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“Se o duro combate
Os fracos abate,
Aos fortes, aos bravos
So pode exaltar.”

Gongalves Dias



RESUMO

Sabe-se que os radicais livres tém a capacidade de reagir com diversas partes das
células, causando, assim, varios danos que podem provocar doengas de diversas
naturezas. Uma forma de reduzir esses efeitos deletérios a saude humana é através
da agao dos antioxidantes, uma vez que estes impedem essas reagdes danosas dos
radicais livres. Tendo em vista esses fatos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
a capacidade antioxidante de duas frutas tipicas do estado do Maranhao: o buriti e a
jucara. Para esta andlise foi usado métodos eletroquimicos e espectrofotométricos.
Na anélise espectrofotométrica usou-se o método do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) para determinar a concentracdo eficiente (ECso), que representa a
quantidade de extrato para produzir 50% de descoloracé&o do DPPH. Para cada ensaio
dissolveu-se uma certa quantidade da polpa da fruta na solugcéo extratora (metanol/
HCI 99:1), logo em seguida foi colocada no aparelho de ultrassom por 20 minutos.
Nas analises eletroquimicas foi usada a técnica de voltametria de pulso diferencial -
que é bastante sensivel - num eletrélito de suporte de solugdo KCI /HCI (conc) em
pH= 2,2. Para avaliacdo da capacidade antioxidante dos frutos foi calculado o indice
eletroquimico (IE), obtido pela soma das razdes entre corrente de pico e potencial de
pico. Os resultados espectrofotométricos e eletroquimicos dos extratos das frutas
foram comparados com os da catequina — um polifenol muito usado como padrdo em
estudos de capacidade antioxidante, por ter um grande poder redutor. Uma boa
correlacdo entre esses dois valores - ECsoe — foi encontrada, os dois valores apontam

que a jugara tem maior poder antioxidante em relagao ao buriti.

Palavras-chave: antioxidante, buriti, jucara, ECso, Indice eletroquimico



ABSTRACT

It is known that free radicals have the ability to react with different parts of the cells,
thus causing various damages that can cause diseases of different natures. One way
to reduce these harmful effects on human health is through the action of antioxidants,
since they prevent these damaging reactions from free radicals. In view of these facts,
the objective of the present work was to evaluate the antioxidant capacity of two typical
fruits of the state of Maranhao: buriti and jucara. For this analysis, electrochemical and
spectrophotometric methods were used. In the spectrophotometric analysis, the DPPH
free radical method (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) was used to determine the efficient
concentration (ECso), which represents the amount of extract to produce 50% DPPH
discoloration. For each test a certain amount of the fruit pulp was dissolved in the
extraction solution (methanol / HCI 99: 1), immediately afterwards it was placed in the
ultrasound machine for 20 minutes. In electrochemical analyzes, the differential pulse
voltammetry technique - which is very sensitive - was used in a support electrolyte of
KCI /HCI (conc) solution at pH = 2.2. To evaluate the antioxidant capacity of the fruit,
the electrochemical index (IE) was calculated, obtained by summing the ratios between
peak current and peak potential. The spectrophotometric and electrochemical results
of the fruit extracts were compared with those of catechin - a polyphenol widely used
as a standard in studies of antioxidant capacity, as it has a great reducing power. A
good correlation between these two values — ECso and IE - was found, the two values

indicate that jucara has greater antioxidant power compared to buriti.

Keyword: antioxidant, buriti, jucara, ECso, Electrochemical index
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1. INTRODUCAO

1.1.Introducao Geral

E de conhecimento popular que o consumo de frutas apresenta beneficios na
saude dos seres humanos. Gragas as pesquisas recentes, sabemos que muitos
desses beneficios - incluindo reducdo dos riscos de doencgas cardiovasculares,
atividade antibacteriana, antiviral e anti-inflamatéria — ocorrem pela presenca de
substancias antioxidantes [1-3] que agem inibindo as rea¢des de oxidagao promovidas
pelos radicais livres, que, por sua vez, causam a degradacdo do DNA, peroxidacao

da membrana plasmética e a desnaturacdo de proteinas [4-5].

Entre os antioxidantes que estdo presentes nos vegetais, 0os mais
frequentemente encontrados e mais ativos sao os compostos fendlicos, dentre os
quais fazem parte os flavonoides — com mais de 5000 espécies diferenciadas e
identificadas em plantas. Estes apresentam baixa massa molecular e sao
reconhecidos facilmente - em legumes, sementes, flores, caules, além das frutas -

através dos pigmentos vermelho, azul, laranja e roxo [6-7].

O consumo de frutas frescas € um habito muito comum nas regiées Norte e
Nordeste do Brasil, além de vir crescendo no restante do mundo, devido aos varios
fatores que levam a modificagbes dos habitos alimentares, como maior cuidado com
a saude e maior atencdo aos aspectos nutritivos dos alimentos, as campanhas
publicitarias sobre os beneficios de consumo de frutas e hortalicas, a procura por
ganho de tempo e por alimentos individualizados de facil preparo [8]. Dai, da-se o fato
de estudar o maior nUmero de frutas possiveis, ademais as regides Norte e Nordestes
sao ricas em frutos. O presente trabalho se focara em estudar a capacidade

antioxidante de duas frutas simbolos dessas regides: buriti e a jucara.

