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REsSumMO

A peroxidacgdo lipidica, além de causar sérios danos no corpo humano, € a principal
causa da deterioracdo dos alimentos afectando a sua cor, aroma e valor nutricional, o
que conduz a uma diminuicdo do seu ciclo de vida. O fendmeno de oxidagcdo pode ser
retardado com recurso a antioxidantes, de origem natural ou sintética, que inibam a
formacdo de espécies reactivas, ou que reajam com estas, formando posteriormente

radicais com menor grau de reactividade.

Nesta dissertagcdo procedeu-se a sintese e elucidacéo estrutural de novos antioxidantes,
derivados dos acidos 3,4-diidroxibenzdico (PCA) e 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC), e a
avaliacdo da sua actividade anti-radicalar e antioxidante. Os novos antioxidantes
sintetizados foram caracterizados usando RMN de H e de 3C, FTIR e EM-IE. A
avaliacdo da actividade antioxidante foi realizada com base no método do radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) e por técnicas electroquimicas (voltametria de impulso

diferencial e voltametria ciclica).

Os resultados obtidos permitiram concluir que a eficacia anti-radicalar (AE) é determinada
por aspectos da estrutura molecular dos compostos, nomeadamente pela presenca de
grupos hidroxilo no anel aromético e também de grupos extensores relativamente a
posicdo do grupo carboxilico. Os resultados permitiram verificar que 0 DOPAC apresenta
a mais elevada eficiéncia anti-radicalar dos compostos em estudo, incluindo o trolox e o

acido galhico (compostos de referéncia).

Com base nos resultados obtidos concluiu-se que, um menor potencial de oxidacao
conduz a uma melhor actividade anti-radicalar dos compostos. De facto, verificou-se para
0 PCA e respectivos ésteres o maior potencial de oxidagdo e também a menor eficiéncia
anti-radicalar. Em contrapartida, os antioxidantes com maior eficiéncia anti-radicalar,

DOPAC, trolox e &cido géalhico, apresentaram menor potencial de oxidacao.

Palavras-Chave: Antioxidantes; Acido 3,4-diidroxibenzoico; Acido 3,4-diidroxifenilacético;

Benzoatos; Fenilacetatos; DPPH’; Voltametria.



ABSTRACT

The lipid peroxidation, besides causing serious damage to the human body, is the main
cause of deterioration of food affecting its colour, flavour and nutritional value, leading to a
decrease in its life cycle. The phenomenon of oxidation can be delayed using antioxidants
of natural or synthetic origin, which inhibit the formation of reactive species, or that

subsequently react with these leading to less reactive radicals.

In this dissertation we proceeded to the synthesis and structural elucidation of new
antioxidants, esters derived from 3,4-dihydroxybenzoic acid (PCA) and 3,4-
dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), and the evaluation of its anti-radical and antioxidant
properties. The new synthesized antioxidants were characterized using *H and *C NMR,
FTIR and MS-IE. The evaluation of the antioxidant activity was based on the method of
2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl radical (DPPH) and electrochemical techniques (differential

pulse voltammetry and cyclic voltammetry).

The results showed that the anti-radical efficiency (AE) is determined by aspects of the
molecular structure of compounds, particularly the presence of hydroxyl groups on
aromatic ring and also of spacer groups towards the position of carboxylic acid group. The
results have shown that DOPAC presents the highest anti-radical efficiency of the

compounds under study, including trolox and gallic acid (reference compounds).

Based on the results it was concluded that, a smaller potential for oxidation is generally
associated to highest anti-radical activity of the compounds. In fact, PCA and its esters
presented the greatest potential for oxidation and also the lesser anti-radical efficiency. In
contrast, the antioxidants with more anti-radical efficiency, DOPAC, trolox and gallic acid,

showed the lowest potential of oxidation.

Key words : antioxidants, 3,4-dihydroxybenzoic acid, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid,

protocatechuate, phenylacetate, DPPH, voltammetry
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Capitulo 1

Oxidacao e Antioxidantes

Sumario

tematica antioxidantes e espécies reactivas de oxigénio e azoto tem sido
estudada no ambito de diversas doengas como, a diabetes, reumatismo,
inflamacg&o crénica, distirbios neurolégicos, e alguns tipos de cancro. E
importante desmitificar o papel dos radicais livres como espécies prejudiciais a
vida, assim como associados aos antioxidantes se encontrarem apenas
aspectos positivos. Os organismos vivos tentam manter constantemente um
equilibrio entre estes dois sistemas: 0s antioxidantes permitem manter os niveis
de espécies reactivas de oxigénio e azoto baixos, conduzindo ao correcto

funcionamento dos sistemas biolégicos com o0 minimo de danos possiveis.

Nos ultimos anos muitos foram os estudos sobre os beneficios dos compostos
fendlicos como antioxidantes naturais, com vista a neutralizar os radicais livres.
Quando o sistema de defesa antioxidante falha, devido a um aumento excessivo
da producédo de espécies reactivas de oxigénio e azoto ou diminuigcdo do nivel
de antioxidantes celulares, poderdo ocorrer (i) danos ao nivel do DNA levando a
mutacdes e alguns tipos de cancro, (ii) inactivacdo oxidativa e acumulacéo de
enzimas metabdlicas bem como um aumento do nivel de proteinas modificadas
por oxidacao e (iii) indugdo e iniciagdo da peroxidacao lipidica responsavel pela
modificacdo oxidativa das lipoproteinas de baixa densidade.

Palavras-Chave: Oxidacao; Stress oxidativo; Peroxidacao lipidica; Espécies

reactivas de oxigénio e azoto; Antioxidantes fendlicos; Estrutura-actividade.



Capitulo 1

1.1. Oxigénio, Oxidacao e Auto-Oxidacao

O oxigénio foi reconhecido, hd mais de 100 anos, como o principal agente responsavel
pela deterioracdo de materiais organicos expostos ao ar. A funcdo paralela do oxigénio,
uma molécula essencial para muitas formas de vida, como agente nocivo para os tecidos
vivos, foi descoberta por Larson em 1988. Estes efeitos nocivos sobre os seres vivos
podem variar consideravelmente conforme o tipo de organismo, o estado fisioldgico, as

defesas antioxidantes e a dieta.

A identificacdo dos agentes de oxidacdo, causadores de efeitos toxicos, relacionados
com o oxigénio so foi possivel h& cerca de 50 anos, quando surgiu a sua teoria sobre o
envolvimento destes radicais livres nos processos de mutagénese, cancro e
envelhecimento (Larson, 1988). A partir de entdo, efectuaram-se diversas pesquisas

visando elucidar os efeitos dos radicais livres nos sistemas bioldgicos.

1.1.1. Espécies Reactivas

Espécies reactivas de oxigénio (EROs) e espécies reactivas de azoto (ERNs) sao
agentes oxidantes que se encontram envolvidos huma série de processos degenerativos
(Halliwell, 2006). As principais EROs distribuem-se em dois grupos, os radicalares: anido
superoxido (O, °), hidroxilo (HO), hidroperéxilo (HOO") e o perdxilo (ROO’); e os nao-
radicalares: peroxido de hidrogénio (H,0,), oxigénio singuleto (*O,) e o &cido hipocloroso
(HCIO). De entre as ERNs destacam-se o radical 6xido nitrico (NO’), o 6xido nitroso
(N2O3), 0 &cido nitroso (HNO,), os nitritos (NO;), os nitratos (NO3) e 0s peroxinitritos
(ONOO).

A formacdo das espécies reactivas de oxigénio e azoto ocorre durante 0s processos
oxidativos biolégicos, sendo formadas fisiologicamente nos sistemas a partir de fontes
enddgenas (respiracdo aerobia, inflamacdes) ou exdgenas (ozono, radiagcdes gama e

ultravioleta, medicamentos, dieta) (Halliwell, 2006).

Proteinas, enzimas, acido desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA) sao
alguns dos componentes celulares que reagem imediatamente com estas espécies
reactivas de oxigénio. Cada vez que uma proteina ou um lipido perde um electréo, estes
sofrem transformacoes irreversiveis na forma e funcdo, tornando-se num novo radical

livre gerando uma reaccdo em cadeia. Os radicais livres sdo a causa basica de

Sintese de Derivados de Acidos Fendlicos e Estudo da sua Actividade Antioxidante 2



Capitulo 1

envelhecimento, e a sua accao no organismo pode ser alterada por factores genéticos

e/ou ambientais.
1.1.2. Formagao dos EROs e ERNs
O oxigénio encontra-se presente na atmosfera no seu estado fundamental e na forma de

um bi-radical tripleto, %0,. Os dois electrdes do O, apresentam 0 mesmo spin, exibindo

spins paralelos, sendo este considerado o estado mais estavel (Figura 1.1).

e O O 0o |y |
2 ® @ DO OO OO || o O
DO OO ®O DG B 000

TYPE OF ORBITAL

o*ls

©

S

©e
©®00e_ O
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(Zg70,) (lAgOZ) (02'—) © %_) (]Eg+03) Singlet ovygen (Al

Figura 1.1. Representacdo tedrica das orbitais do oxigénio diatdmico e seus derivados
(Halliwell, 2006; Lee e colaboradores, 2004).

O O; singuleto é gerado pela simples absor¢do de energia, o qual induz o rearranjo dos
electrdes. Em ambas as formas de oxigénio singuleto, a restricdo de spin é removida e a
capacidade de oxidacdo aumenta drasticamente. Apenas com um Unico electrdo
desemparelhado, o anido superoxido apresenta menor capacidade anti-radicalar que o
O,. Em meio aquoso, a sua reacc¢do principal € a dismutagdo, por ac¢do da enzima
superéxido dismutase, a qual leva a producdo de uma molécula de peréxido de
hidrogénio e uma molécula de oxigénio (Halliwell, 2006; Blokhina e colaboradores, 2003).
Esta espécie reactiva € uma base fraca cujo &cido conjugado, o radical hidroperdxido
(HOO"), é muito reactivo. O O, pode reagir com o HO® produzindo oxigénio singuleto e

com o 6xido nitrico (NO") produzindo peroxinitrilo (ONOO).

Quando a molécula de oxigénio entra num sistema biologico, esta é transformada atravées
de um processo de reducéo (Figura 1.2). Durante a transformacé&o ocorre a formagéo de
agua e de espécies reactivas de oxigénio (EROs), nomeadamente o radical superéxido, o

radical hidroxilo e o peroxido de hidrogénio. Estes compostos sdo formados na
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respiracdo, permitindo ao organismo o uso de oxigénio e a libertacdo de energia (Marcos,
2008; Acwhort e colaboradores, 1997; Janowick, 1996).

H* =g
- HO,’ N > H,0,
H,0 << O, H,0

AH* + de= e_”&_) 0, : HZOZLZ, HO' /(/

H*+e~

Figura 1.2. Representacdo das etapas de reducdo do O,, da formacado do grupo hidroxilo

bem como da segunda molécula de 4gua num sistema bioldgico (Janowick, 1996).

De acordo com a Figura 1.2., o radical superoxido € o primeiro intermediario da redugéo
monovalente do oxigénio até a agua formando-se a partir dele outras espécies reactivas
de oxigénio. O H,O, é uma importante espécie reactiva devido a facilidade com que
penetra nas membranas bioldgicas. A inactivacdo desta espécie pode ser efectuada pela

accao de enzimas, ou de antioxidantes, dando origem a produtos como agua e oxigénio.
1.1.3. Peroxidacdao Lipidica

A peroxidacdo lipidica € responséavel pela deterioracdo dos alimentos afectando a sua
cor, aroma, textura e valor nutricional. A nivel do organismo, este fenbmeno leva a
desintegracdo das células e das membranas, e ao aparecimento de doencas
degenerativas (Kaur e Geetha, 2006; Belitz e Gresch, 1987).

A oxidacdo dos lipidos pode ocorrer por oxidacdo enzimédtica, foto-oxidagdo ou auto-
oxidacdo (Santos, 2000; Silva, 1998). A foto-oxidacdo ocorre quando O oxigénio
singuleto, na presenca de raios ultravioletas, ataca a ligagdo dupla carbono-carbono
existente nos 4cidos gordos insaturados induzindo a formacé&o do peréxido de hidrogénio.
A oxidacdo enzimética pode ocorrer por catalise enzimatica, nomeadamente por ac¢éo
da lipoxigenase. Esta enzima actua sobre os &cidos gordos (ex. acido linoleico e seus
ésteres), catalisando a adi¢cdo do oxigénio a cadeia hidrocarbonada poliinsaturada. O
resultado é a formacao de peroxidos e hidroperoxidos com duplas ligagdes conjugadas,
0s quais se envolvem em reacc¢des degenerativas. A reaccdo directa das moléculas
lipidicas com o oxigénio € um processo designado por auto-oxidacdo e trata-se de um
fendmeno puramente quimico e bastante complexo, envolvendo reaccfes radicalares

capazes de auto-propagacdo e que dependem do tipo de accdo catalitica (ex.
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temperatura, ides metélicos, radicais livres, pH) (Santos, 2000). A extensdo do processo
de auto-oxidacdo é determinada pela quantidade e tipo de substratos de oxidacéo, e pela
interaccdo entre as espécies radicalares envolvidas. Este fendmeno também ocorre nas
membranas celulares, por apresentarem na sua constituicdo elevadas quantidades de
acidos gordos insaturados. Estas reaccdes espontaneas ocorrem em 4 etapas: a
iniciagdo ou a formacdo de radicais livres; a propagagdo da reaccéo; a respectiva

ramificacdo e a terminacdo da reacc¢éao (Figura 1.3.).

1) INICIAGAO 3) RAMIFICACO

RHOPFLR +H 1) ROOH M - RO + OH
2ROOH M - RO, + RO + H,O

2) PROPAGAGAO 4) TERMINAGAO

R +0, I - RQ, 2 2R IIl R

RGO, + RH I -~ ROOH+ R 3) 2RO, I - ROOR + O,
RO +RH I -~ ROH+R RO + R [ ~ ROR

ROO + R [ - ROOR
2RO + 2RO0O [@M - 2RO0R + O,

Figura 1.3. Representacdo das etapas de auto-oxidacdo (Adaptado: Silva, 1998; Santos,
2000).

Na etapa de iniciacdo ocorre a formacédo de um radical lipidico 1), ap6s a captacdo de um
atomo de hidrogénio, a partir de uma molécula de &cido gordo insaturado por accdo do
0O,. Na etapa de propagacdo ocorre a reaccdo rapida dos radicais lipidicos com o
oxigénio molecular originando a formagéo de radicais peroxilo 2). Estes podem por sua
vez reagir com novas moléculas de acido gordo insaturado, com consequente formacéo
de novos radicais lipidicos e de hidroperoxidos 3). Na ramificacdo ocorre a quebra
homolitica da ligagdo O-O dos hidroperédxidos, o que podera gerar outras espécies
radicalares, nomeadamente radicais alcoxilo, hidroxilo e peroxilo. A terminagéo envolve a
reaccdo entre dois radicais com formacdo de produtos ndo radicalares estaveis. Desta

forma ocorre a interrup¢éo da etapa de propagacéo.

Os proprios intermediarios das reaccdes de peroxidacdo lipidica podem participar no
processo, propagando o efeito lesivo. Além disso, os produtos finais deste sistema

reaccional podem promover a oxidagao de outras macromoléculas como as proteinas.
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1.2. Antioxidantes: Definicdo e Aplicacdes

Os organismos vivos desenvolveram varios mecanismos de defesa para neutralizar a
accao dos radicais livres e evitar possiveis danos oxidativos. Os antioxidantes surgem
como moléculas naturais ou sintéticas que inibem a formacdo de espécies reactivas de
oxigénio e azoto, ou a sua reaccdo com as estruturas biolégicas, formando
posteriormente radicais de menor reactividade (Valko e colaboradores, 2007). Os
antioxidantes sdo utilizados particularmente para inibir ou minimizar a peroxidacao

lipidica e danos nas proteinas.

Antioxidante é definido como qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo (Halliwell e colaboradores, 2000). De acordo
com esta definicdo, nem todos os redutores envolvidos em reacc¢des quimicas sao
antioxidantes; apenas 0os compostos que exibem uma accéo protectora fazem parte desta
classe. Esta proteccao pode ser realizada, como ja foi referido, por varios mecanismos de
accao, nomeadamente: inibicdo de formac&o e capacidade de neutralizagdo de EROs e
ERNSs, capacidade quelante ou até mesmo por efeitos sinérgicos entre dois ou mais

mecanismos.

1.2.1. Campo de Aplicacédo dos Antioxidantes

Existe um interesse crescente na avaliacdo da capacidade antioxidante e respectiva
aplicacdo nas industrias alimentar, farmacéutica e cosmética. Este interesse advém da
contribuicdo importante que as espécies reactivas EROs e ERNs tém para a degradacao
oxidativa dos alimentos, envelhecimento e doengas degenerativas (Lee e colaboradores,
2004).

