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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e apbcad@ dois reatores
fotoquimicos para o estudo da atividade antirrdaicalos antioxidantes rutina,
quercetina e fisetina. O método € baseado na reagé® os compostos polifendlicos e
o radical hidroxil, o qual foi artificialmente gel@ pela decomposi¢éo fotoquimica de
peroxido de hidrogénio. O sistema demonstrou sirpara o estudo da cinética
reacional do radial hidroxila com compostos antlaries, bem como o calculo das
suas constantes cinéticas.

Palavras-chavesatividade antioxidante, reator fotoquimico, ratlizidroxil

ABSTRACT

This work describes the development and applicatibriwo photochemical
reactors for the study of the radical scavengingviag of the antioxidants rutin,
quercitin and fisetin. The method is based on #etion between the polyphenolic
compounds and the hydroxyl radical, which was iarally generated by photochemical
decomposition of hydrogen peroxide. The system stasvn to be useful for the study
of the reaction kinetic of hydroxyl radical with teoxidant compounds as well as the
calculation of its kinetic constants.
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1- INTRODUCAO

O interesse pela acdo de compostos antioxidamesatenentado nos ultimos
anos, principalmente pela preocupacdo na preveagamnvelhecimento e as doencas
degenerativas relacionadas aos danos causadogauilazss livres ao organismo, como
cancer, doencas cardiovasculares, catarata, digdimudo sistema imunolégico e
disfungdes cerebrais (Sousa et al).

Os radicais livres, por definicdo, sdo espéciesppssuem um ou mais elétrons
desemparelhados em sua estrutura e, portantoltafeeate reativos. No organismo,
vivo, os radicais livres sdo formados via acdo catalitie enzimas, no decorrer dos
processos de transferéncia de elétrons que ocowametabolismo celular, na tentativa
dos radicais livres de se estabilizarem quimicameAtém disso, eles podem ser
gerados no organismo por fatores externos, come@xyamplo, a exposicdo a radiacao
solar (Bianchi e Antunes). Consequentemente, dsaiadivres propiciam reacdes em
cadeia que terminam alterando a conformacao, atestrou as funcdes de proteinas,
fosfolipidios das membranas, proteglicanos, acitlesléicos e alguns componentes
celulares (Valko et al).

Nos seres vivos, a maioria dos radicais livres radge por espécies ativas de
oxigénio. Dentre eles, o radical hidroxil € o meaativo, visto que o0 organismo néo
possui sistema enzimatico para combaté-lo (Valka)et

O excesso de radicais livres nocivos ao organisroongatido por compostos
antioxidantes, que estabilizam ou desativam os mgsavitando lesbes oxidativas de
carater cumulativo. Estes compostos antioxidantetemq ser de origem enddgena,
como a enzima superoxido dismutase (SOD), e ex¢pgenao tocoferdis (vitamina E),
acido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénimaeotenoides (Sousa et al).

O radical hidroxil (*OH) pode ser gerado por reacfixoquimicas do peréxido
de hidrogénio (KD,) e na agua (D) por acdo de radiacdo UV (reacdes 1 e 2)
(Carvalho et al):

H,O, + hv > 2 HO (1)
H20 + v > H + HO (2)
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O radical *OH pode reagir por meio de trés mecamssdistintos: abstracdo de
hidrogénio, transferéncia de elétrons e adicaocasai. Nas reacdes de abstracdo de
hidrogénio do antioxidante (Ant), ocorre a inat&aglo mesmo e a supresséo do radical
*OH (reacdes 3 e 4). (Valko et al; Carvalho et@d) radicais secundarios formados

durante estas reacdes podem novamente reagir doms campostos (Carvalho et al):

HO" + AntH = H,O + Anf 3
HO + AntOH> H,0 + AntC  (4)

