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RESUMO

O presente trabalho esta basicamente virado a criagio de um método simples de pesquisa de

compostos com propriedades antioxidantes de origem vegetal.

Tem uma parte inicial de estudo bibliogrifico que contempla um levantamento das caracteristicas
dos compostos antioxidantes, seu mecanismo de acgdo, classes de compostos com este tipo de
propriedades e principais fontes naturais, assim como a sua localizagdo geografica em

Mogambique.

Durante ¢ estudo, di-se atengdo aos métodos existentes de pesquisa-los, as dificuldades e

desvantagens na aplicagdo de cada método e ao tipo de equipamento envolvido nas experiéncias.
A secgio experimental esta dividida em duas partes:

A primeira inclui a extracgio usando os solventes adequados de acordo com a classe de
compostos a extrair, realizagdo de cromatografia de camada fina ¢ de coluna de média pressio
(MPLC) para acompanhar o processo de trabalho e realizagio de testes qualitativos de pesquisa

de compostos antioxidantes.

Na segunda, criam-se condigdes 6ptimas (temperatura e pressio de oxigénio) para a oxidagio do
acido linoléico. Fazem-se dois ensaios em branco, aplica-se um antioxidante conhecido a
diferentes concentragdes para testar a validade do método e por ultimo sdo aplicados os extractos

vegetais para a medigio do poder antioxidante dos mesmos.

Faz-se uma analise estatistica dos resultados obtidos por comparagio de alguns parametros.

v

Com base na interpretagio teorica e estatistica dos resultados, conclui-se que o método criado ¢

valido para a pesquisa de compostos com propriedades antioxidantes de origem vegetal.
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1. Introduciio Tedrica e Objectivos

Virias matérias orginicas, quando expostas ao ar, a luz, ou 3 humidade, depois de um certo tempo
verifica-se uma altera¢iio nas suas caracteristicas organolépticas, elas deterioram-se, pois sofrem
oxidagio[2]. A maior parte destas matérias é composta de proteinas, carbobidratos e principalmente
de lipidos e, a maior dificuldade encontrada para a sua conservagio estd no desenvolvimento da
rancidez, que surge como consequéncia da adigio de oxigénio nas duplas ligagdes dos acidos gordos
insaturados, constituintes comuns dos lipidos, com formagdo dos chamados HIDROPEROXIDOS
LiPIDOS.

Ja hé varios anos que na industria se vém usando certos aditivos para a preservagio das matérias
orginicas desde a borracha, plistico, combustiveis até aos produtos alimenticios. Estes aditivos sdo
designados ANTIOXIDANTES[22]. Tem esta designagdo, qualquer substincia que quando
presente em baixas concentragdes relativamente a um substracto oxidavel retarda significativamente

a oxidagdo do mesmo aumentando deste modo o seu tempo de vida.

A nossa membrana celular por possuir lipidos, necessita de antioxidantes como um meio de defesa

eficaz contra a rancidez[23], pelo que se pode ver eles sdo de extrema importancia.

1.1. Mecanismo de oxidacio das matérias orginicas

No processo de oxidagdo, participam como substractos os acidos gordos insaturados, o oléico,
linoléico e linolénico, os constituintes comuns das gorduras[12]. Ela pode ocorrer por qualquer uma
das vias apresentadas no esquema, ¢ em qualquer, uma delas formam-se hidroperdxidos como

produtos principais deste processo de oxidagao.
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ESQUEMA GERAL DE OXIDACAO
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A fotoxidagio involve a reacgdo entre o substracto e o oxigénig. singleto. O oxigénio neste estado é
um util e selectivo oxidante, pode ser preparado fotoquimicamente por passagem de oxigénio através
de uma solugio contendo um fotosensitizante (sens) e um substracto oxidavel. Irradiando a solugio,
o oxigénio passa para o estado excitado com propriedades diferentes das que continha no estado
fundamental. Forma-se o oxigénio singleto. A produgdo quimica de oxigénio singleto, faz-se através
da reacciio entre o peroxido de hidrogénio e o hipoclorito mas, 0 mecanismo da produgio ainda niio

foi bem esclarecido[11]. :

Na autoxidagdo, o substracto é oxidado a elevadas temperaturas na presenga de metais ou de um
iniciador de oxidagdo. Na primeira etapa formam-se radicais livres. Na segunda etapa de propagagio,
o radical livre reage com o oxigénio formando o radical perdxi e, este reage com outra molécula de
substracto formando os hidroperoxidos lipidos.

Na terceira etapa de terminagio, ha recombinagio dos radicais para dar produtos inactivos. A etapa

de propagacio € a mais rapida de todas.

Na presenga das enzimas lipoxigenases, estes actuam como catalizadores na reacgdo entre o

substracto ¢ 0 oxigénio.

Os principais produtos que se formam neste processo, sio os hidroperoxidos. Sdo pouco estaveis e
podem sofrer varios processos, entre eles a degradagio até a formagio de radicais livres que por sua
vez iniciam uma nova cadeia de reacgdes, podem softer ciclizagdo, polimerizagio dando dimeros,
polimeros e epoxidos. A cisio dos radicais livres com os produtos de polimerizagdo e ciclizagio
forma principalmente compostos de carbonilo.

Alguns dos principais produtos que se formam da degradagio dos hidroperdxidos, sio-os aldeidos.
Sio de baixa percepgdo, mas responsiveis pela alteragio das caracteristicas organolépticas dos
produtos[10], resultam da cisio nas ligagdes c-c adjacentes ao radical alcoxi e podem produzir-se em

dois pontos:

(em o) —CH,-CHO + —CH=CH

(emf) —CH:=CH—CHO + —CH,

Fig.1-Degradagio dos hidroperdxidos




Na posi¢io alfa, formam-se aldeidos saturados e o radical yinil. Esta ocorre mesmo a baixas
temperaturas. Na posicdo befa, formam-se aldeidos insaturados e um radical alcano e ¢ favorecida

por temperaturas elevadas e presenga de metais.

1.2 Funcio desempenhada pelos antioxidantes

Os antioxidantes quando presentes no processo de oxidagdo das matérias orginicas, jogam um papel
fundamental pois, eles reagem com os radicais livres intermédios, formando produtos menos activos,
podem retardar a formagdo destes radicais e ainda podem concorrer com eles removendo-os da
reac¢do. Um exemplo da actuagiio de antioxidantes é encontrado no BHT (Butil-hidroxi-tolueno) um

antioxidante usado na indistria para a conservagio da margarina[ 18], [16].Exemplo:

OH
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0
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b) OH
R R HO
2 — O
R
'CH,

Fig 2- Exemplo de actuacdo do BHT




Fazendo uma anilise destas reacgBes verifica-se o seguinte:

O radical perdxi retira um atomo de hidrogénio ao BHT formando-se a partir deste wltimo, radicais
de ressonancia estabilizada. Estes reagem tanto com os hidroperéxidos assim como com os radicais

livres formando produtos inactivos.

Um outro processo que pode ocorrer ¢ a polimerizagdo de um radical do antioxidante formando um

produto que é atacado pelo radical peroxi resultando em produtos inactivos.

Os antioxidantes aumentam o tempo de vida das matérias orgdnicas mas, ndo bloqueiam
definitivamente o processo de oxidagdo das mesmas. Verifica-se uma variagdo nas concentragdes
relativas dos antioxidantes, dos hidroperoxidos e dos compostos de carbonilo no decurso de
oxidagiio dos 4cidos gordos insaturados[3]. O diagrama seguinte ilustra a variagdo das concentragdes

das espécies no processo de oxidagio.

Variac¢do das concentracdes das espécies com o tempo

Legenda:
% substracto

— Hidroperdxidos

— Prod. de oxidagido

Fig.3- Variacio da concentracio das espécies com o tempo

A concentragio do substracto diminue com o tempo e quando ela tende a zero, tem-se uma
concentragdo maior dos hidroperoxidos e que com o tempo esta diminue aumentando a dos

compostos de carbonilo.

