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Os antioxidantes desempenham um papel importante na prevencao e tratamento de doencas relacionadas com o
envelhecimento, sendo por isso muito usados em produtos farmacéuticos, suplementos dietéticos e cosméticos.
Numerosos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de estabelecer os mecanismos de accao destas substancias [1],
determinar a actividade antioxidante de compostos [2] e definir indices de capacidade antioxidante de alimentos e de
amostrasbioldgicas[3].

Na determinacao da capacidade antioxidante através de testes quimicos e bioldgicos € comum o uso de oxidantes
fortes, espécies reactivas de oxigénio (ROS) ou espécies reactivas de azoto (RNS) geradas in situ [1]. A simulacdo do
ataque oxidativo destas espécies e a monitorizacao da reactividade dos antioxidantes por métodos electroquimicos
serviu de base ao desenvolvimento de um método que dispensa a utilizacao de reagentes especificos [4]. Este método
denominado Reducing Antioxidant Capacity Evaluated by Electrolysis (RACE) foi desenvolvido recentemente no nosso
grupo e foi testado em antioxidantes (AOs) e misturas de AOs relevantes do ponto de vista alimentar como os
polifendis.

Neste trabalho, é feita a aplicagao deste método a compostos com reconhecida acgio fisiologica no combate ao stress
oxidativo. Foram estudados os AOs hidrossoltveis mais abundantes no nosso organismo, o acido ascérbico (AA) e o
acido urico (AU).
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Fig. 2. Potenciais formais de algumas espécies reactivas
de oxigénio em fungéo do pH.
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Fig. 3. Voltamogramas cidlicos do AU obtidos num eléctrodo de Fig. 4. Cromatogramas de AU obtidos em modo isocritico &
carbono vitreo a 100 mV/s em tampio fosfato (pH 7,4); 0,10; fluxo de 0,2 ml/min com detecgio a 254 nm; 0,05; 0. 10;

015 0 @ 050 mM. Inset: curva de calibragdo obtida 0,40 0,50 mM. Inset: curva de calibragio obtida entre 0,005 a
entre0,05 & 1,00 mi de AU, 0,5 mi de AU,
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A curva | vs t permite avaliar o valor de Qe que
representa a quantidade de carga e que permite
estimar a actividade antioxidante.

Fig5. Curva It de electrolises doacido irico conduzidasa € =
1,2V, [AU] 0,25 m 050 mi1 em tampio fosfato (pH 7,4]
areaanodo 4, 1cm? eV =90 ml. A linha corresponde ao ajuste
exponencial
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Fig 6. Curva -t de electrolises do dcido urico conduzidasak = Fig. 7. Curva It de electr dlises do acido drico conduzidas aE =
1,2V, [AU] =050; 0,25 e 0 il em K;SO, (0,15 M]. Condigées 12V, [AU] = 050 mM em tampio fosfato e em kSO,
experimentais idénticas as da Fig5. A linha corresponde ao Condigdes experimentais idénticas as da FigS. A lfinha
ajuste exponencial. corresponde ao ajuste exponencial
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Fig, 8. Voltamogramas cicicos de AU (050 mM) antes € apos Fig. 9. Monitorizagdo da variagio da concentragio de AU na

rolise conduzida a £ = 1,2V em tampio fosfato. Condigdes
experimentais idénticas as da Fig5.

electrolise conduzida a £ = 1,2 V. em tampao fosfato. [AU] =
0,50 mM. CondigBes experimentas idénticas as da Fig..

urico e ascorbico pelo método RACE
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1- Solugdes

Acido tirico (ACROS Organics >09%) e &cido ascérbico (Aldrich, 99%):

em tampo fosfato (0,2 M) pH 7,4 e em solugéo de K,50, (0,15 M).
Fig.1. Formula estrutural do acido urico e do acido ascorbico

2-Técnicas Electroquimicas

Potenciostato: Autolab PGSTAT30, Ecochemie controlado por software GPES 4.9 da Ecochemie.

Electrdlises potenciostaticas: 1,2V e a2,2 V realizadas a 259C; Célula electroquimica: célula termostatizada de dois compartimentos, Vo gc,= 9,0
ml; Eléctrodo de trabalho (ET) e secundario (ES) em rede de platina (Agr= 4,41 cm?); eléctrodo de referéncia (ER): Ag/AgCl (2 M). Pré - tratamento
dos eléctrodos: Antes de cada electrélise foirealizada a activagdo do eléctrado de trabalho numa solugio de H,50, 1M, a corrente constante 0,01
A0 tempo de activagdo foi variavel, dependendo da resposta dada durante o processo.

ia ciclica: Célula quimica de um compartimento; ET: carbono vitreo 3 mm didmetro (BAS M-2012); ES: fio de platina; ER: Ag/AgC]

(3M); Limpeza dos eléctrodos: O ETfoi polido entre varrimentos comuma suspenséo de diamante policristalino (3F mm) ou com alumina numa
camurga de polimento. Velocidade de varrimento: 100 mV s.

3-HPLC-UV/Vis

Cromatégrafo: Jasco Pu — 2020 Plus; Detector UV/Vis Jasco 870/UV; Coluna: Grace Smart RP18 250 mm x 4,6 mm, com particulas de enchimento de
diametro 5 um; Comprimento de onda: 254 nm; Fase Movel: Solugdo dgua (95%), metanol (5%) e acido acético (0,1%); fluxo 0,8 ml/min; modo

isocratico.
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Fig. 11 Curva It de electrélises do AA conduzidas a E = 1,2V
[AA] = 0,50 MM em tampio fosfato e em K;50, Condigdes
experimentais idanticas as da FigS. A linha corresponde a0
ajuste exponencial.

Fig. 10. Voltamogramas ciclicos do acido ascorbico (AA] obtidos
num elactrodo de carbono vitreo a 100 mV/s em tampio
fosfato (pH 7,3); 0,05;
de calibragdo obtida entre 0,05 e 1,00 mh de AA.
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Considerando a lei de Faraday e dois electrdes por molécula

prevé-se a uma carga de 0,87 C nas condigdes 030 2 o0 ostor | isios

ml e [AOJ= 0,50 .

Os AOs foram oxidados em condigoes experimentais que simulam o ataque do radical superéxidoao pH 7,4.
Odecréscimo dal durante a electrdlise ¢ uma medida do consumo do AO.

Aactividade antioxidante relativa foi estimada a partir da comparagdo entre o consumo dos dois AOs, parao mesmo
tempo.

Aactividade antioxidante absoluta foi medidacom base nos valores de carga que o AO tem capacidade de transferirem
condicdes semelhantes.

Os AOs estudadosapresentam uma actividade antioxidante muito semelhante, traduzida por uma Q== de 0,80 C, préxima
dovalorde 0,87 C que € o valor esperado considerando a Lei de Faraday e as condicGes experimentais([AO]=0,50mMe V
=9,0ml).

Aactividade antioxidante medida para o dcido rico n3o foisignificativamente afectada pelas condigSes experimentais.

Aactividade antioxidante do dcido ascorbico dependeu do electrélito utilizado, possivelmente devido ao efeito da
natureza do electrélito nas reacg¢des quimicas acopladas, havendo uma menor actividade na presencado tampdo fosfato.
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