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RESUMO

O papel e os efeitos benéficos dos antioxidantes contra varios distarbios e doencas induzidas
pelo estresse oxidativo receberam muita atencdo nos dltimos anos. Os sistemas de defesa
antioxidante fisiologicos eliminam e minimizam a formacao das espécies reativas, porém, ndo
sdo totalmente eficientes para eliminacdo ou neutralizacdo quando estas espécies sdo geradas
em excesso pelo organismo. Assim, surgiu recentemente um grande interesse em fontes
adicionais de antioxidantes, levando ao desenvolvimento de numerosos métodos para avaliar
a capacidade antioxidante de novos materiais. Nesse contexto, buscou-se sintetizar um
gerador de espécies reativas de oxigénio, HO", O,", '0,, constituido de diéxido de titanio
(TiO,), incorporado com nanoparticulas de prata e suportado na argila palygorskita
(AgNPs/TiO,-PAL) para aplicacdo ao desenvolvimento de uma metodologia para
reconhecimento de atividade antioxidante. Primeiramente foi investigado a fotocatalise
heterogénea dos corantes eosina amarela, verde de bromocresol, amarelo &cido 73 e amarelo
basico 2 na presenca do catalisador TiO, Degussa P25 comercial, sob radiacdo na regido
visivel e na regido do ultravioleta, propondo um estudo miniaturizado para realizacdo dos
testes laboratoriais de fotocatalise, com intuito de definir qual corante é mais sensivel ao
sistema de geracdo das espécies reativas. Os resultados mostraram que 0 sistema composto
pelo corante amarelo &cido 73 e radiacdo ultravioleta apresentou maior eficiéncia, sendo
assim, esse sistema foi utilizado para aplicacdo em ensaios de atividades antioxidantes, cujo
desenvolvimento e validagdo da metodologia estdo descritos nesse trabalho. O método
apresentou uma resposta rapida e precisa para a deteccdo da atividade antioxidante dos
compostos acido galico, quercetina, rutina e trolox, sendo considerado linear, reprodutivel, de

baixo custo e de facil execugéo.

Palavras-chave: fotocatalise, espécies reativas de oxigénio, ensaios de antioxidantes, TiO,.

Xii



ABSTRACT

The role and beneficial effects of antioxidants against various disorders and diseases induced
by oxidative stress have received much attention in recent years. Physiological antioxidant
defense systems eliminate and minimize the formation of reactive species, but are not
efficient for elimination or neutralization when these species are generated in excess. Thus,
recently a great interest has arisen in additional sources of antioxidants, leading to the
development of numerous methods to evaluate the antioxidant capacity of new materials. In
this context, a generator of reactive oxygen species, HO", O,", 0, composed of titanium
dioxide (TiO,), incorpored with silver nanoparticles and supported on palygorskite clay
(AgNPs/TiO,-PAL) for application to the development of a methodology for recognition of
antioxidant activity. First, the heterogeneous photocatalysis of yellow eosin, bromocresol
green, acid yellow 73 and basic yellow 2 dyes was investigated in the presence of the
commercial TiO, P25 Degussa catalyst, under irradiation in the visible region and in the
ultraviolet region, proposing a miniaturized study to perform the tests in order to define which
dye is more sensitive to the generation system of the reactive species. The results showed that
the system composed of acid yellow 73 dye and ultraviolet radiation presented higher
efficiency, so that this system was used for antioxidant activities, whose development and
validation of the methodology are described in this work. The method presented a rapid and
accurate response for the detection of the antioxidant activity of gallic acid, quercetin, rutin

and trolox, being considered linear, reproducible, low cost and easy to perform.

Keywords: photocatalysis, reactive oxygen species, antioxidant assays, TiO,.
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1. INTRODUCAO

As evidéncias que comprovam o envolvimento do estresse oxidativo na patogénese de
varios distirbios tem atraido muita atencdo dos cientistas e do publico em geral,
principalmente para o papel dos antioxidantes na manutencdo da satde humana, na prevencao
e tratamento de doencas, bem como, na preservacdo e aumento da vida util dos alimentos
(Niki, 2010; Pisoschi & Pop, 2015; Comert & Gokmen, 2017).

O estresse oxidativo é causado pela geracdo exagerada de radicais livres e espécies
reativas, que sdo constantemente geradas in vivo (Pisoschi & Pop, 2015). Radicais livres sao
atomos, moléculas ou ions com elétrons ndo emparelhados, que reagem rapidamente e sem
seletividade com outras moléculas. Estes radicais fazem parte dos grupos de moléculas
chamados espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) e
espécies reativas de enxofre (ERESs) (Almeida et al., 2008; Kumar et al., 2017; Grzesik et al.,
2018).

As espécies reativas de oxigénio incluem os radicais livres, hidroxila (HO"), peroxilo
(ROOQ"), anion superoxido (O,") e outras espécies ndo radicalares como oxigénio singlete
(*0,), peréxido de hidrogénio (H,0,), 0z6nio (Os) e 4cido hipocloroso (HOCI) (Almeida et
al., 2008; Pisoschi & Pop, 2015; Grzesik et al., 2018). Em condi¢cGes normais e em
concentragbes picomolares, os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio sdo
produzidas como intermediarios necessarios e envolvem-se como mensageiros secundarios
nas reacdes bioquimicas, como por exemplo, possibilitam a geracdo de ATP (energia), por
meio da cadeia transportadora de elétrons, atuam nas reacOes de fertilizacdo do dvulo,
ativacdo de genes e participam de mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo
(Pisoschi & Pop, 2015; Rajan and Muraleedharan, 2016; Sarangarajan et al., 2017). No
entanto, a producgéo excessiva desses grupos de especies reativas causam efeitos prejudiciais
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aos sistemas bioldgicos, reagindo principalmente com moléculas como DNA, proteinas e
lipideos (Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Pisoschi & Pop, 2015; Sarangarajan et al.,
2017).

Nesse contexto, uma busca por fontes externas de antioxidantes, presentes em
alimentos, farmacéuticos, cosmeticos e suplementos vem crescendo nos ultimos anos. Essa
necessidade de fontes exdgenas de antioxidantes gerou um interesse nos pesquisadores pelo
desenvolvimento de novos métodos analiticos para determinacdo da atividade antioxidante
desses compostos, incluindo fotometria, fluorimetria, colorimetria, cromatografia e métodos
eletroquimicos (Roginsky & Lissi, 2005; Ge et al.,, 2018). No entanto, cada metodologia
apresenta um conjunto de vantagens e desvantagens, as quais devem ser criteriosamente
consideradas no momento de selecdo da técnica mais adequada para a medida da capacidade
antioxidante de um determinado sistema.

As desvantagens dos ensaios mais frequentemente utilizados relatadas na literatura
incluem: desconsideracdo do estudo cinético no ensaio; uso de radicais estericamente
impedidos (ABTS™ ou DPPHe) como alvos, ao invés de pequenos radicais de facil acesso,
mas de curta duracdo, tais como radicais hidroxila (HO"), e anion superdxido (O,"), os quais
sdo encontrados nos organismos vivos; falta de padronizacdo, causando uma adaptacdo do
método em cada laboratério para trabalhar com instrumentacdo e capacidades disponiveis,
tempos de reacdes elevadas, alto custo de reagentes, entre outros (Erel, 2004; Badarinath et
al., 2010, Niki, 2010; Schaich, Tian, & Xie, 2015).

Entre os métodos in vitro utilizados na literatura, os ensaios DPPH’, ORAC e ABTS™
sdo os mais frequentemente empregados (Floegel et al.,, 2011). O método de neutralizagcdo do
radical DPPH’ é considerado o mais classico, por ser método rapido, simples e barato em
comparacdo com outros modelos de teste (Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Apak et al.,

2013; Schaich, Tian, & Xie, 2015). No entanto, esse método tem sido criticado,
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principalmente porque o radical DPPH" ndo estd presente em situagdes reais, como no
organismo humano e nem em sistemas nos quais a atuacdo de espécies reativas seja
importante, como na oxidacdo de alimentos, gerando deterioracdo do produto (Roginsky &
Lissi, 2005; Schaich, Tian, & Xie, 2015), além disso, o DPPH" é um radical hidrofébico, e
sendo assim, suas reacGes devem ser aplicadas apenas em solventes organicos (Lopez-
Alarcon and Denicola, 2013; Shahidi & Zhong, 2015).

O teste ORAC, que é o ensaio mais utilizado na industria e nas instituicbes
académicas, oferece vantagens como: uso de espécies reativas de oxigénio presentes in vivo
(radicais peroxil - ROQO"), fornece geracdo continua de radicais em uma escala de tempo
realista (semelhante a reacdes reais in situ) (Floegel et al.,, 2011). Contudo, a reacdo ORAC é
muito complexa, apresentando desvantagens como por exemplo o controle da temperatura, do
oxigénio dissolvido e da quantidade dos reagentes, quando um ou mais desses itens nao sdo
atingidos, as reacdes sdo lentas e incompletas, gerando resultados inconsistentes (Pinchuk et
al., 2012; Schaich, Tian & Xie, 2015; Shahidi & Zhong, 2015).

E por fim, 0 ensaio ABTS™, é usado para determinar atividade antioxidante em uma
ampla gama de materiais, sua principal vantagem consiste em poder ser empregado para
ensaios com substancias lipofilicas e hidrofilicas, entretanto, assim como o radical DPPH’, o
ABTS™ também é um radical grande, ndo bioldgico e estericamente impedido, dificultando o
acesso dos antioxidantes ao centro do radical, causando reagdes lentas que ndo condiz com a
rapidez das reagdes que ocorrem in vivo (Apak et al., 2013; Lopez-Alarcon and Denicola,
2013).

Biologicamente, os radicais HO' sdo gerados quando o H,O; reage com Fe (I1) (reacédo
do tipo Fenton). No entanto, o uso de reacfes de Fenton no desenvolvimento de ensaios
antioxidantes apresenta desvantagens, uma vez que muitos antioxidantes também s&o

quelantes de metais que alteram a atividade do Fe (I1) apos a quelacéo (Rui-Jie et al., 2016).
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Diante disso, a fotocatalise heterogénea de agua por nanoparticulas de éxido de titanio
(TiO,) surge como alternativa para geracdo de espécies reativas de oxigénio presentes nos
sistemas biologicos, podendo assim ser aplicada ao desenvolvimento de ensaios antioxidantes
(Chen et al., 2014).

Um processo geral de fotocatalise inicia a partir da fotoexcitacdo do TiO, com uma
energia maior que o bandgap (Eg) de 3,2 eV (Muruganandham e Swaminathan, 2006; Wei et
al., 2017), resultando na formacdo de pares ativos de elétrons-lacunas (e/h*) (Guo et al.,
2015). Na fotolise do TiO, em agua, as nanoparticulas solvatantes das moléculas de agua e o
O, dissolvido podem reagir com ambos, a lacuna e o elétron, respectivamente, para gerar HO
(Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017). No
entanto, o TiO, apresenta algumas desvantagens como baixo rendimento quantico e
dificuldade para remocdo deste catalisador da &gua, devido a aglomeracdo das suas
nanoparticulas em particulas maiores, resultando em um efeito adverso no desempenho do
catalisador (Chen et al., 2014).

Uma alternativa para melhorar o perfil de absor¢do aumentando o rendimento quéantico
é a incorporacgdo de nanoparticulas metalicas (MeNPs) a sua estrutura (Lee & Chen, 2014), as
MeNPs depositadas no TiO, atuam como captadoras de elétrons, diminuindo a taxa de
recombinacdo do par elétrons-lacunas (e/h*), melhorando, consequentemente, a atividade
fotocatalitica (Chen et al., 2008; Hidalgo et al., 2010). Para resolver o problema da
aglomeracdo das nanoparticulas do TiO,, sugere-se a utilizacdo de materiais porosos para
suportar o catalisador, nomeadamente argilas tais como palygorskyta (PAL), que poderiam
aumentar a area de contato superficial e consequentemente facilitar a remocdo do material
(Xavier et al., 2012; Verma et al., 2014).

PAL é uma espécie de silicato de aluminio e magnésio hidratado com morfologia

microfibrosal alongada, possuindo grupos reativos em sua superficie. A estrutura
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microscopica da PAL € em formato de agulha ou bastonete com 20-70 nm de diametro e
cerca de 1 um de comprimento (Ma et al., 2017). Devido a sua estrutura Unica e alta area de
superficie, a PAL aparece como um suporte atraente para a imobilizacdo de catalisadores
(Chen et al., 2014).

Portanto, combinando a a adicdo do metal nobre a sua superficie com o suporte do
argilomineral PAL, este trabalho apresenta o desenvolvimento de um catalisador composto de
TiO, e nanoparticulas de prata, suportado na palygorskyta (AgNPs/TiO,-PAL), com o
objetivo de desenvolver um método colorimétrico, simples, automatizado em microplacas,
para a determinacdo da atividade antioxidante, baseado na geracdo de espécies reativas de

oxigénio (HO", O,", *0,), presentes biologicamente nos sistemas in vivo.
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GERAGCAO DE ESPECIES REATIVAS NA FOTOCATALISE HETEROGENEA
PARA APLICACAO AO DESENVOLVIMENTO DE ENSAIOS ANTIOXIDANTES
Anallyne Nayara Carvalho Oliveira Cambrussi®, Talissa Brenda de Castro Lopes®, Maria
Crisnanda Almeida Marques®, Josy ANteveli Osajima’, Edson Cavalcanti da Silva Filho?,

Alessandra Braga Ribeiro*
! aboratério Interdisciplinar de Materiais Avancados - LIMAV, UFPI, 64049-550 Teresina,

Pl, Brazil.

RESUMO: As evidéncias que comprovam o0 envolvimento do estresse oxidativo na
patogénese de varios distlrbios e doencas revelou o importante papel das substancias
antioxidantes na manutencdo da salde humana, na prevencdo e tratamento de doencas, bem
como, na preservagdo e aumento da vida util dos alimentos. Devido a isso, o0 interesse por
fontes externas de antioxidantes tornou-se uma &rea de pesquisa ativa, levando ao
desenvolvimento recente de numerosos métodos para avaliar a capacidade antioxidante. No
entanto, a grande maioria dos métodos desenvolvidos apresentam desvantagens que incluem
elevado custo dos reagentes, alta complexidade das reacGes, uso de equipamentos caros, entre
outros. Sendo assim, nesse trabalho de revisdo, 0s conceitos, mecanismos e importancia dos
antioxidantes para manutencdo da saude dos sistemas in vivo sdo brevemente descritos, em
seguida, o desenvolvimento de métodos in vitro para determinacdo de atividade antioxidante
sdo abordados, destacando suas vantagens e desvantagens, e por fim, discute-se 0 uso da
fotocatalise heterogénea como tecnologia de geracdo de espécies reativas de oxigénio para

desenvolver métodos de avaliacdo de atividade antioxidante.

Palavras-chave: fotocatdlise heterogénea; geracdo de espécies reativas;, ensaios

antioxidantes.
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ABSTRACT

Evidence supporting the involvement of oxidative stress in the pathogenesis of various
disorders and diseases has revealed the important role of antioxidant substances in
maintaining human health, preventing and treating diseases, preserving and increasing the
shelf life of foods. Because of this, interest in external sources of antioxidants has become an
area of active research, leading to the recent development of numerous methods for assessing
antioxidant capacity. However, the great majority of the developed methods present
disadvantages that include high cost of the reagents, high complexity of the reactions, use of
expensive equipment, among others. Thus, in this review work, the concepts, mechanisms and
importance of antioxidants to maintain the health of in vivo systems are briefly described, and
the development of in vitro methods for antioxidant activity determination are addressed,
highlighting their advantages and disadvantages, and finally, we discuss the use of
heterogeneous photocatalysis as a technology for the generation of reactive oxygen species to

develop methods for evaluating antioxidant activity.

Keywords: heterogeneous photocatalysis; generation of reactive species; antioxidant trials.
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1. INTRODUCAO

Os produtos advindos do metabolismo oxidativo, tais como as espécies reativas de
oxigeénio, de nitrogénio e de enxofre, entre outras, quando em excesso no organismo, causam
varios tipos de danos celulares que podem comprometer a manutencdo da satde dos sistemas
bioldgicos. Nos seres humanos, esses danos estdo sendo cada vez mais relacionados ao
desenvolvimento de diversos distarbios patoldgicos como cancer, depressdo, Parkinson e
Doenca de Alzheimer (Badarinath et al., 2010; Comert & Gokmen, 2017; Bao et al., 2017,
Omar et al., 2017; Barroso et al., 2018).

O corpo humano possui um sistema complexo de defesas naturais, composto por
antioxidantes enddgenos que trabalhnam em equilibrio com a geracdo de espécies reativas
(Pisoschi & Pop, 2015; Rajan & Muraleedharan, 2016; Bao et al., 2017; Carocho et al., 2018).
No entanto, essa rede de antioxidantes ndo consegue manter o equilibrio adequado quando a
producdo de espécies reativas ocorre de forma descontrolada, devido a estimulos externos
como, exposicdo ao tabagismo, ingestdo de alcool, exposicdo a radiacdo e a poluicdo
ambiental (Chand et al., 2017; Canabady-Rochelle et al., 2017; Farhat et al., 2018). A
protecdo contra esses danos pode ser intensificada por meio do consumo de fontes exdgenas
de antioxidantes, presentes em alimentos, suplementos, cosméticos e produtos farmacéuticos
(Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Pisoschi & Pop, 2015).

O grande interesse por fontes exdgenas de compostos antioxidantes veio acompanhado
pelo desenvolvimento de novos métodos analiticos in vitro para determinacdo do potencial
dessas fontes (Roginsky & Lissi, 2005; Ge et al., 2018).

Entre os métodos de eliminagdo de radicais livres, os ensaios ABTS™", DPPH" e ORAC
sdo os mais citados na literatura (Floegel et al., 2011; Schaich, Tian & Xie, 2015). No entanto,
0S ensaios apresentam desvantagens que vem sendo contestadas pela literatura, como o fato
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de utilizar radicais ndo bioldgicos e estericamente impedido, dificultando o acesso dos
antioxidantes ao centro do radical, o que causam reacdes lentas e que podem ndo condizer
com a rapidez das reacGes que ocorrem in vivo (Apak et al., 2013; Lopez-Alarcon &
Denicola, 2013).

Nesse contexto, muitas pesquisas no campo de desenvolvimento de novas
metodologias in vitro tém sido realizadas nos Gltimos anos. Os pesquisadores buscam um
método que seja simples, de baixo custo, confiavel e reprodutivel nos sistemas in vivo.

