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RESUMO

A eletroquimica tem sido uma valiosa ferramenta na analise e caracterizacdo de
produtos naturais. 1sso porque, boa parte dos componentes ativos desses produtos possuem
grupos funcionais capazes de sofrer processos de oxidacdo ou reducdo eletroquimica. O
urucum (Bixa orellana L.) € um composto amplamente utilizado pela industria alimenticia
como corante natural e possui como principal pigmento o carotenoide bixina. A
caracterizacdo espectroscopica das sementes e extratos de urucum confirmou a presenca de
bixina como componente principal. A atividade eletroquimica do urucum foi avaliada em
meio aquoso através da evaporacdo dos seus extratos (drop-casting) na superficie de
diferentes eletrodos. Trés espécies eletroativas foram detectadas e o comportamento
eletroquimico dessas substancias mostrou ser sensivel ao eletrodo de trabalho usado e ao tipo
de tratamento dado a sua superficie. A oxidacédo eletroquimica da bixina foi identificada entre
0,7 e 1,2 V. Essa oxidacdo ocorre de forma irreversivel e é afetada por transporte de massa de
prétons em solucdo quando os extratos em superficie sdo avaliados em baixas velocidades de
varredura. A oxidacdo da bixina apresentou coeficientes de transferéncia entre 0,72 e 0,86
dependendo do extrato ou eletrodo de trabalho usado indicando que o mecanismo de oxidagéo
do extrato ocorre de forma semelhante em todas as superficies. A avaliacdo de filmes
oxidados de extrato de urucum em superficie de ouro por espectroscopia Raman indica que a
oxidacdo eletroquimica da bixina promove altera¢Ges na insaturacdo da sua cadeia carbonica e
envolve a participacdo do substituinte éster presente em uma de suas extremidades, sugerindo
que o processo de oxidacdo converte bixina em norbixina. A comparacdo do indice
eletroquimico da bixina com o de outros carotenoides descritos na literatura mostra que este
corante possui poder antioxidante semelhante aos carotenoides astaxantina e cantaxantina
cujas estruturas quimicas apresentam substituintes carboxilicos nas extremidades de suas

cadeias carbdnicas assim como é observado na bixina.

Palavras-chave: produtos naturais; urucum; bixina; caracterizacdo espectroscopica,;

tratamento de superficie; poder antioxidante.



ABSTRACT

Electrochemistry has been a valuable tool in the analysis and characterization of natural
products. This is because most of the active components of these products have functional
groups capable of undergoing oxidation or electrochemical reduction processes. Annatto
(Bixa orellana L.) is a compound widely used by the food industry as a natural dye and its
main pigment is the carotenoid bixin. Spectroscopic characterization of annatto seeds and
extracts confirmed the presence of bixin as the main component. The electrochemical activity
of annatto was evaluated in an aqueous medium through the evaporation of its extracts (drop-
casting) on the surface of different electrodes. Three electroactive species were detected and
the electrochemical behavior of these substances proved to be sensitive to the working
electrode used and the type of treatment given to its surface. The electrochemical oxidation of
bixin was identified between 0.7 and 1.2 V. This oxidation occurs irreversibly and is affected
by mass transport of protons in solution when surface extracts are evaluated at low scanning
speeds. Bixin oxidation showed transfer coefficients between 0.72 and 0.86 depending on the
extract or working electrode used, indicating that the extract oxidation mechanism occurs
similarly on all surfaces. The evaluation of oxidized films of annatto extract on gold surface
by Raman spectroscopy indicates that the electrochemical oxidation of bixin promotes
changes in the unsaturation of its carbonic chain and involves the participation of the ester
substituent present at one of its ends, suggesting that the process of oxidation converts bixin
to norbixin. Comparison of the electrochemical index of bixin with that of other carotenoids
described in the literature shows that this dye has antioxidant power similar to the carotenoids
astaxanthin and canthaxanthin whose chemical structures have carboxylic substituents at the

ends of their carbon chains, as observed in bixin.

Keywords: natural products; annatto; bixin; spectroscopic characterization; surface treatment;

antioxidant power.
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1 INTRODUCAO

A quimica de compostos naturais & amplamente investigada na literatura com as mais
variadas finalidades. Isso porque, tais compostos possuem uma vasta area de aplicacdo que
vai desde a farmacéutica na producdo de xaropes, cosmética na fabricacdo de bronzeadores,
alimenticia como corante natural até a construcdo civil através de estudos que avaliam o
desempenho de compostos naturais como inibidores de corroséo (SCOTTER, 2009; FELIPE
& BICAS, 2017; CABRAL, 2018).

Dentre as varias propriedades exibidas por esses compostos, a sua acao antioxidante
tem chamado a atencdo, uma vez que tal propriedade costuma ser associada a efeitos
terapéuticos (SKALTSOUNIS, et.al, 2013). As caracteristicas antioxidantes exibidas por
compostos naturais estdo associadas a sua estrutura molecular, composta de grupos funcionais

e ligacOes insaturadas facilmente oxidaveis.

Na literatura, técnicas espectrofotométricas, fluorométricas, termogravimétricas e de
luminescéncia sdo classicamente utilizadas para avaliar a oxidacdo de compostos naturais
(GLOD, etal, 2012). No entanto, a alta disposicdo em perder elétrons faz com que a
eletroquimica seja uma ferramenta extremamente Gtil na avaliacdo da oxidacdo dessas

espécies.

De fato, a eletroquimica tem sido amplamente utilizada na andlise e caracterizagdo de
compostos naturais sejam eles puros ou em sua forma bruta (MACEDO, et al., 2017;
PEIXOTO, et al.,, 2017). Ultrapassando a avaliacdo de suas propriedades antioxidantes, a
eletroquimica admite realizar uma caracterizacdo mais robusta dos compostos naturais através
da identificacdo de espécies eletroativas, permitindo propor mecanismos de oxidacgdo e obter

informac0es cinéticas especificas que ate entdo nédo era possivel com as técnicas tradicionais.

Neste trabalho, extratos de sementes de urucum (Bixa orellana L.) foram caracterizados
eletroquimicamente em diferentes superficies e em meio aquoso. O comportamento
eletroquimico e as informacgdes espectroscopicas foram utilizados para avaliar as substancias
eletroativas, obter informacdes cineticas de seus processos de oxidacao além de comparar seu

poder  antioxidante com outros carotenoides estudados na literatura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O urucum

2.1.1 Aspectos historicos e aplicacoes

A Bixa orellana é uma planta originaria das areas tropicais da América Latina, India e
Africa. Por causa de sua ampla distribuicio geografica seu fruto apresenta varios nomes
populares ao redor do mundo. E conhecido por annatto na Inglaterra, Italia e Estados Unidos.
Na Espanha é popularmente conhecido por bija. Na Franca seu nome € roucouyere. Na
América espanhola a planta pode ser chamada pelos nomes achiote, anoto, onotillo, roekoe,
cacicuto, uruca entre outros (VERISSIMO, 2003).

