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ELECTROCHEMICAL DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT CAPACITY OF INDUSTRIALIZED FRUITS JUICES
USING THE CRAC ASSAY. Fruits juices are natural sources of several compounds that present antioxidant action. Together with

the fruits, they contribute with almost 40% of the antioxidant capacity in a healthy diet avoiding and preventing diseases deriving

from oxidative stress. The present study determined the antioxidant capacity of seven samples of industrialized fruits juices applying

CRAC (Ceric Reducing/Antioxidant Capacity) assay, a new electrochemistry assay that evaluates, by means of chronoamperometric

measurements, the ability of a sample in reducing species Ce** in acid media. At the end of the assay was obtained the following

classification: cashew > guava > grape > mango > apple > orange > passion fruit.
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INTRODUCAO

Os sucos de frutas industrializados s3o consumidos e apreciados
em todo o mundo, ndo s6 pelo seu sabor, mas também por serem
fontes naturais de polifendis, carboidratos, carotendides, vitaminas e
minerais, dentre intimeros compostos de menor relevancia.! No Brasil,
os sucos de frutas industrializados sdo uma tradigdo, sendo envasados
em garrafas de vidro, em embalagens cartonadas do tipo fetrapak ou,
mais recentemente, em embalagens de poliestireno tereftalato, mais
conhecidas como embalagens PET.?

Além do cardter nutritivo, alguns compostos presentes nos su-
cos de frutas apresentam a¢@o antioxidante. Segundo Halliwell um
antioxidante € qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentra¢des comparadas a de um substrato oxidavel, significa-
tivamente previne ou diminui a oxidagao desse substrato.® Assim,
os compostos antioxidantes presentes nos sucos de frutas auxiliam
na manutencdo do equilibrio entre as defesas antioxidantes e os
radicais livres presentes no corpo humano, evitando e prevenindo
diversas doengas oriundas do estresse oxidativo.*® Ademais, as
frutas e conseqiientemente os sucos de frutas apresentam a maior
contribuicdo antioxidante didria em uma dieta alimentar completa
(café da manha, almogo e jantar). Sua contribui¢do antioxidante
chega a 37%; seguida por pao, cereais e batata com 32%; hortalicas
e legumes com 17%; cacau com 9%; frutos secos com 3% e azeite
de oliva com 2%.”

Uma mudanga apropriada na dieta alimentar pela inclusio
desses nutrientes pode contribuir na prevencdo de doengas e para
manutengdo de uma vida mais saudavel.! Contudo, a determinag@o
da capacidade antioxidante de alimentos ainda apresenta sérias
limitacdes, principalmente devido a ndo padronizacdo de uma
metodologia que apresente resultados representativos para uma
ampla variedade de amostras naturais e industrializadas.®’ Desta
forma, novas metodologias estdo sendo criadas e adaptadas para
suprir essas necessidades, dentre elas, podemos destacar o empre-
go de ensaios eletroquimicos para a determinacéo da capacidade
antioxidante.

*e-mail: rafaelqf @igsc.usp.br

Determinacio eletroquimica da capacidade antioxidante —
CRAC assay

Diversos testes propostos na literatura variam basicamente quanto
ao tipo de radicais gerados ou a espécie oxidante empregada e aos
métodos usados para sua deteccio e quantificacdo. Em todos esses
ensaios, um radical gerado ou um oxidante reage com moléculas-alvo
(antioxidante), para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia,
perda ou ganho de sinais de ESR (Electron Spin Resonance) ou outra
mudanga mensurdvel. A presenga de antioxidantes altera esses sinais,
0 que permite sua andlise quantitativa.'®

A aglo antioxidante ocorre basicamente segundo dois mecanis-
mos: o Hydrogen Atom Transfer (HAT) e o Single Electron Transfer
(SET) que podem ocorrer isoladamente ou em paralelo. O mecanismo
dominante em um dado sistema € determinado pela estrutura do an-
tioxidante, suas propriedades, solubilidade e coeficiente de parti¢do.
Dentre esses dois mecanismos, o SET € o mais empregado na deter-
minacdo da capacidade antioxidante de amostra de alimentos. Nos
ensaios SET a capacidade antioxidante € representada pela habilidade
que o antioxidante possui para reduzir o composto oxidante em um
tempo predeterminado. A Equacgdo 1 representa a reagdo redox do
antioxidante (AO) que atua reduzindo o oxidante pela transferéncia
de elétrons.®®

