otimizacéo da utilizacdo destes aditivos de modo a
serem utilizadas concentragcdes o mais baixas possivel sem diminuir a sua eficacia

antioxidante.
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Tabela 1. Estrutura quimica do acido gélico e dos seus derivados fazendo referéncia aos galatos autorizados
como antioxidantes [13, 21].

Férmula
Ne E Designagéo o Estrutura
Quimica
OH
o ) HO OH
Acido gélico
C7HeOs
(GA)
0O~ OH
HO
HO OH
Galato de
) CsHsOs
metilo (MG)
o”>o0”
OH
HO OH
Galato de
) CoH1005
etilo (EG)
0”07
OH
HO OH
Galato de
E310 ] C10H1205
propilo (PG)
0" o
OH
HO OH
Galato de
) C11H120s
butilo (BG)
OH
HO OH
Galato de
E311 ) Ci15H2205
octilo (OG)
/\/\/\/\
o~ O
OH
HO OH
Galato de
E312 C19H3005

dodecilo (LG)
/\/\/\/\/\/\
0~ O
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1.3. Otimizacao da eficacia antioxidante em
emulsdes: importancia da distribuicao do

antioxidante

Uma emulsao € constituida por dois liquidos imisciveis, 6leo e agua, na qual um
deles se encontra disperso no outro sob a forma de pequenas gotas. As emulsdes sdo
termodinamicamente instaveis uma vez que necessitam de energia para aumentar a
area superficial entre a fase aquosa e a fase oleosa.

Para preparar uma emulsao que seja cineticamente estavel por um largo periodo
de tempo, é necessario adicionar um emulsionante também designado por surfactante.
Os emulsionantes sdo moléculas anfifilicas que sdo constituidas por um grupo polar e
por um grupo apolar, que se orientam na regido interfacial da emulséo, formando uma
membrana protetora que cobre a fase dispersa evitando deste modo a agregacao das
goticulas.

Existem dois tipos distintos de emulsédo (Figura 6), 6leo em agua (O/A) — nas
guais as gotas de 6leo estdo dispersas numa fase aquosa continua; e agua em 0leo
(A/O) — nas quais as gotas de agua se encontram dispersas numa fase oleosa continua
[22].

@ o @ Oleo © 5 ) =
e ° : -

o ® ; Agua Cg ®°

o OAOTEmuIsionante—O ° o

Figura 6. Emulséo 6leo em agua (O/A) (A) e &gua em 6leo (A/O) (B).

A oxidacgéao lipidica em sistemas multifasicos € amplamente influenciada pela
natureza da regido interfacial que é afetada pela composicéo das fases oleosa e aquosa
e dos solutos nela presentes (antioxidantes, etc.) [22]. A composicao da regido aguosa
€ um fator bastante importante para a oxidacdo das emulsbes uma vez que, 0S
componentes desta regido podem atuar como antioxidantes ou pro-oxidantes
dependendo das suas propriedades quimicas, das condigbes ambientais e ainda das

interacdes que efetuam com os componentes lipidicos do 6leo.
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A atividade antioxidante depende da estrutura quimica dos antioxidantes e das
suas interacdes dentro da emulsédo. Porter (1993) [23], descreveu pela primeira vez o

“Paradoxo Polar” como um fenémeno no qual:

v Os antioxidantes hidrofilicos ofereciam uma melhor protecdo em 6leos e emulsdes
agua/éleo do que em emulsdes 6leo/agua;

v' Tornar os compostos fendlicos mais lipofilicos aumenta a eficacia do antioxidante
em emulsdes 6leo/agua comparando com o composto original [24].

Posteriormente Frankel et al (1994) [25] tentaram explicar o Paradoxo Polar
introduzindo o conceito de fenémeno interfacial (Figura 7) e apontando para a
importancia das interfaces como o local onde ocorrem preferencialmente os fenémenos
de oxidacao. Assim, os AOs mais lipofilicos representados na Figura 7 por *, encontrar-
se-iam maioritariamente dissolvidos na regido oleosa ao passo que os hidrofilicos,
representados na mesma figura por e situar-se-iam, na maior parte das vezes,
dissolvidos na aquosa e deste modo longe das interfaces ar/éleo ou 6leo/agua, onde se

julga acontecerem a maior parte das reacfes de oxidacao.

O O Agua ()
Ar o @ Agua ® O\co(_\
® Oleo =
S O 4 * B

Figura 7. Acéo do antioxidante em emulsdes O/A (A) e emulsBes A/O (B).
e- AO hidrofilico; = AQ lipofilico

Recentemente foram realizados estudos [24, 26] para perceber qual a influéncia
da hidrofobicidade na eficicia dos AOs. Verificou-se que antioxidantes que apresentam
o mesmo anel fenoélico, mas diferentes hidrofobicidades, como os ésteres derivados do
acido galico, ndo apresentam a mesma eficacia do acido uma vez que se incorporam,
em maior percentagem na interface. Verificou-se igualmente que a eficacia aumenta,
com o tamanho da cadeia alquilica, até uma determinada hidrofobicidade, a partir da
qgual diminui [3].

Estes resultados indiciaram a ndo existéncia de relacao linear entre a polaridade
e a eficacia de um antioxidante em emulsdes tendo este comportamento sido apelidado
de efeito “Cut-off”. Este efeito sugere que a lipofilizacdo apenas aumenta a eficacia AO
até uma cadeia alquilica intermédia, sublinhando a importancia da localizacdo do AO
dentro do sistema, isto €, a distribuicdo do AO entre as diferentes regides da emulsédo
[27].

13
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1.4. Distribuicao de AOs em emulsoes

alimentares modelo

1.4.1. Particdo de antioxidantes em emulsdes

Para avaliar em termos quantitativos a distribuicdo de um antioxidante numa

mistura binaria, entre duas fases ndo misciveis, utiliza-se a constante de particéo, P?,
definida pela expresséo 18, na qual AO, representa a fragdo de antioxidante presente

na fase oleosa e AO, a fragéo presente na fase aquosa, como representado na Figura

8 [28].
y 4
OLEO
AOo
Pf — (AOO) (18)
(AO,)
AOp
AGU

Figura 8. Esquema representativo de uma mistura binaria O/A.

No entanto, a determinacgdo da distribuicdo de um antioxidante em emulsdes é
muito mais complexa do que a sua determinacdo em misturas binarias uma vez que as
emulsdes apresentam ambientes quimicos diferentes em trés regides distintas, regiao
aguosa, interfacial e oleosa. A particdo do antioxidante nas trés regibes depende da
solubilidade relativa do antioxidante em cada uma delas e do volume da regido no total
da emulséo. No geral, para um sistema emulsionado a percentagem de antioxidante em
cada regido depende de varios parametros tais como a polaridade do antioxidante, a

natureza do emulsionante e outros fatores como a temperatura e a acidez [29].
Estimando a constante de particéo Pf apenas se consegue quantificar o antioxidante

na fase oleosa e na fase aquosa, ndo se obtendo assim qualquer informacgéo acerca da

sua distribuicéo na regido desenvolvida pela presenca do emulsionante, a interface [30].
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Existindo entdo trés regibes onde o antioxidante se pode distribuir, para avaliar a sua

distribuicdo num sistema emulsionado, requerem-se duas constantes de particdo: a que
define a distribuicdo entre as regides oleosa e interfacial, Po' e a que define a
distribuicdo entre as regides aquosa e interfacial, PA'. Ambas as constantes séo

definidas pelo quociente entre as concentragbes em cada uma das fases, como
mostram as Equacdes 19 e 20 [29, 30].

. _ (AO),
%o )
Pl 228)). (20)

Note-se que, com 0 quociente entre as duas constantes de particao, Po' e P,

chega-se a expressao utilizada para calcular a constante de particdo binaria, P°, como

se pode verificar pela Equagéo 21.

Po:P_A':(AO,)/(AOA):(AOO) (21)
* Py (AO,)/(AO,) (AO,)

onde, os indices I, O e A representam as regides interfacial, oleosa e aquosa,
respetivamente, e os paréntesis indicam concentragcdes em moles por litro no volume
da regido considerada.

A regido interfacial formada nos sistemas emulsionados ndo é fisicamente
possivel de separar das duas outras regifes. Por esse motivo, os valores de PO' e PA'

ndo podem ser determinados independentemente a partir da distribuicdo da
concentracdo do antioxidante por cada uma das fases consideradas. A determinag&o
destas duas constantes de particdo deve ser entdo realizada na propria emulséo [28].
Foi desenvolvido um método cinético que permite estimar as constantes de
particdo dos antioxidantes, em emulsdes opacas e sem isolamento de fases, entre as
regides aquosa e interfacial e as regides oleosa e interfacial. A base deste método é o
modelo cinético da pseudofase para microemulsdes termodinamicamente estaveis.
Utiliza a reacdo entre catides hexadecilbenzenodiazonio, 16-ArN.*, e os antioxidantes

em estudo [31].

15
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1.4.2. Método cinético utilizado para determinar a
distribuicdo de antioxidantes em emulsdes — Fundamento

tedrico

1.4.2.1. Modelo cinético da pseudofase (MCP) estendido aemulsdes

Na sua concecdo original, o modelo cinético da pseudofase foi desenvolvido para
sistemas micelares e, basicamente, pressupfe a existéncia de duas pseudofases

diferentes (Figura 9) a pseudofase micelar e a pseudofase aquosa [30].

Fase aquosa Fase micelar
Kao
D,+AOx AOw
+ +
16-ArNo* 16-ArNo* 3 [AOM ]
A T TAA 1T 1
[AO, ]+ D,]
Ka Kwm
Produtos Produtos

Figura 9. Esquema representativo das duas pseudofases que constituem um sistema micelar e expressao que
permite o calculo da constante da distribuicdo do AO nas duas regides.

Dn — concentragéo de surfactante micelado; AOo — concentragéo de AO na fase oleosa; AOa — concentragéo de
AO na fase aquosa; ka — constante de velocidade da reacdo na fase aquosa; km — constante de velocidade da
reacao naregido micelar.

O modelo cinético da pseudofase assume que a distribuicdo dos antioxidantes
em estudo é rapida na escala de tempo da sua reatividade quimica, o que significa que,
no caso de ocorrer alguma reacdo quimica, o antioxidante se encontra em equilibrio
enguanto esta ocorre. Assim, o antioxidante pode reagir tanto na fase aguosa como na
fase oleosa, sendo a velocidade total da reacdo a soma das velocidades em cada uma
das regibes [32].

As emulsBes sao constituidas por trés regides distintas e ndo misciveis: a regiao
aquosa, regiao oleosa e a regiao interfacial.

O volume da regido aguosa e da regido oleosa é muito superior ao volume da
regido interfacial, sendo esta Ultima composta essencialmente pelo emulsionante
utilizado, agua e 0leo. Para aplicar o MCP, prossupde-se a aplicacdo das seguintes

hipoteses:
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e A distribuicdo dos reagentes entre as regides, numa emulséo, encontra-se em
equilibrio dindmico, ou seja, a velocidade do transporte dos reagentes entre as
regides € maior do que a velocidade da reacé@o do antioxidante com os catibes
do sal de arenodiazénio.

e A distribuicdo do antioxidante entre o 6leo, a 4gua e a interface depende da
solubilidade relativa em cada regido e ndo do tamanho e da forma das gotas
formadas na emulsao, ou do tipo da emulsdo (6leo em agua ou agua em 0leo)
[28].

Como j& foi referido, a distribuicdo do antioxidante em estudo, num sistema

emulsionado, é determinada pelas duas constantes de particdo, uma entre a regiao

aquosa e a regido interfacial, PA' , € outra entre a regido oleosa e a regiao interfacial,

P) . Se se assumir que, o volume de emulsionante se encontra na totalidade na regido

interfacial, entdo o valor numérico do volume desta regido é idéntico aos volumes de
6leo, agua e emulsionante, utilizados na preparacdo de cada uma das emulsées [28].
Aplicando este modelo cinético e, ocorrendo a reacdo do antioxidante com os
iBes 4-hexadecilbenzenodiazonio (16-ArN;"), pode-se expressar a velocidade global da
reacao através do somatorio das velocidades nas diferentes regides que constituem a

emulsdo, esquematizadas na Figura 10.

Regiao Oleosa Regiao Interfasica Regido Aquosa
5 P
AOq AO, AOA
+
16-ArN,*
ko ki Ka
Produtos Produtos Produtos

Figura 10. Esquema representativo das trés regides de uma emulsdo que contém um AO cuja distribuigdo vem
definida pelas constantes de parti¢ao.

A velocidade da reagdo em cada uma das regifes de uma macroemulséo é dada
pelo produto da constante de velocidade de segunda ordem com a concentracdo de
cada reagente na regido, em moles por litro de volume de regido, como se encontra

apresentado na Equagéo 22.

17
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v=Kk[16— ArN};1.[AO, ] =
=k,.(16— ArN;,).(AO, )@, +k,.(16— ArN;,).(AO, )., +K,.(16— ArN; ,).(AO,).®, (22)

na qual k representa a constante de velocidade de segunda ordem; [] representam a
concentracao total dos reagentes, em moles por litro, no volume total da emulséo; ()
indicam a concentracdo dos reagentes, em moles por litro, em cada uma das regides da
emulsédo; o indice T refere-se a quantidade total e os indices O, | e A as regides oleosa,
interfacial e aquosa, respetivamente; ® corresponde a fragao de volume de cada regiao
e AO representa o antioxidante em estudo [30].

Uma vez que os catides hexadecilbenzenodiazonio (16-ArN;*) possuem
simultaneamente uma longa cadeia hidrofébica e um grupo catiénico, sé@o insollveis
tanto no 6leo como na agua localizando-se apenas na regido interfacial onde vao entéo

reagir com o antioxidante (Figura 11) [30].

Regigdo Regido Regiéo
Oleosa Interfasica Aquosa
®o O Da
1 HOR’OMO\/‘?‘OH
l‘ ] Hoj\' h -"0‘)(/;0)
SN [Dv \04‘
C16H33 ‘@N2+
+
Po' Pa
AQg AQ, =————= A0,
Ki
Produtos

Figura 11. Esquema representativo de uma emulsao: ® indica a fragdo de volume para cada uma das regibes,
AO é o antioxidante, P é a constante de particdo, ki é a constante de velocidade para a reagdo dos ides de
arenodiazoénio na interface com o AO e os indices O, | e A representam aregido oleosa, a interfacial e a aquosa,
respetivamente.

