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Resumo

O objectivo deste trabalho residiu na comparacdo da capacidade antioxidativa de
diferentes compostos fendlicos. Os estudos foram efectuados com base na avaliacdo da

temperatura de inducéo de oxidacdo do 4cido linoleico.

No inicio do trabalho realizou-se o estudo da estabilidade térmica e termo-
oxidativa do acido linoleico e dos diversos antioxidantes: acidos protocatecuico e homo-
protocatecuico e dos ésteres metilico, etilico e propilico do acido protocatecuico. A
estabilidade térmica foi estudada desde os 25°C até aos 400°C, em atmosfera de azoto e
a estabilidade termo-oxidativa foi avaliada desde os 25°C até aos 220°C, em atmosfera

de oxigénio.

Depois de estudar e optimizar as condi¢cdes de analise e 0 método de preparacéo
das amostras, foi analisada a oxidacdo do &cido linoleico na presenca dos antioxidantes
mencionados. Os resultados obtidos mostraram que, em comparagdo com 0s ésteres, 0S
compostos acidos sdo antioxidantes mais eficazes. Nos acidos observa-se que a
introdugcdo de um grupo CH, entre 0 anel aromatico e o grupo acido aumenta a eficacia
do poder antioxidante da espécie quimica. No respeitante ao poder estabilizante dos
esteres do 4cido protocatecuico, 0 aumento do niumero de 4&tomos de carbono do radical
do grupo éster tem um efeito dificil de caracterizar no que concerne a capacidade
antioxidativa. O éster com o maior radical (radical propilo) tem mais capacidade para
evitar o aumento da velocidade de oxidacdo medida pelo pico do termograma diferencial,
mas ao mesmo tempo a temperatura de inducdo de oxidacdo indica que o éster com

maior radical apresenta menor capacidade para estabilizar o &cido linoleico.

Foi, ainda estudado o efeito que a concentracdo do antioxidante e o método de
preparacdo das amostras tinham na estabilidade do &acido linoleico. No caso dos acidos
verificou-se que o aumento para o dobro da concentracdo do antioxidante resultava num

aumento em 21°C da temperatura de indugéo da oxidac&o.

Avaliou-se, também, a utilizacdo de termogramas diferenciais para a
caracterizacdo da accao antioxidativa.

Palavras-Chave: antioxidantes fendlicos, temperatura de inducao da oxidacao,
calorimetria diferencial de varrimento.



Caracterizacdo de Antioxidantes com Potencial Interesse Industrial

Abstract

The aim of this work was to compare the anti-oxidative capacity of different
phenolic compounds. The study has been based on the evaluation of linoleic acid

oxidation induction temperature.

In the beginning of the work, the thermal and thermo-oxidative stability of linoleic
acid and the different antioxidants was determined: protochatechuic acid,
homoprotochatechuic acid, and methylic, ethylic and propylic esters of protochatechuic
acid. The thermal stability was analyzed from 25°C to 400°C, in nitrogen atmosphere,

while thermo-oxidative stability was evaluated from 25°C to 220°C, in oxygen atmosphere.

After studying and optimizing the analysis conditions and the sample preparation
method, the linoleic acid oxidation in the presence of the different antioxidants was
evaluated. The results showed that acids seem to be more efficient when compared with
esters. Was demonstrated that, in acids, a CH, group between the aromatic ring and the
acid group increases the anti-oxidative power of the chemical species. Among the esters
of protochatechuic acid, it's difficult to characterize the effect of increasing the carbon
atom number (of the radical of ester group) on the antioxidative capacity. The propylic
ester, which is the longer one, exhibited a better capacity to avoid the increase of
oxidation speed, when measured the peak temperature of the differential thermogram.
But, simultaneously, the oxidation induction temperature indicates that the ester with

longer radical shows less capacity to stabilize the linoleic acid.

The effect that the concentration and the sample preparation method had on the
linoleic acid stability was investigated. Phenolic acids showed that the increase for the
double of concentration resulted in the improvement of 21°C on the oxidation induction

temperature.

The use of differential thermograms for the characterization of antioxidative action

was evaluated in this work.

KEYWORDS: phenolic antioxidants, induction oxidation temperature, differential scanning
calorimetry.
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1. INTRODUCAO

1.1 OXIDACAO

Uma reaccdo de oxidacdo é toda aquela em que ocorre perda de electrbes por
parte de um atomo, elevando o seu nimero de oxidac¢ao. O redutor é a espécie quimica
que, na reaccdo, perde electrbes, oxidando-se. O oxidante € a espécie quimica que, na

reaccdo, capta electrdes, reduzindo-se.

Mas, foi Lavoisier guem deu a primeira definicdo de oxidacdo (séc. XVIII), como
sendo «qualquer reac¢do na qual o oxigénio se combinava com outra substancia». No
entanto verificou-se que essa definicdo estava manifestamente incompleta. Existem no
dia-a-dia inmeros factos que correspondem a oxidagfes, em que ocorre uma reacgao
gquimica com o oxigénio atmosférico, seja na combustdo do carvdo numa lareira, na
respiragdo de um ser vivo ou na oxidagdo da maioria dos metais. A oxidag&o controlada
também ocorre em alguns processos quimicos, usando o oxigénio atmosférico devido as
suas capacidades oxidativas e a sua acessibilidade econdémica, como por exemplo, na
industria do petréleo e gorduras. No entanto, a auto-oxidagcao € um processo indesejavel
pois as borrachas, plasticos, fuel 6leos e gorduras podem deteriorar-se e até mesmo

rancar.

Seguidamente, dar-se-do alguns exemplos em que ocorre o fenédmeno de
oxidagéo, todos eles tém semelhangas entre si, mas convém perceber também o que os

diferencia.
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1.1.1 OXIDAGAO EM MATERIAIS POLIMERICOS SINTETIZADOS

Sob o ponto de vista quimico, o envelhecimento natural corresponde,
basicamente, a um conjunto de reac¢des quimicas entre as macromoléculas poliméricas
e 0 oxigénio atmosférico. A radiagdo ultravioleta e temperaturas mais elevadas favorecem
a ocorréncia das reaccdes quimicas provocando, em certas situacdes, rapidas
degradagbes de materiais. Sob o ponto de vista fisico, o envelhecimento podera
provocar, a perda de resisténcia mecanica levando a ruptura do material. O conjunto das
mudangas introduzidas no material polimérico colocado ao ar livre, e portanto na
presenca de oxigénio, na superficie da Terra, sob a ac¢do da temperatura e da radiacao

solar, € normalmente designado por foto-oxidagéo.

A quantidade de factores envolvidos no envelhecimento de materiais poliméricos
(P) é muito extensa, as condi¢cbes climatéricas, o contacto com outros materiais (por
exemplo metais), o contacto com produtos agressivos quimicamente (detergentes,

pesticidas, etc...) aceleram o processo de oxidacao (P. Silva, 2001).

Iniciagéo: PH- P+ H (1.1.1.2)
Propagacédo: P-+ 0, —» POO (1.1.1.2)
POO-+ PH — POOH + P (1.1.1.3)
Ramificagdo: POOH — PO+ HOr (1.1.1.4)
PO+ PH - POH + P (1.1.1.5)
HO + PH - H,0 + P (1.1.1.6)
Terminagdo: 2P (1.1.1.7)
2P00 Produtos Inactivos (1.1.1.8)
P+ POO (1.1.1.9)

A iniciacdo do processo oxidativo do polimero pode ser directamente promovida

por agentes fisicos, como a acc¢éo do calor, da radiacao UV, da radiacao ionizante ou da
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accao de esforcos mecénicos, ou ainda, indirectamente, devida a presenca de impurezas
ou irregularidades estruturais do material polimérico. Forma-se, entdo, um radical

polimérico.

A propagacdo da reacgdo em cadeia, com a formagdo de hidroperéxidos
poliméricos, da-se em duas fases: uma primeira reaccdo extremamente rapida na
presenca de oxigénio em quantidade suficiente, do radical P com o oxigénio molecular,
dando origem a um radical peréxido polimérico, uma segunda reaccdo, em que o radical
POO capta um &tomo de hidrogénio, preferencialmente de um C terciario, de outra
molécula do polimero ou, eventualmente, da mesma molécula (propagacdo

intramolecular).

Durante a ramificacdo, os hidroperoxidos decompdem-se facilmente por accdo da
radiacdo, do calor ou na presenca de catalisadores metalicos. A formacao de grupos
hidroxilo pode ocorrer por reaccdo dos radicais alcoxido (PO) com outras moléculas do

polimero.

A propagacao da reaccdo em cadeia terminard, na auséncia de inibidores, sempre
que haja reaccéo entre dois radicais conduzindo a formacao de espécies inactivas.

Como resultado de reaccgdes subsequentes aos processos primarios descritos,
surgem como produtos da oxidagdo do polimero compostos contendo grupos de cetona

ou aldeido, com um papel importante na foto-oxidacéo das poliolefinas.

A formag&o desses grupos cetona e aldeido pode resultar da decomposicdo de

radicais alcéxido (PO’), ou de grupos hidroperéxido.
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1.1.2 OXIDAGCAO EM MEDICAMENTOS

A degradagcdo oxidativa de ingredientes de farmacos activos (Active
Pharmaceutical Ingredient) em formulagées liquidas ou sélidas foi estudada e observou-
se que este fenédmeno pode levar a diminuicdo da poténcia do farmaco e reducéo do seu
tempo de vida. A decomposicdo oxidativa pode provocar alteracbes na taxa de
dissolucéo e provocar a descoloracdo do medicamento. A auto-oxidag&o é o processo de
degradacdo oxidativa mais comum, cuja reac¢ao envolve trés etapas, nas quais o API

reage com o oxigénio molecular da seguinte forma:

Iniciag&o (formacéo de radical livre): RH — R (1.1.2.1)
Propagacéao (reaccdo com oxigénio): R* + 0, — ROO'+ RH — ROOH + R (1.1.2.2)
Terminagéo (reaccgéo entre 2 radicais): 2R° — produtos (1.1.2.3)

Este processo é bastante complexo e pode ser catalisado pela luz, temperatura
concentracdo do ido hidrogénio e tracos de ibes metalicos, em todo semelhante ao
exemplo anterior, verificado nos polimeros. Estes catalisadores podem reduzir o tempo
de iniciagdo e aumentar a velocidade de oxidacdo. Algumas impurezas em excipientes
farmacologicos, tais como peroxidos, podem actuar como iniciadores de radicais livres e
acelerar o processo de degradacao oxidativa. A forma mais ébvia de minimizar a
oxidagcdo seria diminuir a concentracdo de oxigénio aquando do fabrico, de modo a
minimizar o contacto do APl com o oxigénio. Ao efectuar o processamento em atmosfera
de azoto, e diminuindo o espaco livre no contentor poder-se-4 melhorar a estabilidade de
medicamentos sensiveis ao contacto com oxigénio, mas a sua remocgdo total é
extremamente dificil e apenas a presengca de tragos de oxigénio sdo, por vezes,
suficientes para iniciar a oxidacdo. Efectuar o fabrico destes medicamentos a baixas
temperaturas também poderia melhorar a estabilidade quimica. Podem também ser
usadas finas peliculas poliméricas a envolver o medicamento, de forma a reduzir a
permeabilidade do oxigénio. Também foram desenvolvidas embalagens especiais de

forma a minimizar a degradacéo oxidativa.

Sabendo-se que o contacto com &gua catalisa 0 processo oxidativo, foram
alterados os processos de revestimento e granulagdo para solventes organicos de forma

a melhorar a estabilidade dos compostos. No entanto, estes solventes ndo podem ser
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usados em todos os farmacos e devido a problemas de seguranca e ambientais, algumas

empresas preferem n&o os utilizar (Felton et al, 2007).
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1.1.3 OXIDAGCAO EM SERES VIVOS

7

O oxigénio € indispensavel para a vida mas quando os seres vivos |lhe s&o
expostos em concentrages superiores as encontradas na atmosfera, pode resultar em
danos irreversiveis, podendo mesmo levar & morte cerebral. Este elemento primordial &
sobrevivéncia humana, entra em reaccfes toxicas e € uma ameaga ao bem-estar dos
seres vivos. Ao longo dos tempos, o organismo humano foi evoluindo de forma a

minimizar esse efeito toxico (Renz, 2003).

No entanto, as nossas defesas sao imperfeitas e, apesar de limitarem, néo
conseguem eliminar completamente os danos causados pelo oxigénio. Existem
evidéncias que, a medida que os anos passam, os efeitos maléficos do oxigénio no nosso
organismo vao-se acumulando e supfe-se que esse seja um dos factores responsaveis
pelo envelhecimento e pelo aparecimento de algumas doencgas degenerativas, entre as
guais algumas doengas cardiovasculares, cancro, cataratas e o declinio do sistema
imunologico ligado & idade, bem como doencas degenerativas do sistema nervoso.
Acredita-se que a maioria dos efeitos prejudiciais do oxigénio se deve a formacéo de
espécies instaveis e reactivas (na sua maioria radicais livres) produzidas continuamente
no corpo humano através de processos metabdélicos normais. Quando estas espécies
ndo sdo desactivadas, as células do corpo podem ser danificadas, causando efeitos
indesejaveis nas proteinas, hidratos de carbono, lipidos e acidos nucleicos. Sabe-se que,
efeitos destrutivos nas proteinas podem levar ao aparecimento de cataratas, no
desenvolvimento do cancro estdo envolvidos efeitos no DNA e pensa-se que efeitos

indesejaveis sobre os lipidos possam contribuir para a arteriosclerose.
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Outras doengas poderdo estar também relacionadas a formagéo de radicais livres:

- Trombose .
_ Psoriase - Hipertrofia - Parkinson
i - Deméncia
- Oueimadura :
/ - Artrite

- Asma

Trato Gastro
Intestinal

- SARA
- Transplante / / \ \
- Catarata
- Anemia (Fanconi) Multiérgao - Retinovaria
- Malaria

RADICAIS
LIVRES

- Pancreatite
- Hepatotoxicidade

- Inflamacdo - Isquenia

- Aterosclerose nag - o .
- Intoxicacdes - Radiacdo
- Envelhecimento - Cancer

Nos seres humanos, como nos polimeros ou nos farmacos, apesar das diferencas, o

resultado da oxidacdo traduz-se numa perda de propriedades, numa diminuicdo das

caracteristicas iniciais, através de mecanismos semelhantes.
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1.1.4 OXIDACAO EM LiPIDOS

A auto-oxidacdo lipidica e de outros substratos oxidaveis é uma reaccdo de
radicais livres em cadeia, em que apds a iniciacao (que pode ser catalisada pela luz, ides
metdlicos de transicdo ou moléculas de &gua), ocorre a propagacao de radicais livres
hidroperéxido. Esse processo pode ser representado pela equagéo:

ROO + RH+ 0, - ROOH + ROO- (1.1.4.1)

Observa-se sempre um periodo de inducdo, mas através da adicdo de certos
fendis, aminofendis ou carotenoides, considerados antioxidantes, durante o processo de
oxidagéo lipidica esse periodo pode ser alargado. Pode-se prever que a oxidacdo de
lipidos seja lenta no inicio e apés o periodo de indugdo, os hidroperoxidos e produtos
hidroperoxidicos, incluindo aldeidos e cetonas sejam produzidos rapidamente. A duragéo
do periodo de indugdo depende da presenca de antioxidantes e da estrutura do proprio
lipido — a presenca de grupos poli-insaturados provocam oxidagdo com maior facilidade

do que grupos mono-insaturados ou saturados.

