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Resumo

Resumo

A oxidagdo lipidica constitui a principal causa de deterioragdo dos corpos
gordos (lipidos e matérias gordas) e de todos os produtos que a partir deles sdo
formulados (e.g. alimentos, medicamentos), contribuindo quer para uma diminui¢do da
sua qualidade sensorial e nutricional, quer para a redugdo do seu tempo de vida. Para
retardar o fenomeno de oxidagdo, recorre-se frequentemente a adi¢do de compostos
antioxidantes, de origem natural ou sintética. A insatisfagdo quanto a seguranca
toxicologica e a eficicia dos compostos actualmente usados, tem motivado um interesse
crescente pela procura de novos antioxidantes a partir de compostos modelo
amplamente presentes no reino vegetal (e.g. acidos benzdicos € cindmicos).

Neste trabalho procedeu-se & sintese e elucidagiio estrutural de derivados de
acidos cindmicos (ésteres metilicos e propilicos dos acidos cafeico, ferulico, isoferulico
e hidrocafeico) (Parte A) e a avaliagdo das potenciais actividades anti-radicalar (Parte
B) e antioxidante (Parte C).

Os referidos compostos foram obtidos por esterificagdo acido-catalisada e a
caracterizagdo das respectivas estruturas foi efectuada por RMN de 'H e de °C, IV e
EM-IE.

Para a determinacdo da actividade anti-radicalar dos compostos sintetizados,
dos seus acidos precursores, do (+)-o-tocoferol e do éacido galhico e seus ésteres
metilico e propilico, foi seleccionado um método ndo enzimatico do tipo colorimétrico,
tendo por base a reactividade dos compostos com o radical estavel 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH"). Os resultados obtidos permitiram concluir que a eficacia anti-
radicalar é determinada por alguns aspectos da estrutura molecular dos compostos. A
esterificagdo parece influenciar de modo diferente o comportamento dos cinamatos e
dos galhatos.

A determinagdo da resisténcia a oxidacfio do oleo de girassol refinado pelo
método Rancimat (Metrohm), permitiu avaliar e comparar a eficacia antioxidante dos

ésteres propilicos sintetizados e dos compostos antioxidantes galhato de propilo e (+)-c-




Resumo

tocoferol. O trabalho experimental realizado permitiu estabelecer, para as condigBes
experimentais usadas, uma ordem relativa de poder antioxidante: galhato de propilo >
hidrocafeiato de propilo > cafeiato de propilo >> (+)-a-tocoferol > isoferulato de
propilo > ferulato de propilo. Em termos de estabilidade oxidativa, parece ndo haver
qualquer vantagem na adigdo ao 6leo de girassol quer dos derivados dos acidos ferulico

e isoferulico, quer de um suplemento de (+)-a-tocoferol.

xii
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Abreviaturas

% Inib. - Percentagem de inibigdo do DPPH’
a-TOH - (+)-a-Tocoferol

A - Absorvéncia

AH - Antioxidante priméario

AOM - Método do oxigénio activo

Aprox. - Aproximadamente

ArQ’ - Radical fenoxilo

A’ - Espécie radicalar obtida a partir de um antioxidante primario
BHA - Butil-hidroxianisol

BHT - Butil-hidroxitolueno

B" - Espécie radicalar

C - Acido cafeico

CC - Cromatografia em coluna

CCF - Cromatografia em camada fina

CM - Cafeiato de metilo

Conc. - Concentragdo

CP - Cafeiato de propilo

CV% - Coeficiente de variagido

DCC - N,N-Diciclo-hexilcarbodiimida

DMSO-d; - Dimetilsulfoxido hexadeuterado

DPPH-H - 1,1-Difenil-2-picril-hidrazina

DPPH" - Radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo

EHL - Equilibrio hidréfilo-lipofilo

EM-IE - Espectrometria de massa por impacto electronico
ESR - Ressonancia electronica de spin

F - Acido ferulico

Fig. - Figura
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FM - Ferulato de metilo

FP - Ferulato de propilo

FTIR - “Fourier transform infrared”
G - Acido gélhico

GM - Galhato de metilo

GP - Galhato de propilo

HC - Acido hidrocafeico

HCM - Hidrocafeiato de metilo
HCP - Hidrocafeiato de propilo

HOO’ - Radical hidroperéxido

HO’ - Radical hidroxilo

I - Acido isofertilico

ICs - Concentragdo necessaria para reduzir 50% da quantidade inicial de DPPH’

IM - Isoferulato de metilo

IP - Isoferulato de propilo

IUPAC - “International Union of Pure and Applied Chemistry”

IV - Infravermelho

lit. - Literatura

M*™ - Iio molecular

N.D. - Néo determinado

0, - Anido radical superoxido

Pag. - Pagina

PAO - Poder antioxidante

PAR - Poder anti-radicalar

PF - Ponto de fusdo

RH - Acido gordo insaturado

RMN - Ressonincia magnética nuclear

RMN *C - Ressondncia magnética nuclear de carbono treze
RMN 'H - Ressondncia magnética nuclear protonica

RO - Resisténcia a oxidacgédo
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ROOH - Hidroperoxido lipidico
ROO" - Radical peroxilo
ROS - Espécies reactivas de oxigénio

RO’ - Radical alcoxilo

R - Radical alquilo

SAR - Relagdo estrutura-actividade

Sens - Fotossensibilizador no estado fundamental
Sens* - Fotossensibilizador no estado excitado

T amb. - Temperatura ambiente

TMS - Tetrametilsilano

UV - Ultravioleta

UV/Vis - Ultravioleta e visivel

Simbolos

A - Comprimento de onda, em nm
& - Desvio quimico, em ppm

v - Numero de onda, cm™

d - Dupleto

dd - Duplo dupleto

J - Constante de acoplamento, em Hz
m - Multipleto

m/z - Relagido massa/carga

s - Singuleto

t - Tripleto

t - Tempo

u.m.a. - Unidades de massa atomica




Estrutura e Apresentagio

Estrutura e Apresentacio

A presente dissertagdo encontra-se subdividida em quatro capitulos:

Introducio Geral
Versa aspectos gerais da oxidag#o lipidica, da acgdo dos antioxidantes e da

pesquisa e desenvolvimento de novos compostos com actividade antioxidante.

Parte A - Sintese de Derivados de Acidos Cinimicos
Consiste na abordagem de aspectos gerais da nomenclatura de acidos
cindmicos e derivados, e dos processos de esterificagdo de acidos carboxilicos
em geral e de acidos cinimicos em particular. E feita uma descriio das

sinteses efectuadas e da elucidagdo estrutural dos ésteres obtidos.

Parte B - Determinac¢io da Actividade Anti-radicalar
Inclui uma abordagem geral da actuagdo dos antioxidantes fenolicos e a
descrigdo do fundamento do método usado (método do DPPH") e do trabalho

experimental efectuado. Os resultados obtidos sdo apresentados e discutidos.

Parte C - Determinacio da Actividade Antioxidante
Refere aspectos gerais dos ensaios de estabilidade dos lipidos e do tipo de
substrato lipidico usado. Descreve o fundamento do método utilizado (método
do Rancimat), o trabalho experimental realizado e os resultados obtidos. Inclui

ainda a sua interpretacdo e respectiva concluséo.

A bibliografia usada encontra-se indicada no final de cada um dos capitulos.
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Introdugio geral

1. Aspectos gerais da oxidacdo lipidica

Os lipidos desempenham um importante papel no que respeita a qualidade de
certos produtos alimentares, particularmente em relagio as propriedades organolépticas
que os tornam desejaveis (e.g. flavour, cor, textura). Por outro lado, conferem valor
nutritivo aos alimentos, constituindo uma fonte de energia metabolica, de vitaminas
lipossoliveis (e.g. A, D, E e K) e de acidos gordos essenciais (e.g. acidos linoleico,
linolénico e araquidénico) [1]. Alguns destes aspectos aplicam-se igualmente a outros
tipos de produtos como os cosméticos e os medicamentos.

A oxidagio lipidica é um fenémeno esponténeo e inevitavel, constituindo a
principal causa de deterioragdo dos corpos gordos (lipidos e matérias gordas) e todos os
produtos que a partir deles sdo formulados (e.g. alimentos, cosméticos, medicamentos).
Afastados do seu contexto de protecgdo natural, os corpos gordos sofrem altera¢des do
tipo oxidativo, no decurso de processos de transformagdo e armazenamento, as quais
tém uma implicagdo directa na qualidade sensorial e nutricional, na seguranga, no tempo
de vida e no valor comercial dos produtos. O rango representa, para o consumidor ou
para o transformador industrial, uma importante causa de depreciagio ou rejeigdo dos
produtos, razdo pela qual o controlo da estabilidade oxidativa dos produtos lipidicos se
revela um aspecto essencial [2-9].

Os fenomenos de oxidagdo dos corpos gordos dependem de mecanismos
reaccionais diversos e extremamente complexos, 0s quais estdo relacionados com o tipo
de estrutura lipidica e o meio onde esta se encontra. O nimero e a natureza das
insaturagdes presentes, o tipo de interface entre os lipidos e o oxigénio (fase lipidica
continua, dispersa ou em emulsdo), a exposi¢do a luz, o calor, a presenca de agentes
pro-oxidantes (e.g. ides metalicos de transigdo) ou antioxidantes, sdo factores
determinantes da estabilidade oxidativa dos lipidos [10-12].

Os acidos gordos insaturados sdo o principal alvo da degradagfio oxidativa, a

qual pode ocorrer por varias vias, em fungdo do meio e dos agentes catalisadores (fig.

1).
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Autoxidagdo

Fig. 1 - Diversidade dos mecanismos de oxidacfio (adaptado de [10]).

Fotoxidacao:

O mecanismo de fotoxidagdo de gorduras insaturadas € promovido
essencialmente pela radiagdo UV em presenga de sensibilizadores (e.g. clorofila,
mioglobina), e envolve a participagio de oxigénio singuleto ('Oz) como intermediario
reactivo [10, 13, 14].

O processo envolve reacgdes radicalares, cujo resultado é a formacdo de
hidroperéxidos diferentes dos que se observam na auséncia da luz e de sensibilizadores,

e que por degradagio posterior originam aldeidos, dlcoois e hidrocarbonetos [8, 15].
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Autoxidaciao:

A autoxidacgfio é um processo dindmico que evolui ao longo do tempo.

Trata-se de um fenomeno puramente quimico e bastante complexo, envolvendo
reacgdes radicalares capazes de auto-propagagdo, e que dependem do tipo de acgdo
catalitica (temperatura, ides metalicos, radicais livres, pH) [10].

A sequéncia reaccional € classicamente dividida em trés etapas (fig. 2) [1].

e Iniciaciio, durante a qual ocorre a formagéo de um radical lipidico (2) apos
abstracgiio de um atomo de hidrogénio alilico a partir de uma molécula de

acido gordo insaturado (1) por ac¢do de um iniciador.

e Propagacdo, desencadeada pela reac¢do rapida dos radicais lipidicos com
o oxigénio molecular originando a formagdo de radicais peroxilo (3). Estes
podem por sua vez reagir com novas moléculas de acido gordo insaturado,
com consequente formagdo de novos radicais lipidicos e de hidroperoxidos
(4). A quebra homolitica da ligagio O-O dos hidroperoxidos pode
igualmente originar a formagio de outras espécies radicalares,
nomeadamente radicais alcoxilo (5) e hidroxilo (6), ajudando a propagar a

cadeia reaccional.

e Terminacio, a qual envolve a reac¢do entre dois radicais com formagio de
produtos ndo radicalares estaveis. Desta forma ocorre a interrupgdo da

etapa de propagagio.
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A evolugio oxidativa de uma matéria gorda compreende trés estagios

sequenciais (fig. 3) [2, 10, 11, 15, 16]:

Fig. 3 - Evolugiio oxidativa de uma matéria gorda [10].

1. Desaparecimento dos substratos de oxidagio (oxigénio, lipido insaturado).

2. Aparecimento dos produtos primarios de oxidagdo (peroxidos e
hidroperoxidos instaveis), cuja estrutura depende da natureza dos acidos

gordos presentes.

3. Aparecimento dos produtos secundarios de oxidag@o (compostos volateis €
ndo volateis) obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos e cuja natureza e
proporgdo dependem de diversos parimetros. A formagdo deste tipo de
produtos (e.g. aldeidos, cetonas, alcoois, e hidrocarbonetos) esta
directamente relacionada com as alteragdes das propriedades sensoriais (e.g.
aparecimento de off flavours e off odors) e fisico-quimicas dos produtos

oxidados [11].
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A extensdo do processo de autoxidagdo € determinada pela quantidade e tipo de

substratos de oxidagio e pela interacgdo entre as espécies radicalares envolvidas.

Oxidacdo Enzimatica:

A oxidagdo lipidica pode ocorrer por catalise enzimatica, nomeadamente por
ac¢do da lipoxigenase. Esta enzima actua sobre os acidos gordos poliinsaturados (e.g.
4cidos linoleico e linolénico, e seus ésteres), catalisando a adigdo de oxigénio a cadeia
hidrocarbonada poliinsaturada. O resultado ¢ a formag#io de peroxidos e hidroperoxidos
com duplas ligagdes conjugadas, os quais podem envolver-se em diferentes reac¢des
degradativas, semelhantes as observadas para os processos de autoxidagdo, originando
diversos produtos [17]. O processo de catilise enzimatica decorre com maior
especificidade, em termos de substrato e de produtos finais, do que o processo de
autoxidacdo [15].

Um aspecto importante da actuagio da lipoxigenase € o que se relaciona com a
sua capacidade para co-oxidar substratos (carotenoides, tocoferois, clorofila, proteinas,

etc.), sendo responsavel pela iniciagdo de novos processos oxidativos [15].

2. Aspectos gerais da accido dos antioxidantes

Nos tltimos anos, a preocupagdo constante de proporcionar aos consumidores
produtos de alta qualidade levou a adopgdo de medidas que permitem reduzir ou limitar
o fendmeno de oxidagio durante as fases de processamento, manuseamento e

armazenagem dos produtos [2, 18, 19]:

e escolha de processos que limitem as operagdes de arejamento e os

tratamentos térmicos;
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e utilizagio de matérias-primas refinadas, de boa qualidade, com baixos
teores de agua e isentas de agentes pro-oxidantes;

e armazenamento a baixas temperaturas e em atmosfera inerte;

e adig3o de antioxidantes;

¢ utilizagdo de embalagens estanques e opacas a radiacdo UV,

e etc.

Deste conjunto de ac¢des, a adigio de compostos antioxidantes €, sem duvida,
uma das praticas mais frequentes [11].

Os antioxidantes podem definir-se como substdncias que, numa concentragdo
consideravelmente menor que a do substrato oxidavel, retardam o processo oxidativo,
diminuindo a velocidade inicial da reac¢dio ou prolongando o seu periodo de indugéo.
Contudo, ndo suprimem de forma definitiva o fenomeno da oxidagdo lipidica [2, 10, 20].

O seu uso esta sujeito a legislagio positiva (natureza, dominio ¢ dose de
aplicagdo). Baixo custo de obtengo, facilidade de emprego, eficacia, termorresisténcia,
“neutralidade” organoléptica e auséncia reconhecida de toxicidade, sio algumas das
premissas para a sua utilizagdo a nivel industrial [2, 21, 22].

De acordo com a sua fungdo, os antioxidantes podem subdividir-se em
primarios ou terminadores de cadeia (chain-breaking), preventivos e secundarios [23,
24].

Os antioxidantes primarios ou terminadores de cadeia actuam ao nivel das
etapas de iniciagdo ou de propagagio do processo de autoxidagdo, promovendo o
bloqueio da cadeia reaccional radicalar (fig. 4). O mecanismo de ac¢do geralmente

aceite para este tipo de compostos envolve a cedéncia de electrdes ou atomos de
hidrogénio aos radicais presentes (e.g. radicais alquilo R"), peroxilo (ROO") e alcoxilo
(RO")), os quais sdo convertidos em produtos mais estaveis (e.g. RH, ROH, ROOH).

Paralelamente ocorre a formagdo de novas espécies radicalares (A") a partir das

moléculas do antioxidante (AH), as quais sdo suficientemente estaveis e incapazes de

iniciar e/ou propagar a cadeia reaccional [23-25].
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Alguns autores sugerem a existéncia de um segundo mecanismo
.« . i ro. . L ] ==
complementar, o qual envolve a participagdo das espécies radicalares A~ em reacgdes de
e & . n & e . ~ i S [
adigdo aos radicais responsaveis pela propagacdo da autoxidagdo. Os radicais A~ actuam

como aceitadores de electrdes, formando produtos estaveis (e.g. RA, ROA, ROOA) [23,

25].

0,
02 L] \ /
R C=
/ r 4 N
ROO" rO® = WA
A AH
ROOA
ROA ROH RO® <= -——
ROOH rROO" ’

{

Fig. 4 — Mecanismos de actuagiio dos antioxidantes primérios.

Os antioxidantes preventivos e secundarios retardam a autoxidagdo sem
intervir directamente na cadeia reaccional radicalar. Entre os mecanismos pelos quais

exercem a sua actividade citam-se [23, 24];

e Accdo quelante de metais pro-oxidantes (e.g. ferro, cobre);
e Decomposi¢io de hidroperoxidos lipidicos com formagdo de produtos
estaveis, evitando assim a formagdo de novas espécies radicalares (e.g.

dilaurilditiopropionato);

11
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e Regeneragio de antioxidantes primarios através da cedéncia de atomos de
H aos radicais formados apés a sua actuagio,

e Quenching de oxigénio singuleto ('0,) (e.g. B-caroteno);

e Fungdes miltiplas conjugando algumas das formas de actuagdo

anteriormente descritas.

Encontram-se descritos alguns efeitos sinérgicos entre compostos antioxidantes
primarios e preventivos. A acgdo sinergista resulta da combinagio dos respectivos
mecanismos de actuagdo e permite, em algumas situagdes, reduzir a dose eficaz dos
antioxidantes primarios e alargar o seu campo de aplicagio [23, 24].

E importante referir que em certas situagdes (e.g. concentragdes elevadas) os
antioxidantes podem exercer um efeito pro-oxidante, favorecendo os processos de

degradacg@o oxidativa [23, 24].