Considerando entdo que a concentracéo dos catibes nas fases oleosa e aquosa

é desprezéavel, a equacgédo da velocidade global da reacéo pode ser simplificada [30].

v=k.[16— ArN;, 1.[AO, ] =k,.(16— ArN;,).(AO, ).®, (23)
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A Equacdo 23 descreve qual o efeito do aumento da fracdo de volume de
emulsionante, ®,, na constante de velocidade da reacdo. A fracdo de volume de

emulsionante é dada pela Equagéo 24:

VI

= — (24)
Vo +V, +V,

na qual, V), Va e Vo representam o volume das regides interfacial, aquosa e oleosa,
respetivamente [30].

Para a fase aquosa e para a fase oleosa, as fracdes de volume definem-se de
maneira idéntica aquela apresentada para a regido interfacial. A soma das fracdes de

volume das trés regides tem que ser unitaria, conforme a Equagéo 25:
O, +0,+0, =1 (25)

Nas EquacbBes 26 e 27 estad representado o balanco de quantidade do

antioxidante e dos ibes arenodiazénio, respetivamente.
[AO;]=®,(AO,)+ @, (AC,)+D,(AO,) (26)

[16— AN}, ]=®, (16— ArN},) (27)

A combinacdo das Equacdes 19, 20 e 26 leva a Equacédo 28:

PPy
® P, +® PP, +®,P

(AO| ) = [AOT ] (28)

Assumindo que todo o trabalho se desenvolveu em condigfes de pseudo-
primeira ordem, em que [AO]>>>[16—-ArN,], a constante de velocidade observada

(kobs) € dada pela Equagéo 29.

[AO; ]k, PR,

k.. =k-[AO.]=k (AO,) =
obs [ T] I( I) q)oPA{+(DIPA|Po|+(DAPO|

(29)
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Numa visdo matematica, a equacao anterior (Equacdo 29) é equivalente a

Equacéo 30 e o inverso de kobs corresponde a Equacéo 31 onde a e b sdo dados pelas

Equacdes 32 e 33.

Kys =@/ (L+bD,) (30)

1/k,, =1/a+b/ad, (31)

ae [AO; 1k, PP, (1+®, /D) (32)
P, +®,/®P,

b PP (1+ D,/ Dy) 1 (33)

P, +®, /P,

A Equacao 29 mostra que kobs diminui com o aumento da fracdo de volume de
emulsionante, ®,, para uma concentracdo constante de antioxidante [AO]r € ®o/Pa.
A representacdo de 1/kops € linear, com uma ordenada na origem igual a 1/a e

um declive igual a b/a. Através do valor de b, representado na Equacdo 33, podem
retirar-se os valores das constantes de particio P, e P, de duas formas distintas:

e A partir de dois valores de b, para dois valores distintos de ®A/®o resolvendo -
se um sistema de duas equacgfes a duas incégnitas, as quais sédo as constantes
de particéo.

e A partir do valor experimental P, obtido no estudo da distribuicio em sistema

binario, e de um valor de b. O quociente das constantes de particao PA' e PO'

representa o valor da constante de particao entre a fase aquosa e a fase oleosa,

como representado na Equacéo 34.

»_Pi _(A0,))/(AQ,) _(AO,) (34)
° Pl (AO,)/(AO,) (AO,)

Assim, obtendo experimentalmente o valor da constante de particdo do
antioxidante entre a fase aguosa e oleosa, determinado para um sistema binario na
auséncia de emulsionante, e com um valor de b (Equacdo 33) determinado pela

variagdo do kons em fungcéo de ®, para uma determinada razdo ®a/ Po, é possivel

determinar as constantes de particdo P, e Pj [30].
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Uma vez determinados os valores destas constantes, pode-se determinar o valor
de ki, que representa a velocidade bimolecular para a reagédo entre os catides de
arenodiazoénio e o antioxidante, na interface, aplicando a Equacéo 32 [30].

A distribuicdo do antioxidante entre as regifes aquosa, oleosa e interfacial, pode
ser determinada pela aplicacdo das Equacdes 35, 36 e 37, que surgem da combinacao
das expressdes das constantes de particdo com as do balanco de quantidade [31].

100® P, P!
%AO| = I I|A|o I (35)
O,P, +D,P, Py +D,P
|
%A, - 1009, P, (36)
O P, +® PP +®,P,
|
%A0, = 1009 , P, (37)

O P, +® PP +D,P

1.4.2.2. Simplificacdo do modelo cinético da pseudofase (MCPS)

Alguns antioxidantes apresentam uma solubilidade muito baixa numa das
regides constituintes da emulsao.

No caso em que, numa das fases, os antioxidantes sdo sollveis na totalidade ou
em parte dela, o modelo cinético da pseudofase pode ser simplificado, interpretando-se
os resultados com o calculo de apenas uma constante de particao.

Pode-se entdo supor que a distribuicdo do antioxidante tem lugar entre as
regides oleosa e interfacial (solubilidade do AO na regido aquosa virtualmente nula) ou
entre as regibes aquosa e interfacial (solubilidade do AO na regido oleosa virtualmente
nula).

Assim, a concentracao total de antioxidante, define-se pela Equacéo 38, para o

caso em que o AO se distribuir entre as regides oleosa e interfacial.

[AO; ] =(A0,)®@, +(AO,)D, (38)

Na Figura 12 encontra-se a representacao da distribuicdo do AO, na emulséo,

entre as regides oleosa e interfacial.

21
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Regiao Regiao Regiao
Qleosa Interfasica Aquosa
®q o] Dy
o) o .
HDS'O 0. A, °
O o
0
C16H33 ‘@N2+
+
Po'
AQqg AC ki
Ki
Produtos

Figura 12. Representacdo esquematica da regido interfacial de uma emulsdo com base no modelo cinético da
pseudofase que mostra a particdo do antioxidante, AO, entre as regides interfacial e oleosa.

Considerando, para as seguintes deducgbes, que o antioxidante apenas se
distribui entre as regides oleosa e interfacial (ou seja, assumindo que a solubilidade do
AO na regido aquosa € virtualmente nula), substituindo a Equacao 20 na Equacao 38,

obtém-se a Equacéo 39:

[AO; 1P;

(39)
®,P) +D,

(AO|):

Fazendo a substituicdo desta equacdo na Equacdo 27 chega-se a expressao
gue relaciona a constante de velocidade observada com a constante de particido do

antioxidante entre as regides oleosa e interfacial, representada na Equacéo 40.

_k[AO; 1P, (40)
P +D,

Num contexto matematico, a Equacao 40 é equivalente a Equacao 41.

Pl
k [Ao,]-2
= O1 @b 1)
obs Pl 1+b®,

1+ @, -2
o

0]
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na qual os parametros a e b se definem pelas Equacgbes 42 e 43.

poFo (42)
(DO
a=k [AO,] (43)

Segundo a Equacédo 41 pode-se prever que a variacdo de 1/kons €em funcéo de
@, (Equacao 44) é linear, com uma ordenada na origem igual a 1/ab e um declive igual

a 1/a.

1 _ibJrlq)l (44)
a a

Fazendo a representacéo linear de 1/kqs em funcao 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, obtém-se o valor de Po' , através da Equacéo 45.

Pl - cDO(decIive? (45)
(ordenada na origem)

Para calcular a fragdo de antioxidante presente na fase oleosa e interface

aplicam-se as Equacbes 46 e 47, apresentadas de seguida.

1" O + (0]
|
%A0, :qioslifg (47)
1"0 + (0]

No caso de se considerar que a distribuicdo do antioxidante é virtualmente nula
na fase oleosa, ou seja, o antioxidante distribui-se fundamentalmente nas regifes
aquosa e interfacial, pode-se obter, da mesma maneira, uma expressdo que relaciona
a constante de velocidade observada com a constante de particdo do antioxidante entre
as regides aquosa e interfacial. Assim, a concentracdo total de antioxidante, define-se

pela Equacao 48.
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[AOT] = (A0| )(D| + (AOA)(DA (48)

A representacdo esquematica da distribuicdo do AO nas regides aquosa e
interfacial encontra-se na Figura 13.

Regiao Regido Regiao
Oleosa Interfasica Aquosa
S o, ,

P
AQ, =———= AOQ,

ki

Produtos

Figura 13. Representacdo esquematica da regido interfacial de uma emulsdo com base no modelo cinético da
pseudofase que mostra a particdo do antioxidante, AO, entre as regides interfacial e aquosa.

Essa relacdo esta expressa na Equacao 49 podendo ser linearizada obtendo-se

assim a Equacao 50.

_k[AO;1P, (49)
* oP +D,
1 D, P, (50)

= +
kpe K [AO TP} K [AO,]

obs

Como no caso anterior, fazendo a representacao linear de 1/kons €m funcéo 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, obtém-se o valor de P, Equacéo 51.

Pl _ @, (declive)
A (ordenada na origem)

(51)
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Assim, a percentagem do antioxidante pode ser determinada nas duas regioes,
aquosa e interfacial, a partir das Equacdes 52 e 53 [31].

%AOA=% (52)
17 A + A
|

% AO, zlogiLPA (53)
o,P,+D,

1.5. Determinacé&o da atividade antioxidante

A maior parte dos estudos de avaliacdo da atividade antioxidante de vérias
moléculas tém sido realizados em 06leo. Isto proporciona frequentemente uma boa
previsdo da atividade antioxidante em 6leos e em emulsdes de agua em 6leo, como a
margarina. No entanto, esta previsdo pode ser bastante distinta da que se obtém quando
se utilizam emulsGes 6leo em agua em consequéncia da distribuicdo dos AOs na
emulsdo. Assim, a atividade antioxidante dos compostos depende de varios fatores

entre os quais:

v' Fatores dependentes da matriz lipidica: concentracdo inicial dos produtos
primarios da autoxidacao, tipo de emulsado, presenca ou ndo de metais, entre
outros;

v' Fatores fisicos: temperatura, exposicao a alta presséo de oxigénio, etc;

v' Concentracao e atividade antiradicalar do antioxidante.

Deste modo, na avaliacdo da atividade antioxidante de varias moléculas devem
ser utilizadas condicdes o mais semelhantes possivel as que as moléculas terdo que
enfrentar em condigfes reais. No entanto, sujeitar as varias moléculas as condi¢des
normais de temperatura e armazenamento € normalmente um processo muito
demorado e deste modo sdo utilizados métodos acelerados em que é utilizada uma
maior temperatura ou a introdug&o no sistema de substancias que aceleram a oxidagéo.

Na bibliografia estao descritos numerosos métodos para avaliar a capacidade de
varios compostos na protecdo das emulsdes frente a oxidacdo. Uma das metodologias

mais utilizadas no estudo da atividade antioxidante de compostos [33] € 0 Teste de
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estufa de Schaal. Baseia-se no aquecimento das amostras, normalmente a 60°C, numa
estufa termostatizada, até que ocorra oxidacdo. As amostras sdo analisadas em
intervalos de tempo regulares, avaliando-se o0 estado da oxidacdo destas por
determinacgéo quer dos produtos primarios quer dos produtos secundarios da oxidacgéo.
Geralmente procura-se avaliar o parametro designado por “periodo de indugao” em
condi¢des padronizadas, ou seja, 0 tempo necessario para se atingir o ponto critico da
oxidacao [8].

1.5.1. Avaliacao do nivel de oxidagéo

A avaliacao do nivel de oxidacdo de 6leos e gorduras é uma determinagdo muito
utilizada a nivel industrial. E considerado um meio de conseguir controlar e garantir a
qgualidade das matérias-primas adquiridas, assim como um método de controlo de
gualidade dos produtos comercializados. Existe uma diversidade de métodos fisicos,
fisico-quimicos e quimicos descritos para a avaliacdo da estabilidade oxidativa dos
Oleos e gorduras e cada método fornece determinada informagéo acerca de um estado
particular do processo oxidativo. Uma das maiores dificuldades destes procedimentos
estd na escolha do momento mais adequado para efetuar a determinacgéo.

Assim, esta determinacdo deve ser elaborada ao longo de um periodo de tempo
e ndo num momento exato, de forma a tentar representar o tempo de vida do produto.

A avaliacdo do nivel de oxidacdo de uma amostra pode-se realizar através da:

v" Analise de produtos primarios da oxidacao;

v" Analise de produtos secundarios da oxidacéao [8].

1.5.1.1. Métodos baseados na determinacao de produtos primarios

da oxidacéo

Ha um grupo de métodos baseados na medida dos produtos primarios que se
originam nas reacdes de oxidagdo dos lipidos. A oxidacdo dos acidos gordos produz
dienos conjugados. Estes produtos podem ser um indicador do avango da oxidagéo das
moléculas dos acidos gordos. Os dienos absorvem luz ultravioleta a um comprimento
de onda aproximado de 233 nm, pelo que, a sua determinagéo pode ser efetuada por

espetrofotometria de UV [33].
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1.5.1.2. Métodos baseados na determinacdo de produtos

secundarios da oxidacao

Os métodos mais comuns para a determinacdo dos produtos secundarios sao o
método do Acido tiobarbitdrico (TBARS), o indice de p-anisidina para determinar
aldeidos e a determinacao por cromatografia gasosa dos compostos volateis resultantes
do processo de oxidagdo como alcoois, aldeidos, cetonas, entre outros [33].