Oxidante (Ox) + e (do AO) = Ox reduzido + AO oxidado @))]

Atualmente existem diversos ensaios que empregam mecanismos
SET, porém apresentam diferentes compostos oxidantes. Os principais
ensaios sdo: 0 FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) que parte
da redu¢do do complexo Fe*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-
tri(2-piridil)-1,3,5-triazina] a Fe**-TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina)
por redutores (AO) presentes na amostra, em meio dcido (pH =
3,6);'"12 0o CUPRAC (Cupric Reducing/Antioxidant Capacity) que
parte da reducéo de fons complexos Cu* para Cu'*;'3 0 TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) que parte da leitura da inibicdo
do cation radical ABTS (2,2-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato), sal de diamdnio) produzido na rea¢do' e o ensaio do
DPPH que parte do seqiiestro de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-
-picrila-hidrazila).'> Recentemente, um novo ensaio SET foi desen-
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volvido empregando o poder de reducéo de espécies Ce** em meio
dcido (H,SO, 0,3 mol L™"). Esse ensaio recebeu o nome de CeRAC
(Ceric ion Reducing Antioxidant Capacity) e apresentou resultados
superiores aos descritos pelas metodologias anteriores.!® Porém, a
grande limitacdo desses ensaios € o emprego da espectrofotometria
como técnica de detecgdo, ja que esta sofre forte interferéncia por
parte de amostras coloridas e turvas.®!’

Como alternativa para essas metodologias, um novo ensaio eletro-
quimico foi desenvolvido. Esse ensaio emprega a cronoamperometria
como técnica de detecgdo e utiliza uma solucio dcida de sulfato de
cério (IV) como oxidante, razdo pela qual foi denominado CRAC
(Ceric Reducing/Antioxidant Capacity) assay."® Como vantagens,
descartarfamos um rigoroso pré-tratamento da amostra, além de usar
equipamentos mais baratos e uma técnica analitica mais simples.
Além do mais, o Ce** é um poderoso oxidante (potencial redox de
1,29 V versus Ag/AgCl) que reage praticamente com todos os an-
tioxidantes presentes na dieta humana.'®!8 A Tabela 1 apresenta uma
comparacgio baseada na simplicidade dos ensaios, instrumentacio
requerida, técnicas de detecgdo e tempo de reagdo entre os princi-
pais métodos que empregam mecanismos SET na determinacio da
capacidade antioxidante e o ensaio CRAC.

Nessa perspectiva, o presente trabalho visou determinar a capaci-
dade antioxidante de 7 amostras de sucos de frutas industrializados,
aplicando o CRAC assay como método de andlise para a quantificagdo
da concentragio das espécies Ce* formadas e correlaciond-las com
o poder de reducio das amostras.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Todas as solu¢des empregadas nos experimentos foram preparadas
a partir de reagentes de grau analitico utilizando dgua ultrapura (resisti-
vidade de 18,2 MQ — cm 25 “C) de um sistema de purificacdo Milli-Q
Plus (Millipore). Para a preparagdo da solucdo oxidante utilizou-se
uma solug@o estoque de Ce(SO,),.4H,0 (98%, E. Merck) 1,03 x 1073
mol L' em H,SO, (97,99%, Mallinckrodt) 0,5 mol L™'. Nos ensaios
preliminares empregando voltametria ciclica e no pré-tratamento do
eletrodo de trabalho utiliZOl,l—Se uma solugdo de H,SO, 0,5 mol L' como
eletrélito suporte. Trolox (Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico), um andlogo hidrossolivel da vitamina E (97%, Aldrich) e
dcido L-ascorbico (99,0%, Labsynth) foram empregados como padrdes
na concentrago final de 50 x 107 mol L.