Em fases mais avancadas da degradagdo ocorre uma diminuicdo da velocidade
de oxidacéo em resultado do aumento da importancia das reacc¢des de terminagdo. Essa

reaccdo pode ocorrer através da combinacéo de dois radicais peroxido:
2R0O0- - produtos finais (1.1.4.2)

Durante o periodo de indugéo, os antioxidantes fendlicos e os radicais sdo consumidos

em reacgdes do seguinte tipo:

PhOH + ROO- —» PhO + ROOH (1.1.4.3)
PhO-+ ROO- - produtos (1.1.4.4)
PhO- + PhO- - produtos (1.1.4.5)

E comum referir que a actividade antioxidante dos polifendis esta relacionada com
a presenca de grupos hidroxilo, mas a sua eficacia é afectada pela restante molécula. Por
exemplo: a presenca de uma cadeia alquilica na posicdo para é favoravel a
deslocalizacdo de electrdes e a estabilizacdo dos radicais formados durante a reacgao

em cadeia referida anteriormente. Da mesma forma, grupos dadores de electrées na
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posicdo orto, aumentam a estabilidade dos radicais fenoxilo e observa-se um efeito de

inibicéo (Litwinienko et al, 1999).



Caracterizacdo de Antioxidantes com Potencial Interesse Industrial

1.2 ANTIOXIDANTES

Um antioxidante € uma molécula capaz de diminuir a velocidade ou prevenir a

oxidacao de outras moléculas, é por essa razao denominado como agente redutor.

Genericamente, 0s seres vivos obtém os antioxidantes pelos alimentos, sendo
encontrados na sua maioria nos vegetais, o0 que explica a maioria das ac¢des saudaveis
que as frutas, legumes, cereais tém no nosso organismo. Nos ultimos anos, tem vindo a
aumentar o interesse pela descoberta de novos antioxidantes e perceber qual é, ao certo,
o efeito que estes tém no organismo humano. Sabe-se que ndo sdo capazes de impedir 0

envelhecimento, e que, em doses elevadas poderdao mesmo ser prejudiciais.

Em termos «bioldgicos», um antioxidante € uma substancia sintética ou natural
que adicionada a um produto, previne ou retarda a sua deterioracdo pela accdo do

oxigénio atmosférico.

Na medicina e bioquimica, os antioxidantes s@o enzimas ou substancias
organicas, tais como a vitamina E e o B-caroteno, capazes de agir contra os efeitos
indesejaveis provocados pela oxidacdo nos tecidos animais.

Como € evidente, a preocupacgédo que a populacdo em geral tem com a saude leva
a querer saber mais sobre os efeitos e forma de actuar dos antioxidantes no organismo
humano. Mas, dependendo da disciplina cientifica, o ambito e o alvo a proteger da
oxidacdo sdo diferentes. Na industria quimica, geralmente, os antioxidantes sao
compostos que retardam a auto-oxidacdo de borrachas e plasticos. Na industria
alimentar, os antioxidantes tém uma aplicacdo mais generalista, pois para além de alguns
prevenirem alguns alimentos de rancgar, outros sdo usados como complementos na dieta
diaria, de forma a proteger o organismo dos efeitos maléficos dos radicais livres, inibindo-
os (Huang et al., 2005).

De acordo com a estrutura do agente antioxidante, podem ser divididos em:

Enzimaticos — incluem a SOD que catalisa a reac¢éo de 0, em H,0, e H,0, a
catalase que converte H,0, em H,0 e 0, e a glutationa peroxidase que reduz H,0, a
H,O0.

Nao enzimaticos — incluem vitaminas lipo-sollveis como a E e a A, a pré-vitamina

A (beta-caroteno) e a vitamina C.

10
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Os antioxidantes também podem ser classificados como: primarios (ligando-se
directamente aos radicais livres; secundarios (quando consomem 0,); terciarios (agentes
gquelantes — acido citrico e EDTA, complexam com ides metalicos), dependendo do seu

mecanismo de acc¢ao.

E necesséaria uma cuidadosa escolha do antioxidante e da sua concentraco,
dependendo da substancia em causa, pois uma escolha incorrecta pode mesmo levar a

catalise ou iniciacdo da oxidacao (Felton et al., 2007).

11



Caracterizacdo de Antioxidantes com Potencial Interesse Industrial

1.2.1 ANTIOXIDANTES FENOLICOS

Apesar de os antioxidantes serem estudados ha mais de 60 anos, ainda muito
pouco se sabe sobre que influéncia tem cada parte individual do antioxidante na sua
actividade e eficiéncia. Sabe-se por exemplo que a maioria dos poli-hidroxi-fendis séo
responsaveis pela rotura de ligacdes durante a auto-oxidacdo de radicais, mas o
mecanismo da reaccdo ndo foi ainda claramente estabelecido. Para além disso, é dificil
explicar a actividade dos antioxidantes através da estabilizacdo de moléculas por
ressonéncia devido a enorme capacidade que estas tém para formar pontes de

hidrogénio intra-moleculares entre grupos hidroxilo.

Uma das grandes vantagens dos anti-oxidantes fendlicos, e certamente uma das
razbes por serem tdo estudados, é pelo facto de fazerem parte da composicdo de um
vasto leque de substancias do reino vegetal, sendo que, actualmente, sdo conhecidas
mais de 8000 estruturas fendlicas (Paixdo et al., 2007). Existem estudos que tém
demonstrado que a sua presengca em certos alimentos e bebidas esta4 directamente
relacionada com a menor incidéncia de certas doencas (Garcia-Pérez et al., 2007). Ha
certas evidéncias epidemiolégicas que indicam existir uma relagéo entre dietas ricas em
frutos e vegetais e a diminuigdo do risco de certas formas de cancro. Certos compostos
poli-fendlicos, existentes em algumas plantas, tém capacidades antioxidantes, anti-
mutagénicas, anti-inflamatérias e anti-microbianas (Hatano et al., 2002). No que respeita
a compostos fendlicos o cha, em especial cha verde, vinho tinto, cerveja e outros
alimentos tém uma composicdo complexa nestes constituintes. Os componentes
fendlicos que mais largamente estdo presentes na constituicdo de plantas sdo os acidos
hidrocianimicos — acido p-cumarico, cafeico e cerulico. Estes acidos sao produtos do

metabolismo secundério das plantas.

Baseado no esqueleto de carbono da molécula, os poli-fenéis sdo classificados
como compostos ndao-flavondides (acidos hidrocianimicos e 4&cidos benzoicos) e
flavondides (favonais, flavonas, flavanadis e isoflavonas). Estas substancias, demonstram
actividades bioldgicas relevantes, agindo como anti-bacterianos, anti-viricos, imuno-
estimulantes e com capacidades estrogénicas, para além do seu efeito anti-proliferativo e

com propriedades citotoxicas em algumas células tumorais (Gomes et al., 2003).

12
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No estudo realizado, foram usados antioxidantes fendélicos ndo vegetais:
- Acido protocatecuico (e seus ésteres: metilico, etilico e propilico)
- Acido homoprotocatecuico

Pretende-se estudar o efeito destes antioxidantes fendlicos, tomando como
referéncia o 4cido linoleico, que sendo uma gordura (acido insaturado com duas ligacdes

duplas) sofrera um processo de auto-oxidagao.

13
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1.2.2 MECANISMO DE ACCAO DOS ANTIOXIDANTES FENOLICOS

A funcdo dos antioxidantes fendlicos (ArOH) € interceptar e reagir com os radicais

livres mais rapidamente do que o substrato.

Existem dois mecanismos mais consensuais propostos para a acc¢ao dos
antioxidantes fendlicos, denominados transferéncia de atomo de hidrogénio - HAT
(Hidrogen Atom Transfer) e transferéncia de electréo seguida de transferéncia de protéo
— SET-PT (Single Electron Transfer followed by Proton Transfer). Recentemente foi
proposto um novo mecanismo designado por perda de protdo transferéncia de electrdo
sequencial — SPLET (Sequential Proton Loss Electron Transfer).

No mecanismo HAT, a funcdo do antioxidante é a interrupcao da seguinte reaccdo

em cadeia:
ROO'+ ArOH — ROOH + ArO- (1.2.4.1)

O segundo mecanismo possivel, o antioxidante desactiva um radical livre através
da transferéncia de um electrdo, em que o radical catibnico ArOH* é formado

inicialmente e seguidamente ocorre a sua desprotonagao:

ROO + ArOH - ROO™ + ArOH* (1.2.4.2)
ArOH" - ArO-+ HY (1.2.4.3)
ROO™ + HY - ROOH (1.2.4.4)

O resultado final apés esta sequéncia de reaccdes € igual ao que ocorre com 0O
mecanismo de HAT (Eq. (1.2.4.1)).

Foi confirmado experimentalmente que a vitamina E e outros fendis podem reagir
com 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH") e outros radicais deficientes de electrdo (R0O")

através de dois mecanismos distintos e nao exclusivos, o HAT e SPLET.
O mecanismo SPLET pode ser descrito pelas seguintes equacodes:
ArOH - ArO~ + H* (1.2.4.5)

ArO~ + ROO' — Ar0O + R0OO™ (1.2.4.6)

14
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ROO~ + H* - ROOH (1.2.4.7)

A entalpia da reaccéo do primeiro passo, Eq. (1.2.4.5), corresponde a afinidade de protéao
do anido fenoxido (Ar0~). No segundo passo, ocorre a transferéncia de electrdo do anido
fenoxido para o ROO' e é formado o radical fenoxilo. A entalpia deste passo é
denominada a entalpia de transferéncia de electrdo — ETE. Mais uma vez, o resultado
final, em termos de accao antioxidante, do SPLET é o mesmo que nos dois mecanismos
anteriormente referidos, i.e. ArOH — ArO- + H- (E. Klein et al., 2007).

15
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1.3 METODOS PARA AVALIAR A CAPACIDADE ANTI-OXIDATIVA

Existem diferentes métodos para analisar a capacidade anti-oxidativa de certas
substancias. Dependendo das reaccdes envolvidas, analisadas anteriormente, podem ser

classificados em dois grandes grupos:

HAT — Hydrogen Atom Transfer, ensaios baseados na transferéncia de um atomo
de hidrogénio.

ET — Electron Transfer, ensaios baseados na transferéncia de electrao.

A maioria dos métodos HAT aplica a hipétese da ocorréncia de reaccoes
mdltiplas, nas quais o antioxidante e substrato competem entre si pelos radicais peroxilo,
Estas analises incluem a inibicdo da auto-oxidacao induzida de lipo-proteinas de baixa
densidade, a capacidade de absorvancia do radical de oxigénio (ORAC — Oxygen Radical
Absorvance Capacity), parametro antioxidante de captura total de radicais (TRAP — Total
Radical Trapping Antioxidant Parameter) e ensaios de descoloracdo de C,4HesO24 (clocin
bleaching).

Os métodos baseados em ET medem a capacidade dos antioxidantes através da
reducdo de oxidantes, que mudam de cor quando séo reduzidos. O grau de mudanca de
cor é correlacionado com a concentracao das amostras de antioxidante. Estes incluem o
ensaio de quantidade total de fendis pelo reagente Folin-Ciocalteu (FCR), a capacidade
antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC), poder antioxidante na reducédo do ido
férrico (FRAP), ensaio do «potencial total antioxidante» usando um complexo de Cu(ll)
como oxidante e DPPH. Baseados nestas andlises, 0 ensaio da quantidade total de
fendis por FCR é usado para quantificar a capacidade redutora dos antioxidantes e o
ensaio de ORAC ¢ utilizado para a quantificacdo da capacidade de captura de radicais
peroxilo (Huang et al., 2005). O método do DPPH é também usado com enorme
frequéncia devido a sua rapidez e baseia-se no desaparecimento de radicais livres devido
a presenca dos antioxidantes. O radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH') é estavel
e facil de manusear. A actividade antioxidante é reportada como sendo a concentragdo
de antioxidante capaz de fazer baixar a concentracao (em 50%) de DPPH' em relacao a
inicial, num determinado periodo de tempo previamente fixado. Este e outros testes séo

efectuados a temperatura ambiente.