Dessa forma, métodos baseados na geracdo de radicais OH" a partir da reacdo entre
peréxido de hidrogénio (H.0,) e Fe (Il) (reacdo do tipo Fenton) ganharam destaque. No
entanto, o uso de reacdes de Fenton no desenvolvimento de ensaios antioxidantes apresenta
desvantagens, uma vez que muitos antioxidantes também séo quelantes de metais que alteram
a atividade do Fe (Il) apos a quelacdo (Rui-Jie et al., 2016). A fotocatalise heterogénea
utilizando catalisadores como 6xido de zinco (ZnO) ou 6xido de titanio (TiO,), surgem como
alternativa de geracdo de espécies reativas para aplicacdo a ensaios de atividade antioxidante
(Chen et al., 2014).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas pela oxidacao fotocatalitica da dgua
utilizando TiO, séo radical hidroxilo (HO), &nion superéxido (O,7) e oxigénio singlete (*O,)
(Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017). Estas
espécies estdo biologicamente presentes in vivo e desempenham aces essenciaiss em
inimeras reagdes bioquimicas fisiologicas.

Em um sistema composto por TiO; e solucdo aquosa de corante para determinar a
atividade antioxidante de um composto, as espécies reativas de oxigénio reagem com as
moléculas do corante e degradam sua cor, transformando-o em H,O e CO,. A reducéo da cor
é seguida opticamente, e quando ha a presenca de composto com atividade de neutralizagdo

de espécies reativas, ocorre diminuicdo da perda de cor ou mesmo a auséncia total da
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atividade das EROs sobre o corante. Os ensaios podem ser realizados com amostras Unicas em
cubetas, ou podem ser miniaturizados em sistema de microplacas, com economia de
reagentesutilizando os principios da quimica verde.

Sendo assim, este trabalho de revisdo tem como objetivo apresentar brevemente os
conceitos, mecanismos e importancia dos antioxidantes para manutencdo da salde dos
sistemas in vivo, 0s métodos in vitro para determinacdo de atividade antioxidante também s&o
abordados, destacando suas vantagens e desvantagens. Discute-se posteriormente 0 uso da
fotocatalise heterogénea por meio de catalisadores como o TiO,, a qual é utilizada para
geracdo de espécies reativas de oxigénio no desenvolvimento de métodos analiticos para

avaliacdo de atividade antioxidante.

2. ESPECIES REATIVAS E ESTRESSE OXIDATIVO

Em 1954, Gerschman et al. propuseram que os efeitos nocivos do O,, poderiam ser
atribuidos a formacdo de radicais de oxigénio. Esta hipotese foi popularizada e convertida na
"teoria do superdxido™ em consequéncia da descoberta de enzimas de superdxido dismutase
(SOD) por McCord e Fridovich em 1978. Esta teoria afirma que a toxicidade do oxigénio é
devida ao excesso de formacdo de radical superéxido (O,") (Sartori et al., 2014), o qual é
convertido rapidamente em perdéxido de hidrogénio (H,O,) de forma espontanea ou por meio
da enzima superoxido dismutasse. O H,0,, por sua vez, pode ser transformado em radicais
hidroxilicos (HO") e radicais peroxilo (ROQ") por meio das interacdes de H,O, com metais de
transicdo (Gomes et al., 2006; Chisté et al., 2012).

As espécies reativas mais comuns em sistemas bioldgicos estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Producdo e importancia para o corpo humano das principais espécies reativas

(radicalares e ndo radicalares).

Referéncia
Nome Férmula Observagdes o
Bibliogréafica
. . Sartori et al., (2014);
Gerado continuamente por diversos processos celulares
) ] o Kelly et al., (2002);
. (cadeia de transporte de elétrons na mitocndria, no
Anion . ) ) ) ) ) Luo et al., (2004);
. 0,” microssomo, utlizando enzimas como xantina oxidase e i i
superdxido . y . L6pez-Alarcon &
NADPH oxidase), ou pela redugdo monoeletrénica de ]
o % Denicola, (2013);
0,. Meia-vida 10 segundos.
Carocho et al., (2018)
Intermediario formado pela reacdo de dismutacdo de
O, catalisada pela enzima SOD, pela redugdo de 2
elétrons na molécula de O, e pela agdo de diversas
enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas. Mozafari et al.,
- E um fraco agente oxidante e um fraco agente redutor, | (2006); Gomes et al.,
Peroxido de H,0,
hidrogénio reage lentamente com tidis, com sais de ferro e cobre | (2006); Chisté et al.,
reduzidos, com proteinas heme e peroxidases para (2012).
iniciar reagdes radicalares e peroxidagdes lipidicas. Em
presenca de metal de transi¢do gera OHe, através da
reacdo de Fenton.
E o radical mais reativo e mais lesivo. Uma vez
formado, o organismo humano ndo dispde de
mecanismo de defesa, reage com uma série de Mozafari et al.,
Radical HO' endobidticos, causa modificagdo no DNA (com| (2006); Gomes et al.,
hidroxilo modificacdo das bases e quebras das fitas), danos nas | (2006); Chisté et al.,
proteinas e inativacdo enzimatica, peroxidacéo lipidica. (2012)
Ambito limitado de agdo (poucos didmetros
moleculares).
L. . . Mozafari et al.,
Radicais . Formados durante a decomposicdo de peroxidos
) ROO . B ) o (2006); Gomes et al.,
peroxila e . organicos e reacdes de carbono radicalar com oxigénio, L
] RO L (2006); Chisté et al.,
alcoxila como na peroxidacéo lipidica.

(2012)
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Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido

por reacdes fotoquimicas ou por outras radiacles; reage

Mozafari et al.,

Oxigénio L i ] o
il 0, com um grande nimero de moléculas bioldgicas, | (2006); Costa et al.,
singleto N . - :
incluindo lipideos da membrana, iniciando processos de | (2007); Prior (2015)
peroxidagao.
Espécie ndo radicalar, membrana-permeavel, oxida um
grande ndamero de compostos bioldgicos, como tidis e
Acido HoCl tioéteres, aminas, fendis e ligagOes insaturadas, mais Mozafari et al.,
hipocloroso seletivo que o radical hidroxila, oxida ferro e proteinas. (2006);
E produzido no miocardio, como resultado de invaséo
de células inflamatdrias.
Sintetizado nos organismos vivos pela a¢do da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), que converte o aminoacido
L-arginina a NO= + L-citrulina (outro aminoécido). E
Oxido nitrico ou um radical abundante que age em uma variedade de | Kellyetal., (2002);
mondxido de NO- processos bioldgicos, incluindo relaxagdo muscular, Luo et al., (2004);
nitrogénio neurotransmissdo e regulacdo imune. Difunde-se | Carocho et al., (2018)
rapidamente entre e dentro das células. Quando exposto
ao ar, reage com oxigénio para formar dioxido de
nitrogénio
. Formado a partir da exposicdo de NO- ao ar ou da )
Dioxido de . o o Mozafari et al.,
. NO,* protonacdo de peroxinitrito. Potente iniciador da
nitrogénio L ] o (2006);
peroxidacdo lipidica em fluidos biologicos.
Cloreto de NO.C Formado a partir de misturas de NO, e HOCI. Mozafari et al.,
. 2 . « s
nitrila Oxidante, agente de cloracéo e de nitracéo. (2006);
Instavel, tempo de vida curto, oxidante potente,
propriedades semelhantes ao radical hidroxila, causa
) ) Lo ) ) Kelly et al., (2002);
o danos a muitas moléculas bioldgicas, inclusive a grupos
Peroxinitrito ONOO™ Luo et al., (2004);

S-H das proteinas, provoca hidroxilacao e nitracdo de
compostos aromaticos. Forma OHe independente da

presenca de metal de transi¢do

Carocho et al., (2018)
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Oxidantes mais suaves e de vida mais longa que HOCI,
reagem com tidis, tioéteres e centros metalicos de ferro.
) Toxicidade variavel, dependendo da polaridade e da Mozafari et al.,
Cloraminas o .
permeabilidade da membrana. Cloraminas de o- (2006);
aminoacidos sofrem  degradacdo para aldeidos
potencialmente tdxicos
Denominacdo genérica para um grupo de radicais com o
L elétron desemparelhado residindo no enxofre. Formado Lu et al., (2010);
Radical tiila RS- ) .
quando um grupo tiol (RSH) reage com uma espécie | Carocho et al., (2018)
radicalar.
] Fe, Cu, . . L Mozafari et al.,
Metais Catalisam reac@es de radicais livres.
Mn, etc (2006);

Em baixas concentracBes a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) e espécies reativas de enxofre (ERES), é necessaria
para o funcionamento do metabolismo humano (Barroso et al., 2018). A concentracdo vital
dos radicais livres e espécies reativas ¢ mantida pelos antioxidantes enzimaticos produzidos
naturalmente pelos organismos vivos, tais como glutationa peroxidase, superéxido dismutase,
glutationa redutase, catalase e antioxidantes ndo enzimaticos, como alfa-tocoferol e acido
ascorbico (Pisoschi & Pop, 2015; Chand et al., 2017; Sarangarajan et al., 2017). No entanto,
esses antioxidantes enddgenos nao conseguem manter o equilibrio adequado quando a
producdo de espécies reativas ocorre de forma descontrolada, devido a estimulos externos
como, exposicdo ao tabagismo, ingestdo de alcool, exposicdo a radiacdo e a poluicdo
ambiental, entre outros (Chand et al., 2017; Canabady-Rochelle et al., 2017; Farhat et al.,
2018). Essa producgdo descontrolada perturba o equilibrio entre oxidacdo e antioxidagdo
(Figura 1) resultando em danos que estdo sendo correlacionados a doencgas crbnicas e

degenerativas, como por exemplo, aterosclerose, céncer, diabetes tipo 2, doengas
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cardiovasculares, inflamagdo crénica, acidente vascular cerebral, entre outras (Comert &

Gokmen, 2017; Barroso et al., 2018).

Figura 1 - Representacdo esquematica do estresse oxidativo.
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3. ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser definidos como substéncias que, quando presentes em
baixas concentracbes em comparacdo as do substrato oxidavel, atrasam ou inibem
significativamente a oxidacao desse substrato, agindo de acordo com a reagao 1: (Niki, 2010;
Lépez-Alarcon & Denicola, 2013; Kumar et al. 2017; Carocho et al., 2018; Barroso et al.,

2018)

AH + FRe — A+ + FRH (1)

Onde AH e FRe representam um antioxidante e um radical livre, respectivamente.
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A reacdo 1 é considerada a base da mecanica classica da acdo de antioxidantes e pode
explicar a inibi¢do (ou atraso) de muitos processos prejudiciais induzidos por FRe em lipidios,

proteinas ou DNA (L et al., 2010; Lopez-Alarcon & Denicola, 2013; Ataie et al., 2016).

3.1. MECANISMO DE ACAO DOS ANTIOXIDANTES

A quimica dos antioxidante e radicais livres € baseada em um equilibrio entre ambos.
Os radicais livres sdo compostos reativos que tendem a capturar elétrons de moléculas
bioldgicas estaveis para se estabilizarem. Em condigdes patoldgicas, ha uma superproducéo
de radicais livres devido a fatores externos como tabagismo, excesso de atividade fisica,
estresse, entre outros (Carocho et al., 2018).

Todos os antioxidantes seguem um dos sete mecanismos de acao detalhados na Figura
2 (Kumar & Pandey, 2013; Lépez-Alarcon & Denicola, 2013; Zou et al., 2016; Coémert &

Gokmen, 2017).

Figura 2 - Mecanismos de acao dos antioxidantes.
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No sequestro de radical livre, os antioxidantes atuam principalmente em relacdo aos
radicais HO" e O,". O mecanismo ocorre pela transferéncia de um elétron (TE) ou de um
atomo de hidrogénio (HAT) de seus grupos hidroxilos, estabilizando o radical. O acido
ascorbico (vitamina C) e os polifenois sdo exemplos de antioxidantes que agem por esse
mecanismo (Treml & Smejkal, 2016; Carocho et al., 2018).

O mecanismo de quelagdo dos metais, como Fe**, Fe**, Cu®* e Cu® é critico para o
corpo humano, dado que estes metais reagem com H,0O, que é previamente produzido pela
enzima superoxido dismutase, levando a producdo dos radicais HO' e O,", 0s quais sdo
altamente reativos. Além disso, os fons ferrosos (Fe**) podem catalisar a formagéo de HO
pela reacdo de Haber-Weiss, a qual ocorre na presenca de anion superoxido. Estas espécies
reativas, por sua vez, podem reagir com biomoléculas adjacentes e serem responsaveis por
sérios danos no tecido bioldgico (LU et al., 2010; Canabady-Rochelle et al., 2017).

Em relacdo as enzimas antioxidantes, trés das mais importantes sdo superdxido
dismutase, glutationa peroxidase e catalase (Mozafari et al., 2006), que trabalham em
conjunto para equilibrar a producdo e neutralizacdo de espécies reativas. A superéxido
dismutase catalisa a dismutacdo do radical superoxido em oxigénio molecular e H,0,, a
catalase decompde H,O, em oxigénio e hidrogénio (Farhat et al., 2018).

A peroxidacdo lipidica consiste na destruicdo das duplas ligacbes de lipidios
insaturados das membranas celulares por meio da captura de elétrons pelos espécies reativas
(Bikkad et al., 2014; Barroso et al., 2018). Esse mecanismo pode ser interrompido pela acéo
dos antioxidantes, como por exemplo a vitamina E, a qual apresenta uma relagdo sinérgica
com a vitamina C (acido ascorbico), sendo regenerada sucessivamente, protegendo os lipidios
da acdo oxidante das espécies reativas (Carocho et al., 2018). Muitas doengas no corpo
humano estéo relacionadas a peroxidacao lipidica, como a aterosclerose, cancer e distarbios

cardiovasculares (Comert & Gokmen, 2017).
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O DNA e o RNA também sdo propensos a serem danificados por espécies reativas,
como por exemplo, NO" e O;", que reagem com o DNA do plasmideo, dividindo a dupla
hélice e podendo gerar cancer e doencas neurodegenerativas, além de, anormalidades
cromossémicas (Carocho et al., 2018; Farhat et al., 2018).

Adicionalmente, os acucares tambeém sdo alvos dos espécies reativas, 0s quais podem
ser danificados durante primeiras etapas da glicosilacdo ndo enzimatica. A fragmentacao de
acucares produz espécies de pequenas cadeias que pode levar a formacdo de a e B-

dicarbonilos, os quais sdo considerados compostos mutagénicos (Carocho et al., 2018).

4. METODOLOGIAS in vitro PARA AVALIAR A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Levando em consideracdo a complexidade envolvida na acdo in vivo dos
antioxidantes, diferentes metodologias in vitro tém sido desenvolvidas para avaliar
inicialmente, de forma simples e experimental, a capacidade de potenciais antioxidantes em
interagir com radicais livres e espécies reativas (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013).

Tentativas recentes de padronizar ensaios levantaram algumas questdes sobre a
confiabilidade e aplicacdes apropriadas dos ensaios com antioxidantes, como as explanadas
por Apak et al. (2013) e Schaich, Tian & Xie ( 2015):

1. Os ensaios refletem com preciséo a cinética quimica das reacdes que ocorrem in vivo?

2. A diversidade quimica dos antioxidantes naturais permite separar, detectar e quantificar
antioxidantes individuais a partir de uma matriz biologica/alimentar complexa?

3. Como os ensaios podem ser usados para prever a eficAcia ou otimizar o uso de
antioxidantes naturais nos alimentos?

A seguir sdo discutidas as questdes 1 e 2, com énfase nos ensaios de sequestro de

DPPH’, ABTS™, FRAP, CUPRAC e ORAC.
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4.1. ATIVIDADE DE ELIMINACAO DO DPPH’

A molécula 2,2-Difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) é caracterizada como um radical livre
estavel, soluvel em solventes organicos e apresenta uma banda de absorcdo tipica a 515 nm
corresponde a cor violeta (Figura 3) (Floegel et al., 2011; Apak et al. 2013; Schaich, Tian &
Xie, 2015).

Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R"), o DPPH’ é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, podendo a mesma ser monitorada
pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem
de atividade antioxidante. (Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Lopez-Alarcon & Denicola,

2013; Schaich, Tian & Xie, 2015; Shahidi & Zhong, 2015).

Figura 3 - Estrutura quimica do DPPH".
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As vantagens desse método incluem, simplicidade, rapidez (30 minutos), podendo
também ser usado para avaliar a atividade antioxidante de compostos sintéticos. No entanto,
suas desvantagens incluem o fato do DPPH" ser um radical estavel, estericamente impedido e

hidrofébico, portanto suas reagdes devem ser executadas em solventes organicos (Schaich,
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Tian & Xie, 2015). Consequentemente, apenas reagentes redutores fortes sdo capazes de
reagir com este radical em um modo estequiométrico. Além disso, o DPPH" apresenta uma
fraca correlacdo entre a sua estrutura quimica com a estrutura das espécies reativas produzidas

nos sistemas biologicos (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013).
4.2. ENSAIO ABTS™

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é por meio da
captura do radical 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS™), que pode
ser gerado por reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica (Figura 4) (Niki, 2010; Schaich,

Tian & Xie, 2015).

Figura 4 - Estabilizacdo do radical ABTS™ por um antioxidante e sua formacdo pelo

persulfato de potéassio.
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A vantagem do teste ABTS™ consiste na sua relativa simplicidade que permite a
aplicacdo na rotina de qualquer laboratdrio. Além disso, com essa metodologia, pode-se medir
a atividade de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (Niki, 2010; Schaich, Tian & Xie,

2015).
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Contudo, assim como 0 DPPH’, o ABTS™ é um radical grande, estavel, estericamente
impedido e ndo é encontrado no corpo humano. Além disso, o resultado do ensaio é
dependente do tempo de incubacdo, assim como da taxa da amostra quantificada, e esta
dependéncia somada a pouca seletividade do ABTS™ na reacdo com &tomos doadores de
hidrogénio, constituem em importantes limitacdes destee método (Niki, 2010; Alam, Bristi &

Rafiquzzaman, 2013; Lopez-Alarcon & Denicola, 2013; Schaich, Tian & Xie, 2015).
4.3. REDUCAO DE IONS METALICOS (ENSAIOS FRAP E CUPRAC)

Esses métodos avaliam a capacidade da amostra em reduzir os ions férricos ou
clpricos em meio aquoso. O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power - Potencial
Antioxidante Redutor Férrico), utiliza a reacdo do complexo 2,3,5-trifenil-1,3,4-triaza-2-
azoniaciclopenta-1,4-cloreto de dieno (TPTZ) com antioxidantes (Figura 5), enquanto o
CUPRAC (Cupric ion-Antioxidant Capacity - Capacidade antioxidante-iénica cuprica)
determina a habilidade de uma amostra em reduzir o complexo cobre-neocuproina (Cull-Nc)

(Figura 6) (Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Lopez-Alarcon & Denicola, 2013).

Figura 5 - Reducéo do complexo Fe(TPTZ),** a Fe(TPTZ),>".
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A base de ambas as metodologias é que os complexos de TPTZ ou Nc com a forma
reduzida dos metais apresentam bandas de absorcdo visiveis caracteristicas com intensidade
méaxima a 593 e 450 nm para o ensaio FRAP e CUPRAC, respectivamente. Assim, esta
reducdo € monitorida medindo a alteracdo na absorcdo utilizando um espectrofotometro de

matriz de diodo (Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Lopez-Alarcon & Denicola, 2013)..