Um antioxidante quando presente espera-se que:
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- Seja eficaz a baixas concentragdes (evitando um eventual efeitoc,.prooxidante);

- Haja compatibilidade ou auséncia de gosto, odor e cor;

- A sua actividade seja persistente no decurso de tratamentos tecnologicos e de conservagio;
- Seja facil de inc;orporar;

- Tenha baixos custos;

- Nio seja toxico e tenha autorizagio legal;

- Seja aceite pelos consumidores.

Um antioxidante apresenta algumas limitagdes, tais como a falta de capacidade de suprimir
alteragdes hidroliticas ja presentes na matéria gorda devido a acgdo das lipases e poder de paralizar
um processo de oxidagio que' ja tenha iniciado pois, ele € irreversivel. Dai a importincia de utilisar
matérias primas de boa qualidade e introduzir o antioxidante o mais cedo possivel no decurso-da

fabricagio para garantia da sua eficacia.

1.3. Classificagdo dos antioxidantes

De uma forma geral os principais antioxidantes sio compostos fendlicos[14]. O seu poder
antioxidante explica-se pelo facto desta classe de compostos possuir um atomo de hidrogénio activo
e que apos a sua retirada formam-se radicais de ressonincia estabilizada. Esta estabilizagdo contribue
para a formagdo de compostos nio radicalares na reacgio entre um antioxidante e um radical livre
intermérdio.

Os antioxidantes sdo classificados segundo o meio em que se encontram e segundo a sua

solubilidade.




1.3.1 Classificagdo segundo o meio

1.3.1.1. Antioxidantes comercias ou sintéticos

Sdo designados de sintéticos os que sdo adicionados na matéria prima ou no decurso de fabricagéo

de um dado produto. Alguns dos mais usados sdo a seguir descritos[8]:

QUADRO 1

NOME DO ADITIVO ALIMENTOS EM QUE PODE | LIMITE MAXIMO (%)
SER TOLERADO

BHA (Butil hidroxi anisole) Farinhas,  margarinas,  Oleos,

produtos de cacau

BHT (Butil hidroxi tolueno ) Margarinas, leite de coco, produtos

de cacau.

NDGA  (Acido  nordihidroxi | Oleos, margarinas, produtos de

guiarético ) cacau.

Acido citrico Margarinas

Gorduras

Conservas de pescados
Conservas vegetais
Licores artificiais

Mayoneses

Acido Ascorbico Cervejas

Conservas de came

Refrescos e refrigerantes




1.3.1.2. Antioxidantes Naturais

Sdo chamados de naturais os que se encontram naturalmente presentes na matéria prima, come no
caso dos tocoferdis nos 6leos vegetais. Podem ser enquadrados nesta categoria, os que se formam
no decurso da fabricagio de um dado produto como é o caso dos produtos de formagdo de Millard

(reacgio entre um amino-acido e um agucar).
De entre os antioxidantes naturais, destacam-se as classes a seguir apresentadas:

QUADRO 2

CLASSE DE COMPOSTOS PRINCIPAIS FONTES NATURAIS

Alcaldides Thea sinensis, Coffea Arabica, Lupinus Albus, Berbens

Himalaya

Flavanoides Vicia faba, Arachis hipogea, Quercus rubra, Digijtalis
Purpurea, Oxiria Digyna

Outros fenois Rosmarinus Officinalis, Curcuma longa, Sesamu indicum

Compostos miscelaneous Eucaliptus Leucoxylon, Plantago Asiatica.

Acidos fendlicos Plalans Canariensis

A maior parte das plantas apresentadas no quadro 2 podem ser encontradas no sul de

Mogambique[6].

QUADRO 3

NOME NOME VULGAR LOCALIZACAO DESCRICAO
CIENTIFICO -
Lupinus Albus | Tremogo Sul do Save;Posto de culturas | Flores levemente rosadas.
regadas no vale do Limpopo.
Thea sinensis Cha Sul do save; Namaacha, a Arbusto isolado de folhas
direita da estrada da cascata verdes

Arachis Amemdoim bebiano | Namaacha Amendoim pequeno

hipogea esbranquigado ou
avermelhado

Vicia faba Faveira Sul do save, Umbeluzi Cultivado proximo ao viveiro
de citrinos

Sesamo Chimangana Sul do save; Namaacha; base | Flores rosadas;junto a
indicum do monte ponduine terrenos de amendoim
Curcuma longa | Safrdo Marracuene, Mahotas Planta cultivada

Eucaliptus Eucalipto Namaacha Troncos cinzento escuro com
Leucoxylon frutos pequenos.




De entre as classes de compostos apresentadas no quadro 2, a gos flavanodides € a mais importante.
Estas encontram-se em muitas plantas superiores, protegem ds vegetals contra a intensidade dos
relimpagos, sio desactivadores do oxigénio singleto, inibidores de varias enzimas, entre elas as
lipoxigenases, e podem agir directamente sobre radicais livres oxigenados. Sdo considerados
antioxidantes potenciais[13].

Existem diferentes classes de flavanoides:

1-Flavonas
2-Flavanois
3-Flavanonas

4-Flavanonois

4

Fig 4- Classes de Flavanéides

Outro grupo importante é o dos tocoferdis (vit.E)[4 ]. Encontram-se nas plantas ¢ nos tecidos dos
mamiferos.

A sua maior acgdo baseia-se na sua actividade vitaminica E, que consiste em proteger a integridade
das estruturas membranares ameagadas pela presenga de radicais livres que atacam os fosfolipidos. A
sua acgdo € reforgada pelos agentes quelatantes como o acido ascorbil ou, redutores como o
palmitato de ascorbil.

Esta classe de compostos difere no nimero e na posigio dos grupos metil no anel aromatico.
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Estrutura:
R; Composto R, R, Ry
R, o - Tocoferol CH; CH; CH;
CH, ' B-Tocoferol CH; H CH;
HO 0~ | ~CH,(CH,CH,CHCH,);H y-Tocofert H CH; CH,
Ry §-Tocoferot H H CH;

Fig.5- Estrutura dos Tocoferdis

De entre eles, 0 ¢{-T é considerado o mais biologicamente activo.

Existem compostos nio fenolicos que tém capacidade antioxidante, os mais conhecidos sio:

Acido ascorbico - Tem a capacidade de regenerar os antioxidantes primarios.

Acido citrico - Age como quelatante dos metais de transigdo e muitas vezes regenera a actividade da

vitamina E.

1.3.2.Classificacio segundo a solubilidade

1.3.2.1. Antioxidantes hidrosohiveis

Esta classe de antioxidantes é solivel em dgua, sendo por isso mais usada em solugdes aquosas. Os

mais conhecidos sdo:

-Vitamina C
-Manitol
-Sorbitol

-EDTA (quelatante dos metais de transigio)

10



1.3.2.2. Antioxidantes liposoluveis

Estes, tém a capacidade de produzir radicais fen6xi, resultantes da reacgdo entre o protector fendlico
¢ o radical livre. S3o estdveis (estabilizagdo por ressonincia) ou sio mantidos em estado radicalar
por redutores como a vitamina C. Mas, existe uma possibilidade de reacgdo destes radicais com os

substractos aos quais protegem, provocando um efeito prooxidante. Sio soliveis em gorduras.

Os mais conhecidos sio:
-Tocoferdis (vit. E)
-BHT

-BHA

-Galato de propil

-Caroteno

1.3.2.3. Antioxidantes hidro-liposolaveis

Sio soliveis em agua e em gorduras.
Tém este poder de solubilidade os polifendis e, o seu efeito é comparavel ao dos antioxidantes
liposoluveis fenolicos. Sao capazes de produzir radicais fenoxi.

Os flavanoides pertencem a esta categoria.

1.4, Efeito toxico dos antioxidantes

Os antioxidantes tém os seus efeitos negativos: quando usados fora dos limites maximos

estabelecidos7].

A vitamina C, tem a dose méixima de 45mg/dia para um adulto e, doses excessivas podem causar

efeitos diabetogéticos e ainda, podem surgir danos a nivel intestinal.




A vitamina E. é recomendada em doses de 15mg/dia e, em doses que variam de 100 4 3000mg/dia
)
por via oral, para um adulto de 70kg. Doses elevadas podem causar virios efeitos negativos e,

podem causar morte.