16
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A peroxidacéo lipidica a temperaturas superiores pode ser avaliada através de
testes de oxidacdo acelerada, estes tornam-se extremamente importantes quando as
condi¢cbes a que os testes ocorrem sdo similares as que as gorduras e 6leos encontram
aquando do seu processamento e utilizacdo. Os métodos termoanaliticos sdo uma
alternativa & medicao da concentracdo de peréxidos através de métodos iodométricos e
outros métodos classicos de andlise, isto porque estes métodos limitam-se a monitorizar
0 produto formado enquanto os métodos termoanaliticos analisam a taxa de oxidacao.
Como a oxidacao lipidica, em atmosfera de oxigénio, € um processo exotérmico, este
método tem vindo a ser usado com maior frequéncia nos ultimos tempos. Esta
demonstrado que as técnicas de DSC isotérmicas e nao-isotérmicas podem ser aplicadas
na andalise da auto-oxidacdo de gorduras (Litwinienko et al., 1998). As experiéncias
isotérmicas sdo mais morosas e geralmente sédo efectuadas a elevada pressdo de
oxigénio (PDSC — Pressure Differential Scanning Calorimetry). Contrariamente, 0 método
nao-isotérmico, € mais rapido e permite obter mais informacgéo, ndo s6 sobre a primeira
fase da oxidacdo (observada também na andlise isotérmica convencional), como também

sobre as fases seguintes da oxidacdo, apenas com um Unico ensaio.

Apesar de todas estas possibilidades de estudo da actividade antioxidante e/ou
anti-radical, a natureza complexa do fendmeno da oxidagdo faz com que existam ainda
muitas ddvidas quanto a relacdo estrutura-actividade que favorece o(s) mecanismo(s)
anti-oxidativo(s) e ndo se conseguiu ainda determinar qual o processo preponderante.
Uma avaliacdo parcelar pode ndo descrever o que se passa ha realidade uma vez que se

suspeita que possam ocorrer simultaneamente diferentes mecanismos de estabilizagéo.

17
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1.4. UTILIZAGAO DE UM CALORIMETRO DIFERENCIAL DE VARRIMENTO PARA A
AVALIACAO DE ANTIOXIDANTES

Os métodos termoanaliticos tém sido usados frequentemente para caracterizar o
comportamento antioxidante a altas temperaturas. Kowalsski (Kowalsski et.al. 1991) usou
a Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC — Differential Scanning Calorimetry) para
determinar a capacidade antioxidante de dleos vegetais e banha de porco aquecendo as
amostras até 360°C. Litwinienko (Litwinienko et al. 1997) investigou as propriedades
cinéticas da termo-oxidacdo do acido linoleico por DSC em condi¢Bes ndo isotérmicas
(50-300°C). Esta técnica foi também usada para medir a eficiéncia de varios
antioxidantes fendlicos comerciais (Breese et al. 2000). Outros autores constataram que
o DSC é um método relativamente simples, rapido e conveniente para estudar a
eficiéncia dos antioxidantes fendlicos (Garcia-Perez et al, 2007). Em processos que
envolvem mudancas de entalpia, o DSC demonstra ser bastante eficaz. Como se sabe, a
oxidacao lipidica € um processo exotérmico, assim sendo através de analises de DSC é

possivel monitorizar esse calor libertado.

No presente estudo foi usado o DSC, com o0 oxigénio como gas de purga, para
avaliar a Temperatura de Inducdo de Oxidag&o (TIO), como sendo uma ferramenta rapida
e eficaz de determinar a estabilidade oxidativa do &cido linoleico na presenca de
diferentes antioxidantes. Com o mesmo tipo de equipamento pode-se realizar um ensaio
isotérmico para a determinagdo do chamado Tempo de Inducdo da Oxidagdo. Nesse
caso a amostra é, em primeiro lugar, colocada num cadinho de aluminio e aquecida até
uma determinada temperatura, numa atmosfera com um gas de purga nao-reactivo
(azoto). Apb6s a comutacdo para oxigénio, como gas de purga, avalia-se 0 tempo

necessario para que se desencadeie a oxidacao.

Nos dois métodos o equipamento vai medir o fluxo de calor associado a reacgéo

de oxidacao do &cido linoleico.

18



Caracterizacdo de Antioxidantes com Potencial Interesse Industrial

1.5 ACIDO LINOLEICO

O &cido linoleico é um acido insaturado que contém duas ligacées duplas por
molécula. A configuracdo é quase invariavelmente cis, de preferéncia a configuracéo
mais estavel trans. A existéncia de insaturacdo com esta estereoquimica particular tem
um efeito aparentemente trivial, mas na realidade tem um significado biolégico vital: faz
descer o ponto de fusdo. No estado soélido, as moléculas de uma gordura ajustam-se
umas as outras tanto quanto possivel; quanto mais elas se ajustam, maiores sao as
forcas intermoleculares e mais alto € o ponto de fusdo. As cadeias de acidos insaturados,
ajustam-se mal umas as outras e as cadeias saturadas. Em consequéncia, a insaturagéo
cis, baixa o ponto de fusdo. Esta € uma das principais razdes pelas quais este composto
foi usado neste trabalho, desta forma, torna-se facil monitorizar a reac¢édo exotérmica que
ocorre a temperaturas relativamente baixas e a uma velocidade consideravel, o que
permite efectuar anélises pouco morosas, quando comparada com outras substancias. O
outro motivo pelo qual foi estudado o acido linoleico, € pelo facto de esta familia de
acidos gordos insaturados (acido linoleico, &cido linolénico, &cido linoleico conjugado) ser
cada vez mais importante nas pesquisas cientificas que se dedicam a perceber como a
nossa alimentacdo pode afectar o aparecimento de certas doencas. Como € do
conhecimento geral, a sociedade actual preocupa-se cada vez mais com os efeitos que a
dieta diaria tem nos niveis de colesterol, nas doencas cardio-vasculares, no cancro e

diabetes, o que leva a uma atencéo redobrada por parte da comunidade cientifica.

E sabido que apesar de a gordura total ingerida ser de enorme importancia, as
complexas interac¢cdes dos constituintes individuais das gorduras tém um efeito
consideravel no organismo. De acordo com estudos recentes, as recomendacdes
sugerem a reducao da gordura total ingerida para 30% das calorias e a par disso, reduzir
a ingestdo de &cidos saturados e acidos gordos poli-insaturados para 10%, e permitir
acidos gordos mono-insaturados a perfazer o restante. Simultaneamente, o colesterol
deve ser limitado a 100mg/1000calorias, de modo a reduzir o risco de incidéncia de

doencas coronarias.

O A&cido linoleico é também designado por 6mega-6, e € importante o seu
consumo regular, pois é extremamente importante no desenvolvimento humano. Tem
particular efeito na reducdo do colesterol total, no entanto, um consumo exagerado de
omega-6 pode fazer baixar em demasia o «colesterol bom». Razdo pela qual o seu

consumo deve ser monitorizado. O &cido linoleico existe nos cereais, peixes gordos e
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Oleos vegetais. Os seres humanos e outros animais, ao contrario das plantas néo
possuem as enzimas capazes de sintetizar o acido linoleico (LA) e o acido a-linolénico
(LNA), logo, estes acidos gordos essenciais devem ser obtidas através da dieta diaria. O
LA e LNA sé&o dessaturados e deslocados atravées do figado e na sua auséncia ocorrem

perturbacfes evidentes do metabolismo.

O acido a-linolénico é considerado como &cido gordo essencial (EFA — Essential
Fatty Acids) e possui varias fungBes bioquimicas, incluindo a formagéo de icosanoides
importantes, incluindo leucotrienos e prostaglandinas, que sdo mediadores inflamatérios.
O acido linolénico existe em algumas sementes de plantas e € um dos &cidos gordos com
maior teor em émega-3, a sua deficiéncia, leva a falta de icosanoides. As dietas ricas em
Oleo vegetal ou em Oleos derivados de peixe, levam também a uma inibicdo do
desenvolvimento de tumores induzidos quimicamente em ratos de laboratério. Para além
disso, estas substancias demonstraram ser benéficas na reducdo do risco de certas
doencas cronicas, em especial doengas cardiovasculares. Os acidos gordos tém grande
influéncia nos niveis de colesterol e na concentracdo das lipo-proteinas no sangue, que

séo os maiores factores de risco no desenvolvimento das doencgas cardiovasculares.

Por sua vez, o &cido linoleico conjugado (CLA) é um acido gordo poli-insaturado
natural encontrado em produtos lacteos (em especial ha gordura do leite) e na carne dos
ruminantes (bovinos, ovinos e caprinos) e em algumas fontes vegetais. A designacgao
acido linoleico conjugado é um termo que descreve isébmeros geométricos do acido
linoleico. Ambos tém 18 atomos de carbono e duas ligacdes duplas, a unica diferenca € a
localizacdo dessas ligacdes duplas. Existem cerca de 28 combinacdes possiveis
(isbmeros) de CLA, mas o mais comum tem as liga¢des duplas no 9° e 11° 4tomos de
carbono e é denominado cis-9, trans-11 ou acido ruménico. E formado no rGmen, como
um primeiro intermediario da bio-hidrogenacdo do acido linoleico, pela enzima &acido-
linoleico-isomerase, proveniente da bactéria Butyrivibrio Fibrisolvens. A razdo pela qual a
guantidade de CLA é superior nos ruminantes € devido a hidrélise da gordura dentro do
rimen provocar uma maior producdo de &cido linoleico. Esta substéncia tem sido
associada a reducdo de gordura corporal, aumento do metabolismo e de massa
muscular, mas as suas atribuicdes vdo mais além. Tem sido indicado na proteccao contra
0 cancro, no combate ao colesterol e no controlo da diabetes, para além de ser indicado

com um possivel antioxidante.

Sabe-se que certas gorduras provenientes da comida que ingerimos, encetam um
papel importante no organismo humano, quer como fontes de energia bem como meio de

transporte de vitaminas e sabores, influenciam um vasto leque de receptores de
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membrana e enzimas e fornecem &cidos gordos bioactivos. Uma dieta normal
proporciona uma vasta pandplia de &cidos gordos: saturados (palmitico, estearico,
miristico), monoinsaturados (oleico) e poli-insaturados (linoleico e a-linolenico). Quando
absorvidos, realizam fung¢des primordiais: metabdlicas, estruturais e reguladoras do
organismo. Sao estas as principais razdes para terem um efeito nos lipidos do plasma,

colesterol e doencgas cardiovasculares, bem como serem alvo de inimeros estudos.

De modo a avaliar a capacidade anti-oxidativa de alguns antioxidantes
fendlicos, através do método de calorimetria diferencial de varrimento, tomou-se como
referéncia o acido linoleico, que sendo uma gordura, sofrerd um processo de auto-
oxidagdo. Serd estudado o efeito que alguns antioxidantes terdo na sua estabilizagéo

anti-oxidativa.
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1.6 OBJECTIVOS DO TRABALHO

Os objectivos deste trabalho foram o estudo da capacidade anti-oxidativa de
diferentes compostos, dois acidos (protocatecuico e homo-protocatecuico) adquiridos em
laboratérios comerciais e a sua comparacdo com trés ésteres (etilico, metilico e propilico)
sintetizados a partir de um deles (acido protocatecuico), efectuando a avaliacdo da

temperatura de inducdo de oxidacdo do 4cido linoleico através de um DSC.

Foram analisados varios factores que poderiam influenciar o poder antioxidante
dos compostos estudados, como por exemplo a concentracdo do antioxidante e o método

de preparagéo das amostras.

1.7 ESTRUTURA DO RELATORIO

O relatério é composto por uma Parte Introdutéria, contendo as bases que
sustentam a investigacao realizada e que serviram como suporte a Parte Experimental,
gue se segue. Nela estao contidas as descricbes referentes aos procedimentos usados,

incluindo reagentes, amostras, equipamento e breve descrigdo dos ensaios realizados.

Segue-se a Analise e Discussao de Resultados, em que sao expostos 0s
termogramas obtidos com a ajuda do software utilizado e em que se pretende justificar e

comentar os resultados obtidos durante a investigagao.

O relatdrio é finalizado com as Conclusfes e Sugestdes para Trabalhos Futuros,
onde se efectua um desfecho com uma critica final e apreciacdo da globalidade do

trabalho cientifico, que originam as sugestdes para a continuacao desta pesquisa.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 REAGENTES

Acido Linoleico fornecido por SIGMA-ALDRICH. Grau de pureza > 99%. Numero CAS:
60-33-3. Para evitar a degradacao, o acido linoleico foi guardado no frigorifico a 4°C.
Para a realizacdo do trabalho foi retirada uma toma da embalagem original que era

também ela armazenada no frigorifico e permanecia fora dele o menos tempo possivel.

O

HO 1 9 12

Acido Protocatecuico (acido 3,4 di-hidroxi-benzoico): PA, fornecido por SIGMA-
ALDRICH. Grau de pureza > 99%. Numero CAS: 99-50-03. Este composto foi utilizado no
presente trabalho sem qualquer purificacao prévia.

HO

HO

O Acido Protocatecuico é um derivado do acido benzoico proveniente de frutos e plantas
comestiveis e tem um enorme poder antioxidante. A sua presenca, mesmo em pequenas
guantidades demonstra um grande poder na prevengcdo do cancro do célon e
carcinogénese oral em ratos de laboratorio, tem um poder consideravel na inibicdo da

proliferagdo de algumas células cancerigenas.
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Acido Homoprotocatecuico (acido 3,4 di-hidroxi-fenil-acético): DOPA, fornecido por
SIGMA-ALDRICH Grau de pureza = 99%. Numero CAS: 102-32-9. O composto foi
utilizado sem qualquer purificacao prévia.

HO

HO

Acetona fornecida por Pronalab Grau de pureza = 99%. Numero CAS: 67-64-1. O
composto foi utilizado sem qualquer preparagéo prévia.

Esteres sintetizados a partir da reac¢éo entre o acido protocatecuico e alcoois.