Figura 6 - Reducéo do complexo Cu?*(Nc) a Cu*(Nc).
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A principal vantagem destes métodos é a simplicidade das condi¢cdes experimentais.
No entanto, o ensaio FRAP requer um pH é&cido (3,6), que ndo se assemelha ao pH
fisiolégico. Em contraste, o ensaio CUPRAC, realizado em pH 7,0, simula adequadamente o

pH fisiolégico (Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Lopez-Alarcén & Denicola, 2013).
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4.4. ENSAIO ORAC

O ensaio ORAC ¢é uma das metodologias mais reconhecidas dos ensaios antioxidantes
in vitro, a reacdo é simples em conceito, porém, sua execucdo experimental é complexa
(Schaich, Tian & Xie, 2015).

Este ensaio baseia-se na geracdo de radicais livres aguecendo um composto de azida,
AAPH (dicloridrato de 2,2-azobis 2-amidopropano), esta se decompde, eliminando o gas
nitrogénio e gerando dois radicais de carbono (R"). Na presenca de oxigénio, os R* gerados
sdo convertidos em radicais peroxil (ROO"), que podem reagir com moléculas alvos ou com
antioxidantes (Alam, Bristi & Rafiquzzaman, 2013; Schaich, Tian & Xie, 2015).

Sendo assim, 0 ensaio baseia-se na competicdo entre as reacdes das moléculas alvos e
dos antioxidantes com o ROO". A fluoresceina, o alvo mais comum em uso atual, quando
atacada por ROQO’, perde sua fluorescéncia. Adicionando um antioxidante a esse sistema, a
perda da fluorescéncia é minimizada, neutralizando os radicais ROO" (Niki, 2010; Schaich,
Tian & Xie, 2015). A reacdo é seguida pela medi¢cdo da fluorescéncia ao longo do tempo,
sendo os resultados calculados como a area total sob as curvas de reacdo (AUC) para cada
amostra antioxidante, subtraidada &rea de reacdo sem antioxidante. Os resultados sao
reportados como equivalentes de Trolox (um anélogo soltvel em &gua de vitamina E), o valor
ORAC ¢ entdo calculado a partir do Trolox Equivalente e expresso como unidades ORAC.
Quanto maior o valor de ORAC, maior serd o "poder antioxidante” (Alam, Bristi &
Rafiquzzaman, 2013).

As vantagens desse metodo incluem o fato de ser um meétodo simples e padronizado,
utiliza radicais peroxil que sdo melhores modelos de reacGes antioxidantes com lipidios
oxidantes e especies reativas de oxigénio nos sistemas biologicos in vivo, e fornece geracdo
continua de radicais em uma escala de tempo realista. Além disso, 0 ensaio pode ser adaptado
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para detectar antioxidantes hidrofilicos e hidrofébicos, apenas alterando a fonte de radicais,
solventes e moléculas alvo, e tem sido rotineiramente automatizado (Niki, 2010; Alam, Bristi
& Rafiquzzaman, 2013; Schaich, Tian & Xie, 2015).

A complexidade da reacdo ORAC, no entanto, significa que ha muitos pontos
problematicos, os quais podem causar dificuldades aos que utilizam este ensaio. O método
exige rigoroso controle de temperatura, de ocigénio e das concentracfes dos reagentes
envolvidos no ensaio, quando tais exigéncias ndo sdo atendidas, as reagdes sdo lentas e
incompletas, e os resultados sdo fracamente reprodutiveis (Lopez-Alarcén & Denicola, 2013;
Schaich, Tian & Xie, 2015).

Considerando a diversidade de mecanismos que 0s antioxidantes podem exercer in
vivo, ainda ndo é possivel encontrar um unico método analitico para avaliar sua capacidade
antioxidante (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013). E necessério, portanto, aplicar mais de um
ensaio quimico in vitro que avalie diferentes aspectos da reatividade dos compostos para

EROS/ERNs (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013; Schaich, Tian & Xie, 2015).

5. GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO A PARTIR DA

FOTOCATALISE HETEROGENEA

Biologicamente, os radicais HO' sdo gerados quando o H,O, reage com Fe (I1) (reacédo
do tipo Fenton). No entanto, o uso de reagdes de Fenton no desenvolvimento de ensaios
antioxidantes apresenta desvantagens, uma vez que muitos antioxidantes também s&o
quelantes de metais que alteram a atividade do Fe (11) apos a quelacéo (Rui-Jie et al., 2016).

Nesse contexto, a fotocatalise heterogénea que tem sido aplicada a inmeros processos
de mineralizacdo de compostos organicos por meio de geracdo de especies reativas de

oxigénio, surge como uma alternativa ao uso das reacOes de Fenton para aplicacdo a
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metodologias de reconhecimento de atividade antioxidante (Chen et al., 2014). De acordo
com pesquisas anteriores, o didxido de titanio (TiO,) tem sido considerado o fotocatalisador
mais eficiente e econdmico devido a sua capacidade de mineralizar completamente a matéria
organica, por ser de baixo custo, ndo-tdxico, além da elevada capacidade oxidativa, por meio
da geracdo de espécies reativas como radical hidroxila (¢OH), anion superéxido (O;") e
oxigénio singlete (*0,). (Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016;

Nagarajan et al., 2017; Chen et al., 2017; Ali et al., 2018; Sulaiman et al., 2018).
5.1. FOTOCATALISADOR DIOXIDO DE TITANIO (TiO,)

O TiO, pode ser encontrado em trés formas cristalinas: anatase, rutilo e bruquita. Em
todas as trés formas, os atomos de titanio (Tis") sdo coordenados a seis atomos de oxigénio
(O2), formando octaedros de TiOg. Estas formas de TiO, podem ser minerais naturais ou
sintéticas. No entanto, somente as fases anatase e rutilo sdo produzidas comercialmente
(Figura 7). A forma anatase é a forma que possui maior eficiéncia fotocatalitica e, € composta
de octaedros de canto (vértices), resultando em uma estrutura tetragonal (Ali et al., 2018;

Sulaiman et al., 2018).

Figura 7 - Estrutura cristalina do TiO, (a) anatase (b) rutilo.
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Os efeitos fotocataliticos sdo exercidos pelas reacGes redox causadas por elétrons
fotoinduzidos () e lacunas (h") gerados nas superficies solidas heterogéneas dos
fotocatalisadores (Guo et al., 2015). Vérias espécies reativas sdo geradas por meio das reagdes
com as lacunas e elétrons, os quais sdo considerados envolvidos nas reais reacdes oxidativas e
redutivas da fotocatalise. Na fotocatalise da agua ocorre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, compreendendo o radical anion superéxido (O,"), oxigénio singlete (*O,) e o
radical hidroxila (*OH), além do ndo radical peréxido de hidrogénio (H,O;) (Figura 8)
(Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017,

Nosaka & Nosaka, 2017).

Figura 8 - Espécies reativas de oxigénio geradas nas etapas de reducdo fotocatalitica e

oxidacdo de oxigénio e agua.
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5.2. PROCESSO DE GERACAO DO ANION SUPEROXIDO (0;")

A quantidade de O, gerada em suspensdo aquosa durante a fotocatalise heterogénea é

linearmente correlacionada com a dos elétrons aprisionados. A evidéncia experimental sugere
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que a reducdo do O, por meio dos elétrons da banda de conducdo gera O, de acordo com a

equacdo 2 (Hao et al., 2016; Hayyan, Hashim & AlNashef, 2016; Chen et al., 2017).

0,+e” - 03° 2

Yamakata, Vequizo and Matsunaga (2015), estudaram a diferenca no comportamento
de elétrons e lacunas fotogerados na superficie do TiO, anatase e TiO; rutilo, por meio de
espectroscopia de absorcdo de tempo visivel. Os autores mostram o rapido decaimento dos
elétrons na banda de conduc¢édo para o TiO; rutilo enquanto para o TiO, anatase os elétrons
tém uma vida mais longa. Na presenca de O, a quantidade de elétrons na banda de conducéo
diminuiu significativamente, esse decaimento fornece evidéncia direta do mecanismo
proposto pela equacao 2.

Outro mecanismo de geracdo do O, é por meio da oxidacdo de H,O, com uma
lacuna fotogerada da banda de valéncia (h*), em solugdo aquosa, como na equagdo 3. O H,0,
é produzido pela oxidacdo em duas etapas da dgua ou pela reducdo de dois elétrons do O,

como mostrado na Figura 8 (Nosaka & Nosaka, 2017).

H,0, + h* - 0;° + 2H* (3)

Quanto aos fotocatalisadores, além do TiO,, o sulfeto de cddmio (CdS) e o sufelto de

zinco (ZnS) geram O," (Rajendran et al., 2010; He et al., 2014)

5.3. PROCESSO DE GERACAO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO (H,0,)

Duas vias fotocataliticas geram o H,0O,, como mostrado na Figura 8. Essas sdo a
reducéo de dois elétrons de O, e a oxidagdo da agua por meio de dois h*. Por causa da baixa

reatividade do O,", a rota de reducédo parece dominante no processo de geracdo do H,0,. Para
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a geracdo de H,0; a partir de O,", existem dois caminhos de reducdo. Uma é a reacao na qual
0 O, é simultaneamente oxidado e reduzido, como dito na equacédo 4. A outra é a reducdo do
O™ por elétrons fotoinduzidos da banda de conducdo, equacdo 5 (Li & Selloni, 2013; Nosaka

& Nosaka, 2017).

03° + HO} + Hy0 - H,0, + 0, + OH™ (4)

05;"+e” +2H" - H,0, (5)

5.4. PROCESSO DE GERACAO DO OXIGENIO SINGLETE (*0,)

Estudos experimentais utilizando o catalisador TiO,, sugerem que o O, ¢
provavelmente oxidado por lacunas da banda de valéncia, para gerar ‘0O, como dito na
equacdo 6 (Daimon et al., 2008; He et al., 2014; Hayyan, Hashim & AlNashef, 2016; Nosaka

& Nosaka, 2017).

05° + h* - 10, (6)

Nos quais, p6s mais finos proporcionam um maior rendimento de O," gerando uma
quantidade maior de O,. Para os fotocatalisadores CdS e ZnS, a transferéncia de elétrons de
O, para furos de banda de valéncia também é sugerida como mecanismo de geracéo de 'O,

(He et al., 2014).

5.5. PROCESSO DE GERACAO DO RADICAL HIDROXILA («OH)

Na fotocatalise, quando a energia da radiacdo é maior que a energia de bandgap do
semicondutor, um elétron da banda de valéncia é excitado para a banda de conducao (Figura
8). No caso do TiO, anatase, o intervalo de bandgap é de 3,2 eV, portanto, para gerar
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excitacdo de elétrons, se faz necessario o uso de luz UV (< 387 nm) (Xiang, Yu, Wong, 2011,

Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017; Chen et al., 2017).

TiO, + hv > ez + hi'g (7

Lacunas positivas podem oxidar a dgua na superficie do catalisador para produzir
radicais HO™ (Eq. 8 e 9), que sdo oxidantes extremamente poderosos. Os radicais hidroxila
podem posteriormente oxidar espécies organicas produzindo, CO, e H,O (eq. 10) (Houas et

al., 2001; Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al.,

2017).

H,0 + hf{y > H* + HO® (8)
20Hy ;s + hjg > OH™ + HO® 9)
espécie organica + HO® - produtos de degradagao + CO, + H,0 (10)

6. GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO A PARTIR DA

FOTOCATALISE APLICADA A ENSAIOS ANTIOXIDANTES

Diante do que foi exposto, percebe-se que a grande vantagem do método ORAC em
relacdo aos outros ensaios mais utilizados, consiste no fato deste ensaio utilizar radicais
peroxil, que estdo presentes em sistemas bioldgicos, como fonte de espécies reativas. As
espécies reativas de oxigénio incluem os radicais livres, hidroxila (HO"), peroxilo (ROQO),
anion superdxido (O,”) e outras espécies ndo radicalares como oxigénio singlete (‘O.),
peréxido de hidrogénio (H.0,), ozbnio (O3) e acido hipocloroso (HOCI) (Almeida et al.,
2012; Pisoschi & Pop, 2015; Grzesik et al., 2018). Estas espécies, sdo geradas constantemente

nos sistemas in vivo, e sendo assim, se faz necessario o desenvolvimento de de metodologias
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analiticas in vitro para avaliacdo da capacidade antioxidante que utilizem estas espécies
reativas.

Portanto, o uso da fotocatalise heterogénea como tecnologia de geracéo in vitro das
principais espécies reativas de oxigénio (*OH, 10, O, e H,0,), presentes nos organismos
vivos, surge como uma alternativa simples, barata e confiavel para aplicacdo ao
desenvolvimento de novos métodos para avaliacdo da capacidade antioxidante.

Liu et al. (2005) desenvolveram eletrodos modificados com didxido de titanio
suportado em eletrodo de vidro (TiO,/ITO) para quantificar fotooxidativamente o ds-DNA
adsorvido e estudar o efeito de antioxidantes como agentes de protecdo ds-DNA. Os filmes de
TiO, foram utilizados para imobilizar ds-DNA, e consequentemente ocasionar a oxidagdo
deste por meio de radicais hidroxila fotogerados. Danos ocorridos ap6s a oxidacdo do ds-
DNA sdo detectados pelo monitoramento da corrente de reducdo eletroquimica do azul de
metileno. O método foi aplicado eficientemente na avaliacdo das propriedades antioxidantes
da glutationa e do acido gélico.

Ma et al. (2013) sintetizaram um novo sensor de avaliagdo de capacidade antioxidante
eletroquimica, a partir de um catalisador composto por grafeno e didxido de titanio (GO-
TiO,;) como gerador de radicais HO" e DNA como sonda molecular. A capacidade
antioxidante foi mensurada utilizando a supresséo do declinio da corrente de reducdo do azul
de metileno utilizado. O método foi aplicado na avaliacdo da capacidade antioxidante do
4cido galico e apresentou valor de deteccdo de 0,85 mg.L ™. O método também foi aplicado,
com sucesso, a avaliagao da capacidade antioxidante de chés.

Rui-Jie et al. (2016) desenvolveram um método baseado na fotogeracdo de radicais
HO" em agua a partir de nanoparticulas de TiO, para estudar a cinética de oxidacdo de
moléculas organicas usadas como antioxidantes bioldgicos. A cinética de oxidacdo do acido

tereftdlico como sonda de referéncia foi monitorizada por medicdes de fluorescéncia da
49



concentracdo da sua forma oxidada. A cinética de oxidacao de outras moléculas antioxidantes
foram comparadas com base neste modelo cinético. Os resultados mostraram a seguinte
ordem de potencial antioxidante das susbtancias avaliadas: acido lipoico, &cido galico,
glutationa, &cido Urico, vitamina C, vitamina E, trolox e bilirrubina.

Sonane, Moin and Satish (2017) utilizaram a fotocatalise heterogénea para determinar
o efeito protetor dos antioxidantes curcumina e vitamina C contra a exposicdo as espécies
reativas de oxigénio (EROs) geradas por meio de nanoparticulas de TiO, e ZnO em
Caenorhabditis elegans. A partir desse método os autores concluiram que ambos 0s
antioxidantes eficientemente neutralizam as EROs induzidas por nanoparticulas de TiO; e
Zn0.

Comparando os métodos de ensaio antioxidante baseado em geracdo de espécies
reativas de oxigénio a partir da fotocatalise heterogénea com outros métodos relatados
anteriormente, a geracdo de EROs a partir da fotocatdlise heterogénea apresenta trés
vantagens: (a) utiliza-se radicais *OH, que proporcionam melhor biocompatibilidade a
destruicdo oxidativa do que os radicais sintéticos nos organismos; (b) em contraste com a
reacdo de Fenton, ndo ha confuséo se os antioxidantes estdo neutralizando EROs ou quelando
o ferro; (c) a fotocatalise heterogénea simula as reaces em cascata de EROs que ocorre nos
sistemas bioldgicos a partir da geracéo simultanea e constante de «OH, ‘0, e O,".

Sendo assim, a utilizacdo da fotocatalise como fonte de geracdo EROs apresenta
relevancia bioldgica importante para desenvolvimento de novas metodologias simples, faceis,

rapidas e baratas, com aplicagdes na industria alimenticia, médica e cosmética.
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7. CONCLUSAO

Devido ao crescente interesse por fontes externas de antioxidantes, o desenvolvimento
de métodos para avaliar a capacidade antioxidante tornou-se uma area de pesquisa ativa.
Inmeros ensaios vem sendo desenvolvidos, no entanto, a grande maioria apresenta
desvantagens que incluem elevado custo dos reagentes, alta complexidade das reacdes, uso de
equipamentos caros, entre outros. Sendo assim, nesse trabalho de revisdo, foram elucidados a
importancia dos antioxidantes para manutencdo da satde nos sistemas bioldgicos, em seguida,
0 desenvolvimento de métodos in vitro para determinacdo de atividade antioxidante s&o
abordados, destacando suas vantagens e desvantagens, e por fim, foi discutido o uso da
fotocatalise heterogénea para desenvolver métodos de avaliacdo de atividade antioxidante.

Diante do panorama exposto, conclui-se que a grande desvantagem dos métodos mais
utilizados na literatura, consistem no fato de utilizar radicais grandes, estericamente
impedidos e inexistentes nos sistemas in vivo. Ja 0 método ORAC possui a grande vantagem
de usar radicais gerados fisiologicamente, no entanto, este método utiliza reagentes caros e
sua metodologia apesar de ser simples na execucdo, possui problemas no controle de
temperatura, oxigénio e reagentes, podendo apresentar resultados ndo condizentes com a
realidade.

Portanto, a geracéo in vitro das principais espécies reativas de oxigénio (*OH, 0, O,
e H,0,), presentes nos organismos vivos, por meio da fotocatalise heterogénea, surge como
uma alternativa simples, barata e confidvel para aplicacdo ao desenvolvimento de ensaios
antioxidantes. Sendo assim, essa revisdo teve como objetivo esclarecer 0s mecanismos que
envolvem a geracdo de espécies reativas por meio da fotacatalise para que futuras pesquisas
possam aplicar esta tecnologia ao desenvolvimento de métodos in vitro, que sejam confiaveis
e que reproduzam as reacgdes das espécies reativas que ocorrem nos sistemas bioldgicos.
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RESUMO: A miniaturizagdo tem sido uma tendéncia na instrumentacdo de analises
quimicas. O interesse pela miniaturizacdo advém dos beneficios percebidos de analises mais
rapidas, mais faceis, menos dispendiosas e que produzem o minimo de residuos. Assim, este
trabalho propde uma miniaturizacdo e automacao de testes fotocataliticos utilizando um leitor
de microplacas para a analise de diversos resultados simultaneamente, utilizando apenas
microlitros de solucdo. O presente trabalho investiga a fotocatalise heterogénea dos corantes
eosina amarela, amarelo &cido 73 e amarelo basico 2, na presenca dos catalisadores éxido de
zinco (ZnO) e dioxido de titanio (TiO,), sob irradiacdo na luz visivel e na luz ultravioleta. A
descoloragdo do corante foi avaliada usando um leitor de microplacas (Elisa Polaris®), um
dispositivo fotométrico que realiza leituras colorimétricas na faixa de absorbancia 0-3 (ABS)
em comprimentos de onda de 405, 450, 492 e 630 nm. O estudo cinético foi realizado
utilizando a lei Langmuir-Hinshelwood. Verificou-se que as taxas de descoloracdo foram

superiores a 90% em um periodo de 120 minutos para todos os sistemas estudados,
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especialmente o sistema composto de corante acido amarelo 73 e o catalisador ZnO, que
atingiu uma descoloragéo de 96,23% em 120 minutos.