Na inddstria quimica, os antioxidantes sado entendidos como aditivos que retardam a

auto-oxidacao dos produtos quimicos, nomeadamente plasticos e borrachas.

Os radicais livres sdo também responséaveis pelo aparecimento de rugas, flacidez e perda
da vitalidade da pele. Neste sentido, as industrias cosméticas oferecem actualmente
linhas de tratamento visando a renovacado celular, em que os produtos apresentam na
sua composicdo antioxidantes como a vitamina A e E, alfa-hidroxiacidos e ceramidas
(Gaspar, 2007; Santos, 2000;Silva, 1998).
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Uma &rea onde os antioxidantes tém tido um crescimento acentuado € na industria
farmacéutica. Nos Ultimos anos tém sido desenvolvidos tratamentos a base de
antioxidantes fendlicos no combate ao cancro. Estes tratamentos sdo mais eficientes,
com menos efeitos secundarios e menos dolorosos para os pacientes (Gaspar, 2007,
Santos, 2000;Silva, 1998).

Um outro campo de aplicacdo de antioxidantes € na area dos biocombustiveis. O
biodiesel sem antioxidantes € instavel e rapidamente pode produzir ranco (oxidacao
lipidica) e polimeros insollveis. Estes subprodutos podem causar danos aos motores por
meio da corrosdo ou através da formacao de depésitos. Outra &rea de extensa aplicacdo
de antioxidantes € a dos materiais poliméricos que se encontram sujeitos a degradacéo,
causada pelo o oxigénio, raios UV, entre outros factores. A utilizacdo de antioxidantes em
produtos de plastico ou borracha tem como principal objectivo inibir a oxidacéo
aumentando o seu periodo de vida util sem grandes alteragcbes nas propriedades

mecanicas e aparéncia (Gaspar, 2007; Santos, 2000;Silva, 1998).

No entanto, a area de aplicacdo de antioxidantes por exceléncia é a industria alimentar e
de bebidas, normalmente como forma de conservar ou regular a sua acidez. Segundo o
Decreto de Lei n°® 363/98, os antioxidantes adicionados aos alimentos definem-se como
toda e qualquer substéncia que seja capaz de retardar ou prevenir as alteracdes
provocadas por oxidagao tal como, desenvolvimento de rango ou outras adulteracdes de
aroma e cor. O uso de antioxidantes em produtos alimentares encontra-se regulamentado
por leis de cada pais ou internacionais. Os antioxidantes devem satisfazer varios
requisitos antes de serem aceites para incorporagdo nos alimentos, nomeadamente
(Kiokias e colaboradores, 2008; Santos, 2000):

» Devem ser soluveis em gorduras;

* N&o devem transmitir cor, odor e sabor estranhos, mesmo apds longo periodo de

armazenamento;
» Devem ser eficazes a baixas concentracbes (de forma a n&o apresentar
actividade pro-oxidante) e garantir o bom desempenho por um periodo minimo de

um ano, a temperaturas entre os 25 e os 30 °C;

» Devem ser estaveis ao aquecimento, de forma a evitar respectiva deterioracao.
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Baixo custo de obtencao, facilidade de aplicacéo, eficicia, termorresisténcia, neutralidade
organoléptica e auséncia reconhecida de toxicidade, sédo algumas das premissas para a

utilizagéo dos antioxidantes nas mais diversas areas industriais (Silva, 1998).

Os aditivos alimentares permitidos pela legislacéo europeia sé@o representados pela letra
E seguida de um numero com trés algarismos, estando os antioxidantes incluidos no
intervalo entre E300 e E385. A legislacao portuguesa, em concordancia com a legislacéo

europeia, permite o uso dos antioxidantes alimentares descritos na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Antioxidantes Permitidos pela Legislagdo Portuguesa (Adaptado de DL n°
363/98).

Antioxidante Designacao
E300 Acido L-ascorbico
E301 L-Ascorbato de sodio
E302 L-Ascorbato de calcio
E304 Palmitato de ascorbilo
E306 Extractos naturais ricos em tocoferdis
E307 a-Tocoferol sintético
E308 y-Tocoferol sintético
E309 o-Tocoferol sintético
E310 Galhato de propilo
E311 Galhato de octilo
E312 Galhato de dodecilo
E320 Butil-hidroxianisol (BHA)
E321 Butil-hidroxitolueno (BHT)
E385 Etilenodiaminotetracetato de calcio dissédico (EDTACaNa,)

1.2.2. Classificagéo dos Antioxidantes

Os antioxidantes sdo classificados dependendo do mecanismo com que inibem o0s
radicais livres e respectivo local de intervencéo. A inibicdo oxidativa pode ocorrer de duas
formas (i) por eliminacdo de radicais livres, e neste caso o composto € descrito como
antioxidante primario ou terminador de cadeia (chain-breaking), e (ii) por ac¢cdo de um

mecanismo que ndo envolva a eliminacdo directa dos radicais livres, e neste caso o
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composto define-se como antioxidante secundario ou preventivo (Laguerl e

colaboradores, 2007).

Os antioxidantes primarios incluem os compostos fendlicos e actuam ao nivel das etapas
de iniciacdo ou de propagacdo de processos de auto-oxidacdo, promovendo o bloqueio
da cadeia reaccional radicalar. O seu mecanismo de accdo envolve normalmente a
cedéncia de electrées ou atomos de hidrogénio aos radicais presentes (ex. radicais
alquilo (R"), peroxilo (ROO") e alcoxilo (RO")), os quais sdo convertidos em produtos mais
estaveis (ex. RH, ROH, ROOH). Paralelamente ocorre a formacdo de novas espécies
radicalares (A’) a partir das moléculas do antioxidante (AH), as quais devem ser
suficientemente estaveis e incapazes de iniciar e/ou propagar a cadeia reaccional
(Laguerl e colaboradores, 2007). Porém, em alguns casos, o radical fenoxilo podera

aceitar electrdes formando produtos estaveis (ex. RA, ROA, ROOA), Figura 1.4.

H,0,, B0 OH, metais de transigio, hy eic.

Aoléxulas akro

Cadcio oxid adiva
Figura 1.4. Representacdo esquematica do mecanismo de actuacdo de um antioxidante

primario e secundéario numa molécula alvo (Gaspar, 2007).

Os antioxidantes secundéarios apresentam varios mecanismos de actuacdo como a
eliminacdo de oxigénio, a conversao de hidroperoxidos em espécies ndo radicalares,
absorcdo de radiagdo UV e accdo quelante de metais pré-oxidantes (como o ferro e

cobre) (Karotkova e colaboradores, 2002).

1.2.3. Pesquisa e Desenvolvimento de Novos Agentes  Antioxidantes

Nas Ultimas duas décadas tem-se assistido a uma procura incessante de novos

compostos com propriedades antioxidantes, de origem natural ou sintética, capazes de
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serem aplicados a nivel industrial. Na realidade tem sido dada uma especial atencdo a
descoberta e utilizagdo de antioxidantes, isolados a partir de produtos naturais, facto que
se baseia na pretensa inocuidade deste tipo de produtos (Frankel e colaboradores, 1996).
No entanto, alguns destes compostos tém demonstrado alguma citotoxicidade (Baskin e

colaboradores, 1997).

Os antioxidantes de origem sintética tém revelado maior capacidade de protec¢cdo contra
os fendmenos oxidativos. A insatisfacdo quanto a eficacia e seguranca dos compostos
antioxidantes, actualmente usados em produtos alimentares, cosméticos ou
medicamentos, motiva a realizacdo de estudos de pesquisa e desenvolvimento de novos
antioxidantes, obtidos ndo s6 a partir de fontes naturais, mas também por sintese quimica

total ou por modificacdo molecular.

A realizacdo de diversos trabalhos com extractos de plantas tem permitido isolar e
identificar novos compostos com propriedades antioxidantes, a maior parte dos quais
apresenta estruturas fendlicas (ex. acidos fendlicos e flavondides) (Madsen e
colaboradores, 1997; Blekas e colaboradores, 1995; Madsen e colaboradores, 1995).
Porém, esses compostos de origem natural tém demonstrado, na maior parte dos casos,
uma menor eficacia de acg¢do quando comparados com o0s antioxidantes sintéticos
legalmente permitidos, facto para o qual contribui sobretudo a sua menor estabilidade nas
condicbes normais de processamento e manuseamento dos produtos (Alaiz e

colaboradores, 1995).

Os compostos fendlicos sdo um grupo extenso e complexo de fitoquimicos, e séo
encontrados em grandes quantidades nos vegetais e plantas, podendo também ser
obtidos por via sintética. Além das propriedades antioxidantes, a sua presenca contribui
para a componente sensorial dos alimentos, como a cor, sabor e aroma. Esta classe de
compostos tem evidenciado diversas actividades biologicas relevantes, como anti-
bacteriana, antiviral, propriedades anti-proliferativas e citotoxicas em varias células

tumorais (Fiuza e colaboradores, 2004).

1.2.3.1. Antioxidantes Fendlicos

Os antioxidantes fendlicos sintéticos mais utilizados na industria séo o butil-hidroxianisole
(BHA), o butil-hidroxitolueno (BHT), a terc-butilhidroquinona (TBHQ) e o galhato de
propilo (GP), uma vez que apresentam uma excelente estabilidade quimica, baixo custo e

disponibilidade.

Sintese de Derivados de Acidos Fendlicos e Estudo da sua Actividade Antioxidante 10



Capitulo 1

As recentes restricdes impostas na ingestédo diaria aceitavel pela Join Expert Committee,
Food Additive (JECFA) da Food and Agriculture Organization (FAO) e a World Health
Organization (WHO) para os antioxidantes sintéticos mencionados tém levado a
necessidade de encontrar alternativas (Wurtzen, 1990). Actualmente, os estudos
centram-se nos compostos fendlicos naturais, uma vez que também eles agem como
captadores de radicais livres, interrompendo assim as reacc¢des oxidativas em cadeia por
eles induzidas, além de actuarem também noutro tipo de processos oxidativos, tanto in

vitro como in vivo.

Os compostos fendlicos encontram-se divididos em dois grandes grupos: os flavonoides
e derivados, e os acidos fendlicos (acidos benzbicos, fenilacéticos, cindmicos) e
cumarinas. Os flavondides possuem uma estrutura basica formada por 15 atomos de
carbono (Ce-Cs-Cg), sendo 0s compostos quimicamente mais diversificados do reino
vegetal. Neste grupo encontram-se as antocianidinas, flavonas, flavonoéis e, com menor
frequéncia, as auronas, calconas e isoflavonas, dependendo da posicdo, numero e
combinacgdo dos grupos participantes da molécula. Os acidos fendlicos encontram-se por
sua vez divididos em trés grupos. O primeiro é composto pelos acidos benzoicos, que
possuem sete atomos de carbono (Ce-C,), e séo os 4cidos fendlicos de estrutura quimica
mais simples encontrados na natureza. Os acidos protocatecuico (PCA), galhico e

salicilico sédo os mais comuns (Figura 1.5).

R2 R1 R1=R2=R3=R4=H Acido Ben zéico
R1=R4=He R2=R3=0OH  Acido Protocatecuico
R3 COOH I:,' > )
R1=H e R2=R3=R4= OH Acido Galh ico
R4 R1= OH e R2=R3=R4=H Acido Salicili co

Figura 1.5. Representagdo esquematica das estruturas quimicas do &cido benzodico e

alguns derivados.

O segundo grupo é composto pelos acidos fenilacéticos e sdo constituidos por 8 atomos
de carbono (Ce¢-C,). O &cido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) é o mais comum desta

classe (Figura 1.6.).
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R2 R1 R1=R2=R3=R4=H Acido Fenilacético
R1=R4=H e R2=R3= OH DOPAC
R3 CH,—COOH
R1=R4=H e R2= OH e R3= OCH3  2-hidroxi-3-metoxi fenilacético

R4

Figura 1.6. Representagcdo esquematica das estruturas quimicas do acido fenilacético e

alguns derivados.

O terceiro € formado pelos acidos cindmicos, que possuem nove atomos de carbono (Cs-
Cs). Os &cidos coumarico, ferulico, cafeico e sindpico sdo os elementos mais comuns

deste grupo (Figura 1.7.).

R1=R2=R3=H Acido Cinamico
R1 )
(b) R1=R3=H e R2= OH Acido Coumar ico
R CH=— CHCOOH |:> R1=R2= OH e R3= H Acido C afeico
R1=0OCHs, R2= OH e R3= H Acido Fertlico
R3 R1=R3=0CHs e R2= OH Acido Sinépico

Figura 1.7. Representacdo esquemdtica das estruturas quimicas do acido cinamico e

alguns derivados.

ACIDO PROTOCATECUICO (PCA)

O acido protocatecuico (PCA ou acido 3,4-diidroxibenzdico ou 3,4-DHBA), Figura 1.8., é
um metabolito da epinefrina e pode ser encontrado em alguns produtos naturais, como
plantas e frutos. A eficiéncia do PCA como antioxidante tem vindo a ser amplamente
estudado. A sua capacidade de captacdo de radicais livres permite a inibicdo de

carcinogénicos (Saito e colaboradores, 2006; Siquet e colaboradores, 2006).
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Figura 1.8. Representacdo da estrutura quimica do PCA.

A capacidade antioxidante do acido protocatecuico € atribuida a energia de dissociagédo
dos grupos OH, devido a facilidade de perda do protdo. O grupo OH que se encontra na
posicdo para apresenta uma energia de dissociacdo menor que o grupo hidroxilo que se

encontra na posi¢ao meta (Hatzipanayiotti e colaboradores, 2006).

A actividade antioxidante do PCA podera também estar relacionado com o seu processo
de degradacédo, por oxidacdo ou ionizacdo, principalmente na passagem do seu estado
mais estavel, PCA-Hs, a dianido, (PCA-H)* (Hatzipanayiotti e colaboradores, 2006). Por
outro lado, a formacédo da orto quinona, durante a oxidacdo do PCA, podera estar
relacionada com o aumento da actividade anti-radicalar do acido (Saito e Kawabata,
2008; Hatzipanayiotti e colaboradores, 2006; Saito e Kuwabat, 2006; Sroka e Cisowski,
2003; Saito, Okamoto, Kawabata, Kasai, 2003).

O PCA também pode ser encontrado em alguns efluentes industriais. A sua eliminagé&o,
como a de outros compostos fendlicos existentes em efluentes, pode ser efectuada

recorrendo a ozonolise ou foto-oxidagdo na presenca de H,O, (Hatzipanayiotti e

colaboradores, 2006).

Acido 3.4 - Diidroxifenilacético (DOPAC)

O écido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC) apresenta uma estrutura quimica analoga a do
acido protocatecuico, mas possui um grupo CH, que separa o anel aromético do grupo
carboxilico (Figura 1.9.). O DOPAC tem sido estudado na area do SNC (sistema nervoso
central), mas nao relacionada com as suas propriedades antioxidante in vitro ou in vivo
(Megaw e colaboradores, 2001; Eldrup e Richter, 2000; Beart e Gundlach, 1980). Este
composto fendlico é obtido in vivo pela accdo monoamino oxidase sobre a dopamina nas

terminacdes nervosas das células dopaminérgicas.
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Figura 1.9. Representacao da estrutura do acido DOPAC.

Siquet e colaboradores (2006) observaram que o acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC)
apresenta maior capacidade antioxidante que o &cido 3,4-diihidroxibenzoico (PCA).
Raneva e colaboradores (2001) estudaram e compararam o efeito inibitério do acido 3,4-
diidroxifenilacético (DOPAC) e o acido cafeico (CA) na peroxidacao lipidica no plasma do
rato. Este grupo de investigacdo demonstrou que o uso de concentracdes micromolares
destes acidos exerce actividade antioxidante na degradacdo lipidica. Por outro lado,
constataram que o DOPAC apresenta um melhor desempenho antioxidante, devido ao
grupo CH,, do que o &cido cafeico (composto de referéncia), que possui uma cadeia

saturada CH=CH, como espacador entre o grupo aromatico e o grupo carboxilico.

O DOPAC néo é considerado um antioxidante oficial para a industria. O composto
estruturalmente mais proximo do DOPAC, e que se encontra no mercado, € 0
hidroxitirosol, um antioxidante natural com eficiéncia ja demonstrada e que pode ser

encontrado no azeite (Raneva e colaboradores, 2001).

1.2.4. Antioxidantes Fendlicos: Estudos de Relacao Estructura-
Actividade

As relagcbes estrutura-actividade, usadas normalmente no design e optimizacdo de
compostos lideres, sédo efectuadas alterando-se partes da estrutura quimica do composto
em estudo e avaliando a sua influéncia na actividade antioxidante sob o ponto de vista

qualitativo e quantitativo.