As reacdes radicalares podem ser desenvolvidaseatares fotoquimicos, 0s
quais tém sido desenvolvidos principalmente pade@mposicdo de amostras e o
tratamento de residuos industriais, visto que pxamo a degradacdo da matéria
organica (Carvalho et al). Campos e colaborad(2681) construiram um reator
fotoquimico que permite a irradiacdo simultane® denostras, as quais sdo mantidas a
70 °C durante o processo de mineralizacdo soblap®o de ar (Carvalho et al). O
sistema € provido de uma lampada de mercurio depadtssdo (125 W) utilizada em
iluminacéo publica, cujo bulbo externo foi removishra total exposicdo das amostras a
radiacdo UV (Carvalho et al). Carvalho e colaboresld2008) desenvolveram um
reator fotoquimico que possibilita a irradiacdodiénea de 12 amostras, as quais sao
mantidas a temperatura controlada por um termoadgu durante o processo de
mineralizacdo sob circulacdo de ar (Carvalho et @l)sistema é provido de uma
lampada de mercurio de alta pressédo (400 W) uddizam iluminacdo publica, cujo
bulbo externo foi removido para total exposicao aasstras a radiagdo UV (Carvalho
et al).

As lampadas de tungsténio e mercurio sdo as mdizadds em reatores
fotoquimicos. A lampada de tungsténio emite prate@ie em toda a regido do espectro
visivel e ultravioleta, (250 nm % < 800 nm), enquanto que a lampada de mercurio
emite, nesta mesma regido, na forma de linhas ®aped emprego da lampada de
tungsténio proporciona um maior numero de compriotede onda para a excitacao da

amostra. Por outro lado, a lampada de mercurioecéermaior intensidade nos
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comprimentos de onda em que emite radiacdo (Golgkioer Golimowska; Gaudin et
al; Sansonetti et al).

Considerando a grande variedade de compostos aprigtades antioxidantes,
alguns métodom vitro foram desenvolvidos para a avaliagdo da atividatieadicalar
de diversos compostos. Estes métodos empregamesspeiticalares estaveis em que a
deteccao do ponto final da reacéo se realiza,gerda€, por medida da absorvancia no
UV. Entre as metodologias mais conhecidas pararrdetacdo da atividade
antioxidante de alimentos, bebidas e de plasmaugaeg estdo os ensaios de captura
de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidiraa) e o ABTS [2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] (Soares e}. détodos alternativos tém sido
descritos na literatura, como o0 método recentemgirteposto por Scholz e
colaboradores (2007). Este método voltamétrico eggpum eletrodo modificado com
monocamadas auto-organizadas (SAMs) a base ddtiaiguia qual interage com os
radicais *OH gerados pela reacédo de Fenton e jldasébdeterminacao da cinética de
reacao de antioxidantes com os radicais livres.

Este trabalho descreve o estudo da fotoestabilidadke atividade anti-radicalar
(antioxidante) dos compostos acido ascorbico, autijuercitina e fisetina, através da
reacao entre as espécies, a radiacdo UV e o radidagerado artificialmente pela

fotodecomposicao do peroxido de hidrogénio.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacéo

Os espectros de absor¢cdo molecular no UV-VIS faratidos entre 200 e 800
nm em um espectrofotdometro com arranjo de diodos84P3 (Hewlett Packard),
utilizando uma célula de quartzo de 10 mm de espes® caminho 6ptico.

Neste trabalho, foram construidos dois sistemasrrddiacdo, denominados
reatores fotoquimicos, diferenciados pela fonte radiacdo empregada: lampadas
comerciais de mercurio e de tungsténio. Os sisten@ssistem dos seguintes

componentes basicos: uma fonte de radiagcdo; uenmgstie resfriamento por circulagédo
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forcada de ar; um termémetro para controle de testyra®; um suporte para tubos de
quartzo e uma caixa de madeira forrada com papehialo. A Figura 1 ilustra a
composicdo dos dois sistemas de irradiacdo codstsuém laboratério, onde se
emprega fonte de irradiacdo de mercurio (A) e dgdténio (B).