Resumo grafico:

Corante

7

Catalisador

Microplaca

Palavras-chave: fotocatélise heterogénea, estudo cinético, ensaios miniaturizados.
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ABSTRACT

Miniaturization has been a trend in the instrumentation of chemical analyzes. The interest in
miniaturization stems from the perceived benefits of faster, easier, less expensive and less
wasteful analyzes. Thus, this work proposes a miniaturization and automation of
photocatalytic tests using a microplate reader for the analysis of several results, using only
microliters of solution. The present work investigates the heterogeneous photocatalysis of the
eosin yellow, acid yellow 73 and basic yellow 2 dyes, in the presence of zinc oxide (ZnO) and
titanium dioxide (TiO,) catalysts, under irradiation in the visible light and ultraviolet light.
Dye degradation was evaluated using a microplate reader (Elisa Polaris®), a photometric
device that performs colorimetric readings in the 0-3 absorbance (ABS) range at wavelengths
of 405, 450, 492 and 630 nm. The Kkinetic study was performed using the Langmuir-
Hinshelwood law. It was verified that the degradation rates were higher than 90% over a
period of 120 minutes for all the studied systems, especially the system composed of acid

yellow dye 73 and the ZnO catalyst, which reached a degradation of 96.23% in 120 minutes.

Keywords: heterogeneous photocatalysis, kinetic study, miniaturized assays.
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1. INTRODUCAO

As moléculas dos corantes sdo classificadas de acordo com suas estruturas quimicas
ou de acordo com suas aplicacdes, bem como, podem ser classificadas em relagdo a sua
solubilidade na agua (Oztiirk & Malkoc, 2014). Os corantes anionicos, por exemplo, sdo
pigmentos amplamente utilizados em industrias de detergente, sabdo, téxtil, impressdo e
cosméticos, sdo conhecidos comercialmente como corantes acidos (Rehman et al., 2012). Os
corantes amarelo acido 73 (AA73) e eosina amarela (EA) sdo exemplos dessa classe, também
comercializados como corantes fluorescentes.

Por outro lado, os corantes catidnicos, sdo pigmentos sintéticos, comercialmente
conhecidos como corantes basicos e sdo amplamente utilizados na industria téxtil, em varios
processos, como tingimento de acrilico, nylon, seda e 1 (Pimol et al., 2008; Oztiirk &
Malkoc, 2014). Um exemplo dessa classe de corantes é o corante 4,4-
dimetilaminobenzofenonimida, comercialmente conhecido como corante amarelo basico 2
(AB2), utilizado na industria téxtil e na inddstria de couro (Pimol et al., 2008; Salari et al.,
2009).

Os efluentes, industriais e laboratoriais a base de corantes, sdo considerados poluentes
ambientais significativos, principalmente pela baixa biodegradabilidade (Hadjltaief et al.,
2016; Pimol et al., 2008; Fassi et al.,, 2012). Anualmente, toneladas de corantes sdo
despejados como &guas residuais através de efluentes téxteis (Bakar et al., 2017). Esses
residuos sdo ricos em matéria organica e sdo descartados nos recursos hidricos, causando
poluicéo e afetando seriamente 0 ecossistema aquatico ao impedir a penetracdo da luz na agua
impossibilitando a realizacdo da fotossintese (Lei et al., 2016; Radhika & Thomas, 2017).

Para resolver as questbes relacionadas com a poluicdo da agua, foram realizados
estudos para otimizacdo de métodos para remocao de residuos de corantes, 0s quais incluem
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tratamentos como precipitacdo sequida por filtracdo (Rehman et al., 2012), coagulacédo
(Guimiis & Akbal, 2011), adsor¢do em carbono ativado (Dotto et al., 2011), permuta iénica
(Guimiis & Akbal, 2011), ozonizacdo (Stets et al., 2017), degradacdo microbiana aerdbica e
anaerdbica (Lei et al., 2016), entre outros. A maioria desses metodos consiste em realizar a
transferéncia de poluente de uma fase para outra, exigindo um tratamento secundario de aguas
residuais, tornando-se ineficaz quanto a descontaminacdo dos efluentes (Giimiis & Akbal,
2011; Fassi et al., 2012; Li et al., 2012).

Portanto, um método sustentavel e ambientalmente correto, tem sido utilizado para
tratar a poluicdo da agua, que consiste no uso de Processos Oxidativos Avancados (POAS)
(Gumiis & Akbal, 2011; Li et al., 2012; Hadjltaief et al., 2016). Os POAs sdo baseados na
producdo in situ de radicais hidroxila (HO"), espécies reativas de alto potencial padrdo de
reducdo (2,72 V) geradas a partir de radiacdo visivel ou na regido do ultravioleta (Xue, et al.
2016), as quais, por sua alta capacidade oxidativa, sdo capaz de causar a mineralizacdo de
diversas moléculas organicas (Nogueira et al., 2007; Frade & Gomes, 2012). Tais espécies
reativas reagem rapidamente e sem especificidade com a maioria dos compostos organicos
levando ao processo de mineralizagdo com formacao de CO, e H,O (Fassi et al., 2012).

Estes processos oxidativos dividem-se em dois grandes grupos, de acordo com o
namero de fases presente no sistema: processos homogéneos e processos heterogéneos (Costa
et al., 2013). Nos sistemas homogéneos o catalisador encontra-se dissolvido na solugéo
formando uma Unica fase. O 0z6nio, 6xido de metais de transi¢do e sistemas foto-Fenton sdo
exemplos de catalisadores dos sistemas homogéneos (Yanez et al., 2016). Nos sistemas
heterogéneos, o catalisador encontra-se no estado sdlido; geralmente sdo utilizados
semicondutores inorganicos como, por exemplo, os dxidos metalicos didxido de titanio (TiOy)
e oxido de zinco (ZnO) (Teixeira et al., 2016). Estes sdo os mais utilizados, devido

principalmente & sua ndo toxicidade, alta atividade fotoquimica, baixo custo, estabilidade em
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sistemas aquosos e estabilidade quimica em uma ampla faixa de pH (Li et al., 2012; Chang et
al., 2016, Kou et al., 2017).

Neste ambito, a fotocatalise heterogénea é considerada uma forma eficiente e versatil
de controle da poluicdo aquosa, modificando, degradando ou mineralizando compostos
organicos por meio de processos onde 0 Unico reagente envolvido € o elétron (Qu et al., 2013;
Fassi et al., 2012).

O principio da fotocatalise heterogénea envolve a ativacdo de um semicondutor por
luz natural ou artificial. Um semicondutor € caracterizado por bandas de valéncia e bandas de
conducdo, a regido entre a banda de valéncia e a banda de conducéo é denominada de band
gap (Nezamzadeh-Ejhieh & Moazzeni, 2013). Quando um semicondutor é irradiado com uma
energia maior que a energia de band gap, geram-se elétrons (ecg) na banda de conducao e,
lacunas (hvg") na banda de valéncia (Yafiez et al., 2016). Os elétrons fotogerados podem
reagir tanto com o corante, quanto com elétrons aceptores, como moléculas de oxigénio
adsorvidas na superficie do semicondutor ou dissolvidas na dgua, gerando anions superéxido
(O27) (Lee et al., 2015). As lacunas fotogeradas podem oxidar a molécula organica formando
radicais R*, ou reagir com OH’ ou H,O oxidando estas espécies a HO" (Kou et al., 2017; Stets
et al., 2017). Outras espécies altamente oxidantes, como os radicais de dgua oxigenada, sao
responsaveis pela fotodecomposicdo heterogénea com semicondutores nos substratos
organicos, tais como corantes.

As reacdes relevantes que ocorrem na superficie do semicondutor que formam a

espécie reativa HO' sdo (Giimiis & Akbal, 2011; Saikia et al., 2015; Lee et al., 2015; Yafiez et

al., 2016):
Semicondutor + hv — ezp + hp (1)
H,0 + hij{z > H* + HO® )
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0, +ecg = 03 (3)

03~ + H,0 - 2H,0, (4)
H,0, + e;z » OH™ + HO" (5)
OH™ + hify > HO" (6)

De forma simplificada, os mecanismos da degradacdo fotocatalitica de corantes podem
ser representados pelas equagoes 7 — 9 (Konstantinou & Albanis, 2004; Saikia et al., 2015;

Lee et al., 2015):

corante + HO® — produtos de degradagdo + CO, + H,0 (7)
corante + h;’z - produtos de oxidacio (8)
corante + ecy — produtos de redugao 9)

Diante do contexto apresentado, esse estudo propde a miniaturizacdo dos testes
fotocataliticos para avaliar e comparar a eficiéncia da descoloragdo utilizando quantidades
minimizadas de corantes (amarelo basico 2, amarelo acido 73 e eosina amarela), com 0s
catalisadores ZnO e TiO,, ambos em suspensdo e irradiados com luz na regido do visivel e do

ultravioleta.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

Os catalisadores utilizados nos ensaios de descoloragdo foram dioxido de titanio
(TiOy), adquirido da Sigma Aldrich, e o catalisador 6xido de zinco (ZnO), adquirido da Impex
Comércio e RepresentacOes Ltda, ambos catalisadores com alto grau de pureza (99,99%). Os

corantes amarelo basico 2 (AB2) e amarelo acido 73 (AA73) foram fornecidos pela Danny
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Color Corantes, o corante eosina amarela (EA) foi adquirido da Dinamica Quimica
Contemporanea LTDA.

As solucdes de AB2, AA73 e EA utilizadas nos ensaios foram de 5,25x10™ mol.L™?,
1,23x10° mol.L™ e 5,25x10®° mol.L?, respectivamente. Uma curva de calibracdo foi realizada
para cada corante avaliado, as concentracdes iniciais de cada corante foram escolhidas a partir
das curvas de calibracdo, de modo que ndo apresentasse absorbancia maior que 1, respeitando

assim a lei de Lambert-Beer (Tian, et al. 2012).

2.2. PREPARACAO DAS SOLUCOES

Em eppendorfs (1,50 mL), 0,50 mL de solucdo aquosa de corante foi adicionado as
concentracdes 1,05x10™ mol.L?, 2,46x10™° mol.L™ e 1,05x10™ mol.L™* para o AB2, AA73 e
EA, respectivamente. Em seguida, foram adicionados 0,50 mL de &gua destilada, obtendo-se
assim as concentracdes desejadas de 5,25x10™° mol.L™?, 1,05x10™ mol.L™ e 5,25x10" mol.L™
para 0 AB2, AA73 e EA, respectivamente. A esta solugdo adicionou-se 0,001 g.mL™ de TiO-

ou ZnO.

2.3. CURVAS DE CALIBRACAO

A quase totalidade dos estudos de descoloragédo utiliza espectrofotometro de cubeta
para analise da absorbancia das solucBes geradas pelo processo catalitico. No entanto, este
estudo propde 0 uso de ensaios miniaturizados para analisar tais solucdes, ou seja, sugere-se
realizar o estudo fotocatalitico dos corantes por meio do uso de um leitor de microplacas para
ler as absorbéancias, dessa forma é possivel realizar até 96 leituras de forma simultéanea, com

uso minimo de reagentes.
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A necessidade da realizacdo da curva de calibracdo deve-se a conversdo do resultado
obtido pelo espectrofotdbmetro em um valor fisico. Assim, por meio da lei de Lambert-Beer,
para solucbes diluidas, existe uma dependéncia linear entre a absorbancia e a concentracédo
das substancias presentes na amostra, conforme equacéo 10 (Tian, et al. 2012):

A = ebc (10)

Onde, A ¢ absorbancia, € é a absortividade molar, b o caminho Optico, e c a
concentracao.

Uma solucéo para cada corante (BY2, AY73 e EY) em uma concentracéo de 5,25x10”
mol.L?, 1,05x10™ mol.L™* e 5,25x10™° mol.L™, respectivamente, foi preparada; estas solucées
foram consideradas as solucdes padrdo. Assim, todas as solugbes analisadas pelo
espectrofotdbmetro Polaris, equivalentes aos pontos da curva de calibracdo, foram originadas a
partir dessas solugdes iniciais. A curva de calibracdo foi obtida através de uma série de
diluicdes, 1,44x10™ g.L " a 3,20x10° g.L™, para AB2, 8,00x10° g.L ™" a 8,00x10° g.L™, para
AA73 e 1,73x10° g.L? a 2,31x10° g.L?, para EA. As absorbancias medidas nos
comprimentos de onda 405 nm para o AB2, 492 nm para 0 AA73 e 492 nm para EA (Salari et

al., 2009; Bagar, et al. 2015; Borah, et al. 2015).

2.4. ATIVIDADE CATALITICA

Os experimentos fotocataliticos foram realizados em tubos cénicos (1,50 mL)
contendo 0,001 g.mL™ de catalisador e 1 mL de solucdo aquosa de corante. A mistura foi
iluminada em uma capela quando irradiada com uma lampada mista de 160W emitindo
radiacdo na regido do espectro UV-vis (365-1000 nm), Figura 1 (a), e em uma bancada de

fluxo laminar Pachane Pa50 quando irradiado pela lampada UV 15W (kmax = 365 nm),
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Figura 1 (b). A temperatura do sistema foi mantida a aproximadamente 30 °C pelo uso de um

fluxo de recirculacdo de ar de 0,45 ms™.

Figura - 1 (a) Sistema irradiado por lampada mista na regido do UV-vis (b) sistema irradiado

por luz UV.
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Aliguotas da suspensdo aquosa foram retiradas nos tempos 0, 10, 20, 40, 60, 80 e 120
minutos, a partir dos tubos cénicos e em seguida centrifugadas para remover o catalisador em
suspensdo. As absorbancias das solucdes foram medidas usando um leitor de microplacas
Polaris® nos comprimentos de onda de 405 nm para 0 AB2, 492 nm para o0 AA73 e EA, para
o célculo da concentracao de corantes em funcdo do tempo de irradiacéo.

A eficiéncia da reacdo de descoloracdo foi determinada utilizando a equacdo 11
(Saikia et al., 2015; Zheng, et al. 2015; Macha, et al. 2016):

Descoloracdo(%) = % * 100 = % * 100 (11)
0

0

Onde, Ao é a absorbancia inicial da solucdo de corantes e A;a absorbancia no tempo t,
que se relacionam respectivamente com as concentracdes iniciais (C,) e no tempo t (C;) de

acordo com a lei de Lambert-Beer.
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Foram estudados sistemas compostos por quatro corantes: amarelo basico 2, amarelo
acido 73, eosina amarela e verde bromocresol; dois catalisadores: 6xido de zinco e oxido de
titanio; e 2 tipos de irradiacdo: na regido UV e na regido UV-vis. A Tabela 1 resume 0s

sistemas estudados nesse trabalho.

Tabela 1. Sistemas de descoloragédo de corantes (amarelo basico 2, amarelo &cido 73 e eosina

amarela) por catalisadores (TiO, e ZnO).

Irradiacéo UV-

Corante Irradiacéo UV TiO, ZnO
Vis
Amarelo Bésico 2 (AB2) X X X X
Amarelo Acido 73 (AA73) X X X X
Eosina Amarela (EA) X X

2.5. ANALISE UV-VIS

As varreduras dos corantes foram realizadas através de espectrometria na regido UV-

vis, utilizando o espectrofotometro Agilent Technolgies, Cary 60 UV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CURVAS DE CALIBRACAO

As curvas de calibragdo, ilustradas na Figura 2, demonstram que o corante amarelo
acido apresentou maior linearidade, seguido do amarelo béasico 2 e eosina amarela. Foram
obtidos R? superiores a 0,99 para todas as curvas de calibracdo, confirmando que o sistema
desenvolvido para as analises de absorbancia das solugdes geradas pela reacéo de fotocatalise

esta validado.
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Figura 2 - Curvas de calibracdo dos corantes (a) amarelo basico 2 (b) amarelo &cido 73 (c)
eosina amarela.
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3.2.CINETICA DA FOTOCATALISE

Inicialmente, foi realizado o estudo da fotdlise. Este estudo consistiu em analisar o
efeito da radiacdo UV na solugdo corante sem a presenca dos fotocatalisadores durante 120
minutos. De acordo com os dados obtidos verificou-se uma eficiéncia de descoloracéo
desprezivel, abaixo de 10% para os corantes amarelo basico 2, eosina amarela e de 19% para
o corante amarelo &cido 73, indicando que somente a radiacdo ultravioleta ou visivel é

insuficiente para a descolorac¢do dos corantes.
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Em seguida, o estudo de fotocatalise foi realizado utilizando TiO, ou ZnO como
catalisadores. O estudo cinético mostra que os sistemas irradiados pela luz na regido UV-
visivel atingiram uma eficiéncia de descoloracdo acima de 90% com ambos os catalisadores
em 90 minutos.

No entanto, para sistemas irradiados por luz UV, a eficiéncia de descoloracdo acima
de 90% com ambos os catalisadores foi alcancada em até 60 minutos para todos os corantes,
Figura 3.

Os resultados da descoloracdo dos corantes eosina amarela, amarela acida 73 e
amarela basica 2, em funcdo do tempo de exposi¢cdo a luz UV na presenca dos catalisadores
ZnO e TiO, sdo mostrados na Figura 3 (a). Durante os experimentos, a concentracdo dos
catalisadores, pH e temperatura das solu¢6es foram mantidas constantes.

A linearidade obtida no grafico Ln (Co/C;) versus t, observado na Figura 6 (b),
confirma a aplicabilidade da equacdo de Langmuir-Hinshelwood para a descoloracéo

fotocatalitica de corantes sob radiagdo UV.

Figura 3 - (a) Processo para a descoloracdo de corantes com radiacdo na regido UV. (b)

cinética de descoloracédo de corantes.
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Todos os sistemas apresentaram descoloracdo superior a 90% com 120 minutos de
reacao, sendo a taxa de descoloracdo dos corantes na solugdo aquosa descrita pelo modelo
cinético Langmuir-Hinshelwood de pseudo-primeira ordem (Hadjltaief et al., 2016; Teixeira
et al. 2016):

dC _ CKky,
dt ~ 1+KC

(12)

Onde r representa a taxa de descoloracéo, K representa a constante de equilibrio para a
adsorcdo do corante na superficie do catalisador e k; € a constante cinética para a reacao de
descoloracao.