3. Pesquisa e desenvolvimento de novos compostos antioxidantes

A maior parte dos antioxidantes usados comercialmente sdo compostos
fendlicos de origem natural (e.g. tocofertis) ou sintética (e.g. alquilgalhatos, BHT,
BHA), os quais actuam de uma forma geral como antioxidantes primarios.

Os antioxidantes de origem sintética tém revelado maior capacidade de
protec¢do contra os fenomenos oxidativos. No entanto, questdes que se relacionam
directamente com a toxicidade de alguns desses compostos (e.g. suspeita de actuagdo do
BHT como promotor da carcinogénese) conduziram a sua rejeicdo generalizada,
independentemente das sua alta estabilidade, baixo custo e outras vantagens
tecnologicas [26-29].

A realizagiio de diversos trabalhos com extractos de plantas tem permitido
isolar e identificar novos compostos com propriedades antioxidantes, a maior parte dos
quais apresenta estruturas fenolicas (e.g. acidos fendlicos, flavonoides) [6, 30-32]. Porém,

esses compostos de origem natural tém demonstrado na maior parte dos casos uma
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menor eficacia de ac¢dio quando comparados com os antioxidantes sintéticos legalmente
permitidos, facto para o qual contribui sobretudo a sua menor estabilidade nas
condigdes normais de processamento e manuseamento dos produtos [3].

A insatisfagio quanto a eficacia e seguranga dos compostos antioxidantes
actualmente usados em produtos alimentares, cosméticos ou medicamentos, motiva a
realizaciio de estudos de pesquisa e desenvolvimento de novos antioxidantes, obtidos
nfio sd a partir de fontes naturais, mas também por sintese quimica total ou por
modificacdo molecular.

Os acidos fendlicos do tipo benzbico e cindmico encontram-se amplamente
distribuidos no reino vegetal, fazendo parte do sistema antioxidante endogeno [33]. Estes
compostos encontram-se sobretudo na forma de ésteres de acidos orginicos ou de
glicosideos, e raramente como acidos livres [34-39]. Como consequéncia dessa
ubiquidade encontram-se também presentes em muitos alimentos, influenciando de
modo significativo algumas das suas propriedades, nomeadamente as caracteristicas
organolépticas, a estabilidade e o valor nutricional [34, 40-42].

Os diferentes tipos de actividades biologicas associadas a este grupo de
compostos (e.g. anti-inflamatéria, antiviral, antitrombotica, anticarcinogénica,
antimutagénica, antioxidante) justificam o potencial interesse da sua aplicagdo em
diferentes areas, nomeadamente alimentar e farmacéutica [34, 40, 42-51].

Os resultados promissores de alguns estudos de determinagdo da potencial
actividade anti-radicalar e/ou antioxidante de derivados de &cidos benzoicos e
cindmicos, sugerem a escolha deste grupo de compostos como modelo para a obtengdo
de novos antioxidantes [34, 42, 45, 46, 49, 50].

O tipo de metodologias a usar para a avaliagdo da actividade anti-radicalar e/ou

antioxidante foram ja revistas num trabalho anteriormente apresentado [33].
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1. Introducio

1.1. Nomenclatura de acidos cinimicos e derivados

Os principios gerais da nomenclatura de produtos naturais € compostos
relacionados estio descritos na secgio F da IUPAC [1]. De um modo geral €
recomendado o uso de nomes triviais para compostos naturais € nomes
semissistematicos para compostos estruturalmente relacionados, de origem natural ou
sintética.

O termo “4cido cindmico™ é usado para designar o composto da fig. 1. A
denominagdo genérica de acidos cindmicos engloba os compostos que possuem a
estrutura geral do acido cinadmico e substituintes em diferentes posigdes.

O sistema de numeragdo indicado na estrutura da fig. 1 esta de acordo com as
regras da [UPAC para a classificagdo trivial e/ou semissistematica [1]. O nome
sistematico do 4cido cindmico, recomendado pelo Chemical Abstracts, corresponde ao

acido 3-fenil-2-propenoico [2].

s A LA cooH

Fig. 1 - Estrutura do Acido cinimico.

Uma das propriedades caracteristicas dos acidos cindmicos € a possibilidade de
existéncia de isomerismo cis/trans. Actualmente o Chemical Abstracts propde para
estes compostos a nomenclatura Z e £ (e.g. o acido frans-cindmico, acima representado,
¢ designado por (F)-3-fenil-2-propendico) [2, 3]. Embora esta convengdo seja aceite pela

IUPAC, a organizagdo salvaguarda que “o uso desta nomenclatura ndo impede a
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aplicagio da designagdo frans e cis nas discussdes de relagdes estéricas de um tipo
genérico ou grupos de interesse particular” [1].
Os nomes triviais e semissistematicos dos acidos trans-cindmicos referidos ao

longo desta dissertagdo estdo indicados na tabela 1.

9
R C
R,
- Compostos. .
Nome trivial - : i 4+ Ry M
S Nomesemissistematico | - o
Acido cafeico (C) OH OH
Acido 3,4-diidroxicinimico
Acido ferilico (F) OH OCH;
Acido 4-hidroxi-3-metoxicinimico
Acido Isoferalico (I) QOCH; OH
Acido 4-hidroxi-3-metoxicinimico

Tabela 1 - Nomes triviais e semissistematicos de acidos trans-

cinimicos.

O analogo do acido frans-cafeico hidrogenado nas posi¢des o e B corresponde
ao composto com o nome trivial de acido hidrocafeico (HC) ou diidrocafeico, e nome
semissistematico acido 3,4-diidroxi-hidrocindmico, o qual serd igualmente citado neste
trabalho.

Os ésteres dos acidos cindmicos (-COOR) sdo designados genericamente de
cinamatos. A nomenclatura usada para estes compostos ¢ a consagrada pela [UPAC
para os ésteres dos acidos carboxilicos (e.g. o éster metilico do acido frams-cindmico €
designado por frans-cinamato de metilo). E normalmente mantida a numeraggo do 4cido

cindmico correspondente [1].
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Ao longo deste trabalho serdo usados, preferencialmente, os nomes triviais dos
compostos, de acordo com a convengio da IUPAC. A nomenclatura segundo as normas

do Chemical Abstracts esta incluida em 2. (pag. 28) [2].

1.2. Processos gerais de esterificacdo de acidos carboxilicos

Os acidos carboxilicos podem reagir com alcoois originando a formagdo de

ésteres. Esta reac¢do de condensagdo é genericamente designada de esterificagdo (fig. 2)

(4]

0
R—C_ *

N\

OH

Fig. 2 — Equagio geral da reaccio de esterificagio.

As reacgdes de esterificagdio sdo reversiveis e ocorrem muito lentamente na
auséncia de catalisadores. Contudo, quando se usa um acido forte (e.g. acido sulfurico
ou acido cloridrico) como catalisador (esterificagdo de Fischer), este tipo de reacgdes
atinge o equilibrio ao fim de poucas horas. Como a posigdo de equilibrio determina a
quantidade de éster que se forma, o uso de um dos produtos de partida (acido
carboxilico ou alcool) em excesso aumenta o rendimento da reacg¢do, em fungdo da
quantidade de reagente limitante presente no meio reaccional [4, 5].

O rendimento dos processos de esterificagio pode também ser melhorado
através da remogdo de agua a medida que esta se forma no meio reaccional (e.g. por
destilagdo simples, por destilagdo de uma mistura azeotropica com benzeno ou com
auxilio de tamises moleculares), ou em alternativa promovendo o aquecimento do meio

reaccional [4-6].
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A activagio de acidos carboxilicos, e a subsequente conversdo em ésteres, pode
ser efectuada na presenga de um agente condensante. Entre os mais citados incluem-se
carbodiimidas (e.g. N,N-diciclo-hexilcarbodiimida (DCC)) e os derivados do imidazol
(e.g. N,N’-carbonildiimidazol) [7-9]

Os factores estéricos afectam a velocidade da reaccdo de esterificagdo. A
presenca de grupos volumosos nas moléculas dos reagentes (acido e/ou alcool)
compromete significativamente o sucesso da reacgdo. Este facto explica os fracos
rendimentos obtidos em processos de esterificagdo directa envolvendo alcoois terciarios
(51

A esterificagio acido-catalisada ocorre segundo um mecanismo tipico de

adigdo nucleofilica (fig.3):

) | D . em . gfE Be B
R—C—OH R—C—OH R—C—OH R—C—0H, R—C—O—-R
H o O
| s v
L 0 R H R
RI
H-II+
0
R—C—OR'

Fig. 3 — Mecanismo da reacgio de esterificacdo com catdlise dcida.

A esterifica¢do via cloreto de acilo ou anidrido de acido constitui um método
alternativo a esterificagio directa.

A preparagio de cloretos de acilo a partir dos acidos correspondentes €
normalmente efectuada com tricloreto de fosforo (PCl3), pentacloreto de fosforo (PCls)
ou cloreto de tionilo (SOCly). Os cloretos de acilo sdo mais reactivos que o0s

correspondentes acidos carboxilicos, pelo que a reac¢do de adigdo nucleofilica ocorre
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mais rapidamente e com bom rendimento, ndo necessitando do catalisador (fig. 4) [5].
Por vezes ¢ frequente a adigio de piridina ao meio reaccional, a qual reage ndo s6 com o
HCI que se liberta, evitando a ocorréncia de reacgdes laterais acido-catalisadas, mas

também com o cloreto de acilo, formando um intermediario ainda mais reactivo [4].

i PCl;, PCls ou SOCL, I R'OH i
“OH g -HCI “OR

Fig. 4 — Obtengiio de ésteres via cloreto de acilo.

Os anidridos de acidos carboxilicos podem também reagir com alcoois e
conduzir & obtengdo de ésteres (fig. 5) [4]. Os anidridos de acido podem obter-se, entre

outros processos, pela reacgfo do respectivo cloreto de acilo com o sal sodico do acido

[5].

O
i
0 0 —C
I I RCOONa B ROH ? T
R—C_ “— Rl - O R~C, + R—C_
OH Cl R—C OR' OH

Fig. 5 — Obtenciio de ésteres via anidrido de dcido.

O processo de transesterificagdo, catalisada por um acido ou por uma base,
permite igualmente obter ésteres (fig. 6). Este método permite a conversdo de ésteres de
baixo ponto de ebuligdo em ésteres de ponto de ebuligdo superior. O mecanismo
reaccional subjacente é idéntico ao da hidrélise de um éster [6, 10].

Na transesterificagfio, o equilibrio é deslocado no sentido dos produtos pelo

aquecimento a refluxo do meio reaccional [4, 6].
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(”) 0
R—C,_*R—OH —— &R-C + ROH

OR' A “OR"

Fig. 6 — Esquema geral do processo de transesterificacdo.

Encontra-se ainda referido na literatura um outro processo de obtengdo de
ésteres com base na reac¢do de sais sodicos dos acidos carboxilicos com brometos e
iodetos de alquilo primérios e secundarios, a temperatura ambiente € em solventes

aproéticos dipolares [6].

1.3. Obtengdo de ésteres de acidos cindmicos

Nos ultimos anos foram efectuados alguns estudos relativos as condigdes de
preparagdo de ésteres de acidos cindmicos e compostos aparentados [7, 8, 11-14].

Entre os métodos usados citam-se:

e Esterificagdo com catalise acida;

e Esterificagdo via cloretos de cinamoilo;

e [Esterificagdio de acidos cindmicos na presenga de N, N-diciclo-
hexilcarbodiimida (DCC) e piridina;

e Esterificagio de acidos cindmicos na presenga de N,N-diciclo-

hexilcarbodiimida e 4-pirrolidina.

Os compostos sintetizados neste trabalho foram obtidos por esterificagio

directa de acidos cindmicos, catalisada por um acido forte (fig. 7).

26




CH;OH

Acido fertlico (F) OCH; OH
Acido isoferilico (I) OH OCH;

Q ou Q
R C CH; CH, CH OH R Cx.. R
™ ~ OH - ™ \O 3
A
R; R;
G B R L )
“Acido cafeico (C)  OH  OH Cafciato de metilo (CM) OH OH CH;

Cafeiato de propilo (CP) OH OH CGiH,
Ferulato de metilo (FM) OCH; OH CH;
Ferulato de propilo (FP) OCH; OH GCiH;
Isoferulato de metilo IM) OH OCH; CH;
Isoferulato de propilo (IP) OH OCH; GH;

CH,O0H

~Composto e
Acido hidrocafeico (HC)

“Hidrocafeiato de metilo (HCM)  CH;
Hidrocafeiato de propilo (HCP)  CsH;

Fig. 7 — Esquema geral das sinteses efectuadas.

A metodologia usada algumas vantagens:

e Envolve a utilizagdo de reagentes de uso corrente, sendo portanto
economicamente favoravel;
e A reacgio decorre num s passo e é relativamente rapida;
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e A purificagio dos produtos obtidos ¢, de uma forma geral, simples e rapida,
e Qs rendimentos obtidos sio satisfatorios;

e O processo é adequado ao tipo de matéria-prima. Alguns trabalhos
demonstraram que a obtengdo de cloretos de acilo de compostos com
estrutura catecolica (e.g. acidos cafeico e hidrocafeico) requer uma etapa
preliminar de protecgdo do grupo catecol. Por outro lado, na reacgdo de
esterificacdo com a DCC ocorre a ligagdo irreversivel do catalisador aos
acidos cindmicos, devido provavelmente a existéncia de um sistema o,p-
insaturado [11, 14].

|
Os acidos cindmicos, e os seus derivados, usados neste trabalho possuem um
padrio de substituigio adequado para a realizagio de um estudo preliminar de relagdo

estrutura-actividade (SAR).

2. Condi¢des Experimentais
2.1, Instrumentacio

1

| e As pesagens foram efectuadas em balanga Mettler AE 100.

e Os solventes foram evaporados com auxilio de pressdo reduzida, usando um

evaporador rotativo “Buichi”.

| e Os pontos de fusdo (PF) foram determinados num microscopio de Kofler da marca

“Reichert Thermovar” e ndo foram corrigidos.

e Os espectros no infravermelho (IV) foram registados num espectrofotometro ATI

Mattson Genesis Series FTIR, usando pastilhas de brometo de potassio (Uvasol,
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Merck) contendo aproximadamente 1% de amostra, ou filmes entre duas pastilhas
de KBr.
Somente as bandas de absor¢do mais importantes se encontram referidas (Umix.

cm™).

e Os espectros no ultravioleta (UV) foram registados num espectrofotometro UV/Vis

Varian Cary 1E, a partir de solugdes etandlicas.
Somente as bandas de absor¢io mais importantes se encontram referidas (Amax.,

nm).

o Os espectros de massa (EM) foram registados num espectrometro VG AutoSpec

(impacto electronico (IE)) e referidos em m/z (% intensidade relativa).

e Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos num aparelho
Bruker AMX 300, a temperatura ambiente, a partir de solugdes (conc. 10 mg/0,5 ml)
de cada um dos compostos em DMSO-ds (Uvasol, Merck), com grau de deuteragao
superior a 99,0%. Como referéncia interna usou-se o TMS.

Nos espectros de ressonéncia magnética nuclear de protdo (RMN 'H), registados
a 300,13 MHz, indica-se o desvio quimico (8, ppm), o niumero de protdes, a
multiplicidade e a(s) constante(s) de acoplamento (/, Hz).

Nos espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono treze (RMN B0,

registados a 75,47 MHz, indica-se o desvio quimico (6, ppm).

2.2. Cromatografia

e Na cromatografia em camada fina (CCF) usou-se como fase estacionaria gele de
silica 60 GF3s4 (Merck), com uma espessura de 0,25 mm, e placas pré-revestidas de
gele de silica 60 Fas4 (Merck) e de celulose (Merck), com espessura de camada de

0,2 e 0,1 mm, respectivamente.
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As fases moveis sio referidas em cada sintese, mencionando no caso de misturas
de solventes a propor¢do volumétrica dos varios componentes.

Os cromatogramas foram revelados por acgdo da luz ultravioleta (UV) de
comprimentos de onda 254 e 366 nm, vapores de iodo e/ou solugdo aquosa de

cloreto férrico a 10% (p/v).

e Nos processos de purificagio por cromatografia em coluna (CC) usou-se como fase

estacionaria gele de silica 60 (0,2-0,5 mm, Merck). As fases méveis usadas sdo
referidas em cada sintese, mencionando no caso de misturas de solventes a
propor¢io volumétrica dos varios componentes. Em todos esses processos

recolheram-se fracgOes de aproximadamente 15 ml.

2.3. Reagentes e solventes

Os solventes e reagentes utilizados foram todos de qualidade pro analysi ou “para

sintese” das firmas Merck, Aldrich e Sigma.

A verificagdo da pureza dos reagentes foi efectuada por analise comparativa dos
valores de PF e dos dados de IV obtidos experimentalmente, e os descritos na

literatura.

2.4. Generalidades

A evolugdo e o final das reac¢es de sintese foram acompanhados por CCF, em

diferentes eluentes e adsorventes, e por espectrofotometria no I'V.

O ultimo passo dos processos de purificacio foi, sempre que possivel, a

cristalizagéo.
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e Os critérios de pureza adoptados foram, sempre que possivel, a nitidez e consténcia
do ponto de fuséio (PF) e a observagdo de uma unica mancha em cromatografia em
camada fina, fazendo variar a fase estacionaria e a composig@o da fase movel.

e Apos purificagiio os compostos foram acondicionados em frascos de vidro dmbar,

com rolha de borracha, e mantidos em atmosfera de azoto.

2.5. Sintese dos ésteres metilicos e propilicos de acidos frans-cinimicos

A esterificagdo dos acidos frans-cafeico, frans-ferilico, frams-isoferilico e
trans-hidrocafeico foi obtida por catalise acida segundo o método de Pearl e Beyer

modificado [15].

Método geral para a preparaciio dos compostos:

Os acidos frans-cindmicos correspondentes (cerca de 1,0 g) foram dissolvidos
em metanol (200 ml) ou 1-propanol (400 ml). A solugio foi adicionado HzSOs
concentrado (1,0 ml) e a mistura foi aquecida a refluxo, com agitagdo magnética,
durante cerca de 3 horas (tempo ao fim do qual se observou por CCF néo existir produto
de partida). Apos reacgdo, o solvente foi parcialmente evaporado até cerca de metade
com auxilio de pressdo reduzida. A solugdo arrefecida foi vertida em gelo (50 g),
neutralizada com uma solugdo de Na,CO; a 10% e, em seguida, extraida com éter
etilico (3x150 ml). As fases organicas resultantes foram reunidas, lavadas com agua
(3x100 ml) e desidratadas com MgSQ, anidro. Apos a evaporagdo do solvente com

auxilio de pressdo reduzida, obteve-se um residuo, o qual foi purificado por CC (*).

