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RESUMO

A oxidacdo lipidica é um fator critico na perda da qualidade de emulsGes cosméticas agua em 6leo
(A/O), devido a baixa estabilidade oxidativa dos 6leos vegetais empregados, principalmente quando
na presenca da agua, meio no qual podem sofrer hidrolise. A estratégia da indUstria cosmética tem
sido o uso de aditivos antioxidantes, substancias que quando usadas em pequenas quantidades tém
efeito retardatario sobre a oxidag&o lipidica. O antioxidante sintético Butil Hidroxitolueno (BHT) é
um dos mais utilizados, embora haja sérios relatos com relagdo aos maleficios que o mesmo pode
provocar no organismo humano, quando da exposicdo regular, o que tem motivado a busca por
antioxidantes de fontes naturais. Os antioxidantes sintéticos como o BHT apresentam hidroxilas
fendlicas que atuam como doadores de hidrogénio radicalar que regeneram as moléculas de acidos
graxos e interrompem o processo oxidativo. Uma alternativa viavel a substitui¢do destes s&o os acidos
fenolicos naturais, normalmente encontrados em vegetais comestiveis, com atividade antioxidante
tdo ou mais potente do que os antioxidantes sintéticos. Dessa maneira, com 0 objetivo de avaliar a
atividade antioxidante de 8 acidos fendlicos naturais como: &cido cafeico (ACAF), acido elagico
(AE), &cido ferulico (AF), acido gélico (AG), acido 4-hidroxibenzoico (AH), &cido p-coumarico
(APC), &cido trans-cindmico (ATC) e &cido vanilico (AV), adicionados ao 6leo de girassol (OG) nas
concentracdes de 0,03, 0,06 e 0,1%, foi utilizada a técnica Rancimat. Para nivel de comparacdo, o
antioxidante sintético BHT foi empregado como controle. Os resultados foram expressos em periodo
de inducéo oxidativa (PI) em horas (h) e em fator de protecdo (FP), expresso em %. De acordo com
os resultados obtidos, o antioxidante BHT ndo mostrou efeito protetor em OG, em nenhuma das
concentragdes avaliadas, exibindo valores de PI que variaram de 5,3 £ 0,01 a 6,1 £ 0,09 h contra valor
de PI de 7,06 h de OG, representando uma atividade pré-oxidante, o que contribui para acelerar o
processo de degradacdo oxidativa do dleo. Ja em relagdo aos valores de Pl obtidos para os &cidos
fenodlicos, os melhores resultados foram obtidos para 0 AG (28,2 + 0,11 h) na concentracdo de 0,03
% com FP 300%, ACAF na concentracdao de 0,1 % (15,4 £ 0,17 h) com FP 15,4 %, AH na
concentragéo de 0,1% (11,7 £ 0,19 h) com FP 66%, e AE na concentragéo de 0,1 % (10,5 + 0,12 h)
com FP 10,5 %. Os acidos fendlicos mostraram comportamento diferentes em relacdo ao aumento da
concentragdo. Enquanto em AG houve uma diminuicédo do FP; em ACAF, AH e AE houve aumento
do FP. Os resultados mostram o potencial desses acidos fendlicos na substituicdo dos antioxidantes

sintéticos em emulsdes cosmeéticas.

Palavras chaves: acidos fenolicos, antioxidantes naturais, oxidagdo lipidica, rancimat



ABSTRACT

The lipid oxidation is a critical factor in the quality of water-in-oil cosmetic emulsions (A / O), due
to the low oxidative stability of the vegetable oils used, especially in the presence of water, in which
hydrolysis is possible. The cosmetic industry strategy has been the use of antioxidant additives,
substances that have delayed effect on lipid oxidation when used in small quantities. The synthetic
antioxidant Butyl Hydroxytoluene (BHT) is one of the most used, although there are serious reports
regarding the harmful effects that it can cause in the human body, during regular exposure, which has
motivated the search for antioxidants from natural sources. Synthetic antioxidants, such as BHT,
shows phenolic hydroxylates which act as radical hydrogen donors that regenerate fatty acid
molecules and disrupt the oxidative process. A viable alternative to replacing these are the natural
phenolic acids normally found in edible vegetables with antioxidant activity as or more potent than
synthetic antioxidants. With the aim of evaluating the antioxidant activity of 8 natural phenolic acids
such as: caffeic acid (CAFA), ellagic acid (EA), ferulic acid (FA), gallic acid (GA), 4-hydroxybenzoic
acid (HA), p-coumaric acid (PCA), trans-cinnamic acid (TCA) and vanillic acid (VA), added to
sunflower oil (SFO) at concentrations of 0.03, 0.06 and 0.1%, the Rancimat test was applied. For
comparative purposes, the synthetic antioxidant BHT was applied as a control. The results were
expressed in period of oxidative induction (IP) in hours (h) and in protection factor (PF) expressed in
%. According to the results, the antioxidant BHT showed no protective effect on OG at any of the
concentrations evaluated, exhibiting IP values ranging from 5.3 £ 0.01to 6.1 = 0.09 h against IP value
of 7.06 h of SFO, representing a pro-oxidant activity, which contributes to accelerate the process of
oxidative degradation in the oil. In regard to the IP values obtained for phenolic acids, the best results
were obtained for the GA (28.2 £ 0.11 h) in the concentration of 0.03% with PF 300%, CAFA in the
concentration of 0.1 % (15.4 + 0.17 h) with PF 15.4%, HA in the concentration of 0.1% (11.7 + 0.19
h) with PF 66%, and EA at the concentration of 0.1% (10.5 = 0.12 h) with PF 10.5%. The phenolic
acids showed different behavior in relation to the increase in concentration. While in GA there was a
decrease in PF; in CA, HA and EA there was an increase in PF. PCA was only effective at the
concentration of 0.1% (8.0 + 0.33) and PF 13%. The other phenolic acids were not effective in any

of the concentrations evaluated by the Rancimat method.

Keywords: phenolic acids, natural antioxidants, lipid oxidation, rancimat
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1 INTRODUCAO

O mercado cosmético é caracterizado pelo crescimento elevado, inovacdo e consumidores
exigentes quanto a qualidade e composicdo dos produtos. Recentemente tem surgido por parte destes
um apelo por cosméticos naturais em contraposi¢do aos cosméticos convencionais, o que impulsiona
a industria cosmética a desenvolver produtos com constituintes naturais, principalmente de origem
vegetal. Um dos componentes essenciais para diversos tipos de cosméticos sdo as emulsdes, as quais
apresentam bom aspecto visual e sdo agradaveis ao toque e ao olho humano. As emulsdes em sua
grande maioria possuem contetdo lipidico, sendo, portanto, susceptivel a oxidacdo lipidica, processo
que diminui a qualidade do produto e seu tempo de prateleira. Para retardar este processo, sdo

empregados antioxidantes sintéticos e naturais numa tentativa de manter as propriedades do produto.

Os &cidos fenolicos pertencem a uma diversificada classe de fitoquimicos presentes no reino
vegetal. Esses compostos sdo produzidos no metabolismo secundario das plantas e séo caracterizados
pela alta atividade antioxidante, além de outras atividades bioldgicas como anti-inflamatoria,
antimicrobiana e anti-carcinogénica. Estudos tém mostrado que os &cidos fendlicos atuam na
prevencao e tratamento de doencas causadas por processos oxidativos no corpo humano (PACHECO-
ORDAZ et al., 2018);(MOUALEK et al., 2016).