1.6. Avaliacdo da capacidade antiradicalar

Um dos mecanismos mais importantes da atividade antioxidante é a captura de
radicais livres, dando por finalizada a cadeia de oxidacao. O método do DPPH® é um
dos métodos mais utilizados para avaliar a reatividade dos antioxidantes frente a
radicais, neste caso frente ao radical estadvel DPPH (2,2—difenil-1—picrihidrazil). A
reducdo deste radical, que é corado, pelo AO pode ser medida através da diminuicao
da absorvancia a 515 nm. Assim a atividade antiradicalar expressa-se normalmente
através do valor de ECsg, que representa a concentracdo de antioxidante necessaria

para captar metade dos radicais DPPH [33].
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Capl’tulo 2 — Objetivo

Este trabalho teve como objetivo estudar a distribuicdo dos antioxidantes acido
galico (GA) e de alguns dos seus ésteres derivados (de cadeia curta - galato de metilo
(MG), cadeia intermédia — galato de propilo (PG) e galato de butilo (BG), e de cadeia
longa — galato de octilo (OG) e galato de dodecilo (LG)), assim como a sua eficacia
antioxidante em emulsdes alimentares modelo contendo alto teor de 6mega-3 de modo

a permitir a utilizacdo futura mais eficiente destes antioxidantes.
Para tal propdsito, foi proposto:

1. Determinar as constantes de particdo do GA e dos seus derivados entre as
regides aquosa, oleosa e interfacial, em emulsGes ricas em 6mega-3
mediante a aplicacao de um método cinético

2. Estudar sua a eficicia antioxidante na inibicdo da oxidacéo lipidica nas
mesmas emulsdes

3. Correlacionar a distribuicdo com a eficacia antioxidante, com a finalidade de
contribuir para a sele¢cdo do melhor inibidor da oxidacéo lipidica de um

sistema alimentar rico em 6mega-3.
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Capl'tulo 3 - Métodos e
Procedimentos Experimentais

3.1. Determinacdo da composicao da fase
oleosa utilizada na preparacdo das

emulsdes modelo

Neste trabalho utilizou-se como fase oleosa o 6leo de peixe. Para perceber qual
a composicdo da fase oleosa utilizada analisou-se a composi¢cdo em acidos gordos do
Oleo ap6s a reacdo de transterificacdo e obtencdo dos respetivos ésteres metilicos.
Pesaram-se aproximadamente 200 mg do 6leo de peixe utilizado ao longo do estudo
para um tudo de hidrélise e adicionaram-se 2 mL de uma mistura BFs/MeOH. Aqueceu-
se a mistura reacional em banho-maria durante 60 minutos. Arrefeceu-se a solugéo e
adicionaram-se 5 mL de éter etilico. Lavou-se com 1 mL agua e secou-se a fase oleosa
com sulfato de sodio anidro e armazenou-se a amostra a -20 °C até analise.

Injetou-se uma pequena quantidade da amostra (1 uL) no cromatégrafo gasoso

(CG) e obteve-se o cromatograma.

3.2. Eliminacao de antioxidantes naturais

presentes no Oleo de peixe

Para estudar a distribuicdo dos antioxidantes e determinar a sua atividade
antioxidante nas emulsodes, foi necessario remover alguns constituintes do 6leo como

os tocoferdis, fazendo-o passar por uma coluna de alumina sob pressao de azoto.
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Assim, os tocoferdis do dleo de peixe removeram-se segundo o procedimento
descrito por Yoshida [34]. Para tal, utilizou-se uma coluna cromatografica com alumina
como fase estacionaria. Ativou-se previamente a alumina (6xido de aluminio 90, 0,056-
0,200 mm, Merck) lavando-se com agua desionizada. Posteriormente filtrou-se a vacuo
e secou-se a alumina numa mufla a 200 °C durante 24 horas.

Para remover os tocoferbis passou-se entdo o Oleo de peixe pela coluna
cromatogréafica com a alumina ativada e realizou-se a eluicdo sob pressdo de azoto

recolhendo-se o 6leo num matraz.

3.3. Determinacéo da constante de particao
binaria, Pa°, dos antioxidantes numa

mistura binaria 6leo de peixe/agua

Para a determinacdo dos valores de PAO para os diversos compostos, preparou-

se uma mistura binaria 4:6 (O/A) de 6leo de peixe purificado e solucdo aquosa (Tampao
citrato 0,04 M e pH = 3,65) nhum volume total de 10 mL. Dissolveu-se cada antioxidante
estudado numa das fases (os hidrofilicos na fase aquosa e os hidrofébicos na fase
oleosa) obtendo-se uma concentracdo final do antioxidante de 3,0x10° M no volume
total da mistura binaria. Termostatizou-se a mistura durante 15 minutos e de seguida
agitou-se com um homogeneizador Polytron PT 1600 E a uma velocidade de 20 000
r.p.m. durante 1 minuto. Transferiu-se cada mistura para um tubo de centrifuga e
procedeu-se a separacgao das fases por centrifugacao durante 45 minutos.

Além das misturas binarias com antioxidante preparou-se também, para cada
composto estudado, uma mistura binaria controlo (sem antioxidante) 4:6 (V/V) (6leo de
peixe/solucdo tampéo citrato 0,04 M e pH = 3,65), e procedeu-se do mesmo modo.

Diluiu-se uma aliquota (normalmente 100 pL) da fase aquosa em solugdo aquosa
tampéo citrato 0,04 M e pH = 3,65 e leu-se a absorvancia da fase aquosa a um
comprimento de onda de 269 nm. Este comprimento de onda foi retirado do espetro UV
do &cido galico, Figura 14, que representa o comprimento de onda de maxima

absorvancia do AO nesta zona.
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Figura 14. Espetro de absorgéo UV do &cido gélico.

Com o objetivo de quantificar o antioxidante presente na fase aquosa (em
tampéo citrato, pH = 3,65), prepararam-se curvas de calibracdo absorvancia-
concentracao, para cada um dos antioxidantes.

Determinou-se a percentagem de AO no Oleo através da expressdo 100-
%A0A Uma vez que o0 Oleo de peixe, ao comprimento de onda estudado para o0s

AOs (269 nm), apresenta elevada absorvancia (Figura 15), impossibilitando a sua

determinacao.
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N w >
P Ul U1 WwW D

Ll

o
o wn

200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 15. Espetro de absorgdo UV do 6leo de peixe.

Realizou-se entdo a determinagdo da constante de particdo binéria, P, para

todos os antioxidantes estudados utilizando a Equacgéo 54.

po _ %A0, V, (54)
" %A0, V,
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Realizaram-se os ensaios em triplicado. No esquema a seguir apresentado
(Figura 16), encontra-se resumido o procedimento da determinagao desta constante de

particao.

o, )
A. 6 mL Tamp&o Citrato 0,04M pH 3,65 / 4 mL ‘

de Oleo de peixe / 3,0x10 M de AO
B. 6 mL Tampdo Citrato 0,04M pH 3,65 / 4 mL Agitacdo das emulsdes durante

Centrifugacdo para separacdo

de Oleo de peixe 1 minuto de fases durante 45 minutos

%AO0 %A0, i
o e 50 N D:»
:
%40) 7 wl o
=t e ~ E— PP
(%40), 7,

02 R ieacaean 2 Medig&o da absorvanciado AO
* Acido Gélco) M)
em cadauma das fases
Abs =9216,35[40]-0.0058 A B

Abs,,. .. Extracdo de cada uma das fases
(oleosa e aquosa)

Figura 16. Esquema do procedimento experimental seguido para a determinagdo da constante de parti¢céo
binaria.

3.4. Método cinético para a determinacao
das constantes de particdo em emulsdes

modelo

3.4.1. Preparacéao de reagentes e solucobes
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3.4.1.1. Preparagdo da solugcado de dicloroidrato de N-(Naft-1-
il)etilenodiamina (NED.2HCI)

Preparou-se a solucdo do agente copulante dissolvendo-se 4,92 g de
dicloroidrato de N-(Naft-1-il)etilenodiamina (NED.2HCI) em 500 mL de etanol,
recorrendo a aquecimento para a total dissolu¢do do soélido no solvente. Perfez-se o
volume, posteriormente, com butanol obtendo-se um volume total de mistura de 1 L,
com uma concentracdo de 0,0190 M. Armazenou-se a solu¢cdo num recipiente de
plastico protegido com papel de aluminio para minimizar a presenca de luz e uma

possivel fotodecomposigéo.

3.4.1.2. Preparagao da solucgéao tampdao acido citrico-citrato

Preparou-se a solucao tampao acido citrico/citrato 0,04 M. Para tal foi necessario
determinar a quantidade necessaria de acido citrico a adicionar e de hidroxido de s6dio
para se obter o pH pretendido para a solucao (pH = 3,65). O pH das diversas solucbes

tampao preparadas verificou-se por potenciometria.

3.4.1.3. Sintese do sal de arenodiazénio e preparacdo de uma

solucdo de 16ArN,*

A sintese do sal de arenodiazonio realizou-se de acordo com o procedimento

descrito por Doyle [35] e a reacdo encontra-se esquematizada na Figura 17.

H3C(H20)15@NH2 + BF3Et,0 + BUONO THF > H3C(H2C)15ONZBF4

Figura 17. Reacéo da sintese do sal de arenodiazénio.

Num gobelé, colocaram-se 4,5 mL de eterato de trifluoreto de boro (BFs.Et20),
mantendo-se o gobelé num banho gelo-acetona a -15 °C. Pesaram-se 2,45 g de 4-
hexadecilanilina (0,024 mol) e dissolveram-se num volume minimo de tetrahidrofurano
(THF) e adicionou-se ao volume de BFs.Et,0, em agitacdo continua. A mistura
resultante, em constante agitacdo, adicionaram-se, gota-a-gota, 3,30 mL de n-buitil

nitrito (BuONO) (0,029 mol), iniciando-se assim a rea¢éo de diazotagéo.

35
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Apés todo o BUONO adicionado, deixou-se reagir durante 20 minutos para
assegurar que a reacgdo fosse completa. Decorrido este tempo, dissolveu-se a mistura
reacional em acetonitrilo e precipitou-se com éter etilico. Filtrou-se o precipitado por
vacuo e realizou-se recristalizacdo mais trés vezes.

Obtiveram-se 0,8197 g de um solido cristalino branco (rendimento de 32%),
armazenado a -20 °C para assegurar as condicbes adequadas de luminosidade e
temperatura a fim de minimizar a sua decomposicgao.

Preparou-se a solucdo do sal tetrafluorburato de 4-hexadecilbenzenodiazénio.
Para isso pesou-se a quantidade adequada de composto para um eppendorf onde se
adicionou 1 mL de acetonitrilo obtendo-se uma solucdo de concentragéo 0,17 M.

Armazenaram-se todas as solugfes do sal a -20 °C e na auséncia de luz.

3.4.2. Preparacédo de emulstes

Nos frascos onde se prepararam as emulsdes pesaram-se diretamente 3,0x10°
moles de antioxidante. Prepararam-se 10 mL de emulsdo misturando 6leo de peixe
purificado com tampé&o citrato 0,04 M e pH = 3,65 numa proporcao de 4:6 (v/v, O/A) com
diferentes fracdes de emulsionante Tween 80 (®=0,005 - 0,042). Agitou-se a mistura
com um homogeneizador Polytron PT 1600 E, durante 1 minuto, a uma velocidade de

20 000 r.p.m. obtendo-se uma mistura homogénea opaca e com aspeto leitoso.

3.4.3. Determinacado das constantes de velocidade kops das

emulsdes

Preparada a emulsdo e colocada na célula termostatizada a 25 °C procedeu-se
a determinacéo da constante de velocidade, kons. Depois de atingida a temperatura ideal
de trabalho (=25,0 °C) e com agitacdo continua adicionou-se uma aliquota de 16 pL de
16-ArN;* 0,176 M a emulsao. No momento em que esta aliquota é adicionada inicia-se
a reacdo com o antioxidante nela presente. Retirou-se uma aliquota de 200 pL a
diferentes tempos de reacdo e adicionou-se a um dos tubos de ensaio para 0s quais
anteriormente tinham sido medidos 2,5 mL de solugéo de NED.2HCI. Todo o0 16-ArNx*
gue ndo reagiu com o antioxidante vai reagir com esta solu¢cdo de NED.2HCI (Figura

18), observando-se a formacéo do corante azdico (cor purpura).
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NHCH,CH,NH;*

NHCH,CH,NHs* OO
— _N
33H16C < —Ny* 4 N + H

16-ArN, NED.2HCI

(CH2)15CH3

Corante Azéico

Figura 18. Reacdo do agente copulante dicloroidrato de N-(Naft-1-il)etilenodiamina (NED.2HCI) com os i6es 16-
ArNz*.

A formacao do corante permitiu a medicdo da absorvancia da solucéo dos tubos,
para os diferentes tempos da reacdo, a um comprimento de onda de 572 nm. Ajustando
os dados absorvancia-tempo a Equacédo 55 obteve-se o valor do keps para a reacéo dos

ides arenodiazonio,

nAZA _ —k .t (55)
A -A,

na qual, A:, Ao e A~ representam a absorvancia a um tempo t, a absorvancia inicial e a
absorvancia a um tempo infinito, respetivamente, e Kkoss a constante de velocidade

observada.

3.5. Determinacao da atividade antiradicalar
— Método do DPPH

O método do DPPH’ € um método colorimétrico simples. Quando uma solucéo
de DPPH' é misturada com uma substancia que se comporta como dadora de
hidrogénios, o radical livre passa a sua forma reduzida com a perda da sua cor purpura
(passando a apresentar uma cor amarelada) [36].

A atividade antiradicalar é definida pelo parametro ECso que representa a
concentracdo de antioxidante que € necessaria para a reducéo de 50% da atividade dos
radicais DPPH e consequente perda da coloracédo purpura [36]. A determinagdo do ECso

realizou-se para o acido gélico e os seus derivados por medi¢do espetrofotométrica do

37
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radical DPPH a 515 nm utilizando-se solu¢des metandlicas homogéneas com diversas
concentragdes de antioxidante a uma temperatura de 25 °C.

Numa placa BD Falcon de 96 pocos (8 x 12) de poliestireno colocaram-se, em
cada poco, 250 pL da solucdo metandlica de DPPH (9,6x10° M) e adicionaram-se 50
pL de uma solugdo metandlica de cada antioxidante (concentracdo de 0,050-0,164 mol
AO/ mol DPPH").

Mediu-se a absorvancia a 515 nm, durante 60 minutos, com leituras intervaladas
de 5 minutos. Realizaram-se todos os ensaios em quadruplicado.