Para o BHT e¢ BHA, as doses recomendadas por via oral sio de 0;125mg/dia' e 0,5mg/dia
respectivamente.
Doses excessivas de BHA podem provocar cincer de estomago. O efeito carcinogénico de BHA ¢é

reforgado pela vitamina C.

O efeito toxico dos flavanoides € baixo comparativamente a de outros antioxidantes.




1.5. Efeito sinergético »

Ha determinados antioxidantes que possuem um efeito antioxidante baixo mas, em combinag¢io com
outros, verifica-se um aumento considerdvel do seu efeito protector. Este fendmeno é denominado
sinergismo[17}. Os tocoferéis, o BHT e o BHA tém contribuido no aumento do poder antioxidante
de outros compostos.

O mecanismo de sinergismo depende sobretudo da natureza do composto sinergista, do antioxidante
e do substracto. Um exemplo deste efeito é o das quinonas com o Acido ascérbico. Na presenga
deste ultimo, a quinona ¢é reduzida a semi-quinona e a actividade deste, cria estabilidade nas

moléculas da gordura.

Um outro exemplo é encontrado num extracto da batata doce, que tem um efeito antioxidante
reduzido quando s6 em 4acido linoléico mas, em combinagio com uma mistura de cinco amino-

acidos observa-se um aumento significante do efeito protector.

1.6. Teoria de oxidagdo do acido linoléico

Estrutura:

0
13 12 0 9 Il
CH3(CHauy—CH=CH-CH: - CH=CH-(CHz:y—C—0OH

Fig 6- Estrutura do acido linoléico

PM:280gr/mol

O acido linoléico € um dos acidos graxos insaturados obtido por hidrélise de gorduras e dleos.
Contém dezoito atomos de carbono ¢ as suas ligagdes olefinicas tém a configuragio cis[21].
Possui um grupo metileno a intercalar as duas ligagdes duplas, o que faz com que a sua velocidade

de oxidagio seja maior que a dos sistemas que contém apenas uma ligagdo dupla.

Numa etapa inicial de oxidagio, todo oxigénio absorvido tranforma este acido num hidroperdxido e

a sua saturagio original ndo ¢ afectada[19].
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A oxidagdo do 4cido linoléico e de outros dienos 1,4 tem um nipero de peculiaridades que merecem
discussio: g

- Inicialmente da hidroperdxidos em altos rendimentos, mas estes podem subsequentemente atacar a
dupla ligagio de outras moléculas por processos polar radicalares. Como resultado de prolongada
oxidagdo, pode formar-se uma mistura complexa de produtos muitas vezes contendo varios residuos

de olefinas por molécula em adigio do hidroperdxido. Tais reacges sio aparentemente a base da

formagdo de peliculas ou membranas insoluveis na autoxidagao de oleos e tintas.

- O radical intermédio alilico, por ser um hibrido de duas estruturas, pode adicionar oxigénio nas
duas extremidades da cadeia do seu sistema electronico e conduzir a uma mistura de produtos[9].

A oxidagio do 4cido linoléico pode ocorrer segundo 0 mecanismo seguinte:

1- Subtrac¢do do atomo de hidrogénio ' 3- Formagio de trés radicais peroxi
—CH=CH-CH, "CH=CH— — CHECH-GH-CH=CH—
o0
-Hz -
l —CH=CH-CH=CH-GH:—
0
T . —CH-CH=CH-CH=CH~-
2- Formagio de radicais livres ( hibridos de go, ¢ ¢
ressondncia )

—CH=CH —(':H- CH=CH— 4- Formagio de trés hidroperéxidos , dois dos
. quais sdo conjugados
—CH=CH-CH=CH-CH—
—CH=CH-CH-CH=CH—

O
l + 6, —CH=CH-CH=CH-CH—

—CH-CH=CH-CH=CH—
OH

—QH'CH=CH'CH=CH—
" OMH

Fig.7- Mecanismo de oxidagio do acido linoléico




4 - A solubilidade do iodo em Agua é fraca. Deve-se usar excesso de iodeto de potassio. Tal facto,
[
favorece a dissolugdo do iodo que se liberta durante a reacgdo, formando com o iodeto um sal

completo e instavel.

5 - A reacgdo entre a amostra e o iodeto deve ser realizada no escuro, pelo facto de a luz acelerar a

reacgio secundaria de oxidagdo de iodeto pelo oxigénio do ar.

2. Metodologié

Existem varios métodos que tentam interligar os processos quimicos e fisicos decorrentes na
degradagdo dos acidos gordos insaturados com a alteragio da qualidade organolética dos produtos.

Ha diferenga entre as medigdes priticas sobre o proprio produto nas condigdes normais de
envelhecimento do mesmo, e os testes acelerados destinados a avaliar o comportamento da matéria
gorda ou do antioxidante. Para este tltimo caso, o produto é submetido a uma oxidagio a

temperaturas relativamente elevadas. Este processo pode conduzir a duas grandes desvantagens:

1 - Pde-se em jogo o mecanismo reaccional e os produtos formados podem ser diferentes.

r

2 - Hi antioxidantes que ndo resistem a altas temperaturas ou sio volateis, podendo obter-se

resultados inferiores aos reais.

Niio existe um sistema de envelhecimento acelerado que seja ideal, o importante é que cada teste seja
adaptado ao tipo de meio e se aproxime tanto quanto possivel das condigdes nas quais se conservam
os produtos. -

As condi¢des vilidas da estabilidade dos sistemas lipidicos ou da eficicia de um antioxidante sdo
obtidos a 40-60°C. O grau de eficicia de um antioxidante deve ser determinado por varios métodos
que permitam medir os produtos iniciais e os finais, na presenga de um iniciador de radicais, sendo os
compostos azdicos os mais usados (exemplo: AIBN-Azo-Izo-Butil-Nitrilo) e outros que necessitam

de pouca energia para se decompor em radicais.

Os principais métodos sio:




1. Indice de hidroperdxidos - Iodometria

Consiste na reagio entre os hidroperdxidos produzidos com o iodeto. O teor em hidroperdxidos

pode ser determinado por titulagio do iodo que se liberta com o tiossulfato de sodio.

2. Medic@io do oxigénio consumido - Polarografia

O oxigénio consumido pode ser determinado pelo elétrodo de Clark.

3. Extracio dos acidos gordos residuais - Cromatografia de gis

A redugdo na concetragdo dos &cidos gordos pode ser medida por HPLC, ou ap6s uma modificagio

quimica por GC. O método requer uma hidrélise inicial para a libertagdo dos cidos gordos.

4. Determinacgio dos dienos conjugados - Espectrofotometria

A oxidagiio conduz & formagdo de dienos conjugados que absorvem a radiagdo UV na regido 230-
235nm. A concentragio do dieno pode ser determinada espectrofotometricamente, preferivelmente

apOs uma separagio sobre HPLC.

5. Doseamento dos compostos volateis - Conductimetria

Os acidos volateis resultantes da oxidagio podem ser determinados por conductimetria.

6. Teste com o0 TBA - Espectrofotometa

Um dos aldeidos que se forma durante a oxidagio ¢ o aldeido maldnico e que, por ser instavel
encontra-se na forma endlica, sendo este ultimo que reage com o acido tiobarbitirico resultando na

formagdo de um complexo corado que absorve a 532nm. -

s

2.1. Desvantagens dos métodos

De uma forma geral, os métodos descritos sio aplicaveis, mas tém as suas desvantagens:

- Nos métodos espectrofotométricos muitas vezes registam-se interferéncias.

- Os hidroperéxidos que se formam no primeiro método sio instaveis e decompdem-se com calor.




- O segundo método é vilido na auséncia de reacgdes paralelas que também consomem oxigénio.

k4
- O terceiro método ¢ desvantajoso pelo facto de existirem dificuldades para a realizagéo de uma
extracgio quantitativa. '

- Para realizar o doseamento de compostos volateis é necessario que a oxidagdo seja forte.