Uma caracteristica em comum dentre grande parte dos acidos fendlicos é a atividade
antioxidante in vitro, ou seja, a capacidade de capturar radicais livres, justificando a aplicacdo em
matrizes lipidicas como alimentos e produtos cosméticos como aditivos antioxidantes. Os acidos
feralico e cafeico, por exemplo, mostraram ser antioxidantes eficientes em diversos estudos in vitro,
além de atuarem como inibidores de células tumorais de cancer de mama (PACHECO-ORDAZ et
al., 2018). Ja o &cido galico e seus derivados, segundo estudos, protegem o0 DNA e 0 pulmé&o de danos
acarretados pelo estresse oxidativo (FERK et al., 2011). O acido elagico, cuja estrutura quimica é
bastante diferenciada dos demais acidos fendélicos, € comumente utilizados em produtos clareadores
para a pele, sendo pouco relatado na literatura em relagdo a sua eficiéncia como aditivo antioxidante
em matrizes lipidicas, entretanto, trata-se de um &cido fenolico, portanto, um antioxidante em
potencial (YATSKAYER; STATES, 2014).

Apesar do enorme potencial de aplicacdo dos acidos fenolicos, a industria sempre direcionou
interesse especial aos antioxidantes sintéticos, como o BHT (butil hidroxitolueno) que é bastante

utilizado nas emulsdes cosméticas. Contudo, existe certa preocupagdo por parte dos Orgaos
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regulamentadores do setor acerca do uso do BHT em produtos alimenticios por conta de sua agao
carcinogénica, principalmente considerando um consumo regular, porém em cosméticos ndo ha
relatos desta preocupacdo. Contudo, um estudo mostra que o BHT penetra na pele humana, mesmo
em baixas concentracdes, sendo metabolizado pelo organismo e causando danos hepaticos e renais
em experimentos com ratos (TOXICOLOGY, 2001). Além disso, devido a presenca do BHT em
aguas residuais geradas pelas industrias de alimentos e cosméticos, esse composto pode se infiltrar
no solo, agua e ar, atingindo plantacbes e contaminando alimentos a longo prazo (NIEVA-
ECHEVARRIA et al., 2015). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece a concentracdo maxima de 100 ppm em alimentos (BRASIL, 2013). Em cosméticos, ndo
h& uma legislacdo que estabeleca critérios para o uso do antioxidante, um dos Unicos paises que
estabelece limites maximos € a china, que limita a 0,1% a concentracdo de antioxidantes sintéticos
em cosméticos (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

Outro antioxidante sintético bastante usado em cosméticos é o terc-butil hidroquinona
(TBHQ), que apresenta alta eficiéncia antioxidante e estabilidade térmica. Contudo, pesquisas
mostram que esse aditivo provoca a fragmentacdo do DNA, podendo ser absorvido pela pele e
metabolizado pelo organismo (ESKANDANI; HAMISHEHKAR; EZZATI NAZHAD
DOLATABADI, 2014).

Diante do exposto, o perfil antioxidante de oito acidos fenolicos naturais: elagico, vanilico,
feralico, galico, cafeico, trans-cindmico, 4-hidroxibenzdico e p-coumarico foram aplicados a um
material lipidico de baixa estabilidade amplamente utilizado em emulsbes cosméticas, o 6leo de
semente de girassol (Helianthus annus) e através do método Rancimat, foram avaliados quanto a sua

eficiéncia como antioxidantes candidatos a substituintes do BHT e TBHQ em emulsdes cosméticas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito antioxidante de &cidos fendlicos naturais aplicados ao 6leo de girassol
(Helianthus annus) e avaliar a viabilidade dos mesmo como substitutos dos antioxidantes

sintéticos em emuls@es e produtos cosméticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as propriedades fisico-quimicas do 6leo de girassol (Helianthus annus);
Determinar a estabilidade oxidativa do 6leo de girassol,

Avaliar a atividade antioxidante do acido cafeico, elagico, ferdlico, galico, 4-hidroxibenzdico,
p-coumarico, trans-cinamico e vanilico no processo oxidativo do éleo de girassol pela técnica

acelerada Rancimat.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 EMULSOES

EmulsBes sdo sistemas termodinamicamente instaveis compostos por trés elementos: fase
aquosa, fase oleosa e emulsificante, este ultimo torna a emulsao estavel, evitando a coalescéncia das
fases (SOLANS; GARCIA-CELMA, 2017).

As emulsdes tém ampla utilizacdo em cosméticos para uso topico, sendo incorporadas em suas
fases ativos hidrossoluveis e/ou lipossoluveis dependendo de suas caracteristicas e efeitos desejados.
Emulsbes ndo podem degradar oxidativamente e precisam ser compativeis com os aditivos e ativos
especiais (TOPAN, 2012). Séo classificadas com base na hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante
sendo: 4gua em 6leo (A/O) que contém agua dispersa em pequenas goticulas na fase oleosa, e 6leo
em agua (O/A) em que o material oleoso € disperso na fase aquosa. As emulsdes estdo expostas a
diversos fatores externos como o tempo (envelhecimento do produto), temperatura, luz e oxigénio
(acelerando reacOes oxidativas), umidade (alteracdo de volume, peso e aspecto), entre outros
(SOLANS; GARCIA-CELMA, 2017).

3.2 OLEOS, GORDURAS E ACIDOS GRAXOS

Os 0Oleos e gorduras estdo naturalmente presentes em sementes, peixes, carnes e em alimentos
processados como margarinas, maioneses e molhos. Quimicamente, sdo formados por moléculas de
triacilglicerol (Figura 1), onde estdo presentes os acidos graxos, estruturas de cadeia carbdnica longa,
geralmente de C-4 a C-22, sendo C-18 o mais comum, esterificados e associados ao glicerol
(MOGHADASIAN; SHAHIDI, 2016).

H2C_O

Porcao glicerol

Figura 1 — Estrutura molecular do triacilglicerol.



18

Os é&cidos graxos sdo classificados, pela presenca de ligacdes duplas, em saturados e
insaturados, sendo o ultimo subdividido em monoinsaturados e poliinsaturados (GHAZANI,

MARANGONI, 2016). A Tabela 1 apresenta exemplos dos principais acidos graxos.

Tabela 1 — Principais &cidos graxos encontrados em 6leos e gorduras.

Acido graxo Nome comum Férmula
4:0 Butirico CH3(CH2).CO2H
6:0 Capréico CH3(CH2)4CO2H
8:0 Caprilico CH3(CH2)sCO2H
10:0 Céprico CH3s(CH2)sCO2H
12:0 Laurico CH3(CH2)10CO2H
14:0 Miristico CH3(CH2)12.CO2H
16:0 Palmitico CH3(CH2)14CO2H
18:0 Esteéarico CH3(CH2)16CO2H
18:1 Oleico CH3(CHz2);CH=CH(CH,)7COzH
18:2 Linoleico CH3(CH2)4(CH=CHCH_)2(CH2)sCO2H
18:3 a-linolénico CH3CH2(CH=CHCH2)3(CH2)sCOH
22:1 ErGcico CH3(CH_)7CH=CH(CH2)11.CO2H
20:5 EPA CH3CH2(CH=CHCH)5(CH2).CO-H

Os saturados, série homologa (CnH2nO2), possuem cadeias alifaticas sem ligacGes duplas
(como mostra a Figura 2) e, portanto, sd0 0S menos reativos e mais termicamente estaveis
(MOGHADASIAN; SHAHIDI, 2016). Alguns exemplos sdo: acido miristico (C14:0), acido
palmitico (C16:0), &cido estearico (C18:0) e o0 acido araquidico (C20:0).

(0]

WOH

Figura 2 — Estrutura molecular do acido palmitico.