A actividade antioxidante encontra-se fortemente relacionada com a capacidade de
cedéncia de electrdes, ndo dependendo apenas da energia da ligagdo OH, mas também
da estabilidade das espécies radicalares formadas (Cao e colaboradores, 2005). No
passo inicial da oxidacdo dos compostos fendlicos forma-se um radical fenoxilo (Figura

1.10.). O radical fenoxilo é estabilizado pela deslocalizacéo do electrdo desemparelhado
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no anel aromatico e é tanto mais estavel quanto maior for a capacidade dos grupos
substituintes de o estabilizar por efeito mesomérico e/ou indutivo. As diferentes estruturas
de ressonancia que se formam a partir do radical fenoxilo podem participar em reac¢des
de acoplamento, perda de protdes ou ataque nucledfilo (Ferreira e colaboradores, 2006;

Hotta e colaboradores, 2002).

DPPH"
_ =

Figura 1.10. Representacdo esquematica da reaccdo da oxidagdo de compostos
fendlicos, na presenca de radicais, com a formacdo do radical fenoxilo e respectivas

estruturas de ressonancia.

Os compostos fenodlicos podem ser constituidos por um ou mais anéis benzénicos
hidroxilados e as suas propriedades redox encontram-se relacionadas com as suas
caracteristicas estruturais: 0 nimero e posi¢des dos grupos hidroxilo no anel, a extensao
da conjugacédo estrutural, a presenca de grupos dadores ou aceitadores de densidade
electronica no anel aromatico (Saito e colaboradores, 2006). Os compostos fendlicos
apresentam uma estrutura quimica considerada ideal para exibir actividade anti-radicalar
tendo estudos demonstrado que sdo antioxidantes mais eficientes in vitro que o0s

antioxidantes oficiais, nomeadamente os tocoferois e o &cido ascoérbico (vitamina C).

A posi¢do do grupo hidroxilo no anel fendlico é importante para a actividade antioxidante
do composto. Quando este grupo ocupa a posicdo para, 0s antioxidantes sao
considerados mais activos do que quando esta funcdo se encontra em orto ou meta
(Cheng e colaboradores, 2003). Por outro lado, compostos com 2 ou 3 grupos
substituintes hidroxilo no anel aromatico, como o &cido cafeico, apresentam maior poder
antioxidante do que os monohidroxilados, como o acido coumarico. A capacidade
antioxidante também aumenta com o tipo de espacador que separa o anel aromatico do

grupo carboxilico. Segundo Silva e colaboradores (2000), os compostos com cadeia
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hidrocarbonada mais pequena — galhato e cafeato de metilo - evidenciam um menor

efeito antioxidante.

O poder antioxidante dos compostos fendlicos aumenta significativamente quando
existem 2 grupos hidroxilos nas posicbes meta e para, estrutura apresentada pelos
acidos cafeico e 3,4-diihidroxibenzdéicos (Marinova e Yanishlieva, 1992). Estes autores
propuseram nos seus estudos a seguinte ordem de actividade antioxidante: acido
cafeico> &cido protocatecuico> acido sinapico> acido siringico > acido ferdlico > acido
coumdrico > acido vanilico. Dziedzic e Hudson (1984) avaliaram a eficiéncia de alguns
acidos fendlicos e observaram que o acido cafeico, ferulico, galhico e sindpico possuem

uma boa actividade antioxidante.

As propriedades electronicas soma-se a lipofilicidade, que representa a afinidade de uma
molécula para um ambiente lipofilico. Esta propriedade encontra-se relacionada com o
coeficiente de partilha, Log P, e quanto maior for o seu valor, maior a afinidade do
composto pela fase organica ou seja, mais lipofilico ele é. O coeficiente de partlha é
definido pela razdo entre a concentracdo do composto na fase organica e a sua
concentracdo na fase aquosa. Saija e colaboradores (2000) observaram que a
lipofilicidade do &cido ferulico é superior a do cafeico para pH 3 e 7,2. No entanto, estes
compostos, assim como os demais acidos fendlicos, possuem baixa solubilidade em meio
lipofilico, limitando em parte, a sua utilizagdo e o seu potencial antioxidante. Para
aumentar a lipofilicidade dos antioxidantes, normalmente recorre-se a introducao de
grupos mais lipofilicos como por exemplo, acidos gordos de cadeia longa ou alcoois.
Segundo Silva e colaboradores (2000), a lipofilicidade de um éster fendlico € uma
propriedade de grande importancia na area dos alimentos, cosméticos e farmacéuticos,
uma vez que a um aumento da cadeia alquilica no grupo carboxilico encontra-se
associado uma maior afinidade com a camada interna da dupla camada lipidica
(hidrofébica). Este grupo de investigacdo constatou que, e através da medicdo do Log P,
um aumento da cadeia alifatica, influencia positivamente o grau de lipofilicidade sendo

esta superior nos ésteres cafeatos do que nos galhatos.
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1.3. Objectivos

Esta dissertacdo tem como principais objectivos:

« A sintese de novos antioxidantes lipofilicos com base nos acidos 3,4-

diidroxibenzéico e 3,4-diidroxifenilacético, e a sua elucidacéo estrutural;

* Avaliagdo da actividade antioxidante dos novos compostos usando o método do

DPPH e técnicas electroquimicas.

1.4. Bibliografia

Acworth, I.N., McCae, D.R., Mather,T.J. (1997). The Analysis of Free Radicals, Their
Reaction Products, and Antioxidants in Oxidants, Antioxidants and Free Radicals (Baskin,
S.I. and Salem, H. Ed.), 23-77, Taylor & Francis, Bristol;

Alaiz, M., Zamora, R., Hidalgo, F.J. (1995). Natural Antioxidants Produced in Oxidized
Lipid/Amino Acid Browning Reactions. Journal of the American Oil Chemists Society, 72
(12), 1571-1575;

Baskin, S.I., Salem, H. (1997). Oxidants, Antioxidants, and Free Radicals. 1, Taylor &

Francis;

Beart, P.M., Gundlach, A.L. (1980). 3,4-Dihydroxyphenylacetic Acid (DOPAC) and The
Rat Mesolimbic Dopaminergic Pathway: Drug Effects and Evidence for Somatodendritic

Mechanisms. British Journal of Pharmacology, 69, 241-247,

Belitz, H. D.,Grosch, W. (1987). Edible Fats and Oil. Food Chemistry, 472-493;

Blekas, G., Tsimidou, M., Boskou, D. (1995). Contribution of a-Tocopherol to Olive Oil
Stability. Food Chemistry, 52, 289-294;

Blokhina, O., Virolainen, E., Fagerstedt, V.K. (2003). Antioxidants, Oxidative Damage and
Oxygen Deprivation Stress: a Review. Annals of Botany, 91,179-194;

Sintese de Derivados de Acidos Fendlicos e Estudo da sua Actividade Antioxidante 17



Capitulo 1

Cao, H., Cheng, W-X., Li, C., Xu-Lin, P., Xiao-Guang, X., Tao-Hong, L. (2005). DFT Study
on the Antioxidant Activity of Rosmarinic Acid. Journal Molecular Structure, 719(1-3), 177-
183;

Cheng, Z., Ren, J., Yan, G, Li, Y., Chang, W., Chen, Z. (2003). Quantitative Elucidation of
the Molecular Mechanisms of Hydroxyl Radical Quenching Reactivity of Phenolic
Compounds. Bioorganic Chemistry, 31(2), 149-162;

Decreto de Lei n° 363/98 — Aditivos Alimentares;

Dziedzic, S.Z., Hudson, B.J.F. (1984). Phenolic Acids and Related Compounds as
Antioxidants for Edible Oils. Food Chemistry, 14, 45-51;

Eldrup, E., Richter, E. A. (2000). DOPAC, Dopamine, and DOPAC Concentrations in the
Rat Gastrointestinal Tract Decrease During Fasting. American Journal Physiology.
Endocrinology and Metabolism, 279(4), 815-822;

Falcdo, S. M. (2008). Avaliacdo da Actividade Electroquimica em Cogumelos Silvestres

Comestiveis. Departamento de Quimica, Universidade do Porto;

Fiuza, S. M., Gomes, C., Teixeira, L.J., Girdo da Cruz, M.T., Cordeiro, M.N.D.S, Milhazes,
N., Borges, F., Marques, M.P.M. (2004). Phenolic Acid Derivatives with Potencial
Anticancer Properties — A Structure-Activity Relationship Study. Part 1: Methyl, Propyl and
Octyl Esters of Caffeic and Gallic Acids. Bioorganic & Medicinal Chemistry, 12, 3581-
3589;

Frankel, E.N. (1993). In Search of Better Methods to Evaluate Natural Antioxidants and
Oxidative Stability in Food Lipids. Trends Food Science & Technology, 4 (7), 220-225;

Gaspar, A. M. N. (2007). Sintese de Novos Antioxidantes Lipofilicos. Avaliacdo da

Actividade Antioxidante. Faculdade de Farmacia, Universidade de Lisboa;

Halliwell, B. (2006). Reactive Species and Antioxidants. Redox Biology Is a Fundamental
Theme of Aerobic Life. Plant Physiology, 141, 312-322;

Halliwell, B. (2000). The Antioxidant Paradox. Lancet, 355, 1179-1185;

Sintese de Derivados de Acidos Fendlicos e Estudo da sua Actividade Antioxidante 18



Capitulo 1

Hatzipanayioti, D., Karaliota, A., Kamariotaki, M., Aletras, V., Petropouleas, P. (2006).
Theoretical and Spectroscopic Investigation of the Oxidation and Degradation of
Protocatechuic Acid. Chemical Physics, 325, 341-350;

Janowiak, J. (1996). Teaching Methods in Nutrition: Free Radicals, Antioxidants and
Human Disease. Report-Descriptive from Department of Curriculum and Instruction

Appalachian State University Boone, North Carolina 28608;

Kaur, I. P., Geetha, T. (2006). Screening Methods for Antioxidants — A Review. Mini-
Review in Medicinal Chemistry, 6(3), 305-312;

Kiokias, S., Varzakas, T., Oreopoulou, V. (2008). In Vitro Activity of Vitamins, Flavonoids,
and Natural Phenolic Antioxidants Against the Oxidative Deterioration of Oil-Based

Systems. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 48 (1), 78-93;

Korotkova, E. I., Karbainov, Y. A., Shevchuk, A. V. (2002). Study of Antioxidant Properties
by Voltammetry. Journal of Electroanalytical Chemistry, 518, 56-65;

Laguere, M., Lecowte, J., Villeneuve, P. (2007). Evaluation of the ability of antioxidants to
counteract lipid oxidation: Existing Methods, New Trends and Challenges. Progress in
Lipid Research, 46, 244-82;

Larson, R.A. (1988). The Oxidants of Higher Plants. Phytochemistry, 27(4), 969-978;

Lee, J., Koo, N., Min, D.B. (2004). Reactive Oxygen Species, Aging, and Antioxidative

Nutraceuticals. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety, 3, 21-33;

Madsen, H.L., Bertelsen, G. (1995). Spices as Antioxidants. Trends Food Science &
Technology, 1 (6), 271-277,

Madsen, H.L., Bertelsen, G., Skibsted, L.H. (1997). Antioxidative Activity of Spices and
Spice Extracts, J Risch, Sara, Ho, Chi-Tang, (ed.), ACS symposium series 660: Spices:

flavour chemistry and Antioxidant Properties, ACS, Washington;

Marinova, E.M., Yanishlieva, N.V. (1992). Inhibited Oxidation of Lipids Il: Comparison of
the Antioxidative Properties of some Hydroxy Derivatives of Benzoic and Cinnamic Acids.
Fett-Wissenschaft Technologie, 94(11), 428-432;

Sintese de Derivados de Acidos Fendlicos e Estudo da sua Actividade Antioxidante 19



Capitulo 1

Megaw, P., Morgan, I., Boelen, M. (2001). Vitreal Dihydroxyphenylacetic Acid (DPAC) as

an Index of Retinal Dopamine Release. Journal of Neurochemistry, 76, 1636-1644;

Raneva, V., Shimasaki, H., Ishida, Y., Ueta, N., Niki, E. (2001). Antioxidative Activity of
3,4-Dihydroxyphenylacetic Acid and Caffeic Acid in Rat Plasma. Lipids, 35(10), 1111-
1116;

Saija, A., Tomaino, A., Trombetta, D., Pasquale, A., Uccella, N., Barbuzzi, T., Paolino, D.,
Bonina, F. (2000). In vitro and In Vivo Evaluation of Caffeic and Ferulic Acids as Topical

Photoprotective Agents. International Journal of Pharmaceutics, 199(1), 39-47;

Saito, S., Gao, H., Kawabata, J. (2006). DPPH (=2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl=2,2-
Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazyl) Radical-Scavenging Reaction of Protocathecuic
Acid Esters(=3,4-Dihydroxybenzoates) in Alcohols: Formation of Bis-Alcohol Adduct.
Helvetica Chimica Acta, 89, 821-831;

Saito, S., Kawabata, J. (2008). A Novel Oxidative Dimer from Protocathecuic Esters:
Contribution to the Total Radical Scavenging Ability of Protocathecuic Esters. Bioscience.
Biotechnology Biochemistry, 72 (7), 1877-1880;

Saito, S., Okamoto, Y., Kawabata, J., Kasai, T. (2003). Quinone Hemiacetal Formation
from Protocatechuic Acid during the DPPH Radical Scavenging Reaction. Bioscience.
Biotechnology. Biochemistry., 67, 1578-1579.

Santos, C. M. (2000). Sintese e Avaliacdo da Actividade Antioxidante de 2-
Estiriicromonas. Tese de Mestrado em Quimica dos Produtos Naturais e Alimentos,

Departamento de Quimica, Universidade de Aveiro;

Silva, F. A. (1998). Sintese de Derivados de Acidos Cinamicos: Determinacdo da
Actividade Anti-Radicalar e Antioxidante. Tese de Mestrado em Controlo de Qualidade,

Faculdade de Farméacia, Universidade do Porto;

Silva, F. M., Borges, F., Guimaréaes, C., Lima, J. L. F. C., Matos, C., Reis, S. (2000).
Phenolic Acids and Derivatives:Studies on the Relationship Among Structure, Radical
Scavenging Activity, and Physicochemical Parameteres. Journal of Agriculture Food
Chemistry, 48, 2122-2126;

Sintese de Derivados de Acidos Fendlicos e Estudo da sua Actividade Antioxidante 20



Capitulo 1

Siquet, C., Paiva-Martins, F., Lima, J., Reis, S., Borges, F. (2006). Antioxidant Profile of
Dihydroxy- and Trihydroxyphenolic Acids — A Structure-Activity Relationship Study. Free
Radical Research, 40(4), 433-442;

Soares, S. E. (2002). Acidos Fendlicos como Antioxidantes. Revista de Nutricdo, 15(1),
71-81;

Sroka, Z. e Cisowski, W. (2003). Hydrogen Peroxide Scavenging, Antioxidant and Anti-
Radical Activity of some Phenolic Acids. Food and Chemical Toxicology, 41(6), 753-758;

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M., Mazur, M., Telser, J. (2007). Free Radicals
and Antioxidants in Normal Physiological Functions and Human Disease. The

International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 39(1), 44-84;

Wurtzen, G. (1990). Shortcomings of Current Strategy for Toxicity Testing of Food
Chemicals: Antioxidants. Food Chemistry and Toxicology, 28(11), 743-745.

Sintese de Derivados de Acidos Fendlicos e Estudo da sua Actividade Antioxidante 21






Capitulo 2

Sl’ntgse de Derivados de
Acidos Fendlicos

Sumario

N

esta seccdo encontram-se descritos 0s reagentes e os instrumentos utilizados
bem como os protocolos experimentais usados na sintese de 6 ésteres
alquilicos obtidos a partir dos acidos 3,4-diidroxibenzéico (PCA) e 3,4-
diidroxifenilacético (DOPAC). A esterificacdo dos 6 ésteres foi realizada pelo
método de Fisher. Para a elucidagdo estrutural dos ésteres sintetizados foram
efectuadas caracterizagbes ao nivel da espectroscopia de infravermelho e de
massa bem como ressonancia magnética nuclear (RMN *H e *3C).

Palavras-Chave: Acidos Benzéicos; Acidos Fenilacéticos; Método de Fisher;
Sintese de Esteres Alquilicos; Elucidagio Estrutural.
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2.1. Nomenclatura e Propriedades Fisico-Quimicas

As normas da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) recomendam o
uso de nomes triviais para compostos naturais e nomes sistematicos para compostos
estruturalmente relacionados, de origem natural ou sintética. Os nomes sisteméticos da
IUPAC para acidos carboxilicos sdo obtidos pela eliminacdo do sufixo - ano do home do
alcano equivalente, que corresponde a maior cadeia do &cido, e pela adicdo -6ico

precedida pela palavra acido.