A palmeira buriti (Mauritia flexuosa) € uma palmeira encontrada nos biomas
Amazoénia e Cerrado, que produz um fruto bastante consumido pela populagéo nas
mais diversas formas: doces, geleias, sorvete, compotas e vinhos. Este fruto possui
uma cor que varia do amarelo ao marrom avermelhado escuro, esse pigmento
caracteristico é devido a presenca dos compostos fendlicos, responsaveis pela acao
antioxidante no organismo — entre eles, os carotenoides pro-vitamina A e -caroteno

sédo encontrados em elevadas concentragdes [9-10].
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O fruto da Euterpe edulis € também popularmente conhecido como jugara ou
Acai da Mata Atlantica e é um exemplo de fruto rico em flavondides como as
antocianinas. Este fruto apresenta coloragdo roxa intensa, devido, principalmente, a
presenca destes pigmentos antocianicos que apresentam uma potente atividade
antioxidante [11]. A demanda pelo fruto aumentou com o passar dos anos, tanto no
mercado nacional, quanto no mercado internacional - em paises como Estados unidos

e Japéo e no continente Europeu como um todo [12].

Visto que uma grande quantidade de frutas, legumes e outros vegetais
apresentam compostos antioxidantes na sua composicéo, torna-se interessante para
0 publico em geral conhecer os constituintes e a agdo antioxidante de alimentos que
sd0 consumidos. Para isso se tem a disposicdo alguns métodos, um dos mais
populares é a abordagem com o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O DPPH é um
radical comercial que pode ser reduzido por moléculas antioxidantes, alterando sua
cor de purpura para amarelo apds a reacéo, causando uma diminui¢cdo na absorbancia
no comprimento de onda de 516 nm [7-8,13].

E recomendado que se use métodos complementares, que apresentem um
principio analitico diferente, para uma mesma analise, por isso o método eletroquimico
também foi usado no estudo, além de que apresenta uma série de vantagens:
velocidade, baixo custo, simplicidade, baixo consumo de reagentes (quando
comparado a outros métodos) e a ndo dependéncia de compostos oxidaveis para
medir a capacidade antioxidante da amostra, mas depender somente das
propriedades eletroquimicas inerentes aos antioxidante da amostra.

1.2 Justificativa do Tema

O Maranhao, por fazer parte da Amazdnia legal, possui uma rica flora, da qual
muitas plantas sdo medicinais. O interesse em estudar a jucara (Euterpe oleracea) e
o buriti (Mauritia flexuosa) reside no fato de serem frutos provenientes dessa regiéo e
cujos pigmentos naturais - as antocianinas e os carotenoides - fazerem parte dos

compostos fendlicos responséaveis pela agéo antioxidante no organismo.

Os antioxidantes naturais presentes na dieta aumentam a resisténcia aos
danos provocados pela oxidag¢édo, ajudando assim na saude humana. Além disso,
grande parte dos estudos realizados relacionando capacidade antioxidante sdo com

frutas de clima temperado como macas, uvas e cerejas [14-17], tendo, portanto, uma
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necessidade de estudos sobre as propriedades biolégicas e quimicas de frutas
tropicais, devido a sua crescente comercializagdo e consumo, tanto no mercado

brasileiro como no mercado internacional.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Fazer uma analise in vitro da capacidade antioxidante dos frutos objetos de
estudo — Jucara de Buriti — utilizando técnicas eletroquimicas e espectrofotométricas,

fazendo uso de eletrodo de carbono vitreo (ECV).

2.2. Objetivos Especificos

o Determinar a capacidade antioxidante dos frutos Buriti e Jucara utilizando o
método eletroquimico e espectrofotométrico.

o Avaliar a capacidade antioxidantes dos frutos usando as técnicas de DPPH e
de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD).

o Determinar o indice Eletroquimico (IE) pelo método de Voltametria de Pulso
Diferencial e a Concentracdo Eficiente (ECso) pelo método de radical livre
DPPH.
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1. Atividade Antioxidante

Radicais livres sdo moléculas ou fragmentos de moléculas contendo um ou
mais elétrons ndo pareados em orbitais atdbmicos moleculares, o que lhes conferem
uma alta reatividade [19]. Sdo formados de forma natural e espontanea pelos
processos metabolicos do organismo, e acabam por nos causar efeitos néo
desejaveis, reagindo com partes das células, tais como: os lipidios das membranas
celulares, nucleotideos do DNA e nas ligac¢des sulfidril em proteinas [20].

Essas reagbes que os radicais livres desencadeiam no organismo sao uma
das causas da aceleragéo do envelhecimento, doencas cardiovasculares, inflamacoes
cronicas, cancer, doencas neurodegenerativas, como mal de Parkinson e mal de
Alzheimer, além de diabetes [1-3,21-22].