Integrando a equacdo (12), obtém-se o tempo de irradiacdo t, para concentracdo C; do

corante:

t=(1)ln(&)+M (13)

Kky Ce Ky

Onde C, representa a concentragdo inicial do corante. Assim sendo, em baixa
concentracdo para Co 0 segundo termo da equacdo (13) torna-se insignificante e pode ser

desprezado:

C
in(2) = kKt = kppt (14)

t

Onde kapp € ataxa de descoloragéo aparente da reacéo fotocatalitica. Os resultados das

constantes de velocidade estdo descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Constantes obtidas no processo de descoloracdo dos corantes sob radiacdo na

regido UV.
Corante Catalisador o, escoloracio (lj(app, 10'2_ (conste_mjcle
e velocidade min™)
Eosina Amarela (EA) TiO, 95,2% 2,52
Amarelo Basico 2 (AB2) TiO, 94, 7% 2,44
Amarelo Acido 73 (AA73) TiO; 95,6% 2,60
Amarelo Basico 2 (AB2) Zn0O 95,5% 2,58
Amarelo Acido 73 (AA73) ZnO 96,2% 2,73

A Figura 4 (a) apresenta os resultados obtidos da descoloracdo dos corantes amarelo
4cido 73 e amarelo basico 2, nas concentracdes de 1x107°, 5x107 respectivamente, em funcéo
do tempo de exposicdo a luz na regido UV-vis na presenca dos catalisadores ZnO e TiO,.
Durante os experimentos, foram mantidos constantes a concentracdo dos catalisadores, pH e

temperatura das solucgdes.

Figura 4 - (a) Processo de descoloracdo dos corantes com radiagdo na regido UV-vis. (b)

Cinética da descoloracdo dos corantes.
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A proximidade da linearidade obtida atraves do grafico Ln (Co/Cy) versus t, observada
na Figura 4 (b), comprova a aplicabilidade da equacdo de Langmuir—Hinshelwood para a
descoloracdo fotocatalitica dos corantes sob radiacdo UV-vis. Os resultados das constantes de

velocidade estio descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Constantes obtidas no processo de descoloragdo dos corantes sob radiacdo na

regido UV-vis.
Corante Catalisador 9%Descoloracio Kapp, 10'2_ (constgnjcle
de velocidade min™)
Amarelo Basico 2 (AB2) TiO, 92,5% 2,16
Amarelo Acido 73 (AA73) TiO, 95,7% 2,62
Amarelo Basico 2 (AB2) Zn0O 92,1% 2,11
Amarelo Acido 73 (AA73) ZnO 95,7% 2,63

3.3.EFEITO DA FONTE DE RADIACAO E DO FOTOCATALISADOR

A Figura 5 ilustra o efeito da fonte de radiagcdo e do fotocatalisador na descoloragdo
das solucbes de corantes. Observa-se que todos os corantes alcancaram cerca de 95% de

remocao de cor com ambas irradiagdes e ambos catalisadores.
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Figura 5 - Efeito da fonte de radiacdo na eficiéncia da descoloragdo (a) radiacdo UV (b)
radiagdo UV-vis.
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Lv et al. (2015), estudaram a atividade fotocatalitica do ZnO na descoloracdo do
corante rodamina B sob radiacdo na regido do UV-vis (luz solar) e sob radiacdo UV. A taxa
de descoloracdo da rodamina B foi aproximadamente 100%, em 40 minutos de reacdo, sob
radiacdo na regido do UV-vis. Sob radiacdo UV (36 W), o ZnO também mostrou atividade
fotocatalitica eficiente, com valores préximos a 90% de descoloracdo do corante rodamina B.

Macha et al. (2016) investigaram a fotocatalise heterogénea de poluentes organicos em
aguas residuais municipais utilizando fotocatalisadores do tipo TiO, e TiO, dopado com
metais (Ag, Cu e Fe), sob radiacdo ultravioleta e radiacdo solar. Os resultados demonstram
que os fotocatalisadores foram efetivos sob ambas irradia¢bes, UV e UV-vis, apresentando
niveis de descoloracdo superiores a 95%, superando assim a limitacdo de que o catalisador
TiO, é eficaz apenas sob radiacdo ultravioleta.

Comparando as constantes de velocidade das tabelas 2 e 3, nota-se que todas estdo na
mesma ordem de grandeza, confirmando a eficiéncia de ambos semicondutores na fotocatalise
heterogénea dos corantes abordados nesse estudo. No entanto, é possivel notar uma eficiéncia

maior com o uso do catalisador ZnO na descoloracdo do corante amarelo acido 73.
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Muitos estudos mostram que o ZnO pode ser tdo eficiente quanto o TiO, na
descoloracdo fotocatalitica de algumas substancias organicas e mesmo em alguns casos o0 ZnO
possui maior atividade fotocatalitica do que o TiO, (ZHENG, et al. 2015). Polious et al.
(2000) investigaram a descoloracdo fotocatalitica do corante amarelo basico 2, também
conhecido como Auramina O, em solucBes aquosas heterogéneas contendo O0xidos
semicondutores como fotocatalisadores. Sob as condi¢des experimentais aplicadas no estudo,
obteve-se uma descoloracdo de 95% da concentracdo inicial do corante apds 60 min de
exposicdo a luz UV, utilizado o catalisador TiO, P-25, enquanto na presenca de ZnO a
descoloracdo da solucdo no final de 60 min atingiu aproximadamente 100%.

A eficiéncia superior do ZnO em relagdo ao TiO, também foi comprovada no trabalho
de Muruganandham et al. (2006), o qual estudou a descoloracdo fotocatalitica do corante
reativo amarelo 14 em solucéo aquosa, utilizando os catalisadores TiO,-P25 (Degussa), ZnO,
TiO, (anatase), CdS, Fe,O; e SnO, sob radiacdo da luz solar. O estudo revelou a seguinte
ordem de reatividade: ZnO > TiO,-P25 > TiO, (anatase). Os catalisadore CdS, Fe,O; e SnO,
apresentaram atividade desprezivel na descoloracdo e degradacao do corante estudado.

Tian et al. (2012) estudou a eficiéncia dos semicondutores ZnO preparado utilizando-
se calcinagdo do acetato de zinco dihidratado (Zn(Ac),-2H,0) e TiO,-P25 (Degussa) na
fotodegradacdo do corante alaranjado de metila, concluindo que a taxa de descoloracéo
utilizando o catalisador ZnO foi quatro vezes maior quando comparada ao uso do catalisador
TiO, P25 (Degussa).

Kansal et al. (2007) estudaram a descoloragdo dos corantes alaranjado de metila e
rodamina 6G, empregando o processo fotocatalitico heterogéneo. Foi investigada a atividade
fotocatalitica dos semicondutores didxido de titanio (TiO,), 6xido de zinco (ZnO), éxido
estanico (SnOy), sulfureto de zinco (ZnS) e sulfato de cadmio (CdS), sob radiacdo UV e

radiacdo solar. Os resultados experimentais indicaram que a descoloragdo maxima (superior a
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90%) dos corantes ocorreu com 0 uso do catalisador ZnO e pH basico, o corante rodamina 6G
obteve a maior eficiéncia de descoloracdo com menor dose de catalisador (0,5 g/L) do que o
alaranjado de metila (1 g/L) em condi¢cbes semelhantes. o desempenho do sistema
fotocatalitico empregando ZnO/luz solar foi observado como sendo mais eficiente que o
sistema ZnO/UV.

Sendo assim, ao apresentar valores entre 92 a 97% de descoloracdo dos corantes
amarelo basico 2, amarelo acido 73 e eosina amarela utilizando TiO, e ZnO em suspensdo
como catalisadores na fotocatalise heterogénea de corantes, o presente trabalho apresenta-se
em concordancia em relacdo aos resultados apresentados em diferentes estudos, 0s quais
discorrem sobre a a melhor eficiéncia do ZnO quando comparado ao TiO, mesmo ambos
apresentando band gaps semelhantes (Saikia et al., 2015). Uma hipdtese que pode explicar
maior eficiéncia do ZnO esta relacionada a capacidade que o ZnO possui em absorver uma
ampla gama de espectro solar a mais do que alguns 6xidos metalicos semicondutores (Lee et

al., 2015).
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4, CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que a fotocatalise heterogénea
dos corantes amarelo bésico 2, amarelo acido 73 e eosina amarela, utilizando as fontes de
radiacdo na regido UV e na regido UV-vis é satisfatdria em todos os sistemas analisados.

Observa-se que ambos semicondutores, TiO, e ZnO, foram eficientes como
fotocatalisadores, no processo fotocatalitico heterogéneo, para reducdo de cor dos corantes
amarelo basico 2, amarelo acido 73 e eosina amarela verificando-se que o ZnO apresenta um
resultado ligeriamente maior que o TiO,, no entanto os resultados utilizando o TiO, apresenta
maior linearidade an cinética de descoloracéo.

Por fim, conclui-se que a utilizacdo de ensaios miniaturizados para estudo da
fotocatalise heterogénea foi adequada, minimizando os residuos nos efluente laboratoriais,
reduzindo custos de reagentes, tempo de leitura das absorbancias devido a possibilidade de
realizacdo de multiplos ensaios simultaneamente, além de reduzir os erros sistematicos

ocasionados no uso de cubetas em espectrofotometros.
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RESUMO: Um método baseado na fotogeracdo de espécies reativas de oxigénio em agua a
partir do catalisador composto por TiO, suportado no argilomineral palygorskyta, incorporado
com nanoparticulas de prata (AgNPs/TiO,-PAL) foi desenvolvido e aplicado a ensaios de
acao antioxidante. As nanoparticulas de prata foram sintetizadas utilizando solucéo de nitrato
de prata, agente redutor de boro-hidreto de sddio e goma Caraia como agente estabilizante. A
incorporacdo de AgNPs no TiO,-PAL previamente sintetizado foi realizada. O catalisador
AgNPs/TiO,-PAL foi caracterizado por espectroscopia UV-vis, difratometria de raios X
(XRD), microscopia eletrénica de varredura (MEV), potencial Zeta e espalhamento dindmico
de luz (DLS). O catalisador AgNPs/TiO,-PAL foi utilizado para desenvolver um método de
atividade antioxidante que consistiu no monitoramento da colora¢do do corante amarelo acido
73 (AAT3) na presencga do antioxidante acido galico em diferentes concentracdes (10 a 100
ng.mL™) comparando com a descoloracdo do corante na auséncia do antioxidante. Um leitor
de microplacas (Elisa Polaris) foi usado para medir a descoloragdo das solugdes aquosas de

AAT3, irradiadas por luz UV por 60 minutos. O efeito das espécies reativas de oxigénio
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(EROs) geradas pelo catalisador AgNPs/TiO,-PAL baseado na cinética fotocatalitica do
corante AA73 foi investigado. A oxidacdo do corante AA73 foi realizada principalmente pela
participacdo das espécies O,”, HO" e 'O, nesta ordem de importancia. Os resultados
mostraram que a sintese do catalisador AgNPs/TiO,-PAL foi realizada com sucesso e a
aplicacdo deste material no desenvolvimento de uma metodologia inovadora para a
determinacéo da atividade antioxidante foi extremamente promissora.

Resumo gréfico:
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ABSTRACT

The method based on photogeneration of reactive oxygen species in water from catalyst
composed of palygorskyta-TiO, and silver nanoparticles (AgNPs/TiO,-PAL) was developed
and applied to antioxidant assays. Silver nanoparticles were synthesized using silver nitrate
solution, sodium borohydride reducing agent and Caraia gum as stabilizing agent.
Incorporation of AgNPs into the previously synthesized TiO,-PAL was performed. The
catalyst AgNPs/TiO,-PAL were characterized by UV-vis spectroscopy, X-ray diffractometry
(XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Zeta potential and Dynamic Light Scattering
(DLS). The catalyst AgNPs/TiO,-PAL were used to perform an antioxidant activity method
which consisted in monitoring the dye discoloration e, acid yellow 73 (AA73) in the presence
of gallic acid antioxidant in different concentrations (10 to 100 pg.mL™) comparing to the dye
discoloration in the absence of the antioxidant. A microplate reader (Elisa Polaris) was used
to measure the discoloration of the aqueous solutions of AA73, irradiated by UV light for 60
minutes. The effect of reactive oxygen species (ROS) generated by AgNPs/TiO,-PAL based
in photocatalytic kinetics of AA73 dye was investigated. The oxidation of AA73 dye by
photocatalysis in the system with AgNPs/TiO,-PAL catalysts was carried out mainly by the
participation of O,”, HO" and 'O, species, in this order of importance. The results showed that
the synthesis of the AgNPs/TiO,-PAL catalyst was successfully carried out and the
application of this material in the development of an innovative methodology for the

determination of antioxidant activity was extremely promising.

Keywords: palygorskite; silver nanoparticles; TiO,. ROS; antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

Metabolismos oxidativos sdo os principais fornecedores de energia em sistemas
bioldgicos e sdo essenciais para a sobrevivéncia das células (Rui-Jie et al., 2016). Entretanto,
durante esses processos metabolicos, espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas, e
quando o excesso de EROs supera a producdo de antioxidantes endogenos (superdoxido
dismutase, catalase, peroxidase, glutationa, vitamina C e vitamina E), ocorre dano aos
sistemas biologicos e oxidacdo de compostos em produtos diversos, gerando
consequentemente potencial deterioracdo (Badarinath et al., 2010, Prior, 2015, Rajan &
Muraleedharan, 2016, Kumar et al. 2017). Portanto, os compostos antioxidantes alcancaram
destaque nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica devido ao potencial de
neutralizar espécies reativas, controlando os efeitos da deterioracdo ou até desequilibrio
fisiolégico no corpo humano (Rajan & Muraleedharan, 2016, Kumar et al. 2017).

O grande interesse por compostos/materiais que apresentem capacidade antioxidantes
despertou a necessidade de métodos analiticos que fossem efetivamente capazes de
determinar o potencial antioxidante dessas fontes (Roginsky & Lissi, 2005; Ge et al.,2018).
No entanto, ainda ndo existe um método totalmente efetivo quanto a avaliacdo da capacidade
antioxidante, sendo frequentemente relatadas desvantagens na maioria dos ensaios como
elevado custo, consumo extensivo de reagentes, uso de instrumentos sofisticados,
complexidade, tempo de reacdo elevado, uso de fluorbmetros, que podem nédo estar
rotineiramente disponiveis em laboratérios analiticos (Erel, 2004; Badarinath et al., 2010,
Niki, 2010). E importante destacar o fato de que os métodos mais comumente utilizados
(ABTS™ e DPPH) sdo baseados em um grande radical ndo biol6gico e estericamente

impedido, dificultando o acesso dos antioxidantes ao centro do radical, o que causa reagdes
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lentas que ndo refletem a rapidez das reacdes que ocorrem in vivo (Apak et al. 2013; Lopez-
Alarcon & Denicola, 2013; Schaich, Tian & Xie, 2015; Shahidi & Zhong, 2015).

Biologicamente, os radicais HO' sdo gerados quando o H,O; reage com Fe (l1) (reacéo
do tipo Fenton). No entanto, o uso de reacfes de Fenton no desenvolvimento de ensaios
antioxidantes apresenta desvantagens, uma vez que muitos antioxidantes também sao
quelantes de metais que alteram a atividade do Fe (1) apds a quelacdo (Rui-Jie et al., 2016).
Neste contexto, a fotocatalise heterogénea da agua por meio de nanoparticulas de 6xido de
tithnio (TiO;) surge como alternativa para geracdo de espécies reativas de oxigénio e
consequente aplicacdo a desenvolvimento de ensaios antioxidantes (Chen et al., 2014).

Um processo geral de fotocatalise inicia a partir da fotoexcitacdo do TiO, com uma
energia maior que o bandgap (Eg) de 3,2 eV (Muruganandham & Swaminathan, 2006; Wei,
et al. 2017), resultando na formacdo de pares ativos de elétrons-lacunas (e/h*) (Guo et al.,
2015). Na presenca de doadores de elétrons e aceitadores em solucdo, a reacdo de
recombinacdo entre o elétron e lacuna pode ser evitada por reacGes redox. Na fotdlise do
TiO, em &gua, as nanoparticulas solvatantes das moléculas de dgua e o O, dissolvido podem
reagir com ambos, a lacuna e o elétron, respectivamente, para gerar HO" (Xiang, Yu, Wong,
2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017). No entanto, o TiO,
absorve em uma regido do espectro, inferior a 380 nm, apresentando baixo rendimento
quantico (Chen et al., 2014). Uma alternativa para melhorar o perfil de absorcéo e otimizar o
processo de fotodegradacdo é a incorporagdo de nanoparticulas metélicas (MeNPs) a sua
estrutura (Lee & Chen, 2014), uma vez que as MeNPs depositadas no TiO, atuam como
captadoras de elétrons, diminuindo a taxa de recombinagio de par elétrons-lacunas (e/h"),
melhorando, consequentemente, a atividade fotocatalitica do TiO, (Chen et al.,2008;

Hidalgo, et al. 2010).
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No entanto, apesar da otimizacdo, ainda existem problemas em relacdo a remocéo
deste catalisador da dgua. Os pos de TiO, possuem grandes areas superficiais, que conferem
boas atividades cataliticas a este composto. No entanto, os p6s prontamente se aglomeram
em particulas maiores, resultando em um efeito adverso no desempenho do catalisador.
Além disso, € muito dificil recuperar pds de TiO; puros quando eles sdo usados em sistemas
aquosos (Chen et al., 2014). Para resolver este problema, sugere-se a utilizagdo de materiais
porosos para suportar o catalisador, nomeadamente argilas tais como palygorskyta (PAL),
que poderiam aumentar a area de contato superficial e consequentemente facilitar a remocao
do material catalisador (Xavier, et al. 2012; Verma, et al. 2014). A palygorskyta (PAL) é
uma espécie amplamente utilizada de silicato de aluminio e magnésio hidratado com
morfologia microfibrosal alongada, possuindo grupos reativos em sua superficie. A estrutura
microscopica da PAL é em forma de agulha ou bastonete com 20-70 nm de diametro e cerca
de 1 pum de comprimento (Ma, et al. 2017). Devido a sua estrutura Unica e alta area de
superficie, a PAL aparece como um suporte atraente para a imobilizacdo de catalisadores na
remocdao de poluentes (Chen et al., 2014).

Sendo assim, combinando o suporte do catalisador por meio da palygorskyta com a
adicdo de um metal nobre a superficie do catalisador, este trabalho preparou um catalisador
composto de TiO, suportado no argilomineral palygorskyta, incorporado com nanoparticulas
de prata (AgNPs/TiO,-PAL), com o objetivo de desenvolver um método colorimétrico,
automatizado em microplacas, para a determinacdo da atividade antioxidante, baseado na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (HO", O,", *O,), presentes biologicamente nos

sistemas in vivo, utilizando um sistema de fotocatalise heterogénea.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. REAGENTES E SOLUCOES

O catalisador dioxido de titanio P25 Degussa (TiO;) com alto grau de pureza (99,99%)
foi utilizado como pardmetro de comparacdo com os resultados do catalisador AgNPs/TiO,-
PAL, foi adquirido na Sigma Aldrich. Goma Caraia, nitrato de prata (AgNOs3), agua
ultrapura (sistema MilliQ® ), boro-hidreto de sédio (NaBH,), metanol, difenilamina (> 99%)
e alcool furfurilico (98%) foram adquiridos na Sigma Aldrich. O sal dissédico EDTA (P.A)
foi adquirido da Dynamics Quimica Contemporanea LTDA. O corante acido amarelo 73
(AAT3), Figura 1 (a), foi fornecido por Danny Color Dyes e foi utilizado sem purificacéo
prévia. O 4cido galico anidro puro (99,53%) foi adquirido na Scientific Exodus, Figura 1 (b).