No reator fotoquimico (A), uma lampada de mercl® alta pressdo com
poténcia nominal de 80 W foi empregada como fomteadliiacdo (a) (marca GE). A
lampada com o bulbo exposto foi afixada na partetrae do sistema onde esta
posicionado o soquete da lampada. A caixa de naafteirada com papel aluminio (b)
gue envolve o sistema € na forma de cubo e apee&rh cm de aresta. O sistema de
resfriamento € constituido de wumngooler (c) (marca RUILIAN SCIENCE
TECNOLOGY), igual a ventiladores usados em compares] posicionado na parte
superior do sistema, o qual é acionado, durante toflincionamento da lampada. A
temperatura maxima de operagdo do sistema foi d¥®C3bm variagdo de 15 °C. O
suporte para 12 tubos de quartzo (d) foi constriddmoldado em madeira, com
dimensdes precisas, de modo que os tubos permartegdn do sistema circundando
o bulbo da lampada.

Ja no reator fotoquimico (B), uma lampada de t@émjstcom poténcia nominal
de 150 W foi empregada como fonte de irradiacaqni@rca Xelux). A lampada foi
afixada em um refletor retangular (marca XELUX), @)de esta posicionado o soquete
da lampada, e este posicionado na parte laterstensm. A caixa de madeira forrada
com papel aluminio (h) que envolve o sistema émad retangular e apresenta 35 cm
de comprimento e 18,6 cm de largura e altura. @ de resfriamento foi constituido
de dois coolers (i) posicionados um em cada lado do reator, e s@onados
automaticamente, durante todo o funcionamentordpdéa. A temperatura maxima de
operacdo do sistema foi de 60 °C com variacdo deCt% suporte para 6 tubos de
quartzo (j) foi construido e moldado em madeira cdimensdes precisas, de modo que
os tubos permanecam dentro do sistema a uma ds@®®@5 cm da lampada contida
no refletor.

Os tubos de quartzo (e), utilizados nos dois reatfmtoquimicos, foram obtidos
comercialmente (Metrohm) e possuem dimensdes &ech?de comprimento e 1,5 cm
de diametro interno, com capacidade maxima pamallde amostra. Os dois sistemas

operam em 220 V.
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Figura 1: Representacdo esquematica dos sistemas de ¢gdadil/ desenvolvidos: (A) reator
com fonte de radiacdo lampada de Hg; (a) lampad&lglg80 W); (b) caixa de madeira
revestida com papel aluminio; (c) cooler; (d) stqrara os tubos de quartzo; (e) tubos de
quartzo; (B) reator com fonte de irradiacdo lampddaXe; (f) |ampada de Xe (150W); (g)
projetor; (h) caixa de madeira revestida com pageminio; (i) cooler; (j) suporte para os tubos
de quartzo.

Reagentes e solucdes

Todas as solugdes foram preparadas com agua udragestilada e deionizada
em sistema Milli Q (Millipore) e todos os reagenttiizados foram de grau analitico.
As solucBes padrdo 16 a fBnol L' dos antioxidantes &cido ascérbico, rutina,
guercitina e fisetina (Sigma-Aldrich) foram preptaa em solvente hidroetandlico 50 %
(v/v). O peroxido de hidrogénio 30 % (v/v) foi ati da Vetec. As solucdes foram
armazenadas a 4 °C e ao abrigo da luz.
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PROCEDIMENTOS ANALITICOS

O estudo desenvolvido utilizou 60 mL de solucdo adela antioxidante,
distribuidos em 6 tubos de quartzo (10 mL) em essebm duracgdo total de 1 hora,
sendo que a cada 10 minutos uma solucéo foi adalisa espectrofotometro, apos 10
minutos da retirada do reator, para ndo haveréntlia da temperatura na medida
analitica.