Os &cidos carboxilicos séo substancias polares. As suas moléculas podem formar pontes
de hidrogénio fortes entre elas e com a 4gua. Como resultado, os &cidos carboxilicos
possuem geralmente elevados pontos de ebulicdo, e os de baixo peso molecular

apresentam solubilidade apreciavel em agua.
2.1.1. Nomenclatura dos Acidos Fendlicos

Os &cidos benzdico e fenilacético sdo compostos aromaticos, cujo nome sistematico, de
acordo com a IUPAC, corresponde ao préprio nome, acido benzdico e acido fenilacético
(Figura 2.1.). O &cido benzoico apresenta um pKa de 4,19 e é insolivel em agua
reagindo facilmente com solucdes aquosas de hidroxido de sddio e bicarbonato de sédio
para formar sais de sédio estaveis (Solomons e Fryhle, 2001). A humera¢do dos atomos
de carbono deveré ser efectuada a partir do atomo de carbono que se encontra ligado a
cadeia alquilica (neste caso, é o grupo carboxilico) seguindo os menores nimeros para

0s restantes grupos substituintes.

2 O 2 ., 0
OH OH

5 5

Figura 2.1. Representagéo da estrutura quimica dos &cidos benzaoico e fenilacético.

O acido benzdico é designado por &cido hidroxibenzéico quando apresenta um grupo
hidroxilo no anel aromatico e &cido diidroxibenzdico caso apresente dois grupos. Em
ambos 0s casos, a posicdo onde o grupo se encontra deverd ser mencionada pelo

respectivo nimero do carbono ao qual estd ligado. Por exemplo, se o grupo hidroxilo
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estiver ligado ao carbono 4 do anel benzénico (Figura 2.1.), o composto, segundo as

regras da IUPAC, devera ser ter o seguinte nome sistematico, 4cido 4-hidroxibenzdico.

2.1.2. Nomenclatura de Esteres Alquilicos de Acidos Fendlicos

A funcgéo éster (R;COOR;), segundo as regras de nomenclatura da IUPAC, é designada
através do seu anido R;COO" com sufixo -ato (carboxilato) seguindo-se a designagédo do
radical (R;) com o sufixo -ilo (IUPAC, 2007; Rigaudy e colaboradores, 1979). E
normalmente mantida a numeracdo do &cido aromatico correspondente. Os ésteres sdo
compostos polares, no entanto, como ndo tém um hidrogénio ligado ao oxigénio, as suas
moléculas ndo podem formar pontes de hidrogénio fortes entre elas. Como resultado, os
ésteres possuem pontos de ebulicAo menores do que os &cidos e alcoois de peso

molecular semelhantes.

Neste trabalho experimental foi efectuada a sintese de 6 ésteres alquilicos a partir dos

acidos fendlicos: 3,4-diidroxibenzoico e 3,4-diidroxifenilacético (Figura 2.2.).

COOR
HO
HO R Nome Sistematico/ Trivial Sigla
H Acido 3,4-Diidroxibenzéico/ Acido Protocatecuico PCA
CHs 3,4-Diidroxibenzoato de metilo PM
CoHs 3,4-Diidroxibenzoato de etilo PE
CsH7 3,4-Diidroxibenzoato de propilo PP
CH,—COOR
HO 2 -
HO R, Nome Sistematico Sigla
H Acido 3,4-Diidroxifenilacético DOPAC
CHs 3,4-Diidroxifenilacetato de metilo PPM
CzHs 3,4-Diidroxifenilacetato de etilo PPE
CsH7 3,4-Diidroxifenilacetato de propilo PPP

Figura 2.2. Nomes triviais e sistematicos dos acidos fendlicos e respectivos ésteres

alquilicos sintetizados neste trabalho.
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2.2. Métodos Gerais de Sintese de Esteres de Acidos Fenodlicos

A obtencdo de ésteres é um processo importante em quimica organica, visto que estes
representam nao s6 um produto final, mas também correspondem a importantes
intermediarios sintéticos. O método classico de obtencdo de ésteres envolve a
condensacdo de um acido carboxilico com um alcool, sendo o processo genericamente

designado por esterificacdo (Trost e colaboradores, 1991) (equacéao 2.1.).

Reaccédo Geral

C + R—OH C + H,0 (2.1)
R~ “OH R~ OR

As reaccdes de esterificagdo sao reaccgdes reversiveis que ocorrem muito lentamente na
auséncia de catalisadores (Mcmurry, 2004; Volhardt e colaboradores, 1999; Trost e
colaboradores, 1991). Com o intuito de melhorar a velocidade e o rendimento da reaccéo
recorre-se, geralmente, ao uso de catalisadores e/ou aquecimento, ou a um excesso de
um dos reagentes de partida. Existem varios métodos de esterificacdo, nomeadamente a
partir de cloretos de acilo, anidridos de &cidos carboxilicos, sendo que a mais simples é a
esterificacdo directa ou de Fisher, com recurso a um acido ou base inorganico como

catalisador.

Os factores estéricos afectam a velocidade da hidrdlise de ésteres catalisadas por 4cidos
ou bases inorgéanicos. Grupos de elevado volume, tanto no componente &lcool como no
acido, reduzem a velocidade em ambas as reacc¢des de uma forma significa (Solomons e
Fryhle, 2001). Os alcoois terciarios, como 2-metil-2-propanol, reagem tédo lentamente em
esterificacdes catalisadas por acido que normalmente sofrem eliminacdo. Neste caso,

para que a esterificacdo ocorra deve-se recorrer a cloretos de acilo e anidridos.
2.2.1. Esterificacdo via Halogeneto de Acido

Os ésteres podem ser sintetizados a partir da reaccdo de cloretos de acilo com alcoois
(equacao 2.2.). Os cloretos de acilo sdo muito mais reactivos que os acidos carboxilicos,
pelo que a reaccdo entre um cloreto de acilo e um alcool ocorre rapidamente e nao

necessita de catalisador. A piridina € normalmente adicionada a mistura reaccional com o
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objectivo de reagir ndo s6é com o HCI que se vai formando, de modo a evitar a ocorréncia
de reaccles laterais, como também com o cloreto de acilo, formando um intermediario

ainda mais reactivo (Solomons e Fryhle, 2001).

Reaccéo Geral

//O Vi
r—C¢ + R—o—n — ¢ R c/ (2.2)
\ \
cl 0—R'

2.2.2. Esterificacdo via Ester Activado

Este método assume particular importancia na sintese de ésteres, principalmente quando
no material de partida existem grupos funcionais sensiveis a condi¢cdes drasticas de
trabalho (ex. meio &cido) (Trost e colaboradores, 1991). A titulo de exemplo refere-se os
anidridos de acidos carboxilicos, os quais reagem com alcoois para formar ésteres na
auséncia de um catalisador acido (equacéo 2.3.). Os anidridos de &cido podem obter-se,
entre outros processos, pela reaccdo do respectivo cloreto de acilo (RCOCI) com o sal
sédico do &cido (RCOONa).

Reaccéo Geral

(]
R —c// /O /O
\O + R1-OH <L—> R— C/ + R— C/ (23)
\ \

R—C O—R1 OH

\
O

Encontra-se ainda referido na literatura um outro processo de obtencdo de ésteres com
base na reaccdo de sais sédicos dos acidos carboxilicos com brometos e iodetos de
alquilo primarios e secundérios, a temperatura ambiente e em solventes aproticos

dipolares (Solomons e Fryhle, 2001).
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2.2.3. Esterificagédo de Fisher

A esterificac@o de Fisher (Figura 2.3.) € um dos métodos correntemente utilizado para a
obtencéo de ésteres (Fiuza e colaboradores, 2004; Otera e colaboradores, 2003; Trost e
colaboradores, 1991). Este método de esterificacdo directa € normalmente catalisado por

acidos ou bases inorganicos.

o B He .
H— GE;‘;J H {|') \{?‘I‘“l P
&) o oz I
5 /,{hff +CH,—OH !
CH~ TO—H¥=tCH O—H 7=

' CH,~OH

{}] I|T
2 C H,- {llj—g'—.:;-]l —
0—H

L
)

2 - {Lj:f o
2= | H—O
- = H | —H.0" [
CHi—C—0—CH, == i ——
e CH.” T“O—cH, M9 CHT No—e
.05 0—CH, s T0—CH,
H

Figura 2.3. Representacdo esquemética da esterificacdo de Fisher (Adaptado Solomons
e Fryhle, 2001).

No caso da esterificacdo de Fisher, o equilibrio da reac¢do é normalmente alcangado em
poucas horas. O mecanismo reaccional, largamente aceite para este tipo de
esterificacdes, € um processo do tipo Axc> (A= catdlise &cida, AC= transferéncia de acilo,
2= bimolecular). Este mecanismo ocorre muitas vezes dividido em dois passos: primeiro
de adicdo seguido de eliminagdo. A reac¢do de adicdo corresponde a uma activacédo do
acido carboxilico pelo catalisador, promovendo o ataque nucleofilico subsequente por
parte do &lcool. O passo da eliminacdo envolve a perda de &gua e formagdo do
respectivo éster (Mcmurry, 2004; Otera e colaboradores, 2003; Volhardt e colaboradores,
1999; Trost e colaboradores, 1991).
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2.3. Condicbes Experimentais

2.3.1. Instrumentacéo

Para a preparacdo dos ésteres alquilicos, sintetizados a partir do PCA e DOPAC, foi

usado o seguinte equipamento:

Balanca Precisa 205 A, Superbal Series;

Placa de agitacdo Trade Raypa;

Os solventes foram evaporados utilizando um evaporador rotativo Bichi.

A elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados foi estabelecida através da

compilacdo de dados de Espectrofotometria de IV, Ressonancia Magnética Nuclear
Protonica (RMN de 'H) e de Carbono 13 (RMN de 'C) e Espectroscopia de Massa de
Impacto Electrénico (EM-IE).

Os pontos de fusdo foram determinados num microscopio de Kofler da marca

Reichert Thermovar e ndo foram corrigidos;

Os espectros no infravermelho (IV) foram registados num espectrofotometro RX1
(Perkin Elmer), usando pastilhas de brometo de potassio (Uvasol Merck),
contendo aproximadamente 1.0% de amostra. Apenas as bandas mais

importantes se encontram referidas (Umax, cm™);

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

de impacto electronico (IE) e referidos em m/z (% relativa);

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN de *H, *C e DEPT) foram
obtidos num aparelho Bruker AMX 300, a temperatura ambiente, a partir de
solucbes concentradas em dimetilsulfoxido deuterado, com um grau de
deuteracdo superior a 99.0%. Como referéncia interna usou-se o tetrametilsilano
(TMS). Nos espectros de ressonancia magnética nuclear de protdo (RMN H),
registados a 300.13 MHz, indica-se o desvio quimico (8) em partes por milhdo

(ppm), o0 nimero de protdes, a multiplicidade e a(s) constante(s) de acoplamento.
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Os espectros de ressonancia magnética nuclear de **C e DEPT (RMN **C) foram
registados a 75.47 MHz, em que os desvios quimicos de RMN **C s&o indicados
(8) em partes por milhdo (ppm); os dados de *C de DEPT estéo incluidos nos

valores de °C (valores de ).

2.3.2. Cromatografia

e Para a cromatografia de camada fina (CCF) usaram-se folhas revestidas de gele
de silica, Sil G/UV,, (Macharey-Nagel), de espessura 0,2 mm. A fase movel

utilizada foi o sistema acetato de etilo/éter de petréleo;

* Na cromatografia em coluna (CC) usou-se como fase estacionéaria gele de silica
60 de granulometria de 0.2-0.5 um (Merk), e como fase moével o sistema acetato
de etilo/éter de petréleo 5:5 a 7:3. Foram recolhidas frac¢cdes de 25 mL, as quais

foram sujeitas a controlo analitico por CCF.

As cromatografias de camada fina efectuadas foram reveladas a luz ultravioleta, 254 nm.
Um dos critérios de pureza adoptados foi a observagdo de uma unica mancha por

cromatografia em camada fina.

2.3.3. Reagentes e Solventes

« Os solventes e reagentes utilizados foram todos de qualidade pro analysis ou
equivalente, das firmas Merck, Aldrich, Sigma, Panreac, Rheidel-Haen, Carlo Erba

e Macharey-Nagel;

Reagentes: 3,4-diihidroxibenzdico (Aldrich); 3,4-diidroxifenilacético (Aldrich); Metanol
(Merck); Etanol (Panreac); Propanol (Sigma-Aldrich); Carbonato de sédio (Sigma); Sulfato

de saddio anidro (Panreac); Acido sulftrico (Merck); Cloreto de célcio (Sigma).

Solventes: Eter etilico (Riedel-Haen), Eter de petréleo (Panreac); Acetato de etilo (Carlo
Erba).
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2.3.4. Sintese de Esteres Alquilicos do 3,4-Diihidr  oxibenzéico (PCA) e 3,4-
Diihidroxifenilacético (DOPAC)

Um dos objectivos deste trabalho foi a sintese de novos compostos antioxidantes que
contenham como ndcleo base um &cido fendlico. Os compostos sintetizados foram
obtidos por esterificagdo directa (Método Fisher) de &cidos fendlicos (PCA e DOPAC),
catalisada por um acido forte, H,SO,, segundo o método modificado de Fiuza e
colaboradores (2004). A metodologia utilizada apresenta algumas vantagens,

nomeadamente:

» Os reagentes necessarios a esterificacdo sdo considerados comuns, 0 que em

termos econdmicos e de acessibilidade se torna num aspecto positivo;

A reaccdo de esterificacdo faz-se num s6 passo, € relativamente rapida e

apresenta rendimentos satisfatorios;
» A purificacdo dos produtos obtidos é, de uma forma geral, simples e rapida;

» O processo é adequado ao tipo de matéria-prima. A obtencao de cloretos de acilo

de compostos com grupo catecol requer uma etapa preliminar de proteccédo do

grupo;

e A utilizacdo de um acido (e ndo de uma base) teve como objectivo proteger o

grupo catecol, caso contrario este degradaria-se;

» Poder ser realizado a temperatura ambiente, de forma a prevenir a ocorréncia de
polimerizacdo (oligbmeros) através dos grupos hidroxilos, o que tornaria o
processo de purificacdo muito mais complexo e moroso, o que diminuia o

rendimento da reaccéo.
2.3.4.1. Método Geral de Preparacéo de Esteres Alqu ilicos

A técnica efectuada foi adaptada, com algumas modificagcées, de Fiuza e colaboradores
(2004) e Silva (1998). Num baldo de 250 mL colocou-se aproximadamente 1g (6,49 mmol
de PCA; 5,95 mmol de DOPAC) do respectivo acido fendlico em 75 mL de alcool
apropriado. Adicionou-se 2 mL de acido sulfdrico concentrado (H,SO,), sendo a mistura

submetida a agitacdo magnética durante 5 dias. O controlo reaccional foi realizado por
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CCF (gel de silica, fase movel acetato de etilo/éter de petrdleo (7:3)). ApOs a reaccao
estar concluida, procedeu-se a evaporacdo do solvente com o auxilio de pressao
reduzida. A solucao foi neutralizada com uma solu¢cdo de carbonato de soédio 1M
(Na,COs3) e, em seguida, extraida com éter etilico (2 x 100 mL). As fases organicas
reunidas foram desidratadas com sulfato de sodio anidro. Ap6s a evaporagdo do
solvente, com o auxilio de pressdo reduzida, obteve-se um residuo de cor amarela, o
qual foi cristalizado com recurso ao sistema éter etilico/ n-hexano. Sempre que
necessario efectuou-se a cromatografia em coluna (CC), de forma a purificar o composto,

utilizando como fase mével uma mistura de acetato de etilo/éter de petroleo 5:5.

2.3.4.1.1. Sintese do 3,4-Diidroxibenzoato de Metil o (PM)
Neste caso procedeu-se a evaporacdo do solvente e efectuou-se cromatografia em
coluna. As fraccdes obtidas por CC, contendo predominantemente o0 composto
pretendido, foram reunidas. O residuo obtido foi cristalizado, a temperatura ambiente,
obtendo-se cristais brancos.
PF: 133-135 °C (éter etilico/n-hexano).

Rendimento: 81%.

FTIR Una. (cm™) (KBr): 3467, 3263, 1689, 1612, 1448, 1296, 1269, 1240, 1184, 1165,
1095, 764.

UV Amax 22" (nm) (log €): 297 (3,8), 262 (4,0), 221 (4,2), 208 (4,2),

RMN *H & 3,76 (3H, s, OCHj), 6,80 (1H, d, J=8,1, H(5)), 7,30 (1H, dd, J=8,2, 2,1, H(6)),
7,34 (1H, d, J=2,1, H(2)), 9,64 (2H, brs, OH).

RMN 3C &: 51,6 OCHs, 115,3 C(5), 116,2 C(2), 120,5 C(6), 121,8 C(1), 145,1 C(3), 150,4
C(4), 166,2 (C=0).

EI-MS m/z (%): 168 (M*", 59), 138 (15), 137 (100), 109 (27), 81 (17).
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2.3.4.1.2. Sintese do 3,4-Diidroxibenzoato de Etilo  (PE)

A cristalizacdo do PE foi conseguida directamente com o sistema éter etilico/n-hexano. O

residuo obtido apresentava-se na forma de cristais finos brancos.