No Brasil, a planta é chamada de urucuzeiro e seu fruto tem como principal nome o
urucum. Esse nome tem origem indigena na palavra “uru-ku” que significa vermelho em tupi-
gurani. No entanto, em diversas regides do pais pode ser chamado pelos nomes colorau,
acafroa, bixa, urucu, urucu-uva, urucu-bravo, além de também ser conhecido por outros
nomes indigenas ahité, nukiré, bixe e bicha na regido norte do pais (VERISSIMO, 2003;
SANTOS, 2013).

Os primeiros registros histéricos do uso das sementes de urucum sdo datados de
1500, na carta de Pero Vaz de Caminha para o rei de Portugal sobre os achados e primeiras

impressdes da terra recém “descoberta” (SANTOS, 2013):

“...uns ouricos verdes, de arvores que, na cor, queriam parecer de
castanheiros, embora mais e mais pequenos, e eram cheios duns
graos vermelhos pequenos, que, esmagados entre os dedos, faziam
tintura vermelha, de que eles andavam tintos. E quanto mais se

molhavam, tanto mais vermelhos ficavam...”

Historicamente, o urucum era utilizado pelos indios como fonte de matéria-prima de
tinturas. Seu corante vermelho era utilizado para os mais variados fins, desde a decoragéo de
ceramicas a pinturas corporais para rituais, protecao contra picadas de insetos e como protetor
solar (CONSTANT, et al., 2002). Atualmente, as sementes sdo usadas pela industria

alimenticia, farmacologica e cosmética. Na industria alimenticia é amplamente usado como
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corante natural com o extrato de suas sementes sendo o principal componente do colorau
comercial (SCOTTER, M., 2009), além de também ser utilizado como antioxidante na
preservacao de produtos carneos (GARCIA et. al., 2012). Na medicina, o urucum ¢é utilizado
no tratamento de afec¢Ges no coracdo, para doencas como a tuberculose e para males do
figado. Suas propriedades expectorantes, antipiréticas e anti-inflamatorias sdo bastante usadas
no tratamento de problemas de pele e na fabricagdo de xaropes (LIMA, et al., 2006). Na
industria de cosmético os corantes de urucum sdo utilizados na fabricagdo de pd facial,
batons, logdes, bronzeadores e cremes (LIMA, 2005). H& ainda estudos que avaliam o
desempenho de extratos de urucum na fabricacdo de filmes biodegradaveis (SILVEIRA, T.,
2017) e como inibidor da corroséo do aco carbono (CABRAL, 2018).

2.1.2 Caracteristicas botanicas

O urucum (Bixa orellana) faz parte da familia Bixaceae de género Bixa cuja espécie
mais cultivada é a Bixa orellana L. Sua arvore, o urucuzeiro (fig. 1-a), possui em média 6
metros de altura com didmetro de caule entre 15 e 20 centimetros. Os frutos (fig. 1-b)
apresentam-se em capsulas de formato ovoides, hemisféricas elipsoides ou conicas e
coloragdo que vai desde o castanho escuro ou avermelhado até o amarelo péalido dependendo
da espécie avaliada. A parte exterior é amplamente coberta por espinhos flexiveis e as
capsulas se abrem em duas partes iguais cujos centros contém numerosas sementes rodeadas
de uma polpa vermelha (SANTOS, 2013).

Figura 1 - Caracteristicas botanicas do urucum: a) arvore, b) frutos.

Fonte: Franco et al., (2008).



23

2.1.3 Composigdo quimica das sementes de urucum

Os estudos realizados na tentativa de caracterizar 0s compostos presentes nas sementes
de urucum mostram que as mesmas contém varias classes de substancias das quais se

destacam os carotenoides, terpenos, flavonoides e tocoferois.

2.1.3.1 Carotenoides

Os carotenoides compdem uma classe de pigmentos naturais que possui cerca de 700
representantes e apresenta coloracao intensa que vai desde o amarelo passando pela laranja até
o vermelho. Essas substancias ocorrem naturalmente nos seres vivos, principalmente nos de
origem vegetal e sdo caracterizadas pela presenca de longas cadeias carbdnicas conjugadas
organizadas em estruturas com tamanhos de aproximadamente quarenta &tomos de carbono
(Ca0), (MESQUITA et al., 2017). A presenca de ligacdes maltiplas conjugadas faz com que
os carotenoides oxidem facilmente e percam sua coloracdo caracteristica. A resisténcia dessas
substancias frente a oxidacdo depende fortemente do ambiente ao qual estdo expostas
(SANTOS, 2013). Dentre os carotenoides presentes no urucum a bixina e a norbixina
destacam-se por serem encontradas em maior quantidade e estarem intimamente relacionadas

com a coloragdo das sementes.

A bixina (fig. 2-a) pertence a classe dos apocarotenoides (derivados da clivagem
oxidativa de carotenos, apresentam cadeias carbOnicas de tamanho médio Cjs) € uma
substancia lipossoltvel de coloracao vermelha. A bixina apresenta uma cadeia carbénica com
25 atomos de carbonos conjugados com um grupo éster em uma extremidade da cadeia e um
grupo acido na outra. Esta substancia pode apresentar-se nas formas cis e trans sendo esta a
mais estavel (isobixina) e geralmente obtida em processos de extracdo que utilizam
aquecimento. A bixina representa cerca de 80% dos carotenoides totais das sementes de
urucum, obtida em grande quantidade no pericarpo das sementes € a responsavel pela
coloracdo caracteristica das mesmas (MERCADANTE & PFANDER, 2001; PRESTO &
RICKARD, 1980).

A Norbixina (fig. 2-b) é o segundo carotenoide em maior quantidade nas sementes de

urucum. Ela é hidrossoluvel e apresenta coloracdo amarela quando extraida. A estrutura da
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norbixina consiste em uma cadeia carbbnica semelhante a da bixina (C,s) com um grupo
acido em cada extremidade da molécula. A norbixina também pode ser obtida através da
bixina quando esta é submetida a uma reacdo de saponificacdo, seguida de precipitacdo acida
(SANTOS, 2013). Suas propriedades hidrofilicas tornam a norbixina preferivel na producéo

de alguns produtos comerciais como iogurtes, cervejas e refrigerantes (PIRES, 2018).

Figura 2 - Carotenoides majoritarios nas sementes de urucum: a) bixina e b) norbixina

norbixina

Fonte: A autora (2023).

Outros carotenoides em menores quantidades foram isolados nas sementes de urucum
por Mercadante e colaboradores através de técnicas como espectrometria de massas € RMN
(MERCADANTE et al., 1995;1997;1999). A partir desses estudos foi possivel dividir esses
carotenoides minoritarios em trés grupos: a- 0s ésteres metilicos e apocarotenoides
(compostos com cadeias carbbnicas com C3p ou Cgp); b- diapocarotendides com grupos
terminais: éster metilico, cetona ou aldeido (Ciy, Cz, Co € Cys) e c- acidos de
diapocarotendides (Cx, e Cy4) esterificados com grupos metil e geranilgeraniol
(MERCADANTE & PFANDER, 2001).