Amostras

Foram usadas 7 amostras de sucos de frutas industrializados
(embalagem fetrapak de 200 mL) de trés diferentes marcas (A, B e
C) nos sabores caju (marca C), goiaba (marca C), laranja (marca B),
maga (marca A), manga (marca C), maracuja (marca C) e uva (marca
C). Todos os sucos analisados sdo sucos concentrados, ou seja, sucos
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parcialmente desidratados que mencionam no rétulo o percentual de
sua polpa. Estes sucos passaram por processos tecnolégicos adequa-
dos, como liofilizagao e pasteurizagdo, para garantir sua integridade
até o consumo. As principais informacdes técnicas obtidas nos rétulos
dos produtos estdo contidas como nota na Tabela 2.

Instrumentacao

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula
convencional de vidro Pyrex® de compartimento dnico (20 mL) com
orificio para encaixe de trés eletrodos e capilar para desaeracdo da
solugdo com nitrogénio gasoso (99,997%). Um eletrodo auxiliar de
placa de platina com drea geométrica de 2 cm? foi usado em conjunto
com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") e com
um eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro (DDB/8000
ppm) com drea geométrica de 0,36 cm?, produzido pelo Centro Suico
de Eletronica e Microtécnica (CSEM), Neuchatel.

Para realizagdo dos ensaios eletroquimicos utilizou-se um
potenciostato/galvanostato PGSTAT30 da Autolab acoplado a um
computador para andlise e aquisicdo de dados.

Metodologia

Ensaios voltamétricos

Nos ensaios preliminares empregando voltametria ciclica,
adicionou-se, para cada amostra, 300 pL de sucos de frutas e 10 mL
de eletrélito suporte (H,SO, 0,5 mol L™) a cela eletroquimica. Apés
10 min de desaera¢@o com nitrogénio gasoso, realizou-se a varredura
do potencial no sentido de reducdo das amostras de 1,5 a 0,7 V, com
velocidade de varredura de 100 mV s~'.

Ensaios cronoamperométricos

A cronoamperometria, como o préprio nome sugere, determina
a corrente que flui através do eletrodo de trabalho como funcdo do
tempo em um potencial constante. Esse fluxo de corrente ¢ correla-
cionado com o gradiente de concentracio das espécies oxidadas ou
reduzidas na superficie do eletrodo de trabalho por meio da equagio
de Cottrell (Equagdo 2):"

| _nFAC D)

— 00 _
ST B!

(@)

onde: I € a corrente aum tempo t, n € o nimero de elétrons, F € a constante
de Faraday, A € a drea do eletrodo, C € a concentra¢do das espécies
oxidadas e D € o coeficiente de difusdo das espécies oxidadas.

Na cronoamperometria do tipo potential-step sdo aplicados dois
potenciais. O primeiro potencial (E,) € aplicado em uma regido onde
ndo ocorre reacdo com as espécies eletroativas e tem como fungio
carregar a dupla camada elétrica na superficie do eletrodo de trabalho.
J4 o segundo potencial (E,) € o potencial onde ocorre a redugdo das

Tabela 1. Comparagdo entre os principais ensaios antioxidantes que empregam mecanismos SET e o ensaio CRAC

Ensaio Antioxidante Simplicidade Instrumentacdo Requerida Técnica de Detecgao Tempo de Reagdo (min)
FRAP ++ ++ Espectrofotometria 4-30
CUPRAC ++ ++ Espectrofotometria 30 -60

TEAC + + Espectrofotometria 30

DPPH + + Espectrofotometria teeso

CRAC +++ +++ Cronoamperometria 4

+, ++ € +++ = unidade de quantificagdo do parametro; t, .