PF: 131-133 °C (éter etilico/ n-hexano).

Rendimento: 75 %.

FTIR Umax (cm™Y) (KBr): 3498, 3274, 1682, 1610, 1516, 1369, 1334, 1294, 1236, 1124.

UV Amax 22" (nm) (log €): 296 (3,8), 262 (4,0), 221 (4,2), 208 (4,2).

RMN *H & 1,27 (3H, t, J=7,1, CHy), 4,22 (2H, m, OCH,), 6,80 (1H, d, J=8,2, H(5)), 7,30
(1H, dd, J=8,2, 2,1, H(6)), 7,35 (1H, d, J=2,1, H(2)), 9,58 (2H, brs, OH).

RMN *2C &: 14,3 CHg3, 60,0 OCH,, 115,3 C(5), 116,2 C(2), 120,8 C(6), 121,7 C(1), 145,0
C(3), 150,3 C(4), 165,7 (C=0).

EI-MS m/z (%):182 (M* ", 50), 154 (25), 138 (17), 137 (100), 109 (22), 81 (14).

2.3.4.1.3. Sintese do 3,4-Diidroxibenzoato de Propi lo (PP)
Neste caso procedeu-se também a evaporacao do solvente e efectuou-se cromatografia
em coluna. As frac¢bes obtidas por CC, contendo predominantemente o composto
pretendido, foram reunidas. O residuo obtido foi cristalizado, a temperatura ambiente,
obtendo-se cristais brancos.
PF: 113-115 °C (éter etilico/ n-hexano).

Rendimento: 71 %.

FTIR Umax (cm™) (KBr): 3492, 3328, 1684, 1608, 1442, 1292, 1230, 1161, 1099, 984,
771.

UV Amax 22" (nm) (log €): 296 (3,8), 262 (4,0), 221 (4,2), 208 (4,2).
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RMN *H &: 0,94 (3H, t, J=7,4, CH3), 1,67 (2H, m, CH,), 4,13 (2H, t, J=6,6, OCH,), 6,80
(1H, d, J=8,2, H(5)), 7,31 (1H, dd, J=8,3, 2,1; H(6)), 7,36 (1H, d, J=2,0, H(2)), 9,57 (2H,
brs, OH).

RMN °C & 10,4 CHs, 21,7 CH,, 65,5 OCH,, 115,3 C(5), 116,2 C(2), 120,8 C(6), 121,7
C(1), 145,1 C(3), 150,4 C(4), 165,7 (C=0).

EI-MS m/z (%): 196 (M*", 33), 154 (72), 138 (17), 137 (100), 109 (24), 81 (16).
2.3.4.1.4. Sintese do 3,4-Diidroxifenilacetato de M  etilo (PPM)

O composto apresenta-se na forma de um éleo em tons de amarelo.

Rendimento: 74 %.

FTIR Uma (cm™) (KBr): 3535-3155, 1718, 1608, 1523, 1442, 1350, 1288, 1201,
1151,1115.

UV Amax 22" (nm) (log €): 283 (3,6), 206 (4,3).

RMN *H & 3,58 (3H, s, OCH), 6,49 (1H, dd, J=8,1, 2,1, H(6)), 6,65 (1H, d, J=2,4, H(2)),
6,66 (1H, d, J=7,8, H(5)), 8,84 (2H, brs, OH).

RMN 3C &: 39,7 CH,, 51,6 OCHs, 115,5 C(5), 116,7 C(2), 120,1 C(6), 125,0 C(1), 144,3
C(4), 145,2 C(3), 172,1 (C=0).

EI-MS m/z (%): 182 (M*", 45), 124 (15), 123 (100), 77 (18), 51 (16).
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2.3.4.1.5. Sintese do 3,4-Diidroxifenilacetato de E tilo (PPE)
O composto apresenta-se na forma de um éleo em tons de amarelo.
Rendimento: 79 %.

FTIR Umax (cm™) (KBr): 3589-3138, 1707, 1608, 1525, 1448, 1371, 1348, 1284, 1196,
1153, 1115,1028.

UV Amax 22" (nm) (log €): 283 (3,4), 205 (4,2).

RMN 'H & 1,16 (3H, t, J=7,1, CHy), 4,04 (2H, m, OCH,), 6,49 (1H, dd, J=8,0; 2,1, H(6)),
6,65 (1H, d, J=2,1, H(2)), 6,66 (1H, d, J=8,0, H(5)); 8,84 (2H, brs, OH).

RMN *C & 14,2 CHa, 40,0 CH,, 60,1 OCH,, 115,5 C(5), 116,6 C(2), 120,0 C(6), 125,1
C(1), 144,3 C(4), 145,1 C(3), 171,6 (C=0).

EI-MS m/z (%):196 (M*", 38), 124 (15), 123 (100), 77 (16).

2.3.4.1.6. Sintese do 3,4-Diidroxifenilacetato de P  ropilo (PPP)
O composto apresenta-se na forma de um éleo em tons de amarelo.
Rendimento: 65 %.

FTIR Umax. (cm™) (KBr): 3525-3192, 1710, 1608, 1522, 1446, 1348, 1284, 1194, 1146,
1113.

UV Amax, 5™ (nm) (log €): 283 (3,2), 204 (4,1).
RMN *H &: &: 0,85 (3H, t, J=7,4, CHs); 1,54 (2H, m, CH,), 3,96 (2H, t, J=6,6, OCH,), 6,48
(1H, dd, J=8,0, 2,0, H(8)), 6,65 (1H, d, J=2,0, H(2)), 6,65 (1H, d, J=7.9, H(5)), 8,83 (2H,

brs, OH).

RMN %3C & 10,3 CHa, 21,6 CH,, 40,0 CH,, 65,5 OCH,, 115,4 C(5), 116,6 C(2), 120,0
C(6), 125,1 C(1), 144,2 C(4), 145,1 C(3), 171,6 (C=0).
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EI-MS m/z (%):210 (M*", 37), 124 (16), 123 (100), 77 (17).

2.4. Elucidacio Estrutural dos Esteres Alquilicos S intetizados

A elucidacéo estrutural dos compostos sintetizados foi estabelecida através de dados de

IV, RMN *H e **C bem como espectroscopia de massa por impacto electrénico (EM-IE).
2.4.1. Espectroscopia de IV

A espectroscopia de IV é um dos métodos mais utilizado na investigacdo da estrutura de
compostos e na andlise de grupos funcionais. A intensidade das bandas pode ser
expressa em termos de transmitancia (T) ou absorvancia (A), onde a A= -logT. Os dados
obtidos por espectrofotometria no IV para os acidos benzdico e fenilacético, e derivados

encontram-se descritos nas tabelas 2.1. e 2.2.

Tabela 2.1. Dados de IV para os compostos PCA, PM, PE e PP.

Grupos PCA PM PE PP
oH 3339 3467 3498 3492
3187 3263 3275 3329
C=0 1594 1689 1682 1684

CHs, CH, - 1350-1500 1350-1500 1350-1500

-0 ryean 1269 1296 1294 1292
1160 1095 1124 1099

C-O Fenol 1375 - 1369 -

Através das Tabelas 2.1 e 2.2, podemos observar que a frequéncia do grupo carbonilo
dos ésteres € significativamente diferente quando comparado com o valor
correspondente ao acido de partida, PCA e DOPAC. Os valores da frequéncia de
vibracdo do grupo C=0 reflectem o efeito indutivo dos grupos alcoxilo, o que indica que a
esterificacao ocorreu. Por outro lado, os derivados de 3,4-diidroxifenilacético (Tabela 2.2.)
apresentam uma frequéncia superior aos derivados de 3,4-diidroxibenzoico, o que pode
ser uma consequéncia do grupo CH,, que diminui a deslocalizacdo de densidade

electrénica do anel aromatico em relagdo ao grupo carboxilico.
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Tabela 2.2. Dados de IV para os compostos DOPAC, PPM, PPE e PPP.

Grupos DOPAC PPM PPE PPP
oH 3348 3155 3189 3192
3457 3535 3589 3525
C=0 1685 1718 1707 1710
CHs;, CH, 1350-1500 1350-1500 1350-1500 1350-1500
1280 1288 1284 1284
C-O Acido/ Ester
1113 1115 1115 1113
1346 1350 1348 1348
C'O Fenol
629 - - -
2.4.2. RMN *H

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica muito utilizada
para identificar a presenca de alguns grupos de atomos bem como a sua posicao relativa
na cadeia, conformacédo e isomerismo. Quando se coloca um composto contendo &tomos
de 'H ou de **C num campo magnético externo muito forte e simultaneamente se irradia
com energia electromagnética, esses nulcleos absorvem energia num processo
denominado ressonancia magnética, sendo essa energia medida pelos
espectrofotometros. Os dados obtidos por RMN 'H para os ésteres sintetizados

encontram-se descritos nas tabelas 2.3.

Tabela 2.3. Dados de RMN *H para os ésteres do PCA e DOPAC, respectivamente.

Constante de NuUmero de Numero de
Composto Grupo 6 (ppm) | Multiplicidade o
Acoplamento (Hz) Vizinhos Protdes
ESTERES DE PCA

-O-CH3 3,76 Singuleto 3
H(5) 6,80 Dupleto 8,1 1 1
H(6) 7,30 Dupleto 8,2 1 1
H(2) 7,34 Dupleto 2,1 1
-OH 9,64 2
-CH2-CHs 1,27 Tripleto 7,1 2 3
-O-CH2-CHj3 4,22 Quadrupleto 3 2
H(5) 6,80 Dupleto 8,2 1 1
H(6) 7,30 Dupleto 8,2 1 1

H(2) 7,35 Singuleto 2,1
-OH 9,58 1
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-CHj3 0,94 Tripleto 7,4 2 3
-CH,-CH3 1,67 Sextupleto 7,4 5 2
-O-CH2-CH; 4,13 Tripleto 6,6 2 2
PP H(5) 6,80 Dupleto 8,2 1 1
H(6) 7,31 Dupleto 8,3 1 1
H(2) 7,36 Singuleto 2,0 - 1
-OH 9,57 - - - 2
ESTERES DE DOPAC
-O-CH3 3,58 Singuleto - - 3
H(5) 6,66 Dupleto 7.8 1 1
PPM H(6) 6,49 Dupleto 8,1 1 1
H(2) 6,65 Dupleto 2,4 1 1
-OH 8,84 - - - 2
-CH2-CHs 1,16 Tripleto 7,1 2 3
-O-CH>-CHs 4,04 Quadrupleto - 3 2
e H(5) 6,60 Dupleto 8,0 1 1
H(6) 6,49 Dupleto 8,0 1 1
H(2) 6,65 Singuleto 2,1 - 1
-OH 8,84 - - - 2
-CH3 0,85 Tripleto 7,4 2 3
-CH,-CH3 1,54 Sextupleto - 5 2
-O-CH>-CH; 3,96 Tripleto 6,6 2 2
PPP H(5) 6,65 Dupleto 7.9 1 1
H(6) 6,48 Dupleto 8,0 1 1
H(2) 6,65 Singuleto 2,0 - 1
-OH 8,83 - - - 2

No que diz respeito aos dados RMN *H dos ésteres dos acidos PCA e DOPAC, podemos
constatar que a auséncia do sinal do protdo do grupo COOH no espectro, o= 12 ppm
(Silva, 1998), confirma a reacgdo de esterificacdo. Os ésteres metilicos, por exemplo,
apresentam um singuleto a & = 3.76, para o PM, e 3.58 para o PPM. O deslocamento
para menor campo do desvio quimico dos protbes do CHj, poderd ficar a dever-se a
proteccdo causada pelo grupo CH,. A mesma conclusdo pode ser efectuada para os

restantes ésteres.
2.4.3. Espectro de Massa por Impacto Electronico (E =~ M-IE)
A analise por espectroscopia de massa fornece o peso molecular dos compostos. Através

dos valores obtidos pelo EM-IE, podemos observar que se obteve os valores dos pesos

moleculares referentes aos ésteres sintetizados.
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Avaliacao da Actividade
Antioxidante

Sumario

N

a literatura encontram-se descritas varias metodologias para determinar a
actividade antioxidante de compostos organicos. A escolha do método deve ter
em conta a lipofilicidade ou a hidrofilicidade dos antioxidantes. A maioria dos
métodos avalia a capacidade de bloqueio de radicais livres, alguns com cor
como o DPPH’ (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) e o ABTS™" (&cido 2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazoline-6 sulfénico). Nestes casos € possivel a sua deteccdo e
quantificag@o por UV-Vis. Outros avaliam a capacidade de absor¢do do oxigénio
radicalar (ORAC, Oxygen Radical Absorvance Capacity) com diferentes
espécies reactivas (radicais peroxilo, hidroxilo, superéxido ou um metal de
transi¢cdo), usando trolox como padrdo. Actualmente, utilizam-se também as
técnicas electroquimicas como metodologia alternativa para caracterizar e

avaliar o perfil antioxidante de substéncias orgéanicas.

A actividade antioxidante dos compostos PCA, DOPAC e respectivos ésteres,
sintetizados no Capitulo 2., bem como os de referéncia, trolox e &cido galhico,
foi determinada através de dois métodos ndo enzimatico, o método DPPH e as

técnicas voltamétricas (voltametria ciclica e voltametria de impulso diferencial).

Palavras-Chave: Capacidade antioxidante; Métodos por transferéncia de hidrogénio

(ATH); Métodos por transferéncia de electrdes (ET); Radical DPPH’; Electroquimica;

Voltametria ciclica; Voltametria de impulso diferencial.
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3.1. Métodos de Avaliacéo da Actividade Antioxidant e

A determinac¢do da capacidade antioxidante de compostos de origem sintética ou natural
constitui uma area de inegavel interesse no campo da quimica dos alimentos, dos
medicamentos e dos produtos cosméticos (Chimi e colaboradores, 1991). Nos Ultimos
anos tem-se assistido a uma intensa investigacdo conducente a descoberta de novos
compostos com capacidade antioxidante, tendo ocorrido paralelamente um incremento do
desenvolvimento das metodologias associadas a avaliacdo desta actividade (Prior e

colaboradores, 2005; Vitaly e colaboradores, 2005; Okuda e colaboradores, 1992).

De uma forma geral, os antioxidantes podem actuar por dois mecanismos distintos: por
transferéncia de um atomo de hidrogénio (ATH) (equacao 3.1.) ou por transferéncia de
um electrdo (ET) (equagédo 3.2.). No entanto, podera haver situacfes em que estes dois

mecanismos ocorram ao mesmo tempo.

R+AH - RH+A (3.1.)

R+AH M - R +AH"* @ - RH+A (3.2)

A ocorréncia preferencial de um ou de outro mecanismo depende da natureza do
solvente e/ou da natureza fisico-quimica dos compostos, nomeadamente do potencial de
oxidagdo-reducdo das espécies envolvidas (Foti e colaboradores, 2004; Giacomelli e
colaboradores, 2004; Wright e colaboradores, 2001). A transferéncia de um atomo de
hidrogénio do antioxidante para o radical €, geralmente, 0 processo predominante em
solventes apolares e depende essencialmente da entalpia de dissociacdo da ligacdo do
hidrogénio a molécula do antioxidante (AH). O mecanismo que envolve a transferéncia de
electrdes ocorre predominantemente em solventes polares (como o etanol ou agua) e
depende do potencial de ionizagcdo da molécula do antioxidante (Foti e colaboradores,
2004; Giacomelli e colaboradores, 2004; Wright e colaboradores, 2001).

Num composto fendlico, a baixa entalpia de dissociacdo, normalmente associada a
ligacdo OH, é considerada um parametro que indicia uma potencial capacidade
antioxidante, uma vez que existe maior facilidade em doar 4&tomos de hidrogénio ao

radical (Siquet e colaboradores, 2006; Hatzipanayiotti e colaboradores, 2006).
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A actividade antioxidante também ¢é exibida por outros grupos doadores de hidrogénio,
como o NH ou SH, e aumenta com o nimero de grupos hidroxilos na estrutura (Brand-
Williams e colaboradores, 1995; Miller e colaboradores, 1997 Foti e colaboradores, 2004;

Giacomelli e colaboradores, 2004; Wright e colaboradores, 2001).