2.2. Critérios para a escolha de um antioxidante

A escolha de um antioxidante deve ser feita segundo alguns critérios[5]:

1 - Origem: Natural ou sintético

2 - Custo

3 - Natureza: Puro ou misturado

4 - Aplicagdes: Na alimentagio humana, animal e em cosméticos

5 - Meio: Liquido, sélido ou emulsao

6 - Eficicia: Termoresisténcia, persisténcia na actividade, no decurso de tratamentos tecnolégicos e
na conservagio. A eficicia deve ser testada por métodos de envelhecimento ou oxidagdo acelerada e

medida por testes reais validando a escolha do antioxidante.

2.3. Incorporagio dos antioxidantes

Para a incorporagiio de um antioxidante deve se ter em conta a sua solubilidade no substrato ao qual
ird proteger. Os métodos de incorporagiio dependem do procedimento de fabricagdo,-que por sua
vez diferem segundo se trate de substincias aromatizantes, de cames, de alimentos desidratados ou

de produtos do mar.
A incorporagio pode ser feita por:
- Adigio directa na matéria gorda.

- Dispergdo numa mistura de condimentos.

- Pulverizagido




- Dispersdo numa solu¢do aquosa (P.ex.:solug@o de polifosfatos):
. 5
- Injecgdo no produto.

- Adigdo na fase aquosa antes da emulsdo.
O antioxidante deve ser introduzido o mais cedo possivel, antes do tratamento térmico.

Objectivos

Como objectivos principais do trabalho, pretende-se:

- Criar um método simples de pesquisa de compostos com propriedades antioxidantes de origem
vegetal

-Extrair e separar os compostos fenélicos nas plantas;

-Testar o poder antioxidante de extractos vegetais;

-Comparar o poder antioxidante dos extractos com o de um antioxidante conhecido.

l-‘l’.
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3. Parte Experimental

3.1 Extracio dos fenois

Matenal necessarto:

- Banho- Maria
- Balanga analitica

- Baldo de uma boca com a capacidade de 250ml

Descri¢do: Pesa-se a planta seca e devidamente triturada, mistura-se com metanol na proporgao de
lgr para 10ml de metanol. Aquece-se esta mistura durante Smn a uma temperatura de 60°C, em

seguida filtra-se. Repete-se esta operagdo até que se obtenha um filtrado limpido.
Esta técnica ¢ simples e¢ rapida, ¢ usada na extracgio de flavandides em plantas superiores
(compostos que se relacionam estruturalmente com muitos fendis) e, extrai tanto os compostos

lipofilicos assim como os hidrofilicos.

3.2, Identificacdo dos fendis nos extractos vegetais

Para a identifi¢io de compostos fendlicos, inicialmente concentram-se os extractos até um volume tal
que permita a obtengdo de resultados bem nitidos, i.e. até volumes reduzidos. Séo usadas solugdes
de cloreto férrico (1-5% ) em diferentes meios e de reagente cérico amoniacal também em diferentes

meios[15].
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3.2.1. Identificagiio com cloreto férrico em :

- Agua
- Alcool
- Acido cloridrico (0,5N )

- Piridina e cloroformio




“

A autoxidagio do linoleato de metil 2 0°C, conduz 4 formagio de 90% de hidroperoxidos cis-tfrans
octadecadienoato. A temperaturas elevadas, uma quantidadfa consideravel de hidroperoxidos
encontra-se exclusivamente na forma frans.

Na autoxidagdo de substincias insaturadas, o periodo de indugdo é o tempo inicial durante o qual
ndo ocorre uma oxidagio apreciavel e durante o qual ndo existe uma acumulagio répida de
hidroperoxidos.

Para o doseamento de hidroperdxidos, usa-se a iodometria baseada na reacgdo entre o hidroperdxido
que se forma durante a oxidagdo e o iodeto. A quimica desta reac¢do ainda ndo ¢ perfeitamente

conhecida. Os ides iodeto reduzem os hidroperdxidos. O esquema do doseamento iodométrico ¢ o

seguinte[1]:

a) KI + acido em excesso + Amostra a dosear ~» Apari¢do de I, em repouso

b) I, + 2 Na,S;0; — 2 Nal + Na,S40s

Durante os doseamentos iodométricos, deve-se tomar em conta alguns aspectos importantés: -

1 - O potencial do par conjugado I/T nio é elevado, por isso muitas reacgdes sio reversiveis, so

criando condigdes convenientes € que se consegue que as reacgies sejam completas.

2 - O iodo é uma substincia volatil, efectua-se a titulagdo a frio. Esta condigio € indispensavel, pois

se a temperatura for elevada, a sensibilidade do amido como indicador diminui.

3 - E impossivel efectuar uma titulagio iodométrica em meio fortemente alcalino, pois-o iodo reage
com bases formando ides hipoiodito e estes, sio oxidantes mais fortes que o iodeto ¢ tendem a
oxidar parcialmente os ides tiossulfato, transformando-os em ides sulfato. Quanto maior for a
quantidade de ides hidroxi no meio, maior serd a quantidade de ies tiossulfato que se transformario
em tdes sulfato. O cilculo rigoroso do resultado da analise € impossivel, devido a esta reacgdo

secundaria. Deve-se, por isso, evitar que o pH ultrapasse o valor 9.




3.2.2. Identificagdo com reagente cérico-amoniacal (Hexanitrato- cerato(4) de amodnio) em:
”

- Agua (substancias soluveis em agua )

- Dioxano (substincias insoluveis em agua )

3.2.3. Cromatografia em camada fina.( TLC )

A TLC, ¢é realizada sobre uma placa fina, que pode ser de aluminio ou de vidro, e é revestida de

silica gel que serve de adsorvente.

Usa-se um eluente para separar os constituintes de uma dada substincia e, a eluigio ocorre numa

cdmara fechada e saturada com mesmo eluente.

O objectivo principal da TLC é separar, identificar e isolar componentes das substincias.

Faz-se uma TLC aos extractos que deram teste positivo nos testes de fénois nas seguintes condigdes:
Fase mével:

1 - Tolueno/Metanol/Acido acético (45:8:4 )

2 - Tolueno/Dioxano/Acido acético (90:25:4)

3 - Tolueno/Cloroformio/Acetona (40:25:35 )

4 - Tolueno

5 - Tolueno/Metanol (95:5 )

Fase estacionaria: Placas de aluminio revestidas de silica gel

Reveladores: Vapores de iodo e vanilina/acido sulfirico




#

3.3, Isolamento dos compostos r;

3.3.1._Adsor¢éio em alumina
Faz-s¢ a adsorgiio da amostra em alumina na proporgio de 1:3 (alumina 90; 0,063 - 0,200mum; 70-
230 mesh) seguida de uma secagem sob vicuo e por uma extracgdo sucessiva com n-hexano,

cloroférmio e acetona e faz-se o teste de fendis nestas fracgoes.

3.3.2. Cromatografia em coluna de média pressio (MPLC)

Fase estacionaria: Silica gel 60, 70-230 mesh, 0,063 - 0,200mm, numa coluna de vidro com uma

altura aproximadamente de 7cm.
Fase movel: Metanol/Tolueno
Preparagio da amostra: Mistura-se a amostra com silica gel 60, 230-400 mesh na proporgio de 1:3.

Esta mistura é introduzida no topo da coluna.

3.3.3. Isolamento por TLC - preparativa

Fase estacionaria: Placas de vidro revestidas de silica gel 60; 230-400 mesh.
Fase mével: Cloroférmio/Metanol/Acido acético (70:30 +20 gotas).

Revelador: Vanilina/acido sulfirico .

3.4. Criacéo de condigbes Gptimas para a oxidagdo do acido linoléico

Solugdio_reaccional: Acido linoléico (substracto oxidavel ), 1,1 di-fenil-2-picril hidrazil (DPPH ),

como iniciador de oxidagio e carbonato de sodio a 2%.

22
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Procedimento para a autoxidagdo do acido linol€ico ;

” C .
Aparelho: Baldo de trés bocas com agitador, refrigerante de refluxo, tubo de injecgdo de oxigénio e

frasco lavador de seguran¢a munido de uma placa filtrante.