A sintese dos ésteres do acido protocatecuico, resultou de uma reaccao com 0s
seguintes alcodis: etanol, metanol e propanol de forma a obter, respectivamente, o éster
etilico, metilico e propilico. Esta reac¢do ocorreu em recipiente agitado durante cerca de
4 dias e realizou-se TLC de forma a controlar a reaccdo. Seguidamente foi efectuada a

purificacao/cristalizacao.

HO © Ester Metilico — PM
O—CH,
HO
O .
HO Ester Etilico — PE
O—CH,CH,
HO
© Ester Propilico - PP
HO
O—CH,CH,CH,
HO
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2.2 EQUIPAMENTO

2.2.1 CALORIMETRO DIFERENCIAL DE VARRIMENTO

As determinacdes foram efectuadas num calorimetro diferencial de varrimento da
marca Netzsch modelo DSC 204, com controlador TASC 414/3A. O equipamento era
monitorizado por computador usando o programa Netzsch DSC 204 Measurement versao
3.4. A introducdo de gases na camara do calorimetro era controlada por um conjunto de
medidores de caudal, da marca Netzsch. Foram usados cadinhos de aluminio Netzsch
para colocar as amostras de &cido linoleico e antioxidantes de modo a efectuar as

determinacgdes respectivas.

Este equipamento foi calibrado, os resultados constam da tabela 8 dos anexos.

2.2.2 BALANCA ANALITICA

As solugbes e cadinhos foram pesados numa balanga analitica, marca Mettler e

modelo AE240, com sensibilidade a centésima do miligrama.

2.2.3 MICROPIPETAS

Foram usadas micro-pipetas de 20 e 1000ul da marca Jencons.

27



Caracterizacdo de Antioxidantes com Potencial Interesse Industrial

2.3 PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

2.3.1 PREPARACAO DA AMOSTRA DE ACIDO LINOLEICO

A amostra consistia em cerca de 5ul de 4cido linoleico retirada através de micro-
pipeta de 20ul, posteriormente pesada em balanca analitica e colocada em cadinho de
aluminio com tampa perfurada. Devido a viscosidade elevada do acido linoleico,
efectuou-se uma pesagem individual de cada amostra em balanca analitica, de forma a
evitar possiveis diferencas indesejaveis no peso das amostras que tinham sido,

anteriormente, medidas com pipeta.

2.3.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES DE ANTIOXIDANTE

As solugbes foram preparadas através da pesagem da quantidade de antioxidante
determinada (cerca de 20mg), de forma que a concentragdo das solug¢des fosse proxima
entre si, em balanca analitica e posterior adicdo de 1000pl de acetona, medida com
micro-pipeta. A escolha do solvente foi baseada em algumas referéncias bibliograficas
que apontavam para a acetona como sendo capaz de solubilizar antioxidantes
semelhantes aos utilizados neste trabalho (G. Litwinienko et al.). Na tabela 1 encontram-

se indicados os valores das concentracdes das solugdes dos antioxidantes.

Tabela 1 — Preparacéo de solugdes dos diferentes antioxidantes em acetona.

Antioxidante Massa molecular Massa Concentragao
(g/mol) (9) (mol/L)
PA 154,1 18,67 1,2x10”
DOPA 168,2 20,43 1,2x10”
PM 148,0 17,13 1,2x10”
PE 162,0 13,13 0,8x10”
PP 176,0 20,58 1,2x10”
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2.3.3 PREPARACAO DA AMOSTRA DE ACIDO LINOLEICO COM ADICAO DE
ANTIOXIDANTE

As misturas de &cido linoleico e antioxidantes foram preparadas directamente nos
cadinhos de aluminio utilizados para a andlise de DSC. Esta mistura era iniciada com a
medicao de 5ul de &cido linoleico ao qual eram adicionados diferentes volumes das
solugdes dos antioxidantes em acetona. Na tabela 2 apresentam-se os volumes das

misturas preparadas bem como a concentracéo final do antioxidante no &cido linoleico.

Tabela 2 — Preparacéo das misturas do antioxidante com o &cido linoleico.

Massa de Antioxidante Volume de Concentracéo
Ac. Linoleico® (mg) Antioxidante () (molL)”
4,0 PA 5 1,4x107
4,0 PA 10 2,7x107
4,0 PA 20 5,4x107
4,0 DOPA 5 1,4x107
4,0 DOPA 10 2,7x107
4,0 DOPA 20 5,4x107
4,0 PM 10 2,6x107
4,0 PE 10 1,8x107
4,0 PP 10 2,7x107

Notas: (a) valor aproximado da massa de acido linoleico usado em cada ensaio (b) moles

de antioxidante por litro de acido linoleico.
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2.4 CONDIGOES INSTRUMENTAIS

2.4.1 AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMICA

Stand-By Inicial

Feito a temperatura ambiente (25°C) em atmosfera de N,, para eliminar o O, da camara

calorimétrica.

Rampa de Temperatura

As amostras sdo aquecidas desde a temperatura ambiente até a temperatura de 400°C,

com uma velocidade de 5K.min™*, em atmosfera de azoto (caudal de 20ml.min™).

2.4.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA

Stand-By Inicial

Feito a temperatura ambiente (25°C) em atmosfera de O,.

Rampa de Temperatura

As amostras sao aquecidas desde a temperatura ambiente até a temperatura de 220°C,

com uma velocidade de 5K.min™, em atmosfera de oxigénio (caudal de 50ml.min™).
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2.5 ENSAIOS EFECTUADOS

2.5.1 AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMICA DOS ANTIOXIDANTES

Ensaios efectuados em atmosfera de azoto, colocando cerca de 4mg de

antioxidante em cadinho de aluminio com tampa perfurada.

2.5.2 AVALIAGAO DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DOS ANTIOXIDANTES

Foram efectuados ensaios em atmosfera de oxigénio colocando cerca de 4mg de

antioxidante em cadinho de aluminio com tampa perfurada.

2.5.3 ANALISE DA ESTABILIDADE TERMICA DO ACIDO LINOLEICO

Para o estudo da termo-estabilidade do &cido linoleico foram realizados ensaios
termo-gravimétricos pesando cerca de 4mg (aproximadamente 5ul) de acido linoleico em

cadinho de aluminio com tampa perfurada em atmosfera de azoto.

2.5.4 ANALISE DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DO ACIDO LINOLEICO

Para o estudo da termo-estabilidade do &cido linoleico foram realizados ensaios
termo-gravimétricos pesando cerca de 4mg (aproximadamente 5ul) de acido linoleico em

cadinho de aluminio com tampa perfurada em atmosfera de oxigénio.
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2.5.5 AVALIACAO DO EFEITO DO SOLVENTE NA TERMO-OXIDAGAO DO ACIDO
LINOLEICO

Foram efectuados ensaios de termo-oxidagdo (em atmosfera de oxigénio),
colocando cerca de 4mg (aproximadamente 5ul) de &cido linoleico, em cadinho de
aluminio com tampa perfurada. Seguidamente, foram repetidos estes ensaios com a
adicdo do solvente — acetona, de forma a garantir que ndo ocorreria qualquer tipo de
influéncia deste composto na estabilidade do &cido linoleico.

‘2.5.6 AVALIAGCAO DO EFEITO DA PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS NA TERMO-OXIDACAO
‘ DO ACIDO LINOLEICO

Foram efectuados ensaios de termo-oxidagdo, em atmosfera de oxigénio,
colocando cerca de 4mg (aproximadamente 5pl) de &cido linoleico e 10ul de acetona, em
cadinho de aluminio fechado e perfurado, ap6s evaporagéo da acetona.

Os ensaios realizaram-se apos diferentes tempos de espera para evaporacao da
acetona: 1, 24, 48 e 72h de forma a verificar como influiam na estabilidade do acido
linoleico. E indesejavel uma auto-oxidagcdo antes da andlise em si. Através destes
ensaios foi possivel determinar qual o tempo de espera adequado, seleccionando aquele
cujo termograma representativo indiqgue que ndo ocorre oxidacao do acido linoleico, e

simultaneamente acontece a evaporagao do solvente.
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2.5.7 ANALISE DO EFEITO DOS ANTIOXIDANTES NA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA
DO ACIDO LINOLEICO

Para o estudo da influéncia do efeito destes antioxidantes fez-se analise
comparativa da oxidag&o do &cido linoleico sem antioxidante e com a adigdo de solu¢des

dos diferentes antioxidantes previamente solubilizados em acetona.

2.5.8 ANALISE DO EFEITO DA CONCENTRACAO DOS ANTIOXIDANTES NA
ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DO ACIDO LINOLEICO

Efectuou-se a analise comparativa do efeito dos antioxidantes: PA e DOPA,
guando adicionados ao acido linoleico em diferentes proporgbes: 5, 10, 20ul,
correspondentes as seguintes concentragdes: 1,4; 2,7 e 5,4x107 mol/litro (mol de
antioxidante por litro de acido linoleico), respectivamente. Estas quantidades eram
adicionadas a cerca de 4mg (aproximadamente 5ul) de acido linoleico e colocadas em

cadinho de aluminio com tampa perfurada.
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3. ANALISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS

3.1 AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMICA DOS ANTIOXIDANTES

No inicio do trabalho realizou-se o estudo da estabilidade térmica e termo-
oxidativa dos diversos antioxidantes. A estabilidade térmica foi estudada desde os 25°C
até aos 400°C, em atmosfera de azoto com uma rampa de 5°C/min.

O termograma, em atmosfera de azoto, do PA (figura 1) apresenta 3 picos bem
definidos, o primeiro ocorre aos 85°C (temperatura de pico), 0 segundo aos 204°C e o
terceiro aos 245°C, em ambos 0s ensaios o0s resultados sdo semelhantes revelando uma

boa repetibilidade da técnica analitica.
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Figura 1 — Estabilidade térmica do PA (2 ensaios em diferentes tomas de amostra). Varrimento

desde os 25°C até ao 400°C com uma rampa de 5°C/min em atmosfera de azoto (20 ml/min).

Outros parametros dos termogramas sdo apresentados na tabela 16 em anexos,
nomeadamente o0 onset e endpoint de cada um dos picos, a sua area, altura e largura.
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Estes parametros sdo dados relevantes para a caracterizacdo dos materiais em estudo.
Neste caso, os picos sao bem definidos, sendo que o primeiro pico devera corresponder
a desidratacdo do composto (transformacéo endotérmica). O pico evidenciado aos 204°C
€ consequéncia da fusdo do PA. Apos o pico de fusdo, surge um novo acontecimento
endotérmico, que se estende por um intervalo de temperaturas alargado (onset a 212°C

endpoint a 271°C) a, que devera corresponder a descarboxilacdo do antioxidante.

Na figura 2 apresentam-se dois termogramas do DOPA em atmosfera de azoto.
Como se pode verificar através da andlise do termograma e com a ajuda da tabela 17
dos anexos, existem dois picos, 0 primeiro ocorre aos 129°C e o segundo aos 273°C
(temperaturas de pico).
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Figura 2 — Estabilidade térmica do DOPA (2 ensaios em diferentes tomas de amostra). Varrimento

desde os 25°C até ao 400°C com uma rampa de 5°C/min em atmosfera de azoto (20 ml/min).

O primeiro pico ndo apresenta uma boa definicdo, o que nos leva a suspeitar da possivel
presenca de algumas impurezas, podemos prever que este pico se refere a fusdo do
composto. O segundo pico surge a uma temperatura semelhante ao observado para o
terceiro pico do PA (figura 1). Em ambos 0s casos este evento térmico deve corresponder

a descarboxilacdo do antioxidante. Neste caso, e ao contrério do que se observava para
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0 PA, a fusdo e descarboxilagdo encontram-se muito mais separadas em virtude deste

composto fundir a uma temperatura pouco acima dos 100°C.

Seguidamente, estudou-se a estabilidade térmica dos antioxidantes do grupo dos
ésteres. O termograma, em atmosfera de azoto, do éster metilico do acido protocatecuico
€ apresentado na figura 3. Como se pode verificar no termograma, e com a ajuda da
tabela 18 dos anexos, existe um pico bem definido e posteriormente ocorre uma

perturbacéo.
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Figura 3 — Estabilidade térmica do PM. Varrimento desde os 25°C até ao 400°C com uma rampa

de 5°C/min em atmosfera de azoto (20 ml/min).

O pico extremamente bem definido ocorre aos 138°C, sendo que 0 seu onset ocorre aos
135°C e o endpoint aos 139°C e corresponde a fusdo do material, que é um fendmeno
endotérmico. Existe uma perturbacdo aos 275°C, como consequéncia da absorcao de
energia resultante da eventual quebra de ligacdes do material, correspondendo a uma
termodegradacgédo. Tal como no caso dos acidos anteriormente estudados este fendmeno

devera corresponder a descarboxilacao do antioxidante.

Posteriormente, foi efectuado o termograma representativo da estabilidade

térmica do éster etilico do acido protocatecuico (PE). O resultado obtido encontra-se
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representado na figura 4. Pela andlise da tabela 19 dos anexos evidencia-se a ocorréncia

de um pico bem definido aos 135°C.
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Figura 4 — Estabilidade térmica do PE. Varrimento desde os 25°C até ao 400°C com uma rampa

de 5°C/min em atmosfera de azoto (20 ml/min).

Pela andlise do grafico representativo da estabilidade térmica do PE, deduz-se que o
primeiro pico bem definido aos 135°C (temperatura de pico) corresponde a fusdo do
material. Verifica-se também a perturbacéo aos 272°C que podera ser consequéncia da
gquebra de ligacbes, em que ocorre absorcédo de energia, depreende-se que se verifica a
descarboxilacdo do composto a essa temperatura.

Analisou-se, de seguida, o termograma representativo do estudo da estabilidade
térmica do PP (figura 5). Pela consulta da tabela 20 dos anexos verifica-se a ocorréncia
de um pico e seguidamente uma perturbacdo, como aconteceu nos restantes ésteres do

acido protocatecuico anteriormente analisados.
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Figura 5 — Estabilidade térmica do PP. Varrimento desde os 25°C até ao 400°C com uma rampa

de 5°C/min em atmosfera de azoto (20 ml/min).