O controlo cromatografico da reacgdo e das fracgdes de coluna foi efectuado

por CCF nos sistemas:

- gele de silica; éter de petroleo (40-60°C)/éter etilico/HCOOH (5:5:0,1)
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- gele de silica; cloroférmio/metanol/CH;COOH (19:1:0,5)

- celulose; agua/acido acético glacial (9:1)

2.5.1. Sintese do trans-cafeiato de metilo (CM)
(E)-3-(3.4-diidroxifenil)-2-propenoato de metilo

(*) Apos a evaporagdo do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo solido de cor castanha amarelada, o qual foi purificado por CC (gele de
silica; éter de petroleo (40-60°C)/éter etilico (6:4)). As fracgdes contendo
predominantemente o composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O
residuo obtido foi cristalizado do sistema metanol/agua obtendo-se cristais brancos de

trans-cafeiato de metilo (707,4 mg, 65%).
PF: 156-159 °C.

IV Umix (cm™) (KBr): 3476, 2944, 2364, 2338, 1675,1607, 1535, 1441, 1277, 1247,
1183, 1105, 1038, 981.

UV Amix. " (nm) (log £): 332 (4,2), 245 (4,0), 217 (4,1), 202 (4,0).
RMN 'H §: 3,68 (3H, 5, OCHs); 6,27 (1H, d, J=15,9; H(); 6,76 (1H, d, J=8,2; H(5));
7,00 (1H, dd, J=8,2; 2,1; H(6)); 7,05 (1H, d, J=2,1; H(2)); 7,48 (1H, 4, J=15,9; H(B)),

9.33-9.45 (1H, s; OH).

RMN “C &: 51,2 OCH;s; 113,7 C(2); 114,8 C(w); 115,7 C(5); 121,4 C(6); 125,5 C(1);
145,2 C(4); 145,6 C(3); 148,4 C(B); 167,0 (C=0).

EM-IE: 194 (M™*, 100), 163 (100), 136 (22), 135 (28), 134 (36), 123 (10), 117 (23), 89
(29), 77 (23).
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2.5.2. Sintese do frans-ferulato de metilo (FM)
(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoato de metilo

(*) Apos a evaporagdo do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo oleoso e incolor, o qual foi purificado por CC (gele de silica; éter de
petroleo (40-60°C)/éter etilico (7:3)). As frac¢des contendo predominantemente o
composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O residuo obtido foi
cristalizado do sistema éter etilico/n-hexano obtendo-se cristais brancos levemente
amarelados de frans-ferulato de metilo, os quais foram recristalizados do sistema (879,2

mg, 82%).
PF:57-60 °C.

IV Umix. (cm™) (KBr): 3394, 2944, 1702, 1679, 1636, 1596, 1515, 1433, 1265, 1159,
1121, 1027, 979.

UV Aamix ™' (nm) (log £): 325 (4,3), 236 (4,0), 217 (4,1), 201 (4,0).
RMN 'H §: 3,69 3H, s; OCH;); 3,81 (3H, 5, OCH); 6,48 (1H, d, J=15,9; H(cv)); 6,79
(1H, d, J=8,1; H(5)); 7,12 (1H, dd, J=8,2; 1,9; H(6)); 7,32 (1H, d, J=1,9; H(2)); 7,56

(1H, d, J=15,9; H(B)); 9,62 (1H, 5, OH).

RMN BC &: 51,2-55,7 OCH;s; 111,3 C(2); 114,2 C(a); 115,5 C(5); 123,1 C(6); 125,5
C(1); 145,1 C(4); 147,9 C(B); 149,4 C(3); 167,1 (C=0).

EM-IE: 208 (M"*, 100), 194 (18), 193 (35), 177 (93), 150 (60), 149 (71), 134 (65), 133
(71), 117 (74), 105 (57), 89 (75), 77 (57), 63 (41).
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2.5.3. Sintese do frans-isoferulato de metilo (IM)
(E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil )-2-propenoato de metilo

(*) Apos a evaporagio do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo solido amarelado, o qual foi purificado por CC (gele de silica; éter de
petroleo (40-60°C)/éter etilico (7:3)). As fracgdes contendo predominantemente o
composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O residuo obtido foi
cristalizado do sistema éter etilico/n-hexano obtendo-se cristais brancos de #ranms-

isoferulato de metilo (857,7 mg, 80%).

PF.71-73 °C.

IV Umix (cm™) (KBr): 3413, 2949, 1719, 1638, 1583, 1513, 1445, 1313, 1216, 1165,
1128, 1019, 976.

UV Amix " (nm) (log £): 325 (4,2), 295 (4,2), 243 (4,1), 217 (4,2), 201 (4,1).
RMN 'H &: 3,69 (3H, s, OCHs); 3,80 (3H, 5; OCHs); 6,35 (1H, d, J=15,9; H(a)); 6,95
(1H, d, J=8,1; H(5)); 7,10 (1H, d, J=2,0, H(2)); 7,13 (1H, d, J=8,1; 2,1, H(6)); 7,52 (1H,

d, J=15,9; H(B)); 9,21 (1H, s; OH).

RMN “C &: 51,3-55,6 OCHj; 111,9 C(5); 114,2 C(2); 114,8 C(ar); 121,3 C(6); 126,8
C(1); 144,8 C(3); 146,7 C(B); 150,1 C(4); 166,9 (C=0).

EM-IE: 208 (M**, 100), 194 (7), 193 (25), 177 (70), 150 (16), 149 (24), 148 (19), 147
(16), 135 (10), 134 (25), 133 (27), 105 (20), 89 (24), 77 (22).
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2.5.4. Sintese do trans-hidrocafeiato de metilo (HCM)
3-(3,4-diidroxifenil)propancato de metilo

(*) Apos a evaporagio do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo oleoso acastanhado, o qual foi purificado por CC (gele de silica; éter de
petroleo (40-60°C)/éter etilico (7:3)). As fracgdes contendo predominantemente o
composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O residuo obtido foi
cristalizado do sistema éter etilico/n-hexano obtendo-se cristais brancos de frans-

hidrocafeiato de metilo (732,3 mg, 68%).

PF: 69-71 °C.

IV Umix (cm™) (KBr): 3481, 3309, 2944, 1711, 1607, 1516, 1443, 1378, 1342, 1311,
1276, 1205, 1181, 1106, 984.

UV Amax "2 (nm) (log €): 283 (3,5), 204 (4,4).

RMN 'H &: 2,51 (1H, ¢, J=7.4; H(); 2,66 (1H, ¢, J=7,3; H(B)); 3,56 (3H, s; OCH3);
6,42 (1H, dd, J=8.0; 2,1; H(6)); 6,56 (1H, d, J=2,0; H(2)); 6,61 (1H, d, J=8,0; H(5));
8,71 (1H, s; OH).

RMN “C 8: 29,7 C(a); 35,4 C(B); 55,2 OCHs; 115,5 C(2)*; 115,6 C(5)*; 118,7 C(6);

131,3 C(1); 143,5 C(4); 145,0 C(3); 172,8 (C=0).

+ & e
Estes valores podem ser interconvertiveis.

EM-IE: 196 (M'*, 82), 165 (22), 137 (23), 136 (85), 123 (100), 91 (22), 77 (24).
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2.5.5. Sintese do frans-cafeiato de propilo (CP)
(E)-3-(3,4-diidroxifenil)-2-propenoato de propilo

(*) Apos a evaporagio do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo oleoso amarelado, o qual foi purificado por CC (gele de silica; éter de
petroleo (40-60°C)/éter etilico (7:3)). As fracgdes contendo predominantemente o
composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O residuo solido obtido,
ligeiramente amarelado, foi cristalizado do sistema metanol/agua obtendo-se cristais

brancos de frans-cafeiato de propilo (791,6 mg, 62%).
PF: 125-127°C.

IV Umix (cm™) (KBr): 3462, 2969, 2895, 1665, 1605, 1534, 1476, 1442, 1319, 1278,
1239, 1184, 1155, 1111, 1037, 982.

UV Amsx. " (nm) (log €): 331 (4,2), 218 (4,2), 202 (4,3).
RMN 'H &: 0,91 (3H, 1, J=7.4, CH3); 1,63 (2H, m;, CHy), 4,06 (2H, ¢, J=6,7, OCH,),
6,26 (1H, d, J=15,9; H(ar)); 6,75 (1H, d, J=8,0; H(5)); 7,00 (1H, dd, J=8,1; 2,0, H(6)),

7,04 (1H, d, J=2,0, H(2)); 7,47 (1H, d, J=15.,9; H(B)); 9,19-9,56 (1H, 5; OH).

RMN C §: 10,3 CHs; 21,7 CHy; 65,2 OCH;; 113,9 C(2); 114,8 C(a); 115,7 C(5),
121,4 C(6); 125,5 C(1); 145,0 C(4); 145,6 C(3); 148,4 C(B); 166,6 (C=0).

EM-IE: 222 (M'*, 90), 180 (81), 163 (100), 136 (54), 135 (37), 134 (43), 123 (15), 117
(24), 89 (40), 77 (22).
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2.5.6. Sintese do trans-ferulato de propilo (FP)
(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propenoato de propilo

(*) Apds a evaporagio do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo oleoso acastanhado, o qual foi purificado por CC (gele de silica; éter de
petroleo (40-60°C)/éter etilico (8:2)). As fracgdes contendo predominantemente o
composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O residuo obtido foi
cristalizado do sistema metanol/dgua obtendo-se cristais brancos de trans-ferulato de

propilo (1,08 g, 79%).
PF: 34-37 °C.

IV Ui, (cm™) (KBr): 3437, 2961, 2929, 1696, 1631, 1595, 1514, 1459, 1264, 1165,
1125, 1031, 985.

UV Amix 2 (nm) (log &): 325 (4.3), 236 (4,0), 217 (4,1), 201 (4,1).

RMN 'H 8: 0,92 3H, 1, J=7,4, CH3); 1,64 (2H, m; CH,), 4,07 (2H, ¢, J=6,6; OCHz),
3,81 (3H, s; OCHa); 6,48 (1H, d, J~15,9; H(w)); 6,78 (1H, d, J=8,2; H(5)); 7,11 (1H, dd,
J=8.2: 1,9; H(6)); 7,32 (1H, d, J=1,8; H(2)); 7,54 (1H, d, J/=15,9; H(B)); 9,63 (1H, s,

OH).

RMN PC §: 10,4 CHy; 21,7 CHy; 55,7 OCHs; 65,2 OCHy; 111,1 C(2); 1145 C(o);
115,5 C(5); 123,2 C(6); 125,6 C(1); 145,0 C(4); 147,9 C(B); 149,3 C(3); 166,7 (C=0).

EM-IE: 236 (M"*, 100), 194 (89), 177 (94), 150 (86), 149 (50), 134 (39), 133 (33), 117

(47), 105 (30), 89 (57), 77 (34).
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2.5.7. Sintese do frans-isoferulato de propilo (IP)
(E)-3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-propenoato de propilo

(*) Apos a evaporagio do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo oleoso acastanhado, o qual foi purificado por CC (gele de silica; éter de
petroleo (40-60°C)/éter etilico (8:2)). As fracgdes contendo predominantemente O
composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O residuo oleoso obtido
foi sujeito sem sucesso a varias tentativas de cristalizagdo em diversos sistemas de

solventes. O produto foi descrito como um o6leo incolor (1,03 g, 84%).

IV Umax (cm™) (KBr): 3417, 2968, 2888, 2844, 1711, 1630, 1587, 1515, 1446, 1388,
1350, 1311, 1262, 1132, 1059, 1027, 984.

UV Amix 2! (nm) (log €): 325 (4,2), 295 (4,1), 243 (4,0), 217 (4,1), 202 (4,1).

RMN 'H &: 0,91 (3H, #, /=7,4; CHs); 1,63 (2H, m; CH,); 4,07 (2H, ¢, /=6,7, OCHo),
3.80 (3H, 5; OCHs); 6,34 (1H, d, J=15,9; H()); 6,94 (1H, d, J=8,1; H(5)); 7,10 (1H, d,
J=1,9; HQ2)); 7,12 (1H, d, J=8,1; 1,9, H(6));, 7,51 (1H, d, J=15,9; H(B)), 9,20 (1H, s,
OH).

RMN C & 10,3 CHs; 21,7 CHy, 55,6 OCHs; 65,3 OCHy; 111,9 C(5); 114,2 C(2);
115,1 C(o); 121,2 C(6); 126,9 C(1); 144,7 C(3); 146,7 C(B); 150,1 C(4); 166,5 (C=0).

EM-IE: 236 (M™", 100), 194 (70), 177 (91), 150 (57), 149 (42), 148 (24), 147 (23), 145
(30), 135 (28), 134 (37), 133 (31), 117 (34), 105 (25), 89 (42).
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2.5.8. Sintese do trans-hidrocafeiato de propilo (HCP)
3-(3,4-diidroxifenil)propanoato de propilo

(*) Apds a evaporagio do solvente com auxilio de pressdo reduzida, obteve-se
um residuo oleoso amarelado, o qual foi purificado por CC (gele de silica; éter de
petroleo (40-60°C)/éter etilico (8:2)). As fracgdes contendo predominantemente o
composto pretendido foram reunidas e o solvente evaporado. O residuo oleoso obtido
foi sujeito sem sucesso a varias tentativas de cristalizagio em diversos sistemas de
solventes. O produto foi descrito como um oOleo transparente de tom levemente

amarelado (877,9 mg, 70%).

IV umix. (cm™) (KBr): 3427, 3350, 2969, 2883, 1710, 1609, 1523, 1448, 1356, 1279,
1197, 1112, 984.

UV Amax ™ (nm) (log €): 282 (3,5), 204 (4,4).

RMN 'H &: 0,84 (3H, ¢, J=7,4; CH;); 1,54 (2H, m; CHy); 3,93 (2H, 1, J=6,6; OCHy);
2,50 (1H, ¢, J=7,5, H(a)); 2,66 (1H, 1, J=7,3; H(B)); 6,43 (1H, dd, J=8.0; 2,1, H(6));
6,57 (1H, d, J=2,1, H(2)), 6,61 (1H, d, J=8.,0; H(5)); 8,69 (1H, s, OH).

RMN C 8: 10,3 CHs; 21,5 CHa; 65,3 OCH,; 29,8 C(a); 35,6 C(B); 115,4 C(2)*; 115,6
C(5)*; 118,8 C(6); 131,3 C(1); 143,5 C(4); 145,0 C(3); 172,4 (C=0).

. . _
Estes valores podem ser interconvertiveis.

EM-IE: 224 (M, 95), 182 (49), 165 (84), 137 (54), 136 (93), 123 (100), 91 (48), 77
(31).
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3. Elucidacio estrutural dos ésteres sintetizados

A elucidacio estrutural dos compostos sintetizados foi estabelecida através de

dados de IV, RMN 'He BC e EM-IE.

Os dados obtidos por espectrofotometria no IV para os acidos cindmicos e

derivados estio descritos de forma sucinta nas tabelas 2a-2d.

- Grupos ©. €M (P
OH 3489 3476 3462
3315
CH,,CH; 2944 2969
2895
C=0 1645 1675 1665
C=C 1619 1607 1605
1601 1535 1534
1531
Tabela 2a - Dados de IV dos compostos C, CM e CP.
__ Grupos Q- (M (IP)
OH 3403 3413 3417
3379
CH,,CH; 2949 2968
2888
C=0 1689 1719 1711
Cc=C 1665 1638 1630
1623 1583 1587
1607 1513 1515
1577
1508
Tabela 25 - Dados de IV dos compostos I, IM e IP,
_Grupes (F) 2 (FM)  (FP)
OH 3434 3394 3437
CH,,CH; 2944 2061
2929
C=0 1688 1702 1696
Cc=C 1661 1679 1631
1617 1636 1595
1592 1596 1514
1511 1515 1459

Tabela 2¢ - Dados de IV dos compostos F, FM e FP.
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~ Grupes -~ (HC)

OH 3464 3481 3427
3364 3309 3350
CH;,CH; 2944 2969
2883
=0 1673 1711 1710
= 1603 1607 1609
1565 1516 1523
1523 1443 1448

1444

Tabela 2d - Dados de IV dos compostos HC, HCM e HCP.

A modificagio na frequéncia de vibragdo do grupo carbonilo evidencia a
transformagdo pretendida (esterificagido do grupo carboxilo). A banda correspondente ao
estiramento da ligagdo C=0 dos ésteres aparece a uma frequéncia de vibragdo superior a
dos acidos correspondentes, devido ao efeito indutivo dos grupos alcoxilo [5, 16]. Esse
incremento da frequéncia de vibragdo do grupo C=0 é superior no caso dos €steres
metilicos, a excep¢do dos derivados do acido hidrocafeico. O aumento de frequéncia
observado no caso dos derivados dos acidos C, I e F ¢ inferior ao verificado para os
ésteres do HC. Este efeito pode ser consequéncia da conjugagdo do grupo C=0O com a
dupla ligagdo da cadeia lateral (sistema o, -insaturado) [5, 16].

Embora os ésteres apresentem uma banda de absorgdo caracteristica da ligagio
C-0O (1300-1200 cm™), o grande nimero de bandas, presente na zona de impressdo
digital dos espectros dos compostos em analise, ndo permitiu em nenhum caso definir

com clareza a frequéncia da referida vibrag@o [5].

Os dados de RMN 'H dos acidos cindmicos e derivados estdo evidenciados na
tabelas 3a-3d. Os desvios quimicos correspondentes aos protdes dos anéis aromaticos
foram assinalados com base na multiplicidade dos sinais e constantes de acoplamento.