Como os radicais livres sé&o produzidos pelo préprio organismo foi necessario
que o organismo também desenvolvesse uma defesa contra a acédo oxidativa desses
compostos: os antioxidantes. Antioxidante é qualquer substancia que quando
presente em baixas concentragbes, comparadas as de um substrato oxidavel, retarda
ou previne significativamente a oxidacdo desse substrato [18]. A atividade de um
antioxidante é determinada por: sua reatividade como agente doador de hidrogénio
ou de elétrons; sua habilidade para que o radical livre antioxidante resultante estabilize
e deslocalize o elétron desemparelhado; sua reatividade com outros antioxidantes e a
possibilidade de quelatar ions metélicos, desde que tenha a presenca de grupos
hidroxila préximos do anel aromatico [25].

Os agentes de defesa antioxidantes enddgenos podem atuar de diversas
maneiras, entre elas: reparadores de lesdo ocorrida, por exemplo a glutationa-
redutase e os reparadores de DNA, das proteinas e dos lipidios, por exemplo, as
proteases e fosfolipase. Do modo exbégeno os antioxidantes sdo obtidos através da
dieta de fontes vegetais. A acédo protetora das plantas se deve a presenca,
principalmente, dos compostos polifenélicos [19,23-24,37].

Dai a importancia dos compostos antioxidantes para saude humana, uma vez
gue a oxidagao de biomoléculas, tais como, proteinas, lipidios e DNA, causados pelos
radicais livres, é retardada ou até mesmo evitada.

Entre os antioxidantes que estdo presentes nos vegetais, 0s mais

frequentemente encontrados e mais ativos sao os compostos fenélicos [7]. Dentro do
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grupo dos fendlicos encontram-se os compostos fendis simples, acidos fendlicos
(benzoico e derivados do acido cinamico), flavonoides, taninos, etc, os quais se
encontram em pequena ou grande escala, sendo os flavonoides e derivados e os
acidos fenolicos de grande escala.

Os flavonodides séo uma grande classe de compostos polifendlicos de baixa
massa molecular, que possuem um esqueleto de quinze carbonos que consiste em
dois anéis de benzeno, ligados através de um anel pirano heterociclico (Figura 1) [26].
Ocorrem naturalmente nas flores e frutas das plantas, assim como nas suas folhas,
caules e raizes, onde sédo importantes em muitas funcdes, inclusive atuando como
antioxidantes [6-7]. Os flavonéides foram classificados em seis subgrupos: flavonas,
flavondis, flavanonas, flavan-3-0is, isoflavonas e antocianidinas. S&do pigmentos de
plantas, responsaveis pelas cores vermelha, azul e parpura de muitas frutas, vegetais
e flores [6]. '

Figura 1 Estrutura geral dos flavonoides

3.2. Buriti e Jucara

O buriti (Mauritia flexuosa) € uma planta da familia botanica Palmea ou
Arecaceae, no Brasil tem procedéncias do Cerrado, Oeste da Caatinga, Pantanal e
Amazébnia, além de poder ser encontrado em outros paises da América do Sul, tais
como Bolivia, Peru, Equador, Coldmbia e Venezuela [27]. E um fruto sazonal, em que
sua frutificacdo em maior escala ocorre nos meses de dezembro a junho na maioria

das regides [29].

A palmeira tem de 15-20m de altura e é propria das margens lamacentas de
rios e ilhas, sua fruta tem cerca de 75g de massa com uma casca avermelhada com
duras camadas, a polpa é laranja, oleaginosa e saborosa [29]. O fruto é formado pelo
epicarpo - constituido de escamas de cor castanho-avermelhadas — mesocarpo - uma
massa espessa de cor laranja - e um endocarpo esponjoso que envolve a semente
(Figura 2) [30].
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Figura 2 Foto do fruto buriti

A polpa do buriti é extensivamente consumida e comercializada em grande
parte do Brasil, pois com ela é possivel fazer o vinho, sorvetes, doces, refrescos etc.
Em época de safra a polpa é facilmente encontrada em feiras locais, movimentando
assim a economia, mesmo sendo despercebido nas estatisticas, por ser, em muitas

das vezes, um comércio informal [29].

O buriti vem sendo caracterizado pela sua quantidade significativa de
compostos fendlicos o que lhe confere uma capacidade antioxidante também
significativa, como mostra GOMES, Sara MC et al, 2016 em seu trabalho no qual
relacionam o indice eletroquimico e o ECso do buriti e de outras frutas com a sua
capacidade antioxidante. O buriti foi uma das frutas que apresentaram maior
capacidade antioxidante. Este estudo foi feito com o buriti em sua forma liofilizada.

Num estudo in natura espera-se um resultado ainda melhor.

BATAGLION, Giovana A. et al conseguiram determinar 13 compostos
fendélicos em quantidades consideraveis no extrato da polpa. Além de apresentar uma

quantidade relevante de carotenoides totais [9].