2.1.3.2 Terpenos

Os terpenos, conhecidos como “alcenos naturais” apresentam estruturas que se
dividem em blocos de cinco carbonos (unidades de isopreno, CsHg) geralmente ligados entre

si em uma ordem cabeca-calda (ligacdo-1,4). Os terpenos que apresentam ligagdes com 4tomo
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de oxigénio sdo chamados terpenoides e apresentam vérias fung¢fes quimicas como alcoois,
cetonas, aldeidos, acidos, fendis e epoxidos. O conjunto de vérios terpenos ligados entre si
formam o que é chamado de 6leo essencial. Os 6leos essenciais sao utilizados pela industria
de cosméticos, na fabricacdo de perfumes além de ser utilizado também pela inddstria
alimenticia devido a sua contribui¢do na qualidade sensorial de alimentos (BICAS & FELIPE,
2016).

O geranilgeraniol (fig. 3) conhecido como 6leo essencial do urucum € encontrado no
pericarpo das sementes e corresponde a cerca de 1% da massa das sementes secas. Esse
terpenoide € um importante intermediario de sintese de tocoferdis, tocotriendis, da vitamina
K, de diversos hormonios e carotenoides (DESMCZUK Jr & RIBANI, 2015; COSTA &
CHAVEZ, 2005).

Figura 3 - Estrutura quimica do geranilgeraniol

AN AN AN AN

OH

Fonte: A autora (2023).

2.1.3.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo divididos em diversas classes onde as mais conhecidas sdo
os &cidos fendlicos, flavonoides e os taninos. Os flavonoides (fig. 4) representam a maior
parte dos compostos fendlicos e sua estrutura é caracterizada por apresentar dois anéis
benzénicos ligados por um anel pirano. Sdo encontrados na maioria dos vegetais em suas
cascas, flores, frutos e folhas, em alguns casos podem ser responsaveis pela cor e/ou sabor das
plantas (MARTINS DE SA, 2013).
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Figura 4 - Estrutura quimica de um flavonoide.

1
0.2

O

Fonte: A autora (2023).

Os flavonoides apresentam propriedades antibacterianas, antivirais, antialérgicas, anti-
inflamatoria, anestésica entre outras. No urucum, o flavonoide encontrado em maior
guantidade é a apeginina (fig. 5) apresentando-se nas formas 7-glicosil-apigenina e 7-
bissulfato-apigenina; ha ainda outros flavonoides detectados em menores quantidades como o
7-glicosil luteolina e o 7-bissulfato luteolina (LEMOS, 2008).

Figura 5 - Estrutura quimica da apeginina.

OH

HO @)

OH @)

Fonte: A autora (2023).

2.1.3.4 Outros compostos

Nas sementes de urucum ainda sao detectados outros compostos como os acidos galico
(fig.6-a) e alfitolico, agUcares, celulose, proteinas, gorduras, célcio, ferro e fosforo. Além de

tracos pirofosfato de farnesilo (fig. 6-b) e de acetato de occidentalol (SANTOS, 2013).
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Figura 6 - Outros compostos encontrados no urucum: a) acido galico e b)
pirofosfato de fernesilo.
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Fonte: A autora (2023).

2.1.4 Extracdo dos pigmentos do urucum

Os pigmentos do urucum sdo extraidos do pericarpo das sementes e podem apresentar
caracteristicas lipossoltveis ou hidrossoltveis. A composicdo principal do extrato depende da
forma de extracdo ou solvente utilizado. Na literatura, os principais métodos para a extracdo

do urucum sio:

2.1.4.1 Extracdo em 0Oleo vegetal

A bixina é o principal componente obtido através da extracdo das sementes de urucum
utilizando solventes apolares como o0 dleo vegetal. O extrato obtido dessa forma pode ser

utilizado ou comercializado diretamente nesse meio (SILVA, 2007).

A extracdo em oleo vegetal é comumente feita a frio com as sementes esmagadas em
contato com o 6leo vegetal sob agitacdo. Esse tipo de extracdo consegue transferir grande
parte do pigmento do pericarpo das sementes e costuma ter a coloracdo avermelhada do seu
principal corante, a bixina em conformagdo cis. Alternativamente, a mistura de sementes e
Oleo vegetal poder ser aquecida, em temperaturas inferiores a 70 °C. Esse extrato pode ser
tratado sob vacuo em temperaturas que ndo excedam 130 °C que apos filtracdo de materiais
insolUveis produz uma pasta com mistura dos isdbmeros de bixina e produtos de degradacéo
térmica de coloracdo amarela (PRESTO & RICKARD, 1980).
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2.1.4.2 Extragdo em Solventes apolares

Solventes como hexano e cloroférmio podem ser utilizados para extracdo de
compostos apolares presentes nas sementes de urucum. Neste caso, extragdes das sementes
pulverizadas sdo feitas com agitagdo a frio. Um extrato em forma de pasta ou filme é obtido
apos a evaporacgdo do solvente e apresentam teores de bixina superiores a 80% (PRESTO &
RICKARD, 1980).

Uma das limitacbes da extracdo com solventes organicos ou 6leo vegetal é que o
extrato final deve ter compatibilidade com a sua finalidade, uma vez que sua solubilidade em
outros meios é reduzida. Além disso, a toxicidade do solvente deve ser levada em
consideracdo caso 0 extrato seja utilizado para fins alimenticios (PIMENTEL &
STRINGHETA, 1999).

2.1.4.3 Extragdo bésica

A extracdo bésica é utilizada quando o objetivo final é obter extratos hidrossollveis de
urucum. Os principais alcalis utilizados nesse tipo de extracdo sdo os hidréxidos de sodio,
potassio ou amonio e o carbonato de célcio (PIMENTEL & STRINGHETA, 1999). O
processo utilizado é a saponificacdo onde a bixina é desprotonada e convertida em um sal,
geralmente de sodio ou potassio solivel em agua. Além da obtencdo de extratos de urucum
hidrossoltveis, a saponificacdo também é usada como meio para converter a bixina em

norbixina através da precipitacdo acida (SILVA, 2007).

O processo de saponificagdo com conversdo significativa de bixina em norbixina
depende em maior extensdo da concentracdo e natureza do alcali utilizado. Silva e
colaboradores (2007;2009) observaram que a reacdo de saponificagdo ocorre para valores de
pH superiores a 10 e que a conversao de bixina para norbixina é facilitada com o aumento da

temperatura de extrag&o.
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2.1.4.4 Extracdo alcodlica

A extracdo dos pigmentos das sementes com solventes alcodlicos é muito utilizada
pela industria processadora de urucum. O etanol é o alcool mais usado, pois sua alta producéo
no pais diminuiu os gastos com solvente. Além disso, apresenta menor ponto de ebulicdo e

toxicidade o que diminui os custos com manuseio e descarte de rejeitos (SILVA, 2007).

A extracdo em meio alcodlico geralmente é realizada a frio e sob agitacdo constante. A
solucdo contendo o extrato geralmente apresenta coloragdo intensa e aspecto limpido. Com a
remocao do solvente, um filme de coloracdo avermelhada € observado. Esse tipo de extracao

produz extratos com um teor de bixina que pode chegar a cerca de 70% (SILVA, 2007).

2.1.5 Estabilidade dos pigmentos de urucum

Embora os corantes naturais sejam preferiveis em comparacao aos sintéticos devido a
sua baixa toxicidade, sdo menos estaveis e, por isso, mais suscetiveis a degradacdo e perda de

coloragéo.