Os insaturados séo os acidos graxos que contém ligagcOes duplas; quando contém apenas uma

insaturacdo, denomina-se monoinsaturado (CnH2n-202). Esses compostos sdo liquidos em
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temperatura ambiente e sdo sintetizados naturalmente pelo corpo humano (GHAZANI;
MARANGONI, 2016).

O monoinsaturado mais importante é o oleico (Figura 3), presente no abacate, amendoim e
nos Oleos de oliva e canola. S&o também conhecidos como &cidos graxos do tipo 6mega-9, devido a
presenca da ligagdo dupla na posicéo C-9 a partir da terminagdo metilica. Tem sido reportado que o
consumo desse tipo de acido graxo diminui os niveis de colesterol ruim (LDL) e aumenta o colesterol
bom (HDL), sendo assim cardioprotetor (MOGHADASIAN; SHAHIDI, 2016).

\WMJ\OH

Figura 3 — Estrutura molecular do acido oleico.

Quando o &cido graxo apresenta duas ou mais insaturacbes, como mostra a Figura 4, ele é
denominado poliinsaturado. Dentre essa classe, encontram-se o0s acidos graxos do tipo 6mega 3. Estes
sdo quimicamente caracterizados por apresentarem cadeia longa de Cig a C2. O termo 6mega-3
refere-se a caracteristica especial desses &cidos graxos: a primeira ligagdo dupla localizada na posi¢éo
C-3 a partir da terminacdo metilica (GHAZANI; MARANGONI, 2016); alguns exemplos sdo 0s
acidos linolénico, esteriddnico, eicosapentandico, docosapentandico, etc. Esse tipo de acido graxo
poliinsaturado é o que mais desperta o interesse de cientistas pela capacidade atribuida a eles na
prevencéo de doencas do coracéo e inflamagdes (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2019).

OH
Figura 4 — Estrutura molecular do &cido linolénico.

Os 6leos de coco, girassol, améndoa, abacate e oliva sdo 0s mais utilizados para preparagdes
cosméticas (CHAIKUL; LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2017). Esses 0leos possuem
composicao rica em acidos oleico, que tem a capacidade de penetrar as camadas do estrato corneo,
aumentando a permeabilidade da barreira e permitindo a penetracdo dos 6leos vegetais na pele. A

presenca de antioxidantes naturais como tocoferdis e compostos fenolicos nesses 6leos também séo
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caracteristicas que os tornam de grande interesse para a aplicagdo em cosméticos (HOSOI;
KOYAMA; OZAWA, 2017).

3.3 OLEO DE GIRASSOL

O girassol (Helianthus annus L.) pertence a familia das Asteraceae e 0 6leo extraido de suas
sementes é amplamente utilizado ao redor do mundo. A planta cresce bem em praticamente todas as
configuracBes geogréficas, no entanto, as Américas e a Europa sdo os maiores produtores,
representando 50 % da producdo anual. No seu processo de extracdo é geralmente empregada a
prensagem a frio, mas também se faz uso de extracdes por solventes ndo-toxicos. O 0Oleo de girassol
é utilizado principalmente como 06leo comestivel, assim como o 6leo de soja, porém apresenta

aplicagdes em outras areas como a cosmética.

O dbleo de girassol apresenta diversas propriedades bioldgicas, sendo responsavel pelo
funcionamento de processos fisioldgicos no corpo humano, como a manutencdo de processos
enzimaticos. Os &cidos graxos poliinsaturados sdo majoritarios em sua composi¢do, como mostra a
Tabela 2. O acido linoleico e oleico séo os principais acidos graxos presentes no dleo de girassol,
representando 85-87% de sua composicdo. Os &cidos graxos saturados presentes sdo o palmitico e
estearico, em proporcGes que variam de 11-12%. O acido linoleico é o mais abundante no 6leo de
girassol, com composigao que varia de 48-74%. Esse &cido graxo é reportado como sendo regulador
lipoproteico, diminuindo o colesterol do tipo HDL e aumentando o colesterol LDL, propriedade que
contribui no combate de doencas cardiovasculares (SANCHEZ-MUNIZ; BASTIDA; BENEDI,
2015).

Tabela 2. Perfil de &cidos graxos do 6leo de girassol.

] Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Acido laurico  miristico palmitico estearico  oleico linoleico  linolénico
graxo

(12:0) (14:0) (16:0)  (18:0)  (18:1) (18:2) (18:3)
Quantidade

(%) <0,1% <0,1% 5,0-7,6 2,7-6,5 14,0-39,4 48,3-74,0 <0,3%
0
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Além do uso como 6leo comestivel, o 6leo de girassol é amplamente empregado na inddstria
cosmética como componente de emuls6es 6leo em agua (O/A) e também como emoliente em cremes
faciais, capilares e corporais. Diversos beneficios do uso topico do 6leo de girassol sdo reportados
como a prevencdo do envelhecimento cutaneo, além de hidratar e trazer brilho a pele. Essas
caracteristicas sdo justificadas pela presenca de &cidos graxos poliinsaturados como também de
antioxidantes como a vitamina E ¢ o a-tocoferol, que ajudam na recuperacdo e hidratacdo cutanea
(COELHO etal., 2012).

3.4  OXIDACAO LIPIDICA

O processo de oxidacdo lipidica atinge Oleos, gorduras, emulsfes e produtos cosméticos
gerando produtos tdxicos que alteram as caracteristicas quimicas, fisicas e organolépticas do produto
(CARDOZO et al., 2013). O processo oxidativo é dividido em duas classificacBes principais:

autoxidacéo e fotoxidacéao.

3.2.1 Autoxidagdo

A caracteristica principal do processo de autoxidacéo € a formacéo em massa de radicais livres
altamente reativos, que reagem em cadeia formando produtos toéxicos. O mecanismo, como mostrado
na Figura 5, inicia-se na quebra das ligagdes de hidrogénios bis-alilicos, pela a acao do calor, luz ou
presenca de ions metalicos, formando radicais de acidos graxos altamente reativos, fase denominada
de iniciacdo. Esses radicais, por sua vez, reagem com o oxigénio molecular formando radicais
peroxila que se estabilizam com hidrogénios graxos para formar hidroperéxido, produto primério de
oxidacdo. Na fase de terminacdo, os hidroperdxidos reagem com outros radicais livres formados em
cadeia para produzir produtos estaveis como cetonas, aldeidos e alcanos, produtos secundarios de
oxidagdo (HIDALGO; ZAMORA, 2017).

Diante da preferéncia de ataque do oxigénio em posicdes bis-alilicas, a reacdo de autoxidagdo
é favorecida pela presenca de insaturages ao longo cadeia carbénica, ou seja, 6leos vegetais ricos
em &cidos graxos poliinsaturados sdo 0s mais susceptiveis a oxidacao, portanto exigem maior cuidado
quanto a sua degradacgdo. Outros fatores sao: presenca de luz, exposicao ao calor, presenca de metais
pro-oxidantes (como ferro e manganés), presenca excessiva de agua, dentre outros (CHEN;
MCCLEMENTS; DECKER, 2015).
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Figura 5 — Mecanismo da reacdo de oxidacao lipidica.
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Simultaneamente e paralelamente a autoxidacéo podem ocorrer reagdes como a ciclizagdo de
hidroperdxidos (Figura 6). Esse processo consiste no emparelhamento de elétrons de radicais
hidroperdxidos e a adicao da ligacao dupla a cadeia central, formando produtos ciclicos. Essa adicao
gera um segundo radical peroxido que retira hidrogénio de outra molécula vizinha para dar
continuidade a reacdo em cadeia (DAMASCENO et al., 2013).