Com base nesses fatos o buriti pode ser um interessante aliado para a saude
humana, trazendo vérios beneficios fisiologicos, uma vez que possui varias espécies

guimicas com capacidade de prevencgao de varias doengas cronicas.

Ocorréncia da palmeira da jucara (Euterpe edulis) esta ligada ao bioma Mata
Atlantica que ocorre desde Pernambuco até o litoral norte do Rio Grande do Sul,
passando pelos vales dos rios Parana e Iguagu, Argentina e até sudeste do Paraguai.
Uma variante muito proxima da Jucgara (figura 3) € o acai (Eutherpe oleracea) que é
tipica da regido amazénica, especialmente dos Estados do Maranhéo, Para e Amapa.

O seu ponto de origem € principalmente o estuario do Rio Amazonas e todos os
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componentes da palmeira sdo aproveitados pelos habitantes, com destaque para os
frutos [32,12].

Figura 3 Foto do fruto jugara

O fruto da Euterpe edulis € também popularmente conhecido como acai da
palmeira, jucara ou Acai da Mata Atlantica e € um exemplo de fruto rico em flavondides
como as antocianinas. Estes frutos apresentam coloragdo roxa intensa, devido,
principalmente, a presenca destes pigmentos antocianicos que apresentam uma

potente atividade antioxidante [11].

A demanda pelo fruto aumentou com o passar dos anos por parte de outros
Estados brasileiros e por paises estrangeiros como: Estados Unidos, Europa e Japéo.
De modo que o mercado de jucara e agai cresceu tanto interna, quanto externamente.
Aumento que se expressa desde 1990 e que se deve além do sabor, aos beneficios
energéticos e antioxidantes do fruto. Trata- se de um alimento altamente energético e
nutritivo que proporciona beneficios a salude devido a sua elevada atividade

antioxidante natural, em especial pela presenca das antocianinas [11-12,33].

GOMES, Sara MC et al, 2016 também estudou a capacidade antioxidante da
jucara liofilizada, e viu-se — como no buriti — uma atividade antioxidante notavel,
tornando-se assim interessante estudar tais caracteristicas in natura, assim como o
buriti.
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3.3. Métodos de Determinacao da Atividade Antioxidante

Uma vez que se sabe da forte correlagéo entre a ndo ocorréncia de certos
problemas de salude e o consumo de substancias antioxidantes, é de interesse nao
S0 dos especialistas da saude e dos profissionais da area de tecnologia e engenharia
de alimentos, mas, principalmente, do publico em geral saber quais alimentos possui
maior atividade antioxidante. Para isso, existem alguns métodos, entre os mais
utilizados estdao os que usam a espectrofotometria, como o DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazil) e ABTS (2,2 azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)) [13,34].

Entre os métodos quimicos mais aplicados para determinar a capacidade
antioxidante de um composto, esta o0 método de DPP, por ser considerado rapido,

pratico e estavel [35].

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) é um radical de nitrogénio organico,
estavel, de cor violeta e possui absor¢cdo maxima em 516 nm. Este método consiste

em determinar a captura deste radical pelos compostos antioxidantes.

Apds a adicao da amostra contendo o composto ou compostos antioxidantes,
observa-se uma diminuicdo da absorbancia proporcional a concentragcdo e a
capacidade antioxidante da amostra. Na presenca de um doador de hidrogénio ou
elétron, a absorcéo diminui e a solugdo com o radical perde a cor, tornando-se
amarelada de acordo com o numero de elétrons capturados, ou seja, quando o elétron
desemparelhado do 4tomo de nitrogénio no DPPH recebe um atomo de hidrogénio
proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a mudancga de cor (figura 4). E um
método util, pois o radical é bastante estavel, além de estar disponivel

comercialmente, facilitando seu uso [13].

. H

O,N N—N + AH -2 O)N N— +Ae
antioxidante
NO, NO,
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Figura 4 Estrutura quimica do DPPH e reacdo com antioxidante [35]
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Entre as diferentes maneiras de expressar os resultados, alguns autores
mencionam que o pardmetro mais adequado para tal € o ECso, definido como a
quantidade de antioxidante requerida para um decréscimo de 50% na concentracéo
inicial do radical DPPH. Mesmo que o calculo seja mais elaborado, este parametro
independe da concentracdo da amostra e é amplamente utilizado para comparar

amostras com diferentes propriedades antioxidantes [36].

Outro método bastante eficiente em determinar a capacidade antioxidante
total é o eletroquimico, uma vez que os antioxidantes s&o agentes redutores e em
solugdes tendem a serem oxidados facilmente em eletrodos inertes, pode-se tracar
uma relacao entre seu comportamento eletroquimico e sua capacidade antioxidante:

guanto mais baixo seu potencial de oxidag&o, maior sua capacidade antioxidante [37].

Como as oxidagdes bioldgicas sé&o basicamente reagbes redox, logo o
monitoramento das transferéncias de cargas, além dos dados cinéticos, pode ser feito
pelos métodos eletroquimicos [38]. Foi em 1997 que métodos eletroquimicos
comecaram a ser utilizados para avaliar a capacidade de reducdo de alguns
antioxidantes de baixo peso molecular com o trabalho de Chevion, Berry, Kitrossky e
Kohen [39].