No caso da bixina, a perda de sua coloracdo caracteristica ocorre quando o extrato é
exposto a luz por um longo periodo de tempo. Isso ocorre através de um processo chamado
foto-oxidacéo onde as moléculas do corante absorvem luz e ficam muito tempo em um estado
excitado, interagindo com o O, e produzindo radicais livres que posteriormente as degradam.
Essa degradacdo pode ser minimizada protegendo os extratos da luz e/ou adicionando a eles
antioxidantes como o palmitato de ascobila (DIAS, 2010; NAJAR et al.,1998).

2.1.6 Toxicologia

A toxicologia das sementes de urucum foi avaliada em alguns estudos e mostrou que
as mesmas ndo apresentam efeitos tdxicos ou insalubres as células renais, hepaticas ou sobre a
medula 6ssea de camundongos. Pesquisas também apontam que os corantes do urucum nao
apresentam efeitos toxicos aos seres humanos. No entanto, foi relatado que o urucum

apresenta efeito sobre o controle metabolico da glicose dos camundongos; além disso, tragos
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de carotenoides (bixina e compostos semelhantes) podem ser encontrados no sangue humano
poucas horas ap0s sua ingestdo (COSTA & CHAVEZ, 2005; VERISSIMO, 2003).

2.2 Fundamentos da eletroquimica

A eletroquimica estuda os fendmenos associados a separacdo de cargas. Essa
separagdo provoca uma transferéncia de carga que pode ocorrer na solugdo (transferéncia
homogénea) ou na superficie do eletrodo (transferéncia heterogénea). As reacles de
transferéncia de carga ocorrem em eletrodos diferentes (& excecdo das transferéncias
homogéneas) imersos em solu¢do em uma célula eletroquimica (BRET & BRET, 1996). Nas
reagdes eletroquimicas uma substancia é oxidada enquanto outra é reduzida, e, é a esse
processo que esta associado a transferéncia de carga/corrente elétrica. A regido na qual ocorre
a oxidacdo é chamada de anodo enguanto a regido na qual ocorre a reducdo é chamada de

catodo. Reac0es desse tipo sdo chamadas reacdes de oxirreducdo (RAYMUNDO, 2007).

2.2.1 A célula eletroquimica

A célula eletroguimica (fig. 7) é o compartimento no qual ocorrem as reacdes
eletroquimicas e é composta de um eletrélito suporte e de eletrodos. Esses eletrodos sdo
ligados por materiais condutores tanto pela solucdo, através da conducgdo ibnica, quanto
externamente por fios e contatos elétricos que possibilitam o transporte de carga.
Dependendo da configuracdo da célula os produtos das reagdes de oxidacdo/reducdo podem
ser separados. Se a energia livre resultante das reacGes é negativa a energia elétrica pode ser
armazenada (baterias); além disso, é possivel também fornecer uma energia elétrica externa a
um determinado sistema para forcar a ocorréncia de reagGes quimicas que ndo ocorrem
naturalmente através de um processo conhecido por eletrolise (BRET & BRET, 1993). A
configuracdo de uma célula eletroquimica admite arranjos de dois ou trés eletrodos, sendo
esta a mais comum e composta por um eletrodo auxiliar, um eletrodo de referéncia e um

eletrodo de trabalho.



31

Figura 7 - Esquema da configuracdo de uma célula eletroquimica.
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Fonte: A autora (2023).

2.2.2 O eletrodo de trabalho

O eletrodo de trabalho € o eletrodo no qual ocorre a reacdo de interesse. Ele possui
uma area relativamente pequena e fornece informacgdes sobre o analito através da magnitude
da corrente que flui entre ele e o eletrodo auxiliar ao se aplicar uma diferenga de potencial
entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia. Os eletrodos de trabalho sdo feitos dos mais
variados materiais com os de carbono (grafite ou vitreo) sendo os mais utilizados. Eles
também podem ser metélicos para estudos de corrosdo ou de metais nobres como ouro e
platina (BRET & BRET, 1993; PACHECO et al. 2013).

2.2.2.1 Tratamento de superficie

A realizacdo de procedimentos experimentais que fornecam resultados com a minima
acdo de interferentes, e, com isso, mais reprodutiveis & um dos principais objetivos em
estudos eletroquimicos. O sucesso nessa busca requer protocolos que visam o cuidado em
todas as etapas do processo que vao desde o planejamento das espécies quimicas a serem
utilizadas passando pela limpeza dos materiais e calibracdo dos equipamentos. Nesse quesito,
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o tratamento dado a superficie do eletrodo de trabalho se destaca, pois tem relacdo direta com
a qualidade e a confiabilidade dos resultados obtidos (GOLDSTEIN & VAN DE MARK,
1982; HU, KARWEIK, & KUWANA, 1985).

O tratamento da superficie geralmente é realizado através de técnicas de limpeza e
ativagdo. Dependendo do eletrodo de trabalho, os resultados podem ser tornar mais
reprodutiveis (e com isso mais confidveis) ou tornar um eletrodo mais sensivel a uma espécie
com quem antes ndo possuia uma interacdo significativa (HU, KARWEIK, & KUWANA,
1985).

Técnicas de alto-polimento, pré-tratamento quimico ou eletroquimico, oxidacao,
modificacdo de superficies e dispersdo de 6xidos podem ser empregadas (a depender do
eletrodo) para aumentar a atividade, sensibilidade e reprodutibilidade dos experimentos para
que os resultados atendam os padrdes analiticos desejados (HU, KARWEIK, & KUWANA,
1985; ZAK & KUWANA, 1982; 1983).

A ativacdo de superficie melhora sua capacidade de promover a oxidagdo/reducao de
substancias. A extensdo dessa melhora pode ser quantificada através da andlise dos
parametros cinéticos das reacGes de interesse e geralmente esta associada a remocdo de
contaminantes, aumento de area superficial e/ou adicdo de grupos funcionais que podem atuar
como mediadores de transferéncia de elétrons catalisando a reacdo de oxirreducdo em estudo
(MAJIDI, JABBARI, HARI, & MOOSAVI-MOVAHEDI, 2007).

Assim, varias técnicas podem ser utilizadas para avaliar de forma qualitativa e
guantitativa, a influéncia do tratamento de superficie na cinética de reacdo das mais variadas
espécies. No entanto, a escolha de um determinado método deve ser cautelosa, pois cada
técnica pode alterar a superficie de alguma forma deixando subprodutos ou modificando sua
area de uma forma indesejada, e, com isso, provocando distor¢fes nos resultados que podem
induzir o pesquisador a interpretacdes equivocadas (GOLDSTEIN & VAN DE MARK,
1982).

2.2.3 Voltametria

A voltametria é uma técnica que se baseia em fendmenos que ocorrem na interface

entre a superficie do eletrodo de trabalho e uma fina camada de solugdo adjacente a essa



33

superficie. Essa técnica consiste na aplicacdo de um potencial (variante com o tempo) ao
eletrodo de trabalho que promove a ocorréncia de reacOes de oxidacdo ou reducdo de
substancias eletroativas proximas a interface. A magnitude da corrente elétrica observada
como resultado dessas reacdes € o parametro utilizado para obter informacg6es sobre o analito,
uma vez que ela é diretamente proporcional a concentracdo da espécie na amostra (BRET &
BRET, 1993; RAYMUNDO, 2007).