Figura 1 - Estrutura quimica: (a) corante amarelo acido 73; (b) antioxidante acido galico.
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A Palygorskyta (PAL) foi adquirida no municipio de Guadalupe (Companhia
Coimbra), centro-oeste do Estado do Piaui, Brasil (06° 47° 13” S; 43° 34’ 08"0). Os
reagentes utilizados para a sintese do TiO, suportado na palygorskyta foram, isopropoxido de
titanio 1V (C12H2304Ti) de grau analitico 97%, perdxido de hidrogénio 130 vol. (35% - H,O5,

anidro), alcool etilico, adquiridos na Sigma Aldrich.
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2.2 SINTESE DO COMPOSITO TiO, SUPORTADO NA PALYGORSKYTA

Inicialmente, a PAL foi macerada e peneirada em malha de 200 mesh (74 um), para se
obter um po fino e desaglomerado (Zhang, et al. 2009; Saleiro, et al. 2010; Zhang, et al.
2011). Para a remocdo da matéria organica, a argila foi lavada com agua destilada e, em
seguida, tratada com peroxido de hidrogénio a temperatura ambiente (25 °C) por um periodo
de 24 horas. O excesso de peroxido na PAL foi removido por meio de sucessivas lavagens
com agua destilada, seguida de centrifugacdo. O precipitado obtido foi seco a 80 °C por 12
horas (Elert & Rodriguez-Navarro, 2015; Soberanis-Monforte, Gordillo-Rubio & Gonzélez-

Chi, 2015).

Para a sintese do compdsito TiO,-PAL, misturou-se a argila com etanol em uma
propor¢do de 1:4 (m/v), para obter uma suspensdo coloidal. A mistura foi mantida sob
agitacdo continua durante 30 minutos. Simultaneamente, em outro béquer, a suspensdo de
TiO, foi adquirida adicionando-se, lentamente, o precursor tetraisopropoxido de titanio em
alcool etilico com proporcdo de 1:1,67 (p/v), sob agitacdo continua. Ap6s 30 minutos,
adicionou-se agua destilada lentamente a mistura, com proporcdo de 1:1 em relacdo ao
precursor, permanecendo em agitacdo por mais 30 minutos. Posteriormente a suspensdo de
TiO, foi adicionada a suspensdo de argila e mantida em agitacdo por 30 min. A propor¢édo
molar utilizada foi de 4 mmol de Ti/g de argila. Ap6s homogeneizacdo completa da mistura, a
mesma foi colocada em repouso por 24 horas. O precipitado foi seco em estufa, sob
temperatura de 75 C° por 12 horas. O tratamento térmico foi conduzido a 400 °C, com
patamar de 120 min e taxa de aquecimento de 10 °C.min™* (Zhang, et al.2009; Saleiro, et al.

2010; Zhang, et al. 2011; Ma, et al. 2015).
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2.3 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs)

Uma solucéo de goma Caraia (1 g.L™), solucio de AgNO; (1 mmol.L™) e uma solucio
do agente redutor NaBH, a 1 mol.L™ foram preparadas. Ap6s a preparacdo das solucdes, uma
mistura de 20 ml da solucdo de AgNO3 e 20 ml da solucgéo estabilizadora foi agitada por 1 h,
em seguida 200 pl da solucdo de NaBH, foram adicionados, o sistema foi deixado sob

agitacdo por mais 30 min.

As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas utilizando-se o equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd), com laser He-Ne de comprimento de onda 633 nm a
uma temperatura de 25 °C e angulo de espalhamento de 90° nas analises de Dispersdo

Dinamica de Luz (DLS) e Potencial Zeta (PZ).

2.4 CATALISADOR COMPOSTO DE PALYGORSKITA- TiO,, INCORPORADO COM

NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs/TiO,-PAL)

Uma massa de TiO,-PAL (1,5 g) foi adicionada em 20 mL de solucdo de AgNPs e o
sistema foi mantido em agitacdo por 72 h, apds o sistema ser centrifugado, o precipitado foi
separado e seco em estufa por 24 h a 60 °C, seguido de maceracéo até obter um pd, obtendo o

catalisador AgNPs/TiO,-PAL.

2.5 CARACTERIZACAO DO CATALISADOR AgNPs/TiO,-PAL

O catalisador AgNPs/TiO,-PAL foi caracterizado por Difragdo de Raios X (DRX) no
equipamento Shimadzu Labx-XRD 600, com radiacdo Cu-Ka (A = 1,5406 A), 26 no intervalo

entre 5 °a 75 °, com um taxa de varrimento de 2 °/min.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com canhdo de emissdo por campo no
equipamento FEI, modelo Quanta FEG 250, com tensdo de aceleracéo de 1 a 30 kV, equipado
com EDS de SDD (silicon drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, Apollo Detector
X-SDD. Para realizar as micrografias, a amostra foi dispersa em alcool isopropilico, levada ao
banho de ultra-som por 5 minutos e gotejada para o topo revestido com papel aluminio. O
tempo de secagem foi em torno de 2 horas. A amostra foi coberta com ouro no metalizador,
marca Quorum, modelo Q150R, com tempo de 20 segundos e corrente de 15 mA, e plasma

gerado em atmosfera de argonio.

O didmetro médio das nanoparticulas esféricas do catalisador foi avaliado a partir de

um histograma composto pela medi¢do de 100 pontos usando o programa ImageJ.

Para realizar o experimento EDS, a amostra foi fixada em fita adesiva dupla-condutora
de carbono e depois também revestida com ouro. Perfis de raios-X foram obtidos a 30 kV e
tamanho do ponto 4,5. A presenca de carbono e ouro é devida ao processo de fita condutiva e

metalizagéo, respectivamente.

2.6. ENSAIOS DE CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Para os testes de determinagdo da capacidade antioxidante, foi utilizada uma camara

reacional equipada de uma fonte de radiacdo UV (lampada 125 W sem bulbo), Figura 2.
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Figura 2 - Ensaios de determinagao da capacidade antioxidante.
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Em eppendorfs de 1,5mL foram adicionados 1 mg.mL™ de catalisador, 0,5 mL de

solucdo aquosa do corante amarelo acido 73 na concentragdo 2x10™° mol.L™ e 0,5 mL de
solugio aquosa de antioxidante acido galico em concentragdes variadas (10 a 100 pg.mL™), as
amostras foram submetidas a radiacdo UV por 60 minutos. Apds o tempo de radiacdo, foi
realizada centrifugacdo dos eppendorfs por 10 minutos a 2260 forca g (5000 rpm), para
remocao do catalisador. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para uma microplaca e a
leitura das absorbancias foram realizadas no leitor de microplacas (Elisa Polaris®) no
comprimento de onda de 492 nm e comparadas a leitura das absorbancias dessas mesmas
solucBes ndo irradiadas, para o célculo da descoloracdo do corante em funcdo da concentracao
do antioxidante.

O percentual de descoloragdo e das solucdes foi determinado utilizando a equagédo 1

(Saikia et al., 2015; Mecha, et al. 2016):

Descoloragio(%) = 2= x 100 = “—£ 100 )
0 0

100



Onde, A, é a absorbancia inicial da solucdo e A; a absorbancia no tempo t, que se
relacionam respectivamente com as concentracdes iniciais (C,) e no tempo t (C;) de acordo
com a lei de Lambert-Beer (Tian, et al. 2012). A partir dos valores obtidos foram criadas
curvas de rea¢do para definir a capacidade minima inibitdria ICsy do antioxidante padrdo
acido galico. A linearidade foi estabelecida pela curva padréo para o acido gélico, a qual foi
obtida em cinco niveis de concentra¢des diferentes. Cada concentra¢ao foi determinada em
triplicata (n = 15). A linearidade foi avaliada utilizando-se analise de regressdo linear, com
ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados.

Os resultados obtidos no método desenvolvido utilizando o catalisador AgNPs/TiO,-
PAL foram comparados com os resultados obtidos utilizando o catalisador comercial TiO;
P25.

A concentracdo remanescente de corante AA73 em solucdo foi analisada por
espectrofotometria na regido UV-vis, (espectrofotometro Agilent Technologies, Cary 60 UV)

no seu comprimento de onda méaximo de 490 nm.

2.7 PAPEL DAS EROs NA EFICIENCIA FOTOCATALITICA

Uma estimativa da contribuicdo dos radicais hidroxila HO", anion superoxido O,",
oxigénio singlete *O, e lacunas positivas (h*) durante os ensaios antioxidantes, é determinada
pela adicdo de diferentes removedores de EROs, como metanol, difenilamina, alcool
furfurilico e sal disédico EDTA, removedores de HO® (Li & Hu, 2016), O, (Alrobayi et al.
2015), 'O, (Li & Hu, 2016) e h* (Alrobayi et al. 2015), respectivamente. Todos 0s compostos

foram utilizados a 0,5 mmol.L™ (Alrobayi et al. 2015).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZACAO DAS AgNPs

A estabilizacdo eletrostatica das AgNPs foi estimada medindo seus valores de
potencial zeta. O valor do potencial zeta encontrado foi de -33,5 mV, o alto valor negativo
confirma uma repulsao entre as particulas e uma boa estabilidade das nanoparticulas de prata.
(Dubey, Lahtinen & Sillanpéda, 2010; Rao, et al. 2013; Agnihotri, Mukherji & Mukherji,
2014). A analise de DLS mostrou a distribuicdo de tamanho das particulas com intensidade
méaxima a 52,12 nm, que sdo consideradas parametros satisfatérios (Abou EI-Nour, et al.

2010).

3.2. CARACTERIZACAO DO CATALISADOR AgNPs/TiO»-PAL

A estrutura do catalisador AgNPs/TiO,-PAL sintetizado foi analisada por Difracao de
Raios X (DRX). A Figura 3 mostra os difratogramas do TiO, P25 Degussa com a fase
cristalogréfica anatase, a argila palygorskyta (PAL) e o catalisador AgNPs/TiO,-PAL. As
reflexGes caracteristicas da palygorskyta foram observadas nos padrées de DRX em 20 =
8,34° e 19,7 ° (Zhang, et al. 2011; Ma, et al. 2017). Os picos de difragdo do catalisador
AgNPs/TiO,-PAL, 20 = 25,3°, 38,8°, 48,09° correspondem aos do TiO, P25 Degussa
(Santana & Zaia, 2006) indicando que o TiO, foi cristalizado na fase anatase sobre a
palygorskyta, a fase anatase é a estrutura cristalografica do TiO, que apresenta maior
atividade fotocatalitica (Samya, et al. 2014). A adi¢cdo de Ag ndo alterou o perfil do TiO,,
inferindo que a Ag néo se dissolveu na estrutura do TiO, e, provavelmente, foi depositada na

sua superficie (Lee & Chen, 2014). Alguns picos tipicos caracteristicos das nanoparticulas de
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prata estdo sobrepostos com o0s picos correspondentes ao TiO,, no entanto, uma analise EDS

confirma a presenca de prata no catalisador sintetizado, como mostrado na Figura 4.

Figura 3 - Difratograma do catalisador AgNPs/TiO,-PAL.
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Figura 4 - Grafico EDS do catalisador AgNPs/TiO,-PAL.
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As imagens do MEV (Figura 5) revelaram que estes materiais consistem de
nanoparticulas esféricas com didmetro médio em torno de 1 um, o didmetro médio das
nanoparticulas esféricas do catalisador foi avaliado a partir de um histograma com uma
medida de 100 pontos, o valor minimo encontrado foi 0,7818 um e o valor maximo foi 2,8546
um, observou-se que as particulas esféricas sdao formadas pela agregacdo de particulas
menores, pode-se notar fibras em estruturas planas, que é a morfologia tipica da palygorskyta
(Guo et al., 2014; Han, et al. 2015). Muitas particulas de AgNPs/TiO,-PAL foram distribuidas
na superficie das fibras PAL. O grupo hidroxila na superficie da estrutura cristalina da PAL
foi perdido durante o processo de calcinacdo, ajudando na estabilizagdo do TiO, na PAL para
formar uma ligacao Ti-O-Si estavel (Ma, et al.2017). Esta estrutura aumentou as propriedades

fotocataliticas, reduzindo o tamanho de grdo de TiO, no catalisador.

Figura 5 - Imagens MEV do catalisador AgNPs/TiO,-PAL.
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3.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO PARA RECONHECIMENTO DE

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As espécies reativas de oxigénio geradas pela oxidacdo fotocatalitica da agua
utilizando TiO, sdo o radical hidroxilo (HO"), anion superéxido (O,") e oxigénio singlete
(*0,) (Rauf et al.,2009; Xiang, Yu, Wong, 2011; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017).
Estas espécies estdo biologicamente presentes in vivo, desempenhando papéis importantes em
diversas reacdes bioquimicas. O anion superdxido (O;") é gerado continuamente na cadeia de
transporte de elétrons na mitocdndria, pela acdo de enzimas como xantina oxidase e NADPH
oxidase, ou pela reducdo monoeletrénica de O,. Em relacdo a outras espécies reativas 0 O,
tem uma semi-vida relativamente longa, o que permite a difusdo dentro da célula, aumentando
assim o numero de alvos potenciais (LU et al., 2010; Prior, 2015; Carocho et al., 2018). O
radical HO' é o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual, uma vez formado,
0 organismo humano ndo dispde de mecanismo de defesa, apesar de apresentar meia-vida
curta (aproximadamente 10 s), reage rapidamente e sem seletividade com uma série de
endobiodticos, causando modificacdo no DNA, peroxidacdo lipidica, danos em proteinas e
inativacdo enzimatica (Mozafari et al., 2006). O 'O, consiste no estado eletronicamente
excitado do oxigénio, é produzido por rea¢fes fotoquimicas ou por outras radiacdes, reagindo
com um grande nimero de moléculas bioldgicas, incluindo DNA, proteinas e lipidios, e
embora ndo seja um radical livre, provoca a formacdo de outros radicais toxicos, uma vez que
é um dos intermediérios mais ativos envolvidos em reagdes bioquimicas (Mozafari et al.,
2006; Costa et al., 2007; Prior, 2015).

Um processo geral de fotocatalise inicia a partir da fotoexcitacdo do TiO, com uma
energia maior que o bandgap (Eg) de 3,2 eV (Muruganandham & Swaminathan, 2006; Wei,
et al. 2017), resultando na formagcéo de pares ativos de elétrons-lacunas (e/h*) (Guo et al.,
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2015). Na presenca de doadores de elétrons e aceitadores em solucdo, a reacdo de
recombinacéo entre o elétron e lacuna pode ser evitada por reacdes redox. Na fotdlise do TiO,
em agua, as nanoparticulas solvatantes das moléculas de agua e o O, dissolvido podem reagir
com ambos, a lacuna e o elétron, respectivamente, para gerar HO® (Xiang, Yu, Wong, 2011;

Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017).

TiO, + hv > ez + hip 1)
H,0 + hifz » H* + HO" )
20H,;s + hity » OH™ + HO" 3)
ey +0; > 03 (@)
205" + 2H,0 - 2HO" + 20H™ + 0, (5)
corante + HO® — produtos de degradagdo + CO, + H,0 (6)
corante + h;’z - produtos de oxidacio (7
corante + ecy — produtos de redugao (8)

A adequada linearidade do método foi verificada pela analise da regressao linear da
concentragdo do antioxidante avaliado versus a descoloragdo do corante para cada
concentracdo (Figura 6) e verificou-se a capacidade antioxidante do acido galico no sistema

fotacatlitico de maneira dependente da concentracao.
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Figura 6 - Curvas analiticas do &cido gélico.
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Legenda: CA é a concentra¢do do antioxidante avaliado; D €é a descoloracéo do corante.

Com as equacdes descritas na Figura 6 é possivel encontrar a concentracdo de
antioxidante necessaria para proteger o corante de 50% da descoloracdo na presenca dos
catalisadores e luz UV, denominada de ICso. O valor de ICsy obtido para o &cido gélico
utilizando o catalisador AgNPs/TiO,-PAL foi de 12 + 2,5 pg.mL™, enquanto que, utilizando o
catalisador TiO, P25 Degussa foi de 50 + 4,3 ug.mL™.

Masaki et al. (1994) avaliou a capacidade de inibicdo de espécies reativas como anion
superdxido, radicais hidroxilicos e oxigénio singlete para antioxidantes conhecidos como
acido gélico, galato de propilo e acido ascorbico. O acido galico apresentou melhores
resultados para a maioria das espécies reativas estudadas, com valores de 1Csq 11,86 + 0,79
ng.mL para o oxigénio singlete (*O,), 0,187+0,03 pg.mL™ para o anion superéxido e 13,33 +

1,91 pg.mL™ para radicais hidroxilicos.

Lo Scalzo (2010) avaliou a capacidade antioxidante do &cido galico em eliminar as

espécies reativas O, e HO', o estudo foi realizado por ressonancia paramagnética eletronica.
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O valor das concentra¢fes minimas inibitérias de acido galico encontradas pelo autor para o
O," foi de 3,9 mM, enquanto que para HO" foi de 781,5 mM. Dessa forma, o autor concluiu
que o potencial do acido galico para inibir as espécies reativas O, e HO" é bem distinto,
sendo necessaria uma concentracdo muito baixa de antioxidante para inibir O,” em

comparacao a concentragdo necessaria para inibir HO'.

Chisté et al. (2012) encontrou valores de 1Cs para o cido galico de 13 + 2 pg.mL™
para neutralizacdo de O," e de 1 + 0,06 ug.mL™ para o 'O,, porém ndo foi avaliado o I1Cso
parao HO'.

Diante do que foi exposto, é possivel notar que a grande maioria dos estudos avaliam a
capacidade antioxidante dos compostos/extratos/materiais e de antioxidantes considerados
como padréo ouro para espécies reativas isoladas, sendo uma forma interessante de entender o
mecanismo de acdo dos antioxidantes. No entanto, nos sistemas in vivo, as espécies reativas
sdo produzidas em cascata e ndo reagem de forma isolada. Portanto, no método desenvolvido
no presente estudo, foi encontrada ICso de acido galico 12 + 2,5 pg.mL™ utilizando o
nanocompoésito AgNPs/TiO,-PAL e de 50 + 4,3 pg.mL™, utilizando o catalisador TiO, P25,
para eliminar trés espécies reativas O,”, HO" e 'O, produzidas, onde O,”, HO" sdo produzidas
simultaneamente e partir destas forma-se o *O,, que ocorrem naturalmente e constantemente
nas reacdes bioguimicas dos sistemas in vivo (Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-

Jie et al., 2016; Nagarajan et al.,2017).