As técnicas eletroquimicas estédo surgindo como alternativas, dadas algumas
das desvantagens enfrentadas pelos métodos espectrofotométricos, como o uso de
reagente dispendioso, que nédo é ecologico, tempo de reacéo indefinido, tempo de pré-
tratamento de amostra longo e baixa precisao e sensibilidade em comparagcéo com os

métodos eletroquimicos [40].

Usa-se varias técnicas eletroquimicas para determinar a capacidade
antioxidante total, dentre as quais se destacam a voltametria ciclica, voltametria de
pulso diferencial. A voltametria ciclica (VC) é a técnica mais utilizada para obter
informacdes qualitativas sobre as propriedades e caracteristicas dos processos

eletroquimicos.

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica em que pulsos de
magnitude fixa sdo sobrepostos em uma rampa de potencial linear, onde a corrente
de resposta é amostrada duas vezes, logo antes da aplicagdo do pulso e novamente
no final da vida do pulso. A primeira corrente é subtraida da segunda e a diferenca

atual é tracada em relagdo ao potencial aplicado. A diferenca entre estas duas
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correntes no potencial aplicado passam pelo maximo, por isso tem uma forma de pico
[42].

Podemos relacionar a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos com
o pico de potencial de oxidacao (Ep) determinado pelo método VPD. Quanto menos
positivo o Ep, maior a capacidade antioxidante [43]. Franck, et al., 2013 encontrou os
picos de potenciais para propil galato, acido galico, acido cafeico, acido ferulico em
0,26, 0,29, 0,30 e 0,48 V vs. Calomelano, respectivamente [43].

Também pode-se relacionar a capacidade antioxidante com o indice
Eletroquimico, como GOMES, Sara MC et al, 2016 o fizeram. Quanto maior o indice
eletroquimico maior a capacidade antioxidante. Sendo que o indice eletroquimico &
definido como a concentracéo fenolica total, podendo ser obtido usando técnicas
eletroquimicas de VPD levando-se em conta o potencial de pico e a corrente de pico

(Ip) [6].

I 1 I
JE = BL 4 P2 ... 4 P8 (eq 1)
Epl Ep2 Epn

GOMES, Sara MC et al, 2016 concluiram que a detecgcado eletroquimica,
utilizando o VPD, permitiu a determinacéo de concentracées muito menores do analito
e sem interferéncias comparando com o método espectrofotométrico. Estes
resultados mostraram a excelente sensibilidade da deteccdo eletroquimica, e sua
adequacao para a detecg¢ao de baixos niveis de compostos fendlicos eletroativos em

extratos de frutas frescas e secas [6].
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1.Reagentes, solucoes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico sem purificacdo
adicional. Todas as solugdes foram preparadas usando agua nanopura Milli-Q
Academic da Millipore e as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente, 25
+1 ° C. Na tabela 1 estdo apresentados todos os reagentes utilizados nas analises e

suas respectivas procedéncias:

Tabela 1 Lista de reagentes utilizados e suas respectivas procedéncias

Reagentes Procedéncia
Acido cloridrico

Perdxido de Hidrogénio Isofar

Acido Nitrico

Cloreto de potassio

Permanganato de potassio Merk S.A
Metanol

Cloreto de prata

Catequina : .
DPPH Sigma Aldrich
Hidroxido de potassio Dinéamica

4.2. Limpeza do material

Antes das analises todo o material foi limpo, usando-se solugcéo
permanganato de potassio baseificada com hidréxido de potassio; Em seguida, o
material foi submetido a solugcéo de agua oxigenada 5% acidificada com acido nitrico.
Depois foram lavados com &gua destilada e/ou purificada por um sistema Milli-Q

Academic da Millipore.
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4.3. Instrumentacao
4.3.1. Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o]
potenciostato/galvanostato Autolab® (Metrohm) acoplado a um computador com o
software GPES para controle de potencial, aquisicao e tratamentos de dados.

Foi utilizado uma célula eletroquimica de trés compartimentos construida em
vidro Pyrex® e tampa de Teflon, conforme ilustrado na figura 5. Foram usados um
eletrodo de trabalho de carbono vitreo (didmetro de 4 milimetros), um eletrodo de

referéncia de Ag/AgCI (3M KCI) e um contra eletrodo ou eletrodo auxiliar de platina.

contra eletrodo
eletrodo de referéncia

eletrodo de trabalho

Figura 5 Célula para medidas eletroquimicas

Para garantir resultados reprodutiveis, o eletrodo de carbono vitreo foi
submetido a um procedimento de limpeza antes de cada ensaio eletroquimico,
consistindo em: (1) polimento com spray de diamante (tamanho de particula 1 pM,
Kement); (2) enxaguar abundantemente com agua Milli-Q; e (3) colocar no eletrélito
de suporte e realizar a VPD até que um voltamograma de linha de base de estado
estacionario fosse obtido. Este procedimento garantiu resultados experimentais muito

reprodutiveis.