Ao aplicar uma diferenca de potencial (AE) entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de
referéncia mede-se a corrente elétrica (1) que flui entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo
auxiliar. O diagrama de corrente em funcdo do potencial aplicado € chamado de
voltamograma (RAYMUNDO, 2007).

2.2.3.1 Voltametria ciclica

Na voltametria ciclica (VC), a aplicacdo do potencial é iniciada em um valor em que
ndo ha a ocorréncia de reacdes redox. Essa varredura é feita positivamente (varredura
anodica) ou negativamente (varredura catodica) até um valor em que as reacbes de
oxidacdo/reducdo das espécies eletroativas proximas ao eletrodo tenham ocorrido. Ao atingir
esse potencial, a varredura tem seu sentido invertido e retorna ao valor inicial, completando
um ciclo de andlise, e, é por esse motivo, que a técnica é chamada de voltametria ciclica
(EVANS et. al, 1983; MARKEN et. al, 2010).

Figura 8 - Sinal de excitagdo em uma voltametria ciclica.
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Fonte: Adaptado de Kissinger & Heineman (1983).
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Durante essa varredura, uma corrente elétrica é observada como resposta a diferenca
de potencial aplicada. Essa corrente apresenta contribuicdo de dois tipos de corrente: a
corrente capacitiva resultante de uma variacéo de carga na dupla camada elétrica e a faradaica
resultante da reacao redox que ocorre no eletrodo de trabalho:

dE @
I= Ic+ IF:CdE-I_ 1F= UCd + IF

Onde C4 é capacitancia da dupla camada e v é a velocidade de varredura. Assim, para
experimentos em que altas velocidades de varredura sdo empregadas, a corrente capacitiva
deve ser subtraida da corrente total para que as informag6es do analito sejam as mais exatas

possiveis.

As informagdes sobre os analito presentes na interface eletrodo/solugéo séo obtidas
através da magnitude das correntes observadas nesse intervalo de potencial e no
voltamograma, essas correntes aparecem como picos de oxidacdo e/ou reducdo. A intensidade
desses picos é proporcional a quantidade de substancia reagindo na superficie do eletrodo e a
presenca de dois ou mais picos de oxidacdo ou reducdo indica a formacdo e reacdo de
espécies eletroativas intermediarias (SAITO & KIKUCHI, 2013).

Os parametros essenciais extraidos de uma voltametria ciclica sdo: corrente de pico
(Ip) a corrente maxima observada para um processo de reducéo (l,c) ou de oxidagéo (lpa) ,
potencial de pico (Ep) é o potencial no qual a corrente maxima € observada, e também, é
denominada Eyc e Epa pra 0s processos de reducéo e oxidagéo respectivamente. O valor no
qgual o potencial ¢ metade do valor do potencial de pico é chamado de meio pico, Eip
(MARKEN et al., 2010).

As espécies eletroativas podem reagir de forma reversivel, parcialmente reversivel ou
irreversivel e essas trés formas podem ser distinguidas através de seus voltamogramas. No
voltamograma de uma transformacéo que ocorre reversivelmente € possivel observar picos de
oxidacdo e reducdo de intensidades proporcionais indicando que as espécies que foram
geradas durante a varredura anodica (oxidacdo) sdo completamente reduzidas durante a
varredura catodica, essa e outras condi¢Bes sdo utilizadas para avaliar a reversibilidade de
uma reacdo (BRETT, A. & BRETT, C., 1996; MARKEN et al., 2010).



35

O voltamograma de uma reacao irreversivel se assemelha ao perfil observado para
uma voltametria de varredura linear onde ndo é observada a presenca de um pico inverso ao
se realizar a varredura no sentido contrario. Nesse caso, as espécies eletroativas irdo reagir
uma unica vez e formardo um produto eletroquimicamente inativo que sera liberado para a
solucdo ou ficara adsorvida na superficie do eletrodo de trabalho. A expressdo para a corrente
de pico depende da forma como as espécies eletroativas interagem cineticamente com a
superficie. Para substancias eletroativas confinadas na superficie do eletrodo, a corrente de
pico é dada por (BARD & FAULKNER, 1980):

n? F? (2)

I = AL
P~ apT VM0

Onde n é o nimero de elétrons, A é a area do eletrodo, F, R, T e v sdo as constantes de
Faraday, dos gases, a temperatura e a velocidade de varredura, respectivamente. Como as
moléculas da substancia estdo adsorvidas, o recobrimento delas na superficie do eletrodo €

dado por T'o* em mol.cm™.

2.2.3.2 Voltametria de pulso diferencial

Na voltametria de pulso diferencial (VPD), a perturbacdo do sistema é feita atravées da
aplicacdo de pulsos crescentes de potencial cuja amplitude é fixa. Nesta técnica a corrente €
medida em duas ocasides: uma no inicio e outra no final de cada pulso aplicado. A corrente
resultante é obtida através da diferenca entre essas duas correntes e, no voltamograma, essa
corrente total aparece como um pico em forma de gaussiana cuja area é proporcional a
concentracéo do analito (BRETT & BRETT, 1996; DRAKE & VAN DUYNE, 1978).
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Figura 9 - Voltametria de pulso diferencial: a) sinal de excitacéo e b) sinal observado no voltamograma.
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Fonte: Reproduzido de Brett & Brett (1996).

Em contraste com as técnicas de varredura linear, as técnicas de pulso (sobretudo a
VPD) apresentam melhores limites de deteccdo porque diminuem a contribuicdo de correntes
ndo faradaicas na resposta medida. As correntes faradaicas e capacitivas crescem com a
aplicacdo do pulso, mas enquanto a primeira decai linearmente com o tempo, a segunda decai
de forma exponencial fazendo com que seu tempo de vida seja menor. Além disso, a
contribuicdo da corrente capacitiva € diminuida ao se medir a corrente no inicio e no final do
pulso (diminuigdo da corrente de fundo). Assim, escolhendo um tempo ideal para realizar a
segunda leitura é possivel obter resultados cujas correntes capacitivas sejam despreziveis e,

com isso, obter limites de deteccdo da ordem de 10® M (DRAKE & VAN DUYNE, 1978;
COMPTON, et al., 2011).

Por sua alta sensibilidade e resolucdo de sinal, a VPD é usada como alternativa para
a analise de compostos naturais. Escarpa e colaboradores estabeleceram protocolos
eletroquimicos para estabelecer o conceito de “indice eletroquimico” obtido através de uma
corrente amperométrica total a um potencial controlado e caracterizado por uma representacao
da concentragdo de “polifenois totais” em amostras livres de outros componentes oxidantes ou
para representar a quantidade de “antioxidantes naturais totais” nas amostras que contém
varios tipos de antioxidantes. Neste trabalho, os autores fazem uma correlacdo entre o
potencial de oxidagdo e “poder antioxidante” e descrevem que substdncias com baixo
potencial de oxidacdo possuem alto poder antioxidante, pois apresentam maior facilidade em
transferir elétrons (ESCARPA, GONZALEZ, & BLASCO, 2004).
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Como a voltametria de pulso diferencial permite a identificacdo de diversas
substancias eletroativas em um mesmo voltamograma (desde que seus potenciais de oxidacao
das espécies sejam distinguiveis), uma expressdo para o indice eletroquimico (IE) foi
desenvolvida e considera os valores de corrente de pico e potencial de pico de cada sinal
eletroquimico observado no voltamograma de pulso diferencial:

T LR S L3 )
Eyi  Epz Epn

Onde Iy é a corrente de pico da oxidagéo 1 e o E,; € o potencial de pico da mesma
oxidagdo. O IE é a soma das razbGes de todos os sinais eletroquimicos observados
(CONTRERAS-CALDERON, et.al, 2018).