Tempo necessdrio para a concentragdo inicial do radical DPPH cair 50%.
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Tabela 2. Valores médios com seus respectivos desvios padrdes para os coeficientes angulares de Cottrell (b,,), CRAC value e Trolox Equivalente
(TE) determinados ap6s a adi¢do em triplicata de 300 L de amostra a 10 mL de solugdo oxidante (Ce* 1 x 1073 mol L™! em meio dcido)

Amostras de Sucos b, (WA s"?) CRAC value x 10° ([Ce**]/ mol L) TE

Trolox 31,36 £ 0,26 992,27 + 7,61 1,00 £ 0,08
Acido Ascérbico 30,21 £0,08 132,47 £ 2,35 1,33 £0,02
Maracujd 16,31 + 0,85 533,98 + 24,47 5,38 0,24
Laranja 15,89 + 1,07 546,24 + 30,89 5,50 0,31
Maca 15,80 0,72 548,85 £ 20,72 5,53+0,21
Manga 12,88 + 0,04 633,14 + 1,09 6,38 0,01
Uva 7,87 £ 0,15 778,03 £ 4,26 7,84 + 0,04
Goiaba 3,35 +0,87 908,76 + 25,15 9,16 + 0,25
Caju 0,81 0,04 981,98 + 1,17 9,89 +0,01

Especificacdes: Suco de Maracujd — Polpa (minimo 16%), sem conservantes, Teor de dc. ascérbico (ndo informa); Suco de Laranja — Polpa
(n@o informa), conservante (dc. ascorbico); Teor de ac. ascdrbico (ndo informa); Suco de Maca — Polpa (ndo informa), conservante (4c.
ascorbico); Teor de dc. ascérbico (33 mg/200 mL); Suco de Manga — Polpa (minimo 58%), sem conservantes; Teor de dc. ascérbico (28
mg/200 mL); Suco de Uva — Polpa (ndo informa), sem conservantes; Teor de dc. ascérbico (ndo informa); Suco de Goiaba — Polpa (minimo
45%), conservante (dc. ascorbico); Teor de dc. ascdrbico (70 mg/200 mL); Suco de Caju — Polpa (minimo 35%), conservante (diéxido de

enxofre); Teor de dc. ascérbico (71 mg/200 mL).

espécies Ce* (Figura 1A)."”

A Figura 1B apresenta o comportamento da corrente com o tempo
naregido de aplicac@o de cada potencial. Observa-se também a partir
da equacdo de Cottrell (Equagdo 2) uma correlagdo linear entre I e
t™"2. Por fim, a Figura 1C apresenta essa correlacdo representada
pelo coeficiente angular da reta (b) que € diretamente proporcional a
concentracio das espécies oxidadas, uma vez que os demais termos
presentes na equacio de Cottrell sdo constantes.

Para monitorar o decaimento da concentragdo das espécies Ce**
partiu-se do potencial de circuito aberto do sistema (E,~1,29V) du-
rante 1 s, seguido pela aplicag@o de um salto de potencial de reducdo
aum potencial final (E, = 0,8V) durante 10 s e registrou-se a variagio
da corrente com o tempo.

Obtengdo da curva padrdo

Para a solugéo oxidante de Ce** obteve-se uma curva padrio a
partir da varia¢@o de sua concentracio contra o coeficiente angular
de Cottrell (b) obtido nos ensaios cronoamperométricos subseqiien-

(A) (B)

0 t/s 0 t/s

/2] s1/2

Figura 1. (A) Aplicagdo do potential-step em um ensaio cronoamperométri-
co; (B) comportamento da corrente com o tempo e (C) da corrente com t='
segundo a equagdo de Cottrell

tes. Para isso, adicionou-se a cela eletroquimica 10 mL de dilui¢Ges
sucessivas da solug¢do oxidante em um intervalo de concentragdo
variando de O a 1 x 10 mol L'. Em cada ensaio, a solu¢do oxidante
foi submetida a uma desaeragdo, por 10 min, antes das determinacdes
cronoamperométricas subseqiientes.