Para construcdo do eletrodo de referéncia, tomou-se um fio de prata
previamente limpo, este foi lixado com a lixa d’agua e lavado com agua destilada. Em
seguida, realizou-se a eletrodeposicao de cloreto de prata na superficie do fio através
da aplicagdo de potencial constante durante alguns segundos [44]. Introduziu-se o fio
recoberto com filme em uma pipeta de Pasteur adaptada para o tamanho do eletrodo,
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com a extremidade vedada com separador de baterias para o contato elétrico e
contendo uma solugdo de KCI 3,0 mol.L-". A extremidade superior foi vedada com
uma pequena rolha de borracha e Parafilm M® deixando-se aproximadamente 1,0 cm
do fio de prata exposto [44].

Para os ajustes de pH das solu¢des tampéo foi usado um peagbémetro de
bancada Kasvi REF: K39-2014.

As condicdes de trabalho para a voltametria diferencial de pulso foram:
amplitude de pulso de 50 mV, largura de pulso: 100ms, salto de potencial: 2mV e

velocidade de varredura: 5 mV.S-' com faixa de potencial: 0 a 1,2 V.

4.3.2 Medidas espectrofotométricas

As medicbes das absorbancias foram registradas em um Espectrofotometro
Cary 50 UV - Vis. As condi¢des experimentais para os espectros de absorcao foram:
velocidade de varredura 400 nm / min, intervalo de amostragem 1,50 nm e
comprimento do caminho 1 cm. Todos os espectros de UV-vis foram medidos para
516 nm.

4.3.3 Preparacao da amostra

As polpas foram adquiridas no mercado local. Para cada ensaio foram
dissolvidos uma certa quantidade em gramas, no caso da jucara em mL, na solugcéo
de extragcédo, metanol/HCI (conc.), numa propor¢ao de 99:1, respectivamente; logo em
seguida é colocada no aparelho de ultrassom por 20 minutos, coberto por papel
aluminio, para protecéo conta a luz. Nas analises eletroquimicas usou-se um eletrélito
de suporte — solucéo KCI-HCI - com pH de 2,2 para maior estabilidade dos flavonoides
e maior concentracao dos cations flavilium [45].

A solucao stock de DPPH foi preparada diariamente e utilizada numa
concentragao de 80 uM. Resumidamente, para 2,5 mL de solugdo metandlica de
DPPH, adicionou-se uma aliquota de 0,5 mL, para controle em branco, de metanol
para atingir um volume final de 3,0 mL na cubeta. Este procedimento foi repetido para
todas as amostras analiticas, com 0,5; 0,3 e 0,2 ml de solugcdo das amostras de frutas,
complementando o volume com metanol, a fim de se obter um volume final de 3ml. A
solucao reacional foi medida para 400 < A <800 em diferentes tempos de encubagéo

(de 0 a 30 minutos). A atividade antioxidante total foi expressa como “concentragéo



27

eficiente” ou EC50, representando a quantidade de extrato para produzir 50% de

descoloracéo do DPPH em relagdo a amostra de metanol [6,26].
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Estudo eletroquimico das polpas das frutas

O comportamento eletroquimico de todos os extratos foi investigado por
voltametria de pulso diferencial, utilizando como eletrolito de suporte uma solugéo KClI
— HCI (conc.) num pH = 2,2. Esse valor de pH foi escolhido para garantir a maior

estabilidade dos flavonoides e maior concentracao do cation flavilium [45].

Os resultados eletroquimicos das frutas seréao discutidos e comparados com
0 do padrao da catequina (10 uM), uma vez que apresentou potencial de pico menos
positivo e maior corrente de pico em comparagéo com outros padrdes de flavonoides
em diversos estudos, e, por isso, € um padrao de flavonoide dos mais usados em

analises de polifendis [6,26], Figura 6.

500 -

4 - OH
00+ Catequina HO o ~‘“@0H

300 . OH

200

1/ nA

100

O_ T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 6 Voltamograma de pulso diferencial da catequina 10 um em ECV, tendo como eletrdlito de
suporte tamp&o KCI - HCL em pH 2,2

Segundo ISSAAD, Fatima Zohra et al, dependendo da estrutura quimica, os
polifenois, geralmente, se oxidam de uma a trés etapas, correspondendo as fracoes
eletroativas: catecol, fenol e resorcinol. Em meio acido, a oxidacao do grupo catecol
ocorre com baixo potencial de oxidacdo (aproximadamente +0,5 V), sendo uma
caracteristica de uma forte atividade antioxidante. Em um potencial mais positivo (Ep
= +0,9 V) ocorre a oxidagdo do fenol e/ou resorcinol e dos seus subprodutos da

oxidacéo.
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A estrutura da catequina apresenta duas partes eletroativas, um catecol e
outra resorcinol. A figura 6 mostra um voltamograma de pulso diferencial da catequina
- 10 uM em eletrolito de suporte solugdao tampéo KCI — HCL pH = 2,2 - com dois picos
de oxidacéo. O primeiro pico de oxidagdo em, aproximadamente, + 0,5 V e o segundo
em, aproximadamente, + 0,9 V, correspondendo a oxidagao do catecol e do resorcinol,

respectivamente [48].