De acordo com o mecanismo reaccional (Halliwell e colaboradores, 1999; Prior e

colaboradores, 2005), a actividade antioxidante pode ser classificada em:

e Transferéncia de um &tomo de hidrogénio: inclui ensaios genericamente
conhecidos por ORAC (Oxygen Radical Absorvance Capacity) e TRAP (Total
Radical-trapping Antioxidant Parameter). Os ensaios ORAC medem a inibicdo de
espécies reactivas, como o radical peroxilo (ROQO") (Prior e colaboradores, 2005;
Becker e colaboradores, 2004) e os ensaios TRAP monitorizam a capacidade do
antioxidante interferir com a reaccéo de radicais peroxilo, gerados por compostos
azo (ex. o dicloridrato de 2,2'-azobis-2-amidinopropano - AAPH) (Aguilar-Garcia e
colaboradores, 2007; Wood e colaboradores, 2006; Schaich, 2006; Prior e

colaboradores, 2005; Becker e colaboradores, 2004 Yagi e colaboradores, 2002);

e Transferéncia de um electrdo: inclui ensaios do tipo FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), que se encontram intimamente relacionados com o potencial

redox dos compostos (Prior e colaboradores, 2005);

e Conjugacdo dos dois mecanismos reaccionais atras mencionados: inclui ensaios
com radicais pré-formados, como por exemplo o radical catidnico do &cido
2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS™) e o radical do 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH*®). Os ensaios com o radical ABTS™ e DPPH* sdo muitas
vezes referidos na literatura como ensaios TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) (Prior e colaboradores, 2005; Becker e colaboradores, 2004; Arts e

colaboradores, 2004).
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Neste trabalho, a avaliacdo da actividade antioxidante bem como das propriedades
redutoras dos acidos PCA e DOPAC, e ésteres sintetizados, foi realizado com recurso,

respectivamente:

* Ensaio com o radical pré-formado DPPH’, o qual permite, de um modo rapido e
facil, avaliar a actividade antioxidante de compostos lipofilicos e hidrofilicos
(Magalhdes e colaboradores, 2008; Vitaly e colaboradores, 2005; Re e

colaboradores, 1999);

» Ensaios electroquimicos, nomeadamente a voltametria ciclica para caracterizar a
reaccdo quanto a sua reversibilidade, e a voltametria de impulso diferencial para

guantificar a capacidade antioxidante (Magalhaes, 2008; Falcdo, 2008).

Os antioxidantes de referéncia utilizados foram o 2-carboxi-2,5,7,8-tetrametil-6-cromanol
(trolox) (Figura 3.1. a)), um composto hidrossoltvel derivado da vitamina E (Siquet e
colaboradores, 2006; Naguib 2000; Miller e colaboradores, 1997), e o &cido 3,4,5-
diidroxibenzéico (acido galhico) (Figura 3.1. b)), um composto hidrofilico, lider de alguns
antioxidantes que ja se encontram aprovados e usados na industria, como o galhato de

propilo (Blasco e colaboradores, 2004; Lopez e colaboradores, 2003).

CH,

CH, HO COOH
H,C O “cooH
CH, a) HO b)

Figura 3.1. Representacao da estrutura quimica do trolox (a) e do acido galhico (b).

3.2. Avaliacao da Actividade Antioxidante: Métodod o DPPH

O 2,2-difenil-1-picrildrazilo (DPPH") é considerado um composto estavel sendo que a sua
reaccdo redutora se deve a captagcdo de um &tomo de hidrogénio proveniente do
antioxidante, formando assim, o composto reduzido DPPH-H, do tipo da hidrazina (Figura
3.2.). A captacdo de hidrogénio constitui o passo determinante da velocidade de reaccao
(Eklund e colaboradores, 2005).
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Figura 3.2. Representacdo da estrutura quimica do radical DPPH" aquando da sua

reducdo a hidrazina por um antioxidante (AH).

O radical DPPH é solavel em metanol, etanol e dimetil sulféxido. As solu¢des etandlicas
apresentam uma coloracao violeta escuro e um maximo de absorvancia a A = 517 nm
(Sharma e Baht, 2008). O método permite determinar o decréscimo da absorvancia ao
longo do tempo, por espectrofotometria de UV. Dependendo da concentracdo do
composto em estudo, a diminui¢cdo da absorvancia traduz a maior ou a menor capacidade

antioxidante das substancias.

Os resultados obtidos pelo método do DPPH sédo normalmente apresentados em termos
de concentracao eficiente (ECsy). Este parametro define a concentracdo de antioxidante
necessaria para inibir em 50% a concentracao inicial do radical DPPH’ (Sharma e Baht,
2008; Brand-Williams e colaboradores, 1995). A percentagem de DPPH’ remanescente

(% inibicao) é calculada segundo a equacéo 3.3.

% DPPHRemanescente= (A / AZO) X 100 (33)

em que Ay, corresponde a absorvancia da solucdo inicial de DPPH" (t=0) e A; a
absorvancia da solucdo DPPH" ao longo do tempo de ensaio. O tempo necessario para
alcancar a estabilidade da absorgdo (patamar de equilibrio) é calculado a partir da curva
cinética e definido habitualmente para a ECsy (Tecso). Sanchez-Moreno e colaboradores
(1998) propuseram uma escala para classificar a cinética de reaccao; consideram que
para um Tgcso inferior a 5 minutos, a reaccao apresenta uma cinética rapida; para um
tempo entre 0s 5 e 0s 30 minutos, a reaccao é considerada intermédia e para um tempo
superior a 30 minutos, é designada como lenta. Um composto que apresenta uma
actividade anti-radicalar excelente, mas possue uma cinética lenta, geralmente ndo

apresenta interesse a nivel industrial.
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Um outro parametro proposto para quantificar a capacidade antioxidante de um composto
é a eficiéncia anti-radicalar (AE) (equacéo 3.4.). Sanchez-Moreno e colaboradores (1998)
também propuseram uma escala para classificar a eficiéncia anti-radicalar (AE) de um
composto; consideram que para um AE < 1x10°, a eficacia do composto é baixa; para
1x103< AE< 5x10° a eficacia é considerada média; para 5x10° < AE< 1x107 a eficacia é
elevada e muito elevada para valores superiores a 1x10. Quanto menor for o valor ECs

e Tecso, maior é a eficiéncia anti-radicalar.

AE =1/(ECy,X Tecsy) (3.4.)

Embora com limitagdes, nomeadamente na morosidade de analise, que muitas vezes
excede as 4h, o radical DPPH’ nédo precisa de ser gerado antes da analise e nao envolve

condi¢cdes drasticas de temperatura e oxigenagao.

3.3. Avaliacao da Actividade Antioxidantes: Métodos Electroquimicos

As técnicas electroquimicas tém sido ultimamente aplicadas na caracterizacdo de
antioxidantes (ex. acidos fendlicos, flavonoides, acido ascorbico, tocoferdis, carotendides,
BHT) (Shohami e colaboradores, 1999; Kohen e colaboradores, 1999; Chevion e
colaboradores, 1997). De entre as técnicas voltamétricas mais usadas destacam-se a
voltametria ciclica, a voltametria de impulso diferencial e a voltametria de onda quadrada.
A maioria dos compostos fendlicos é electroactiva, pelo que actuam como agentes
redutores e, em solucdo, tendem a ser facilmente oxidados por eléctrodos inertes. A
capacidade de reducdo de um composto por técnicas electroquimicas € normalmente
analisada com base em 3 parametros, nomeadamente (i) o potencial de oxidacdo ou de
meia onda, E,, (i) a intensidade do pico anddico ou catédico, la, e (iii) a area da curva
anddica, S. S e Ip encontram-se intrinsecamente relacionados com a concentracédo de

antioxidante presente na amostra (Kilmartin e colaboradores, 2002).

As técnicas voltamétricas apresentam vantagens em relacdo a outros métodos,
nomeadamente na rapidez e simplicidade da analise, redu¢do na utilizacdo de reagentes
bem como maior selectividade quando comparada com os métodos espectrofotométricos
(Chevion e colaboradores, 2000). Estas técnicas podem ser executadas em solucbes
aguosas e em solventes organicos. Por outro lado, é importante salientar que a possivel

desactivacdo da superficie do eléctrodo, associada a adsor¢do da substancia em analise,
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limita a reprodutibilidade dos métodos electroquimicos (Romani e colaboradores, 2000).
Apesar deste aspecto negativo, 0 método apresenta-se como uma boa ferramenta tanto
na avaliacdo da capacidade antioxidante como na quantificacdo da composicdo

electroactiva de antioxidantes.

3.3.1. Voltametria de Impulso Diferencial (DPV)

A voltametria de impulso diferencial mede a corrente ao longo do tempo ap6s a aplicacéo
de um degrau de potencial. A DPV é considerada uma técnica muito Gtil na medicdo de
concentracdes vestigiais de espécies organicas e inorganicas electroactivas. Os impulsos
de potencial de amplitude fixa (10-100 mV), AE, sdo sobrepostos a uma rampa de
potencial que aumenta de forma linear com o tempo. A corrente € medida imediatamente
antes da aplicacdo (1) e no final do impulso (2) (Figura 3.3. a)). O instrumento regista a
diferenca de intensidade de corrente, Ai, em cada impulso, como funcdo do potencial
aplicado sendo a resposta semelhante a primeira derivada de um voltamograma
diferencial, isto é, um pico (Figura 3.3. b)) (Garrido, 2003; Wang, 2002; Brett e Brett,
1996).

Al A
05-55 _iomf_ l
) . Sl B e
- 1
| —
tempo _E
a) b)

Figura 3.3. Representacdo da técnica voltametria de impulso diferencial (DPV): (a) —

perfil de aplicacdo de potenciais; (b) — voltamograma de impulso diferencial.

3.3.2. Voltametria Ciclica (CV)

A voltametria ciclica € utllizada para obter informagdo qualitativa da reaccdo
electroquimica bem como identificar espécies electroactivas presentes na solugédo. Na
voltametria ciclica a corrente anddica comega por aumentar até atingir o potencial limite,
Erina- Depois de ultrapassar esta regido de potencial, a direccdo do varrimento € invertida

até ao potencial inicial, Eica, © as moléculas inicialmente oxidadas poderdo ser
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reduzidas (reaccOes faradaicas), de que resulta a onda catédica (Figura 3.4.) (Falcéao,
2008; Wang, 2002; Brett e Brett, 1996). Em algumas situacfes, o pico catddico podera
ndo corresponder ao produto da reaccédo principal, mas sim o de reac¢fes secundarias,

pelo que, neste caso, se devera proceder a sucessivos varrimentos e respectiva

caracterizacao do(s) produto(s) por electrdlise.

[ 3
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Figura 3.4 . Representacdo da técnica de voltametria ciclica (CV): (a) perfil de aplicagédo
de potenciais; (b) voltamograma ciclico.

3.4. Condicbes Experimentais

Com o presente trabalho procurou-se avaliar a actividade antioxidante do PCA e DOPAC,

e respectivos ésteres (Capitulo 2.), a qual foi comparada com os compostos de
referéncia, nomeadamente o 4cido galhico e o trolox.

3.4.1. Instrumentacéo Geral

As pesagens foram realizadas numa balanca Precisa 205 A, Superbal Series;

e Pipetas da VWR,;
+ Banho de ultra-sons da VWR USC100TH;

As determinagdes espectrofotométricas foram efectuadas num espectrofotometro
HeAios UV/Visible de feixe duplo, usando células de quartzo, e controlado por um

computador com o software Thermo Electron UV-Visible Spectroscopy (Figura
3.5.);
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Figura 3.5. HeAios Gamma & Delta da ThermoSpectronic.

 As medicdes voltamétricas foram efectuadas num potenciostato/galvanostato
Autolab ® PGSTAT 12 (Eco-Chemie, Netherlands) controlado por um computador
com software General Purpose for Electrochemical Systems (GPES) da Autolab®
(Figura 3.6.).

Figura 3.6. Potenciostato/galvanostato Autolab ® PGSTAT 12.

3.4.2. Reagentes e Solventes

« Os solventes e reagentes utilizados foram todos de qualidade pro analysis ou
equivalente, das firmas Merck, Sigma-Aldrich, Panreac, BDH, Riedel-Haen, Carlo
Erba e Macharey-Nagel,

Reagentes: Alumina (BDH); Fosfato de potassio monobasico e fosfato de potassio
dibasico (Sigma); Acido galhico (Sigma); Acidos 3,4-diidroxibenzoico e 3,4-

diidroxifenilacético (Aldrich); 2,2-difenil-1-picril-Hidrazilo (DPPH") e o trolox (Sigma).

Solventes: Etanol absoluto (Panreac); Agua destilada.
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3.4.3. Determinagéo da Actividade Antioxidante pelo Método do DPPH

3.4.3.1. Curva de Calibracao

Antes de se proceder a quantificacdo da capacidade anti-radicalar dos compostos em
estudo, relacionou-se a concentracdo do DPPH’ com a absorvancia, tendo-se elaborado

para o efeito uma curva de calibragao.

Num baldo de 5 mL preparou-se uma solucdo etandlica de DPPH’ de concentragéo 6,6
x10°M (0,03 mmol, 13,4mg) (solucdo A) . A dissolucdo foi auxiliada por ultra-sons
durante 2 minutos. De seguida, retirou-se 2 mL desta solucdo e diluiu-se em 25 mL de
etanol (solugcédo B ). A partir da solucdo B efectuaram-se diluicdes em baldes de 5mL e
procedeu-se a medicdo da absorvancia a 517 nm (Tabela 3.1.). Todas as solu¢6es foram

acondicionadas no escuro até a sua utilizacao.

Tabela 3.1. Construcao da curva de calibracdo da solucdo DPPH".

Solucdes Volume (pL)/ 5 mL Absorvancia Concentracao (uM)
1 150 0,118 15,9
2 250 0,212 26,6
3 370 0,318 39,3
4 500 0,426 53,1
S 600 0,513 63,7
6 800 0,686 85,0
7 1000 0,903 106,2
8 1300 1,135 138,1
9 1500 1,267 159,3
10 2000 1,680 212,4

3.4.3.2. Método Geral de Preparacao das Solu¢cdes do s Compostos em Estudo

O procedimento experimental foi baseado no método descrito por Ohnishi e
colaboradores (1994) e para cada antioxidante em estudo, bem como os de referéncia,
trolox e acido galhico, foram ensaiadas diferentes concentracdes até se observar uma
inibicdo de 50% de radical DPPH".

Preparacéo da solucao de DPPH ° (Solucdo C): num baldo de 25 mL adicionou-se 1 mL

de solucéio A, de forma a obter uma solucéo etandlica de DPPH" de 2,6x10™ M.
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Preparagdo da solucdo-mée do antioxidante: num baldo de 5 mL pesou-se
rigorosamente a quantidade apropriada de antioxidante em estudo e dissolveu-se em
etanol de modo a obter uma concentracdo de 2x10°M (Tabela 3.2.). Ap6s a agitacdo em
vortex (30 segundos), a solugao foi colocada num banho de ultra-sons durante 2 minutos.

A solucao foi preparada diariamente e mantida ao abrigo da luz até a sua utilizacéo.

Tabela 3.2. Massa de antioxidante pesado para obter a concentracéo de 2x10°M.

Compostos PCA PM PE PP DOPAC | PPM PPE PPP | Trolox | Acido Galhico
Peso Molecular 154,1 | 168,2 | 182,2 | 196,2 168,2 182,2 | 196,2 | 210,2 | 250,1 170,1
Massa (mg) 15,4 16,8 18,2 19,6 16,8 18,2 19,6 21,0 25,0 17,0

Determinacdes das EC 5, diluiu-se 1 mL de solugdo-mée do antioxidante em estudo, em
10 mL de etanol, de forma a obter uma concentracdo de 2x10°M. Posteriormente, para
cada composto foram ensaiadas diferentes concentracdes, em balGes de 5 mL, até se
alcancar uma inibicdo do radical DPPH’ 0 mais préxima de 50%. A 2 mL de solucao C
adicionou-se 2 mL da concentracdo a testar do composto em estudo. Apds répida
agitagdo em vOrtex (aproximadamente 2 segundos), o decréscimo do valor da
absorvancia foi seguido por espectrofotometria no visivel, A= 517 nm, a temperatura
ambiente e usando etanol como branco. Os valores de absorvéancia foram registados
para t, € em intervalos de 1 minuto até que a reacgdo atingisse o estado de equilibrio.
Para os casos em que o equilibrio ndo foi alcancado, as leituras prosseguiram até ao

tempo méximo de reaccao de 300 minutos.

3.4.4. Determinagdo da Actividade Antioxidante por Técnicas
Electroquimicas

Os estudos voltamétricos foram efectuados numa célula de vidro, de um compartimento,
equipada com um eléctrodo de referéncia de Ag/AgCl saturado com KCI, um eléctrodo
auxiliar de platina e um eléctrodo de trabalho de carbono vitreo, com um didmetro de 2

mm (Figura 3.7.).
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Figura 3.7. Célula electroquimica.

Antes de cada utilizagdo, o eléctrodo de trabalho foi polido usando uma suspensédo
aquosa de alumina (0,3 ym), sob um disco de lixa fina Master-Tex (Buehler) e lavado com

agua destilada.
3.4.4.1. Método Geral de Preparacao das Solu¢cdes do s Compostos em Estudo

O protocolo descrito de seguida foi 0 adoptado para as determinagdes efectuadas com os
ésteres sintetizados, respectivos acidos de partida bem como compostos de referéncia,

trolox e acido galhico.