3.4. ESPECTROS UV-VIS DO AA73

Considera-se que as espécies reativas geradas pelo catalisador de TiO, durante a
fotocatalise da agua sdo responsaveis pela descoloragdo do AA73. No entanto, na presenca de

um composto com potencial antioxidante, como o acido gélico, a descoloracdo poderia ser
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potencialmente minimizada, sugerindo que este sistema poderia ser utilizado para o
desenvolvimento de uma metodologia simples, rapida e de baixo custo para determinagédo
quantitativa e qualitativa da capacidade antioxidante de compostos naturais e sintéticos de
novos materiais.

Assim, o residuo do corante AA73 na solucdo aquosa ap0s 0s ensaios de atividade
antioxidante foram avaliados por espectroscopia UV-vis. O corante amarelo acido 73 mostrou
uma banda de absorcdo maxima no comprimento de onda de 490 nm, além de bandas
menores nos comprimentos de onda 238, 285 e 324 nm.

O espectro do AA73 utilizando o nanocomposito AgNPs/TiO,-PAL, Figura 7 (a), € 0
catalisador TiO, P25 Degussa, Figura 7 (b), mostra que a intensidade dos picos a 490 nm (A
max) diminui gradualmente durante a irradiacdo UV, resultando na descoloracdo das
solugdes. O quase perfeito desaparecimento da banda a 490 nm revela que o AA73 ¢é
eliminado apo6s cerca de 60 minutos nos sistemas constituidos de solucdo aquosa do corante e
catalisador, sem adicdo de antioxidante. Nenhum novo pico de absor¢édo apareceu nas regioes
visiveis ou UV. Ap6s 60 minutos de exposicdo a luz UV na presenca do nanocompasito
AgNPs/TiO,-PAL o0 corante sofreu uma descoloragdo de 80% e na presenca do catalisador
TiO, P25 Degussa o corante sofreu uma descoloracdo de 86%.

Adicionando o antioxidante acido galico ao sistema, observa-se no espectro de AA73
usando o catalisador AgNPs/TiO,-PAL, Figura 7 (c), e o catalisador TiO, P25 Degussa,
Figura 7 (d), que a intensidade do picos a 490 nm (Amax) sofrem apenas uma reducédo, o que
ndo resulta na descoloracdo total das solugdes, indicando que este composto com potencial
antioxidante reconhecido na literatura elimina as espécies reativas de oxigénio do meio

reacional, reduzindo significativamente sua rea¢do com o corante.
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Figura 7 - Espectro UV-vis da reacdo fotocatalitica do AA73: (a) AgNPs/TiO,-PAL na

auséncia de antioxidante; (b) TiO, P25 na auséncia de antioxidante; (c) AgNPs/TiO,-PAL na

presenca de antioxidante (d) TiO, P25 na presenca de antioxidante.
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3.5. EFEITO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO ROS

A melhor maneira de entender o papel de cada espécie reativa nos ensaios de

capacidade antioxidante é tentar retardar a recombinacdo de lacunas e elétrons fotogerados na

superficie do catalisador, isto €, preencher as lacunas da banda de valéncia com os elétrons de

algum tipo de redutor (Alrobayi et al., 2015).
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No presente estudo, foram utilizados sequestrantes, como 0 metanol para remocao de
radicais HO" (Li & Hu, 2016), difenilamina como removedor de O, (Alrobayi et al., 2015) e
alcool furfurilico para 'O, (Li & Hu, 2016). Os resultados da descoloracdo fotocatalitica do
AAT3 nos ensaios de capacidade antioxidante em sistema com supressores podem ser vistos

na Figura 8.

Figura 8 - Descoloracdo fotocatalitica do AA73 nos ensaios de capacidade antioxidante,

adicionando os supressores.
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Adicionando difenilamina (supressor de 0O,"), metanol (supressor HQO), alcool
furfurilico (supressor de 0.) e sal dissédico de EDTA (supressor h*) ao sistema composto de
solugdo aquosa de corante e catalisador AgNPs/TiO,-PAL, uma redugéo significativa na
descoloragdo do AAT73 foi alcancada.

Li et al. (2013), obtiveram resultados semelhantes quanto a ordem de importancia das
espécies reativas na descoloracdo do corante laranja de metileno, utilizando o catalisador TiO,
e adicionando AgNO3 na solugédo. Os autores descrevem que, combinando o importante papel
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dos radicais HO" com o papel quase insignificante das lacunas na descoloracdo do corante, é
possivel deduzir que existe uma outra fonte de geracdo de radical HO" no sistema além da
geracdo através das lacunas. Ao comparar esta deducdo com o fato de que suprimir 0 O, nas
reacOes deste trabalho causou um grande impacto na descoloracdo do corante AA73, é possivel
concluir que 0 O, pode ser outra fonte de geracédo de radicais HO'.

Liu et al. (2007), sintetizaram um fotocatalisador composto por TiO, e prata,
suportado em montmorilonita (Ag-TiO,/MMT) e aplicado a fotodegradacdo do corante azul
de metileno (MB), entre Ag-TiO,;, MMTNTIO,;, MMTNTIO; (P25) e Ag-TiO,/MMT, o Ag-
TiO,/MMT apresentou a maior atividade de foto-oxidacdo devido a sua maior superficie
especifica causada pelo suporte da argila e pela modificacdo na superficie do TiO, por meio
da prata para melhorar sua absorcéo de luz.

Assim, a transferéncia de elétrons causada pelo depdsito metélico na superficie do
TiO, resulta na carga negativa do metal. Em sistemas com equilibrio de ar, depositos de Ag
na superficie do TiO, aumentam a fotoatividade, acelerando a transferéncia de elétrons para
moléculas de oxigénio dissolvido. Portanto, o radical anion superoxido é formado como
resultado da reducédo de oxigénio pela transferéncia de elétrons aprisionados de metal Ag para

oxigénio (Behnajady et al., 2007), como pode ser visto na Figura 9.
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Figura 9 - Etapas de obtencdo do catalisador AgNPs/TiO,-PAL e mecanismo de geragdo das espécies

reativas de oxigénio.
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A oxidacdo do AA73 por fotocatalise no sistema com AgNPs/TiO,-PAL foi realizada

principalmente pela participacdo das espécies O,”, HO" e 'O,, nesta ordem de importancia.

Além disso, é possivel verificar que a contribuicdo dos buracos ocorreu em menor escala.

Adicionando o antioxidante &cido galico a estes sistemas, vé-se que a eficiéncia de

protecdo do AA73 aumenta com a adi¢do de todos os supressores, Figura 10.
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Figura 10 - Descoloracdo fotocatalitica de AA73 nos ensaios de capacidade antioxidante,

adicionando os supressores e antioxidantes.
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Ha uma reducdo significativa, na descoloracdo AA73 com a adi¢do de alcool furfurilico e
EDTA Disodium (supressor de *O, e h*). Por outro lado, uma protecio de quase 100% da cor
do corante é observada em ambos os sistemas com a adicdo de difenilamina (supressor de

radicais O,") e metanol (supressor de HO").
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4, CONCLUSAO

Um catalisador constituido de nanoparticulas de TiO,, suportado na palygorskyta e
incorporado com nanoparticulas de prata (AgNPs/TiO,-PAL) foi sintetizado e aplicado ao
desenvolvimento de um método de reconhecimento de capacidade antioxidante. Os resultados
mais favoraveis foram observados quando se utilizou o catalisador sintetizado que
demonstrou maior sensibilidade ao sistema apresentando menor ICs, para protecdo do corante
que o catalisador comercial. O estudo adicional da contribuicdo de ROS indica que O, e HO’
sdo responsaveis pela maior descoloracdo do AA73 usando o catalisador AgNPs/TiO,-PAL,
enquanto 'O, e HO' sdo responsaveis pela maior descoloracdo do AA73 usando o catalisador
TiO, P25 Degussa.

Desta forma pode-se verificar que o catalisador foi sintetizado de forma eficiente e
demonstrou excelente aplicabilidade ao método desenvolvido, apresentando potencial para ser
utilizado em laboratorios industriais e universitarios para investigar a atividade antioxidante
em compostos naturais/sintéticos e de ovos materiais com aplicagdes para alimentos,

cosmeéticos e industrias farmacéuticas.
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RESUMO: O desenvolvimento de métodos simples, rapidos e reprodutiveis, que fornecam
informacdes sobre a atividade antioxidante (AA) de diferentes compostos, é essencial para
rastrear e descobrir novos materiais com potencial aplicacdo nos campos terapéutico,
cosmético, toxicologico e alimentar. Este trabalho teve como objetivo validar um método
colorimétrico novo e simples, para medir a atividade antioxidante de materiais por meio da
protecdo do corante amarelo &cido 73 (AA73) da perda de cor, devido a sua oxidacao pelas
espécies reativas de oxigénio (HO", O,", '0,) geradas pelo catalisador constituido por diéxido
de titdnio (TiOy), incorporado com nanoparticulas de prata (AgNPs) e suportado no
argilomineral palygorskyta (AgNPs/TiO,-PAL). O decaimento na cor amarela do AA73
(Amax = 490 nm) na presenca das espécies reativas de oxigénio ocorreu em 60 minutos de
exposicdo a luz ultravioleta (UV) e foi usado para rastrear a concentracdo minima de
antioxidante necessaria para proteger o corante em 50% da sua cor. Antioxidantes naturais e
sintéticos como acido galico, quercetina, rutina e trolox, foram usados como controles para
validar o método. A atividade antioxidante (AAsg) dos padrdes avaliados foram 12,78 pg.mL"
112,56 pg.mL™?, 8,17 pg.mL™ e 66,99 pg.mL™ para cido gélico, quercetina, rutina e trolox,

respectivamente. O método fornece uma ferramenta util, rapida, simples e de baixo custo para
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determinar a AA in vitro de diferentes materiais. O método proposto foi considerado

especifico, preciso, reprodutivel, exato, de baixo custo e facil execucéo.

Palavras - chave: atividade antioxidante, validacdo de método, espécies fisioldgicas.
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ABSTRACT

The development of simple, rapid and reproducible methods that provide information on the
antioxidant activity (AA) of different compounds is essential to trace and discover new
materials with potential application in the therapeutic, cosmetic, toxicological and food fields.
The objective of this work was to validate a new and simple colorimetric method to measure
the antioxidant activity of materials by protecting the acid yellow 73 dye (AA73) from color
loss due to its oxidation by the reactive oxygen species (HO', O,", 0,), generated by the
catalyst consisting of titanium dioxide (TiO,), modified with silver nanoparticles (AgNPs)
and supported on the paligorsky clay (AgNPs/TiO,-PAL). The AA73 (Amax = 490 nm)
yellow decay in the presence of reactive oxygen species occurred within 60 minutes of
exposure to ultraviolet (UV) light and was used to track the minimum antioxidant
concentration required to protect the dye in 50% of its color. Natural and synthetic
antioxidants such as gallic acid, quercetin, rutin and trolox were used as controls to validate
the method. The antioxidant activity (AAsg) of the evaluated standards were 12,78 pg.mL™,
12,56 pg.mL?, 8,17 pg.mL™ and 66,99 pg.mL™ for gallic acid, quercetin, rutin and trolox
respectively. The method provides a useful, quick, simple and inexpensive tool for
determining the in vitro AA of different materials. The proposed method was considered

specific, precise, reproducible, accurate, low cost and easy to execute.

Keywords: antioxidant activity, method validation, physiological species.
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1. INTRODUCAO

O estresse oxidativo em sistemas bioldgicos € um processo caracterizado por um
desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enxofre (EROs,
ERNs, EREs, radicais livres) e a capacidade fisioldgica de elimina-las (Badarinath et al.,
2010; Prior, 2015; Rajan & Muraleedharan, 2016; Kumar et al., 2017). Uma ampla gama de
reacOes toxicas e inflamatdrias € produzida nos tecidos, mediada principalmente pela presenca
de EROs (per6xido de hidrogénio - H,0,, radical hidroxila - HO", oxigénio singlete - 'O, e
anion superoxido - O,"), entre outros. Diferentes patologias, desde degeneracdo miocardica e
neuroldgica até o inicio do cancer, sdo comumente associadas ao estresse oxidativo
(Badarinath et al., 2010; Omar et al., 2017; Barroso et al., 2018; Noacco et al., 2018).

A protecdo contra as espécies reativas pode ser aumentada pelo uso de antioxidantes
presentes em alimentos, produtos farmacéuticos, suplementos e cosméticos (Noacco et al.,
2018). Devido a crescente busca por novas fontes de antioxidante, varios métodos estdo sendo
desenvolvidos para investigar a propriedade antioxidante de novos materiais (Rajan &
Muraleedharan, 2016; Kumar et al., 2017). Embora muitas técnicas para detectar atividade
antioxidante tenham sido relatadas (DPPH, ABTS, ORAC, FRAP, CUPRAC, entre outros), a
maioria delas apresentam desvantagens que incluem precos elevados de reagentes, protocolos
complexos, uso de radicais ndo fisioldgicos, além disso, a reprodutibilidade da maioria dos
métodos tem sido criticada pela literatura (Erel, 2004; Badarinath et al., 2010; Niki, 2010;
Ghani et al., 2017).

Constatada a relevancia da atividade antioxidante de novos materiais para manutengédo
da saude nos sistemas biologicos, tornou-se imprescindivel o desenvolvimento de
metodologia analitica in vitro, que seja rapida, reprodutivel e confiavel para a sua aplicacdo
em estudos de reconhecimento de atividade antioxidante destas substancias. Para ser
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confiavel, inicialmente a metodologia precisa ser desenvolvida com base em geracdo de
radicais fisioldgicos, presentes nos sistemas in vivo (Schaich, Tian & Xie, 2015; Shahidi &
Zhong, 2015).

Além disso, a confiabilidade de um método analitico é avaliada e confirmada através
da abordagem da validacdo do método. A abordagem baseia-se na avaliacdo de alguns ou de
todos os seguintes fatores: precisdo (repetibilidade, reprodutibilidade), linearidade das
medidas, sensibilidade (limite de deteccdo e limite de quantificacdo), especificidade
(interferéncia de matrizes) e teste de robustez (Ellison, Rosslein, & Williams, 2000; Brasil
2003).

O objetivo da validacdo de um método analitico € demonstrar que o procedimento,
qguando aplicado corretamente, produz resultados adequados ao objetivo. A validacdo do
método, portanto, € um componente essencial das medidas que um laboratorio deve
implementar para permitir que ele produza dados analiticos confiaveis (Dresch et al., 2009).
Tal processo de validacdo fornece o requisito basico para a caracterizacdo estatistica e
confiabilidade do método em questao.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo validar um método analitico
colorimétrico, automatizado em microplacas, para a determinacdo da atividade antioxidante,
que utilizou um gerador de espécies reativas de oxigénio (HO', O,”, '0,), presentes
biologicamente nos sistemas in vivo, composto de TiO, suportado no argilomineral
palygorskyta, incorporado com nanoparticulas de prata (AgNPs/TiO,-PAL).

O método desenvolvido foi aplicado a avaliagdo da capacidade antioxidante dos
compostos acido galico, quercetina, rutina e trolox, mostrando ser um método simples, rapido,
linear, especifico e preciso, com potencial de aplicacdo em laboratérios industirais e

universitarios.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

Para desenvolver e validar o método proposto foi utilizado o catalisdor AgNPs/TiO,-
PAL sintetizado conforme metodologia relatada no capitulo anterior (“Sintese do catalisador
TiO,/PAL com nanoparticulas de prata para desenvolvimento de ensaios antioxidantes
baseado em geracdo de espécies reativas de oxigénio”, submetido a Journal of Food Science
and Technology). O corante acido amarelo 73 (AA73) foi fornecido pela Danny Color Dyes
e utilizado sem purificacdo prévia. O acido galico anidro puro (99,53%) foi adquirido na
Scientific Exodus, rutina (94% de pureza) e quercetina (95% de pureza) foram adquiridas na

Sigma Aldrich, e o padréo trolox foi adquirido da empresa Cayman Chemical.

2.2. DETECCAO DO CORANTE AMARELO ACIDO 73 (AAT73)

A deteccdo do AA73 foi realizada por espectrofotometria UV-vis, em comprimento
de onda entre 200 a 800 nm para determinar a absorbancia maxima sob condicdes
experimentais submetidas nesse trabalho. O comprimento de onda méaximo do AA73 foi de
Amax = 490 nm. A absorbancia do AA73 foi correlacionada linearmente com a concentragdo
de 1 x 10° mol. L™. A solucdo do AA73 é amarelo-esverdeado e torna-se amarelo claro, ou

até mesmo incolor apés a oxidacdo, dependente do tempo de radiacao.

2.3. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)

A atividade antioxidante das moléculas foi observada por sua capacidade de prevenir
ou minimizar a oxidacdo do corante diante das espécies reativas HO", O,"e '0,. Inicialmente,

uma solucdo estoque AA73 (1 x 10 mol. L™) foi preparada em solucdo aquosa. Em tubos
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conicos de 1,5 mL foram adicionados 1 mg. mL™ de catalisador, 0,5 mL de solugdo aquosa

do corante AA73 na concentracdo 2x10° mol. L*

e 0,5 mL de solucdo aquosa de
antioxidante, acido galico, quercetina, rutina, trolox foram usados como moléculas de controle
com propriedades antioxidantes conhecidas, em concentragdes variadas (10 a 100 pg.mL™),
sendo este sistema submetido a radiacdo UV por 60 minutos. Decorrido este periodo, foi
realizada centrifugacdo dos tubos conicos por 10 minutos a 2260 forca g (5000 rpm), para

remocao do catalisador. Finalmente, a concentracdo remanescente do AA73 foi determinada

em leitor de microplacas (Elisa Polaris®) a 492 nm (Figura 1).

Figura 1 — Esquema do ensaio de determinagao de atividade antioxidante.

G g— — g— g—

- H e ‘ Corante + Antioxidante

\giPs/TiOrPAI.

30 | Leitura da
min | e B s ™ Absorbancia
1 Microplaca
& Fotocatalise
Retirada de aliquotas em: Centrifugacio: 10
B 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos 2260 for¢a g

| min, (5000 rpm)

A atividade antioxidante relativa (AA) foi definida a partir da equacéo 1: (Saikia et al.,

2015; Mecha et al., 2016):

Descoloracio(%) = % * 100 = % * 100 (1)
0 0
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Onde, A, é a absorbancia inicial da solucdo e A; a absorbancia no tempo t, que se
relacionam respectivamente com as concentracdes iniciais (C,) e no tempo t (C;) de acordo
com a lei de Lambert-Beer (Tian et al., 2012). A AAs, € definida como a concentracdo da
molécula testada fornecendo 50% de protecdo contra a oxidacdo do AA73. A linearidade foi
estabelecida pela curva padrdo para cada antioxidante avaliado, as quais foram obtidas em
cinco niveis de concentragdes diferentes. A linearidade foi avaliada utilizando-se analise de
regressao linear, com ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados.