O voltamograma de pulso diferencial do extrato da fruta buriti - para a
concentracdo de 11,47 mg.ml' - mostra 3 picos de oxidacdo, no pico de menor
potencial o E = 0,45 V; o segundo pico de E = 0,61 V e no pico de maior potencial o E
=0,70 V, sendo que as correntes de pico aproximadas correspondentes foram 63, 129
e 146 nA. O primeiro pico apresenta um poder antioxidante maior em relagdo aos
demais, pois seu potencial € menos positivo (figura 7). Observa-se no voltamograma
gue os potenciais de pico sdo proOximos aos da catequina, com a primeira reagao
anddica ocorrendo proximo de 0,5 V, provavelmente como resultado da oxidacéo de
diferentes espécies contendo catecol, seguido dos picos decorrentes,
correspondendo as oxidacdes das fracoes contendo fenol e/ou resorcinol e seus

subprodutos de oxidagao, na faixa de 0,6 V.

300 -

200 1

I /nA

100 1

00 02 04 06 08 10 12
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 7 Voltamograma de pulso diferencial do extrato da fruta buriti em ECV, tendo como eletrélito
de suporte tampéao KCI - HCL em pH 2,2

O voltamograma de pulso diferencial para o extrato da jucara — para
concentracdo de 25 v/v - mostra um perfil voltamétrico semelhante ao extrato do fruto
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buriti, com dois picos de oxidagéo, o primeiro em 0,45 V e 0 segundo (pico) em torno
de 0,65 V, sendo que as correntes de pico correspondentes foram, aproximadamente,
138 e 219 nA (figura 8). Provavelmente, esses picos representando a oxidacéo das
espécies contendo o grupo catecol e fenol/resorcinol, respectivamente, presentes na
amostra, por também serrem bastantes proéximos aos picos do voltamograma da

catequina.
300+

——Jucara
2001

I1/nA

100+

00 02 04 06 08 10 12
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 8 Voltamograma de pulso diferencial do extrato da fruta jugara em ECV, tendo como eletrdlito
de suporte tampéao KCI - HCL em pH 2,2

Como os antioxidantes sdo compostos eletroativos, pode-se analisa-los por
meio de métodos eletroquimicos. Bons doadores de elétrons podem se oxidar com
um potencial menos positivo. Seguindo esse principio, 0 conceito de indice
eletroquimico (IE) foi proposto [46], tendo em conta os parametros principais da
voltametria — potencial de pico e corrente de pico. Assim, quanto menos positivo o
potencial maior a capacidade antioxidante; e quanto maior a corrente de pico, maior a
quantidade de espécies eletroativas [47]. Logo o IE é definido como a concentragéo

total de compostos fendélicos e pode ser obtido usando a equacéo 1:

I I I
1E =L1_|_ Lz_|_..._|_ _pn
Eyi o Eps Epn

Onde Ip e Ep correspondem aos valores de corrente e potencial para cada pico

anoddico importante observado nos voltamogramas de VPD.
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O IE obtido para os extratos das frutas e da catequina, a 10 um, mostra que a
jucara tem maior capacidade antioxidante total (0,64 nA/mV) que o buriti (0,56 nA/mV),
ja que apresenta um maior IE, sendo que a catequina apresentou um |E ainda maior
de 0,71 nA/mV.

5.2 Caracterizacao espectrofotométrica

A capacidade antioxidante total dos extratos das frutas foi determinada
usando os ensaios de eliminacdo de radicais livres DPPH em diferentes tempos de

encubacéo - de 0 a 30 minutos - bem como diferentes concentragdes de extratos.

Os resultados obtidos da analise espectrofotométrica estdo expressos nas
tabelas abaixo, esses resultados possibilitaram os calculos dos parametros para a
avalicdo da capacidade antioxidante, além de possibilitar a visualizacdo do

comportamento da reacao (Figura 9).

Tabela 2 Medidas das absorbancias em 516nm ao longo do tempo para o padrao de catequina

Absorbancias em 516 nm ao longo do tempo

Amostras

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min

2,5 DPPH + 0,5 MeOH 0,443 0,436 0,433 0,430 - -

2,5 DPPH + 0,5 Padrao 0,499 0,489 0,488 0,487 0,485 0,483

2,5 DPPH + 0,3 Padrao 0,527 0,520 0,518 0,518 0,519 0,519

2,5 DPPH + 0,2 Padrao 0,538 0,529 0,527 0,525 0,524 0,523
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Tabela 3 Medidas das absorbancias em 516nm ao longo do tempo para extrato do fruto buriti