Neste trabalho, foram estudadas as espécies alaiags rutina, quercitina e
fisetina. Os espectros de absorcdo molecular nd/IB/destas espécies foram obtidos
em duas bandas de absorcéo de cada composto26ate 800 nm, onde 360, 374,
364 nm foram os comprimentos de onda utilizadoa paanalise dos decaimentos da
rutina, quercitina e fisetina, respectivamente.

Os primeiros ensaios foram realizados somente comsolacdo de cada
antioxidante para a investigacdo da influéncia daoada fotdlise direta sobre os
compostos polifendlicos. Da mesma forma, foi ingesta a acdo do peroxido de
hidrogénio frente a solugéo de cada antioxidaet®, & incidéncia de irradiacdo UV. Os
ensaios subsequentes foram realizados com adicadifelentes concentracées de
peroxido de hidrogénio nas solucdes padrédo (0,289 mmol L-1), totalizando
7 ensaios para cada antioxidante polifendlico.

A contribuicdo da fotolise diret#\(y) das espécies antioxidantes foi descontada
das absorvancias medidas nos ensaios de fotélise aicbes de peroxido de
hidrogénio (Aw+n202), para a analise percentual do decaimento do d;mabsorvancia

para cada antioxidante conforme a equacéao:
Decaimento do sinal (%) = [A{v-Auv+H202)]X100

onde,Ayy € a absorvancia medida ap6s a fotélise direta toxatante € Ay+rz02 € a
absorvancia medida ap6s a fotolise do peroxido weodénio na presenca do
antioxidante em estudo.

O principio do método proposto baseia-se, portamdoyeacao pura entre o
radical *OH, gerado artificialmente pela fotdlise geréxido de hidrogénio, e o

composto antioxidante em estudo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios realizados para investigacdo da fotadeggio por acdo da fotolise
direta, ou seja, sem adicdo deChl como precursor radicalar sobre 0os compostos
polifendlicos, demonstraram que as espécies adtokes sao relativamente
fotoestaveis, nas condicbes empregadas. Isso mydexplicado por dois fatores: a
baixa poténcia das lampadas utilizadas e a comjags espectros das lampadas de
Hg e Xe com os espectros dos compostos polifersdéstudados. Esta comparacao
evidencia a ndo coincidéncia das bandas de absdog@ntioxidantes com as raias
majoritarias de emissdo da lampada de Hg, de emsli&cromatica, e as bandas de
emissdo da lampada de xenénio (Golimowski e GoliskayGaudin et al; Sansonetti et
al). A tabela 1 mostra as regides de maxima emiskéo lampadas de Hg e Xe
empregadas neste trabalho. Ja no estudo da irdedaefa do antioxidante com o®h
sem incidéncia da radiacdo de Hg e Xe, nédo foirghde o decaimento de absorvancia
para os antioxidantes em estudo, uma vez que seflu@ncia da radiacdo néo ocorre a
fotdlise do HO, para a formacéo do radical <OH.

O estudo da agao anti-radicalar dos antioxidantes adicbes de diferentes
concentracbes de ,B, na faixa de 0,29 a 2,90 mmol L-1 demonstrou que a
concentracdo de J@, ndo altera o decaimento observado para 0S congosto
polifendlicos durante 1 hora de irradiacdo. Os peqa desvios observados nos
decaimentos da figura 2 comprovam este efeitordalltado pode ser explicado pelo
fato de que a poténcia da lampada € o limitantgemac&o de radical *OH. Ou seja, a
baixa radiacdo emitida pelas lampadas de Hg (80W& €150W) néo fotolisa todo o
H,O, adicionado ao meio. Como pode ser observado nadR) no reator fotoquimico
com a fonte de radiagédo lampada de Hg o percenteadiecaimento do sinal de

absorvancia foi mais acentuado do que no reatorfonta de radiacéo lampada de Xe.