Da variacdo da absorvancia observada ao longo do tempo para o
desaparecimento do radical DPPH, na presenca de distintas concentracbes de AO,
determinou-se a percentagem de DPPH' que ndo reagiu com o AO mediante a Equacao
56,

C
%DPPH =[ fj-1oo (56)
C0

onde cp e ¢t S8o a concentracdo inicial e a concentragdo correspondente ao tempo de
medida selecionado a A=515 nm. Para cada tempo da rea¢do, determinou-se o valor de
ECso representando-se a percentagem de DPPH® em funcdo da concentracdo de AO
expressa em mol AO/mol DPPH’. Ajustou-se, a estas variagdes, uma linha de tendéncia
linear onde a ordenada na origem representa a percentagem de DPPH" na auséncia de
AO (100%). A partir da equacéo da reta de ajuste determinou-se o valor de ECso que
corresponde a relagdo mol AO/ mol DPPH® para uma percentagem de DPPH" de 50%

da inicial (auséncia de AO).

3.6. Avaliacao da atividade antioxidante em

emulsdes — Teste de estufa de Schaal

Para se determinar a atividade antioxidante dos compostos numa emulséo
recorreu-se a um teste de aceleracédo oxidativa designado teste de estufa de Schaal no
gual as emulsdes preparadas foram mantidas numa estufa a uma temperatura
moderada de 40 °C.
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Prepararam-se emulsdes 4:6 (v/v) com 6leo de peixe/tampéo citrato (0,04M e pH
= 3,65) contendo 1% de emulsionante Tween 80. Prepararam-se as emulsfes em
triplicado em frascos previamente tratados com NaOH saturado e HCI 37% para evitar
a contaminacao com gorduras e metais, respetivamente. Adicionaram-se 100 pL de uma
solugdo metandlica 0,05 M de cada antioxidante a fase oleosa de cada frasco exceto
aos frascos do controlo, deixando-se evaporar o solvente na estufa a 40 °C.

Preparadas todas as emulsdes agitaram-se durante 1 minuto com um
homogeneizador Polytron PT 1600 E, a uma velocidade de 25.000 r.p.m. Colocaram-
se, de seguida, as amostras na estufa sendo estas agitadas diariamente. De cada
amostra retiraram-se aliquotas de 12,5 pL para analisar o conteldo em dienos
conjugados por espetrofotometria.

Efetuou-se um novo teste para os compostos GA, EG, BG, OG e LG com
emulsdes preparadas segundo o procedimento anterior, mas contendo diferentes
percentagens de Tween 80 (0,5%, 1% e 2%) de modo a estudar o efeito do aumento da

fracdo de emulsionante na atividade antioxidante dos compostos.

3.6.1. Determinacéo de dienos conjugados

Mediu-se a absorvancia a 233 nm e calculou-se o conteddo de dienos
conjugados (%CD), usando a massa molecular relativa e a absortividade molar do acido
linoleico (280 g/mol, €=26000), segundo a Equacao 57, na qual, Abszssnm representa a

absorvancia da solucéo e Cgieo @ concentracao de 6leo na solucédo em g/L.

%CD =1,0769 - 0Szssm _ (57)
Csieo (9 /L)

3.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos neste trabalho foram analisados estatisticamente por
ANOVA (Analysis of Variance) para um nivel de significAncia p < 0,05 usando os testes

de Duncan e de Tukey e recorrendo a versdo 21 do software IBM® SPSS® Statistics.
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Capl'tulo 4 - Resultados e
Discussao

4.1. Composicao do 6leo de peixe

Como foi referido no capitulo anterior (Capitulo 3, secédo 3.1) foi realizado um
estudo para determinar a composicdo do 6leo de peixe utilizado ao longo do estudo
desta dissertacdo. No cromatograma, Figura 19, encontram-se 0S picos

correspondentes aos ésteres metilicos dos acidos gordos presentes no 6leo de peixe.
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Figura 19. Cromatograma do dleo de peixe utilizado para os estudos da determinacgéo da atividade antioxidante
do &cido gélico e dos seus derivados.
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Na Tabela 2, encontram-se os acidos gordos mais presentes no 6leo de peixe
estudado e as relativas percentagens.

Tabela 2. Valores dos tempos de retengao (min) e a quantidade (%) dos acidos gordos que constituem o 6leo
de peixe utilizado para os varios estudos.

Acido gordo Tempo retencdo (min) Quantidade (%)
Acido palmitico (16:0) 13,587 5,3
Acido palmitoleico (16:1) 13,967 1,3
Acido esteéarico (18:0) 15,911 1,4
Acido oleico (18:1) 16,296 7,4
Acido linoleico (18:2) 16,943 0,3
EPA 18,713 2,6
DHA 23,908 20,1

4.2. Avaliacéo da atividade antiradicalar

Para ser possivel correlacionar a distribuicdo do acido galico e dos seus
derivados com a atividade antioxidante, realizaram-se experiéncias para determinar em
primeiro lugar a capacidade antiradicalar destes, de modo a verificar que a sua
reatividade ndo era alterada pela introducdo de cadeias de tamanhos distintos na
molécula e, posteriormente estudar a eficAcia antioxidante em emulsdes modelo

contendo como fase oleosa Gleo de peixe.

4.2.1. Método do DPPH*

s

Este € um método colorimétrico simples que se baseia na diminuigdo da
absorvancia do radical DPPH (que apresenta uma cor parpura) a 515 nm, devido a

ocorréncia da reacdo deste com o antioxidante. Na Figura 20, esta representada a
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variacdo da absorvancia do radical de DPPH ha media que ele reage com o galato de
butilo ao longo do tempo, em segundos.
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Figura 20. Variagdo da absorvancia do radical DPPH* (A=515 nm) na presenca de diferentes concentragées 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?,
-2-0,10 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,12 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,14 mol de AO/mol DPPH?*, T=25°C.

A atividade antiradicalar 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 variacdo da percentagem de DPPH* em func¢éo da relacdo mol

AO/mol DPPH?, representado na Figura 21.
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Figura 21. Representacdo da variagdo da percentagem de DPPH® com a concentracdo 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, -+- 60 minutos
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Os valores de ECso obtidos para o &cido gélico e para os seus derivados
encontram-se na Tabela 3.

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

antiradicalar.

Tabela 3. Valores de ECso obtidos para diferentes tempos de reacdo para o acido galico e seus derivados.

t / minutos 5 15 30 60
Antioxidante ECso* 0o ECso * 0 ECsox 0o ECsxx* 0o
GA 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
DG 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 os resultados obtidos verifica-se que, em solucdo metandlica, ndo se
verificam diferencas estatisticamente significativas no valor de ECso para o acido galico
e 0s seus derivados uma vez que a estrutura fendlica é comum a todos eles. Esta
conclusdo é permitida pela aplicacdo do teste de Tukey cuja analise estatistica se

apresenta na subsecc¢ao 5.1 dos anexos.

4.3. Distribuicdo do acido galico e dos seus
derivados em sistemas binarios 6leo de
peixe/agua

4.3.1. Determinacao da constante de particao P.

Determinou-se a constante de particéo, P°  do acido galico e dos seus derivados

para uma mistura binéria constituida por 4 mL de 6leo de peixe purificado e 6 mL de
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solucdo tampéo citrato 0,04 M e pH = 3,65, contendo uma concentracdo de 3,0x10° M
do antioxidante, de acordo com o procedimento descrito na secgéo anterior.
Para tal, quantificaram-se espetrofotometricamente os varios antioxidantes na

fase aquosa, e calculou-se o valor da constante de particdo utilizando a Equacéo 58.

* P (AO,) %AO, V,

no _Pi _(AO,) _%AO, V, (58)

Na Tabela 4, encontram-se o0s resultados obtidos para a distribuicdo dos

diferentes antioxidantes nas misturas binarias.

Tabela 4. Percentagem dos diferentes antioxidantes na fase aquosa e oleosa de uma mistura binaria 6leo de
peixe/agua e os valores das constantes de partigao.

Mistura GA MG PG BG oG LG
b|né[|a 46 o (AO)o 3,52 9,42 34,52 59,62 ~100®  ~100%
(viv, 6leo de
peixeltampio % (AO)a  96,5:2,1 90,6 65,5+0,2 40,4+1,1 ~0 ~0
citrato) Pa® 0,05+0,03 0,156+0,001 0,792+0,002 2,21+0,10 >>2721 >>2721

a - valores determinados teoricamente como %A00=100-%A0a
b — valor determinado apenas com uma amostra

Para o galato de octilo (OG) e para o galato de dodecilo (LG) nao foi possivel a
determinacdo da constante de particdo Pf uma vez que a absorvancia do éleo é muito

superior & banda de absorcdo do antioxidante e, portanto, esta Ultima é mascarada.
Através da medicdo espetrofotométrica da regido aquosa das misturas contendo estes
AOs pbde-se concluir que os antioxidantes se encontram cerca dos 100% na regido
oleosa.

Como se esperava, a solubilidade do 4cido gélico é bastante alta na fase agquosa
tendendo a decrescer ja para o galato de metilo. Pelos valores presentes na Tabela 4
verifica-se que, quanto menor for a cadeia carbonada (GA e MG) maior a afinidade do
AO para a fase aquosa e maior a percentagem de AO nesta mesma regido. Ja para 0s
antioxidantes que apresentam uma cadeia carbonada maior, ou seja, os que sao 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 é o
caso do galato de propilo e galato de butilo, verifica-se uma distribui¢cdo do antioxidante

por ambas as fases.
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O valor de P aumenta quatro vezes com o aumento da hidrofobicidade do
composto passando de um P = 0,05 (GA) para P_ = 2,21 (BG). O valor encontrado para
o PG (PAO= 0,792) em emulsdes contendo 6leo de peixe foi semelhante ao encontrado

em misturas contendo azeite e 6leo de milho, P.= 0,73 e P = 0,83, respetivamente

[37]. A natureza da fase oleosa parece ndo afetar o valor da constante de particdo
binaria P?.

Os resultados obtidos sugerem que em emulsbes o GA e 0 MG se devem
distribuir entre a fase aquosa e a interface, o PG e 0 BG entre as trés regides e 0 OG e
0 LG entre a regido oleosa e a interface. 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 extensao isto afeta a sua eficacia antioxidante.

4.4. Distribuicdo do acido galico e dos seus
derivados em emulsbes 0Oleo de
peixe/agua

4.4.1. Distribuicdo do acido gélico e do galato de metilo em
emulsdes Oleo de peixe/tampao citrato (O/A)

4.4.1.1. Determinagé&o do kops mediante o método da derivatizagéo e
célculo da constante de particédo, P,

Nesta determinacdo, e recorrendo ao método de derivatizagdo, estudou-se o
efeito que a fracdo de emulsionante, utilizada em cada uma das emulsdes, apresenta
no valor da constante de velocidade observada (koss) para a reagéo entre o catido de
arenodiazénio e o 4cido galico (GA) e o galato de metilo (MG), em emulsdes 4:6 (v/v,

O/A). Para isso, foram utilizadas frag6es de emulsionante que variaram entre ® = 0,005
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e ® = 0,042. Observou-se que nestas experiéncias os pares de dados absorvancia-
tempo, se ajustaram a uma equacao integrada de primeira ordem (Equacéo 38, seccéo
3.3.3), sendo possivel a partir dela, obter o valor de kons. Nas Figuras 22 e 23 encontram-
se apresentadas a variacao tipica da absorvancia do corante em funcao do tempo, bem
como a representacdo de In (A:- A.) em funcdo do tempo, para 0 GA e para o MG,

respetivamente.
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Figura 22. Variacdo da absorvancia do corante azoéico formado ao longo do tempo e representacao de In [At-A«]
vs tempo para o GA. Condigdes experimentais: emulsao 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65 /
Tween 80), ® = 0,005, [16-ArN;"] = 2,86x10*M, [AQO] = 2,98x10°M, [NED] = 0,019 M, T = 25,7 °C.
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Figura 23. Variacdo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representacédo de In [At-A«]
vs tempo para o MG. Condi¢gdes experimentais: emulsédo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65 /
Tween 80), ® = 0,005, [16-ArNz*] = 2,83x10* M, [AQ] = 3,05x10° 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 fase aquosa e se distribuem muito perto de 100% nesta regido da
emulsao, analisaram-se os resultados com base no modelo simplificado da pseudofase.

A representacdo esquematica da regido interfacial de uma emulsdo com base no
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modelo cinético da pseudofase mostrando a particdo do AO entre as regides interfacial
e aquosa € ilustrada na Figura 13 do ponto 1.4.2.2 do capitulo 1.

Nas Figuras 24 e 25, encontra-se representada a variacao de kqss em funcéo de
@, para ambos os AOs.
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Figura 24. Representacdo de Kkobs € 1/kobs Vs fragdo de emulsionante (®) com os respetivos ajustes as Equacgdes
49 e 50, para 0 GA. Condi¢cdes experimentais: emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65 /
Tween 80), [16-ArN;] = 2,86x10* M, [AQ] = 2,98x103 M, [NED] = 0,019 M, T = 25,7 °C.
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Figura 25. Representagédo de kobs € 1/kobs Vs fragdo de emulsionante (@) com os respetivos ajustes as Equagdes

49 e 50, para 0 MG. Condi¢Ges experimentais: emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampdao citrato 0,04 M, pH 3,65 /
Tween 80), [16-ArN2"] = 2,83x10* M, [AO] = 3,05x10°M, [NED] = 0,019 M, T = 25,7 °C.

Observando as Figuras 24 e 25, verifica-se que ocorre uma diminui¢do do valor
de kobs @ medida que o valor de ®,aumenta. Esta relacdo era esperada pela aplicagédo

do calculo do valor de kobs pela Equacéo 49.
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Da representacao linear de 1/kons Vs @ podem-se obter os parametros a e b
através do ajuste a Equacéo 50 (Seccao 1.4.2.2) a partir dos valores do declive e da

ordenada na origem, onde a=k [AQ,] e b=P, /®,.

Tabela 5. Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados das Figuras 24 e 25 a Equacéo 50.

Composto Parametro Emulséo 4:6 (v/v, O/A)
GA 10%a 0,025+0,010
b 182+17
10%a 0,024+0,002
MG b 239+39

Utilizando os valores de a e b, calcularam-se os valores de ke P4, para o GA e

0 MG presentes na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de Pa' e k| obtidos para a emulsdo 4:6 (O/A) a partir do ajuste dos dados das Figura 24 e 25 &
Equacéo 50.