"0-0 0—o0

HiCo _— N _—_ _COOH —»  H,c_—L _J—_—_ COOH

‘0-0 0—O0
HsC X _—_ _COOH
L,H
L,
HO-O O—O

HSC\/l_I\)“\/:\/COOH

Fonte: (DAMASCENO et al., 2013)
Figura 6 — Mecanismo de ciclizacdo de radicais hidroperdxidos.

3.2.2 Fotoxidagdo

A oxidacdo lipidica pode ocorrer na presenca de luz ou de fotosensibilizadores (clorofila,
mioglobina, riboflavina e outros), que reagem como a radiacdo UV-vis e se tornam excitados, como
mostrado na Figura 7. Existem dois estados de excitacdo: singleto 'Sens e tripleto 3Sens. A reacéo
dos sensibilizadores com os &cidos graxos ocorrem por meio de dois tipos de mecanismos. O tipo 1
refere-se a formacdo de radicais de &cidos graxos que reagem subsequentemente com o0 oxigénio,
similar ao que acontece na autoxidacao. O tipo 2 consiste na reacdo do sensibilizador direto com o
oxigénio tripleto, formando uma espécie altamente reativa, o oxigénio singleto (102, em seguida os

acidos graxos reagem com essa espécie para dar inicio ao processo oxidativo (ZHAO et al., 2019).
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hv
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(" OH .
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RlJS_%—RZ» RlAR . le_\Rz + OH— Autoxidacio

Fonte: (DAMASCENO et al., 2013)
Figura 7 — Mecanismo de fotoxidacao.

3.3 ADITIVOS ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo classificados em primérios e secundarios. Os primarios sdo 0s mais
utilizados, tém funcdo de doar 4&tomos de hidrogénio durante a reacdo de oxidacdo, impedindo a
formacdo de radicais altamente reativos e retardando a formacdo de produtos de oxidagdo. Os
secundarios sdo agentes sinergistas capazes de desativar moléculas de oxigénio singleto; podem atuar
como agentes quelantes de ions metalicos, absorver radiacdo ultravioleta e regenerar antioxidantes
primarios (HIDALGO; ZAMORA, 2017).

Quimicamente, antioxidantes sdo compostos, em sua grande maioria, fendlicos que tém como
caracteristica principal a capacidade de doar &tomos de hidrogénio e/ou receber elétrons, ou seja, sdo
agentes redutores, de origem sintética ou natural. No ambito industrial, séo compostos amplamente
empregados na preservacdo oxidativa de diversos tipos de produtos com contetdo lipidico, como:
6leos vegetais, gorduras, cosméticos, entre outros. A funcdo principal dos antioxidantes é diminuir
os danos causados pela oxidacdo lipidica, consequentemente, aumentando o tempo de prateleira
desses produtos (GRIFFITHS, 2016).

3.4  MECANISMO DE ACAO DOS ANTIOXIDANTES

Antioxidantes podem retardar ou acelerar o processo de oxidacdo. Os antioxidantes priméarios
reagem diretamente com os radicais livres, tornando-os estaveis e contendo a reacdo de oxidagao em
cadeia, como mostra a Figura 8. Nas fases de iniciacdo e propagacdo, o antioxidante reage com 0s

radicais lipidicos e perdxidos, que em seguida se decompdem em produtos secundarios volateis.
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Compostos fendlicos como os &cidos fenolicos, possuem atividade antioxidante pois sdo capazes de
doar atomos de hidrogénio para radicais livres (JACOBSEN, 2018).

OH o
R, Ry
+ ROOouL —» + ROOH ou LH
OH OH
Antioxidante Radical hidroperoxido  Radical semiquinona Hidroperdxido

Fonte: Elaborada pelo autor
Figura 8 — Esquema representativo da acdo do antioxidante na reacdo de oxidacao.

Os antioxidantes secundarios tém mecanismo de acdo diferente, agindo como quelantes de
metais, sequestradores de oxigénio, ou como fotoprotetores. Alguns sdo capazes de regenerar
antioxidantes primarios e agir como sinergistas. Compostos fenolicos muitas vezes sdo capazes de
desempenhar ambas as func¢des (JACOBSEN, 2018).

Os fatores que determinam a eficiéncia de um antioxidante foram primeiramente propostos
por Porter em 1980. O chamado “Paradoxo da polaridade” propde que antioxidantes polares
funcionam melhor com éleos a granel e 0s que apresentam baixa polaridade sdo mais eficientes em
emulsdes oléo-agua (Porter, 1980). Atualmente, estudos termodindmicos e computacionais tém sido
realizados buscando descrever parametros que determinem a atividade antioxidante de acidos
fendlicos com base na estrutura molecular. A variacdo de entalpia de dissociacdo da ligagdo O-H
fenolica (ABDEH) € um fator que descreve a capacidade antioxidante de aditivos em reacOes de
autoxidacéo, esse dado estabelece relagdo inversamente proporcional com a atividade antioxidante.
Outro fator importante é a distribuicdo de energia em orbitais HOMO e LUMO, que fornece

informagdes sobre a atividade quimica da molécula.
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3.5  ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Embora o uso de antioxidantes naturais na preservacao de alimentos tenha sido conhecido
pelo ser humano desde muito tempo, os antioxidantes sintéticos ganharam amplo destaque e sdo 0s
mais utilizados na industria pela sua alta eficiéncia e baixos custos (CAROCHO; MORALES;
FERREIRA, 2018);(BARREIRA; FERREIRA, 2019).

Os mais utilizados sdo os polifenois, sendo os principais o terc-butil-hidroquinona (TBHQ),
hidroxi-tolueno butilado (BHT) e o propil galato (PG) (LAU; WONG; SAR, 2018).

O TBHQ (Figura 9) é considerado o antioxidante sintético mais eficaz em 6leos vegetais de
fritura insaturados e poli insaturados devido sua alta resisténcia térmica e estabilidade. Além disso,
ndo altera o sabor, 0 odor e ndo leva a descoloracdo do alimento, mesmo na presenca do ion ferro.
(CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018).

OH CH,
CH,

CHs3

OH
Figura 9 — Estrutura molecular do TBHQ.

O BHT (Figura 10) é o principal antioxidante usado em cosméticos pela alta eficiéncia em
sequestrar radicais (ALVAREZ-RIVERA et al., 2018), porém nao é utilizado em 6leos vegetais de

fritura pois pode conferir odor quando exposto a altas temperaturas (YEHYE et al., 2015).

CHs OH CHs
HsC CHs

H3C CH;

CHs

Figura 10 — Estrutura molecular do BHT.
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O PG (Figura 11) tem alta eficiéncia na estabilizacdo oxidativa de 6leos e gorduras, porém
apresenta baixa estabilidade térmica, conferindo complexos violeta com o ion ferro, quando
submetido a altas temperaturas (MALEKI et al., 2018).

OH

HO

Figura 11 — Estrutura molecular do PG.

O controle do uso de aditivos antioxidantes em alimentos é altamente restrito, devido estudos
apontarem efeitos carcinogénicos em animais. O TBHQ e BHT estimularam o aparecimento de
tumores estomacais em testes in vivo (ALADEDUNYE; GRUCZYNSKA, 2018); por sua vez, 0 PG
apresentou efeito fragmentador no DNA (VERHAGEN et al., 2002);(ESKANDANI;
HAMISHEHKAR; EZZATI NAZHAD DOLATABADI, 2014);(MALEKI et al., 2018). A FDA
(Food and Drug Administration), a EFSA (European Food Safety Authority) e a WHO (World Health
Organization) sdo os principais 6rgdos que regulamentam e legislam a utilizacdo de antioxidantes
sintéticos em alimentos. Atualmente a concentracdo maxima desses aditivos em alimentos é limitada
a 0,02% (MALEKI et al., 2018). N&do existe limite maximo estabelecido em lei para uso de
antioxidantes sintéticos em produtos cosméticos. As concentracdes usadas variam de 0.0002% a
0.5%, sendo geralmente dosado em 0,1% (TOXICOLOGY; ADDITIONAL, 2001).