Aquece-se em banho -Maria uma mistura de 1 mol de 4cido linoléico, 350ml de uma solugdo aquosa
de carbonato de sodio a 2% ¢ 10ml de uma solugdo alcodlica de iniciador de oxidagdo (DPPH),

injectando na solugdo uma corrente de oxigénio.

FUIRSENISARANEDNIRDN I
Tttt i—r

Frasco lavador Vawvila contra Frasco tavador Lavagem do gis  Frasoo lavador
de seguranga sobrepressdes  de seguranca de segurnga
Garrafa de armazenamento

do gas, sob pressio

Fig.8- Montagem para a introdugfo de gis oxigénio no reactor

Determinacio do teor em hidroperoxidos

O doseamento de hidroperdxidos € feito de hora em hora procedendo-se da forma seguinte:
Retiram-se cerca de 2ml da solugfo reaccional, juntam-se-lhe 2gr de cloreto de sédio e separa-se a
fase organica. Desta retira-se uma toma de 0,2 a lgr para um balio de erlenmeyer com rolha

-

esmerilada. -
Adicionam-se 10ml de cloroférmio, 15ml de 4cido acético glacial e 1ml de uma solugio saturada de
iodeto de potassio. Deixa-se em repouso por cinco minutos no escuro. Passado este tempo,
adicionam-se 70ml de dgua e agita-se fortemente. O iodo libertado é titulado com uma solugdo de
tiossulfato de sddio a 0,01N usando o amido como indicador.

A percentagem em hidroperdxidos é calculada segundo a formula:

%Hp = Na,S$,0; gasto (ml) x Peso molecular do hidroperéxido\Toma (gr) x 200




3.4.1 MODELO A -Autoxidagio por injecgiio directa de oxigégm’_ y a 100°C

Procede-se 4 autoxidagdo do acido linoléico a 100°C injectando na solugdo uma corrente forte de

oxigénio.
3.4.2. MODELOQ B.- Autoxidagio em condigGes normais de temperatura e pressio (CNTP)

Prepara-se uma solugio reaccional num copo de precipitagio e deixa-se exposta ao ar livre. A

autoxidagio ocorre em condigdes normais de temperatura e pressio.

3.4.3. MODELO C- Autoxidaciio por injecciio directa de oxigénio a temperatura ambiente

Procede-se 4 autoxidagdo do 4cido linoléico injectando na solugdo uma corrente fraca de oxigénio

sem aquecimento.
3.4.4. Método de autoxidagfo- Injec¢aio directa de oxigénio a 40°C

Com base nos resultados obtidos nos modelos atras descritos, procede-se a autoxidagio do acido

linoléico a 40°C injectando na solugio reaccional uma corrente fraca de oxigénio.

Sio realizados dois ensaios, doseando-se os hidroperdxidos produzidos com base em iodometria,

num periodo de cinco a seis horas.

3.4.4.1. Aplicagdo do icido galico a diferentes concentragdes

O 4cido galico é um composto com poder antioxidante, nio dissolve completamente em gorduras,

mas dissolve o suficiente para exercer um bom efeito protector.
Prepara-se uma solugio aquosa de acido galico nas seguintes concentragdes:

- 0,06%
- 1%




Prepara-se uma solugio reaccional, adiciona-se-lhe 1 a 2ml de pma solugdo aquosa de dcido glico
.
nas concentragdes atras referidas e procede-s¢ 4 autoxidagio doseando-se os hidroperoxidos

produzidos com base em iodometria.

3.4.5. Medicdo do poder antioxidante dos extractos vegetais

Determina-se a concentragdo aproximada do extracto da planta e, a partir desta, prepara-se uma

solugiio metanolica ou, aquosa a 0,06% ou a 1%.

3.4.5.1. Determina¢io do poder antioxidante duma solugio metandlica de raizes da Erytrina

Huheana

De uma solugdo metandlica de raizes da Erytrina a 0,06%, retiram-se 2ml que sdo adicionados a

solugdo reaccional e procede-se a autoxidagio.
3.4.5.2. Determinagio do poder antioxidante dos hidrolatos das folhas de Eucalipto Camaldulensis.

De uma solugdo aquosa de folhas de Eucalipto a 0,06%, retiram-se 2ml que sdo adicionados &

solugio reaccional e procede-se a autoxidagio.
3.4.6. Controle do método em 6leo alimentar

Solugdo reaccional: 15ml de 6leo de cozinha, 0,5ml de DPPH e 20ml de carbonato de sddio a 2%.

e Realiza-se a oxidagédo a 89°C.

Fazem-se dois ensaios em branco e um introduzindo no meio 2ml de extracto de Erytrina a 0,06%.




4, Resultados

Os resultados da primeira fase da parte experimental, que é a fase do isolamento dos compostos
fendlicos, onde sio aplicadas algumas técnicas como a TLC, MPLC e adsorgio em alumina,
acompanhadas por testes com o cloreto férrico e reagente cérico amoniacal, vém apresentados na

forma de fluxograma.

A segunda fase comtempla os ensaios realizados para o estabelecimento de condigdes dptimas para a
oxidagdo do icido linoléico, os ensaios realizados depois do estabelecimento do método ¢ os que

foram realizados com o 6leo alimentar. Os resultados vém apresentados em tabelas.

1. Extracciio de compostos fendlicos

a) Quantidade de planta pesada e concentragdo do extracto

Para o calculo da concentragdo do extracto, parte-se do volume total do extracto onde se retira 1ml,
evapora-se 4 secura num cadinho de porcelana seco na estufa e pesado até peso constante. Depois da

evaporagdo, arrefece-se o cadinho e pesa-se novamente.
Calcula-se a diferenga entre o peso do cadinho com o extracto evaporado e, o peso do cadinho

vazio, que sera igual 4 quantidade de substancia dissovida em 1ml de extracto, e que corresponde &

concentragio do extracto, expresso em gramas por mililitro de extracto.

TABELA 1

Planta (nome) Massa Volume total Concentragio
(229 (ml) (gr\ml)
Folhas de Ipomoea Camea 5,0004 213 10,0018
Raizes de Spyrostachis Africanus 5,0030 130 0,0023
Raizes de Ipomoea Camea 5,0022 103 0,0090
Raizes de Solanum Sondomeum 5,6081 124 0,0183
Raizes de Eythrina Huheana 5,1647 112 0,0051
Folhas de Eucalipto Camaldulensis Mais que 5 50 0,0149




b) Padrdes preparados em metanol a uma concentragio de 0,05%

”

Padrio-1 (P,)- Fenol
Padrio-2 (P;)- P-Cresol
Padrio-3 (P3)- Resorcinol
Padrio-4 (P4); Catecol

2. Identificagdo de fendis

Amostra
Folhas de

Ipomoea
Camea

Raizes

Spyrostachi
Afnicanus

Raizes de

Ipomoea
Camea

Raizes de

Solanum
Sodemeu
Raizes de
Erytrina
Huheana
Folhas de

Eucalipto

Camaldulensis

P, posit. posit.

P, posit. posit.

P; preto posit.

P, preto posit.

Sendo: R, .FeCl3(2%) em HCI (0,5N)

l s




R;- FeCl3(1%) em alcool

R; - FeCl3(5%) em agua

R, - FeCl3(5%) +Piridina +Cloroformio
Rs.Reagente cérico amoniacal em agua

Rs- Reagente ¢érico amoniacal em ditizona

3. Separagiio ¢ isolamento dos componentes fenolicos

Apresentaram resultados satisfatorios nos testes de fendis, os extractos das plantas 5 ¢ 6 (Erytrina

Huheana ¢ Eucalipto Camaldulensis respectivamente)

Fluxograma

Ext. 5 ¢ 6 Concentrados

—

TLC -Silica-Gel Adsorgdo em Secagem sob vacuo
Tol/Clor/Acet Alumina( 1: 3)
(Crm.1).

Teste§ com clo-r.ferr.e Filtracgdo Extraf:gﬁo por
cerico amoniacal desorgdo.(30mn)
n-H;Clor;Acet.