E importante ressaltar que o indice eletroquimico demonstra o potencial antioxidante
de uma amostra atraves de suas substancias eletroativas em certas condi¢Ges experimentais
que sdo sensiveis ao tipo de eletrodo, eletrdlito suporte, pH, técnica de andlise e etc. Desta
forma, o IE ndo deve ser tomando com uma grandeza universal mas como um indicativo da
acdo antioxidante entre classes de compostos (CONTRERAS-CALDERON, et.al, 2018).

2.3 Compostos naturais

Os compostos ou produtos naturais sdo conhecidos por apresentarem propriedades
alimenticias, farmacoldgicas e/ou cosméticas. Geralmente, as propriedades farmacoldgicas e
cosméticas desses produtos estdo associadas a sua capacidade de inibir e/ou restaurar 0s danos
causados por estresse que provocam lesdes as células do organismo, isso, porque, essas
substancias possuem em sua composicdo compostos quimicos de variadas classes que as

confere a capacidade de atuar como agentes antioxidantes (REIS et. al. 2009).

Os antioxidantes sdo substancias heterogéneas normalmente formadas por vitaminas,
minerais, pigmentos naturais e outras espécies vegetais que contribuem para inibir o efeito de
radicais livres no organismo. Esses radicais sdo substancias que contém um ou mais elétrons
desemparelhados que o0s tornam instaveis e consequentemente quimicamente reativos
atacando proteinas, lipidios e até mesmo ao DNA. O dano provocado pelos radicais livres no
organismo é chamado de estresse oxidativo e tem sido apontado como o responsavel pela
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ocorréncia de doencas cardiacas, arteriosclerose, aléem de alguns tipos de céncer, Alzheimer e
diabetes (BIANCHI & ANTUNES, 1999, SOUSA, et al., 2014).

Uma substancia pode ser considerada antioxidante se “em pequenas quantidades, em
comparacdo com o substrato oxidavel, é capaz de atrasar ou inibir de maneira eficaz a
oxidacdo desse substrato” (BLASCO et. al, 2004). Uma substancia antioxidante pode inibir a
acdo dos radicais livres sobre os componentes celulares servindo como molécula alvo para 0s
mesmos. Além disso, podem também atuar no reparo das lesdes causadas pelos radicais
através da reconstrucdo das membranas celulares danificadas (BIANCHI & ANTUNES,
1999).

Alguns compostos sdo conhecidos por apresentarem bom desempenho antioxidante e
incluem os é&cidos fendlicos, flavonoides, compostos polifendlicos, carotenoides, taninos,
catecois assim como os acidos ascorbico e cafeico, isso, porque, esses compostos apresentam
em sua estrutura alta densidade de elétrons, seja através de ligagcdes m, OU por conter grupos
com pares de elétrons isolados, que fazem com que sejam facilmente oxidados. Essas
substancias sdo amplamente encontradas em produtos naturais comumente utilizados pela
industria alimenticia e farmacéutica e sdo provavelmente os responsaveis pelas propriedades
antioxidantes observadas (BARA, et al., 2008).

A alta densidade eletronica destes compostos comumente encontrados em produtos
naturais faz com os mesmos sejam bons candidatos a apresentar eletroatividade. Assim,
técnicas eletroquimicas podem ser utilizadas para avaliar, detectar e quantificar tais

substancias em compostos naturais das mais variadas origens.

2.3.1 Analise eletroquimica de compostos naturais

Técnicas eletroquimicas podem ser ferramentas Uteis na caracterizacdo de compostos
naturais que apresentam as caracteristicas até aqui citadas, pois podem fornecer informacdes
quanto ao potencial redox, numero de elétrons envolvidos na etapa de transferéncia de carga,

mecanismos de reacdo dentre outros (REIS, et al., 2009).

A maioria dos trabalhos que avaliam a atividade eletroquimica de produtos naturais é
realizada em meio apolar. Os principais motivos para a investigacdo eletroquimica de

produtos naturais em eletrolitos organicos sdo solubilidade e estabilidade. Isso porque 0s
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mecanismos de reacdo dos componentes presentes em produtos naturais estdo frequentemente
relacionados com a producgdo de radicais intermedidrios que costumam reagir rapidamente
com a agua. Além disso, a maioria dos componentes encontrados em produtos naturais sdo
substancias altamente apolares que na maioria das vezes sao extraidos da matriz com auxilio
de solventes organicos. Assim, a baixa polaridade faz com que seja dificil solubilizar as
amostras em eletrdlitos polares e dificulte sua analise em meio aquoso (GRYGAR et al.,
2002).

Uma alternativa a baixa solubilidade de extratos naturais € a investigacdo da atividade
eletroquimica por técnicas voltamétricas em estado sélido atraves da deposi¢do da substancia
na superficie do eletrodo e sua posterior avaliacdo em um eletrdlito aquoso. A técnica de
voltametria de microparticulas imobilizadas (VIM) tem sido cada vez mais utilizada como
ferramenta para a analise de produtos naturais por sua simplicidade, baixo custo e
possibilidade de obtencdo de informacdes eletroquimicas de forma similar as obtidas pelas
técnicas tradicionais desenvolvidas em solucdo (GRYGAR et al., 2002).

A imobilizacdo de componentes de extratos naturais pode ser feita através da
transferéncia mecanica da substancia sélida (normalmente na forma de um p6 fino) para a
superficie de um eletrodo preparado para receber o material ou através de um filme formado
pela precipitacdo do material disperso em um solvente organico que € evaporado da superficie
do eletrodo antes da andlise eletroquimica (SILVEIRA et al., 2020).

Assim como nas técnicas tradicionais, a voltametria em estado sélido permite a
investigacdo da atividade eletroquimica de substancias puras e de extratos brutos. Para
amostras puras como padrdes ou produtos finais de processos de extragdo e purificacdo, a
avaliacdo por voltametria em estado sélido permite observar sinais de oxidacao e/ou reducao
de espécies eletroativas assim como ser capaz de determinar mecanismos de reacdo pelos
quais essas transformacgdes ocorrem. Para extratos brutos é possivel determinar grupos de
substancias que apresentam atividades eletroquimicas em determinadas regifes de potencial

bem como suas facilidades em doar ou receber elétrons (SILVEIRA et al., 2020).