3.6 ANTIOXIDANTES NATURAIS

Existem mais de 200 mil compostos quimicos identificados provenientes de plantas. Esses
metabolitos sdo classificados em primarios e secundarios. Enquanto os primarios sao macromoleculas
que tém como objetivo a manutencgdo das células, os secundarios agem na protecéo da planta contra
agentes externos. (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019).

De acordo com a rota biosintética e estrutura, os metabolitos secundarios classificam-se em

polifendis, flavonoides, terpendides e alcaloides nitrogenados ou sulfurados. Esses compostos podem
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ser encontrados em uma vasta gama de matrizes vegetais como folhas, frutos, sementes, ervas e
cereais (CHANDRASEKARA; NUTRITION; LANKA, 2018).

Compostos fenolicos sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e tém papel importante na
reproducdo, crescimento e protecdo contra predadores, além de contribuir nas caracteristicas
organolépticas das plantas e frutos (CHANDRASEKARA; NUTRITION; LANKA, 2018). Mais de
8000 compostos fendlicos sdo conhecidos e sdo classificados em diversas classes mostradas na Tabela
3.

Tabela 3 — Classes de compostos fendlicos em plantas

Classe Estrutura
Fenolicos simples C6
Acidos hidroxibenzoéicos C6-C1
Acidos hidroxicinamicos, Fenilpropanoides C6-C3
Acetofenonas, Acidos fenilacéticos C6-C2
Xantonas C6-C1-C6
Estibenos, Antraquinonas C6-C2-C6
Flavonoides, Isoflondides C6-C3-C6
Lignanas, Neolignanas (C6-C3)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-C6)n

Fonte: (CHANDRASEKARA; NUTRITION; LANKA, 2018)

Dentre as classes mais importantes, destacam-se os acidos fenolicos. Apresentam-se em trés
classificacOes: a primeira sdo os acidos hidroxibenzoicos (Figura 12), com estrutura quimica contendo
sete atomos de carbonos e anel aromatico ligado a um grupo hidroxibenzoico e a uma ou mais
hidroxilas; o segundo séo os acidos hidroxicinamicos (Figura 13), contém nove atomos de carbono;
e 0 terceiro sdo as cumarinas (Figura 14), derivadas do acido cinamico por ciclizacdo do acido p-
coumarico. Os acidos fenolicos podem conter substituintes ao longo de suas cadeias, como metoxilas
e esteres nas posicdes orto ou meta (VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019).



29

O OH

1- Acido salicilico R;=0OH; R,=R;=R,=H

R 2- Acido p-hidroxibenzoico: R;=OH; R;=R,=R,=H

! 3- Acido protocatequinico: R,=R;=0OH; R;=R,=H
4- Acido gentistico: R;=R,=OH; R,=R3=H
5- Acido vanilico: R,=OCHs; R;=OH; R;=R,=H
6- Acido galico: R;=H; R,=R;=R,=OH

R, R, 7- Acido Siringico: R;=H; R,=R,=OCHj; R;=OH
Rs

Figura 12 — Estrutura molecular dos principais acidos hidroxibenzoicos.

0 OH
= 8- Acido cinamico: R;=R,=R3=R,=H
9- Acido o-cumarico: R;=0H; R,=R3=R,=H
10- Acido m-cumérico: R,=OH; R;=R;=R,=H
R 11- Acido p-cumarico: R3=OH; R;=R,=R,=H
1 12- Acido cafeico: R,=R3=OH; R;=R,=H
13- Acido ferdlico: R;=OH; R,=OCHg3; R;=R,=H
14- Acido sinapico: R,=R,=OCHjs; R;=OH; R;=H
R4 RZ
Rs3

Figura 13 — Estrutura molecular dos principais &cidos hidroxicindmicos.

O OH
O
/
O
OH

15- Acido o-cumarico 16- Cumarina

Figura 14 — Estrutura molecular das principais cumarinas.
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A presenga das hidroxilas fendlicas confere a maioria dos &cidos fendlicos atividade
antioxidante in vitro, porém pode ser afetada pela presenca de substituintes proximos a grupos
hidroxila (JACOBSEN, 2018). Além da atividade antioxidante, esses aditivos apresentam atividade
antialergénica, antiarteriogénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitrombotica, cardioprotetora e
vasodilatadora (PAULA et al., 2018).

Devido a atividade bioldgica, fitoquimica e antioxidante dos acidos fendlicos naturais, uma
série de estudos tem sido feitos visando avaliar a capacidade antioxidante in vivo e in vitro de extratos
vegetais ricos em &cidos fendlicos em busca de substituir os antioxidantes sintéticos no uso em
alimentos, dentre eles: alecrim (GUO et al., 2016), gergelim (TOORANI et al., 2019) e centela
asiatica (ARORA et al., 2018). Essa preocupacdo nasce em torno do maior interesse da populacao

pela medicina alternativa e o apelo pelo natural.

3.7 ACIDO CAFEICO

O acido cafeico ou acido-3,4-dihidroxicindmico (Figura 15) é um acido fenolico derivado do
4cido hidroxicindmico. E amplamente encontrado no reino vegetal, presente em folhas, frutos, flores
e vegetais. E abundantemente presente no café (FARAH; DONANGELO, 2006). Também é
identificado em medicamentos de uso popular, a base de propolis (LUSTOSA et al., 2008). Possui
atividade antioxidante in vitro elevada pela presenca de duas hidroxilas fenélicas (MOO-HUCHIN et
al., 2015).

OH
HO
OH
o)
Figura 15 — Estrutura molecular do acido cafeico.

Além da atividade antioxidante, o acido cafeico possui diversas atividades bioldgicas como
anti-hipertensiva, antiviral e age como inibidor da proliferacdo de células cancerigenas
(KANIMOZHI; PRASAD, 2014).
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3.8 ACIDO VANILICO

O é&cido vanilico, ou &cido-4-hidroxi-3-metoxibenzdico (Figura 16), € um é&cido fendlico
dihidroxibenzdico presente principalmente nas raizes de Angelica sinensis, uma erva comum na china
(WEI et al., 2016). E a forma oxidada da vanilina e atua como intermediério na producéo do acido
feralico (LESAGE-MEESSEN et al., 1996).

0] OH

OCHj
OH
Figura 16 — Estrutura molecular do &cido vanilico.

E o componente majoritario no 6leo de agai (MARQUES et al., 2019). Apresentou atividade

antioxidante in vitro em ensaios DPPH e ABTS segundo TAI e colaboradores (2012).

39 ACIDO GALICO

O é&cido galico ou é&cido-3,4,5-trihidroxibenzoico (Figura 17), é o &cido fendlico mais
encontrado no reino vegetal, importante na formacéo dos taninos hidrolisaveis (HUGO et al., 2015).
Possui atividade antioxidante in vitro (GOW-CHIN; PIN-DER; HUI-LING, 2002), antimicrobiano,

anti-inflamatorio e possui efeito anti-idade na pele, segundo CHAIKUL e colaboradores (2019).

Tem aplicacdo na inddstria como agente quelante e como aditivo antioxidante em algumas
bebidas, devido seu alto poder de capturar radicais (BAJPAI; PATIL, 2008).
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HO OH

OH

Figura 17 — Estrutura molecular do &cido gélico

3.10 ACIDO P-COUMARICO

Acido p-coumérico (&cido 4-hidroxicinamico) (Figura 18), um &cido fenélico, € um derivado
do &cido hidroxicindmico. Possui atividade antioxidante, antimultagénica e antimicrobiana, além
disso, segundo KILIC e colaboradores (2014) esse acido atua como redutor da peroxidacdo de

lipoproteina de baixa densidade (LDL) e desempenha papel na regulagem da imunidade humana.