— C.coluna(MPLC)
" .
positivo negativo. . Clor./ MeOH

25 frs. (7.5ml)
V.E.=0,03ml/s

- TLC-Silica-gel
TLC-Silica-gel Tol/MeoH/HoAc

Tol/Clor/Acet.
(Crm.3)




TLC-preparativa
Tol/Clor./Acet.

3 componenentes
isolados

TLC
preparativa

grp.1(fr.1) ;grp.2 (fr.2-6) grp.3 (fr.7 ¢ 8)

Positivo
grp.1;2;3e 5

Teste com os cloretos
férrico e cérico amon.

grp.4 (1.9 -13); grp.5 (fr.14-25)

!

TLC-Silica-gel
Clor/MeOH/HOAc
(Crm.2)

|

Testes com cloreto férrico ¢
cerico amoniacal

Negativo
. grp.4-

—_—) .
5 componentes isolados




4. Criagio de condigdes Optimas para a oxidacéio do acido linoléico

a) MODELO A-Autoxidagdo a 100°C

Ensaio-1

A esta temperatura nio se conseguiu dosear os hidroperéxidos formados. Fez-se um teste de
identifica¢do de aldeidos, com reagente de Fehling, e este foi positivo, o que mostra que a oxidagido
ocorreu, mas as condi¢des escolhidas sdo violentas para este substracto, pois os hidroperéxidos

formados decompde-se facilmente com o calor.
b) MODELO B- Autoxidagdo em CNTP
Ensaio - 2

Data de preparagio: 17/08/95 (Quinta feira)

Temperaturas registadas durante o periodo de reacg¢do (em °C):

Data Maxima Minima
17/8 24,1
18/8 24,7
19/8 26,7
20/8 31,1
21/8 32,6

TABELA 3

Tempo (horas ) Temp.(°C) Toma (gr) V.Tioss. (ml )
18 03173 ° 48
19 0,3176 6,0
20 max.:24,7 0,3106 6,6
21 min.;15,50 0,3152 6,0
22 0,3150 6,0
23 0,3556 6,6
90 0,3466 8,8
91 max.:32,6 03176 82
92 min.:17,2 0,3164 8,0
93 0,3270 8,0
94 0,3354 8,2

[



Ensaio -3 ¥
Data de preparagio: 18/08/95 (Sexta feira )

Temperaturas registadas durante o periodo de reacgio (em °C):

Data Maxima minima
18/8 24,7 15,5
19/8 26,7 16,0
20/8 31,1 16,2
21/8 32,6 17,2
22/8 35,7 19,7
23/8 242 16,6

TABELA 4
Tempo (horas ) Temp.(°C) Toma{gr) | V.Tioss.(ml) | %Hp
65 0,3177 ‘ 2,2 10,8
66 0,3075 2,0 10,1
67 max.:32,6 0,3069 22 11,2
68 min.:17,2 0,3110 24 12,0
69 0,3155 2,6 12,9
70 0,3110 3,0 15,0
88 max.. 35,7 0,3218 7,0 339
89 min.:19,7 0,3183 8.0 39,2
90 0,3240 42 202
115 0,3072 6,0 30,5
116 miax.:24,2 0,3035 5,4 27,8
117 min.:16,6 0,3200 5.8 283
118 0,3195 54 26,4

31



¢) MODELO C - Autoxidagio do acido linoléico por injecgdo digecta de oxigénio, sem calor.

Ensaio -4

Data de preparagio:; 24/08/95

Temperaturas registadas durante o periodo de reacgiio (em °C):
Data Maxima Minima

24/8 23,0 17,1

25/8 26,4 16,6

Tempo (horas) V.Tioss. (ml)
1 3,2
2,6
2,6
3,6
3,6

2
3
4
5

23 6,8
24 6,2
25 8,0
26 6,8
27 8,0
28 . 9.4




5. Método de autoxidagio do acido linoléico -Autoxidagio por injecciio directa de oxigénio a 40°C

injectando uma corrente fraca de oxigénio

Ensaio -5

TABELA 6
Tempo (horas) V.Tioss.(ml}) %Hp (média)
1

10,0

15,2

18,1

2

TABELA 7
Tempo(horas) V.Tioss.(ml) %Hp %Hp.(média)

1 18 8,9
2.2 10,6 10,4
2.4 11,8
3,0 15,3
2.8 14,2 14,8
3,0 14,9
3,8 1186
3.8 18,6 18,9
3,6 194
5.2 26,5
5,6 28.0 26,8
5,2 25,8
6,8 30,6
6,8 30,7 31,3
7.2 32,6




6. Autoxidagiio por injecgdo directa de oxigénio a 40°C, na solug#o reaccional contendo 2ml de

acido galico (0,06%) como um antioxidante

Ensaio -7

TABELA 8

Tempo (horas) V.Tioss.(ml) %Hp (média)
1 1,8
2,0 9,4

2,0 10,0
2,2
4,8
42
58
56
6,2
5.8
7,0
6,8
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7. Autoxidagdo por injecgiio directa de oxigénio a 40°C, na solugdo reaccional contendo 2ml de

4cido galico (1%). como um antioxidante

Ensaio -8
TABELA 9

Tempo (horas) | Toma(gr) V.Tioss.(ml) %Hp %Hp (média)
1 0,2007 16 83

0,3001 1,8 9.4 8,8
2 0.2792 18 10,0

0,2830 1,8 9,9 10,0
3 0,3051 22 112

0,2585 2,0 12,1 11,6
4 0,2972 2,8 14,7

0,2675 26 152 15,0
5 03325 56 263

0,3150 5,0 24 8 25,6

8. Autoxidagio por injecgio directa de oxigénio a 40°C, na solugio reaccional contendo 2m! de uma
solugdo alcodlica do extracto de Erytrina Huheana a 0.06%

Ensaio -9

O ensaio foi realizado durante cinco horas, tendo sido feita a titulagio iodométrica para a
determinagio dos hidroperéxidos produzidos, nela gastou-se uma gota de titulante e ndo se verificou

um aumento significativo no volume de tiossulfato de sodio gasto durante todo o ensaio.
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9. Autoxidagio por injec¢do directa de oxigénio a 40°C, na solugio reaccional contendo 2ml de uma

solucdo aquosa do extracto de Eucalipto Camaldulensis a 0,06%

Ensaio -10

TABELA 10
Tempo (horas) | Toma (gr) V.Tioss.(ml) %Hp (média)
1 0,2434 2.0
| (,2997 2,2 12,1
0,2792 2,0
0,2955 2,2
0,2630 1,8
0,3010 2,0
0,2999 2,0
0,2815 2,0

10_Controle do método em dleo_alimentar -Autoxidagdo por injecgio directa de oxigénio a 89°C,

numa solucio contendo oleo alimentar como substracte oxidavel

Ensaio -11

TABELA 11
Tempo (horas) V.Tioss.(ml) V.Tioss.(média)
2 0,6
0.8
0.8
1,4
18
12




Ensaio -12

TABELA 12
Tempo (horas) V.Tioss.(ml) V.Tioss.(média)
2 0,6
0,6 0,6
1,0
1,2
1,8
1,6

11. Autoxidagio por injecgio directa de oxigénio, no odleo alimentar a 89°C. contendo 2ml de
solucio alcoolica de Erytrina Huheana a 0,06%

Ensaio -13

TABELA 13
Tempo (horas) V.Tioss.(ml) V.Tioss.(média)
0,2
0,2 0,2
0,2
0,2 0,2
0,4
0,2

.
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6. Tratamento estatistico dos resultados

Para realizar o tratamento estatistico dos resultados, opta-se pela aplicagio dos testes de
significancia, concretamente pelo teste t, onde.-é feita a comparagio dos valores médios das
percentagens dos hidroperoxidos[20].

Com estes testes, torna-se possivel concluir se os desvios obtidos se devem a erros acidentais ou aos
sistematicos. ‘

Quando se testa uma significincia, testa-se também uma hipdtese nula (Hg) ou uma hipdtese
alternativa (H;). Nestes testes é adoptade o nivel de significincia de 95%, ou a probabilidade de 0.05

para um teste bilateral.