Para facilitar a interpretacdo dos valores obtidos, os diferentes compostos

foram agrupados em duas séries:
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e Série A, definida pelos compostos contendo na sua estrutura uma dupla

ligagdo entre os carbonos o e B (C, CM, CP, 1, IM, IP, F, FM e FP - tabelas

3a-3c¢),
e Série B, definida pelos compostos com cadeia lateral saturada (HC, HCM e
HCP- tabela 3d).
COOH 12,14 - -
- OH 9,56 9.45 9,56
o 9,17 9,33 9,19
CH() 617(d,J=159) 6,27 (d, J = 15,9) 6,26 (d, J = 15,9)
H@P) 741 (d, J=15,9) 7,48 (d, J=15,9) 7,47 (d, J=15,9)
CH@)  102(d,J=20) 7,05(d,J=2,1) 7,04 (d, J=2,0) |
- H(5) 6,75 (d, J=8,0) 6,76 (d,J=82) 6,75 (d, J=8,0) |
_H(6) 6,96 (dd,J=82;2,0) 7,00 (dd, J=8,2;2,1) 7,00(dd,J=8,1;2,0)
OCH; - 3,68 (s) : ,
OCH: - - 4,06 (1, J=6,7T)
- CHy - - 1,63 (m)
CH; - - 0,91 (1,.J=74)

Tabela 3a - Dados de RMN "H dos compostos C, CM e CP.

.\ . (R

COOH 12,18 - -

- OH - 9,22 9,21 9,20

“H(w) 6,24 (d, J=15,9) 6,35 (d,J=15,9) 6,34 (d, J=15,9)

_H@P) 7,44 (d,J=15,9) 7,52 (d, J=15,9) 7,51 (d, J=159)

" H@) 7,06 (s) 7,10 (d, J=2,0) 7,10 (d, J=1,9)

-~ H@G) 694, J=80) 6,95(d, J=8,1) 6,94 (d, J=28,1)

_H(6) 7,08(dd,J=179,20) 7,13 (dd,J=8,1;2,1) 7,12(dd,J=8,1,1,9)

- OCH; 3,80 (s) 3,80 () 3,80 (s)

- OCHs . 3,69 (s) -

- OCH, aa - 4,07 (t,J=06,7)
CH, . - 1,63 (m)
CH; - . 0,91 (¢, J=14)

Tabela 35 - Dados de RMN 'H dos compostos I, IM e IP.
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B a3 . D . (RPE
‘COOH 12,17 ; :
"OH 9,59 9,62 9,63

___;H(a) 6,36 (d,.J=15.9) 6,48 (d, J = 15,9) 6,48 (d, J = 15.,9)
CH@P) 748(d,J=159) 7,56 (d, J = 15,9) 7.54 (d, J = 15,9)

"H@) 727, J=138) 732(d, J=1)9) 732(d, J=18)
~H(@¢)  6,78(d,J=82) 6,79 (d,.J=8.,1) 6,78 (d,J=8,2)
CH(6) 7,08(dd,J=8,1;1,8) 7,12(dd,J=8,2,1,9) 7,11(dd,J=82;1)9)
OCH; 3,80 (s) 3,81 (s) 3,81 (s)
OCH; s 3,69 (s) "
0(:;_1, ; : . 4,07 (t, J = 6,6)
“CHy - - 1,64 (m)
- CH; f - 0,92 (t,J=1,4)

Tabela 3¢ - Dados de RMN 'H dos compostos F, FM e FP.

. HHCM)S S 20 oy
12,01 " 3
8.73 8,71 8,69
2,42 (,J="15) 251 =18 2,50 (, J=1,5)
2,63 (1, % 2,66 (1, J=1.3) 2,66 (t,J=173)
6,57 (d, J=2,0) 6,56 (d, J=2.,0) 6,57 (d,J=2,1)
6,610 =1 9) 6,61 (d, J=8,0) 6,61 (d, J=8,0)
643 (dd,J=8,0:20) 6,42 (dd, J=8,0;2]1) 6,43 (dd,J=8,0;2,1)
. 3,56 (5)

- - 3,93 (1,J=6,6)
i _ 1,54 (m)
- _ 0,84 (1,J=174)

¥ Nao foi posswel calcular a constante de acoplamento.

Tabela 3d - Dados de RMN 'H dos compostos HC, HCM ¢ HCP.

Do conjunto dos dados de RMN 'H salientam-se pela sua importincia, em

termos de caracterizagdo estrutural dos ésteres sintetizados, as seguintes observagdes:

e 0s compostos da série A apresentam dois protdes olefinicos (H(ct) e H(B))

(8 6,2-7,6 ppm), cuja configuragdo frans ¢ confirmada pela constante de
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acoplamento (J=15,9 Hz), e trés protdes aromaticos num padrdo de
substitui¢do 1,3,4 (8 6,8-7,3 ppm) [16, 17],

e 0s compostos da série B apresentam o mesmo padrdo de substitui¢do do
nucleo aromatico e a presenga de dois sinais a & 2,4-2,7 ppm

correspondentes aos protdes metilénicos da cadeia lateral saturada;
e a auséncia do sinal do protdo do grupo COOH a § & 12 ppm no espectro

dos ésteres cindmicos confirma a transformagao pretendida;

e o0s ésteres metilicos apresentam um singuleto a & 3,68-3,81 ppm

(compostos CM, IM e FM) e & = 3,56 ppm (HCM). O deslocamento para
menor campo do desvio quimico dos protdes metilicos dos compostos da
série A (CM, IM e FM) pode ser atribuido & desprotecgdo causada pelo
efeito de ressondncia resultante da conjugacio,

e as mesmas consideracdes podem ser feitas para o caso dos ésteres

propilicos no que diz respeito aos sinais dos protdes OCHz, CHz e CHs.

Os dados de RMN "*C evidenciados nas tabelas 4a-4d, apresentam valores de
desvio quimico que confirmam também a identidade dos compostos sintetizados.

A atribuicio dos sinais correspondentes aos atomos de carbono do anel
aromatico foi efectuada por analogia com a dos compostos de partida, a qual esta de

acordo com os dados descritos na literatura para compostos da mesma natureza [12, 14,

17-21].
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e Wy s )
. C= 168,0 167,0 166,6
- C() 114,6 114,8 114,8
C(B) 1482 148.4 148.4
Cm 125,7 125,5 125,5
ey 115,1 113,7 113,9
(51 145,6 1456 145,6
Sy 144,7 1452 145.0
- CH) 115,8 115,7 115,7
- C®) 121,2 121,4 121,4
65,2

OCH; : 51,2 -
. CH; = = 10,3

Tabela 4a - Dados de RMN °C dos compostos C, CM e CP.

W m - ah  (l
c=0 167,9 166,9 166,5
- Clo) 114,1 114,8 115,1
C@) 146,7 146,7 146,7
CcQ) 127,1 126,8 126,9
€y 116,2 114,2 1142
C(3) 1443 144,8 144,7
B 1489 150,1 150,1
c®B) 111,9 111,9 111,9
- C(6) 121,1 1213 121,2
- - 65,3
OCH; 55,6 55,6 55,6
D 51,3 -
CHZ = = 21,7
 CH; - . 10,3
Tabela 4b - Dados de RMN “C dos compostos I, IM e IP.
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e ian ) ey
=0 168,0 167,1 166,7
C(a) 115,6 114,2 114,5
L 147,9 147.9 147,9
c{) 125,8 1255 125,6
s }IT 3 111,3 111,1
C@3) 149,1 149,4 149,3
cC@ 144.6 145,1 145.0
OBy 115,5 115,5 115,5
c) 122,9 123,1 123,2
ICH - 65,2
55,7 55,7 e s W
51,2
CH - 21,7
- CHs - 10,4
Tabela 4c - Dados de RMN "C dos compostos F, FM e FP.
(g (HCM) (HCP)
174,0 172,8 172,4
29.8 29,7 29,8
35,8 35,4 35,6
131,7 131,3 131,3
115,7* 115,5* 115,4*
145,0 145,0 145,0
143.4 143,5 143,5
155 115,6* 115,6*
118,8 118,7 118,8
- - 65,3
- 55.2 .
- - 21,5
- - 10,3

+ 3 e s
Estes valores podem ser interconvertiveis.

Tabela 44 - Dados de RMN “C dos compostos HC, HCM e HCP.
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Do conjunto dos dados de RMN BC salientam-se pela sua importancia, em

termos de caracterizagiio estrutural dos ésteres sintetizados, as seguintes observagses:

e modificagio no desvio quimico do sinal correspondente ao grupo carbonilo.
De um modo geral, a esterificagdo resulta numa diminui¢do do desvio
quimico do grupo C=0 do acido correspondente;

e na série B, os sinais correspondentes aos atomos de carbono do anel
aromatico ndo sofreram alteragdio no desvio quimico, provavelmente
devido a auséncia do efeito da conjugagio;

e 0 desvio quimico do sinal correspondente aos atomos de carbono o e f
(série A — C(a) & 114,2-115,1 ppm e C(B) 3 146,7-148,4 ppm, série B -
C(o) 8 = 29,7 ppm e C(B) & ~ 35,5 ppm) esta de acordo com o descrito na
literatura para compostos da mesma familia quimica [22],

e a presenca de um sinal, no caso dos ésteres metilicos, a 6 51,0-55,5 ppm
sugere a presenga do grupo OCHj [16];

e 0s sinais a 8 & 65,2, § ® 21,7 ¢ & & 10,3 sugerem a presenca dos grupos
OCH,, CH2 e CH3, respectivamente, os quais sdo caracteristicos dos

ésteres propilicos.

Os dados obtidos a partir dos espectros de EM-IE dos compostos sintetizados
estdo indicados na tabela 5.

Em todos os casos o pico correspondente ao ifo molecular (M™) revelou-se
bastante proeminente e, com excepg¢do dos compostos CP, HCM e HCP, corresponde ao
pico mais intenso (pico base). Esta observagfo traduz por um lado a necessidade de
baixa energia para ionizar as moléculas dos compostos, e por outro uma grande
estabilidade dos referidos fragmentos. Estes factos estfo de acordo com o descrito para

¢ésteres de acidos aromaticos [5, 16].
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TEge e e e e e W e HCP
194 22 208 236 208 36 196 ~ 224
(M™,100) (M™,90) (M, 100) (M™,100) (M™, 100) (M, 100) (M", 82) (M",95)
- 180 (81) 194 (7) 194 (70) 194 (18) 194 (89) . 182 (49)
- - 193 (25) - 193 (35) - - -

163 (100) 163 (100) 177(70) 177(91) 177(93) 177(%4) 165(22) 165 (84)
136 (22) 136(54) 150 (16) 150(57) 150 (60) 150 (86) 137(23)  137(54)
. . 149 (24) 149(42) 149(71)  149(50) . .
. - 148 (19) 148 (24) 8 . . .
= . 147 (16) 147 (23) . 3 - 2
13528) 135(37) 135(10) 135(28) 134(65) 134(39) 136(85) 136 (93)
134(36) 13443) 134(25) 13437y 133(71) 133(33) 123 (100) 123 (100)
% . 133@7)  133(31) . - - .

Tabela 5 — Valores de m/z dos fragmentos mais representativos de cada composto.

Os acidos cindmicos sio uma classe de compostos muito estudada no que se
refere 4 sua caracterizagio estrutural por espectrometria de massa por impacto
electronico (EM-IE), encontrando-se descritos alguns padrdes tipicos de fragmentagéo e
que auxiliam a identificagdo dos compostos [23, 24].

Nas figuras 8 e 9 apresenta-se um esquema interpretativo de alguns dos
fragmentos obtidos por decomposi¢io do ido molecular dos compostos.

Para os ésteres propilicos (CP, HCP, IP e FP) foi possivel observar um pico a
M"'- 42 u.m.a., 0 que corresponde a eliminagdo do fragmento neutro H,C=CHCH;. Esta
quebra pode ser explicada com base no rearranjo de McLafferty (fig. 10). Este
mecanismo de fragmentagio envolve a transferéncia intramolecular de um atomo de
hidrogénio ligado ao carbono em posigdo y em relagfio ao grupo carbonilo, através da

formagdo de um estado de transicdo de baixa energia semelhante a um anel de seis

membros.
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Outros fragmentos igualmente importantes sdo os que resultam da eliminagao

de *OCH; e de "OCH,CH,CHs, e que correspondem aos picos M™- 31 um.a. e M""- 59

u.m.a., respectivamente.

Compuostos R Compostos w'z (%)
Ccp O OH C S 3 P 222 (90)
™M OH oC ™ 194 (100)
IP OH 3 C R 1P 236 (100)
FM OCH, OH 2 FM 208 (100)
FP 0:1-133 OH C i 236 ()
I
|
|
e R P e ST L e 1
| l I
l I I
I
v i v
+e +e +
Rt@/\_‘ RIJ/\/COOJ R@/\/CE:O_\
R Ry By
Conpostos m'z (%) Conpostos m'z (%) Conpostos w'z (%)
M 136 (22) cP 180 (81) M 163 (100)
CP 136 (54) ™M 194 (D CP 163 (100)
™ 150 (16) P 194 (70) ™M 177 (70)
i 150 (57) FM 194 (18) P 177 (91)
M 150 (60) FP 194 (39) M 177 (93)
FP 150 (86) FpP 177 (949

Fig. 8 — Esquema interpretativo de alguns dos fragmentos de massa

dos compostos CM, CP, IM, IP, FM ¢ FP.
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Compostos R
HCM CH,
HCP CH,

- — e

coon |™*

T
3 B

Compostos m/z (%)
HCP 182 (49)

Compostos miz (%)
HCM 123 (100)
HCP 123 (100)

m'z (%) Compostos m'z
136 (83) HCM 165
136 (93) HCP 165

e)
(22)
(84)

Fig. 9 — Esquema interpretativo de alguns dos fragmentos de massa

dos compostos HCM e HCP.

Fig. 10 — Rearranjo de McLafferty.
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Determinacio da Actividade Anti-radicalar
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1. Introducio

A determinagdo da capacidade antioxidante de compostos de origem sintética
ou natural constitui uma area de inegavel interesse no campo da quimica do alimento,
do medicamento, dos produtos cosméticos e outros.

Grande parte dos compostos aos quais sdo reconhecidas propriedades
antioxidantes apresentam, independentemente da sua origem natural ou sintética, uma
estrutura fenodlica (e.g. 4cidos benzoicos e cindmicos, flavonoides, BHT, BHA, galhato
de propilo). Os compostos fendlicos podem actuar quer como scavengers de radicais
livres, os quais participam nas etapas de iniciagdo e propagagdo dos processos de
autoxidagdo (e.g. radicais alquilo (R"), peroxilo (ROO"), alcoxilo (RO")), quer
prevenindo a sua formagdo através da redugdo dos hidroperoxidos precursores. Alguns

investigadores sugerem ainda a possibilidade de os antioxidantes fenolicos reagirem

r . . g . 0w e H .
com outras espécies radicalares (e.g. anido radical superdxido (O, ), radicais

hidroperoxido (HOO") e hidroxilo (HO")) ou com o oxigénio singuleto ('02), os quais
podem também estar envolvidos nos processos de oxidag¢do lipidica [1-5].

A actividade scavenger dos compostos fenolicos resulta da sua capacidade de
cedéncia de atomos de hidrogénio ou electrdes, com formagdo de radicais fenoxilo (1)
(fig. 1). A estabilizagdo desses radicais esta dependente do efeito de ressonancia do
nucleo aromatico e da acgdo de outros grupos substituintes presentes nas respectivas
estruturas, e contribui de uma forma decisiva para a eficacia dos compostos na

interrupgao da propagacdo de processos radicalares (figuras 1 e 2) [5-8].
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R* RH
RO* . ROH

roo* * H > ROOH

HO* H,O

Fig. 1 — Formacio do radical fenoxilo e “neutralizacio” de espécies radicalares.

O Q 0O
H H
e A - - B
H L ]

Fig. 2 — Estabiliza¢fio do radical fenoxilo por efeito de ressonincia.

Oe

Os radicais fenoxilo podem também sofrer dimerizag@o ou reagir com espécies

radicalares, originando produtos de acoplamento (fig. 3) [1].

R.

RO®
ROO®
ArO ®

ArO® + — » Produtos ndo radicalares

Fig. 3 — Reaccao de acoplamento do radical fenoxilo.

Nos ultimos anos assistiu-se ao desenvolvimento de um grande numero de

metodologias analiticas tendo como objectivo a avaliagdo da actividade anti-radicalar
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e/ou antioxidante de compostos. A grande diversidade das condi¢des de ensaio (e.g.
substratos, concentragdes, tempos, temperaturas) e dos sistemas modelo usados tem
gerado algumas dificuldades no que respeita 4 interpretagdo e comparagdo de resultados,
a qual geralmente se restringe a aspectos qualitativos [5, 9-12].

Procurando clarificar alguns aspectos contraditorios relativos a eficacia de
certos compostos, alguns autores referem a necessidade de quantificar as respectivas
actividades e de estabelecer uma correlag@o estrutura-actividade [5. 9.

Para a determinagdo da actividade anti-radicalar sdo normalmente efectuados
um conjunto de testes genericamente designados de “ensaios armadilha” (7rap Assays),
os quais permitem avaliar a capacidade scavenger de radicais livres [13-15]

Com o objectivo de determinar a actividade anti-radicalar dos compostos
sintetizados (Parte A), foi seleccionado um método ndo enzimatico, do tipo

colorimétrico, tendo como base a reactividade dos compostos a ensaiar com o radical
livre estavel 2.2-difenil-1-picril-hidrazilo' (DPPH’) (2) (fig. 4). Este radical apresenta

um maximo de absor¢do a 517 nm (solugdes etandlicas do radical possuem uma cor
violeta forte). Contudo, apés redugdo por um antioxidante (AH) ou uma espécie
radicalar (B") observa-se uma diminuicdo da absorvéncia a esse comprimento de onda
(descoloragdo), proporcional ao nimero de electrdes ou atomos de hidrogénio
abstraidos, e que traduz uma capacidade scavenger (fig. 4) [17-20].

Existe um consideravel nimero de trabalhos tendo por base a aplicagdo deste
método, alguns dos quais recorrem a técnicas de ressondncia electronica de spin (ESR),
como alternativa a detecgdo espectrofotométrica do radical estavel. Os resultados
obtidos nesses estudos permitiram ndo s6 demonstrar a actividade anti-radicalar de
certos extractos vegetais e/ou de diversos compostos fenolicos (e.g. acidos fenolicos do
tipo benzoico e cindmico, derivados do acido L-ascorbico, flavonoides, taninos), mas
também quantificar as respectivas capacidades scavenger, pela determinacdo de

pardmetros cinéticos [9. 17, 21-34. 41].