O

X

OH

HO
Figura 18 — Estrutura molecular do acido p-coumaérico.

E amplamente usado em alimentos, medicamentos e cosméticos. Na natureza, aparece
associados a materiais lignoceluldsicos (KILIC; YESILOGLU; BAYRAK, 2014).
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3.11 ACIDO 4-HIDROXIBENZOICO

Também conhecido com acido p-hidroxibenzdico (Figura 19), é conhecido como a base para
preparacdo dos parabenos, utilizados como sistemas conservantes em cosmeticos, é isémero do acido
2-hidroxibenzoico, mais conhecido como acido salicilico (CHOU et al., 2019). Possui baixa atividade
antioxidante in vitro (CHANDRASEKAR; BELUR; REGUPATHI, 2016).

@) OH

OH
Figura 19 — Estrutura molecular do acido 4-hidroxibenzoico.

E encontrado naturalmente no coqueiro (Cocos nucifera) e em algumas algas como a
Spongiochloris spongiosa. Industrialmente é utilizado na producdo de alguns medicamentos
(PUGAZHENDHI; POPE; DARBRE, 2005).

3.12 ACIDO FERULICO

Também conhecido como &cido 4-hidroxi-3-metoxicindmico (Figura 20), encontra-se
naturalmente em plantas associado a moléculas como os arabinoxilanos. Atua como percursor na
producdo de outros compostos aromaticos (KHANAM et al., 2012);(DAMASCENO et al., 2013).

O

H;CO N

HO

Figura 20 — Estrutura molecular do &cido ferulico
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Devido a adstringéncia de sua forma livre, pode atuar como inseticida. Possui atividade
antioxidante in vitro (DAMASCENO et al., 2013);(KHANAM et al., 2012).

3.13 ACIDO TRANS-CINAMICO

Também conhecido como &cido 3-Fenil-2-propendico (Figura 21), € encontrado em frutas,
vegetais e flores. Possui diversas atividades bioldgicas como: hepatoprotetora, ansioliticos,
antidiabética, antitumoral, anti-inflamatoria, antiturbeculose e antiftingica. E obtido do 6leo de canela
(Cinnamomum lauraceae), ou em laboratério. Também ¢é sintetizado por organismos vivos a partir
da fenilalanina (LIMA et al., 2015).

OH

Figura 21 — Estrutura molecular do acido trans-cindmico.

3.14 ACIDO ELAGICO

E um polifenol encontrado naturalmente em frutas como o morango (Fragaria maloideae) e
raspberry (Rubus ldaeobatus). Possui aplicacdes medicinais contra o cancer e infec¢des virais ou
bacterianas (LORENZO et al., 2018) E utilizado na pele como agente clareador (KILIC;
YESILOGLU; BAYRAK, 2014). A literatura reporta atividade antioxidante atribuida ao &cido
elagico em ensaios in vitro (VEROTTA et al., 2018).

O

OH

HO OH

Figura 22 — Estrutura molecular do &cido elagico.
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3.16 METODO RANCIMAT

Para a industria de produtos com bases lipidicas, € de extrema importante medir a estabilidade
oxidativa desses produtos, para prever a resisténcia ao armazenamento e ao periodo de prateleira.
Para obter a previsdo do tempo de prateleira de produtos lipidicos, usa-se métodos acelerados visando

a obtencéo do periodo de inducédo, ponto em que a oxidacdo lipidica atinge um estagio irreversivel.

No Rancimat, desenvolvido e comercializado pela Metrohm, ar atmosférico é borbulhado para
0 Oleo sob uma temperatura alta pré-determinada, uma condicdo de envelhecimento oxidativo
acelerado. Como mostrado na Figura 23, a medida que os produtos volateis de oxidacdo vdo sendo
produzidos, eles sdo transportados para a célula de condutividade com agua deionizada. A
condutividade da &gua é medida pelo equipamento, que gera um grafico de periodo de indugé&o.
Quando a condutividade da 4gua aumenta drasticamente, em decorréncia da formacéo dos produtos
de oxidacdo, obtém-se o periodo de inducéo, que no grafico é representado pelo ponto de inflexdo da
curva. A partir desse ponto, a producdo de produtos de oxidacdo € irreversivel e antioxidantes nao
séo mais efetivos (DAMASCENO et al., 2013).

Injecao de ar

Célula de condutividade

Tubo reacional

Amostra de 6leo

]

—t— Bloco de aquecimento

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 23 — Esquema representativo do Método Rancimat. Fonte: autor
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4 EXPERIMENTAL

41  MATERIAIS E REAGENTES

As sementes de girassol foram adquiridas no mercado central da cidade de Jodo Pessoa, todas
do mesmo fornecedor e lote. Os &cidos fenolicos, foram adquiridos da Sigma Aldrich e todos eram
de grau analitico. O cloroférmio deuterado foi adquirido da Tédia, contendo Tetrametilsilano (TMS)
como padrao interno de referéncia. Os demais solventes e reagentes foram adquiridos da Dinadmica,

todos de grau analitico.

Os procedimentos deste trabalho foram realizados nos Laboratdrios do Ndcleo de Pesquisa e
Extensdo em Combustiveis e Materiais (NP-LACOM) na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e
no Laboratério Multiusuérios de Caracterizacdo e Analises (LMCA) que faz parte do Instituto de
Pesquisa em farmacos e Medicamentos (IPEFAR) da UFPB.

42  METODOS
4.2.1 Obtencao do 6leo de girassol in natura

O 6leo de girassol usado no presente trabalho foi obtido a partir da prensagem a frio de
sementes de girassol sem casca. Apds a extracdo o 6leo foi filtrado e armazenado sem headspace em

refrigerador.

4.2.2 Caracterizacao do 6leo de girassol in natura (Helianthus annus) via Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H)

Para esta analise utilizou-se 30 mg de 6leo de girassol dissolvidos em 0,6 mL de cloroférmio
deuterado (CDCIs). O espectro de RMN H foi obtido em espectrofotdmetro Bruker (400 MHz).
Tetrametilsilicio (TMS) foi usado como padrdo interno de referéncia. Para o tratamento do espectro
utilizou-se o software MestreNova e os deslocamentos quimicos foram expressos em partes por

milh&o (ppm).

4.2.3 Indice de acidez e iodo

O indice de acidez foi determinado de acordo com o0 método descrito em 1AL (2008) e o indice
de iodo pelo método de Wijis CD 1-25 (AOCS, 2009). Ambas foram realizadas em triplicata.
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4.2.4 Indice de perdxido

O indice de peroxido foi determinado de acordo com o método descrito em IAL (2008). A

andlise foi realizada em triplicata.

4.2.5 Indice de saponificac&o

O indice de saponificacao foi determinado de acordo com o método descrito em IAL (2008).
A andlise foi realizada em triplicata.

4.2.6 Aditivacoes

O ¢6leo de girassol in natura foi aditivado com oito acidos fenolicos naturais nas concentragdes
de 0,03, 0,06 e 0,1%.