Composto Emulséo 4:6 (v/iv, O/A)
|
GA P./i . 118+19
ki(M*tsh 0,082+0,003
! +
MG P-/i B 158+60
ki(Mtsh 0,078+0,005

Verifica-se que a percentagem de galato de metilo (MG) na regido interfacial é

ligeiramente superior a de acido galico (GA). Esta constatacao resulta da obtencdo de
uma constante de particdo (PA' = 157,5) cujo valor é mais elevado do que o obtido para
0 acido gélico (PA' = 117,6) sugerindo que a percentagem de MG na regido aquosa €
menor do que a de GA. Comparando este valor com os valores obtidos em estudos ja
realizados para o 4cido gélico (GA) em emulsbes preparadas com 6leo de milho (GA -

PA' = 131) ou azeite (GA - PA' = 101) verifica-se que a natureza da regido oleosa nao

interfere significativamente no valor da constante de particdo PA' [37].

Os valores de k; obtidos para ambos 0s 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
termodin&micos para a transferéncia dos AOs da regido aquosa para a regido interfacial
[29].

Verificou-se que o valor de k; obtido para o acido géalico é também semelhante

ao obtido em estudos anteriores [37].
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4.4.1.2. Analise da distribuicdo do &cido gélico e do galato de metilo

Aplicando as Equagbes 52 e 53 (Seccdo 1.4.2.2) do modelo cinético da
pseudofase simplificado (MCPS) e obtidos os valores de P, , pode obter-se a

percentagem de &cido gélico (GA) e de galato de metilo (MG) na regido aquosa e na

interface, para cada um dos valores de fragao de emulsionante (®)), Figura 26.
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Figura 26. Variagéo da percentagem de GA e MG nas fases aquosa (AQ) e interfacial (IF) do sistema emulsionado.

O &cido gélico (GA) 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 emulséo.

Pela analise da Figura 26, verifica-se que para a fracdo de emulsionante menor,
@, = 0,005, a percentagem de &cido galico que se encontra na regido interfacial é
aproximadamente 50%, aumentando para cerca de 90% a medida que se aumenta a
fragdo de emulsionante até ®, = 0,042. A percentagem de galato de metilo que se
encontra na regido interfacial € de aproximadamente 58% e, aumentando a fracéo de
emulsionante, a percentagem deste derivado na interface aumenta para cerca de 92%
diminuindo por isso a diferenca na percentagem dos AOs presentes na interface a

medida que se aumenta o0 volume de emulsionante.
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A partir da determinagdo 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 26.

4.4.2. Distribuicao do galato de propilo e do galato de butilo
em emulsdes 6leo de peixe/tampao citrato (O/A)

4.4.2.1. Determinacdo do kobs mediante o método da derivatizacéo e
célculo das constantes de partigdo, P, e P,

Estudou-se, como para os compostos referidos anteriormente e recorrendo ao
método da derivatizacao, o efeito que a fracdo de antioxidante exerce sobre o valor de
kobs da reacdo entre o sal de arenodiazénio e o galato de propilo (PG) e o galato de
butilo (BG), em emulsdes 4:6 6leo de peixe/tampao citrato (0,04 M, pH = 3,65, T = 25
°C) para fracdes de emulsionante (Tween 80), compreendidas 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 (Equacéo 55, seccdo 3.4.3)
sendo possivel, a partir dela, obter o valor de kops. Nas Figuras 27 e 28 encontram-se
apresentadas a variacao tipica da absorvancia do corante em funcdo do tempo, bem
como a representacao de In (A:- A-) em funcdo do tempo, para o PG e para o BG,

respetivamente.
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Figura 27. Variacdo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representacao de In [At-Ax]
vstempo parao PG. Condi¢cGes experimentais: emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
80), ® = 0,015, [16-ArNz*] = 2,82x10* M, [AO] = 3,05x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,8 °C.
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Figura 28. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representacédo de In [A-Ax]
vs tempo para o BG. Condi¢8es experimentais: emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween
80), ® = 0,015, [16-ArN;"] = 2,83x10* M, [AQ] = 3,01x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,3 °C.

Pelos valores de PAO (seccdo 4.1.1) indicados anteriormente para estes dois

derivados, espera-se que o galato de propilo e 0 galato de butilo se distribuam entre as
trés regibes da emulsao, regides aquosa, oleosa e interfacial. Por isso, sédo necessarias

duas constantes de particdo para descrever a distribuicdo destes derivados do acido
galico, PA' e Po' , utilizando-se, neste caso, 0 modelo cinético completo da pseudofase

(MCP).
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Figura 29. Representagédo de kobs € 1/kobs Vs fragdo de emulsionante (@) com os respetivos ajustes as Equagdes
30 e 31, parao PG. Condigdes experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween
80), [16-ArNz*] = 2,82x10* M, [AO] = 3,05x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,8 °C.
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Figura 30. Representacdo de kobs € 1/kobs VS fragdo de emulsionante (®)) com os respetivos ajustes as Equacgdes
30 e 31, para o BG. Condigdes experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampéo citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
80), [16-ArNz*] = 2,83x10* M, [AQO] = 3,05x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,2 °C.

Da representacao linear de 1/kops vs @ (Figuras 29 e 30) obtém-se os valores

dos parametros a e b através do ajuste a Equacao 30 e 31 (seccao 1.4.2.1) a partir dos

valores do declive e da ordenada na origem para ambos os compostos (Tabela 7).

Tabela 7. Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados das Figuras 29 e 30 a Equagéo 31.

Composto Parametro Emulséo 4:6 (viv, O/A)
PG 10% a 19,3+2,9
b 409183
10% a 18,6+2,9
BG b 376181

Com o valor de P,f e com a variacdo de kons em funcdo da fracdo de
emulsionante (®) para um sistema emulsionado com uma determinada razéo
Oleo/agua, podem ser obtidas as constantes de particdo PO' e PA' resolvendo um sistema

de duas equacgfes a duas incognitas.

Resolucéo do sistema de duas equacdes a duas incégnitas, Py e P, :

L PIR4I4)
Pa+du! 4R
Pl

PP = oy =0,156

o

Os valores de P, e P, obtidos para a emulséo 4:6 encontram-se na Tabela 8.
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I pl po . . N . 0 -
Tabela 8. valoresde P, , P, P, eki, obtidos a partir da determinag&o espetrofotométricade P, e de vérios

ensaios (Kobs, @) para emulsdes 4:6 (6leo/adgua), T=25 °C.

Emulséo Composto ki(M1s™) Pa! Po' Pa®
46 PG 0,155+0,114 376+13 475+15 0,792+0,008
’ BG 0,162+0,019 559+127 253+56 2,21+0,10

Tanto os valores de P, como os valores de P, séo elevados o que indica a
tendéncia do galato de propilo (PG) e do galato de butilo (BG) se incorporarem na regido
interfacial das emulsdes. Além disso permite afirmar que o processo de transferéncia

destes AOs para a interface € espontaneo (AG =—RT InP). Verifica-se que o valor de
P, para o PG (P, =375,99) é mais baixo do que para o BG (P, =559,31) 0 que se
explica pelo efeito do aumento da hidrofobicidade do AO. Os valores de Po' diminuem

aumentando a hidrofobicidade indicando assim maior solubilidade do BG no 6leo,
guando comparado com o PG (Equacéo 19 e 20, Seccao 1.4.1).

Obtiveram-se resultados similares para o PG em emulsdes preparadas com
azeite (PAI =327,74 e Po' = 449,96) no entanto os valores obtidos para o éleo de peixe

aparentam ser o dobro dos obtidos para o 6leo de milho [37]. Esta diferenca deve-se ao
facto de ndo saber como a natureza do azeite/6leo afeta as constantes de particao e por
consequéncia a distribuicho do AO. Os azeites/0leos comparados apresentam
composicdes distintas e além disso o emulsionante utilizado ndo foi 0 mesmo. Assim a
polaridade dos azeites/6leos comparados € diferente e o préprio azeite pode ter
componentes minoritarios que atuam como emulsionantes e alteram assim a natureza
da interface. Do mesmo modo o valor de k; obtido para o PG é também semelhante ao
obtido em emulstes de 6leo de milho (ki= 0,140) e de azeite (k;= 0,142) [37].

4.4.2.2. Analise da distribuicdo do galato de propilo e do galato de
butilo

Aplicando as Equagbes 35, 36 e 37 do modelo cinético da pseudofase completo
(MCP) e conhecendo os valores de PA' e PO' , Obtém-se a percentagem de galato de

propilo (PG) e de galato de butilo (BG) nas trés regiées da emulsdo (aquosa, oleosa e

interfacial), para cada um dos valores de fragdo de emulsionante (®)), Figura 31.
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Figura 31. Variac&o da percentagem de galato de propilo e galato de butilo nas fases aquosa (AQ), interfacial (IF)
eoleosa (0O) do sistema emulsionado (A), apenas naregido interfacial (B), naregido oleosa (C) enaregido aquosa

(D).

Atendendo a distribuicéo obtida para a fracdo de emulsionante menor verifica-se
gue a percentagem de galato de propilo (PG) que se encontra na regido interfacial é
aproximadamente igual a 68%, aumentando para perto dos 94% 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 fracéo de
emulsionante é incrementada. Verifica-se uma grande diferenga na percentagem de AO
na regido aquosa e na regiao oleosa mas percentagens muito semelhantes na interface
para qualquer fracdo de emulsionante. A media que a concentracdo de ambos 0s
antioxidantes aumenta na regido interfacial (Figura 31 B) nota-se uma diminui¢do da

sua concentracgdo nas regides oleosa (Figura 31 C) e aquosa (Figura 31 D).



56 | FCUP
Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.4.3. Distribuicdo do galato de octilo e do galato de

dodecilo em emulsdes 6leo de peixe/tampéo citrato (O/A)

4.4.3.1. Determinac&o do kobs mediante o método da derivatizacéo e

célculo da constante de particédo, P,

Mais uma vez, recorrendo ao método da derivatizagdo estudou-se o efeito
exercido pela fracdo de emulsionante sobre o valor de kons da reagéo entre o sal de
arenodiazoénio e os galatos de octilo (OG) e dodecilo (LG), em emulsdes 4:6 dleo de
peixe/tampdo citrato (0,04 M, pH = 3,65, T = 25 °C) para fragcdes de emulsionante
(Tween 80) compreendidas entre 0,005 e 0,042. Tal como para 0S COmMpPOStos
anteriores, observou-se que nestas experiéncias os pares de dados absorvancia-tempo
se ajustaram a uma equacédo integrada de ordem 1 (Equacéo 55, secc¢éo 3.4.3) sendo
possivel, a partir dela, determinar o valor de Kops.

Nas Figuras 32 e 33 encontram-se apresentados dois exemplos de uma variacao
tipica da absorvancia do corante em funcao do tempo, bem como a representacédo de In

(At- A<) em funcédo do tempo, para o0 OG e para o LG, respetivamente.
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Figura 32. Variacdo da absorvancia do corante azéico formado ao longo do tempo e representacao de In [At-Ax]
vs tempo parao OG. Condicdes experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
80), ® = 0,015, [16-ArNz*] = 2,83x10* M, [AO] = 3,05x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,2 °C.
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Figura 33. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representacédo de In [A-Ax]
vs tempo para o LG. Condi¢cGes experimentais: emulsao 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween
80), ® = 0,015, [16-ArN;"] = 2,84x10* M, [AQ] = 3,07x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,3 °C.

Para ambos os antioxidantes a determinacé@o da constante de particdo binaria
P,f nao se realizou uma vez que a absorvancia do 6leo de peixe € muito superior a

banda de absorcédo do antioxidante sendo esta Ultima mascarada. Através da medicéo
espetrofotométrica da regido aquosa pode-se concluir que a percentagem de
antioxidante se encontra cerca dos 100% na regido oleosa e por isso aplicou-se o
Modelo Cinético da Pseudofase Simplificado (MCPS) para analisar os dados
experimentais tal como esquematizado na Figura 12 da seccado 1.4.2.2.

Nas Figuras 34 e 35 estdo representadas as variacdes de kops €m funcédo da
fracdo de emulsionante bem como 0s ajustes exponenciais e lineares as Equacdes 40
e 44 do modelo cinético da pseudofase simplificado. Através da sua andlise pode-se
verificar uma diminuicdo do valor de kos & medida que o valor da fracdo de

emulsionante, ®,, aumenta.
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Figura 34. Representacdo de kobs € 1/kobs VS fragdo de emulsionante (®)) com os respetivos ajustes as Equacgdes
40 e 44 para o OG. Condi¢des experimentais: emulsdo 4:6 (6leo de peixe/tampao citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween
80), [16-ArN2*] = 2,83x10* M, [AO] = 3,05x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25,2 °C.
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Figura 35. Representacgédo de kobs € 1/kobs Vs fragdo de emulsionante (@) com os respetivos ajustes as Equagdes
40 e 44 para o LG. Condic6es experimentais: emulséo 4:6 (6leo de peixe/tampdao citrato 0,04 M, pH 3,65 / Tween
80), [16-ArN."] = 2,84x10“M, [AO] = 3,07x10°M, [NED] = 0,019 M, T = 25,3 °C.

Da representacéo linear de 1/kons vs @ (Figuras 34 e 35), obtiveram-se os valores
dos parametros a e b através do ajuste a Equacéo 44 a partir dos valores do declive e

da ordenada na origem para ambos 0s compostos (Tabela 9).

Tabela 9. Valores dos parametros a e b obtidos a partir do ajuste dos dados das Figuras 34 e 35 a Equagédo 44.

Composto Parametro Emulséo (4:6)
oG 10%a 0,458+0,017
b 424459
2
LG 10% a 0,413+0,015

b 342+41
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Utilizando o valor de a e de b calculou-se o valor de kie de P, parao OGe o

LG, apresentando-se esses valores na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de PO' e ki obtidos a partir do ajuste dos dados a Equagao 44.

Composto Emulséo (4:6)
Pl +
0G 5 183+126
ki(M1s?) 0,148+0,009
e P 142+37
ki(M1sT) 0,133+0,005

As constantes de particdo para 0 OG e LG mostram que o valor de PS diminui

para o segundo antioxidante mostrando-se assim coerente com a existéncia de uma
maior solubilidade deste composto na regido oleosa.

De acordo com a Equacao 59 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 PJ menor do que o obtido para o OG.