A imobilizacdo de extratos solidos realizada mecanicamente geralmente requer que a
superficie do eletrodo esteja modificada com alguma substancia que facilite a adsorcdo do
solido na superficie inerte. O eletrodo inerte mais amplamente utilizado é o de grafite por sua
ampla janela de potencial, baixo custo e facilidade de processamento, e, a parafina é

comumente utilizada como agente de imobilizacdo dessas particulas. Esse tipo de eletrodo
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modificado é chamado de eletrodo de grafite impregnado com parafina (PIGE). Alguns
trabalhos avaliam a atividade eletroquimica de extratos naturais por essa metodologia:
Komorsky-Lovri¢ & Novak (2009), avaliaram a atividade eletroquimica de chas verde e preto
por voltametria de onda quadrada. Os chas em p6 foram imobilizados na superficie de PIGE e
os perfis voltamétricos mostraram a presenca de flavonoides que tiveram seus picos
comparados com o0s observados em padrdes dessa classe de compostos permitindo a

determinacéo dos componentes sem a necessidade de uma extracéo previa.

A imobilizacdo de extratos sélidos através da formacdo de filmes por evaporacdo de
solventes geralmente ndo necessita de modificacdo previa do eletrodo de trabalho. O extrato
em uma suspensdo é depositado em pequenas quantidades na superficie do eletrodo e o
solvente é entdo evaporado, em uma técnica chamada “drop-casting”. Como resultado,
observa-se a formacdo de uma fina camada de material distribuida na superficie do eletrodo
formando uma espécie de filme, a anélise desse material de forma similar ao da PIGE permite
identificar substancias eletroativas presentes na matriz (DOMENECH-CARBO et al., 2013;
GAO, SCULLY, & ZUO, 2021)

Dominguez & Doménech-Carb6 (2015) avaliaram diversos tipos de folhas de chéas
através da microextracdo em etanol e deposi¢do de particulas na superficie do eletrodo de
carbono vitreo onde foi possivel detectar sinais correspondentes a classe de diferentes
compostos polifenélicos sendo possivel com auxilio ferramentas quimiométricas distinguir
diferentes tipos de chés através de seus sinais eletroquimicos. Esta técnica também foi
utilizada por Doménech-Carbo e colaboradores (2017) para determinar espécies vegetais em
objetos de madeira através de microextracdo em diferentes solventes organicos e posterior
deposicdo na superficie do eletrodo. Os voltamogramas mostraram a presenca de polifendis
que foram identificados em cada caso através da comparacdo dos voltamogramas com perfis

de padrdes para essa classe de compostos.

2.3.1.1 Caracterizagao eletroquimica de carotenoides

Por apresentarem estrutura quimica com vérias ligacdes duplas conjugadas, e, algumas
vezes, grupos funcionais doadores de elétrons, os carotenoides sdo excelentes candidatos a

apresentarem atividade eletroquimica. De fato, tantos os carotenoides quanto os compostos
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que os contém tém sido investigados quanto ao seu comportamento eletroquimico por

diferentes técnicas e em diferentes meios.

2.3.1.1.1 Caracterizacdo em meio organico

Carotenoides podem ser oxidados eletroquimicamente através de reacfes de dois
elétrons. Varios trabalhos associam a essa oxidacdo mecanismos que envolvem a formacao de
cations e/ou dications radicais. Por produzirem intermediarios altamente reativos o0s
carotenoides sdo comumente avaliados em solventes organicos que permitem que 0S mesmos
se movimentem livremente na solucdo assim como conferem certa estabilidade para os
radicais cationicos produzidos. (KISPERT etal., 1997; GAO et al., 2003 ).

Em solventes organicos, a rea¢do de carotenoides via formacdo de radicais tem o
seguinte mecanismo proposto (LIU et al.,2000; FOCSAN et al., 2014) :

Reacdes de eletrodo heterogéneo:

Eol 4+ -
Car =— Car + ¢
O
E%,
Car "<== Car?" + ¢
(1)
. E03
*Car ==—= *Car + e~
(1)
Reacdes quimicas homogéneas:
Car 2t + Car === 2Car’ (V)
Car?" === *Car™ + H" V)
(V1)

Car ¥ === *Car’ + H™
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Reacdes colaterais:

.. (V1)
Car —>
Car?f — (VI
P Produtos desconhecidos
Car — 5
ot (1%)
ar
X)

Onde: Car é o carotenoide em sua forma neutra; Car * é o cation radical do carotenoide; Car®*

é o dication carotenoide; *Car* é o cétion carotenoide desprotonado; *Car cation radical

desprotonado.

Diversos carotenoides foram avaliados por voltametria ciclica e/ou de onda quadrada
em solventes como acetonitrila (CH3CN), hexano (CgHis), tetrahidrofurano (THF) e
diclorometano (CH,Cl;) puro ou em mistura com tetrabutilamonio tetrafluoroborato
(TBABF4) ou tetrabutilaménio hexafluorofosfato (TBAHFP). O perfil eletroquimico

observado depende do carotenoide avaliado e do solvente utilizado.

Para o [-caroteno, um dos carotenoides mais conhecidos e estudados, o
comportamento eletroquimico observado depende do solvente utilizado (prético ou aprotico),
mas sempre envolve a transferéncia de dois elétrons que ocorrem quase a0 mesmo tempo,
pois produz intermediarios bastante reativos. A transferéncia desses elétrons foi considerada
quase reversivel por Liu e colaboradores (2000) usando CH,Cl, + TBAHFP como eletrélito
suporte e considerada irreversivel por Park (1978) usando THF. O licopeno e astaxantina sao
outros carotenoides bastante estudados. Para o licopeno, transferéncia de dois elétrons foi
considerada quase reversivel em CH,Cl,+ TBAHFP (LIU et al., 2000). Um comportamento
semelhante foi observado para a astaxantina, que teve seus elétrons transferidos de forma
quase reversivel em TBAHFP (FOCSAN et al., 2014) e de forma reversivel em cloroférmio
(HAN, et al., 2006) .

A bixina, carotenoide em maior quantidade nas sementes de urucum, foi avaliada
eletroquimicamente por Tay-agbozo e colaboradores (2018). Neste estudo, o carotenoide foi
extraido das sementes e p6 comercial utilizando hexano como solvente, e, o extrato final

(s6lido) foi dissolvido em THF de duas qualidades: um sem qualquer tipo de pre-tratamento e
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outro destilado em laboratério. Ambos os extratos foram avaliados por voltametria ciclica
utilizando o TBAHFP como eletrdlito suporte. Como resultado, os autores observaram que 0s
extratos de bixina em THF com e sem destilacdo sofrem oxidacéo irreversivel com a perda de
dois elétrons. A primeira via formacéo de radical cation (reacdo 1) e a segunda via formacéo

do dicétion (reacdo 2), reacdes que ocorrem em 0,94 V e 1,14 V respectivamente.

2.3.1.1.2 Caracterizacdo em meio aquoso

Como mencionado, a avaliacdo de produtos naturais em meio agquoso apresenta
limitacdes de solubilidade e estabilidade dos intermediarios produzidos. No entanto, alguns
trabalhos realizam estudos de alguns carotenoides em meio aquoso através de voltametria de

compostos em solucdo ou em estado solido.

Munoz e colaboradores avaliaram o comportamento da astaxantina em uma mistura
acetona, diclorometano e agua contendo HCIO, 0,1 M. Os autores observaram que nessas
condicBes este carotenoide sofre oxidacdo irreversivel com perda de dois elétrons. A
irreversibilidade do processo foi associada a reatividade do cation radical produzido na perda
do primeiro elétron, e, como resultado, a transferéncia do segundo elétron ocorre quase

simultaneamente com primeira (MUNOZ, et al., 2016).