4.2.7 Determinacéo da estabilidade oxidativa

As analises de estabilidade oxidativa das amostras de 6leo de girassol in natura e aditivado
com os oito acidos organicos e o controle BHT foram realizados em duplicada, para cada
concentracdo, no equipamento Rancimat (Metrohm), utilizando a metodologia AOCS Cd 12b-92
(2009) adaptada. Nessa analise utilizou-se 2 g da amostra, sob fluxo constante de ar (10 L.ht a
100,9°C). Os resultados foram expressos em periodo de inducédo (PI), determinado automaticamente
a partir do ponto de inflexdo da curva, pelo programa préprio do equipamento. O valor de Pl foi
expresso em horas (h), além da representacdo em fator de protecdo (FP), calculado de acordo com a

equacdo a seguir.

(P1 OG + antioxidante - PT OG) x 100 1)
B PI OG

Onde: FP OG +antioxidante =» Periodo de inducdo do 6leo de girassol aditivado

P1 OG =» Periodo de inducao do 0Oleo de girassol sem aditivos antioxidantes
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  CARACTERIZACAO DO OLEO DE GIRASSOL

O ¢leo de girassol é composto por uma mistura de triacilglicerdis que contém acidos graxos
insaturados como o acido oleico e o acido linoleico, cujas concentracbes sdo conhecidas: 14-39,4 %
para acido oleico e 48,3-74,0% para acido linoleico. A Figura 24 mostra o espectro de RMN H do
6leo de girassol in natura juntamente com expansdes destacando os principais sinais de hidrogénios
caracteristico do 6leo. A atribuicdo de cada sinal esta disposta na Tabela 4. Os dados produzidos neste
trabalho estdo em concordancia com os obtidos em outro estudo usando a mesma técnica (DIAZ et
al., 2005).

O singleto localizado em & 7,25 € atribuido ao cloroférmio deuterado, solvente utilizado na
analise. Os sinais multipletos localizados entre & 5,30 e 6 5,35 representam 0s grupos olefinas
referentes a &cidos graxos insaturados, o sinal em & 5,20 é atribuido ao grupo metilénico do glicerol
na posicao sn-2). Outros sinais identificados em 6 4,14 até & 4,29 pertencem a hidrogénios do glicerol
nas posicoes sn 1,3. O sinal & 2,76 é referente a grupos metilénicos entre os hidrogénios olefinicos,
ou seja, hidrogénios posicionados na posicao bis-alilica, 0s quais sdo comumente presentes em 0leos
vegetais ricos em acido linoleico, omega-6, como o dleo de girassol. O sinal 6 2,30 corresponde a
grupos metilénicos adjacentes a grupamentos carbonilas de ésteres, enquanto o sinal 6 2,03 refere-se
a presenga de grupos alilicos. J& o sinal em & 1,30 é atribuido a grupos CH> pertencentes a longa
cadeia graxa dos acidos graxos e finalmente o sinal em & 0,88 corresponde aos grupos metilas
terminais presentes em todos 0s acidos graxos com excec¢do dos omega-3. A propoésito, o espectro de
RMN *H do 6leo de girassol também revela a auséncia deste acido graxo de acordo com a auséncia

de um sinal tripleto centrado em & 0,98; j& esperado para o 0leo.
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Figura 24 — Espectro de RMN 'H 400 MHz do dleo de girassol in natura.

Tabela 4 — Deslocamentos quimicos (3) e atribui¢cdes dos sinais do espectro de RMN H do 6leo de

semente de girassol em cloroférmio-d (CDClIs).

Sinal d (ppm) Proton Atribuicédo
a 5,35 CH=CH Acidos graxos insaturados
a’ 5,20 CH-OCOR Triglicerideos
b 4,14 — 4,29 CH>-OCOR Triglicerideos
c 2,76 CH=CH-CH>-CH=CH Grupos metilénicos entre
grupos olefinas
d 2,30 CH,-COOR Cadeias acil
e 2,03 CH2-CH=CH Grupos acil insaturados
f 1,30 (CH2)n Grupos metilénicos
g 0,88 CH2CH2CH>-CHjs Terminagdes metilénicas

5.2  PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DO OLEO DE GIRASSOL

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas do 6leo de girassol in natura estdo dispostos na
Tabela 5. O indice de acidez (0,8 £ 0,14 mg KOH/g), iodo (107,8 £ 2,79 g 1> 100 g*) e peroxido (1,49
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+ 0,4 meq/1000g) encontram-se dentro da especificacdo do Codex Alimentarius (1999), érgdo que
estabelece critérios de qualidade para alimentos. O baixo indice de perdxido sugere que o 6leo usado
estava praticamente livre de processos oxidativos. O indice de saponificacdo obtido (150,2 = 0,59 mg
KOH™) esta fora da especificago, e isso pode ser justificado pela auséncia de tratamentos especiais

no 6leo para a remocao de impurezas.

Tabela 5 — Propriedades fisico-quimicas do 0leo de girassol in natura.

indice de Iindice de Indice de Indice de
acidez (mg iodo (g I2 peroxido saponificacdo (mg
KOH/qg) 100 g1) (meqg/1000g) KOH g?)
107,8 £
Valor obtido 0,8+0,14 279 1,49+04 150,2 £ 0,59
Especificacdo 0-4 118-141 0-15 188-194

53  ATIVIDADE ANTIOXIDANTES DOS ACIDOS FENOLICOS

Os periodos de inducdo (PI) obtidos para o 6leo de girassol puro (OG), o controle (BHT) e do
6leo aditivado com os acidos fenolicos naturais estdo expressos na Tabela 6. Os graficos de periodo
de inducéo estdo apresentados no Anexo. Para que o aditivo inserido no 6leo seja considerado protetor
antioxidante, o valor de PI deve ser superior ao obtido para OG puro, resultado que permite determinar
o fator de protecédo (FP).

Através da Tabela 4 ¢é possivel verificar que o valor de Pl para OG foi de 7,06 £ 0,21 h, 0 que
estd de acordo com estudos publicados realizados nas mesmas condi¢6es de analise (GHOSH et al.,
2019). O controle BHT apresentou valores de Pl inferiores ao OG nas trés concentracdes avaliadas,
com valores de Pl variando de 5,3 + 0,01 a 6,1 + 0,09, se caracterizando como um aditivo com acao
pré-oxidante, nas condicOes de analise deste estudo. Um dos fatores que influenciam na atividade
antioxidante de um aditivo é a concentracdo deste no substrato (MAURYA; DEVASAGAYAM,
2010), todavia, como a diferenca entre os valores de Pl obtidos foi muito pequena, principalmente
considerando que a concentracdo 0,1% € quase dez vezes maior do que a concentracdo 0,03%, a
influéncia da concentracao nao foi um fator determinante para a atividade do BHT no presente estudo.

Em um outro estudo, porém, usando o BHT em concentracdes inferiores a 0,02% no 6leo de girassol,
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o valor de PI foi bem superior aos obtidos aqui neste trabalho, (VAN DER WESTHUIZEN; FOCKE,
2018), portanto, ao que parece ndo existe um comportamento linear para atividade antioxidante do
BHT e a concentracdo usada. Todavia um fato a ser considerado, é a estabilidade térmica do
antioxidante. Para que a atividade antioxidante pelo método Rancimat nédo tenha interferéncia, se faz
necessario que a o antioxidante se mantenha estavel a temperatura em que o procedimento no
equipamento Rancimat é realizado. Em um estudo feito por SANTOS e colaboradores (2012) a
respeito da estabilidade térmica de antioxidantes comerciais usando a anéalise termogravimétrica, O
BHT iniciou o primeiro evento de perda de massa a 71 °C, o que indica que a 110 °C, no inicio da
andlise no Rancimat, o BHT possivelmente poderia sofrer processo de volatilizagdo comprometendo
o resultado da analise.

Tabela 6 — Periodos de inducéo das amostras de 6leo puro e aditivadas. Resultados representados em
média + desvio padrdo de duplicatas e fator de protecdo (FP).