! Por vezes este radical aparece também designado por 1,1-Difenil-2-picril-hidrazilo. A designacio 2,2-
Difenil-1-picril-hidrazilo estd de acordo com as regras de nomenclatura da ITUPAC, segundo as quais a
posigio 1 do radical deve ser atribuida ao dtomo de azoto que possui o electriio desemparelhado [16]).
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NO,
O,N NO,
(]
NN eH  ON NO,
NO, /\ NH
v QN@
@) )

DPPH®* + B®* —> DPPH-B

Fig. 4 - Redugdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH").

Estudos recentes demonstraram que a abstrac¢do de hidrogénio constitui o

passo determinante para a velocidade da reacgdo dos compostos fendlicos com o
DPPH’, e que a forma reduzida (DPPH-H) (3) (fig. 4) representa o principal produto
dessa reacg¢do [35]. Noutros trabalhos foi possivel isolar e identificar os produtos de
acoplamento de varios alquilgalhatos com o DPPH’ (dialquil-hexaidroxifenatos) [4, 21].
Estes dados refor¢am a hipétese de que o mecanismo de abstracgdo de atomos de H pelo

DPPH’ ¢ muito semelhante ao que se verifica na presenca de espécies reactivas de

oxigénio (ROS?), embora salvaguardando algumas diferencas de reactividade [9, 12].

Alguns autores observaram a existéncia de uma boa correlagdo entre as actividades

scavenger de DPPH' e de outros radicais para certos compostos [12].

% Frequentemente encontra-se na literatura o termo “radicais de oxigénio”. Porém, ¢ uma designacio
incorrecta quando aplicada a todas as espécies de oxigénio, nas quais se incluem formas moleculares nio
radicalares (e.g. H,O,, 'Q»). E preferivel falar em “espécies reactivas de oxigénio” (ROS) para designar
colectivamente espécies radicalares € ndo radicalares [36, 37].
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Com o presente trabalho procurou avaliar-se a capacidade anti-radicalar de
4cidos hidroxicinamicos (e.g. acidos cafeico, ferulico, isoferilico e hidrocafeico) e dos
seus ésteres metilicos e propilicos (Parte A), a qual foi comparada com a de outros
compostos fendlicos modelo, cujas capacidade scavenger e actividade antioxidante sdo
amplamente reconhecidas (e.g. o acido galhico, os seus ésteres metilico e propilico, € 0
(1)-o-tocoferol) [10, 38].

A presenca de pelo menos um grupo fenolico nas respectivas estruturas
quimicas (figuras 5a-5d, piginas 63 e 64) sugere a possibilidade de cedéncia de pelo
menos um atomo de H, e subsequente formagdo de radicais fenoxilo, actuando
provavelmente como antioxidantes primarios.

Neste estudo procurou-se igualmente reflectir sobre alguns aspectos da
reactividade dos compostos ensaiados e analisar os resultados obtidos com base na

relagdo estrutura-actividade (SAR).

2. Condi¢des Experimentais

2.1. Instrumentacio

e As pesagens foram efectuadas em balanga Mettler AE 100.

e As determinagdes espectrofotométricas foram realizadas num espectrofotometro
UV/Vis Varian Cary 1E, usando células descartaveis de poliestireno com 1 cm de
percurso optico, adquiridas a firma ATI Unicam.

2.2. Reagentes e solventes

e Os acidos galhico, cafeico, ferulico, isoferilico e hidrocafeico, e os galhatos de

metilo e de propilo foram adquiridos a firma Aldrich. O (+)-a-tocoferol e o radical
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2 2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH") sio produtos da marca Sigma. O etanol

absoluto, de qualidade espectrofotométrica, foi adquirido a firma Merck.

e Os ésteres dos acidos cindmicos foram sintetizados de acordo com os procedimentos

referidos na Parte A.

2.3. Preparacio da soluciio de DPPH’

A preparagdo da solucdo etanolica de DPPH" usada nas determinagdes foi
efectuada atendendo as consideracdes de Blois [18]. Desta forma procurou-se minimizar
a perda de actividade do radical.

Para a prepara¢do de uma solugdo de concentragéio 0,1 mM, cerca de 39,4 mg
(0,1 mmol) do radical foram dissolvidos em 10,0 ml de etanol absoluto. Apés agitagdo
em vortex (30 segundos), a solugfio foi colocada num banho de ultra-sons durante 15
minutos. Em seguida, retirou-se 1,0 ml e diluiu-se a 100,0 ml com etanol absoluto.

Esta solugdo foi preparada diariamente e mantida ao abrigo da luz.

UV/Vis Amix. 22! (nm) (log €): 204 (4,5), 327 (4,1), 517 (3,9).

2.4. Determinagiio da actividade anti-radicalar (Método do DPPH’)

O procedimento experimental foi baseado no método de Ohnishi et al. [22] e
para cada composto foram ensaiadas diferentes concentragdes (10, 20, 50, 75 e 100
HM).

A 3,0 ml de uma solugdo etanolica de DPPH' 0,1 mM adicionou-se 0,5 ml de
uma solugio etanolica do composto a ensaiar. Apos rapida agitagdo em vortex (aprox. 3
segundos), o decréscimo do valor de absorvéncia foi seguido por espectrofotometria no

visivel (A = 517 nm), & temperatura ambiente e usando etanol como branco. Os valores
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de absorvéncia foram registados no to e em intervalos de 60 segundos durante 40
minutos. Decorrido esse tempo, e somente para 0s casos em que a reacgdo ndo atingiu o
estado de equilibrio, foram efectuadas leituras em intervalos subsequentes de 40
minutos até ao tempo maximo de reac¢do de 200 minutos.

Para cada composto e concentracio testados foram realizadas determinagdes
em triplicado. Em todos os ensaios incluiu-se uma amostra controlo, na qual a solugdo

de composto foi substituida por igual volume de etanol.

2.5. Descricio e analise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos foram representados sob a forma de graficos de valores
de absorvéncia (A) (valores médios + erros padrdo) em fungdo do tempo (t). Em alguns
casos as barras de erro foram omitidas por serem inferiores ao tamanho dos simbolos
usados na representagao.

O tempo necessario para se atingir o equilibrio da reacgdo foi determinado por
comparagdo estatistica das leituras de absorvéncia efectuadas ao longo do tempo,
através de analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Fisher. As diferengas
foram consideradas significativas para P < 0,05, admitindo-se que a reac¢do atingiu 0
equilibrio no tempo a partir do qual deixaram de existir diferencas significativas entre o
respectivo valor de absorvéncia e os valores de leituras subsequentes.

A percentagem de inibig¢do do radical (% Inib.), que corresponde a uma medida

da actividade scavenger, foi calculada segundo a formula proposta por Ogata ef al. [39]

% Tnib. = [(Ac— A¢) / A] x 100

em que A, corresponde a absorvéncia do controlo (solugdo de DPPH’ isenta de

composto teste) e A, a absorvéncia do problema (solugio de DPPH’ com o composto
teste).
Diferengas significativas (P < 0,05) entre os valores de % Inib. traduzem

diferentes actividades anti-radicalares.
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3. Resultados e discussio

A seleccdio do comprimento de onda adequado para as determinagdes (517 nm)
foi efectuada com base nos dados de UV/Vis do radical DPPH (2.3., pag. 61) e dos

compostos a ensaiar (Parte A). Foi possivel constatar que nenhum dos compostos

absorve na regido do visivel, garantindo-se, assim, a ndo ocorréncia de interferéncias

por sobreposi¢do de bandas.

A actividade anti-radicalar de 15 compostos (figuras Sa-5¢), nas concentragdes

de 10, 20, 50, 75 e 100 pM, foi determinada pelo método do DPPH® e comparada com a

do (+)-a-tocoferol (fig. Sd), nas mesmas concentragdes. A gama de concentragdes

ensaiada foi seleccionada de acordo com o trabalho de Ohnishi ef al. [22].

2
L Compmstos = R Ry Ry
Amdocafe]co (C')' e
Cafeiato de metilo (CM) OH OH CH;
Cafeiato de propilo (CP) OH OH GCH;
Acido fertlico (F) OCH; OH H
Ferulato de metilo (FM) OCH; OH CH;
Ferulato de propilo (FP) OCH; OH CGCsH,
Acido isoferilico (I) OH OCH; H
Isoferulato de metilo(IM) OH OCH; CH;
Isoferulato de propilo (IP) OH OCH; CsH;

Fig. Sa — Estruturas quimicas dos dcidos cafeico, ferilico e isoferilico,

e respectivos ésteres metilicos e propilicos.
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.. Compostos = R

Acido hidrocafeico (HC) _ H
Hidrocafeiato de metilo (HCM) CHj;
Hidrocafeiato de propilo (HCP) C3H;

Fig. 5b - Estrutura quimica do 4cido hidrocafeico e seus ésteres metilico e propilico.

O*C’O“R
HO OH
OH
.. Compostos R
Acido galhico (G) ~  H
Galhato de metilo (GM) CH;
Galhato de propilo (GP) C3H;

Fig. 5c - Estrutura quimica do 4cido gilhico e seus ésteres metilico e propilico.

Fig. 5d - Estrutura quimicas do (+)-a-Tocoferol
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As figuras 6a-6p mostram o decréscimo de absorvéncia da solugdo do radical

DPPH ao longo do tempo, na presenga de cada um dos compostos ensaiados. A

abstracgio de atomos de H pelo radical e a formagio da respectiva hidrazina (DPPH-H),

origina uma descoloragio da solugdo (mudanga de cér de violeta para amarelo) e,

consequentemente, uma diminui¢do da absorvéncia.
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Fig, 6a — Descoloracio da solugio de pPPH’ pelo icido cafeico.
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E notorio que em algumas situagdes a adigdo dos compostos se traduziu numa
diminui¢do de absorvéncia muito pequena (inferior a 5%) ou mesmo nula. Incluem-se
neste grupo o acido cafeico e os seus ésteres metilico e propilico (conc. 10 uM), o acido
feralico (conc. 10 uM), o ferulato de metilo e de propilo (conc. 10 e 20 uM), o acido
isoferilico e os seus ésteres metilico e propilico (todas as concentragdes), ©
hidrocafeiato de metilo e de propilo (conc. 10 uM) e o (+)-a-tocoferol (conc. 10 uM).
Estes resultados traduzem um poder anti-radicalar reduzido, nas condigdes
experimentais referidas.

Nos casos em que a descoloragio da solugdo do radical ocorreu em maior
extensdo (e.g. acidos cafeico, hidrocafeico e galhico, respectivos ésteres metilicos e
propilicos, e (+)-a-tocoferol, todos para concentragdes superiores a 20 pM) verificou-se
que mais de 50% do decréscimo total de absorvéncia registado ao longo do ensaio
ocofreu nos primeiros 5 minutos de reacgdo. Esse efeito € particularmente evidente no

caso do acido cafeico, e seus ésteres, e do (+)-a-tocoferol, para os quais o decréscimo
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observado no referido periodo de tempo correspondeu a 90-100% do total registado.
Provavelmente quanto mais ripido é o decréscimo de absorvéncia, maior sera a
capacidade dos compostos para doar com celeridade atomos de H, isto €, para interagir
rapidamente com espécies radicalares.

A analise dos graficos A = f (t) permite verificar que a evolugdo da cinética da

reaccdo de redugdo do DPPH’ depende da natureza e da concentragdo do composto
ensaiado, facto que esta de acordo com os resultados de outros autores [17].
Os dados obtidos permitiram distinguir trés tipos de comportamento cinético,

com base nos seguintes critérios (tabela 1):

e Ripido, correspondendo a uma rapida descoloragdo da solugdo de DPPH’,

atingindo-se o estado de equilibrio em menos de 20 minutos,

o Intermédio, em que o equilibrio da reacgdo se alcanga num intervalo de
tempo compreendido entre os 20 e os 30 minutos;

e Lento, traduzido por curvas cujo patamar correspondente ao equilibrio se
observa para além dos 30 minutos ou ndo se atinge ao fim do tempo limite

estabelecido para a reacg¢do (200 min.).

e __Comportamento cinético

Ripido Intermédio Lento
(t equilibrio < 20 min.) (20 min, <t equilibrio < 30 min.) (t equilibrio = 30 min.)
Composto Conc. (M) Composto | Conc. (uM) Composto—r Conc. (uM)
C 10, 20, 50, 75, 100 FP 20, 50 F 50, 75, 100
CM 10, 20, 50, 75, 100 I 10, 50, 100 FM 50, 75, 100
CP 10, 20, 50, 75, 100 ™M 75, 100 FP 75, 100
F 10, 20 P 20, 50 1 20,75
FM 10,20 HC 10 M 50
FpP 10 HCM 20 P 75, 100
™ 10, 20 GM 10, 20 HC 20, 50, 75, 100
P 10 HCM 50, 75, 100
HCM 10 HCP 50, 75, 100
HCP 10, 20 G 20, 50, 75, 100
G 10 GM 50, 75, 100
GP 10 GP 20, 50, 75, 100
o-TOH 10, 20, 50, 75, 100

Tabela 1 - Comportamento cinético dos compostos ensaiados em funciio da concentracio e do

tempo necessirio para se atingir o equilibrio da reaccio.
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Algumas das variagdes de comportamento cinético entre os diferentes
compostos podem provavelmente justificar-se com base na teoria das colisdes, segundo

a qual a velocidade da reacgdo sera determinada por trés factores:

e Frequéncia de colisdes, isto é, o numero de choques entre as
moléculas do composto e do radical por unidade de tempo e por
unidade de volume da mistura reaccional;

o Factor de energia, isto é, a frac¢iio de colisdes com energia suficiente
para que as moléculas que colidem reajam entre si (colisdes
efectivas),

o Factor probabilidade, ou seja, a frac¢do de colisdes que ocorre com a

orienta¢do adequada para que a reacgao se processe.

O primeiro factor estd intimamente relacionado com o procedimento
experimental, uma vez que varia de forma proporcional com a temperatura, a agitagdo e
a concentragdo. Todas as determinagbes foram realizadas a temperatura ambiente,
garantindo dessa forma a estabilidade do radical, e as condi¢Ses de agitagio do meio
reaccional foram tanto quanto possivel padronizadas (aprox. 3 segundos em vortex).

Para a maioria dos compostos ndo se observou uma correlagio entre o tipo de
comportamento cinético e a concentragdo, com excepgao do acido cafeico e derivados, e
do (+)-a-tocoferol. A molécula do DPPH’ apresenta na sua estrutura grupos volumosos,
pelo que o acesso ao atomo de N que possui o electrdo desemparelhado se encontra
amplamente condicionado pelo impedimento estérico resultante (fig. 7). Este facto,
aliado aos factores estéricos da propria estrutura dos compostos, podera originar um
menor nimero de colisdes com orientagdo apropriada e, portanto, uma diminui¢éo da

velocidade da reacgéo.
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Fig. 7 - Estruturas tridimensionais da molécula do DPPH-H
real¢cando a presenca de grupos volumosos.

Ao contrario de outros trabalhos nos quais a actividade anti-radicalar foi
determinada ao fim de um certo tempo de reacgdo (na maior parte dos casos 20 ou 30
min. [21-23, 28, 29, 40]), neste estudo optou-se por avaliar essa mesma actividade no

estado de equilibrio, isto é, numa situagdo em que ja ndo se verifica a progressdo da
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reacgdo. A comparagio dos resultados relativos a percentagem de inibigéo (% Inib.) do
radical, expressos nas tabelas 2a-2p, permite constatar que, somente nos casos em que
0s compostos reagem com o DPPH’ segundo um padrio de cinética rapida ndo se
observam diferencas consideraveis entre os referidos procedimentos. Para os compostos
com um comportamento cinético lento, e em alguns casos intermédio, registam-se
variagdes significativas dos valores de % Inib. no equilibrio e ao fim de 20 e/ou 30

minutos.

- Acido cafeico (C) e B 0

100uM  75pM S0pM 20pM 10pM
20 min. 3L 255" 17,3°¢ 6,7 3,7¢
% Inibigio 30 min. 32.)° 255" 173°¢ 6,67 3.7°
Equilibrio 30,8° 249° 16,9 ° 62* 3,1°¢

Valores seguidos da mesma letra ndo sfo significativamente diferentes para 7 <0,05.
Tabela 2a — Valores de % Inib. do radical pelo acido cafeico.

______ - Cafeiato de metilo (CM) | -
100pM  75uM__ S0pM___ 20pM__ 10pM
20 min, 32,8° 24,1° 17.0°¢ 794 53°
% Inibigio 30 min. 32.8° 24,1° 17,1°¢ 7.8° 51°¢
Equilibrio 32,6° 23.9" 16,8 ¢ 787 52°

Valores seguidos da mesma letra ndo sio significativamente diferentes para £ < 0,05.
Tabela 2b - Valores de % Inib. do radical pelo cafeiato de metilo.