E

Revista Engenho, vol. 5 — marco de 2012

T T T
AlOO i
20 i
80 I S — S
L L
= 70 -
£ r
[ZI0) .
o L
=]
o 50 ]
& aolf
E .
S 30 ]
a 20 ; e I\r T
[~ Rutinalémmol L™ | R I\E/L
10 Quercitina29 m mol L ]
| —«— Fisetina35 m mol L™
0 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)
T T T T T T T
Bof——— 5]
2 I\i i
- \I
80 | — i
] —
X
= 70 .
£ r
» 60| i
o L 4
©
o SOF i
& a0l ]
= - ]
S 30} i
) | ) . ]
© 2 —+— Rutinal6 m mol L |
e -1
10 I Quercitina29 m mol L
[ —=— Fisetina35 m mol L™*
0 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 2: Estudo do decaimento do sinal de absorvanciaedpécies antioxidantes rutina,
quercitina e fisetina: (A) reator com fonte de I&a@ de Hg; (B) reator com fonte de radiacéo
lampada de Xe; [kD,] entre 0,29 e 2,90 mmol'L

Este fato pode ser explicado pelas linhas espectlai emissdo de alta
intensidade da lampada de Hg (Tabela 1) que ca@nticbm os comprimentos de onda
de maxima absorcdo do®h (190 a 225 nm). Ja a lampada de Xe apresenta anuab
espectral de emissdo (Tabela 1) que difere do domapto de onda de maxima
absorcao do pD,. Portanto, o rendimento quéantico da lampada dé hgior do que o
da lampada de Xe na geracéo de radicais *OH. (@wolgki e Golimowska; Gaudin et

al; Sansonetti et al; Klopffer e Kohl).
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Tabela I Comprimentos de onda (hm) de maior intensidadendisséo das fontes de
radiacdo de lampada de Hg e Xé&

Fonte de radiagdo = Comprimento de onda (nm) de @msm maior intensidade

Hg 190, 254, 365, 546, 579
Xe 400-550, 750-1100

A Figura 3 mostra o aumento da concentracao dealadiOe, calculada a partir
da concentracdo de,8, disponivel, no reator de Hg com o aumento do tengpo

irradiacéo da solucéo de®, 0,29 mmol.L*.

0,60
0’55_' —O— Peroxido de Hidrogénio (H,0,) /§/§

{1 —A— Radical OH A
0,50 - P
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Figura 3: Quantificagdo da geracdo do radical ‘HOfotodecomposi¢do do,8, frente a
fotdlise no reatore fotoquimico com fonte radiagédig (80 W); [HO:]iniciar de 0,29 mmol L.

De acordo com os resultados observados na figusac@nstrucdo dos reatores
fotoquimicos com lampadas de baixa poténcia pdisgsibim estudo quantitativo da
atividade anti-radicalar dos compostos polifen@iaatina, quercitina e fisetina, onde a
rutina demostrou uma maior eficiéncia no combateradical *OH, seguida da
quercitina e da fisetina. A maior acdo anti-radicala rutina pode ser observada na

figura 2, devido ao seu menor decaimento do sieaalisorvancia frente as mesmas
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concentracdes de radical «OH (0,29 a 2,90 mmol lellempo de irradiacdo, em

comparacao aos outros compostos antioxidantesaekisd

CONCLUSOES

Os reatores desenvolvidos possibilitam o estudatdédade anti-radicalar de
espécies antioxidantes na medida em que proporca@mpanhamento cinético da
reacao entre o radical *OH gerado pela fotodecoitiosdo HO, e 0s compostos
antioxidantes.

O sistema pode ser empregado para o estudo décaimdét reacdo do radical
*OH com compostos antioxidantes e o célculo dastaotes de reacdo para cada
composto. Da mesma forma, o estudio Vitro” da interacdo entre radicais *OH e
extratos de plantas com carater antioxidante pedeeslizado pelo método proposto.
Estudos quantitativos envolvendo a cinética deaeale radicais *OH e compostos
polifendlicos e extratos de plantas medicinaiscestd andamento em nosso grupo de
pesquisa e serdo publicados posteriormente.
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