Amostras Concentragdo de aditivo (%) Pl (h) FP (%)
0G - 7,06 +0,21 -
0,03 5,3+0,01 -
OG + BHT 0,06 5,8 +0,20 -
0.1 6,1+ 0,09 -
0,03 10,8 +0,18 53%
OG + ACAF 0,06 12,6 +0,07 8%
0.1 15,4 +0,17 118%
0,03 3,9+0,09 -
0G + AV 0,06 3,7+0,13 -
0,1 43+0,10 -
0,03 3,5+0,01 -
0G + APC 0,06 6,9 + 0,09 -
0,1 8,0+0,33 13%

“continua’”
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Tabela 6 — Periodos de indugdo das amostras de 6leo puro e aditivadas. Resultados representados em
média e desvio + desvio padrdo de duas duplicatas e fator de protecéo (FP).

“continuacdo ™
0,03 28,2+0,11 300%
0OG + AG 0,06 22,4 £ 0,05 217%
0,1 20,3+0,08 187%
0,03 4,4+0,20 -
OG + AF 0,06 51+0,19 -
01 4,2+0,24 -
0,03 9,9+0,02 40%
OG + AH 0,06 10,5+0,34 49%
0,1 11,7+0,19 66%
0,03 3,0+0,18 -
OG + ATC 0,06 2,9+0,10 -
01 2,9+0,09 -
0,03 9,9+0,56 40%
OG + AE 0,06 10,0+ 0,14 42%
0,1 10,5+£0,12 49%

OG = Oleo de girassol ; BHT = Butil Hidroxitolueno; ACAF = Acido cafeico; AV = Acido vanilico;
APC = Acido p-coumarico; AG = Acido galico; AF = Acido fertlico; AH = Acido 4-hidroxibenz6ico;

ATC = Acido trans-cindmico; AE = Acido elagico

O efeito antioxidante dos &cidos fenolicos avaliados, mostrou-se bastante variado. Os
resultados mais satisfatorios foram os obtidos para os &cidos ACAF e AG em todas as concentracoes.
O acido AG, na concentracdo 0,03%, menor concentracdo usada dos antioxidantes, exibiu um valor
de PI (28,2 £ 0,11 h) e fator de protecdo de 300%, enquanto para ACAF foi obtido um fator de
protecdo de 53% na mesma concentracdo. Verificou-se também que para o acido AG, o aumento da
concentragdo diminui a eficiéncia do antioxidante, fato que ndo ocorreu para ACAF.

A comparacdo feita entre os acidos ACAF e AF, cuja diferenca estrutural € muito pequena,
no acido ACAF ha a presenca de duas hidroxilas fenolicas, enquanto no &cido AF, uma das hidroxilas

foi substituida por um grupo metoxila, mostrou que as duas hidroxilas sdo fundamentais para a
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potente atividade antioxidante do &cido ACAF, cujos valores de Pl variaram de 10,8 + 0,18 a 15,4 +
0,17 h, enquanto o acido AF os valores variaram de 4,4 + 0,20 a 4,2 + 0,24 h, mostrando efeito pro-
oxidante.

ACAF é um acido fendlico de elevado carater polar, devido a presenca de duas hidroxilas
fendlicas, isso faz com que a solubilizacdo desse &cido em matrizes apolares seja dificil. Portanto,
quando inserido em um meio, a molécula de ACAF sofre interacdo intramolecular (Figura 23). O par
de elétrons do O12 e 0 Hiz formam uma ligagcdo de hidrogénio devido a proximidade dos dois
grupamentos, acarretando na diminuicdo da polaridade da molécula, melhorando a interacao

antioxidante-substrato, e consequentemente a eficiéncia como antioxidante.

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 25 — Esquema representativo da interagcdo intramolecular entre as hidroxilas fenolicas na
molécula do ACAF.

Um dos parametros para a avaliagdo da atividade antioxidante no mecanismo de autoxidagéo
é a variacdo de entalpia de dissociacdo da ligacdo O-H fendlica (ABDER). Esse valor descreve a
susceptibilidade da molécula para fissdo homolitica, estabelecendo uma relagdo inversamente
proporcional com a atividade antioxidante: quanto menor o valor de ABDEH maior a atividade
antioxidante. O resultado para ACAF obtido neste trabalho é compativel com os dados experimentais
e computacionais obtidos por (URBANIAK et al., 2017), que obtiveram baixos valores de ABDEH

para 0 ACAF em meios apolares, constatando a alta atividade antioxidante. O resultado indica que
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mesmo com a indisponibilidade de uma das hidroxilas fenolicas, o &cido apresenta boa atividade
antioxidante em substratos lipidicos.

O AG é um acido fenolico que apresenta trés hidroxilas fendlicas, desta forma, sua atividade
antioxidante in vitro é elevada. Porém, o AG é um &cido de carater polar elevado, o que dificulta a
solubilidade deste em meios apolares. Os altos valores de Pl para o AG podem ser explicados devido
a temperatura elevada em que a amostra é submetida no método Rancimat, fator que contribui para a
solubilizacdo do AG no 6leo (BARBOSA, 2010).

Analisando os resultados obtidos para APC e ATC, deve-se levar em consideragéo que suas
estruturas sdo praticamente idénticas, diferindo apenas na presenca do grupamento O-H em APC na
posicao para. A presenca do hidrogénio fendlico em APC acarretou em maiores valores de Pl, em
todas as concentracfes analisadas, em relacdo a ATC. O resultado é esperado pois a presenca de
hidrogénios fenolicos na posicdo para acarreta em maior atividade antioxidante, o que também
explica os bons resultados do AH em todas as concentracdes, pois também possui 0 grupamento O-
H fendlico localizado na posicdo para (URBANIAK et al., 2017).

O AF apresentou resultados inferiores ao OG e BHT em todas as concentracfes, o que indica
a acdo pré-oxidante. Assim como no ACAF, a molécula de AF sofre interaces intramoleculares. O
par de elétrons do O13 e 0 His &cido realizam ligagdo de hidrogénio (Figura 26), consequentemente,
indisponibilizando o Unico hidrogénio fendlico presente no AF para ser doado na reacdo de
autoxidacdo lipidica (URBANIAK et al., 2017).

OCHs

Figura 26 — Esquema representativo da conformacdo mais estavel do AF.

O AV obteve valores de Pl inferiores ao OG e BHT em todas as concentragdes, agindo como
pré-oxidante. O AV apresenta 0s mesmos substituintes aromaticos presentes no AF, o que indica que

a mesma interacdo intermolecular ocorre, diminuindo a capacidade antioxidante.
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AE obteve valores de Pl superiores ao OG e BHT em todas as concentragdes, 0 que vai de
acordo com a literatura, que reporta a boa atividade antioxidante desse &cido na captura de radicais
mesmo em baixas concentragdes (PRIYADARSINI et al., 2002). O resultado obtido abre a
possibilidade de aplicacdo deste acido em emulsdes cosméticas direcionadas a produtos para o rosto,
como cremes removedores de manchas, visto que esse acido possui atividade clareadora na pele
(YATSKAYER; STATES, 2014).

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os acidos fenolicos que apresentaram maior

efeito antioxidante no 6leo de girassol foram os acidos: cafeico (ACAF), elagico (AE), galico (AG)
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e 4-hidroxibenzoico (AH), os quais obtiveram periodos de inducdo (PI) no método Rancimat
superiores ao 6leo de girassol puro (OG) e ao controle (BHT) em todas as concentracdes estudadas.
Verifica-se 0 enorme potencial dos acidos fenolicos naturais na preservacdo de emulsfes cosmeticas

e a possivel substituicdo de antioxidantes sintéticos.
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