.... odeprnplle{CP) : -
100pM __ 75uM S0pM 20pM  10pM
20 min. 33,5¢ 254.° 18,0° 74" 46°
% Inibigio 30 min. 33,7¢ 254° 17.9°¢ 767 47°¢
Equilibrio 33,2° 250° 17.5° 7.3¢ 44°

Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2¢ - Valores de % Inib. do radical pelo cafeiato de propilo.
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S e Relotewe)
Shimenes ol e pM75uM i 56“;;'1\'1”' - uiﬁ
20 min. 13,7 10,9° 85°¢ 5.1% 3.5°
% Inibicio 30 min. 15,07 12,18 96" 52" 36°
Equilibrio 156' 14,2 11,6* 51~ 32°¢
Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2d - Valores de % Inib. do radical pelo icido ferulico.
7spM | 50pM '2'0'};M 10 uM
20 min. 14,1¢ 11,3° 9,0°¢ 4,5¢ 2.5°
% Inibicio 30 min. 15,07 11,8¢% 94" 45° 25°
Equilibrio 16,5 12,07 g5* 44° 23"
Valores seguidos da mesma letra nio sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2e - Valores de % Inib. do radical pelo ferulato de metilo.
T - Ferulato de propilo (FP)
— ' 100pM  75pM  S0uM  20pM  10pM
20 min. 12,8¢ 11,0° 78°¢ 4,5¢ 31°
% Inibigio 30 min. 13,67 11,7# 82" 46 32°
Equilibrio 14,87 12,5° 8,1’ 46" 3,1°
Valores segnidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P <0,05.
Tabela 2f - Valores de % Inib. do radical pelo ferulato de propilo.
Acido isoferdlico () - =
100pM  75pM  S0pM_ 20pM  10pM
20 min. 1,6 1.5% 1.3 0,6° 0,6
% Inibigio 30 min. 18° 1,77 1,58 09" 0,5°
Equilibrio 19° 1,9° 1,58 09" 05°
Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2g - Valores de % Inib. do radical pelo acido isoferilico.
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T 20pM

10 pM

100pM  75pM 50 puM
20 min. 10° 147 L1t 0,9 0,0°
% Inibigiio 30 min. 2,17 16¢ 10" 1,04 0,0°
Equilibrio 2,07 1,5¢ 0,9’ 0,97 0,0°
Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2k - Valores de % Inib. do radical pelo isoferulato de metilo.
 Tsoferulato de propilo (IP)
100pM  75pM_ S0pM 20pM  10pM
20 min. 24° 1,0° 0,9° 037 0,0°
% Inibigiio 30 min, 2,47 1,08 09" 03’ 0,0°
Equilibrio 2,47 0,9 0,9" 0,3° 0,0°
Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para 2 < 0,05.
Tabela 2i - Valores de % Inib. do radical pelo isoferulato de propilo.
Acido hidrocafeico (HO) -
100pM  75pM___ S0pM_ 20uM  10puM
20 min, 59.6 ¢ 452° 31,0° 12,67 6,3°
% Inibicdo 30 min. 63.47 48,5¢ 331" 13.3' 6,67
Equilibrio N.D. N.D. 37.8% 13,3° 6,67

N.D. — Néo determinado em virtude de ndo ter sido atingido o equilibrio reaccional até¢ aos 200 min.

Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2j - Valores de % Inib. do radical pelo icido hidrocafeico.

10 uM

100pM  75uM S0pM 20 pM
20 min. 29,5¢ 242° 16,6 ¢ 6,17 25F
% Inibi¢do 30 min. 29,67 246¢ 169" 63" 26°
Equilibrio N.D. N.D. N.D. 62’ 2.5°

N.D. — Nio determinado em virtude de nfo ter sido atingido o equilibrio reaccional até aos 200 min.

Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2k - Valores de % Inib. do radical pelo hidrocafeiato de metilo.
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T  Hidrocafeiato de propilo (HCP)

100pM  75pM 50 uM 0pM  10pM

20 min. 2794 214° 155° 6,37 34°
% Inibicido 30 min. 28,7/ 2188 159" 6,37 34°
Equilibrio N.D. N.D. 17,5° 62°% 3.2*

N.D. - Nio determinado em virtude de nio ter sido atingido o equilibrio reaccional até aos 200 min.
Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 21 - Valores de % Inib. do radical pelo hidrocafeiato de propilo.

______________________ S e = .
T 100uM  75pM S0pM 20pM 10uM
20 min. 67,7¢ 57.1% 42.8° 19,4 ¢ 11,0¢
% Inibigio 30 min. 74,07 62,08 457" 19,7 11,1°¢
Equilibrio N.D. N.D. 49,5/ 19, 7% 11,0°¢

N.D. — Niio determinado em virtude de nfo ter sido atingido o equilibrio reaccional até aos 200 min.
Valores seguidos da mesma letra ndio sio significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2m - Valores de % Inib. do radical pelo acido galhico.

________ Galhato de metilo (GM)
idii",}i\&m e = “M. : ”"”'z'd,;M' .
20 min. 71,1° 50,9° 37,4° 1867 96°
% Inibigio 30 min. 72,87 53,38 38,5" 19,0 9.8/
Equilibrio N.D. ND. ND. 19.0° 9,77

N.D. — Nio determinado em virtude de no ter sido atingido o equilibrio reaccional até aos 200 min.
Valores seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente diferentes para P < 0,05,
Tabela 21 - Valores de % Inib. do radical pelo galhato de metilo.

- Galhmtodeproplo®6ly -~ .0 _

T T100pM 75uM SOpM 20pM  10pM
20 min. 65,1¢ 50,9° 36,8° 15.1% 77
% Inibigio 30 min. 66,47 51,98 37,7" 153" 78°
Equilibrio N.D. ND. N.D. 15,57 i

N.D. — Nio determinado em virtude de nfo ter sido atingido o equilibrio reaccional até aos 200 min.

Valores seguidos da mesma letra ndo sfo significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2o - Valores de % Inib. do radical pelo galhato de propilo.




~ (Da-Tocoferol (-TOH) . =
T 100pM | 75uM 50 pM 20uM 10uM

20 min. 35.0" 26,0° 17,6° 6,9 40°
% Inibigio 30 min. 33,0 25,9° 1167 6,97 40°
Equilibrio 33,0° 259° 176° 6,97 40°

Valores seguidos da mesma letra ndo sio significativamente diferentes para P < 0,05.
Tabela 2p - Valores de % Inib. do radical pelo (1)-a-tocoferol.

A comparacdo dos valores de % de Inib. no equilibrio estd evidenciada na fig.
8. Em todos os casos observou-se um aumento da extensdo da reacgdo para valores

crescentes de concentracio. Para a maior parte dos compostos o incremento na

quantidade de DPPH" reduzido foi proporcional ao incremento de concentragéo.

4547

a0

IR

30-¢

% Inib. 25

Composios G GM GP y TOH

Fig. 8 — Comparacio dos valores da % de Inib. do radical no equilibrio.
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Para salvaguardar os casos em que, para a gama de concentra¢des ensaiadas, a
reac¢do dos compostos com o DPPH’ nio ocorre em grande extensdo (e.g. acidos
fertilico e isoferulico, e os ésteres correspondentes) ou ndo atinge o equilibrio no
periodo de tempo pré-definido, deve optar-se pela analise dos resultados com base na

determinagdo da ICso, isto €, a concentragdo (uM) de cada composto necessaria para
reduzir 50% da quantidade inicial de DPPH’ (50% Inib.). O valor de ICsy € determinado

por interpolagio a partir de um grafico de % de DPPH’ remanescente no estado de

equilibrio em fungéo da concentragio.

Neste estudo, a gama de concentragdes ensaiada ndo permitiu obter o valor de
ICso para cada composto. Com o objectivo de comparar a eficacia anti-radicalar dos
compostos, nas condigdes experimentais descritas, foi efectuado um calculo teorico dos
referidos valores.

O grafico obtido para o acido cafeico (fig. 9a), denota uma grande
concentragdo de pontos na porgdo inicial da curva, correspondentes as concentragdes
estudadas, nfo permitindo definir com rigor a fungdo exponencial. Esta limitagdo ¢
ainda maior no caso dos compostos HC, HCM, HCP, G, GM e GP, uma vez que para
concentragdes superiores e/ou iguais a 50 uM ndo foi possivel calcular os respectivos

valores de % Inib. no equilibrio (fig. 9b).
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Fig. 9b — Variaciio da quantidade de DPPH , no estado de equilibrio, em fungiio

da concentracio de galhato de metilo.
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O valor de ICs, para cada um dos compostos ensaiados foi estimado a partir da
equacio da curva exponencial, prevista em fungdo dos valores obtidos
experimentalmente (linha de tendéncia). A partir dos valores calculados, determinou-se
a relagio 1/ICso, a qual traduz a eficacia anti-radicalar (capacidade scavenger) tedrica
dos compostos (fig. 10). Quanto maior o valor de 1/ICso, maior o poder anti-radicalar [17,

32].

22,00

19,31

20,004

18,00

16,00

14,00ﬁ-- e__-,

| 1/ICse 12,00

(x 1000) 10,00

8,00

i . 5,577

6,004 . .

2,34

0,29 029 029 |

EC ®\CM ®mCP @F @©BFM ®WFP @Ol @M ®EIP BHC ®HCM ®HCP @G OGM OGP EWTOH

0,00

} Fig. 10 - Eficicia anti-radicalar tedrica (1/1Cs).
|
|

Os dados de 1/1Cso (fig. 10) permitiram seriar os compostos em analise
| segundo uma ordem decrescente de capacidade scavenger do DPPH': G > GM > HC >
L GP>>CP~a-TOH~HCP~CM~C>HCM>F~FM~FP>>IP=IM=1.

Os compostos G, GM, GP e HC apresentam os maiores efeitos scavenger, o

l que pode traduzir uma maior aptiddo para inibir processos radicalares. A capacidade
’ scavenger do a-TOH ¢ inferior & dos compostos anteriormente referidos, e semelhante a

do acido cafeico e seus derivados. O acido isofertlico e os seus ésteres metilico e
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propilico possuem a menor eficacia anti-radicalar, o que denota uma reduzida
capacidade de cedéncia de atomos de H ao radical.

Numa tentativa de justificar a sequéncia de efeitos anteriormente apresentada,
procurou relacionar-se alguns dos resultados obtidos com as estruturas dos referidos
compostos (figuras Sa-5d, paginas 63 e 64 ) (relagdo estrutura-actividade).

Segundo varios autores, a capacidade scavenger dos 4cidos fendlicos do tipo
benzoico e cindmico aumenta com o nimero de grupos hidroxilo substituintes no anel
benzénico [25, 28, 41]. Assim, a presenca de trés hidroxilos fendlicos na estrutura do
acido galhico podera ser determinante para o seu maior poder anti-radicalar
comparativamente aos acidos hidrocafeico, cafeico, ferilico e isofertlico. E provavel
que a presenga de dois hidroxilos fen6licos em posi¢des adjacentes no radical fenoxilo
contribua para a sua estabilizagdo (fig. 11) [21, 24]. Embora o grupo carboxilo livre
(grupo desactivador) directamente ligado ao anel aromatico (e.g. acido galhico) diminua
a densidade electronica no anel, reduzindo a susceptibilidade do composto a oxidagao, €
possivel que a presenga dos grupos hidroxilo em posigdes nio adjacentes ao grupo —

COOH reduza consideravelmente esse efeito [10, 42].
0, OH O, OH O\ OH Q. OH 0. OH
I
- - - -
*OH HO OH 4 OH OH H OH
9 (o] o] 0]

Fig. 11 - Estabiliza¢iio por efeito de ressondncia do radical fenoxilo

formado a partir do icido gilhico.

Entre os acidos cindmicos, a actividade anti-radicalar relativa (C > F >> [)
podera também estar relacionada com as respectivas estruturas, as quais apresentam em
comum um sistema o, B-insaturado, mas diferem no padrio de substitui¢io do anel

aromatico.
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A dupla ligagio da cadeia lateral e a posi¢do do grupo -OH no anel aromatico
parecem ser factores importantes para a referida actividade.
A maior eficacia do acido ferulico, e seus derivados, em relagdo ao &cido

isofertilico, e respectivos ésteres, podera ser justificada com base na estabilizagdo dos
radicais fenoxilo, formados no processo de redugio do DPPH". Quando o grupo -OH se

encontra em posi¢io para a cadeia insaturada (e.g. acido ferulico), a estabilidade do
referido radical é maior, pela possibilidade de extensdio da deslocalizagdo do electrdo
desemparelhado ao longo da referida cadeia. Como consequéncia, o nimero de

estruturas contribuintes para o hibrido aumenta (figuras 12a-12b).

; ; ; X X
o b 0.0 O, 0 O 0 *0_ 0
- - N -— [ - |
J
H,CO H,CO H H,CO H,CO H,CO
(.) O O O O

R'=H ou CH, ou C;H;

Fig. 124 - Estabiliza¢fio por ressonincia do radical formado na reacgiio

do 4cido ferilico, e seus ésteres, com o DPPH",

|
|
R‘ R' R| R‘
o 0 0 4 O 0 O b
P P P
-— - H - |
0 0 0 07 N
OCH, OCH, OCH, OCH,

R'=H ou CH; ou C3H;
Fig. 125 - Estabiliza¢io por ressonincia do radical formado na reacgio

do icido isofenilico, e seus ésteres, com o DPPH".
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A eficacia anti-radicalar relativa dos acidos cafeico e fertlico obtida neste
trabalho (C > F) esta de acordo com o descrito por outros autores [5, 6, 17, 25]. Porém, os
factores anteriormente referidos ndo justificam por si s6 a maior eficacia observada para
o 4cido cafeico, e seus derivados, uma vez que a estabilizagio dos respectivos radicais

fenoxilo pode ocorrer de um modo analogo (fig. 13).

Fe g B

R'=H ou CH3 ou C3H1
Fig. 13 - Estabilizacio por ressonincia do radical formado na reacgio

do 4cido cafeico, e seus ésteres, com o DPPH".

A presenga de um grupo catecol origina um aumento das propriedades
scavenger de radicais, provavelmente devido a uma estabilizagdo adicional do radical
fenoxilo, através da formagdo de uma ponte de hidrogénio intramolecular [17, 43].
Procurando explicar a maior actividade observada para os compostos com estrutura

catecOlica, Brand-Williams ef al. [17] sugerem ainda a possibilidade de no meio

o &
<thi<s

Fig. 14 - Mecanismo proposto por Brand-Williams ef al. para a formacio de o-quinonas [17].

|
reaccional ocorrer a regeneragdo do difenol, com formagdo de o-quinonas (fig. 14).
\
|
|
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A capacidade scavenger do HC é superior a do C. Este facto permite questionar

a importancia, em termos de eficicia anti-radicalar, quer da cadeia insaturada, quer do

grupo —OH em posigdo para, e colocar a hipétese de que outro mecanismo podera estar

subjacente a actividade destes compostos.

A analise do efeito da esterificagio do grupo —COOH dos acidos fenélicos na

capacidade scavenger do DPPH’ (fig. 10), permitiu verificar que:

Para os derivados dos acidos cafeico, ferilico e isoferilico ndo houve uma
alteragio significativa do poder anti-radicalar (C ~ CM = CP; F ~ FM =~ FP;
I =1IM = IP). Estes dados estdo de acordo com os obtidos por Rice-Evans et
al. [10], segundo os quais a esterificagio do acido cafeico pelo écido
quinico ndo se traduz numa modifica¢do do efeito antioxidante. Cuvelier ef
al. [5] referem, para os mesmos compostos mas em fase lipidica, um

decréscimo de actividade;

Para os ésteres do acido hidrocafeico foi notéria uma diminuigdo acentuada
da capacidade scavenger (HC >> HCP > HCM). Esta diferenca sugere a
importancia do grupo carboxilo livre para a elevada actividade do HC e
reforga a hipétese de que se trata de um comportamento impar no seio do

grupo dos acidos cindmicos;

No caso dos derivados do acido galhico, observou-se uma diminui¢do do
poder anti-radicalar pelo efeito da esterificagio (G > GM > GP). Rice-
Evans ef al. [10] referem uma menor eficacia antioxidante do GM em
relagdo ao G, enquanto outros autores ndo observaram uma modificagido
significativa das propriedades redutoras do DPPH' como consequéncia da

esterificacio [3, 21].
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4. Conclusao

Neste estudo procedeu-se a avaliagdo da actividade anti-radicalar de quatro
acidos hidroxicinamicos (acidos cafeico, ferilico, isoferilico e hidrocafeico) e dos
respectivos derivados esterificados (ésteres metilicos e propilicos), em varias
concentragdes, pela determinagdo da capacidade scavenger do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH') (Método do DPPH"). Nas mesmas condigdes experimentais,
determinou-se a eficacia anti-radicalar de compostos modelo (acido galhico, galhato de
metilo, galhato de propilo e (+)-a-tocoferol), os quais sdo usados comercialmente como
antioxidantes [44].

Os resultados do trabalho experimental realizado e dos calculos teoricos

efectuados permitiram concluir que:

e Embora a aplicagio do método do DPPH" seja normalmente considerado

uma teste simples e relativamente rapido de avaliar a actividade anti-
radicalar de compostos com potencial antioxidante (leitura dos valores
absorvéncia usualmente realizada ao fim de 20 ou 30 min.), € importante
proceder ao estudo da cinética da reac¢iio para os diferentes compostos a

ensaiar. A capacidade scavenger, expressa em termos de percentagem de
inibicdo do DPPH" ou do valor de 1/ICs, s6 deve ser determinada quando a

reacgfio atinge o equilibrio, o qual varia em fung¢do do composto e da sua

concentragao,

e A eficacia anti-radicalar dos compostos estudados € determinada por alguns
aspectos da sua estrutura molecular, nomeadamente pelo padrio de
substituigdo aromatica (grau e posi¢io de hidroxilagdo) e pela possibilidade
de estabilizagéo dos radicais fenoxilo que se formam apos interacgéo com o

radical. Assim:
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A presenga de um grupo pirogalhol ou catecol parece ser
determinante em termos de actividade scavenger,

Os dados obtidos para o acido isoferilico permitiram reafirmar a
hipotese de que a presenga de um grupo catecol em que um dos -OH
estd em posi¢do para em relagio a cadeia -CH=CHCOOR ¢
fundamental para a actividade anti-radicalar dos acidos cindmicos e
derivados;

A metoxilagio de um dos grupos fendlicos das posi¢des 3 ¢ 4 da
estrutura dos cinamatos resulta num decréscimo significativo de
eficacia anti-radicalar;

A esterificagdio do grupo carboxilo pode influenciar de modo
diferente o comportamento dos cinamatos e dos galhatos. Este facto
pode estar relacionado com a acessibilidade de cada composto ao
centro do radical,

Os dados obtidos para o acido hidrocafeico suscitam duvidas quanto
a importancia da cadeia lateral insaturada dos acidos cindmicos e
derivados no processo scavenger de radicais. A caracterizagdo dos
intermediarios radicalares e dos produtos de acoplamento formados

podera esclarecer essa questdo.

Os valores de ICs calculados a partir das curvas exponenciais previstas (linhas
de tendéncia) deverdo ser confirmados experimentalmente. A gama de concentragdes a
usar pode facilmente definir-se com base nos valores obtidos neste estudo.