Pl = ((28))| (59)

Valores destas constantes foram anteriormente obtidos para o galato de octilo

para 6leo de milho ( P5 = 27) e para o galato de dodecilo para azeite (P, = 17) e dleo
de milho (P2 = 17). Verificam-se algumas diferengas entre estes valores e os valores

obtidos para o 6leo de peixe uma vez que se torna dificil perceber qual a influéncia da
natureza do o6leo/azeite no valor das constantes. Além disso o emulsionante utilizado
nas duas experiéncias é distinto.

Relativamente aos valores de k; obtidos para o 6leo de peixe sdo bastante
distintos daqueles obtidos para 6leo de milho e azeite. Para o OG obteve-se um valor
de k; = 35 para o 6leo de milho e para o LG um valor de k = 57 e k; = 59 para 6leo de
milho e azeite, respetivamente. O valor de k depende do meio, dai as diferengas

verificadas entre as diversas experiéncias.
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4.4.3.2. Analise da distribuicdo do galato de octilo e do galato de

dodecilo

Conhecido o valor de P, e aplicando as equagdes do modelo cinético da

pseudofase simplificado (MCPS), obtém-se a percentagem de galato de octilo (OG) e
galato de dodecilo (LG) presente nas regifes oleosa e interfacial da emulséo, para cada

fracdo de emulsionante.
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- -0G:IF -H-0G: O -V-LGIIF -E-1G: 0O

Figura 36. Variacdo da percentagem de OG e LG nas fases oleosa (O) e interfacial (IF) do sistema emulsionado.

Analisando a Figura 36 verifica-se que o0 OG e o LG apresentam um
comportamento idéntico relativo a sua distribuicdo nas regides interfacial e oleosa da
emuls&o. Para a menor fragdo de emulsionante utilizada (®,= 0,005), a percentagem de
galato de octilo (OG) que se encontra na regido interfacial é de aproximadamente 61%.
Aumentando essa fracdo para 0,042 a percentagem deste derivado na interface
aumenta para cerca de 93%. No que diz respeito ao galato de dodecilo (LG) essas
percentagens sao de 65% e 94%, respetivamente, para uma fracdo de emulsionante de
0,005 e 0,042. Mais uma vez verificou-se uma diminuigdo da diferenga entre os AOs

com o aumento da fracdo de emulsionante.
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4.4.4. Andlise comparativa da distribuicdo do acido galico e

dos seus derivados

Na Tabela 11 encontram-se sumariados todos os valores obtidos para as
percentagens de AO na fase aquosa e oleosa numa mistura binaria 4:6 (v/v, dleo de
peixe/tampdo citrato) e numa emulsdo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampao citrato).

Encontram-se ainda registados os valores das contantes de particdo, P, P, , P, €

os valores de k.

Tabela 11. Sumario dos valores das constantes obtidas para o acido galico e seus derivados numa mistura
binéaria4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampéo citrato) e numa emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampéo citrato).

GA MG PG BG 0G LG
Mistura o4 (AO)o 3,52 9,42 34,5 59,62 ~ 100° ~ 100°
b'g?é'a % (AO)a  96,5+2,1 90,6° 65,5£0,2 40,4+1,1 ~0 ~0
P 0,05:0,03  0,156+0,001 0,792+0,002  2,210,10 >> 2,21 >> 2,21
P! 118+19 158+60 376+13 559+127
Em 4‘1“'_'655‘0 Py 475415 253+56 183+126 142437

|(I (M1s1) 0,082+0,003 0,078+0,005 0,155+,018 0,162+0,019 0,148+0,009 0,133+0,005

a - valores determinados teoricamente como %A00=100-%A0a
b — valor determinado apenas com uma amostra

Pela analise dos resultados anteriormente apresentados conjuntamente com a
Figura 37 pode-se perceber como varia a percentagem do acido galico e dos seus
derivados em cada uma das fases (oleosa, aquosa e interfacial) numa emulséo 4:6 (6leo
de peixe/ tampao citrato 0,04 M, pH = 3,65, [AO] =3x1073 M).
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Figura 37. Variagdo da percentagem do acido galico e dos seus derivados no sistema emulsionado (A) na
interface (IF) (B), nafase oleosa (O) (C) e na fase aquosa (AQ) (D) do sistema emulsionado.

Na Figura 37 e na Tabela 12 apresentam-se os valores das percentagens do
acido galico e dos seus derivados presentes nas trés regides da emulsado 4:6 (v/v) 6leo
de peixe/tampao citrato (0,04 M e pH = 3,65).
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Tabela 12. Percentagem (em valor aproximado) do &cido gélico e dos seus derivados para as fragdes de
emulsionante de 0,005 e 0,042, nas trés regi6es da emulséo.

Composto (0] %A0, %A0a %A00

0,005 50 50
GA

0,042 90 10

0,005 58 42
MG

0,042 92 8

0,005 68 21 11
PG

0,042 95 3 2

0,005 69 13 18
BG

0,042 95 2 3

0,005 70 --- 30
oG

0,042 95 —_— 5

0,005 65 35
LG

0,042 94 --- 6

Analisando-se em primeiro lugar os resultados para uma fracdo de emulsionante
de 0,005, verifica-se que 50% do acido gélico (GA) se distribui na regido aquosa sendo
0 antioxidante que 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 interface € ligeiramente
superior. O antioxidante que se distribui em maior percentagem na interface e por isso,
aquele que, em principio, vai ser um melhor inibidor das rea¢fes de oxidacdo lipidica, é
o0 galato de octilo (OG) com uma percentagem de 70%. Este antioxidante, bem como o
galato de dodecilo (LG) foram os AOs de cadeia longa estudados e sdo aqueles que se
distribuem apenas entre a regido interfacial e a oleosa. Os antioxidantes de cadeia
intermédia estudados foram o galato de propilo (PG) e o galato de butilo (BG) que
apresentam um comportamento semelhante relativamente a sua distribuicdo nas
regides da emulsdo, estando presentes em percentagens aproximadas na regido
interfacial, na regido oleosa e na regido aquosa. A relagdo (%0G), = (%BG), = (%PG),
>(%LG); mostra que ndo existe correlacéo entre a hidrofobicidade do antioxidante e a
percentagem de AO presente na interface.

J& na regido aquosa a relacdo (%BG)a < (%PG)a < (%MG)a < (%GA)a permite
verificar que, diminuindo a hidrofobicidade do AO, a sua percentagem aumenta. Assim,
verifica-se a existéncia de uma correlagdo inversa entre estes dois parametros. Na

regiao oleosa, a percentagem de AO correlaciona-se diretamente com a
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hidrofobicidade. Um aumento dessa hidrofobicidade promove o aumento da
percentagem de AO segundo a relagédo (%PG)o < (%BG)o < (%0G)o < (%LG)o.

A percentagem de AO presente na emulsdo na regido interfacial aumenta
guando 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 fases da emulsédo. De notar que com o0 aumento da
fracdo de emulsionante a diferenca de percentagem de AO existente na interface entre
os AOs diminui consideravelmente em especial para os compostos mais lipofilicos.
Assim, a diferenca de percentagem na interface para a fracao de 0,5% de emulsionante
para os compostos GA e OG é de cerca de 20%, diminuindo para cerca de 5% para
emulsGes contendo 4,2% de emulsionante. Pela observacdo destes dados sera
esperada uma menor diferenca na eficacia antioxidante dos compostos em emulsées
contendo maiores percentagens de emulsionante.

A medida que ocorre um aumento da hidrofobicidade dos antioxidantes verifica-
se que os valores das constantes de particdo, PC, incrementam o seu valor desde 0,05
até um valor significativamente superior, 2,21. Esta constante para o GA apresenta um
valor bastante reduzido (PAo = 0,05+0,03) devido a elevada solubilidade dos acidos

fendlicos em agua. Atendendo aos valores obtidos para as constantes de particao
binaria (Tabela 11) e aos obtidos para as percentagens do &cido galico e dos seus
derivados (Tabela 12) verifica-se que os AOs solUveis ha regido aquosa e na oleosa sao
0 PG e 0 BG. Parao OG e 0 LG as constantes de particdo binaria ndo se determinaram,

tal como referido anteriormente, devido a elevada absorvancia do 6leo de peixe

relativamente a do antioxidante.

Os valores das constantes P, e P, sdo elevados para todos os derivados

variando em func¢éo do antioxidante. O valor de PA' aumenta a medida que aumenta a
hidrofobicidade dos AOs e uma relacédo inversa € verificada no que respeita aos valores
|
de B, .
Uma vez que s6 se modifica o tamanho da cadeia alquilica, confirma-se que o

mecanismo de reagdo € idéntico para todos os antioxidantes uma vez que os valores

obtidos para a constante k; sdo bastante similares para os derivados do &acido galico.
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4.4.5. Avaliacao da atividade antioxidante — Teste de estufa
de Schaal

Estudou-se, inicialmente, a atividade antioxidante do acido galico 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 0,6 mM de cada um dos antioxidantes.
Submeteram-se as emulsdes a um teste de aceleracdo oxidativa a uma temperatura de
50 °C. Na Figura 38 esta representada a variacdo da percentagem de dienos conjugados
em funcéo do tempo (dias) para esta primeira experiéncia.
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Figura 38. Variacao da percentagem de dienos conjugados ao longo do tempo de armazenamento numa estufa
termostatizada a 50 °C.

Verificou-se, para uma temperatura de 50 °C e uma concentragdo de
antioxidante na emulsao de 0,6 mM que nenhum AO mostrou efeitos antioxidantes. Pelo
contrario, observou-se efeitos pro-oxidantes para todos os AOs.

Existiu entdo, a necessidade de estudar as condi¢fes de ensaio modificando as
concentracdes de antioxidante. Submeteram-se, ao teste da estufa, emulsdes contendo
GA numa concentracdo de 0,3 mM e 1 mM e ainda emulsdes contendo BG numa
concentracdo de 1 mM. Além destas amostras colocaram-se na estufa amostras
controlo, isto €, amostras sem adi¢do de antioxidante. Os resultados apresentam-se na

Figura 39.
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Figura 39. Variacdo da percentagem de dienos conjugados ao longo do tempo de armazenamento numa estufa
termostatizada a 50 °C, com emuls@es contendo diferentes concentracdes de antioxidante.

Pela analise dos resultados apresentados na Figura 39, verificou-se a
necessidade de aumentar 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 emulsées de 1,25 mM e para uma
temperatura de estufa de 40 °C. Determinou-se o grau de oxidacao lipidica das amostras
ao longo do tempo através da determinacdo do conteddo de dienos conjugados. A
Figura 40 representa o tempo necessario para o conteido de dienos conjugados

alcancar o valor de 0,5% nas emulsdes com 1% de Tween 80.
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Figura 40. Tempo 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).
Condicdes experimentais: emulsdes 4:6 (Oleo de peixe/ftampéo citrato, 0,04 M, pH = 3,65 /Tween 80), [AO] = 1,25
mM, T =40 °C.

De acordo com o tempo que o contetdo em dienos conjugados demora a atingir
o valor de 0,5%, para a percentagem de emulsionante de 1%, a ordem da atividade
antioxidante obtida foi OG = BG = LG > EG > MG > GA. O “Paradoxo Polar” prevé que
antioxidantes mais polares sejam mais eficazes em meios menos polares e que
antioxidantes menos polares sejam mais eficazes em meios mais polares como é o caso
de sistemas emulsionados do tipo O/A. Nao foi possivel observar diferencas na eficacia
antioxidante dos galatos de butilo, octilo e dodecilo. Estes resultados estdo de acordo
com os obtidos por Medina et. al [38] para uma série de ésteres do acido géalico em
emulsdes de O6leo de peixe/agua. Estes autores ndo observaram diferencas
significativas para os galatos de hexilo, dodecilo, octilo, decilo e hexadecilo, mas
observaram um decréscimo na atividade antioxidante para o galato de butilo e
octadecilo.

A atividade antioxidante numa emulsdo depende da particdo dos antioxidantes
entre as diferentes fases que a constituem, da estabilidade dos antioxidantes e muito
particularmente dos fendbmenos interfasicos ao nivel da interface Oleo/agua. Desta
forma, a concentragdo de antioxidante na interface tera um papel importante no que
respeita a estabilidade oxidativa das emulsdes. Os antioxidantes que se encontram em
maior percentagem na interface, para uma mesma quantidade de emulsionante,

parecem exercer uma melhor atividade antioxidante.
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4.45.1. Avaliagéo do efeito da fragcdo de emulsionante na atividade

antioxidante

Realizou-se uma segunda experiéncia em que foram utilizadas, para um mesmo
antioxidante, emulsdes contendo diferentes quantidades de emulsionante. Na Figura 41
esta representado o tempo que o contetdo em dienos conjugados demorou a alcancgar
o valor de 0,5% nas emulsbes de 0,5%, 1% e 2% de emulsionante, para alguns
antioxidantes (GA, EG, BG, OG e LG).

O tempo que o conteado em dienos conjugados demorou a alcancar o valor de
0,5% diminuiu com o aumento da percentagem de emulsionante para a maioria dos

antioxidantes.
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Figura 41. Tempo (Dias) para que as emulsdes 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; 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/tamp&o
citrato, 0,04 M, pH = 3,65 /Tween 80), [AQ] = 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. Na secgéo
Anexos apresenta-se a andlise estatistica obtida utilizando o software SPSS.

Segundo a distribuicdo dos antioxidantes nas emulsdes, com o aumento da
fracdo de emulsionante, a percentagem de antioxidante na interface, também aumenta.
Contudo, ocorre simultaneamente uma diluicdo do antioxidante na interface que ndo &

suficiente para contrabalangar o acréscimo de AO nessa regido.
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Verifica-se que os antioxidantes que apresentavam uma cadeia alquilica maior
apresentaram também uma maior eficacia antioxidante (BG, OG e LG) embora nédo se
tenha observado diferencgas estatisticamente significativas na eficicia antioxidante para
uma mesma percentagem de Tween 80. Os antioxidantes de cadeia mais curta (GA e
EG) apresentaram uma eficacia menor relacionada com a distribuicdo dos AOs pelas
trés regides da emulsao como se pode verificar pela andlise da Tabela 13 existindo uma
correlagéo da %A0, com a hidrofobicidade do antioxidante como se indica na Figura 42.