A fusdo deste éster propilico do &cido protocatecuico ocorre aos 117°C. E um pico com
boa definicdo, tal como acontece nos ésteres metilico e propilico do acido protocatecuico
(PE e PM). Aos 275°C ocorre uma ligeira irregularidade, que podera ser resultante de um

fendmeno de descarboxilacao.

Uma comparagcdo dos resultados do estudo da termo-estabilidade dos

antioxidantes analisados € apresentada na tabela 3.

Tabela 3 — Avaliagao da estabilidade térmica dos antioxidantes em atmosfera de azoto.

PA DOPA PM PE PP
Pico de fuséo (°C) 204 129 138 135 117
Temperatura de degradacéo (°C) 245 272 275 272 275

A introducdo de um grupo CH, entre o anel benzénico e o grupo &cido tem uma
expressiva influéncia na temperatura de fusdo. A temperatura de fusdo do PA é

significativamente superior a do DOPA. A degradacao térmica dos compostos acidos
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acontece a uma temperatura relativamente préxima mas a do PA é inferior a observada
para o DOPA. Para o PA observa-se a particularidade de os fenomenos de fuséo e de
descarboxilagdo serem muito proximos um do outro em termos de temperatura. Como o
DOPA tem uma temperatura de fusdo muito inferior, para este composto ndo existe uma

proximidade tdo grande na ocorréncia destes dois fenémenos.

Relativamente aos ésteres do &cido protocatecuico, salientam-se as enormes
semelhancgas entre os trés termogramas. No entanto as temperaturas de fusdo ndo séao
afectadas pelo crescimento do radical do grupo éster. Como seria de esperar a
temperatura de fusé@o vai baixando com o aumento do radical do grupo éster. Este efeito
€ mais notado ao passar do éster etilico para o éster propilico. Em termos de
termoestabilidade, os ésteres testados apresentam comportamentos muito semelhantes.
Nas condicbes de ensaio, em todos eles ocorre descarboxilacio na gama de
temperaturas 250-300°C. A este fendmeno corresponde um pico entre os 272 e 0s
275°C. Observa-se ainda que a termo-estabilidade dos ésteres € muito préxima do DOPA
e superior ao observado para o PA, que se revela o antioxidante com mais baixa

estabilidade térmica.
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3.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DOS
ANTIOXIDANTES

Para avaliar a estabilidade termo-oxidativa dos antioxidantes foram realizados
ensaios de DSC desde a temperatura ambiente (25°C) até aos 220°C, na presenca de
uma corrente de oxigénio com um caudal de 50ml/min. Tal como nos ensaios de termo-

estabilidade usou-se uma rampa de 5°C/min.

A figura 6 representa a estabilidade oxidativa do PA, em que se pode assinalar a

presenca de dois picos endotérmicos, um aos 85°C e outro aos 204°C.
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Figura 6 — Estabilidade oxidativa do PA (2 ensaios em diferentes tomas de amostra). Varrimento
desde os 25°C até aos 220°C, com uma rampa de temperatura de 5°C/min, em atmosfera de

oxigénio (50 ml/min).

Pela analise do termograma acima representado, prevé-se que 0 pico que ocorre aos
85°C corresponde a desidratacdo do PA, enquanto o pico posterior, cuja temperatura de
pico é 204°C ¢ indicativo da fusdo do material em estudo.

Para uma melhor analise dos fendmenos ocorridos, estudaram-se 0s
termogramas resultantes dos ensaios efectuados em atmosfera de oxigénio e em

atmosfera de azoto (figura 7).
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Figura 7 — Comparacao da estabilidade térmica (----) com a estabilidade termo-oxidativa (—) do
PA.

Pode-se verificar que os dois picos existentes no termograma representativo do estudo
da estabilidade termo-oxidativa também surgem no grafico referente a andlise da
estabilidade térmica. Nao ocorrendo qualquer outro fendmeno térmico até aos 220°C,
deduz-se que néo ocorre oxidagdo do PA no intervalo de temperaturas e nas condigdes

utilizadas durante o ensaio.

No termograma da figura 8 apresentam-se dois ensaios da estabilidade termo-
oxidativa do DOPA. E evidente a ocorréncia de um pico representativo da fusio do
composto aos 128°C (temperatura de pico). Existe uma ligeira depressao que inicia aos
190°C e que devera ser indicativa de oxidacdo do material, nestas condicoes.
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Figura 8 — Estabilidade oxidativa do DOPA (2 ensaios em diferentes tomas de amostra).
Varrimento desde os 25°C até aos 220°C, com uma rampa de temperatura de 5°C/min, em

atmosfera de oxigénio (50 ml/min).

Através da sobreposicdo dos termogramas efectuados em atmosfera de oxigénio

e em atmosfera de azoto (figura 9) torna-se evidente que o DOPA oxida claramente para
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temperaturas acima dos 200°C pois a depressdo que ocorre no termograma
representativo da estabilidade termo-oxidativa, ndo é evidente no termograma referente a

estabilidade térmica.
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Figura 9 — Comparacado da estabilidade térmica (----) com a estabilidade termo-oxidativa (—) do
DOPA.

Nas condic¢des testadas, a partir dos 175°C ja ocorre oxidagdo do DOPA.

Na figura 10 encontra-se representada a estabilidade termo-oxidativa do éster

metilico do &cido protocatecuico.
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Figura 10 — Estabilidade termo-oxidativa do PM. Varrimento desde os 25°C até aos 220°C, com

uma rampa de temperatura de 5°C/min, em atmosfera de oxigénio (50 ml/min).

Em atmosfera de oxigénio, o termograma representativo da estabilidade termo-oxidativa
do PM, apresenta um pico endotérmico, caracteristico de um fenémeno de fuséo, a
temperatura de 138°C (temperatura de pico). Nao é observado qualquer outro fenémeno

de cariz térmico na escala de temperaturas estudada.
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Através da sobreposi¢do do termograma representativo da estabilidade térmica e
0 termograma representativo da estabilidade oxidativa (figura 11), verifica-se a ocorréncia
do pico referente a fusdo do composto aos 138°C, em ambos, sendo que nao ocorre

oxidacdo do PM na gama de temperaturas estudada.
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Figura 11 — Comparac¢éo da estabilidade térmica (----) com a estabilidade termo-oxidativa (—) do
PM.

Da analise da figura 11, conclui-se que a alteragdo do gas no interior do calorimetro ndo

provoca qualquer alteragdo no pico de fuséo do material.

Na figura 12 apresenta-se o termograma do PE em atmosfera de oxigénio. O
espectro térmico apresenta um pico representativo da sua fusdo aos 135°C, como se
pode verificar na tabela 19 dos anexos. A sua altura é de cerca de 5mW/mg. Nao ocorre

qualquer outro fendmeno térmico até aos 250°C.
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Figura 12 — Estabilidade termo-oxidativa do PE. Varrimento desde os 25°C até aos 220°C, com

uma rampa de temperatura de 5°C/min, em atmosfera de oxigénio (50 ml/min).
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Da analise da figura 12, pode concluir-se que o PE € um composto estavel, em termos

térmicos, quando submetido a uma atmosfera de oxigénio e a altas temperaturas.

Através da sobreposicao dos termogramas em atmosfera de oxigénio e de azoto
(figura 13), observa-se uma sobreposicdo do pico representativo da fusdo do composto.
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Figura 13 — Comparac¢éo da estabilidade térmica (----) com a estabilidade termo-oxidativa (—) do
PE.

Pode-se concluir-se, pela comparacdo da estabilidade térmica com a estabilidade termo-
oxidativa, que ndo ocorre auto-oxidacdo do PE até a temperatura estudada (220°C). Ao
efectuar-se a analise do termograma representativo da estabilidade oxidativa do éster
propilico do acido protocatecuico (figura 14), verifica-se somente a existéncia de um pico
bem definido aos 117°C.
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Figura 14 — Estabilidade termo-oxidativa do PP. Varrimento desde os 25°C até aos 220°C, com

uma rampa de temperatura de 5°C/min, em atmosfera de oxigénio (50 ml/min).
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Pelo estudo da estabilidade termo-oxidativa do PP, para além da fusdo do composto, ndo

é detectavel qualquer outro fenébmeno térmico na gama de temperaturas estudada.

Pela sobreposi¢éo dos termogramas em atmosfera de oxigénio e em atmosfera de

azoto, comprova-se a ocorréncia de um pico alusivo a fuséo do PP.
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Figura 15 — Comparac¢éo da estabilidade térmica (----) com a estabilidade termo-oxidativa (—) do
PP.

Pela andlise da figura 15, verifica-se que o PP funde a temperatura de 117°C e desde os

25°C até aos 220°C ndo ocorre oxidacao do éster.

Efectuando uma andlise geral comparativa entre a estabilidade térmica e a
estabilidade termo-oxidativa dos cinco antioxidantes, verifica-se que, nas condicbes
testadas, até aos 220°C apenas o DOPA demonstra tendéncia para se oxidar na
presenca de atmosfera de oxigénio, essa oxidacdo surge logo acima dos 175°C mas é

especialmente notéria a partir dos 200°C.
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3.3 ANALISE DA ESTABILIDADE TERMICA DO ACIDO LINOLEICO

O é&cido linoleico tem temperatura de fusdo de -11°C e a temperatura ambiente
apresenta-se na forma de liquido transparente. Ao submetermos o acido linoleico a uma
rampa de temperatura desde os 25°C aos 400°C, a 5°C/min, em atmosfera de azoto é
possivel estudar a sua estabilidade térmica. Dois termogramas efectuados deste modo

sdo apresentados na figura 16.
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Figura 16 — Estabilidade térmica do acido linoleico (dois ensaios em diferentes tomas de amostra).
Varrimento desde os 25°C até ao 400°C com uma rampa de 5°C/min em atmosfera de azoto (20

ml/min).

Nos termogramas acima apresentados (figura 16), observa-se a existéncia de um evento
térmico com uma temperatura de pico a rondar os 280°C e que se devera a evaporacao
do composto. Esse pico € bastante largo, sendo dificil determinar correctamente a sua
temperatura de onset. No entanto é claro que a absorgdo de calor so é significativa acima
dos 200°C. Este dado permite-nos concluir que o estudo da oxidag&do do &cido linoleico a
temperaturas muito elevadas ndo sera viavel para a analise e comparacgéo da capacidade

antioxidante dos compostos em ensaio. Esta anélise acabou por ser fundamental para a
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seleccdo da temperatura maxima a que se estudard a oxidagdo do &cido linoleico

estabilizado com os antioxidantes testados neste trabalho.
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3.4 ANALISE DA ESTABILIDADE TERMO-OXIDATIVA DO ACIDO LINOLEICO

Para avaliar o efeito dos polifendis anteriormente descritos como antioxidantes
vai-se avaliar a capacidade destas espécies quimicas limitarem ou retardarem a oxidacao
do &cido linoleico. Neste estudo comecgou por se estudar a oxidacao do acido linoleico em
atmosfera de oxigénio, registando os efeitos térmicos associados a essa transformacéo.
A oxidacao € um processo exotérmico em que ocorre libertacdo de calor, 0 DSC mede as
trocas de calor que ocorrem quando se submete o acido linoleico as condicfes de ensaio
determinadas anteriormente. Verifica-se assim, que esta gordura essencial é oxidada nas
condigbes acima descritas. Ao efectuar-se o estudo da estabilidade termo-oxidativa,
apresentado na figura 17, verifica-se que ocorre uma depressao evidente, que tem o seu
inicio aos 106°C, a esse ponto denomina-se Temperatura de Inducdo de Oxidagdo e
consta da tabela 21 dos anexos. Estes termogramas apresentam uma curva com um

ponto de inflexdo aos 123°C.
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Figura 17 — Estabilidade oxidativa do é&cido linoleico (dois ensaios em diferentes tomas de
amostra). Varrimento desde os 25°C até ao 220°C com uma rampa de 5°C/min em atmosfera de

azoto (50 ml/min).

A comparacdo deste resultado com a andlise da termo-oxidacdo do &cido linoleico na
presenca das espécies antioxidantes vai permitir avaliar e confrontar a capacidade

desses compostos para evitar a oxidagao.

A figura 18 representa uma comparacdo da estabilidade térmica com a

estabilidade termo-oxidativa do acido linoleico.
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Figura 18 — Comparacao da estabilidade térmica (----) com a estabilidade oxidativa (—) do acido

linoleico.

Através da sobreposicao do gréafico representativo do estudo da estabilidade térmica com
aquele que representa a estabilidade oxidativa do acido linoleico, verifica-se que numa
atmosfera inerte ndo ocorre a depressdo a partir dos 106°C, que se verifica huma
atmosfera de oxigénio. Este facto corrobora a anterior analise em que se prevé que esta
depressao seja provocada pela oxidacdo do &cido linoleico. Esta comparacdo permite-
nos, ainda, concluir que o evento térmico da vaporizacdo do &cido linoleico ndo se vai
sobrepor ao processo de oxidagcdo, uma vez que ocorre a uma temperatura muito mais
elevada.

O facto da oxidacdo do &cido linoleico ocorrer na gama de temperaturas 25-
250°C, de uma forma bem definida e significativa, vai-nos permitir avaliar a capacidade

gque os antioxidantes terdo na limitacéo do processo de oxidacao.
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3.5 AVALIACAO DO EFEITO DO SOLVENTE NA TERMO-OXIDACAO DO
ACIDO LINOLEICO

Antes de incorporar o antioxidante no acido linoleico foram preparadas solucdes
dos antioxidantes em acetona, estas solu¢cdes eram depois adicionadas aos cerca de
4mg (aproximadamente 5ul) de acido linoleico previamente colocado em cadinho de
aluminio. Revelou-se, por isso, importante verificar a possivel influéncia da acetona na
oxidacdo do acido linoleico. Para avaliar se o solvente escolhido para solubilizar os
antioxidantes influiria na estabilidade do acido linoleico foram efectuados ensaios termo-
oxidativos sobre o &cido linoleico, com e sem acetona. Em cadinhos com acido linoleico
(cerca de 4mg) eram adicionados 10ul de acetona, sem colocar a tampa. Os cadinhos
foram deixados a temperatura ambiente durante cerca de uma hora, agitando-os
regularmente com movimentos circulares. Os termogramas comparativos da termo-

oxidacao do &cido linoleico com e sem acetona estdo evidenciados na figura 19.
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Figura 19 — Comparacao da estabilidade oxidativa do acido linoleico sem acetona (—) e com

acetona (----).