E importante salientar que existe uma correlagio entre ordem relativa de
eficacia anti-radicalar tedrica (fig. 10) e a definida a partir dos valores de % Inib. no
equilibrio determinados experimentalmente para a concentragido de 20 uM (fig. 8). Este
facto permite prever que, embora do ponto de vista quantitativo os dados experimentais
possam ndo confirmar os resultados do estudo teérico efectuado, a ordem relativa de

eficacia anti-radicalar entre os compostos ndo devera sofrer alteragdo apreciavel.

o . § - e
Para a maioria dos compostos ensaiados o mecanismo da redugdo do DPPH

parece complexo. A aplicabilidade do método ndo implica o seu conhecimento, no
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entanto aquele podera ajudar a interpretagdio de alguns dos resultados, permitindo
estabelecer uma correlagio entre os efeitos anti-radicalares e a estrutura dos compostos.
Neste contexto, sugerem-se alguns estudos de continuidade deste trabalho que

envolvam o isolamento e caracterizagdo de intermediarios e produtos da reac¢do dos

compostos com o DPPH’, a determinacfio da ordem e das constantes de velocidade das

reac¢des, e a avaliagio de pardmetros fisico-quimicos dos compostos (e.g. potenciais

redox, constantes de acidez, coeficientes de partilha).
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1. Introdugio

A determinagio da eficacia de um antioxidante corresponde frequentemente a
medida do alargamento do periodo de indugfo (resisténcia & oxidagdo) resultante da sua
adigio. Esse alargamento ¢ expresso como um indice antioxidante ou factor de
protecgao [1].

Os fenémenos naturais de oxidagio sdo processos lentos, desenrolando-se
frequentemente ao longo de varios meses. A medida do estado de oxidagéo dos lipidos
nas condi¢des normais de armazenamento ou de distribuigdo (estabilidade em tempo
real), torna-se por vezes incompativel com o controlo de qualidade a nivel industrial [2].
Por essa razdo, recorre-se normalmente a um conjunto de ensaios nos quais, usando
condigdes padronizadas de oxidagdo acelerada (oxigenagdo intensiva, tratamento
térmico e/ou iniciagfio forcada) e seleccionando um determinado pardmetro indicador da
degradagio oxidativa, se promove o envelhecimento forgado de uma matéria gorda e se
avalia a sua resisténcia 4 oxidacio (RO) (estabilidade acelerada). Estes testes
permitem estimar de uma forma rapida, e por vezes automatizada, quer a estabilidade
oxidativa, quer a eficacia “tedrica” de um antioxidante isolado ou em associagdo [3, 4].
A resisténcia 4 oxidacio ¢ definida pelo periodo de tempo, expresso em horas,
necessario para se atingir um ponto critico de oxidagdo, quer seja uma alteragdo de
gosto, quer uma aceleragdio brusca da velocidade do processo oxidativo (periodo de
induciio ou tempo de estabilidade).

Entre os testes propostos para a determinagfio da resisténcia a oxidagdo de
oleos e gorduras, o método Rancimat aparece actualmente como um dos mais citados na
bibliografia [5-16). Simples e rapido de executar, € hoje em dia um ensaio de rotina em
muitos laboratorios de controlo de qualidade, sendo também til para a avaliagdo e
comparagdo da eficicia antioxidante de compostos naturais ou sintéticos, entre si ou
relativamente a um antioxidante de referéncia [17]. Dados recentes apontam para a
existéncia de uma boa correlagdo entre os tempos de estabilidade oxidativa
determinados pelo método Rancimat e os obtidos noutro tipo de ensaios (e.g. Método do

Oxigénio Activo (AOM)) [3, 14, 17, 18].
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O oleo de girassol refinado é amplamente usado na alimentagdo, como
tempero, em banhos de fritura ou no fabrico de margarina. Representa uma importante
fonte de acidos gordos poliinsaturados, nomeadamente de acido linoleico (acido cis-
9,cis-12-octadecadienoico) (fig. 1), despertando, por isso, particular interesse do ponto
de vista nutritivo [19-22]. O 4cido linoleico representa cerca de 65-75% do total de
acidos gordos presentes no 6leo de girassol [22]. A elevada reactividade do sistema de
duplas ligagdes conjugadas deste acido gordo € responsavel pela sua susceptibilidade a
oxidagdo, sobretudo quando sujeito a altas temperaturas. Os processos de oxidagdo
podem estar na origem do desenvolvimento do rango, da produgdo de compostos
responsaveis por off flavours e off odors, da reversio e da ocorréncia de um elevado
nimero de reacgdes de polimerizagiio e de cisfo. Este conjunto de alteragdes oxidativas

diminuem consideravelmente o seu tempo de vida e o seu valor nutritivo [3, 22-27].

12 9
HyC” "N T N(CH,),COOH

Fig. 1 - Estrutura quimica do icido linoleico.

O aumento da resisténcia a oxidagdo dos Oleos vegetais ¢ motivo de grande
preocupagdo, sobretudo quando sujeitos a processos de fritura. Nos oleos vegetais
refinados existem tocoferdis, os quais contribuem para uma protecgfo natural contra os
fenomenos oxidativos que ocorrem durante o periodo de comercializagdo. Porém, estes
antioxidantes endogenos ndo resistem a um aquecimento prolongado e/ou repetido a
temperaturas da ordem dos 130-190 °C. Nessas condigdes, os oleos (e.g. Oleo de
girassol) que contém quantidades apreciaveis de acidos gordos poliinsaturados,
nomeadamente linoleico e/ou linolénico, estdo predispostos a degradagdo oxidativa [28,
29]. Alguns autores consideram mesmo que Oleos com teores em acido linolénico
superiores a 2% do total de acidos gordos ndo sdo adequados para processos de fritura

[29].
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A adicdo de antioxidantes constitui um dos processos usados a nivel industrial
para aumentar a resisténcia oxidativa dos oleos insaturados. Alguns dos compostos,
naturais ou sintéticos, actualmente permitidos por lei para os 6leos e gorduras usados na
preparagio de géneros alimenticios, vém a sua utilizagdo limitada por razdes
econdmicas, tecnologicas e outras relacionadas com as suas caracteristicas fisico-
quimicas (e.g. solubilidade, termorresisténcia).

Alguns trabalhos recentes referem a dificuldade em melhorar, de forma
significativa, a estabilidade oxidativa do oleo de girassol pela adigdo de compostos
antioxidantes de origem natural ou sintética [19, 30]. Por conseguinte, parece interessante
promover o desenvolvimento de novos antioxidantes, capazes de obviar algumas das
limitagdes anteriormente referidas.

Assiste-se hoje em dia a um interesse crescente na procura de compostos
antioxidantes, naturais ou sintéticos, que permitam retardar, de uma forma eficaz e
segura, os efeitos indesejaveis do oxigénio atmosférico sobre os lipidos e todos os
produtos dos quais estes fazem parte [19].

O presente trabalho corresponde a estudo experimental comparativo da eficacia
antioxidante dos ésteres propilicos sintetizados (Parte A) (cafeiato de propilo, ferulato
de propilo, isoferulato de propilo e hidrocafeiato de propilo) e de dois compostos
antioxidantes permitidos, um de origem sintética (galhato de propilo) e outro natural (o-
tocoferol), constituindo uma primeira abordagem na averiguagio do potencial

antioxidante desses compostos.

2. Condic¢des Experimentais

2.1. Instrumentacao

e As pesagens foram efectuadas em balanga Mettler AE 100.
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e As determinagdes da resisténcia a oxidagdo foram realizadas num aparelho

Rancimat 617 da Metrohm-Herisau A. G.

2.2. Reagentes e solventes

e O 6leo de girassol refinado, de qualidade comercial, foi gentilmente cedido pela

firma ALCO - Indistria de Oleos Alimentares, S.A., acondicionado em embalagens dambar

de 1 litro de capacidade, pertencentes ao mesmo lote. O respectivo boletim analitico

encontra-se descrito de forma resumida na Tabela 1.

Acidez (%) (AOCS Cas=0) 0,04

Imﬁce de Perdxidos (meq()gllig) ' 0,00

'7(A@cs €d 8-50)

“Sabiio (mgfKg) (NP- 1644) - e 0,00

;.Tempa de Establhdade a Gxidacﬁo (h) | . 5,6

(NP860)

;Auahse Sensorial . Aspecto — limpido

f(prﬁcedimento interno P’T-Ol 12{1) s Flavour — Sui generis

- : P——
T C14:0 008 C16:0 6,58 Cl6:1 0,19
 C17:0 0,13 C180 4,13 C18:1 20,69
| C18:2 6583 CI8:3 0,12 C20:0 032

C20:1 0,22 C22:0 0,74 C22:1 ---

€240 0,36

Tabela 1 — Dados analiticos do éleo de girassol [adaptado do boletim de analise original fornecido].

e O (H)-o-tocoferol, o galhato de propilo e o etanol absoluto foram adquiridos

respectivamente as firmas Sigma, Aldrich e Merck.

e Os ésteres propilicos dos acidos cafeico, ferulico, isofertlico e hidrocafeico foram

sintetizados de acordo com os procedimentos referidos na Parte A.
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2.3. Preparacio das amostras

2.3.1. Estudo das condicdes de solubilidade do galhato de propilo no éleo de

girassol refinado

No inicio do trabalho experimental verificou-se que alguns dos compostos em
analise nfio eram totalmente soliveis no 6leo de girassol (a temperatura ambiente e com
agitagdio). Por conseguinte, foi necessario efectuar um estudo prévio para estabelecer as
condi¢des de solubilidade adequadas a preparagéo das amostras.

Encontram-se mencionados na literatura varios procedimentos experimentais
para obviar as dificuldades de dissolugdo, frequentes na adigdo de compostos aos 0leos
e gorduras [4, 14, 19, 28, 30-36]. ApOs uma analise cuidada das respectivas condigGes
experimentais utilizadas, foram seleccionados quatro protocolos para a preparagio das
amostras (tabela 2).

Como composto teste foi usado o galhato de propilo, uma vez que, em
condigdes normais, apresentou maiores dificuldades de solubilizagdo comparativamente
aos compostos sintetizados.

O estudo efectuado consistiu em avaliar a resisténcia & oxidagdo (RO), pelo
método Rancimat (2.4., pag. 104), de amostras de oOleo de girassol refinado,
previamente fortificadas com galhato de propilo (160 ppm) segundo as condigdes de
cada protocolo. Amostras de 6leo de girassol refinado ndo fortificado (controlo) foram
também submetidas as mesmas condi¢gdes experimentais. Todas as determinagdes foram

efectuadas em triplicado.

Pela analise dos resultados obtidos (tabela 3), verificou-se que apenas no caso
dos procedimentos 1 e 2 foi possivel determinar a RO das amostras fortificadas. A
obtengdo de curvas de inflexdo fora do padrio habitual para as amostras submetidas aos
procedimentos experimentais 3 e 4 impossibilitou a determinagfo desse pardmetro.

Como método geral de solubilizagio dos compostos no substrato lipidico foi

adoptado o procedimento 1, para o qual se registou uma maior repetibilidade de
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resultados (traduzida pelo menor valor do coeficiente de variagdo (CV%)) e, portanto,

uma maior precisdo nas determinagdes.

Solubilizar 16 mg de composto em 50 ml de 6leo com auxilio de ultra-sons (30

min.);

Pmcdimgnto--l : 2. Deixar repousar durante 12 horas 3 T amb. ¢ ao abrigo da luz;

Perfazer volume de 100,0 ml ¢ homogeneizar.

Solubilizar 16 mg de composto em 50 ml de 6leo com auxilio de aquecimento
a 40 °C ¢ ultra-sons (30 min.);
Deixar repousar durante 12 horas 4 T amb. ¢ ao abrigo da luz;

Perfazer volume de 100,0 ml ¢ homogeneizar.

Dissolver 16 mg de composto em cerca de 2 ml de etanol absoluto;

Adicionar a solugdo anterior a 100,0 ml de 6leo e homogeneizar com auxilio de

agitacdo magnética suavc;
Eliminar o etanol com auxilio de corrente de N (1 h).

Dissolver 16 mg de composto em cerca de 2 ml de etanol absoluto;

Adicionar a solugio anterior a 100,0 ml de éleo ¢ homogeneizar com auxilio de
agitacio magnética suave;

Eliminar o etanol em evaporador rotativo com auxilio de aquecimento e de
pressdo reduzida (40 °C/0 atm.).

Tabela 2- Condig:éés experimentais usadas no estudo de solubilidade do galhato de propilo no dleo

de girassol.

| Procedimento2 | Procedimento 3 | Procedimento 4
1| Controlo [ Amostra | Controlo [ Amosira | Controlo [ Amostra

Tempos de| 5.6 10,3 53 9.3 54 | ND. | 53 | ND.

‘estabilidade | 5,7 10,4 5,3 9,7 5.4 N.D. 54 N.D.

ey 5,7 10,3 54 9,5 5.4 N.D. 54 N.D.

Valormédio | 5,7 10,3 5.3 9.5 5.4 54

= + + * x i &= ® =

Lo besyio o 0,1 0,1 0,1 0,2 0,0 0,1

__padrio

Coeficiente

devariagio | 18 1,0 1.9 2,1 0,0 - 1,9 -
(o)

N.D. — Ndo determinado.
Tabela 3 - Resultados da avaliacio da RO das amostras de 6leo de girassol preparadas segundo os

quatro procedimentos descritos.
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2.3.2. Método geral de preparacio das amostras

Para a avaliagio da actividade antioxidante, os compostos foram ensaiados nas

concentragdes de 160 e 200 ppm, de acordo com a tabela 4.

~ Compostes =~ Concentracio (ppm)
~Galbato de propilo (GP) 160,200
Cafeiato de propilo (CP) 160 ; 200
Hidrocafeiato de propilo (HCP) 160 ; 200
Ferulato de propilo (FP) 160
Isoferulato de propilo (IP) 160
o-Tocoferol («-TOH) 160

Tabela 4 - Concentracdes das amostras.

Em fungdo da concentracdo final desejada, pesou-se uma determinada
quantidade de cada composto directamente para um balfo volumétrico de 100,0 ml e
adicionou-se 50 ml de 6leo de girassol. Com auxilio de ultra-sons (30 min.) promoveu-
se a sua completa dissolugio. Apos 12 horas de repouso a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, completou-se o volume.

As amostras controlo, constituidas exclusivamente por 6leo de girassol, foram
sujeitas as mesmas condigdes experimentais.

O tempo que mediou entre a preparacio das amostras e a determinagdo da
estabilidade oxidativa ndo excedeu as 24 horas. As amostras foram armazenadas ao

abrigo da luz e a temperatura ambiente.

2.4. Determinacio da resisténcia a oxidacio (Método Rancimat)

O método Rancimat baseia-se no registo das variagcdes da condutividade da
dgua destilada na qual se faz a recolha de acidos de baixo peso molecular

(maioritariamente acidos formico e acético) resultantes da oxidagdo dos Oleos e
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gorduras em condigdes de oxidagdo acelerada (alta temperatura e oxigenagdo intensiva)
[18, 37, 38].

Neste ensaio determinou-se a resisténcia a oxidagdo do Oleo de girassol
refinado em condigbes de oxidagdo acelerada.

O processo consistiu em fazer passar uma corrente de ar, a um fluxo de 20
litros/h, através de uma toma de cerca de 2,5 g de amostra (2,7 ml) colocada num tubo
reactor aquecido a 11070,2 °C. Os produtos de oxidagdo volateis, formados no decorrer
do ensaio e arrastados pelo fluxo de ar, foram recolhidos num frasco contendo 50 ml de
agua desionizada a temperatura ambiente. O aumento de condutividade foi registado de
modo automatico ao longo do tempo com o auxilio de um eléctrodo imerso na solugéo
resultante, s6 podendo interromper-se a determinagdo quando, para cada amostra, o
valor da condutividade atingiu 0 maximo (300 pS/cm) (fig. 2).

O calculo dos tempos de estabilidade das amostras foi efectuado pelo método
das tangentes. O segmento de recta que medeia entre o inicio do registo € o ponto de
interseccdio das tangentes as curvas foi medido com auxilio de uma régua a qual
transforma o comprimento (cm) em tempo (horas) (fig. 3).

Para cada composto e concentragdo ensaiados, foram efectuadas determinagSes
em triplicado. Em todos os ensaios incluiu-se uma amostra controlo (6leo de girassol

refinado nfo fortificado).
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Fig.2 — Esquema do aparelho Rancimat 617.

1 - Controlador do fluxo de ar; 2 - Tubo reactor para colocagio
da amostra; 3 - Bloco de aquecimento;, 4 - Frasco para recolha
dos acidos volateis contendo uma célula condutimétrica imersa
em agua destilada; 5 - Amplificador e registador.

Fig. 3 — Exemplo de um registo obtido nas determinagdes da RO (método Rancimat).
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2.5. Descrigiio e andlise estatistica dos resultados

Para cada composto e concentragfo ensaiados os resultados apresentam-se sob
a forma de valores médios de tempo de estabilidade + desvios padréo.

As diferencas entre os valores médios do tempo de estabilidade do controlo e
das amostras fortificadas foram determinadas por analise de varidncia (ANOVA),
seguida pelo teste de Fisher. As diferengas foram consideradas significativas para P <
0,05.

Para estabelecer uma correlagdo entre os diferentes resultados analiticos
obtidos, as amostras foram ordenadas segundo um valor de poder antioxidante (PAO)
calculado, para cada composto e concentrag¢do, segundo a formula de Castera-Rossignol

et al. [28]

PAO = 100 - [(Tc / Ta) x 100]

em que T, representa o tempo de indugdo do controlo e T, o tempo de indugdo da
amostra. O PAO é expresso por um valor compreendido entre 0 e 100.

Os valores de PAO calculados foram submetidos a uma analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Fisher. As diferengas foram consideradas

significativas para P < 0,05.

3. Resultados e discussio

O estudo de estabilidade oxidativa realizado (método Rancimat) permitiu
determinar, nas condi¢Bes experimentais ensaiadas, os tempos de resisténcia a oxidagio
(tempos de estabilidade ou periodos de indugdo) de amostras de oleo de girassol
refinado de origem comercial, na presenga e na auséncia dos compostos testados (fig.
4).
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As concentragdes usadas ndo ultrapassaram o teor maximo permitido pela
legislagdo comunitaria (200 ppm) para a adigdo de antioxidantes sintéticos (e.g. galhato
de propilo) as gorduras e Oleos utilizados na produ¢io ou preparagdo de generos

alimenticios submetidos a tratamentos térmicos [39].