Tabela 13. Percentagem (em valor aproximado) do acido gélico e dos seus derivados para as fragdes de
emulsionante de 0,005, 0,01 e 0,02, nas trés regi6es da emulsao.

Composto O] %A0| %A0A %A00
0,005 50 50
GA 0,01 66 34
0,02 80 20
0,005 58 42
MG 0,01 72 28
0,02 84 16
0,005 68 21 11
PG 0,01 79 14
0,02 88 8 4
0,005 69 13 18
BG 0,01 80 8 12
0,02 88 5 7
0,005 70 30
OG 0,01 82 18
0,02 90 10
0,005 65 35
LG 0,01 72 8

0,02 88 12
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Figura 42. Correlagao da distribuicdo e da eficacia antioxidante com a hidrofobicidade dos AOs para ®=0,005.

Pela andlise da tabela pode-se concluir, por outro lado, que a pequena
percentagem distribuida na regido oleosa parece influenciar positivamente a
estabilidade oxidativa em emulsdes, ou seja, para uma percentagem semelhante de AO
na interface, as emulsbes contendo uma maior percentagem de AO na fase oleosa sao

mais estaveis.
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Capl'tulo 5 —Concluséao

A utilizacdo de antioxidantes (AOs) na estabilizacdo de emulsdes tem vindo a
aumentar uma vez que se tem tornando necessario aumentar o tempo de prateleira de
varios alimentos constituidos por emulsées. Os AOs utilizados podem-se distribuir por
toda a emulsdo podendo estes encontrar-se ndo s6 nas fases aquosa e oleosa, como
também na regido interfacial destes sistemas. Assim, a atividade de cada antioxidante
nos sistemas emulsionados vai depender de diversos fatores tais como a temperatura,
0 pH, a propria estrutura do antioxidante considerado e da sua localizacdo no sistema
emulsionado. Muitos dos antioxidantes utilizados na industria alimentar apresentam
uma elevada solubilidade em agua. Com o objetivo de encontrar novos antioxidantes
com menor solubilidade na regido aquosa da emulsdo e, consequentemente maior
solubilidade nas regifes oleosa e interfacial tém sido desenvolvidos novos AOs que
cumpram estas caracteristicas.

Ao longo deste trabalho estudou-se a distribuicdo do acido galico e dos seus
derivados (todos compostos comerciais) em emulsdes alimentares modelo através da
determinacdo das constantes de particdo do AO entre as regibes aquosa-interfacial e
oleosa-interfacial de emulsfes alimentares modelo. Estimou-se ainda a constante de
velocidade, ki, da reacdo entre os antioxidantes e os ides 4-hexadecilbenzenodiazonio
gue decorre nainterface. Apds a andlise dos resultados, concluiu-se que dos dois acidos
de cadeia curta estudados o acido galico (GA) esta distribuido em igual percentagem
nas regiées aquosa e interfacial e o galato de metilo (MG) apresenta uma percentagem
ligeiramente mais elevada na interface relativamente ao primeiro embora também se
encontre distribuido somente pela interface e fase aquosa. Ja os derivados de cadeia
intermédia, galato de propilo (PG) e galato de butilo (BG), mostraram estar distribuidos
nas trés regides da emulsdo, sendo na interface que apresentam uma maior
percentagem. O galato de octilo (OG) e o galato de dodecilo (LG) foram os antioxidantes
de cadeia longa estudados e distribuem-se ambos apenas entre as regifes oleosa e
interfacial. O antioxidante que apresentou a maior percentagem na regido interfacial foi

0 OG e, deste modo deveria ser o AO a apresentar a maior capacidade para proteger a
emulséo das reacdes da oxidagdo lipidica. Em relagdo aos valores de Po' obtidos

observou-se uma diminuicdo com o aumento da hidrofobicidade dos derivados do &cido
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Y

gélico. Pelo contrario, os valores de P, aumentam a medida que aumenta a

hidrofobicidade dos compostos.

Por andlise dos valores de k; obtidos para os galatos, verificou-se que estes séo
muito semelhantes entre si 0 que indica que existe uma reatividade intrinseca muito
semelhante para todos os antioxidantes dado que unicamente se modifica o tamanho
da cadeia alquilica.

Realizou-se ainda o estudo da atividade antiradicalar dos compostos através da
aplicacao do método do DPPH®*. Pode-se concluir que, em solu¢cdo metandlica, ao fim
de 5 minutos os galatos ndo apresentam diferenca significativa na sua atividade frente
ao radical DPPH, consequéncia da estrutura fenélica comum a todos eles. No entanto,
os valores de ECso obtidos para o acido galico diferem ligeiramente dos obtidos para os
seus derivados.

Realizou-se o estudo da eficacia dos diversos antioxidantes em emulsées 6leo
de peixe/ Tween 80/ tampao citrato através do teste de estufa de Schaal. Inicialmente o
estudo foi realizado para emulsées contendo 1% de Tween 80 e verificou-se que o
antioxidante que apresentou uma maior eficacia antioxidante foi o galato de octilo (OG),
0 mesmo antioxidante que se descobriu apresentar uma maior percentagem na regiao
interfacial. No entanto, pela analise estatistica verifica-se que os valores obtidos para o
galato de octilo (OG), galato de butilo (BG) e galato de dodecilo (LG) ndo diferem
significativamente entre si, 0 que estd de acordo com a pequena diferenca observada
na percentagem deste AO na interface. Posteriormente foi realizado um novo teste de
estufa, neste caso variando a fracdo de Tween 80 nas emulsdes (0,5%, 1% e 2%).
Constatou-se que o tempo que o contetdo em dienos conjugados demora a alcancar o
valor de 0,5% diminui com o aumento da percentagem de emulsionante. Segundo a
distribuicdo dos antioxidantes nas emulsdes, com o0 aumento da fracdo de emulsionante,
a percentagem de antioxidante na interface, também aumenta. Contudo, ocorre
simultaneamente uma diluicdo do antioxidante na interface que ndo € suficiente para
contrabalancar este aumento de AO nessa regido. Para emuls6es com a fracdo de
emulsionante mais elevada (®,=0,042), apesar de os AOs apresentarem uma
percentagem semelhante na interface, verificou-se que as emulsdes contendo AO
distribuido na interface e na fase oleosa foram significativamente mais estaveis que as
emulsdes contendo AQO distribuido apenas pela interface e fase aquosa.

Com este estudo foi entdo possivel aumentar significativamente a estabilidade

oxidativa de emulsdes contendo 6leo de peixe, normalmente muito instaveis do ponto
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de vista quimico e de muito dificil protecdo. O AO mais adequado para efetuar esta
protecédo foi o OG, antioxidante ja permitido por lei (E311) para utilizacdo em alimentos.

A concentracdo necessaria para efetuar esta protecdo foi um pouco elevada,
1,25 mM, mas ainda dentro dos limites utilizados em produtos diatéticos onde este AO
pode ser utilizada até cerca de 1,4 mM [1]. Para obter a maxima eficacia antioxidante
por parte deste devera ser utilizada a quantidade minima possivel de emulsionante
necessaria para estabilizar a emulséo fisicamente.
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1. Avaliacao da Atividade Antiradicalar

1.1. Método do DPPH*

Para completar a secdo 4.2.1 do capitulo 4 apresentam-se os graficos
correspondentes a variacdo da absorvancia do radical de DPPH a medida que ele reage
com o antioxidante ao longo do tempo, em segundos e gréficos relativos a variacao da

percentagem de DPPH*® em func¢éo da relagdo mol AO/mol DPPH®.

1.1.1. Acido Galico (GA)
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Figura 43. Variagdo da absorvancia do radical DPPH* (A=515 nm) na presenca de diferentes concentragoes de
acido galico -e- 0,061 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,081 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,10 mol de AO/mol DPPH?, -«-
0,12 mol de AO/mol DPPH?*, -e- 0,14 mol de AO/mol DPPH?*, -e- 0,16 mol de AO/mol DPPH®*, T=25°C.
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Figura 44. Representacgédo da variagdo da percentagem de DPPH*® com a concentragdo de acido galico, expressa
em mol AO/mol DPPH?*, para os distintos tempos de reacdo, com o correspondente ajuste linear.
-e- 5 minutos, -e- 15 minutos, -¢- 30 minutos, -+- 60 minutos
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1.1.2. Galato de Metilo (MG)
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Figura 45. Variagdo da absorvancia do radical DPPH* (A=515 nm) na presenca de diferentes concentracoes de
galato de metilo -e- 0,055 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,073 mol de AO/mol DPPH?, -- 0,091 mol de AO/mol DPPH?,
-¢- 0,11 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,13 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,15 mol de AO/mol DPPH®*, T=25°C.
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Figura 46. Representacdo da variagdo da percentagem de DPPH® com a concentragdo de galato de metilo,
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, -«- 60 minutos

1.1.3. Galato de Etilo (EG)
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Figura 47. Variagdo da absorvéancia do radical DPPH* (A=515 nm) na presenca de diferentes concentracdes de
galato de etilo -e- 0,046 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,062 mol de AO/mol DPPH?*, -e- 0,077 mol de AO/mol DPPH?,
-0- 0,093 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,11 mol de AO/mol DPPH?*, -e- 0,12 mol de AO/mol DPPH?*, T=25°C.
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Figura 48. Representacado davariacdo da percentagem de DPPH® com a concentragdo de galato de etilo, expressa
em mol AO/mol DPPH?*, para os distintos tempos de reacdo, com o correspondente ajuste linear.
-e- 5 minutos, -e- 15 minutos, -e- 30 minutos, -+- 60 minutos

1.1.4. Galato de Propilo (PG)
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Figura 49. Variagdo da absorvancia do radical DPPH* (A=515 nm) na presenca de diferentes concentragoes de
galato de propilo -e- 0,051 mol de AO/mol DPPH?*, -e- 0,065 mol de AO/mol DPPH?®, -¢- 0,084 mol de AO/mol DPPH?®,
-0- 0,10 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,12 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,13 mol de AO/mol DPPH*, T=25°C.
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Figura 50. Representacdo da variagcdo da percentagem de DPPH® com a concentracdo de galato de propilo,
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, -+- 60 minutos
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1.1.5. Galato de Octilo (OG)
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Figura 51. Variagdo da absorvancia do radical DPPH* (A=515 nm) na presenca de diferentes concentracoes de
galato de octilo -e- 0,053 mol de AO/mol DPPH?*, -e- 0,070 mol de AO/mol DPPH?, -¢- 0,088 mol de AO/mol DPPH?,
-¢-0,11 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,12 mol de AO/mol DPPH?, -e- 0,14 mol de AO/mol DPPH®*, T=25°C.
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Figura 52. Representacédo da variagdo da percentagem de DPPH® com a concentracdo de galato de octilo,
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, -«- 60 minutos

1.1.6. Galato de Dodecilo (LG)
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Figura 53. Variagdo da absorvéancia do radical DPPH*® (A=515 nm) na presenca de diferentes concentracées de
galato de dodecilo -e- 0,046 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,062 mol de AO/mol DPPH?®, -¢- 0,077 mol de AO/mol
DPPH?®, -¢- 0,093 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,11 mol de AO/mol DPPH?®, -e- 0,12 mol de AO/mol DPPH®, T=25°C.
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Figura 54. Representagao da variacdo da percentagem de DPPH® com a concentragdo de galato de dodecilo,
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, -¢- 60 minutos

2. Distribuic&o do acido galico e dos seus
derivados em sistemas binarios oleo de

peixe/agua

Para obter a percentagem de cada antioxidante estudado na regido aquosa ou
oleosa de uma mistura binaria 6leo de peixe/tampdo citrato prepararam-se soluc¢des
padrdo metandlicas de cada um deles com o objetivo de tracar uma reta de calibracao.
Com a medicdo espetrofotométrica de cada antioxidante e com a reta de calibracéo
obtiveram-se as percentagens de cada antioxidante na regido aquosa ou oleosa da

mistura. Este procedimento € apresentado nas figuras e tabelas seguintes.

2.1. Acido Galico (GA)

Para a determinagdo da reta de calibracdo utilizou-se uma solugdo de &cido

gélico 5,85x10°% M em 1 mL de metanol, a qual se encontra representada na Figura 55.
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Abs = 9216, 248% [GA]-0,0058

Figura 55. Reta de calibrac&o do acido galico (GA) em solugédo metanélicaa um comprimento de onda de 269 nm

erespetiva equacao dareta.

Para o procedimento utilizado, conforme esquematizado na Figura 16 da Secéo

3.3, realizaram-se varias medi¢cbes espetrofotométricas da regido aquosa das amostras

utilizadas neste estudo, obtendo-se os valores médios da absorvancia do acido galico

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Valores das absorvancias obtidas para cada uma das amostras contendo acido gélico.

Amostra 1 Amostra 2
0,5405 0,5467
0,5467 0,5567
Absorvéancia 0,5405 0,5554
0,5368 0,5650
0,5313 0,5560
Média (Abs) 0,5385 0,5558

Com a curva de calibragéo e interpolando o valor médio das absorvancias (Média

(Abs)) na equacdo da reta, obtiveram-se as percentagens de acido galico

correspondentes a cada amostra, na regido aquosa. Exemplificam-se os calculos

aplicados para a obtencéo destas percentagens utilizando os valores obtidos para a

Amostra 1.
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Amostra 1

AbSamostrar = 0, S3858

Reta de calibragéo : Abs = 92/¢, 3484 [GA] -0, 0058
0,53858 = 92]¢6 , 3484 [GA] - 0, 0058
[GA]=$,97x/0"M

Atendendo a diluicéo,

$,97%707 x 2200% 107 =[GA],, x/00x /0
[GAl . =7,59%70°M

[GA] =7,68x107° M

inicial regido quosa mistura binaria

1,59%707
%GAegiéo quosa W X

%GAregiéo quosa =9 %

700

O mesmo procedimento foi utilizado para a Amostra 2 obtendo-se uma
percentagem de 4cido galico na regido aquosa de 98%. A percentagem de 4cido galico
presente na regido aquosa €

95+ 98

%GAegiéo quosa = 96’ S%

_ ., |O5-%, )Y +(98-9,5)°

=+
sGAregiﬁo quosa / _2, /

%GAYegiéo quosa = (96’ SE 2’ /) %

Nas subsecc¢des seguintes o procedimento anterior € apresentado somente com

os graficos correspondentes e os resultados finais.