Verificou-se que o0 solvente escolhido para solubilizar os antioxidantes tinha

apenas uma muito ligeira influéncia na estabilidade oxidativa do acido linoleico. Através
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da analise do termograma da figura 19, pode-se observar que a temperatura de indugéo
da oxidacdo de ambas as preparacdes € muito préxima, logo, ndo haverd uma
consideravel interferéncia por parte do solvente acetona no comportamento oxidativo do
acido linoleico. No caso do &cido linoleico sem acetona, pode-se verificar na tabela 21
dos anexos que a TIO é de 107°C, enquanto no caso do acido linoleico com acetona

verifica-se que aos 103°C é iniciada a oxidacao.

51



Caracterizacdo de Antioxidantes com Potencial Interesse Industrial

3.6 AVALIACAO DO EFEITO DA PREPARACAO DAS AMOSTRAS NA
TERMO-OXIDACAO DO ACIDO LINOLEICO

De modo a determinar qual o método adequado para a preparacdo das amostras
e tendo em consideracdo que a acetona deveria evaporar e que o acido linoleico ndo
deveria sofrer oxidacao, efectuaram-se ensaios com diferentes tempos de espera apds a
adicdo do solvente ao &cido linoleico. Os resultados estdo evidenciados na figura 20.
Verifica-se que quanto maior o tempo de espera para evaporagado do solvente mais baixa
€ a TIO, o que significa que a termo-oxidacdo do &cido linoleico se inicia mais
rapidamente quanto maior for o tempo de espera da amostra quando deixada a

temperatura ambiente.
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Figura 20 — Estudo da oxidacdo do &cido linoleico com acetona depois de o deixar a temperatura
ambiente do laborat6rio durante 1 hora (—), 24h (----), 48h (--), e 72h (—-).

Tomando como ponto de referéncia a curva (—), que representa a estabilidade
oxidativa do &cido linoleico com acetona analisado apés uma hora, pode-se verificar que
a TIO é 105°C e o ponto de inflexdo ocorre aos 121°C. Pela andlise do termograma

representado pela curva (----) correspondente a um tempo de espera de 24h para que
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ocorra evaporacao da acetona, a TIO é de 103°C. A curva (---*) representa o que sucede
com um tempo de espera de 48h, pode-se apurar que a TIO correspondente é 99°C.
Neste caso, ja é notoria a influéncia do tempo de espera na oxidacao do &cido linoleico.
Esta analise é corroborada pela observacédo da curva (—-), correspondente a um tempo
de espera de 72h, na qual a TIO respectiva é 82°C e o ponto de inflexdo € 102°C. Nesta
situacdo, que pode ser considerada como a mais dispar em relacdo ao termograma (—),
surge um desvio da TIO de 23°C e um desvio do ponto de inflexdo de 19°C. Como
suporte a figura 20, pode-se analisar a tabela 4 onde constam as TIO e as temperaturas
dos pontos de inflexdo correspondentes (TPI) aos diferentes tempos a que a amostra
permaneceu a temperatura ambiente, préviamente a andlise da sua estabilidade termo-
oxidativa.

Tabela 4 — Avaliacé@o do efeito da preparagdo da amostra na estabilidade termo-oxidativa do acido

linoleico.
Tempo atemperatura ambiente (h) TIO (°C) TPI (°C)
1 105 121
24 103 119
48 99 116
72 82 102

A termo-oxidagdo do &cido linoleico inicia mais rapidamente quanto maior for o
tempo de espera da amostra quando deixada & temperatura ambiente. E de salientar que
a TlO do &cido linoleico sem acetona ocorre aos 107°C, assim sendo, o tempo de espera
para evaporagdo do solvente cujo efeito serd menos notorio é para 1h. Tendo em
consideracdo esta observacao, todos os ensaios seguintes foram efectuados uma hora a
seguir a adicdo do solvente.
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3.7 ANALISE DO EFEITO DOS ANTIOXIDANTES NA ESTABILIDADE TERMO-
OXIDATIVA DO ACIDO LINOLEICO

De forma a verificar qual o efeito que cada antioxidante teria na estabilizacéo
oxidativa do &cido linoleico, foram efectuados ensaios termo-oxidativos em que, a cerca
de 4mg de acido linoleico eram adicionados 10ul da solugcdo de antioxidante, como
descrito em 2.3.3. Deste modo, comparando o termograma representativo da termo-
oxidagao do acido linoleico sem qualquer aditivo com o do acido linoleico aditivado com o
antioxidante respectivo (PA, neste caso, figura 21), pode-se identificar o aumento da TIO
e consequentemente estimar qual o efeito que o antioxidante teve na estabilidade termo-

oxidativa.

->Endo
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Figura 21 — Oxidacdo do &cido linoleico sem a presenca de antioxidante (—) e estabilizado com
PA (----).

E possivel verificar que existe uma diferenca consideravel entre a TIO do acido linoleico
sem aditivo e com a adicdo do antioxidante PA. Pela andlise da tabela 21 dos anexos

verificamos que a TIO do acido linoleico ocorre aos 106°C, enquanto com a adi¢do de
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PA, a TIO € desviada para 166°C. Logo, ha um deslocamento de 60°C na TIO, pois
ocorre uma estabilizacéo do acido linoleico ao adicionar o antioxidante PA.

Observa-se 0 mesmo processo no caso do DOPA. Tomando, novamente, como
referéncia o termograma representativo da termo-oxida¢do do &cido linoleico, sobrepde-
se o termograma descritivo da termo-oxidacéo do &cido linoleico estabilizado com DOPA.
O resultado é apresentado na figura 22.
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Figura 22 — Oxidacdo do &cido linoleico sem a presenca de antioxidante (—) e estabilizado com
DOPA (----).

E evidente uma clara melhoria da estabilizacdo termo-oxidativa do &cido linoleico quando
lhe é adicionado o antioxidante DOPA. Através da consulta da tabela 21 dos anexos
verifica-se que a TIO no caso do &cido linoleico é 106°C, enquanto no termograma do
acido linoleico com DOPA a TIO correspondente € 191°C. Logo, existe uma diferenca de
85°C que significa a ocorréncia de estabilizacdo do acido linoleico quando lhe é
adicionado o antioxidante DOPA. Assim, intercalagdo do grupo CH, entre o anel e o

grupo acido favoreceu e aumentou da capacidade antioxidativa.

No caso dos ésteres do acido protocatecuico, a analise efectuada foi semelhante

a anteriormente descrita para o PA e DOPA. O resultado do estudo comparativo da
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estabilizacdo termo-oxidativa do acido linoleico sem aditivo ou com a adicdo de PM é

evidenciada na figura 23.
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Figura 23 — Oxidacgdo do acido linoleico sem a presenca de antioxidante (—) e estabilizado com
PM (----).

Numa primeira analise do termograma é possivel verificar que a libertacdo de calor
resultante da oxidacdo do acido linoleico difere da que ocorre no caso do &cido linoleico
com adicdo do éster metilico do acido protocatecuico (PM). Na oxidacdo do acido
linoleico estabilizado o inicio de oxidacdo ocorre aos 124°C. Verifica-se que a partir dos
154°C aumenta o declive (em valor absoluto) do termograma, indicando um aumento de
velocidade de libertacdo de calor a partir dessa temperatura, que designaremos por TIO*.
Como era esperado, a presencga de antioxidante aumenta a temperatura de indugéo de
oxidagdo, mas neste caso observa-se que na fase inicial de oxidacéo o antioxidante tem
capacidade para travar o processo de oxidagdo. A partir de uma temperatura mais
elevada (neste caso 154°C) o processo de oxidacdo sobre uma aceleracdo. Este
fendmeno é evidenciado em todos os termogramas referentes ao estudo do efeito destes

ésteres do acido protocatecuico na estabilidade termo-oxidativa do acido linoleico.
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Igualmente, no caso do PE, efectuou-se uma comparacao entre o termograma do
acido linoleico sem aditivo com o do &cido linoleico com o éster etilico do acido
protocatecuico. O resultado desse comparativo surge na figura 24.
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Figura 24 — Oxidacdo do acido linoleico sem a presenc¢a de antioxidante (—) e estabilizado com
PE (----).

Através da interpretacao do termograma, é possivel conferir que a TIO do &cido linoleico
com PE é superior a que ocorre com o acido linoleico sozinho. Com a ajuda da tabela 21
dos anexos identifica-se que a TIO do &cido linoleico com PE acontece aos 109°C,
enquanto no &cido linoleico a TIO ocorre aos 106°C. E de salientar que, tal como no
termograma representativo da estabilidade termo-oxidativa do PM, existe uma segunda
aceleracdo do processo de oxidagdo aos 145°C (T1O*).

O estudo comparativo entre a estabilidade termo-oxidativa do acido linoleico sem

aditivo e com a adi¢éo de PP, € evidenciado na figura 25.
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Figura 25 — Oxidacdo do &cido linoleico sem a presenca de antioxidante (—) e estabilizado com
PP (----).

Tal como no termograma representativo da estabilidade termo-oxidativa do PM e PE,
apos a fase de indugdo surge uma primeira rampa, que se inicia aos 91°C (TIO). A partir
dos 167°C (TIO*) observa-se, claramente, o aumento da velocidade de libertacdo de

calor resultante de um aumento da velocidade de oxidacao.

De forma a obter uma visdo global do efeito dos cinco antioxidantes, na
estabilizagdo do &cido linoleico, foram transpostos 0s respectivos termogramas para um
mesmo gréfico (figura 26), no qual se evidenciam as diferencas na termo-oxidagdo do

acido linoleico simples ou aditivado com as diferentes espécies estudadas.
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Figura 26 — Termogramas da oxida¢cdo do acido linoleico na presenca de antioxidantes. De baixo

para cima: sem antioxidante, com PA, com DOPA, com PM, com PE e com PP.
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Verifica-se, em todos os termogramas representativos da estabilidade termo-oxidativa do
acido linoleico com antioxidante, uma melhoria em relagdo ao acido linoleico. E também
notorio que o antioxidante que adicionado ao &cido linoleico mais eleva a TIO € o DOPA
(191°C), aquele em que a sua adigdo ao acido linoleico tem menos efeito na estabiliza¢éo
termo-oxidativa € o PP, cuja TIO da mistura € 91°C. E possivel visualizar as TIO
referentes a cada termograma, bem como as TIO* da segunda rampa dos ésteres do

acido protocatecuico através da consulta da tabela 5.

Tabela 5 — Avaliagao do efeito dos antioxidantes na estabilidade termo-oxidativa do acido linoleico.

Sem* PA DOPA PM PE PP
TIO (°C) 106 166 191 125 109 91
TIO*(°C) - - - 154 145 167

Nota: * Acido linoleico sem antioxidante.

Existem diferencas evidentes entre os termogramas dos antioxidantes PA e DOPA
e os dos ésteres do acido protocatecuico. No caso do PA e DOPA, a rampa que ocorre
no termograma e que corresponde a TIO é bem definida. No caso dos ésteres, existe
uma primeira rampa representativa do inicio da oxidac¢do, correspondente a TIO e
posteriormente ocorre uma segunda depressdo, representativa de um aumento da
velocidade de oxidacdo, a qual foram medidas as respectivas TIO*. Comparando o0s
termogramas dos &cidos protocatecuico e homoprotocatecuico, verifica-se que a
introducé@o do grupo CH, entre o anel benzénico e o grupo acido, fez aumentar a TIO.

Quanto aos ésteres do acido protocatecuico, verifica-se que quanto maior o
numero de atomos de carbono no radical do grupo éster, menor é a TIO que corresponde

a temperatura a qual se inicia a oxidagao.

No entanto, quando se considera o parametro TIO*, observa-se que a oxidacéo
(depois arrancar) € mais lenta na presenca do éster com o maior nimero de carbonos
(PP). A TIO* do &cido linoleico na presenca de PE é a menor de todas, mas este
resultado é atribuido ao facto de se ter utilizado uma menor concentragao de antioxidante

utilizado aquando do ensaio do acido linoleico estabilizado com o éster etilico.

Como em principio estamos interessados que o &acido linoleico ndo sofra
alteracBes as conclusdes obtidas a partir do TIO deverdo ser mais relevantes do que as

obtidas para a analise do TIO*.
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3.7.1 ANALISE DO EFEITO DOS ANTIOXIDANTES NA ESTABILIDADE
OXIDATIVA DO ACIDO LINOLEICO —- TERMOGRAMAS DIFERENCIAIS

Em algumas analises, em particular quando ndo ocorre uma oxidacdo muito
rapida apds o periodo de inducdo, torna-se mais complexa a determinacdo da TIO
através dos termogramas anteriormente apresentados. Numa tentativa de encontrar um
outro parametro mais robusto para analisar a capacidade antioxidativa das substancias
testadas efectuou-se a derivada dos resultados analiticos obtidos. Esta transformacédo
matematica vai originar um traco que apresenta um pico bem evidente que corresponde
ao ponto de inflexdo do termograma original. A titulo de exemplo apresenta-se na figura
27 o termograma directo e o termograma diferencial correspondentes ao estudo da
estabilidade oxidativa do &cido linoleico na presenca do PM.
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Figura 27 — Estudo comparativo da estabilidade oxidativa do PM: termograma (—), termograma

diferencial (---).