Preparacdo da solucdo-made do antioxidante: num baldo de 5 mL pesou-se
rigorosamente a quantidade apropriada de antioxidante em estudo e dissolveu-se em
etanol de modo a obter uma concentracdo de 1x10°M (Tabela 3.3.). O estudo
voltamétrico foi efectuado usando uma solugdo tampé&o fosfato correspondente ao pH

fisiolégico, pH= 7,38.

Tabela 3.3. Massa de antioxidante pesado para obter a concentracéo de 1x10°M.

Compostos PCA PM PE PP DOPAC | PPM PPE PPP | Trolox | Acido Galhico
Peso Molecular 154,1 | 168,2 | 182,2 | 196,2 168,2 182,2 | 196,2 | 210,2 | 250,1 170,1
Massa (mg) 7.7 8,4 9,1 9,8 8,4 9,1 9,8 10,5 12,5 8,5

Na célula electroquimica colocou-se 10 mL de solucao tampéo e 100 pL da solugdo méae
do antioxidante em estudo, de modo a que a concentracao final fosse aproximadamente
de 1x10™M. A anélise foi efectuada imediatamente pds o contacto entre a solugéo e o

eléctrodo de trabalho, com o objectivo de minimizar efeitos de adsor¢ao.
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Os estudos por voltametria ciclica, CV, foram efectuados entre os -0,2 V e um maximo de
1,25 V, e com uma velocidade de varrimento de 20 mV s™. Os estudos por voltametria de
impulso diferencial, DPV, foram efectuados entre -0,2 V e um maximo de 1,5V, com uma

velocidade de varrimento de 5 mV s™ e amplitude de modulagéo de 50 mV.
3.5. Resultados e Discusséo

A avaliacdo da capacidade antioxidante dos compostos sintetizados e &cidos de partida,
foi efectuada através do método DPPH e por técnicas electroquimicas (voltametria ciclica

e voltametria de impulso diferencial), respectivamente.
3.5.1. Método do DPPH

A seleccdo do comprimento de onda, para efectuar a medicdo da absorvancia de cada
composto ao longo do tempo, foi realizada com base nos dados de UV-Vis do radical
DPPH’ (UV/ViS Amaximo =™ (nm): 245, 325, 517) e dos compostos em estudo (Capitulo 2,
seccdo 2.3.). Pelos dados obtidos por UV-Vis, observou-se que os compostos a analisar
nao absorvem a 517 nm, pelo que se assegura a nao interferéncia por sobreposicao de

bandas com o radical DPPH".

A calibragdo do método analitico foi efectuada com a construgdo de uma curva, em que
se mediu a absorvancia para concentracées de radical DPPH" compreendidas entre 0 e
212,4 uM (Tabela 3.1.). A equacdo de regressdo obtida bem como o coeficiente de

correlacdo dos dados encontram-se descritas na Figura 3.8.

2,0 - A..=0.008x[DPPH],
% 15- R =0,999
g
1,0 -
g
0,0 LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ LJ L
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225
DPPH/ uM

Figura 3.8. Representagao gréafica da curva de calibracéo, A= f([DPPH’]).
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Posteriormente, e através da equacao, foi possivel calcular a variagdo percentual do
DPPH’ para cada concentracdo de composto em estudo. A captacdo do protao/electréao
pelo radical e a formacdo da respectiva hidrazina, DPPH-H, foi acompanhada por uma
pequena ou imperceptivel mudanca de cor da solucdo. A actividade antioxidante dos
compostos em analise, expressa em diminuicdo da percentagem DPPH" em func¢do do
tempo e diferentes concentracfes testadas, encontra-se representada nas Figuras 3.9 a
3.15. A representacdo grafica, nas mesmas condicfes experimentais, relativamente aos
antioxidantes de referéncia, trolox e &cido galhico, podem ser observadas nas Figuras

3.16 e 3.17.
3.5.1.1. Acido Protocatecuico (PCA) e seus Esteres  (PM, PE e PP)

As Figuras 3.9-3.12.apresentam o decréscimo de absorvancia da solu¢do do radical
DPPH" ao longo do tempo, nomeadamente na presenca do acido protocatecuico e seus

ésteres.

—16 uM
100 —15uM

—14uM

% DPPH' Remanescente

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Tempo/ min

Figura 3.9. Representacédo grafica do efeito da concentracdo do PCA na percentagem de

inibicdo do radical DPPH" ao longo do tempo.
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Figura 3.10. Representacao grafica do efeito da concentracdo do PM na percentagem de

inibicdo do radical DPPH’ ao longo do tempo.
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Figura 3.11. Representacdo gréfica do efeito da concentragdo do PE na percentagem de

inibicdo do radical DPPH’ ao longo do tempo.
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Figura 3.12. Representacao gréfica do efeito da concentracdo do PP na percentagem de

inibicdo do radical DPPH" ao longo do tempo.

Para concentracbes em que a descoloracdo da solugdo do radical ocorreu com maior
extensdo, concentracfes superiores a 5 puM, verificou-se que o maior decréscimo de
absorvancia, registado ao longo do ensaio, ocorreu nos primeiros 50 minutos, excepto
para o acido protocatecuico, cuja reac¢do nao estabilizou ao fim de 300 minutos (Figuras
3.9. a 3.12.). Os dados sugerem gque quanto mais rapido é o decréscimo de absorvancia,
maior a capacidade dos compostos em interagir com as espécies radicalares e portanto,

reduzi-las.

Da andlise das Figuras 3.9. a 3.12. podemos observar que, a evolugdo da cinética de
reducdo do radical depende da concentracdo do composto ensaiado. Os dados obtidos
indicam que o comportamento cinético do &cido PCA e dos respectivos ésteres é lenta,
ou seja, 0 patamar correspondente ao equilibrio observa-se para além dos 30 minutos ou,
no caso do acido de partida, ndo se atinge ao fim do tempo limite estabelecido para a

reaccdo (300 minutos).

Na Tabela 3.4. encontram-se as concentracfes de ECs, para cada composto, a eficiéncia
anti-radicalar (AE) e o respectivo tempo para que a estabilizacdo da reac¢ao ocorra, bem
como a classificacdo quanto ao comportamento cinético e eficiéncia anti-radicalar, de

acordo com Sanchez-Moreno e colaboradores (1998).
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Tabela 3.4. ECs, Tecso, AE e classificacdo do comportamento cinético e eficiéncia anti-

radicalar, do PCA e respectivos ésteres.

Compostos ECso (UM) | Tecso (Min) | AE x10™ | Classificacdo AE | Classificacdo Cinética
PCA =15 > 300 - -
PM 6 175 0,952 Baixo
Lenta
PE 175 0,816 Baixo
PP 4 175 1,429 Médio

De realcar que se verifica que, os ésteres evidenciam um aumento de reactividade com
DPPH’ face ao PCA (Tabela 3.4.). Esta situagdo pode ficar a dever-se a diminuicdo do

efeito indutivo por parte dos grupos substituintes na cadeia lateral do anel aromético.

Os resultados estdo de acordo como os obtidos por Saito e colaboradores (2004), em
gue constataram que o0s benzoatos de metilo, etilo, butilo, isopropilo e tert-butilo,
apresentam maior actividade antioxidante que o acido de partida (PCA) em solventes
préticos, nomeadamente metanol, etanol e propanol. No entanto, estes autores
concluiram que a actividade anti-radicalar diminui, com o aumento da cadeia do éster.
Esta concluséo teve por base as pequenas diferengcas observadas (na ordem dos 0,5)

nas capacidades de reducao do radical DPPH" pelos benzoatos em estudo.

De acordo com os dados obtidos neste estudo para o PM, PE e PP (Tabela 3.4.),
podemos concluir que o aumento da cadeia alifatica origina um aumento, ainda que
ligeiro, da actividade anti-radicalar. A aparente discrepancia entre os resultados obtidos e
0s descritos na literatura (Saito e colaboradores, 2004) resulta da relevancia dada pelos

referidos autores as diferencas observadas.

O acido protocatecuico exibe uma actividade anti-radicalar significativamente mais baixa
comparado com o0s seus ésteres (Figura 3.9. e Tabela 3.4.). A alteracdo de
comportamento do PCA podera ficar a dever-se a possivel dissociacdo do grupo
carboxilico, o que leva a uma diminuicdo da electrofilicidade da quinona e por
conseguinte, diminuicdo do ataque nucleofilico por parte da molécula do solvente (Figura
3.13.). A deprotonacao do grupo carboxilico induz um aumento da instabilidade do grupo
quinona, por efeito de ressonancia, o que aumenta a energia da orbital LUMO (orbital de

maior energia) justificando assim a sua baixa reactividade com o DPPH".
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Figura 3.13. Oxidac¢do do &cido protocatecuico a quinona, (1), e desta a respectiva

estrutura hemiacetal, (2) (Adaptado de Saito e colaboradores, 2004).

Saito e colaboradores (2006) observaram que a elevada capacidade anti-radicalar dos
benzoatos em solventes préticos, se deve a repulsdo electrénica que o catecol sofre na
posi¢do para, 0 que origina uma estrutura mais estavel. Por outro lado, Saito e Kawabata
(2008) sugerem que o grupo quinona é regenerado sucessivamente por via nucleofilica, o

gue permite reduzir mais radicais DPPH’ e aumentar o efeito anti-radicalar do composto.

Huang e colaboradores (2005) e Blanco (2008) referem que uma outra hip6tese para que
o PCA apresente uma menor actividade anti-radicalar, comparativamente aos seus
ésteres, podera estar relacionada com a reversibilidade da reaccdo entre este composto
e o DPPH’, pelo que a probabilidade de ocorrer a estabilizagdo da absorvancia revela ser
dificil.

O diferente comportamento cinético observado entre concentragcbes de um mesmo
composto podera ser justificado pelo préprio procedimento experimental e/ou pelo efeito
estérico provocado pelos grupos volumosos da molécula DPPH". A primeira situacao
podera ser o resultado da diferenca na frequéncia de colisdes, devido a agitacdo, e
portanto, diferenca na frac¢do de colisdes que ocorrem na orientacdo adequada para que
a reaccdo ocorra. O segundo aspecto poderd ser o resultado de um condicionamento do
acesso ao atomo de azoto, por parte do protdo do antioxidante, devido ao impedimento
estérico resultante dos grupos volumosos existentes na estrutura da molécula DPPH’
(Silva, 1998).
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Na Tabela 3.5. podemos observar o comportamento cinético do PCA e respectivos

ésteres, apenas para a concentracdo ECs,, com base no modelo da poténcia:

In(DPPH- Remanescende=bIn(tempq + In(a) .

Tabela 3.5. Pardmetros do modelo da poténcia para o comportamento cinético do PCA e

respectivos ésteres.

Composto R? Declive (b) x 10 ° a
PCA 0,884 -0,110 4,58
PM 0,882 -0,116 4,53
PE 0,958 -0,144 4,69
PP 0,741 -0,062 4,21

Segundo Sanchez-Moreno e colaboradores (1998), e de acordo com o modelo

matematico aplicado, o mesmo que no presente trabalho, referem que quanto maior o

declive da curva, menor é o ECs, e por conseguinte, maior é a eficiéncia anti-radicalar.

Neste sentido, o PCA apresenta um menor poder antioxidante, e portanto um valor de

ECso maior (menor AE), comparado com os seus ésteres (PM, PE e PP), situacdo ja

verificada anteriormente. Através da Tabela 3.5. e Figura 3.14., podemos constatar que, a

curva ECg, do protocatenoato de propilo (PP) foi a que mais diminuiu nos primeiros

minutos, o que podera indicar uma maior capacidade em reduzir o radical DPPH".

Contrariamente ao referido na literatura (Saito e colaboradores, 2004), os dados obtidos

mostram, mais uma vez, que a actividade antioxidante dos benzoatos tende a aumentar

com o0 aumento da cadeia alquilica.
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Figura 3.14. Representacdo grafica da percentagem de inibicdo do radical DPPH’, para

as concentracfes ECs, do PCA e respectivos ésteres, ao longo do tempo.
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3.5.1.2. Acido 3,4-Diidroxifenilacético (DOPAC)

A Figura 3.15. evidencia o decréscimo de absorvancia da solucédo do radical DPPH" ao
longo do tempo, na presenca do acido 3,4-diidroxifenilacético. Os ésteres do DOPAC
encontram-se ainda sob estudo, razdo pela qual os seus resultados ndo serdo

apresentados.
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Figura 3.15. Representacdo gréfica do efeito da concentracdo do DOPAC na

percentagem de inibi¢do do radical DPPH" ao longo do tempo (Blanco, 2008).

O DOPAC apresenta uma cinética de reaccdo muito mais rapida e definida que o acido
protocatecuico e respectivos ésteres. Mais de 50% do decréscimo da absorvancia ocorre

nos dois primeiros minutos de reacgao.

O DOPAC apenas difere do PCA por apresentar um grupo CH, entre o anel aromatico e o
grupo carboxilico. O grupo CH, aparentemente diminui o efeito da densidade electrénica
no anel aromatico, provocada pela influéncia do grupo carboxilico (grupo desactivador), o
gue aumenta a susceptibilidade do composto a oxidacdo. O DOPAC (ECso = 11,1 uM)
apresenta uma actividade antioxidante superior ao do PCA (ECso = 15 pM). Esta situagéo
foi também observada por Siquet e colaboradores (2006) e Rice-Evans e colaboradores
(1996). O DOPAC atinge o equilibrio ao fim de 5 minutos, pelo que o comportamento
cinético é classificado, de acordo com Sanchez-Moreno e colaboradores (1998), como

rapido.
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3.5.1.3. Acido 3,4,5-Triidroxibenzoico (Acido Géalhi co) e 2-Carboxi-2,5,7,8-

Tetrametil-6-Cromanol (Trolox)
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Figura 3.16. Representacdo grafica do efeito da concentracdo do acido galhico na

percentagem de inibigdo do radical DPPH" ao longo do tempo.

O &cido galhico (acido 3,4,5-triidroxibenzoico) apresenta uma estrutura quimica
semelhante a do PCA. A Unica diferenca, para além de ndo possuir extensdo de cadeia
entre 0 anel aromatico e o grupo carboxilico, como o DOPAC e respectivos ésteres, € a
existéncia de um terceiro grupo hidroxilo na posicéo orto, 0 que potencia a sua actividade

antioxidante.

Pela Figura 3.16. podemos observar que, o acido gélhico apresenta uma cinética de
reaccdo muito idéntica a do PCA e seus ésteres. No entanto, o tempo necessario para
gue a estabilizacado da absorvancia ocorra, para cada uma das concentracdes testadas, é
consideravelmente inferior, aproximadamente 70 minutos contra os 175 minutos dos
ésteres do PCA. A cinética lenta deste composto podera ser o resultado, a semelhanca
do que foi descrito para o PCA, da desestabilizacdo do grupo quinona na posi¢ao orto,
meta e para, pelo grupo carboxilico, o que dificulta o ataque nucleofilico da molécula do

solvente ou o equilibrio. O ECs obtido para este acido foi cerca de 12 pM.
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Figura 3.17. Representacado grafica do efeito da concentracdo do trolox na percentagem

de inibicdo do radical DPPH" ao longo do tempo (Blanco, 2008).

O trolox apresenta um comportamento cinético muito idéntico ao obtido para o DOPAC
(Figura 3.17.). Em ambos os casos, as curvas sdo bem definidas e o tempo para alcancar
o patamar de equilibrio de absorvancia é sensivelmente de 4 minutos. Por outro lado, o

ECs, obtido para o DOPAC revelou ser cerca de 11,1 uM, um terco do Trolox, 31 uM.

Na Tabela 3.6. resume-se as ECg, para cada composto em estudo, incluindo os de
referéncia, a eficiéncia anti-radicalar (AE) e o respectivo tempo para que ocorra a
estabilizacdo da reacc¢ao, bem como a classificacdo quanto ao comportamento cinético e

eficiéncia anti-radicalar, de acordo com Sanchez-Moreno e colaboradores (1998).

Tabela 3.6. ECso, Tecso, AE e classificacdo do comportamento cinético e eficiéncia anti-

radicalar, do PCA e respectivos ésteres, DOPAC, &cido galhico e trolox.

Compostos ECso (UM) | Tecso (Min) AE x 10~ Classificacdo AE Classificacéo Cinética
PCA =15 > 300 - -
PM 6 175 0,952 Baixo Lento
PE 7 175 0,816 Baixo
PP 4 175 1,43 Médio
DOPAC 11,1 4 22,5 Muito Elevado Rapido
Acido Galhico 12 70 1,19 Médio Lento
Trolox 31 4 8,06 Elevado Rapido
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Pela Tabela 3.6., podemos observar que sao necessarios apenas 4 uM de
protocatenoato de propilo (PP) para inibir a concentracao inicial do radical DPPH" em
50%. E o valor de ECs, mais baixo de todos os antioxidantes testados, incluindo os de
referéncia. No entanto, a cinética de reaccdo ndo € um parametro independente e revela
ser de extrema importancia para compreender o seu modo de actuacdo. O PP apresenta
uma cinética lenta bem como uma eficiéncia anti-radicalar significativamente baixa,
gquando comparado com o Trolox e o DOPAC (Figura 3.18.). Ao comparar 0 ECsq do
DOPAC (11 uM), com o PP para a mesma concentracdo (10 uM), constata-se que

mesmo assim, as cinéticas iniciais nao se aproximam.
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Figura 3.18. Representacdo grafica da percentagem de inibicdo do radical DPPH’, para
as concentracdes ECso do PCA, benzoatos, DOPAC, trolox e acido galhico, ao longo do

tempo.