Determinagdo da capacidade antioxidante das amostras

Para cada amostra de suco de fruta e para as solu¢des padrdes de
Trolox e dcido ascérbico determinou-se a capacidade antioxidante,
adicionando-se em triplicata 300 L de amostra a 10 mL de solucdo
oxidante (Ce** 1 x 107 mol L' em meio dcido). Antes da aplicag¢do
dos saltos cronoamperométricos, a solugdo oxidante foi submetida
a uma desaeragdo inicial por 6 min, seguida por 4 min de reacio
sob agitacdo por desaerac@o apds a adi¢do da amostra. No inicio e
entre 0s ensaios cronoamperométricos, realizou-se também um pré-
tratamento anddico e catddico do eletrodo de trabalho (DDB) pela
aplicag@o respectiva de um potencial de 3,0 V durante 15 s, seguido
da aplicagio de um potencial de —3,0 V durante 45 s em uma solugdo
de H,SO, 0,5 mol L', para assegurar a confiabilidade e a reproduti-
bilidade dos resultados.?

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sulfato de cério (IV) € um oxidante bastante especifico para
a determinag@o eletroquimica da capacidade antioxidante. Ele sofre
redu¢do, segundo Cottrell, em potenciais inferiores a 1,0 V. Desta
forma, utilizou-se um potencial de redug@o de 0,8 V (E,) nos ensaios
cronoamperométricos. Anteriormente a esse salto de potencial,
empregou-se o potencial de circuito aberto da cela (E,) para forma-
¢do da dupla camada elétrica na superficie do eletrodo de trabalho,
evitando também reacdes paralelas com o analito, ja que este € o
potencial de equilibrio do sistema.

Para garantir sua estabilidade, o sal de Ce** ¢ usado apenas em
solugdes dcidas, sendo mais apropriada uma solugéo de H,SO, 0,5 mol
L1, que é um excelente eletrdlito suporte para ensaios eletroquimicos.
A Figura 2 apresenta os voltamogramas ciclicos de uma solugéo de
H.SO, 0,5 mol L' (eletrélito suporte), de uma solugio de Ce* 1 x 10~
mol L'e da amostra de suco de laranja. Observa-se que o oxidante
(Ce*) ndo sofre interferéncia por parte das amostras de suco em sua
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0.8 10 12 14
E/V vs Ag/AGCI

Figura 2. Voltametria ciclica do (1) eletrdlito suporte (H,SO, 0,5 mol L™'),
(2) oxidante (Ce** 1 x 107 mol L) e (3) amostra de suco de laranja indus-
trializado. (—) Sentido da varredura; velocidade de varredura 100 mV s~

versus Ag/AgCl

regido de redugdo (0,8 V). Os demais sucos de frutas, ndo mostrados,
apresentam comportamento similar ao suco de laranja.

Nos ensaios cronoamperométricos, inicialmente determinou-se
a curva padréo do oxidante observando a dependéncia da I com t2
a partir da Equagdo de Cottrell, em um intervalo de concentracio
variando de 0 a 1 x 10~ mol L' (Figura 3A). A Figura 3B apresenta
a curva padrao obtida a partir da variagdo dos coeficientes angulares
de Cottrell contra a concentragéo das espécies Ce** presentes em
solugdo.

A partir da Equagédo de regressdo da curva padrao (Equagdo 3)
podemos obter a concentragdo das espécies Ce** remanescentes apos
areacdo com os antioxidantes presentes em cada amostra.

b=1(0,19 +£0,10) pA s + (3,46 x 10* = 1,11 x 10?) pA s"*/mol L!
X [C*], e MOI L 3

A concentracdo das espécies Ce** formadas € obtida na Equagio
4 pela subtragdo da concentracdo das espécies remanescentes de Ce**
pela concentragdo inicial de Ce* (1 x 1073 mol L™'). A concentra¢do
das espécies Ce** formadas apds 4 min de reagdo com a amostra
(AO) € entdo empregada na determinagdo da capacidade antioxidante
(CRAC Value).

CRAC value b

_ 3 _ "o -019 4)
([Ce* V/mol L)

3,46x10°

Em seguida, foram determinados os valores dos coeficientes an-
gulares de Cottrell para cada adigdo de amostra a solugdo oxidante. A
Figura 4 apresenta a dependéncia da I com t~? utilizados na obtencdo
dos valores médios dos coeficientes angulares de Cottrell (b,,).