2.2. Galato de Metilo (MG)

Para a determinacgéo da reta de calibracéo utilizou-se uma solugéo de galato de

metilo 6x10° M em 1 mL de metanol, a qual se encontra representada na Figura 56.
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Figura 56. Retade calibracao do galato de metilo (MG) em solugcdo metandlicaa um comprimento de onda de 269
nm e respetiva equacédo dareta.

Tabela 15. Valores das absorvancias obtidas para a amostra contendo galato de metilo.

Amostra 1

0,5034

0,5082

Absorvancia 0,5112

0,5201

0,5157

0,5288

0,5183

Média (Abs) 0,5151

% MG = 90,6%

regido quosa

2.3. Galato de Propilo (PG)

Para a determinacao da reta de calibracéo utilizou-se uma solugéo de galato de

propilo 7,07x10° M em 1 mL de metanol, a qual se encontra representada na Figura 57.
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Figura 57. Reta de calibragdo do galato de propilo (PG) em solugcdo metandlica a um comprimento de onda de
269 nm e respetiva equacao da reta.

Tabela 16. Valores das absorvancias obtidas para cada uma das amostras contendo galato de propilo.

Amostra 1 Amostra 2
0,3577 0,3691
0,3601 0,3691
Absorvancia 0.3720 0.3504
0,3535 0,3630
0,3730 0,3570
0,3712 0,3559
Média (Abs) 0,3646 0,3622
% PG 65,6 65,3
%PG =65,520,2%

regido quosa

2.4. Galato de Butilo (BG)

Para a determinagéo da reta de calibragédo, utilizou-se uma solugéo de galato de

butilo 6,63x10° M em 1 mL de metanol, a qual se encontra representada na Figura 58.
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Figura 58. Reta de calibragao do galato de butilo (BG) em solu¢do metandlicaa um comprimento de onda de 269
nm e respetiva equacédo dareta.

Tabela 17. Valores das absorvancias obtidas para as amostras retiradas de misturas binarias contendo galato
de butilo.

Amostra 1l Amostra 2
0,255 0,2201
Absorvancia 0,25604 0,2306
0,2585 0,2275
0,2553 0,2285
0,2562 0,2287
Média (Abs) 0,2563 0,2271
%BG 41,2 39,6
% BG =40,%+7,7%

regido quosa

2.5. Galato de Octilo e Galato de Dodecilo (OG e LG)

Para ambos os antioxidantes néo foi possivel a determinacdo da constante de
particdo PAo uma vez que a absorvancia do 6leo € muito superior & banda de absor¢éo

do antioxidante e, portanto, esta Ultima é mascarada. Através da medicédo
espetrofotométrica da regido aguosa pode-se concluir qgue o antioxidante se encontra

cerca dos 100% na regido oleosa.
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3. Distribuicdo do acido galico e dos seus
de

derivados

peixe/agua

em

emulsdes Oleo

De seguida apresentam-se os gréficos da variagdo da absorvancia do corante

azoico formado ao longo do tempo e a representacéo de In [A~-A«] Vs tempo, para 0s

antioxidantes estudados, para diferentes fracoes de Tween 80 (A, B, C, D, E e F).

A 572 nm

3.1. Acido Gélico (GA)
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Figura 59. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representacédo de In [A-Ax]
vs tempo para o GA para as diversas fragoes de Tween 80 (® = 0,005 (A), ® = 0,008 (B), ® = 0,015 (C), ® = 0,022
(D), ® = 0,031 (E), ® = 0,042 (F)). Condi¢cdes experimentais: emulsédo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampédo citrato 0,04
M, pH 3,65/ Tween 80), [16-ArN,*] = 2,86x10*M, [AO] = 3x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.

3.2. Galato de Metilo (MG)
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Figura 60. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representacédo de In [A-Ax]
vs tempo para o MG para as diversas fragoes de Tween 80 (® = 0,005 (A), ® = 0,008 (B), ® = 0,022 (C), ® = 0,031
(D), ® = 0,042 (E). Condic8es experimentais: emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween
80), [16-ArN2*] = 2,86x10* M, [AO] = 3x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.

3.3. Galato de Propilo (PG)
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Figura 61. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representagao de In [A-Ax]
vs tempo para o PG para as diversas fracées de Tween 80 (® = 0,005 (A), ® = 0,008 (B), ® = 0,015 (C), ® = 0,022
(D), ® = 0,042 (E). Condic8es experimentais: emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween

80), [16-ArN2"] = 2,86x10 M, [AO] = 3x103M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.

3.4. Galato de Butilo (BG)

08

08

0 50 100 150 200

Tempols

||||I||||I||||I|||\|t||||I||||I||||

0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo/s

Ln(At -Ainf)

Ln(At-Ainf)

08

0,6

A 572 nm
o
~

0,2

08

o
[=2]

A 572 nm
o
~

0,2

0
B -
-2
% o i
° ° ]
||||I||||I||||I||||_4
100 200 300 400
Tempol/s
0
D |
\ 1o
4
L[]
L g N ® -
||||\||||I||||I||||_6
500 1000 1500 2000
Tempols

Ln(At -Ainf)

Ln(At -Ainf)

93



94

FCUP
Anexos - Informacao Suplementar

08 $

0,2

500

1000
Tempols

0
2
é
<
=)
-
-4
[ ]
6
2000

Figura 62. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representagao de In [A-Ax]
vs tempo para o BG para as diversas fragoes de Tween 80 (® = 0,005 (A), ® = 0,008 (B), ® = 0,015 (C), ® = 0,031
(D), ® = 0,042 (E). Condic8es experimentais: emulséo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampé&o citrato 0,04 M, pH 3,65/ Tween

80), [16-ArN2"] = 2,86x10 M, [AO] = 3x103M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.

3.5. Galato de Octilo (OG)
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Figura 63. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representagao de In [A-Ax]
vs tempo para o OG para as diversas fragoes de Tween 80 (® = 0,005 (A), ® = 0,008 (B), ® = 0,015 (C), ® = 0,022
(D), ® = 0,031 (E) e ® = 0,042 (F). Condicbes experimentais: emulsdo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampdao citrato 0,04
M, pH 3,65/ Tween 80), [16-ArN,*] = 2,86x10“M, [AO] = 3x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.

3.6. Galato de Dodecilo (LG)
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Figura 64. Variacao da absorvancia do corante az6ico formado ao longo do tempo e representagao de In [A-Ax]
vs tempo para o LG para as diversas fragoes de Tween 80 (® = 0,005 (A), ® = 0,008 (B), ® = 0,015 (C), ® = 0,022
(D), ® = 0,031 (E) e ® = 0,042 (F). Condicbes experimentais: emulsdo 4:6 (v/v, 6leo de peixe/tampdao citrato 0,04
M, pH 3,65/ Tween 80), [16-ArN,*] = 2,86x10*M, [AO] = 3x10° M, [NED] = 0,019 M, T = 25 °C.

4. Teste de estufa de Schaal

Nesta seccdo encontram-se os resultados das medicbes da percentagem de

dienos conjugados formados para o tempo de permanéncia das amostras na estufa.
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Figura 65. Variacdo da percentagem de dienos conjugados ao longo do tempo de armazenamento numa estufa
termostatizada a 40 °C, com emulsdes contendo 1% de Tween 80 e 1,25 mM de antioxidante.
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Os dados retirados deste grafico encontram-se apresentados na Tabela 18 e
foram utilizados para a elaboracgéo do grafico de barras presente na Figura 40 da seccao
4.4.5 do capitulo 4.

Tabela 18. Tempo para que as emulses contendo 1% de emulsionante atingissem o contetido em CD de 0,5%.

Composto Dias = DP
Controlo 12,60+0,36
GA 11,95+0,35
MG 13,75+0,35
EG 17,15+0,07
BG 19,05+0,07
oG 19,37+0,45
LG 18,90+0,10

Nas Figuras 66, 67 e 68 estdo representadas as variacdes da percentagem de
dienos conjugados em funcéo do tempo (dias) para amostras contendo 0,5%, 1% e 2%

de Tween 80, respetivamente, e uma concentracdo de 1,25 mM de antioxidante.

% CD

01234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930313233
Tempo (dias)
—@— Controlo —@—GA EG BG —@—0G —e—LG

Figura 66. Variacao da percentagem de dienos conjugados ao longo do tempo de armazenamento numa estufa
termostatizada a 40 °C, com emulsdes contendo 0,5% de Tween 80 e 1,25 mM de antioxidante.
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Figura 67. Variacdo da percentagem de dienos conjugados ao longo do tempo de armazenamento numa estufa
termostatizada a 40 °C, com emulsdes contendo 1% de Tween 80 e 1,25 mM de antioxidante.
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Figura 68. Variacdo da percentagem de dienos conjugados ao longo do tempo de armazenamento numa estufa
termostatizada a 40 °C, com emulsdes contendo 2% de Tween 80 e 1,25 mM de antioxidante.

Os dados retirados dos graficos acima apresentados encontram-se
apresentados na Tabela 19 e foram utilizados para a elaboracdo do grafico de barras

presente na Figura 41 da secc¢éo 4.4.5 do capitulo 4.
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Tabela 19. Tempo para que as emulsdes contendo 0,5%, 1% e 2% de emulsionante atingissem o contetdo em
CD de 0,5%.

0,5% Tween 80 1% Tween 80 2% Tween 80
Composto Dias = DP Dias = DP Dias = DP
Controlo 8,47+0,06 8,93+0,40 8,00+0,26
GA 10,50+0,71 8,85+0,07 8,25+0,21
EG 13,67+0,29 14,43+0,51 8,30+0,00
BG 18,10+0,99 16,97+0,64 14,30+0,00
oG 18,17+0,14 17,10+0,42 14,20+0,14
LG 17,20+0,69 17,10+0,17 14,17+0,15

5. Analise estatistica

5.1. Método do DPPH*

5 minutos
Composto N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
LG 2 ,0933
oG 3 ,1009 , 1009
GA 3 , 1025 ,1025 ,1025
Tukey HSD® MG 3 , 1078 , 1078 , 1078
PG 3 , 1117 , 1117
BG 3 , 1122 , 1122
EG 3 , 1175
Sig. ,100 ,307 ,073 ,077

Sao exibidas as médias para 0s grupos em subconjuntos homogéneos.
a. Usa o Tamanho da Amostra de Média Harmonica = 2,800.
b. Os tamanhos de grupos séo desiguais. A média harmonica dos tamanhos de grupos é

usada. Os niveis de erro de Tipo | ndo sdo garantidos.
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Composto

LG
oG
GA
MG
PG
BG
EG
Sig.

Tukey HSD#P

w W W w w w N

15 minutos

1

,0896
,0930

,258

Subconjunto para alfa = 0.05
2 3 4
,0930
,0946
, 1022
,1069 ,1069
,1073
,914 ,061 1,000

Sao exibidas as médias para os grupos em subconjuntos homogéneos.

a. Usa o Tamanho da Amostra de Média Harmonica = 2,800.

,1128
1,000

b. Os tamanhos de grupos séo desiguais. A média harmonica dos tamanhos de grupos é usada. Os

Composto

LG
oG
GA
MG
PG
BG
EG
Sig.

Tukey HSDaP

W W W wWw w w N

niveis de erro de Tipo | ndo sdo garantidos.

30 minutos

,0879
,0908

,329

Subconjunto para alfa = 0.05
2 3 4
,0908
,0923
,0994
,1037 ,1037
,1038
,878 ,058 1,000

Sao exibidas as médias para 0s grupos em subconjuntos homogéneos.

a. Usa o Tamanho da Amostra de Média Harmonica = 2,800.

,1100
1,000

b. Os tamanhos de grupos séo desiguais. A média harmonica dos tamanhos de grupos é usada. Os

niveis de erro de Tipo | ndo séo garantidos.



FCUP 101
Anexos - Informacdo Suplementar

60 minutos
Subconjunto para alfa = 0.05
Composto N
1 2 3
LG 2 ,0870
oG 3 ,0893
GA 3 ,0911
Tukey HSD*P ME 2 ——
BG 3 ,1002
PG 3 , 1011
EG 3 ,1086
Sig. ,053 ,276 1,000

Sao exibidas as médias para os grupos em subconjuntos homogéneos.
a. Usa o Tamanho da Amostra de Média Harmonica = 2,800.
b. Os tamanhos de grupos séo desiguais. A média harmonica dos tamanhos

de grupos é usada. Os niveis de erro de Tipo | ndo sédo garantidos.

5.2. Teste de estufa de Schaal

5.2.1. 1% Tween 80

DIAS

Duncan?b

AMOSTRA N Subset for alpha = 0.05

1 2 3 4 5 6
11,33

100
1

3

2
4

12,60
13,75
14,90
16,73

18,60
12 18,90
8 19,37
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 ,125

W W W w wWw N W w

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,824.
b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are

not guaranteed.
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52.2. 0,5%, 1% e 2% Tween 80

Controlo - Dias

Duncan?
% Tween 80 N Subset for alpha = 0.05
1
2,0 3 8,0000
5 3 8,4667
1,0 3
Sig. ,088
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
GA - Dias
Duncan?
% Tween 80 N Subset for alpha = 0.05
1
2,0 3 8,6333
1,0 3 8,8000
5 3
Sig. ,698
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.
EG - Dias
Duncan?
% Tween 80 N Subset for alpha = 0.05
1
2,0 3 7,7333
,5 3
1,0 3
Sig. 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

8,4667
8,9333
,088

2

10,4000
1,000

2

13,6667
14,4333
,082
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BG - Dias
Duncan?
% Tween 80 N Subset for alpha = 0.05

1

2,0 3 14,3000
5 3 16,9667
1,0 3 16,9667
Sig. ,056
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.

OG - Dias
Duncan®P
% Tween 80 N Subset for alpha = 0.05

1 2

2,0 2 14,2000
1,0 3 17,4000
,5 3 18,1667
Sig. 1,000 ,134

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,571.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are
not guaranteed.

LG - Dias
Duncan?
% Tween 80 N Subset for alpha = 0.05

1 2

2,0 3 14,1667
1,0 3 17,1000
,5 3 17,2000
Sig. 1,000 ,781

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3,000.