Os testes de significincia, ndo abrangem os resultados obtidos durante os varios modelos criados
para a obtencdo de condigGes optimas para a oxidagio do acido linoléico (modelo A a C), abrangem
apenas os resultados obtidos no método de pesquisa de antioxidantes de origem vegetal. Eles sio

realizados na seguinte ordem:

1- Comparagio entre os ensaios realizados em branco, i.e., realizados sem antioxidante (ensaios 5 €
6).

2- Comparagdo entre os ensaios realizados na presenga do acido géalico a diferentes concentragdes
(ensaios 7e 8)

3- Comparagido entre um ensaio realizado em branco e um realizado na presenga de acido gilico
(ensaios Se7)

4- Comparagdo entre o ensaio realizado na presenga do acido galico e na presenga do eucalipto

{ensaios 7 ¢ 10 )

Todos os testes incluem a média dos resultados e o desvio padrio dos mesmos.




1 - Comparagdo entre 0s ensaios realizados em branco, na autoyidacido do acido linoléico (ensaios-5

eb)

Primeira hora

Ensato

5
6

$?=0,98

tobs.=0,49
terie. =2,78

Segunda hora

Ensaio X+ S

5 15,2+0,8

6 14,8+0,6

§=0,71
tere. =2,78

Terceira hora

Ensaio X+ S*

5 18,120,1

6 _ 18,920,5




Quarta hora

Ensaio X+ S*

5 23,7+3,1

6 26,8%+1,1

S? =541
tobs.=1,64
tobs. Lerit-

Quinta hora

Ensaio % X+ S*

5 29,2 292+18

6 31,3 31,3%1,1

§?=2,22 S= 1,49
tobs.= 1,73 tcﬁ;.=2,78
tobs<tcril-

2- Comparagio entre os ensaios realizados na presenga do acido galico a diferentes concentragbes

(ensaios 7e 8)

Primeira hora

Ensaio

5
8

$=0,67
v=2
tol:ve:< Leris.



Segunda hora

Ensaio

7
8

$%=0,09

tobs. =0
Lobs. < Lerit.

Terceira bora

Ensaio % %+ SF

7 22,8 228x272
8 11,6 11,6+0,6

§?=1,40 S=1,18
tobs.=9,48 ter= 4,30
tobs->tcrit- :

-

Quarta hora

Ensaio X+ ¥

7 27,4+1,2
8 15,0+0,4




Quinta hora

Ensaio

X =8*

7

29,5+13

8

l |

256+1,1

§2=1,20
tobs.=3,43
tobs-<tcrit-

3.Comparacio entre o ensaio realizado em branco (ensaio 5 ), e o realizado na presenca do icido

galico (ensaio 8 ).

Primeira hora

Ensaio

XES*

5

10,0+0,1

8

8,8+0,1

Segunda hora

112=2
§?=0,01
teir=3,18
tobs™ Lerit

Ensaio

XE8*

5

15,2%0,8

8

10,0+0,1




Terceira hora.

Ensaio

XES*

5

18,1+0,4

8

11,6=0,6

§°=0,23
tcr-it.=3 > 1 8
tobs>tcrit-

Quarta hora

Ensaio

X

X 8*

5

23,7

23,7+3,1

8

15,0

15,0+0,4

§°=6,46
tern=3,18
tobs <Lt

Quinta hora

S$=2,54
tgbs.=2, 1 8

Ensaio

X+ S*

5

292+18

8

256+1,1

§’=2.56
tei.=3,18
t0b3< tv‘.:rit.




4- Comparaciio entre o ensaio realizado na presenga do édcidp galico (ensaio7) e o realizado na

presenca do eucalipto{ensaio 10).

Primeira hora

.l

Ensaio

X

X+ S*

7

9,4

2>

9.4+0,1

10

12,1

12,1+1,0

§=0,55
v=2
tcri[. =4‘,3 0

Segunda hora

n1=n2=2
$=0,74
tobs.=3,65

Ensaio

x

XES*

7

10,0

10,0+0,5

10

11,4

11,403

Terceira hora

$=0,63
tops=2,22

Ensaio

X

X+ 8*

7

22,8

228+22

8

10,6

10,6+0,2

$=1,09

tob3.=1 1,2




Quarta hora

Ensaio X il
: 4 27,4+1.2

10 10,8

10,8+0,5

S=0,92
tobs.=1 8,04




6. Discussao dos resultados

1. Extracgio e isolamento dos fenois.

- Os resultados obtidos na pesquisa de compostos fendlicos, nfo podem ser considerados absolutos,
uma vez que com o cloreto férrico nem todos os fendis ddo reacgéo corada e com o reagente cérico
amoniacal, obtém-se cores nitidas em compostos com menos de dez atomos de carbono. Estes
reagentes tem a desvantagem de ndo servirem apenas para a identificagio de fenois, mas também

para identificar alguns amino-acidos, acidos hidroximicos, pelo que podem surgir interferéncias.

- Para o caso de produtos naturais, a comparagio dos valores de Rf toma-se pouco prestativa pois,
os fendis encontram-se muitas vezes combinados na forma de glicosideos e o acido necessario para a
hidrélise destes compostos, afecta seriamente a detecgdo de fenois. Sobre silica gel, pode obter-se
resultados satisfatorios se se usar uma concentragio de acido menor que 0,01%, mas uma

concentragdo que seja maior provoca alteragdes profundas no valor de Rf.

- Um outro factor que deve ser levado em consideragio, é o da presenca de substituintes no anel. O
Rf dos fenodis depende do ntimero e da posi¢do de grupos hidroxilo no anel. Ele diminue com o
aumento de grupos hidroxilo no anel e, é afectado pela posigio destes grupos.

Substituintes orfo que sejam desactivantes, tais como o grupo nitro, reduzem consideravelmente a
afinidade de adsorgdo e, consequentemente tendem a aumentar o valor de Rf. Este fenémeno deve-se

provavelmente a formagdo de ligagdes intramoleculares entre o grupo hidroxilo e o substituinte orto.

2. Criagdo de condigbes Optimas para a oxidagdo do dcido linoléico.
-Nesta etapa, foi possivel observar que a temperatura e a pressio de oxigénio s3o dois factores

importantes e devem ser rigorosamente controlados. *

-No primeiro modelo criado (Modelo A), a temperatura de 100°C ¢ alta pressio de oxigénio, nio
favoreceram o doseamento de hidroperdxidos formados, pois nestas condigdes eles formam-se com

muita rapidez e facilmente se decompdem pela acgio do calor.
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- No segundo modelo (Modelo B), pode observar-se que & temperatura ambiente, ndo se consegue
obter uma linearidade na produgio de hidroperdxidos mesmo apés varias repeticdes. Observa- se
alta produgdo em dias quentes, pondendo-se ver que em algumas horas ha uma descida mostrando
uma degradagdo dos hidroperdxidos produzidos. Durante o dia verifica-se uma produgdo ascendente

na parte da manhi até ao meio da tarde, enquanto.que ao fim da tarde nio se verifica uma produgio

significativa.

- No terceiro modelo (Modelo C), apesar de se realizar a autoxidagiio por injecgio directa de

oxigénio ¢ sem calor, a produgido de hidroperoxidos € influenciada pela temperatura do ambiente.

Com base nos resultados obtidos nos trés modelos, concluiu-se que o importante € de facto eliminar

o efeito da temperatura realizando os ensaios a uma temperatura fixa e a baixa pressio de oxigénio.
3. Método de autoxidagio do acido linoléico a 40°C por injecgdo directa de oxigénio.

-Os resultados obtidos nos ensaios em branco, sdo satisfatorios, verifica -se uma linearidade na
producéo de hidroperéxidos nos dois ensaios realizados em branco i.e sem antioxidante e, os testes
de significancia, mostram que ndo ha diferenga significativa na produgio e que os desvios obtidos

devem-se apenas a erros acidentais.