Em termos de reactividade com o DPPH" bem como cinética de reac¢do, o DOPAC é
relativamente aos demais antioxidantes estudados aquele que apresenta a melhor
eficiéncia anti-radicalar. Os dados obtidos permitem inferir que o efeito antioxidante do
DOPAC ¢é comparavel ao do trolox, uma vez que ambos possuem uma cinética rapida e
uma elevada eficiéncia anti-radicalar. Mais, o0 DOPAC evidencia uma eficacia 3 vezes

superior e uma ECs, aproximadamente um ter¢o da do trolox.

Como jé foi referido, encontra-se em curso estudos que visam a obtencao dos resultados
para os ésteres DOPAC. Tal como aconteceu para os ésteres PCA, é previsivel que os

ésteres DOPAC apresentem também uma melhor actividade anti-radicalar.
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3.5.2. Métodos Electroquimicos

Os compostos de referéncia, trolox e acido géalhico, bem como os de partida, PCA e
DOPAC, e respectivos ésteres, foram analisados por voltametria ciclica e de impulso

diferencial em tampao fosfato pH 7,38.

3.5.2.1. Acido Protocatecuico (PCA) e seus Esteres  (PM, PE e PP)

Para o acido protocatecuico foi possivel observar, pela técnica de impulso diferencial
(DPV), a presenca no voltamograma de dois picos anddicos sobrepostos (Figura 3.19.).
Os dois picos de oxidagéo, E,= +0,188 V e Ey= +0,317 V, estdo relacionados com a

oxidacédo do grupo catecol.
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Figura 3.19. Representacao gréafica do voltamograma de impulso diferencial do PCA.

Os dados obtidos por voltametria ciclica mostram que a reaccao é reversivel, uma vez
que, ao inverter o sentido de varrimento, observa-se 2 picos catodicos(Figura 3.20.). Este
comportamento esta de acordo com os dados descritos na literatura relativos a oxidacao
de compostos contendo grupo catecol (Simié e colaboradores, 2007). A oxida¢éo ocorre
por formacdo de um grupo quinona, a qual pode ser reduzida ao catecol. Na literatura
podemos encontrar alguns estudos que justifiguem esta conclusdo. De facto, Saito e
colaboradores (2006), e Saito e Kawabata (2006), indicam que a possivel dissocia¢do do
grupo carboxilico do acido protocatecuico, resulta na diminuicdo da electrofilicidade do
grupo quinona e por conseguinte, diminuigcdo do ataque nucleofilico por parte da molécula

do solvente. Por outro lado, estudos electroquimicos efectuados com o &cido cafeico
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demonstram que, o primeiro passo de oxidacdo envolve a transferéncia de dois electroes
per molécula, os quais correspondem a formagdo do grupo quinona (Gaspar e
colaboradores, 2008; Trabelsi e colaboradores, 2004; Giacomelli e colaboradores, 2002;

Hapiot e colaboradores, 1996).
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Figura 3.20. Representacao gréfica do voltamograma ciclico do PCA.

Os voltamogramas de impulso diferencial dos ésteres do acido protocatecuico
evidenciam apenas a presenca de um pico anddico bem definido (Figura 3.21). O PM, PE
e PP sdo oxidados a E,= +0,244, E,= +0,237 e E,= +0,242 V, respectivamente. A
semelhanca do acido de partida, os voltamogramas ciclicos destes ésteres também
exibem um pico catédico quando a direccdo de corrente € invertida, o que indica a

reversibilidade da reacc¢ao (Figura 3.21).
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Figura 3.21. Representagdo gréfica do voltamograma de impulso diferencial, & esquerda,

e do voltamograma ciclico, a direita, do a) PM, b) PE e c) PP.
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Os potenciais de oxidagdo dos picos bem como as respectivas alturas (H), obtidos por
voltametria de impulso diferencial (DPV) e ciclico (CV), para o acido protocatecuico e

ésteres encontram-se descritas na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Potencial do pico de oxidacao e respectiva altura obtidos por DPV e CV, para

0 PCA e respectivos ésteres, acido gélhico e trolox.

Composto Impulso Diferencial b bCl’clico b
E,/V Hx 107/ A | Ep ansdico/V | HX10/ A | Ep cadico/ V | HX 107/ A

Acido Galhico +0,110/ +0,544 | 0,986/0,118 +0,183 0,536 - -

Trolox +0,113 4,28 +0,171 0,844 +0,108 - 0,0109
PCA +0,188/ +0,317 0,113 +0,520 - 0,003 -

PM +0,244 5,30 +0,278 0,859 +0,247 -0,258

PE +0,237 6,86 +0,286 1,21 +0,227 -0,0743

PP +0,242 8,51 +0,278 1,39 +0,230 -0,387

Os resultados obtidos (Tabela 3.7.) mostram que o0s benzoatos apresentam
sensivelmente o mesmo potencial de oxidagédo. Os resultados sugerem que o PP, por

apresentar o pico mais intenso, exibe uma maior facilidade em transferir electrdes.

Gaspar e colaboradores (2008) verificaram que, o aumento do ndmero de hidroxilos
substituidos no anel aromatico dos &cidos hidrocindmicos, induz um aumento da sua
nucleofilicidade. O acido galhico apresenta 2 picos anddicos distintos, a E,= + 0,110 V e
E,= + 0,544 V, ambos relacionados com a oxidac¢éo dos trés grupos hidroxilos. O PCA e
0s respectivos ésteres apresentam um potencial de oxidacdo superior ao do acido

galhico, composto de referéncia, o que podera indicar uma menor actividade antioxidante.

3.5.2.2. DOPAC e seus Esteres (PPM, PPE e PPP)

O comportamento electroquimico do DOPAC € muito idéntico ao do PCA. O DOPAC
apresenta dois picos anddicos sobrepostos (Figura 3.22.), relativos a oxidagdo do grupo
catecol, a E,= +0,112 V e E;/= +0,275 V, respectivamente. A existéncia de dois picos
sobrepostos podera ser o resultado da oxidagdo quer da forma livre quer adsorvida do
composto. Neste caso, quando o eléctrodo de trabalho é mergulhado na solu¢do do
composto a analisar, parte dele € imediatamente adsorvido. O composto que se encontra
livre € responsavel pelo o primeiro pico, E,, enquanto que o ja adsorvido da origem a um

pico mais anaodico, E,".
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Figura 3.22. Representacao gréfica do voltamograma de impulso diferencial do DOPAC.

No voltamograma de impulso diferencial (Figura 3.23. e 3.24.), os fenilacetatos
evidenciam apenas um pico anddico resultante da oxidacdo do grupo catecol. O pico ndo
€ totalmente simétrico, o que evidencia, a semelhanca do que sucedeu com o seu acido
de partida, a possibilidade de haver sobreposi¢cédo de dois picos anddicos, provocado pela

a oxidacédo da forma livre bem como da forma adsorvida do composto.

O PPM, PPE e PPP apresentam picos de oxidacdo a E,= +0,150, E,= +0,137 e E,=
+0,130 V. Analisando os potenciais de oxidac¢do dos fenilacetatos torna-se visivel a
diminuicdo, ainda que moderada, do potencial com o tamanho da cadeia alifatica dos
ésteres, principalmente do metilico em relacdo ao propilico. Os dados obtidos pelos
voltamogramas ciclicos dos ésteres mostram que a reacgao € irreversivel, uma vez que
se observa apenas um pico anodico sem contrapartida catddica (Figura 3.23. e 3.24.).
Neste caso, € provavel que o radical formado por oxidacdo sofra um processo de
dimerizag&o e/ ou um processo de estabilizagdo por ataque nucleofilico do solvente. De
facto, Gaspar e colaboradores (2008) observaram a mesma situagdo com o &cido ferulico
e sindpico. O mecanismo de oxidacdo envolve a transferéncia de um electrdo do ido
fenoxilo, seguido de um processo de dimerizacdo. A presenca de um segundo grupo
metdxido no &cido sinpico, em relacdo ao &cido ferulico, aumenta a estabilidade do

radical formado, o que induz um decréscimo no seu potencial de oxidacao.

No caso dos fenilacetatos, e contrariamente ao que se observa com o PCA e seus

ésteres, a presenca do grupo CH, na cadeia lateral entre o COOH e o anel aromético
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reduz o efeito da diminuicdo da densidade electrdnica, induzida pela influéncia do grupo
carboxilico. Esta situacdo provoca um aumento da estabilidade do radical formado e a

susceptibilidade ao ataque nucleofilico do solvente e/ou dimerizacgao.
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-0|.2' 0?0 ' 072 ' 0?4 ' 016 ' 0?8 ' 110 ' 152 ' 114 ' 1.6 02 00 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
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E/V vsAg/AgCl b) E/V vsAg/AgC

Figura 3.23. Representacao gréafica do voltamograma de impulso diferencial, & esquerda,

e do voltamograma ciclico, a direita, do a) PPM e b) PPE.
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Figura 3.24. Representacao gréfica do voltamograma de impulso diferencial, & esquerda,

e do voltamograma ciclico, a direita, do PPP.

Na Tabela 3.8. resumem-se os potenciais de oxidagdo bem como as respectivas alturas,
obtidos por voltametria por impulso diferencial e ciclica, para o DOPAC e respectivos

ésteres, bem como os de referéncia, &cido géalhico e trolox.

Tabela 3.8. Potencial do pico de oxidacdo e respectiva altura (H), para o trolox e &acido

galhico, bem como o DOPAC e respectivos ésteres.

Composto Impulso Diferencial Ciclico
Ep/ V Hx10° A Ep Ansdico / V Hx 10"/ A Ep catodico/ V Hx 10" A

Acido Galhico +0,110/ +0,544 0,986 € 0,118 +0,183 0,536 - -
Trolox +0,113 4,28 +0,171 0,844 +0,108 -0,011

DOPAC +0,112/ +0,275 0,036/ 0,174 - - - -

PPM +0,150 1,70 +0,203 0,183 - -

PPE +0,137 1,82 +0,225 0,127 - -

PPP +0,130 4,40 +0,193 1,046 - -

O PCA e os respectivos ésteres apresentam um potencial substancialmente superior ao
dos restantes compostos (Tabela 3.7. e 3.8.). A instabilidade induzida pelo grupo

carboxilico no anel aromético, diminui a susceptibilidade de oxidacdo do composto.

Os estudos efectuados por voltametria ciclica mostram que a reac¢do de oxidacdo do
PCA e benzoatos é reversivel, uma vez que se observa um pico anodico com
contrapartida catddica. A oxidacao podera ter ocorrido por formagdo de orto quinona,

sendo de seguida reduzida novamente a catecol.
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Os benzoatos apresentam sensivelmente o mesmo potencial de oxidacdo enquanto que
os fenilacetatos exibem uma ligeira diminuicdo do potencial com o aumento da cadeia
alquilica. Por voltametria ciclica foi possivel observar que, a reac¢do de oxidacdo dos
fenilacetatos € irreversivel, uma vez que se verifica um pico andédico sem contrapartida
catddica. Neste caso, € provavel que o radical formado sofra um processo de
dimerizagdo e/ ou um processo de estabilizacdo por ataque nucleofilico do solvente
(Saito e Kawabata, 2008; Saito e colaboradores, 2006).

O DOPAC e os seus ésteres mostram um potencial muito idéntico aos dos compostos de
referéncia, nomeadamente trolox e acido géalhico. O PPP apresenta um potencial
semelhante a do Trolox, o que poderd constituir, em termos electroquimicos, uma

alternativa a este composto de referéncia.
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Conclusoes e Sugestoes para
Trabalho Futuro

Neste trabalho procedeu-se a sintese de novos antioxidantes lipofilicos, pelo método de
Fisher, com base nos &cidos 3,4-diidroxibenzéico (PCA) e 3,4-diidroxifenilacético
(DOPAC), bem como a sua caracterizacdo e/ou elucidagdo estrutural. A avaliagcdo da
actividade antioxidante dos novos compostos foi realizada com base no método do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH’) e por técnicas electroquimicas (voltametria de

impulso diferencial e voltametria ciclica).

Dos dados obtidos, conclui-se que o acido protocatecuico (PCA) e os benzoatos
sintetizados apresentam uma cinética de reacc¢do lenta. A eficiéncia anti-radicalar do PCA
obtida foi inferior a dos respectivos ésteres (considerando ECsy = 15 UM e Tgcso= 300
minutos). Os resultados permitiram concluir que o grupo carboxilico desempenha um
papel importante na sua actividade anti-radicalar. A deprotonacdo do grupo COOH
poderd ser responsavel por um decréscimo da electrofilicidade da orto quinona, devido a
maior desestabilizacdo do radical fenoxilo, o que leva a uma menor incidéncia de ataque
nucleofilico por parte do solvente. Os dados permitiram ainda concluir que, a esterificacdo
do acido protocatecuico induz um aumento da estabilidade do radical formado, permitindo
uma maior eficiéncia na reac¢do com o DPPH’. Com base nos parametros ECs, e AE,
bem como cinética de reacgdo, torna-se evidente um aumento da capacidade anti-

radicalar, com o aumento da cadeia alifatica dos ésteres protocatecuicos.

Os estudos efectuados por voltametria ciclica mostraram que a reacgdo de oxidagao do

7

PCA e ésteres é reversivel, uma vez que se observa um pico catddico aquando da
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inversdo do varrimento. A reaccdo de oxidacdo envolve a formacdo de orto quinona,

sendo de seguida reduzida novamente a catecol.

Os resultados obtidos foram comparados com um composto de referéncia, o acido
galhico, o qual apresentou uma cinética de reaccdo lenta. No entanto, demora
aproximadamente duas vezes menos a atingir o patamar de equilibrio, quando
comparado com o acido protocatecuico e seus ésteres. A presenca de trés grupos
fendlica podera ser determinante para o seu maior poder antioxidante. Apesar do grupo
carboxilico estar directamente ligado ao anel aromatico e ser responsavel pela diminuicao
da sua densidade electrénica, o que reduz a susceptibilidade do composto a oxidacéo, é
possivel que a presenca dos grupos fendlicos em posi¢cdes ndo adjacentes ao grupo

COOH reduza consideravelmente esse efeito.

O DOPAC apresenta uma cinética de reaccdo rapida, bem como a mais elevada
eficiéncia anti-radicalar dos compostos em estudo, incluindo o trolox e o 4cido galhico. O
grupo extensor CH,, presente na cadeia lateral, aumenta a susceptibilidade do composto
a oxidagdo, uma vez que reduz e/ou elimina a influéncia que o grupo carboxilico possa
ter sobre 0 anel aromatico, situagdo que ndo ocorria com o PCA nem com o &cido

galhico.

Ao observar a melhoria de actividade anti-radicalar dos benzoatos em relacdo ao PCA, é
previsivel que as propriedades anti-radicalares dos ésteres do DOPAC sejam
consideravelmente melhores. Actualmente encontram-se em curso estudos que visam a
obtencao destes resultados. A reaccao de oxidacdo dos fenilacetatos € irreversivel, uma
vez que se verificou por voltametria ciclica um pico anddico sem contrapartida catédica.
Neste caso, € provavel que o radical formado sofra um processo de dimerizacdo e/ ou um

processo de estabilizacdo por ataque nucleofilico do solvente.

Os antioxidantes com maior actividade anti-radicalar, DOPAC, trolox e acido galhico,
apresentam igualmente menor potencial de oxidacdo. Em contrapartida, o PCA e os
respectivos ésteres apresentam a menor eficiéncia anti-radicalar, a qual se encontra
associada a um maior potencial de oxidacdo. Com base nestes resultados poderemos
concluir que, um menor potencial de oxidacdo conduz a uma melhor actividade anti-

radicalar dos compostos.

Ao contrario do método do DPPH, as técnicas voltamétricas avaliam a capacidade

redutora dos antioxidantes sem recorrer ao uso de espécies reactivas. Neste contexto,
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esta metodologia de analise permite, de um modo simples e directo, determinar a
capacidade antioxidante total do composto, uma vez que se baseia apenas nas suas

propriedades fisico-quimicas.

No futuro, e para além de finalizar a quantificagdo da capacidade anti-radicalar dos
fenilacetatos pelo método DPPH, sugerem-se estudos de continuidade deste trabalho
gue envolvam o calculo do coeficiente de particdo (Log P) dos compostos, de modo a
estabelecer uma melhor correlacdo entre a sua estrutura e respectivas propriedades

antioxidantes.
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