Pela andlise do termograma normal observa-se a ocorréncia de um fendmeno exotérmico

gue apresenta dois andamentos distintos, apos uma primeira libertagdo de calor ocorre
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uma segunda ainda mais rapida. Através do termograma diferencial € possivel determinar
a temperatura de pico da derivada (TPD) correspondente, que neste caso é 166°C.
Fazemos referéncia unicamente ao pico, no termograma diferencial, de maiores
dimensfes. Neste caso em particular é notdrio o surgimento de um primeiro pico, mais
pequeno, que corresponde ao ponto de inflexdo da primeira descida do termograma
normal. Aparentemente depois do inicio da oxidacdo o antioxidante tem, ainda,
capacidade para limitar o processo de oxidacdo. Com o crescente aumento da
temperatura, a velocidade de oxidacdo volta a crescer até atingir um segundo ponto de

inflexdo a temperatura anteriormente indicada (166°C).

Em comparacdo com a determinagdo da TIO pelo método classico, a
determinagdo da temperatura de pico dos termogramas diferenciais (DDSC vs
temperatura) é mais facil. Iremos avaliar a possibilidade de utilizar este novo parametro

para avaliar a capacidade antioxidativa dos compostos estudados.

Seguidamente apresentam-se os termogramas diferenciais estabilidade oxidativa
do &cido linoleico sem qualquer aditivo e com a adicdo dos acidos: PA e DOPA (figura
28). Verifica-se que o DOPA é o &cido com maior capacidade de retardar a oxidagéo do
acido linoleico pois a temperatura de pico da derivada correspondente a este anti-
oxidante é 203°C, enquanto no caso do PA, a respectiva TPD é 179°C. No entanto,
verificam-se melhorias significativas em relagéo ao acido linoleico sem anti-oxidante, cuja
TPD correspondente é 112°C. Na figura 29, representa-se 0 estudo comparativo dos
termogramas diferenciais da oxidacdo do acido linoleico na presenca dos ésteres do
acido protocatecuico. Como referéncia volta-se a incluir o termograma diferencial da

oxidacg&o do &cido linoleico ndo estabilizado.
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Figura 28 — Termogramas diferenciais representativos da estabilidade oxidativa do acido linoleico

(—), acido linoleico com PA (....), &cido linoleico com DOPA (----).

]
L 0,2 mW/mg/min 1 ,

0 50 100 150 200 250

Derivada do Fluxo de Calor (mW/mg/min)->Endo

Temperatura (°C)

Figura 29 — Termogramas diferenciais representativos da estabilidade oxidativa do acido linoleico

(—), &cido linoleico com PM (—-), &cido linoleico com PE (...),acido linoleico com PP(---).

No estudo do efeito dos ésteres na estabilidade oxidativa do acido linoleico existem duas

rampas nos trés termogramas (figura 26). Através do termograma diferencial (figura 29),
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pode-se efectuar uma andlise mais conclusiva, sabendo que o0 pico da derivada
corresponde a velocidade maxima de oxidacao. Verifica-se que o PP é o éster com maior
poder estabilizador do &cido linoleico, cuja TPD da mistura € 186°C. Segue-se 0 PM cuja
temperatura de pico da derivada correspondente € 166°C, e por ultimo o PE com uma
TPD de 153°C. Relembramos que o &cido linoleico sem aditivo tem uma TPD de 112°C,

logo, todos os ésteres promovem a estabilizacdo do 4cido linoleico.

Um resumo dos resultados obtidos encontra-se na tabela 6, onde se indicam os
valores da TPD do &cido linoleico estabilizados com os varios compostos estudados
neste trabalho.

Tabela 6 — Andlise do efeito dos antioxidantes na estabilidade termo-oxidativa do acido linoleico,

TPD’s para os diferentes antioxidantes adicionados ao acido linoleico.

Sem* PA DOPA PM PE PP

TPD (°C) 112 179 203 166 153 186

Nota: * Acido linoleico sem antioxidante.

Verifica-se que o DOPA é o antioxidante com maior capacidade de estabilizagdo anti-
oxidativa do acido linoleico, seguido por ordem decrescente dos seguintes antioxidantes:
PP, PA, PM, PE.
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3.7.2 COMPARACAO ENTRE OS TERMOGRAMAS E OS TERMOGRAMAS
DIFERENCIAIS

Foi efectuado um estudo comparativo entre 0s termogramas representativos da
estabilidade térmica do acido linoleico com os termogramas diferenciais, de forma a
analisar as semelhancas e diferencas entre ambos, e consequentemente entender o
efeito que cada antioxidante tera na estabilizacdo termo-oxidativa do acido linoleico. Os
resultados obtidos encontram-se indicados na tabela seguinte, que aglutina os resultados

apresentados nas duas tabelas anteriores.

Tabela 7a — Andlise comparativa entre a TIO, TIO* e TPD do acido linoleico.

Sem* PA DOPA PM PE PP
TIO (°C) 106 166 191 125 109 91
TIO*(°C) - - - 154 145 167
TPD (°C) 112 179 203 166 153 186

Nota: * Acido linoleico sem antioxidante.

Para a generalidade dos compostos existe uma relagéo entre os valores obtidos
para as TIO e as TPD. Para os compostos acidos, e como seria de esperar observa-se
um acréscimo da TPD em relagdo a TIO, de 13 e 12°C (para o PA e para o DOPA,

respectivamente).

No caso dos ésteres do acido protocatecuico, a determinacdo das temperaturas
de inducdo da oxidagédo (TIO e TIO*) séo dificultadas pelo facto dos termogramas nédo
possuirem depressfes (oxidagbes) tdo marcantes, o que pode levar a que as tangentes
tracadas ndo estejam localizadas no ponto exacto, ocorrendo em desvios da
determinagéo dos parametros experimentais. Tendo em conta que a TPD corresponde a
localizagdo do segundo ponto de inflexdo faz mais sentido que exista uma correlagéo

deste parametro com o TIO*.

A partir dos resultados obtidos, tracou-se um grafico comparativo, onde se

relacionam os varios valores obtidos (figura 30).
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Figura 30 — Gréafico comparativo das diferentes TIO (quadrados), TIO* (circulos) e TPD

(triangulos).

Torna-se bastante claro que had uma relacdo existente entre a TIO e a TPD

referente aos antioxidantes acidos estudados: PA e DOPA.

No caso dos ésteres, é a TIO* que esta correlacionada com a TPD. Pelo contrario,

a TIO dos ésteres ndo tem o mesmo tipo de variagdo associada a TPD.

A determinacdo da temperatura do pico do termograma diferencial revela-se,
assim, um parametro com potencial para ser tido em conta na comparacdo do poder
antioxidante dos compostos fendlicos. Mas a sua aplicacdo pode ser influenciada pela
forma do termograma, em particular que ap0s o periodo de indugéo a oxidacdo nao se

desencadeia de um modo mais lento.
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3.8 ANALISE DO EFEITO DA CONCENTRAGAO DOS ANTIOXIDANTES NA ESTABILIDADE
OXIDATIVA DO ACIDO LINOLEICO

Foi estudada a estabilidade termo-oxidativa do &cido linoleico com diferentes
concentracbes de PA e DOPA (expressas em mol de antioxidante por litro de &acido
linoleico) de forma a verificar qual o efeito desta variavel na estabilizacdo oxidativa do
acido linoleico. O termograma representativo da consequéncia do que ocorre no caso do

PA é apresentado na figura 31.
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Figura 31 — Estabilidade térmica do acido linoleico estabilizado com diferentes concentracdes de
PA: 1,4 x107 (—); 2,7 x10” (---) e 5,4 x10” (-*) (mol/L).

E notéria uma queda abrupta na linha do termograma representativo da
concentracdo mais baixa (1,4 x10” mol/L). Para as concentraces mais elevadas, 2,7 e
5,4x107 mol/L, existe uma rampa inicial em que se inicia a oxidagdo e uma segunda
rampa correspondente a um aumento da velocidade de oxidacdo. Verifica-se a existéncia

de uma relacao proporcional entre 0 aumento da concentracédo e o aumento da TIO. Com
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0 aumento da concentracdo, o ponto de inflexdo do termograma correspondente desloca-

se para a direita, ou seja, para a zona de maiores temperaturas.

O mesmo estudo foi aplicado a amostras de acido linoleico estabilizado com
DOPA e os resultados obtidos sao apresentados na figura 32.
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Figura 32 — Estabilidade térmica do acido linoleico estabilizado com diferentes concentracdes de
DOPA: 1,4 x107 (—); 2,7 x107 (----) € 5,4 10" () (mol/L).

Em primeiro lugar é de realcar o aparecimento de um ligeiro pico, mais notério na
concentracdo mais elevada, antes dos 50°C, este fenomeno é devido a evaporacdo do
solvente remanescente no cadinho. Analogamente ao que ocorre no PA, para a
concentracdo mais baixa (1,4 x107 mol/L) ocorre uma queda abrupta apés o inicio da
oxidacdo, enquanto para as concentracdes 2,7 e 5,4x10” mol/L é notdria a existéncia de
duas rampas distintas. E de salientar que também no caso do DOPA o ponto de inflex&o
desloca-se para a direita com o aumento da concentracdo do antioxidante, o que
comprova que um aumento de concentracdo induz num aumento da estabilizacdo termo-

oxidativa do &cido linoleico, como se pode verificar sucintamente na tabela 7b.
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Tabela 7b — Analise comparativa entre a TIO do PA e DOPA para diferentes concentragées.

7 PA DOPA
Cx10" (mol/L) TIO (°C) TIO (°C)
1,4 151,4 176,1
2,7 166,3 1911
54 171,8 197,5
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3.8.1 ANALISE DO EFEITO DA CONCENTRAGAO DOS ANTIOXIDANTES NA
ESTABILIDADE OXIDATIVA DO ACIDO LINOLEICO — TERMOGRAMAS DIFERENCIAIS

Verificou-se anteriormente que um aumento de concentragdo se traduz num
aumento da TIO, mas existe também alteracdo na configuracdo dos termogramas, que
para baixas concentracdes demonstram um comportamento distinto do que acontece
para concentracdes mais elevadas em que é evidente a existéncia de duas velocidades
de oxidacao distintas. Devido & dificuldade que esse facto coloca na leitura correcta das
TIO dos termogramas foi efectuado o estudo das derivadas dos termogramas
diferenciais. A figura 33 mostra os termogramas diferenciais obtidos aquando do estudo

do efeito da concentragdo do PA na estabilidade termo-oxidativa do &cido linoleico.

->Endo

Derivada Fluxo de Calor (W/g/2C)

0 50 100 150 200 250

Temperatura (°C)

Figura 33 — Derivadas dos termogramas representativos da estabilidade térmica do acido linoleico
com diferentes concentracdes de PA: 1,4 x10” (—); 2,7 x107 (----) € 5,4 x10”" (--+-) (mol/L).

Seguidamente, estudaram-se as derivadas correspondentes aos termogramas
representativos do efeito da concentracdo do DOPA na estabilidade termo-oxidativa do

acido linoleico (figura 34).
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->Endo
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Figura 34 — Derivadas dos termogramas representativos da estabilidade térmica do acido linoleico
com diferentes concentracdes de DOPA: 1,4 x10” (—); 2,7 x10” (----) € 5,4 10 () (mol/L).

Nota-se, em ambos o0s termogramas, a influéncia da concentracdo dos
antioxidantes na estabilidade termo-oxidativa do &cido linoleico. Com o aumento da
concentrac@o existe um deslocamento para a direita dos picos dos termogramas, o que
significa que a TPD sera tanto maior quanto maior for a concentragdo do antioxidante.
Em termos térmicos, sabe-se que a TPD corresponde a temperatura onde ocorre a mais
rapida libertacdo de calor. Com a ajuda da tabela 7c pode-se compara as TPD obtidas

nos termogramas das figuras 33 e 34 com as TIO anteriormente estudadas.

Tabela 7c — Andlise comparativa da TIO e TPD para o PA e DOPA para diferentes concentracoes.

PA DOPA
7
Cx10" (mollL) TIO (°C) TPD (°C) TIO (°C) TPD (°C)
14 1514 1605 176,1 1883
2.7 166.3 179.3 1011 2035
5.4 1718 185.8 1975 *

*O gréafico ndo permite leitura.
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4. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Quanto ao método analitico de avaliacdo da capacidade antioxidativa utilizando
um calorimetro diferencial de varrimento, usado neste trabalho podemos concluir que se
conseguiu desenvolver uma metodologia analitica eficaz e muito répida. A utilizagdo de
pequenas quantidades de &cido linoleico em cada ensaio foi um aspecto muito
importante, porque nos permite reduzir os custos de andlise. O método de preparagéo
das amostras de acido linoleico estabilizado com antioxidante revelou-se, também, muito
eficaz quer em termos de utilizacdo de reagentes quer em termos de tempo e material
utilizados para a preparagdo das amostras a analisar. As experiéncias laboratoriais
realizadas revelaram ainda, que se a preparacdo da amostra ocorresse a temperatura
ambiente do laboratério, durante um periodo longo, existia uma clara possibilidade do
acido linoleico se degradar. Este fenémeno podera introduzir desvios significativos nos
resultados analiticos obtidos. Por isso mesmo, a técnica analitica exige um controlo
rigoroso da manutencdo das propriedades do acido linoleico, sendo fundamental o seu
armazenamento a uma temperatura suficientemente baixa para que a respectiva
oxidagdo sdo seja significativa. Esta instabilidade vai ser um factor que vai limitar a
comparacao de resultados obtidos em condi¢cdes semelhantes no mesmo laboratorio ou
em laboratdrios distintos. Para a comparacao da ac¢éo dos diferentes antioxidantes sera
fundamental garantir que controlamos rigorosamente os parametros que condicionam 0s

resultados obtidos.

A andlise da capacidade antioxidativa das diferentes substancias testadas
permitiu obter varias conclusdes. A comparacao dos resultados obtidos da oxidacdo do
acido linoleico estabilizado com PA e com DOPA mostrou que, em situa¢des analogas, a
introducdo de um grupo CH, entre o anel aromatico e o grupo acido aumenta a eficacia
do poder antioxidante da espécie quimica. Este resultado pode ser justificado pela,
esperada maior estabilidade do radical formado a partir do DOPA em relagédo ao do PA.