-Realizando o ensaio na presenga do acido galico, verifica-se uma redugdo na produgio, nio
interpretando estes resultados apenas tedricamente, assim como estatisticamente pois, o teste de
significincia, mostra a existéncia de diferenga significativa da primeira a terceira hora, enquanto que
da quarta a quinta hora verifica se o contrario. Teoricamente pode-se afirmar que o acido galico a
1% tem um periodo de indugdo de trés horas ou seja, na presenga deste acido a esta concentragio

ndo se verifica uma acumulagio rapida de hidroperéxidos durante trés horas.

- O efeito antioxidante dos hidrolatos do eucalipto comparativamente ao do acido galico, pode ser
considerado maior pois, prestando atengdo a terceira e a quarta hora, a diferenga na produgio é
maior apesar de nio se verificar 0 mesmo durante as trés primeiras horas. Qs compostos
antioxidantes presentes nos hidrolatos do eucalipto conseguem inibir por mais duas horas a produgio

de hidroper(')xido's.




»
-Em relagio ao ensaio realizado na presenga do extracto metandlico de erytrina, uma gota ¢
suficiente para descorar o azul do iodo durante todo ensaio, mostrando uma inibigio maior que a dos

hidrolatos do eucalipto, portando maior poder antioxidante.

-Controlando o método em Oleo alimentar, s6 € possivel a comparagio dos volumes pois, quanto
maior este for, maior ¢ a percentangem de hidroperdxidos produzidos. Estes ndo podem ser
calculados como no caso do acido lizolico, porque o éleo € urna mistura de glicéridos e acidos
insaturados e os produtos de oxidagdo, sio provavelmente uma mistura de hidroperéxidos o que
dificulta o cilculo. Com a introdugéo dos hidrolatos de eucalipto, fazendo uma interpretagio tedrica,
a redugio verificada no volume do titulante, mostra a actuagio dos hidrolatos de eucalipto como

inibidores de oxidagao.
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7. Conclusoes e recomendagdes.

De uma forma geral, pode concluir-se que os objectivos do trabalho foram alcangados, criou-se um
método simples de pesquisa de antioxidantes de origem vegetal. Os resultados obtidos durante todos
ensaios realizados, aliados as interpretagdes estatisticas, condizem com o que se espera teéricamente
da actuagdo de um antioxidante, que ¢ o aumento do tempo de vida das matérias organicas, por
retardamento na formagdo das substidncias resultantes da oxidagdo (hidroperdxidos), responsaveis

pela alteragi@o das caracteristicas organoléticas e perda da qualidade nutricional dos alimentos.

Nio se pode afirmar com seguranga que, as plantas que apresentaram poder antioxidante tém de
facto compostos fenolicos pois, os testes realizados ndo sdo suficientes para sustentar tal afirmagio
mas, o importante é que elas provaram que possuem compostos com propriedades antioxidantes,

sejam eles fendlicos ou ndo.

Os ensaios realizados com o Oleo alimentar, mostraram que esta substdncia dificilmente sofre
oxidagdio a 40°C como o icido linoléico. Foi necessirio oxidi-lo em condigdes mais violentas e,
mesnio assim ndo se verificou uma oxidagdo significativa. Tratando-se de um dleo vegetal, ele pode
possuir antioxidantes naturalmente presentes (conhece-se o caso dos tocoferdis nos oleos vegetais).
Na industria nfo se introduz antioxidante para conservar o 6leo de cozinha, pois sabe-se que ele

deteriora-se a temperaturas superiores a 85°C o que ndo se atinge em condigdes normais.

O método criado para a pesquisa de compostos com propriedades antioxidantes de origem vegetal,

tem as seguintes vantagens:

- E simples e de facil aplicagdo.
- Emprega equipamento simples e que pode ser encontrado em qualquer laboratério minimamente
equipado.

- Nio tem interferéncias.
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Desvantagem: .
- E necessario que se escotha cuidadosamente o substracto a oxidar, deve-se conhecer os produtos
resultantes da oxidagio uma vez que, para calcular a percentagem de hidroperéxidos produzidos

introduz-se na formula o valor do peso molecular do hidroperoxido.

Recomenda-se em pesquisas desta natureza, a utilizagdo de maior niimero de plantas que as usadas
neste trabalho, para que se determine o poder antioxidante dos cdmponentes isolados, que existirem
em quantidades aceitdveis para testes quantitativos, ¢ ndo so a utilizagiio de extractos brutos que, em
outras situagdes podem actuar como préoxidantes porque, muitas vezes representam uma mistura de

compostos.

As plantas que apresentaram poder antioxidante, recomenda-se um estudo detalhado de solubilidade,
toxicidade, termoresisténcia, compatibilidade com a cor, cheiro e sabor dos alimentos, para que

posteriormente possam ser lteis na indistria.
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ANEXO-1 Formulario para o tratamento estatistico dos resultados

Nx=2X;/n

2) $* =3 {(Xi- X/ n-1}

3) % +S*

4) 87 ={ (n; -1 )S* +(n; -1) $*; }/ (n, +n-2)
5)8=+§?

6) taws. = {X1 - %2) }/ S¥n, +ny

Tv=n; +n;-2.




ANEXO-2- SIMBOLOGIA

Xi; = % de hidroperdxidos

% — Média da % de hidroperdxidos

n - n° de medigdes

S* — Desvio padrio de cada ensaio

% + §* — Intervalo de confianga

$? - Desvio padrio de dois ensaios

S — Variinga de dois ensaios

v—» Graus de liberdade

t s—> Valor de t observado nos dois ensaios

tei. = Valor de t critico retirado da tabela

Ext. — Extracto

TLC — Cromatografia de camada fina

Tol = Telueno




Clor. — Cloroférmio

Acet, = Acetona

n-H — normal hexano

MeOH — Metanol

HOAC — Acido acético

Grp. = Grupo

Fr. 5Fracgio

V.E. = Velocidade de eluigio

MPLC — Cromatografia liquida de média pressio

Crm — Cromatograma




ANEXO-3 -Tabela de distribuigio de t

A TABELA Al, apresenta os valores de t critico que foram comparados com os valores de t observado,
calculados durante o tratamento estatistico dos resultados. Cada valor de t critico corresponde a um

certo nimero de graus de liberdade.

TABELA A.1 -Distribuigio de t.

90%(0,10) 95%(0,05) 98%(0,02) 99%(0,01)
6,31 12,71 31,82 63,66
2,92 4,30 6,96 9,02
2,35 318 4,54 5,84
2,13 2,78 3,75 4,60
2,02 2,57 3,36 4,03
1,94 2,45 3,14 3,71
1,89 2.36 3,00 3,50
1,86 2,31 2,90 3,36
1,83 2,26 2,82 3,25
1,81 2,23 2,76 3,17
1,78 2,18 2,68 3,05
1,76 2,14 2,62 2,98
1,75 2,12 2,58 2,92
1,73 2,10 2,55 2,88
1,72 2,09 2,53 2,85
1,70 2,04 2,46 2,75
1,68 2,01 T 2,40 2,68
1,64 1,96 2.33 2,58

W oo~ b Wik | e—]e

[
o

—
[ 3]

(S
-

[
=)

-
[~=]

o)
(=]

)
<

un
o




#
ANEXO0-4 - Cromatogramas relativos ao isolamento dos compostos fendlicos , referenciados no

fluxograma

Crm 1
rC__k_"f[Acél-' (4c:q5;35) |

.
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ANEXO- 5 - Glossario

Antioxidante- Substéncia que retarda a deterioragio das matérias organicas
Carcinogéneo- Relativo a cancro; que gera cancro

Condimentos— Substz“mcia‘que realga o sabor da comida; tempero
Deteriorar- Adulterar; estragar

Diabetogéticos- Que gera diabetes

Fotosensitizante- Colorante; preparado quimico que ao ser atirado na dgua se dissolve rapidamenté,

espalhando-se em cores, de modo a tornar o local facilmente identificavel pelo do ar

Organolépticas- Propriedades dos corpos que impressionam os orgfios dos sentidos, sendo apreciados

por estes
Prooxidante- Substincia que acelera a oxidagio

Rancidez- Estado de rincido; rango (decomposicdo ou alteragio das substincias gordas, em contacto
com o ar )
Sinergético- Efeito resultante da acgdo de diferentes agentes que actuam de modo semelhante e

independente
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