Os valores de b,, foram substituidos na Equag@o 4 € com eles
foi determinado o CRAC Value de cada amostra. Outro parametro
bastante empregado na determinacdo da capacidade antioxidante € a
quantifica¢do do Trolox Equivalente (TE), ou seja, um valor numérico
adimensional que expressa o quanto a amostra equivale ao Trolox em
acdo antioxidante. O Trolox equivalente € obtido a partir do CRAC
Value de acordo com a Equagdo 5:

CRAC Value(AO) (5)

TE (Trolox Equivalente) = ——————————
CRAC Value(Trolox)

A Tabela 2 apresenta todos os resultados obtidos nos ensaios
cronoamperomeétricos.
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Figura 3. (A) Dependéncia da I com t='” a partir da Equagdo de Cottrell
para o eletrdlito suporte (H,SO, 0,5 mol L™') e para a solugao oxidante (Ce**)
em diferentes concentragoes; (B) curva padrdo obtida a partir dos valores
dos coeficientes angulares de Cottrell (b) versus a concentragdo da solug¢do
oxidante (Ce**)
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Figura 4. Dependéncia da I com t'7 a partir da Equagdo de Cottrell para

obtengdo do b,, apds adigdo da amostra a solugdo oxidante
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Figura 5. Representagdo grdfica dos valores de TE (Trolox Equivalente) para
cada amostra de suco de frutas e para as solugoes padroes de dcido ascorbico
(AA) e Trolox (50 x 107 mol L")

Os valores de TE apresentados na Tabela 2 podem ser usados
para uma comparacdo entre amostras. A Figura 5 apresenta uma
representagdo grafica desses valores que sugerem, por exemplo,
que um copo de suco de caju da marca C equivale, em capacidade
antioxidante, a quase dois copos de suco de laranja da marca B. Esses
valores sugerem também que a capacidade antioxidante de um copo
de suco de caju equivale a mesma quantidade em solucdo de dcido
ascorbico (AA) na concentracgdo de 355 x 107 mol L.

A partir desses resultados € possivel inferir sobre a importancia
de cada amostra na complementag¢@o de uma dieta sauddvel capaz
de suprir as necessidades antioxidantes do corpo humano. Contudo,
¢ importante ressaltar que as composi¢des dos sucos de frutas in-
dustrializados variam de acordo com as variedades ou espécies de
fruta, com a maturidade, com os efeitos ambientais e climaticos da
esta¢do de crescimento de cada cultura, dentre indmeros fatores.>
Além disso, os sucos concentrados apresentam diferentes teores de
polpa e passam por processos industriais, como liofiliza¢do e pas-
teurizagdo, que influenciam diretamente na capacidade antioxidante
do produto final, ja que degradam os compostos antioxidantes e, por
conseguinte, diminuem a sua capacidade antioxidante. Assim, as
correlacdes apresentadas neste trabalho sio validas apenas para estas
amostras em particular, ndo sendo interessante realizar extrapolacdes
para outras marcas ou amostras de sucos naturais.

CONCLUSOES

Ao final dos ensaios eletroquimicos foi obtida uma hierarquia
referente a capacidade antioxidante das amostras de suco: caju >
goiaba >uva > manga > maga > laranja > maracuja. Esses resultados
sdo representativos, sobretudo se considerarmos a concentragdo de
dcido ascorbico descrita na literatura e presente nos rétulos de cada
amostra de suco de frutas.?! Porém, é importante ressaltar, que ou-
tros antioxidantes, principalmente flavonéides, estdo presentes nas
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amostras de sucos de frutas.

Ao contrario de outros testes que determinam a capacidade an-
tioxidante total, o CRAC assay € simples, rdpido, barato e robusto,
pois utiliza antioxidantes como redutores em um sistema redox.
Além disso, um pré-tratamento da amostra néo € requerido, os fatores
estequiométricos sdo constantes, a linearidade ¢ mantida apés uma
grande variag¢@o de concentragdo, sua reprodutibilidade € excelente
e sua sensibilidade € alta. O CRAC assay ndo requer equipamentos
altamente especializados ou um controle critico do tempo e das
condicdes reacionais. Por todos esses motivos o CRAC assay surge
como uma alternativa vidvel para a determinacdo da capacidade
antioxidante total de amostras de alimentos.
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