A concentracdo remanescente de corante AA73 em solucdo também foi analisada por
espectrofotometria na regido UV-vis, (espectrofotobmetro Agilent Technologies, Cary 60 UV)

no seu comprimento de onda maximo de 490 nm.

2.4. PARAMETROS DE VALIDACAO

Para que os métodos que vem sendo desenvolvidos tenham utilidade é necessario que
os dados gerados, principalmente agueles obtidos a partir de matrizes bioldgicas, sejam
confidveis (Noacco et al., 2018). Sendo assim, a metodologia desenvolvida neste trabalho
para quantificacdo de atividade antioxidante in vitro, foi validada baseando-se nos guias
“GUIA PARA VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS” publicado pela ANVISA
através da resolucdo — RE n° 475, de 19 de marco de 2002, ¢ “EURACHEM/CITAC Guide
CG 4: QUANTIFYING UNCERTAINTY IN ANALYTICAL MEASUREMENT” publicado
pela EURACHEM/CITAC Working Group.

Todos os ensaios de validagdo foram realizados sob condigdes espectrofotométricas

estabelecidas apos 0 estudo de desenvolvimento da metodologia.
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2.4.1. Especificidade

A especificidade do método foi verificada por meio de espectrofotometria na regido
UV-vis, (espectrofotdmetro Agilent Technologies, Cary 60 UV) dos antioxidantes avaliados
(&cido gélico, quercetina, rutina e trolox) e do corante AA73 utilizado para o desenvolvimento
do método.

Os antioxidantes foram avaliados nas suas concentracfes minimas para inibicdo de
50% da descoloracdo do corante, sendo, 12,0 pg/mL para o acido galico, 12,0 pg/mL para
quercetina, 8,0 pg/mL para rutina e 67,0 pg/mL para o trolox. O corante foi avaliado na
concentracdo 1 x 10 mol. L™ no intervalo de 200 a 800 nm com o intuito de verificar se
existe sobreposicdo de picos no comprimento de onda escolhido para o desenvolvimento do

método (490 nm), o qual se constitui como pico de absor¢do maxima do corante AA73.

2.4.2. Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da analise de regressdo linear pelo
método dos minimos quadrados, a partir de trés curvas de calibra¢do auténticas, usando-se
cinco concentragdes de cada padrdo (&cido galico, rutina, quercetina e trolox). Os resultados
foram analisados estatisticamente para definir o coeficiente de determinagdo (minimo
aceitavel R?= 0,99), a equacdo de regresséo, o ajuste linear e o desvio padrao relativo (Ellison,
Rosslein, & Williams, 2000; Brasil, 2003).

A faixa de concentracdo utilizada para o corante AA73 foi de 8 x 10°g. L a8 x 10°
g. L™ e para os antioxidantes foi de 0 a 50 pug. mL™ para o 4cido gélico, 0 a 30 pg.mL™ para
rutina, 0 a 40 pg.mL™ para quercetina e 0 a 80 pg.mL™ para o trolox, as quais foram definidas

em testes preliminares.
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2.4.3. Repetibilidade e Precisdo Intermediaria

Os ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria foram determinados utilziando
cinco amostras de mesma concentracdo executados no mesmo dia (intra-corrida) e dois dias
consecutivos por analistas diferentes (inter-corrida) (Ellison, Rosslein, & Williams, 2000;
Brasil, 2003). Os resultados foram expressos como desvio padréo relativo (Equacéo 1).

DP

DPR(%) = oMb

%100 1)

Em que o DPR (%) € a precisdo; DP € o desvio-padrdo; CMD ¢ a concentracdo média

determinada.
2.4.4. Limites de Deteccdo e de Quantificacao

Os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados em pg. mL™, para
determinar a sensibilidade do método, considerando o desvio padrdo em razdo ao coeficiente
angular (inclinacdo da reta) obtidos pela linearidade. LD e LQ sdo definidos como a menor
concentracdo de analito detectavel e a menor concentracdo de analito determinada com
precisdo e acuracidade apropriadas, respectivamente. Estes parametros foram determinados a

partir das equac@es 2 e 3 (Ellison, Rosslein, & Williams, 2000; Brasil, 2003).

LD = DPR = ()
IC
LQ = DPR + 2 (3)
IC
Em que o LD ¢ o limite de deteccdo; LQ € o limite de quantificacdo; DPR é o desvio-
padrdo relativo; IC é a inclinagdo da curva de calibracao.
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2.4.5. Estabilidade

A avaliacdo da estabilidade do catalisador AgNPs/TiO,-PAL foi realizada avaliando o
seu potencial para descolorir o corante AA73 em 60 minutos na presenca de luz UV,
quinzenalmente durante 6 meses, com o intuito de observar a possivel perda de atividade
fotocatalitica do catalisador durante o periodo de armazenamento (temperatura aproximada de

28 °C, ao abrigo da luz).

2.4.6. Avaliacao estatistica do método

A anélise estatistica foi realizada utilizando os testes de andlise de variancia e correlagdes
lineares (ANOVA) utilizando o pacote do software Past 3.14. Um valor de p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Dois equipamentos e dois operadores foram envolvidos na avaliacdo

estatistica do método.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO

O AAT73 foi usado como molécula marcadora deslocando de amarelo-esverdeado para
incolor quando agentes redox foram gerados a partir da radiacdo do AgNPs/TiO,-PAL com
luz UV, indicando a presenca de espécies de corantes oxidados (Figura 2). A cor amarelo-
esverdeado (Améx. = 490 nm) de AA73 diminuiu pela geracdo de espécies reativas de

oxigeénio, e a AAs foi calculada seguindo a equacéo 1.
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Figura 2 - Mecanismo de descoloracdo do corante AA73.
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Ap6s 60 minutos de exposicdo a luz UV na auséncia de substancias antioxidantes o
AA73 sofre uma descoloracdo de aproximadamente 90% e apds 120 minutos de reacdo,

visivelmente a cor desaparece, atingindo uma descoloracdo maxima de 96%.

3.2. ESPECIFICIDADE

A especificidade teve como objetivo avaliar a capacidade do método em identificar e
separar os antioxidantes avaliados do corante utilizado no desenvolvimento da metodologia.

Os reaultados dos espectros UV-vis obtidos dos antioxidantes &cido galico, quercetina,
rutina e trolox, nas concentracdes 12,0 pug/mL, 12,0 pg/mL, 8,0 pg/mL e 67,0 pg/mL
respectivamente e do corante AA73 na concentracdo 1 x 10 mol.L™, demonstram que no

existem picos sobrepostos com o pico de absor¢do maxima do corante em 490 nm (Figura 3).
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Figura 3 - Espectros UV-vis dos antioxidantes e do corante utilizados para o desenvolvimento

do método, com o objetivo de avaliar a especificidade do método.

1.0 4 490 nm
09 — Acido gilico
i — Quercetina
0,8 - —— Rutina
- —— Trolox
0,7 —— AAT3
= I
< 0,6
=
3 h
2 054
° -
2 044
< 4
0,3
0,2 4
0,1
0,0 I T I T I T I T [ T i S I T I T I

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

A especificidade é uma caracteristica importante de um ensaio para a determinacdo da
capacidade antioxidante, especialmente quando varios compostos distintos estdo envolvidos
no processo (Dresch et al., 2009). Sendo assim, a analise espectofotométrica dos compostos
avaliados utilizando essa metodologia se faz necessaria para evitar interferéncias entre o
comprimentos de onda do corante utilizado com os comprimentos de onda das substancias
avaliadas.

Os resultados da analise de especifidade comprovam que no comprimento de onda
utilizado para o desenvolvimento do método analitico (490 nm), ndo existem outros

compostos quimicos que comprometam a leitura das absorbancias.
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3.3. LINEARIDADE

A linearidade de resposta foi estudada estatisticamente para cada antioxidante, com o

objetivo de estabelecer uma concentracdo minima que proporcione a protecdo de 50% do

corante contra a oxidacao causada pelas espécies reativas de oxigénio geradas pelo catalisador

AgNPs/TiO,-PAL, Figura 4. A avaliacao estatistica foi realizada utilizando a opcao de analise

de regressio ANOVA do programa Past 3.14. Um valor de p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Figura 4 - Curva de calibracdo de (a) acido galico, (b) quercetina, (c) rutina e (d) trolox a 492

nm.
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Os dados de concentracdo de antioxidante vs. descoloracdo foram determinados em
triplicata. Uma correlacédo linear foi encontrada para cada antioxidante em uma dada faixa de
descoloracdo do corante AA73 que € dependente da concentracdo de antioxidante adiconada a
solucdo. Os coeficientes de correlagdo, as equacds das retas e os desvios padrdes sao dados na
Tabela 1.

Todos os coeficientes de determinacdo obtidos foram superiores a R? = 0,99,
comprovando a adequacdo do meétodo no intervalo avaliado (Ellison, Rosslein, & Williams,

2000; Brasil, 2003).

Tabela 1. Equagdes das retas, coeficientes de correlacdo e desvio padrdo dos antioxidantes

acido galico, quercetina, rutina e trolox.

Coeficiente de

Antioxidante Equacéo da reta correlacio DP
Acido galico D =-1,0738 CA + 63,72 0,99499 0,03806
Quercetina D =-0,94146 CA + 38,17073 0,99199 0,04225
Rutina D =-3,60285 CA + 79,46701 0,99072 0,15582
Trolox D =-0,60944 CA + 90,82929 0,99861 0,01018

Legenda: CA: concentracdo do antioxidante avaliado; D: descoloragdo do AA73; DP: desvio padrdo e DPR:
desvio padréo relativo.

3.4. REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA

Com as equacOes descritas na Tabela 1 é possivel calcular a concentragdo minima de
antioxidante (AAsp) necesséria para proteger o corante de 50% da descolora¢do por meio das
espécies reativas produzidas pelo catalisador AgNPs/TiO,-PAL na presenca de luz UV. Os
valores de AAsp de cada antioxidante, os dados de repetibilidade e os dados de precisdo

intermediaria (desvio padréo relativo - DPR) estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Valores de AAsq em pg.mL™ e resultados do teste de repetibilidade para cada
antioxidante.

Antioxidante AAs c (L:]g'_n;tl) DP DPR (%)
Acido galico 12 + 0,19 12,78 0,18973 1,49
Quercetina 12 + 0,80 12,56 0,796492 6,34
Rutina 8+1,83 8,17 0,444522 5,43
Trolox 67 +2,71 66,99 2,709243 4,05

C: Concentragdo média (ug/mL) de trés determinacdes; DP: Desvio Padrdo; DPR (%): Desvio Padrdo Relativo
(Preciséo).

3.5. LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O limite de deteccdo de um procedimento analitico € a menor quantidade de analito
em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada como um
valor exato, e o limite de quantificacdo é a menor quantidade de analito em uma amostra que
pode ser determinada quantitativamente com precisao definida sob a condi¢des experimentais
declaradas (Dresch et al., 2009).

Os valores dos limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) estimados pelas

equacOes 2 e 3, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos limites de quantificacdo e de deteccdo do método para

reconhecimento de atividade antioxidante.

Antioxidante LD (ug.mL™) LQ (ug.mL™)
Acido galico 0,53 176
Quercetina 253 8,46
Rutina 037 1.23
Trolox 13.33 4448
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Os LDs e LQs variam conforme a substancia avaliada, ainda assim, alguns métodos de
avaliacdo de atividade antioxidante apresentam valores de LDs e LQs na ordem de grandeza
de miligramas/mL ou milimols (Ma et al., 2013; Noacco et al., 2018), esse trabalho no
entanto, apresenta LDs e LQs na ordem de grandeza de microgramas. Sendo assim, com esses
resultados, € possivel verificar que o método possui alta sensibilidade para detectar e
quantificar os antioxidantes padrGes, sem sofrer alteracdo de fatores intrinsecos do

equipamento.

3.6. ESTABILIDADE

A anélise da estabilidade do gerador de espécies reativas de oxigénio foi realizada com
0 objetivo de avaliar a validade deste composto, com vistas de produzir um kit de avaliacdo de
atividade antioxidante para comercializacdo, composto pelo gerador de espécies reativas de
oxigénio, o corante AA73 na concentracdo adequada para realizacdo dos ensaios e a
microplaca de 96 pogos.

O AgNPs/TiO,-PAL se mostrou estvel durante 6 meses de uso nos ensaios, nao
alterando suas caracteristicas fisico-quimicas, bem como ndo promoveu alteracdo no valor da

descoloracéo do corante ao longo do tempo conforme descrito na Tabela 4.
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Tabela 4. Valores de descoloracdo do AA73 causado pelas espécies reativas geradas por meio

do catalisador AgNPs/TiO,-PAL nos ensaios de estabilidade.

Data Descoloracéo (%)
mar/18 88%
abr/18 84%
mai/18 88,60%
jun/18 87%
jul/18 86%
ago/18 86%
Média 87%
Desvio Padréo 0,01505545

3.7. ESPECTROSCOPIA UV-VIS

A partir dos valores de AAsy encontrados por meio das equacdes descritas na Tabela
1, foram realizados os estudos de espectroscopia UV-Vis com o intuito de monitorar as
alteracdes na absorbancia das solu¢es do AA73 e antioxidantes antes da radiacdo e apos 60
minutos de exposi¢do a luz UV, na concentracdo minima de cada antioxidante necessaria para
proteger 50% da descoloracdo do corante AA73.

O corante AA73 apresentou banda de absor¢cdo maxima no comprimento de onda 490
nm, além de bandas menores nos comprimentos de onda 238, 285 e 324 nm, como ilustrado

na Figura 5.
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Figura 5 - Espectro UV-vis do corante AA73 em solucdo aquosa (1x10™° mol. LY).
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Uma solucdo aquosa de cada antioxidante foi adicionada a solucdo aquosa do corante
AAT3, na concentracdo minima necessaria para ocasionar uma protecdo de 50% da cor do
corante diante da oxidacao causada pelas espécies reativas de oxigénio. Apds 60 minutos de
radiacdo com luz UV cada solucdo foi analisada espectrofotométricamente para avaliar o
decaimento na banda de absor¢do maxima correspondente ao corante AA73, em 490 nm.

Nas concentracdes de 12 pg. mL™ do antioxidante acido galico, 12 pg.mL™? da
quercetina, 8 pg.mL™ da rutina e 60 pg.mL™ do trolox, todos esses antioxidantes
apresentaram um decaimento exato de 50% na banda de absorcdo méxima do corante,
conforme Figura 6.

Sendo assim, confirma-se que nessas concentracdes 0s antioxidantes acido gélico,
quercetina, rutina e trolox inibem em 50% a descoloracdo do AA73 através das espécies

reativas O,”, HO" e *0,, geradas por meio do catalisador AgNPs/TiO,-PAL.
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Figura 6 - Espectro de absor¢do UV-vis do sistema AA73 e (a) acido galico, (b) quercetina,

(c) rutina e (d) trolox, antes e ap0s exposicdo a luz UV.
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4. CONCLUSAO

A metodologia para reconhecimento de atividade antioxidante proposta nesse trabalho
permite a determinagdo de um valor de atividade antioxidante in vitro de substancias com
potencial antioxidante. O uso da fotocatélise heterogénea para geracdo de espécies reativas de
oxigénio se mostrou uma técnica simples, facil, barata e eficiente, além de simular as reacGes
em cascata de producdo de espécies reativas que ocorrem fisiologicamente nos sistemas in
vivo. Um requisito importante do método € conhecer previamente o espectro da substancia a
ser avaliada para evitar interferéncias com o corante na leitura das absorbancias. O método foi
aplicado de forma eficiente na avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos acido
gélico, quercetina, rutina e trolox, apresentando excelente linearidade,especificidade e
precisdo. Os limites de deteccdo e quantificagdo pcomprovam que a metodologia é capaz de
avaliar compostos que apresentam potencial antioxidante em concentracbes na ordem de
ng.mL™?, além de se configurar como de baixo custo e facil execucdo. Assim, este método tem
potencial para ser utilizado em laboratdrios industriais e universitarios para investigacdo de
atividade antioxidante em compostos naturais e sintéticos, com aplicagdes para industria

alimenticia, cosmética e farmacéutica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Devido ao crescente interesse por fontes externas de antioxidantes, o desenvolvimento
de métodos para avaliar a capacidade antioxidante tornou-se uma area de pesquisa ativa.
Inmeros ensaios vem sendo desenvolvidos, no entanto, a grande maioria apresenta
desvantagens que incluem elevado custo dos reagentes, alta complexidade das reacdes, uso de
equipamentos caros, e, principlamente o uso de radicais ndo fisioldgicos, dificultando a
comparacéo dos resultados in vitro ao efeito que realmente ocorrera in vivo.

Portanto, a geragéo in vitro das principais espécies reativas de oxigénio (*OH, O, O,
e H,0,), presentes nos organismos vivos, por meio da fotocatalise heterogénea, surge como
uma alternativa simples, barata e confiavel para aplicacdo ao desenvolvimento de ensaios
antioxidantes.

Sendo assim, nesse trabalho um catalisador constituido de nanoparticulas de TiO,,
suportado na palygorskyta e incorporado com nanoparticulas de prata (AgNPs/TiO,-PAL) foi
sintetizado e aplicado ao desenvolvimento de um método de reconhecimento de capacidade
antioxidante.

A metodologia para reconhecimento de atividade antioxidante proposta nesse trabalho
permite a determinacdo de um valor de atividade antioxidante in vitro de substancias com
potencial antioxidante. O uso da fotocatélise heterogénea para geracdo de espécies reativas de
oxigénio se mostrou uma técnica simples, facil, barata e eficiente, além de simular as reacGes
em cascata de producdo de espécies reativas que ocorrem fisiologicamente nos sistemas in
vivo. O método foi aplicado de forma eficiente na avaliagdo da atividade antioxidante dos
compostos acido galico, quercetina, rutina e trolox, apresentando excelente linearidade,
especificidade e precisdo. Assim, o método desenvolvido e validado neste trabalho tem
potencial para ser utilizado em laboratorios industriais e universitarios para investigacdo de

atividade antioxidante em compostos naturais e sintéticos.
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PERSPECTIVAS

A limitacdo dessa metodologia consiste na possivel interferéncia de substratos que
possuam comprimento de onda semlhante ao do corante amarelo acido 73 utilizado nessa
metodologia, causando assim interferéncia nas leituras das absorbancias. Sendo assim,
visando o aperfeicoamento dessa metodologia, sugere-se para pesquisas futuras o uso de
corantes que possuam a banda de absorbancia maxima nos mesmos comprimentos de onda
disponiveis no leitor de microplacas utilizado na metodologia desenvolvida (405, 450 e 603
nm). Dessa forma, se algum substrato possuir o comprimento de onda semelhante ao corante
amarelo &cido 73 este pode ser substituido por outro corante que tenha um dos 3

comprimentos de onda citados anteriormente.
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