No que diz respeito aos resultados observados para a estabilizacdo do &cido
linoleico pelos ésteres derivados do PA observaram-se dois resultados aparentemente
contraditorios. Os valores obtidos para a temperatura de inducdo da oxidacao, pelo
método classico, levam-nos a concluir que os ésteres com o radical menor sdo mais
eficazes na estabilizacdo do &cido linoleico. Em oposi¢do, a temperatura de pico dos

termogramas diferenciais parece indicar que o aumento do numero de atomos de
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carbono do radical do grupo éster tem um efeito positivo na capacidade antioxidativa da

espécie quimica.

Os resultados dos testes de estabilizacdo oxidativa do acido linoleico com esteres,
mostrou ainda que, apesar de ocorrer relativamente cedo a oxidacao do &cido linoleico,
estes compostos tém capacidade para desacelerar a oxidagdo do acido linoleico quando
ela j& se encontra apos o periodo de inducédo da oxidagdo. Neste caso observa-se que 0
éster com o maior radical tem mais capacidade para evitar o aumento da velocidade de

oxidagéo.

A comparacado dos poder de estabilizacdo dos compostos acidos com os ésteres
revelou que os acidos sdo mais eficazes. Este resultado foi surpreendente porque se
esperava que os ésteres, por serem mais lipofilicos, fossem mais eficazes que os

compostos acidos.

Como seria de esperar, a concentracdo do antioxidante desempenha um papel
relevante na estabilidade do &cido linoleico. Os resultados da estabilizacdo do &cido
linoleico com diferentes quantidades de PA e DOPA assim o evidenciaram. O aumento
para o dobro da concentracdo do antioxidante aumentou em 21°C a temperatura de
inducéo da oxidagao.

A utilizagédo de termogramas diferenciais para analisar a capacidade antioxidativa
mostrou-se muito prometedora. Estes termogramas mostram picos bem evidentes
correspondentes aos pontos de inflexdo do termograma original. A avaliacdo da
temperatura de pico é mais facil de executar do que a determinacdo da temperatura de
indugdo da oxidacdo pelo método classico. Falta no entanto esclarecer com mais
profundidade se este parametro (pico da derivada) € uma boa medida do poder oxidante

das vérias espécies quimicas.

No que respeita as possibilidades existentes para trabalhos futuros, o estudo do
efeito da concentracdo dos ésteres do acido protocatecuico na estabilizacdo do acido
linoleico seria de enorme importancia. Para além da Obvia avaliagdo do efeito da
concentracdo dos antioxidantes na estabilidade do &cido linoleico, este estudo permitiria
ainda estabelecer a influéncia da concentracdo do antioxidante na forma dos
termogramas e a relacéo entre a temperatura de inducéo da oxidacao obtida pelo método

classico e o valor do pico do termograma diferencial.

O estudo de outros antioxidantes como por exemplo os acidos hidrocianimicos,

como o cafeico e ferrulico, permitird avaliar a influéncia da modificagdo das moléculas na
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accdo como antioxidantes e o cruzamento com os resultados obtidos por outras técnicas
analiticas permitird validar os resultados obtidos pela técnica analitica utilizada neste
estudo.
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Tabela 8 — Calibragcéo do calorimetro diferencial de varrimento.

o Média

ELEMENTO FICHEIRO TEMPERATURA (°C) nVvS/mg oC uVS/img
Cal_In01 156,59 68,318

In Cal_In02 156,44 68,339 156,48 68,76
Cal In03 156,41 69,620
Cal_Bi01 270,25 130,74

Bi Cal_Bi02 270,02 131,86 270,25 130,74
Cal Bi03 270,03 132,16
Cal_Sn01 231,14 156,03

Sn Cal_Sn02 230,94 155,96 231,14 156,03
Cal _Sn03 230,99 155,93
Cal_zn01 416,44 237,10

Zn Cal_zZn02 416,27 243,99 416,32 242,48
Cal Zn03 416,26 246,35
Cal_Ko01 129,83 143,47

KNO;3 Cal_K02 130,87 141,16 130,20 142,71
Cal K03 129,89 143,50

Tabela 9 — Estudo da estabilidade térmica e oxidativa dos antioxidantes e do acido linoleico.

ANTIOXIDANTE  ATMOSFERA FICHEIRO m amostra m cadinho
(mg) (mg)
al 01 223 39,52
oA AZOTO al 02 2.44 38,89
. al 11 2.39 39,32
OXIGENIO al 12 3,30 39,30
a2 01 523 39,60
DOPA AZOTO a2 02 4,57 39,58
OXIGENIO a2 11 4,60 39,10
a2 12 3,73 39,78
e AZOTO pe 01 3,54 39.42
OXIGENIO pe 11 3,55 39.73
.y AZOTO pm_01 3,10 39,39
OXIGENIO pm_11 4,34 39,66
op AZOTO pp_O1r 3,27 39,67
OXIGENIO pp_11 3,08 40,12
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Tabela 10 — Estudo da estabilidade térmica e oxidativa do acido linoleico.

ATMOSFERA FICHEIRO m amostra m cadinho
(mg) (mg)
a3 01 3,06 39,58
AZOTO a3 02 3,45 39,27
a3 11 3,30 39,66
) a3 12 3,25 39,10
OXIGENIO (ap6s 24h) in02 414 39,88
(ap6s 48h) lin03 3,53 39,34

Tabela 11 — Estudo da estabilidade oxidativa do &cido linoleico (5uL) com acetona (10ulL) a

temperatura ambiente — diferentes tempos de espera para evaporacao do solvente.

Tempo FICHEIRO m amostra m cadinho
(horas) (mg) (mg)
24h linac02 2,69 39,59
48h linac03 2,87 39,15
a4 01 6,84 39,63
79h a4_02 5,34 40,08
a5 01 4,81 39,53
a5 _02 4,93 39,50

Tabela 12 — Estudo do efeito dos antioxidantes (10uL de solucdo do antioxidante em acetona) na

estabilidade oxidativa do acido linoleico (5uL).

Antioxidante FICHEIRO m amostra m cadinho
(mg) (mg)
oA a4_03 4,27 39,53
a4 04 4,77 39,90
a5 03 4,61 39,58
DOPA a5 04 4,29 39,22
PE a6-PE 4,71 39,60
PM a6-PM 4,08 39,11
PP a6-PP 3,04 39,21

Tabela 13 — Estudo do efeito da concentracdo do antioxidante PA na estabilidade oxidativa do

acido linoleico.

V solugao FICHEIRO m amostra m cadinho
(uL) (mg) (mg)
5ul pa5 3,37 39,31
1ol pan 2,84 39,36
20pl pa20 2,57 39,73
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Tabela 14 — Estudo do efeito da concentracao do antioxidante DOPA na estabilidade térmica e

oxidativa do acido linoleico.

V solucéo m amostra m cadinho
(uL) FICHEIRO (mg) (ma)
5ul dopa5 3,44 39,64
1oul dopan 2,66 39,59
20ul dopa20 3,56 39,15
Tabela 15 — Andlise grafica do estudo da estabilidade térmica do acido linoleico.
Acido Linoleico com AZOTO
a3 01 a3 02 MEDIA
288,13 291,64 289,89 Peak (°C)
242,39 261,30 251,85 Onset (°C)
301,84 309,83 305,34 Endpt (°C)
402,76 403,59 403,18 Area (J/g)
47,54 53,52 50,53 Wwidth (50%)
0,6163 0,5418 0,5791 Height (mVimg)

Tabela 16 — Andlise gréfica do estudo da estabilidade térmica e oxidativa do PA

PA com AZOTO

al 01 al 02 MEDIA
87,03 204,24 245,83 | 83,34 204,19 244,01 | 85,19 204,20 244,92 | Peak(’C)
63,75 201,49 213,00 | 60,73 201,60 211,38 | 62,24 201,55 212,19 | Onset(C)
93,33 205,27 271,91 | 90,19 205,11 271,07 | 91,76 205,19 271,49 | Endpt(°C)
374,03 209,59 368,12 | 350,21 210,73 341,48 | 362,12 210,16 354,8 | Area(J/g)
17,07 2,05 36,76 | 18,04 1,92 36,95 | 1800 1,99 36,86 | Width(50%)
1571 7,242 08226 | 1,422 7,271 0,7793 | 1,497 7,260 0,800 | Height (mV/mg)
PA com OXIGENIO
al 11 al 12 MEDIA
83,51 203,61 86,75 204,27 85,04 203,94 Peak (°C)
61,84 201,27 63,48 201,37 62,66 201,32 Onset (°C)
91,28 204,54 93,21 205,28 92,15 204,91 Endpt (°C)
360,37 221,86 374,71 224,06 367,54 222,96 Area (3/9)
18,83 1,87 18,57 2,13 18,7 2,00 Width (50%)
1,439 7,375 1,551 6,816 1,495 7,096 Height (mV/mg)
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Tabela 17 — Andlise grafica do estudo da estabilidade térmica e oxidativa do DOPA.

DOPA com AZOTO

a2 01 a2_02 MEDIA
128,36 275,43 129,29 270,07 128,83 272,75 Peak (°C)
124,19 238,96 125,70 234,20 124,95 236,58 Onset (°C)
130,20 332,70 130,28 270,98 130,24 301,84 Endpt (*C)
212,95 346,49 188,20 313,61 200,58 330,05 Area (J/g)
4,12 70,95 2,48 68,93 3,30 69,94 Width (50%)
2,582 0,425 1,432 0,4032 2,007 0,4141 Height (mV/mg)
DOPA com OXIGENIO
a2 11 a2_12 MEDIA
128,24 128,20 128,22 Peak (°C)
124,48 124,34 124,41 Onset (°C)
131,51 131,51 131,51 Endpt (°C)
211,00 225,97 218,49 Area (J/g)
3,93 3,72 3,83 Width (50%)
2,637 3,465 3,051 Height (mV/mg)

Tabela 18 — Andlise gréfica do estudo da estabilidade térmica e oxidativa do PM

PM com AZOTO PM com OXIGENIO
pm_01 pm 11
137,72 138,01 Peak (°C)
135,03 134,92 Onset (°C)
138,81 139,21 Endpt (°C)
232,56 226,31 Area (J/g)

2,10 2,37 Width (50%)

8,602 7,545 Height (mV/mg)

Tabela 19 — Andlise gréfica do estudo da estabilidade térmica e oxidativa do PE

PE com AZOTO PE com OXIGENIO
pe 01 pe 11
135,07 272,05 135,52 Peak (°C)
132,60 238,92 132,28 Onset (°C)
136,62 300,53 137,12 Endpt (*C)
232,27 517,67 234,20 Area (J/g)
2,24 44,26 3,16 Width (50%)

6,479 0,8712 5,003 Height(mV/mg)
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Tabela 20 — Andlise grafica do estudo da estabilidade térmica e oxidativa do PP.

PP com AZOTO PP com OXIGENIO
pp_01r pp_11

117,35 274,74 117,03 Peak (°C)
114,75 250,20 114,64 Onset (°C)
118,57 292,24 118,38 Endpt (°C)
189,40 497,25 190,15 Area (J/g)

2,34 42,79 2,18 Width (50%)

6,48 0,8952 7,125 Height(mV/mg)

Tabela 21 — Andlise grafica da Temperatura de Inducéo de Oxidacdo e Ponto de Inflexdo para os
Diferentes Compostos .

SUBSTANCIA | ATMOSFERA FICHEIRO (T'CC; Pomc’(o'g'exao
ic. OXIGENIO a3 11 107,54 124,09
LINOLEICO a3 12 104,82 122,53
MEDIA 106,18 123,31
a4 01 82,06 102,04
Ac ad_02 82,60 102,04
: ) a5 01 84,61 112,00
LINOI;EICO OXIGENIO e 02 8332 10960
linaco2 103,16 119,45

ACETONA ' :

CETO linaco3 08,75 116,04
MEDIA 89,08 110,20
) a4 _03 157,21 168,90
AC. OXIGENIO ad 04 130,12 145,06
LINOLEICO MEDIA 143,66 156,98
+ pab 151,44 160,73
PA OXIGENIO pan 166,29 181,64
pa20 171,79 187,66
) a5 03 167,59 189,89
AC. OXIGENIO a5 04 114,42 129,62
LINOLEICO MEDIA 141,01 159,76
+ dopab 176,14 188,42
DOPA OXIGENIO dopan 191,06 205,27
dopa20 197,48 216.63
AC;LLF',NMOL' OXIGENIO a6_pm 124,46 132,42
AC;L'F,NEOL' OXIGENIO a6_pe 109,06 155,15
AC;LI'DNPOL' OXIGENIO a6_pp 91,22 110,54
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CALCULO DA CONCENTRAGAO DE ANTIOXIDANTES NO ACIDO LINOLEICO ANALISADO

C: Concentracdo do antioxidante no acido linoleico expressa em mol/L.

M;: Massa de antioxidante usado na preparacédo da solu¢cdo em acetona (g).
V;: Volume de acetona (1000 pL).

V,: Volume da toma adicionda ao acido linoleico (uL).

M,: Massa de acido linoleico colocado no cadinho (0,0049).

MM: Massa molecular do antioxidante (g/mol).

D: Massa volumica do acido linoleico (902g/L).

M, V, D
= X —X
MMV, M,

Tabela 22 — Concentragfes dos diferentes antioxidantes nas amostras de 4cido linoleico
analisadas.

Antioxidante MM M, V, Cx107 (moliL)

5 1,4

PA 154,1 0,01867 10 2,7

20 5,4

5 1,4

DOPA 168,2 0,02043 10 2,7

20 5,4

PM 148,0 0,01713 10 2,6

PE 162,0 0,01313 10 1,8

PP 176,0 0,02058 10 2,7