Absorbancias em 516 nm ao longo do tempo

Amostras
0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
2,5 DPPH + 0,5 MeOH 0,646 0,626 0,606 - - -
2,5 DPPH + 0,5 Extrato 0,572 0,326 0,240 0,195 0,169 0,137
2,5 DPPH + 0,3 Extrato 0,527 0,362 0,293 0,250 0,220 0,186
2,5 DPPH + 0,2 Extrato 0,521 0,391 0,330 0,294 0,268 0,224

Tabela 4 Medidas das absorbdncias em 516nm ao longo do tempo para o extrato da fruta jucara

Absorbancias em 516 nm ao longo do tempo

Amostras
0 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
2,5 DPPH + 0,5 MeOH 0,504 0,504 0,504 - - -
2,5 DPPH + 0,5 Extrato 0,587 0,351 0,314 0,3 0,294 0,293
2,5 DPPH + 0,3 Extrato 0,468 0,263 0,207 0,181 0,167 0,153
2,5 DPPH + 0,2 Extrato 0,411 0,299 0,238 0,192 0,169 0,136

Todos os extratos, incluindo o padréo da catequina, apresentam uma reacao

bifasica: uma rapida diminuicdo da absorbancia nos primeiros minutos, seguida de

uma fase lenta, envolvendo produtos de degradacgéo, até alcancgar o equilibrio — como

mostram as figuras 9A e 9B. Apresentando um resultado semelhante a outro estudo

similar feito por nosso grupo de pesquisa [6].
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Figura 9 Absorbancia de extratos de frutas e da catequina com tempo de incubag&do, na mistura
de reacéo de 80 yM de DPPH em metanol: (A) catequina e (B) extratos das frutas

A quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a absorbancia de
DPPH em 50% da absorbancia inicial — concentracao eficiente ou ECso — para avaliar
a capacidade antioxidante total dos diferentes extratos de frutas, foi determinada. O
ECso esta inversamente relacionado a capacidade antioxidante de um composto, ou

seja, quanto menor o ECsp, maior a atividade antioxidante de um composto.

O ECso foi calculado com a seguinte férmula:

ECSO — w (eq 2)

Amm

Sendo Ao a absorbancia no tempo zero e na concentragdo zero, Cm a média
das concentracbes das amostras das frutas e Amm a média das médias das
absorbéncias de cada concentracdo das amostras [6,13,26]. A Amm € calculada,
primeiramente, calculando a média das absorbancias de cada concentracdo em
relacdo ao tempo, em seguida calculando novamente a média das médias

encontradas de cada concentragao.

A partir dos resultados apresentados nas tabelas 2, 3 e 4, calculou-se os
valores do ECso para as amostras dos frutos e para o padréao de catequina, obtendo-

se os valores de 0,016%; 0,80 mg.ml' e 1,0 x 10* mg.mlI"! para a jucgara, buriti e o
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padrdo da catequina, respectivamente. Com isso observa-se que a jucara tem maior
poder antioxidante que o buriti, uma vez que o valor do ECso é inversamente

proporcional a atividade antioxidante.

Ademais, foi obtida uma boa correlagdo com os resultados obtidos dos
voltamogramas da VPD, uma vez que o ECso € inversamente proporcional ao IE. Vé-
se que a fruta com menor ECso possui maior IE (tabela 5) mostrando a precisédo de
ambos 0s métodos para a avaliacdo da capacidade antioxidante total, demostrando
assim que tanto o ECso quanto o IE s&do boas alternativas para avaliacdo da

capacidade antioxidante de frutas frescas.

Tabela 5 ECso e El obtidos para os extratos das frutas e padrdo de catequina

Compostos (concentracao) ECso (mg/ml) IE (nA/mV)
Catequina (10 pM) 1,0x104 0,71
Buriti (11,47 mg/ml) 0,802 0,56

Jucara (0,25 v/v) 0,016% 0,64
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6. CONCLUSAO

Avaliou-se a capacidade antioxidante total — utilizando um ECV — com os
voltamogramas da VPD dos extratos das frutas buriti e jucara, que sao tipicas do
estado do Maranhéo, além do extrato do padréo da catequina. Em todos os casos, a
voltametria PD mostrou que o mecanismo de oxidagdo ocorreu em duas ou trés
etapas, correspondendo aos grupos fendlicos eletroativos. Provavelmente, a oxidagao
nos potencias mais baixos se deve a oxidacdo do grupo catecol e a oxidacdo em

potenciais mais altos a fragdes dos grupos fenol e/ou resorcinol.

O indice eletroquimico (IE), obtido a partir dos voltamogramas da VPD,
mostrou que das frutas estudas a jucara apresenta maior poder antioxidante em

comparacgao com a fruta buriti.

Foi avaliada também a concentracao eficiente (ECso) para o sequestrador de
radicais livres dos extratos utilizando o ensaio do radical DPPH. O menor ECso, que
significa maior eliminagao de radicais, e, portanto, maior poder antioxidante, das frutas

estudas foi da jucara em relagéo ao buriti.

Portanto as abordagens eletroquimicas e espectrofotométricas concordaram
e provaram ser técnicas analiticas rapidas, eficientes e sensiveis para a avaliacao da

capacidade antioxidante total em amostras in natura.
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