HOU\/C\Q/\/ Hs COU\/C\Q/\/
HO HO
Cafeiato de propilo (CP) Ferulato de propilo (FP)
HO ﬁ? HO, ?
jg/\/(?\ o U\/C\ o~
H;CO HO
Isoferulato de propilo (IP) Hidrocafeiato de propilo (HCP)
Q
HO
Cs S
HO
OH
Galhato de propile (GP) (H)-a-Tocoferol (o -TOH)

Fig. 4 — Estrutura quimica dos compostos ensaiados.

Os resultados da tabela 5 traduzem o efeito da adi¢do de cada um dos
compostos, na concentra¢io de 160 ppm e nas condigdes do ensaio, ao 6leo de girassol

refinado.
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Oleo + FP

37%°02°" 0,00

58%02° 1,724

Oleo + a-TOH

59%02°¢ 3,39¢

Oleo + CP

67024 14,934

Oleo + HCP

7,7

77%02°¢ 25,97°¢

\
Oleo + IP
|
|
;

Oleo + GP

10,2
10,6
10,3

104%0,27 45,197

diferentes para P < 0,05.

Tabela 5 - Resultados obtidos no estudo de resisténcia A oxidacio (método

Rancimat).

Valores na mesma coluna seguidos da mesma letra nfio sfo significativamente

Ao oleo de girassol refinado ndo fortificado, isto é, ao qual ndo se adicionou

qualquer um dos compostos em estudo, correspondeu um periodo de indugdo médio de

5,7 horas. A adi¢do dos compostos em analise traduziu-se, em diferentes graus, numa

| melhoria da estabilidade oxidativa do 6leo, a excepgéo do ferulato de propilo (FP) para

o qual se obteve um periodo de indugio igual ao do controlo.

A anélise dos tempos de estabilidade obtidos para as amostras fortificadas

(tabela 5), nas condi¢bes de ensaio descritas, permitem distinguir dois grupos (fig.5):

e Grupo 1 - as amostras fortificadas com cafeiato de propilo (CP),

hidrocafeiato de propilo (HCP) e galhato de propilo (GP), para as quais se

observou um aumento da estabilidade do Oleo de girassol. A esses
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compostos correspondem valores PAO mais elevados, revelando uma

maior eficacia antioxidante;

e Grupo 2 - as amostras contendo ferulato de propilo (FP), isoferulato de
propilo (IP) e (+)-a-tocoferol (o-TOH), para as quais os tempos de
estabilidade ndo variaram de forma consideravel relativamente ao controlo
(amostra ndo fortificada). Aos compostos mencionados correspondem
valores de PAO nulos ou proximos de zero, traduzindo uma actividade

antioxidante nula ou muito reduzida.

Oleo+GP [
Oleo+ HOP [RS8

Oleo+CP [

Oleo +a-TOH

Oleo +1P

Oleo + FP

Controlo

0 1 x 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12
Tempos de estabilidade (h)

Fig. 5 — Tempos de estabilidade obtidos pelo método Rancimat a 110 °C (conc. 160 ppm).

A resisténcia oxidativa do oleo de girassol refinado ndo fortificado esta de
acordo com o descrito noutros estudos [19]. O tempo de estabilidade obtido (5,7 horas)
nas condi¢des drasticas do ensaio, pode ser justificado pelo elevado conteudo de

tocoferdis totais naturalmente presentes neste tipo de oOleo vegetal. Alguns autores
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referem-se a teores da ordem dos 600-700 ppm, mesmo apds o processo de refinagdo,
dos quais 80-90% se encontram na forma o [20, 22, 28, 40].

Neste trabalho verificou-se que, para a concentragdo ensaiada (160 ppm), a
adicio de (+)-a-tocoferol ao Oleo ndo originou num aumento considerdvel da sua
estabilidade oxidativa (apenas 0,2 horas, o que corresponde a um incremento de cerca
de 3,5%). Este facto é surpreendente se se atender, por um lado 4 sua elevada
solubilidade nos o6leos e gorduras, e por outro as suas propriedades antioxidantes,
individuais ou sinérgicas, quer na forma de extractos ou de misturas de isdmeros de
sintese [28, 41]. Contudo, o resultado experimental estd de acordo com o descrito por
diversos autores, os quais, tendo como base estudos de dose-resposta, concluiram que o
teor de a-tocoferol no 6leo de girassol se encontra muito proximo da concentragdo
optima de estabilizagdo, pelo que um suplemento nio se traduz numa maior resisténcia a
oxidagdio [19, 40]. Alguns trabalhos referem que para concentragdes superiores a 500
ppm se nota um efeito pro-oxidante, o qual ndo foi observado neste estudo [28]. Os
ensaios de termo-oxidagdo e de determinagio dos teores residuais dos diferentes
isomeros dos tocoferois, efectuados por Castera-Rossignol et al. [28], permitiram
concluir que o isémero o ¢ o mais rapidamente oxidado para temperaturas superiores a
50 °C. Este facto pode também explicar o valor de PAO do «-TOH obtido nas
determinagdes efectuadas a 110 °C (tabela 5 e fig.6).

Entre os compostos que revelaram maior eficacia antioxidante (CP, HCP e GP)
os derivados dos acidos cindmicos demonstraram um grau de protecgdo inferior ao do

GP (fig. 6).
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10,00

5,004
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FP ; 1P o -TOH. — CP = HCP i GP

Compostos
(conc. 160 ppm)

Fig. 6 — Anilise comparativa dos valores de PAQ.

A partir dos resultados obtidos foi possivel estabelecer uma ordem relativa de
PAO: GP > HCP > CP >> 1P > FP.

A actividade antioxidante dos compostos fenodlicos esta relacionada com a sua
capacidade scavenger dos radicais livres (e.g. radicais alquilo (R"), peroxilo (ROO") e

alcoxilo (RO')) que se formam no decurso da autoxidag@o dos oleos e gorduras [25, 42,
43]. A actividade anti-radicalar ocorre segundo um mecanismo de cedéncia de atomos
de H e envolve a formagdo de novas espécies radicalares a partir dos compostos
fenolicos (radicais fenoxilo). A estrutura molecular dos compostos € determinante para
a sua capacidade de cedéncia de atomos de H. Alguns dos efeitos directamente
relacionados com as estruturas dos compostos testados (e.g. posi¢do e o numero de
grupos hidroxilo fenolicos, presenga de outros substituintes) foram ja discutidos neste
trabalho (Parte B) e poderdo também justificar a eficacia antioxidante relativa dos
derivados dos acidos hidroxicindmicos e do galhato de propilo (GP > HCP > CP >> IP

> FP).
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Para além dos aspectos directamente relacionados com a diferente reactividade

dos compostos perante espécies radicalares, outros factores poderdo condicionar o efeito

resultante da sua adigéo, ajudando a explicar a sua eficacia antioxidante relativa:

Estabilidade térmica dos diferentes compostos nas condi¢des do ensaio
(110°C).

Alguns autores referem que o GP se mantém estavel para
temperaturas inferiores a 190 °C, facto que podera contribuir para o seu
maior grau de protecgdo em condigdes drasticas de termo-oxidag@o [1].
Afinidade de cada um dos compostos ensaiados para o tipo de substrato
lipidico usado.

Segundo a observagdo de Porter ef al. [44] designada por “paradoxo
polar”, os compostos antioxidantes mais polares (e.g. derivados dos acidos
cindmicos e benzoicos) sdo mais eficazes em meios apolares (e.g. 6leos
vegetais), enquanto que os compostos mais apolares (e.g. a-tocoferol)
apresentam maior eficicia em substratos polares (e.g. emulsdes lipidicas).
Segundo Frankel ef al. [45] nos sistemas com baixa relagdo
superficie/volume, como é o caso dos Oleos vegetais, 0os compostos que
possuem maior equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) orientar-se-d0 na
interface ar-6leo, conferindo maior protecgdo contra os fendémenos
oxidativos, enquanto que os compostos lipofilicos permanecerdo no seio da
fase oleosa. A diferente distribui¢do dos compostos de acordo com a sua
afinidade para a fase lipidica podera também ajudar a explicar o maior

poder antioxidante dos compostos GP, HCP e CP em relagdo ao a-TOH.

A comparagdo do poder anti-radicalar (PAR), determinado pelo método do

DPPH’ (Parte B), e o poder antioxidante (PAO), avaliado pelo método Rancimat,

permitiu verificar que os compostos que apresentaram maior eficacia antioxidante (GP,

CP e HCP), demonstraram igualmente maior actividade anti-radicalar. Do mesmo

modo, compostos com reduzido poder antioxidante (FP e IP) exibiram também uma
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reduzida eficacia anti-radicalar, havendo apenas a registar uma inversdo de posigoes
relativas (fig. 7).

Esta observagio reforga a hipotese de que o poder antioxidante dos compostos
fenolicos esta relacionado com o mecanismo de actuagdo anteriormente discutido
(Parte B). Porém, ndo é possivel comparar quantitativamente os valores obtidos pelos
dois tipos de ensaio. No método Rancimat a eficacia dos compostos € determinada em

condigdes drasticas de oxidagdo e em meio apolar, enquanto que a avaliagdo da
actividade anti-radicalar pelo método do DPPH’ decorre em meio polar (etanol), a

temperatura ambiente e sem oxigenag¢io intensiva.

Fig. 7 — Comparacio do poder anti-radicalar (PAR) (método DPPH.)

¢ do poder antioxidante (PAQO) (método Rancimat).

Numa tentativa de estabelecer uma relagdo entre a concentragdo e o PAO,
foram efectuadas determinacdes de resisténcia a oxidag¢do usando amostras fortificadas

com teores de 200 ppm dos compostos que revelaram maior eficacia antioxidante. Os
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tempos de estabilidade obtidos e os respectivos indices de eficacia antioxidante (PAO)

encontram-se expressos na tabela 6.

" Amostras ~ Temposde =~ Valormédio= . PAO(%)
_ (conc.200 ppm)-  estabilidade (h) . desvio padrio - (valor médio)
57
Controlo 58 57%0,1° 0,00
57
7.1
Oleo + CP 7.1 o o 19.72°
7.0
8,5
Olco + HCP 8,5 2.5%01° 32,94°
8.4
11,8
Oleo + GP 12,2 12,0*0,1¢ 52,50 ¢
11,9
Valores na mesma coluna seguidos da mesma letra ndo sdo significativamente

diferentes para P < 0,05,
Tabela 6 - Resultados obtidos no estudo de resisténcia i oxidagio (método

Rancimat).

Em todos casos registou-se um aumento dos periodos de indugdo
comparativamente ao controlo e aos tempos obtidos nos ensaios anteriormente
efectuados (conc. 160 ppm) (tabela 5, pag. 109). Na concentragio de 200 ppm o GP
duplicou o periodo de indugdo do 6leo de girassol refinado. Para as amostras contendo
os compostos HCP e CP registaram-se aumentos de estabilidade de respectivamente 0,8

e 0,4 horas em relagdo a concentragio anteriormente ensaiada (fig. 8).
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Oleo + GP

Oleo+ HCP

Oleo +CP

Controlo

0,0 2,0 40 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0
Tempos de estabilidade (h)

Fig. 8 — Comparacio da estabilidade oxidativa do dleo de girassol refinado fortificado
{conc. 160 ppm vs conc. 200 ppm).

A ordem relativa de eficicia antioxidante entre os compostos, traduzida pelos
valores de PAQO, manteve-se (GP > HCP > CP) (fig.9). A eficacia antioxidante parece
estar dependente da concentragdo, facto que podera ser confirmado pela realizagdo de

estudos dose-resposta.
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Fig. 9 — Variacio do PAO em fungiio da concentragio.

4, Conclusio

O trabalho experimental realizado correspondeu a um estudo preliminar de
avaliagdo, e comparagio, da eficicia antioxidante dos ésteres propilicos sintetizados
(Parte A), e dos antioxidantes de origem sintética (galhato de propilo) e natural ((+)-o-
tocoferol), frequentemente usados como aditivos nos oleos e gorduras ediveis.

O ensaio de estabilidade acelerada (método Rancimat) permitiu determinar, nas
condi¢des experimentais usadas, os tempos de resisténcia a oxidagdo de amostras de
Oleo de girassol refinado de origem comercial, na presenga e na auséncia dos compostos
testados, e estabelecer uma ordem relativa de eficacia antioxidante (GP > HCP > CP >>
o-TOH > IP > FP).

O estudo efectuado permitiu confirmar a eficacia dos galhatos, nomeadamente
do GP, na diminui¢do da velocidade de oxidagdo do oleo de girassol refinado, e
evidenciou o potencial poder antioxidante dos compostos ortho-difenolicos ensaiados

(CP ¢ HCP). Em termos de estabilidade oxidativa, parece ndo haver qualquer vantagem

117



Parte C

na adigdo ao oleo de girassol quer dos compostos monofenélicos (FP e IP), quer de um
suplemento de o-TOH.

Os resultados obtidos suscitam particular interesse pelos ésteres propilicos dos
acidos cafeico e hidrocafeico com vista ao melhoramento da estabilidade oxidativa do
6leo de girassol refinado. E, pois, importante complementar o trabalho realizado
efectuando estudos dose-resposta, com o objectivo de determinar a dose optima em
termos de eficicia antioxidante ou a dose a partir da qual se observa um efeito pro-
oxidante.

O elevado contetido de tocoferdis totais naturalmente presentes no oleo de
girassol, mesmo apds o processo de refinagdo, podera condicionar o efeito de qualquer
antioxidante exogeno, pelo que em todos os ensaios envolvendo a utilizagdo deste
substrato lipidico se deve encarar a possibilidade de ocorréncia de efeitos (sinérgicos ou
ndo) entre os tocoferdis e os compostos adicionados [22]. A realizagdo de estudos de
sinergismo podera ajudar a esclarecer se existe vantagem na utilizagdo dos compostos
ensaiados em associagdo com outros antioxidantes.

A determinagdo da estabilidade oxidativa pelo método Rancimat baseia-se na
avaliagio dos produtos secundarios de oxidagdo. Os resultados obtidos correspondem a
niveis de oxidagdo elevados e que se situam muito para além do aceitavel [2, 3]. A
avaliacdo da estabilidade oxidativa através de parametros que se relacionem com a
formagdio dos produtos primarios de oxidagdo (peroxidos), permitira estimar a eficacia
antioxidante dos referidos compostos numa fase mais precoce de evolugio oxidativa [25,
46, 47).

A extrapolagio dos resultados obtidos para as condigdes normais de utilizagio
dos produtos lipidicos requer alguns cuidados. Segundo alguns investigadores, o
mecanismo de oxidagdo lipidica nas condigbes experimentais usadas (oxigenacdo
intensiva e alta temperatura) é diferente do(s) mecanismo(s) envolvido(s) nos processos
oxidativos espontineos que decorrem a temperatura normal de armazenamento e
conservagdo. Em condi¢des de oxidagio acelerada, a formagdo de peroxidos por vias
diferentes e a ocorréncia reac¢des laterais (polimerizagdo, ciclizagfio e cisdo), conduzem
normalmente 4 formagdo de novas espécies antioxidantes ou pro-oxidantes capazes de

falsear as determinagdes [2, 3, 28]. Tendo em vista a aplicagdo dos compostos ensaiados
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é indispensavel a realizagio de ensaios em tempo real e nas condigdes normais de
armazenamento ¢ conservagdo dos produtos.

A resisténcia a oxidagdio, medida a alta temperatura, é em regra inferior a
verificada a temperaturas mais baixas. O grau de eficacia antioxidante dos compostos,
determinado nessas condigbes, estda também dependente da sua maior ou menor
estabilidade térmica [2, 3, 48, 46]. Assim, os compostos que se revelaram mais
promissores deverdo ser sujeitos a ensaios de degradagdo termo-oxidativa, procurando
ndo so estabelecer uma correlagdo entre a sua actividade antioxidante € o seu teor
residual ao longo do processo oxidativo, mas também averiguar o efeito (antioxidante
ou pré-oxidante) de alguns dos compostos provenientes da sua degradagéo.

Quaisquer que sejam as conclusdes desses novos estudos € indispensavel
verificar a auséncia de toxicidade por parte desses compostos. A sua utilizagdo como
antioxidantes, em produtos alimentares, medicamentos, cosméticos e outros, estara

inevitavelmente dependente do seu perfil toxicologico.
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Abstract

Abstract

The oxidation of lipids is one of the more important reactions involved in the
deterioration of the quality of foodstuffs and pharmaceuticals which in turn promotes the
shortening of their shelf life. Improved and safe formulations free of both the recognised
toxicological effects of the commercial synthetic antioxidants and of the free radicals are
needed. Increased interest in suitable antioxidants based on natural models widely
distributed in plant kingdom (e.g. benzoic and cinnamic acids) is therefore in order.

Following these purposes, the methyl and propyl esters of cinnamic acids
(caffeic, ferulic, isoferulic and dihydrocaffeic acids) were obtained by acid catalysed
esterification, and their purity and characterisation were achieved by FTIR, NMR and
EI-MS (Part A). Subsequently, their antiradical and antioxidative activities (Part B and
Part C, respectively) were evaluated.

In order to evaluate the efficiency of the cinnamic acid esters as radical
scavengers their reactivity with a stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH®)
was investigated. The antiradical activity seems to be particularly related to their
chemical structures and the esterification seems to influence the antiradical behaviour of
cinnamic and gallic acids derivatives in a different way.

The Rancimat method (Metrohm), based on the acceleration of the oxidation
process (by high temperature and dry airflow) was chosen to evaluate the antioxidant
activity of the propyl esters. Sunflower oil samples were, therefore, fortified with the
cinnamates or with the antioxidants (+)-a-tocopherol and propyl gallate, and the
retarding effects on the induction time of lipid oxidation were measured. The results
allowed to establish a decreasing order of antioxidant power: propyl gallate > propyl
dihydrocaffeate > propyl caffeate >> (+)-a-tocopherol > propyl isoferulate > propyl
ferulate. The oxidative stability of sunflower oil samples was not improved neither by
addition of ferulic and isoferulic acids derivatives, nor by a supplement of (+)-c-

tocopherol.
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