Cizmek & Komorsky-Lovrié (2019) avaliaram atividade eletroquimica dos
carotenoides [-caroteno, astaxantina e luteina em estado solido. A voltametria de
microparticulas foi utilizada através de duas metodologias: carotenoides na forma solida
foram transferidos mecanicamente para a superficie do PIGE e uma aliquota dos carotenoides
solubilizados em acetona foi precipitada na superficie do PIGE e em seguida o solvente foi
evaporado. As medidas eletroquimicas em ambos o0s casos foram realizadas por voltametria

ciclica e de onda quadrada utilizando como eletrolito suporte HCIO, 0,1 M em pH 1,5.

Para a técnica de imobilizacdo de particulas na superficie da PIGE, os autores
observaram que a astaxantina e [3-caroteno sofreram oxidagdo completamente irreversivel. A
luteina ndo apresentou comportamento eletroquimico significativo nesta metodologia.
Novamente a irreversibilidade do sistema é associada a reatividade do céation radical
produzido nas reacOes do eletrodo que faz com que produtos desconhecidos sejam formados

impossibilitando que a reacdo inversa seja observada.
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Na técnica de precipitagdo de um filme de carotenoide na superficie do PIGE a
astaxantina mostrou um comportamento reversivel para a transferéncia do primeiro elétron e
irreversivel para a perda do segundo elétron. O mecanismo proposto para a oxidacdo da
astaxantina nessas condicOes é a formacdo de um radical alila na primeira oxidagédo
promovida pela reacdo de grupos cetdnicos conjugados com as duplas ligacOes, seguida da
segunda transferéncia de elétron onde um diol é formado.

A oxidacdo da luteina nessas condicdes mostrou-se irreversivel. O mecanismo
proposto para a oxidacao desse carotenoide inclui a producao de um céation radical durante a
transferéncia do primeiro elétron seguida da formagao de um diol na segunda oxidagdo. O -
caroteno também sofreu oxidacéo irreversivel nessas condi¢es e 0 mecanismo proposto para
sua oxidacdo envolve a formacdo de um cétion radical na transferéncia do primeiro elétron. A
partir disso, o cation radical pode reagir de duas formas: formando um diol como as demais

substancias ou produzindo um epoxido.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade eletroquimica de extratos de urucum (Bixa orellana L.) em meio

aquoso atraveés de técnicas de deposicdo em superficie.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar caracterizacbes espectroscopicas para identificar as principais substancias

presentes nos extratos e nas sementes de urucum.

Realizar caracterizagbes eletroquimicas em diferentes superficies para verificar a

existéncia de espécies eletroativas presentes nos extratos de urucum.
Identificar as espécies eletroativas presentes nos extratos de urucum.
Avaliar o mecanismo de oxidacdo do componente ativo dos extratos de urucum.

Avaliar o poder antioxidante dos extratos de urucum e compara-lo com outros

carotenoides.
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4 METODOLOGIA

4.1 Compostos quimicos

Acetonitrila-CH3CN (PA, Synth); Acido Sulftrico - H,SO, (PA, 68-60%, Quimica Moderna);
Agua Destilada e Deionizada- H,O; Alumina — Al,O3 (Suspencéo, Fortel 1500- 0,2; 0,5 e
1,0p); Cloreto de Potassio — KCI (PA, Synth); Cloroférmio — CHCI3; (PA, Synth); Etanol —
C,HsOH (PA, Dinamica); Grafite em po (< 20pum,Sigma Aldrich); Hidréxido de Sédio-NaOH
(PA, Synth); Oleo mineral comercial (Nativita, purissimo); Peréxido de hidrogénio- H,O,
(PA, 37%, Neon); Sementes de urucum obtidas de uma planta localizada em Camaragibe,
Pernambuco; Sulfato de S6dio-Na,SO,4 (PA, Moderna);

4.2 Materiais, equipamentos e software’s

Célula eletroquimica de dois compartimentos (20 mL). Célula eletroquimica de
cavidade (50 mL). Eletrodos de trabalho de carbono vitreo (A= 0,085 cm?), ouro (A= 0,018
cm?) ambos da marca BAS electrochemistry, disco de ouro (A= 0,057 cm?) e cavidade (A=
0,059 cm?). Eletrodo auxiliar de fio em espiral ou rede de platina. Eletrodo de referéncia de
Ag/AgCIl em KCI (sat). Potenciostado/galvanostato EG&G 263A. Potenciostato/galvanostato
Gamry ZRA 600. Software PowerSuit 2.35.2. Software Gamry Framework. Software Origin
8.5.

4.3 Procedimento Experimental

4.3.1 Tratamento das sementes e obtencdo do extrato

No laboratério, as sementes foram separadas de suas capsulas, peneiradas para
remocdo de pequenos insetos e colocadas em placas de petri. A secagem foi realizada em
estufa durante 8h a 60°C. Em seguida, as sementes foram trituradas, transferidas para

eppendorf’s envolvidos com papel aluminio e armazenadas na geladeira.
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5 mg de sementes de urucum foram submetidas a extracdo em 5 mL de etanol ou
acetonitrila. Para isso, a mistura sementes/solvente foi transferida para um tubo falcon
(coberto com papel aluminio) e agitada por 30 min. Em seguida, os extratos de coloracédo
avermelhada foram filtrados e armazenados em tubos falcon envoltos em papel aluminio na

geladeira.

4.3.2 Caracterizacao espectroscopica

4.3.2.1 Espectroscopia no infravermelho

As analises de infravermelho ATR foram realizadas no Laboratério Multiusuario de
Analises Quimicas (LABMAQ) do Departamento de Quimica da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) em um espectrébmetro de infravermelho com Transformada de
Fourier-FTIR e Refletancia Total Atenuada (ATR) da marca Shimadzu IR Tracer-100 com
cristal do ATR de diamante e seleneto de zinco. As leituras foram realizadas diretamente

sobre a superficie das sementes secas.

As analises de infravermelho em KBr para as sementes de urucum e extratos de
urucum foram realizadas no Departamento de Fisica da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) usando um equipamento IR Tracer-100 Shimadzu. Para as andlises, 5mg das
sementes secas foram maceradas em almofariz e pistilo e o pigmento transferido para o
recipiente durante a maceracao foi incorporado em KBr até que uma mistura homogénea fosse

observada. Em seguida, a mistura foi utilizada para a preparacdo das pastilhas.

4.3.2.2 Espectroscopia UV-Vis

As analises de UV-Vis foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Analises
Quimicas (LABMAQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) em um
espectrofotdmetro da marca PerkinElmer modelo 1d&mbda 650. O registro dos espectros foi
realizado utilizando os extratos dissolvidos em seus respectivos solventes (acetonitrila ou

etanol).
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4.3.2.3 Espectroscopia Raman

As analises de espectroscopia Raman foram realizadas na central de analises do
Programa de POs Graduacdo em Ciéncia de Materiais da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) em um espectrofotbmetro Raman-AFM Horiba modelo IHR320 com
laser de Nd:YVO, com comprimento de onda de 671 nm. Para a analise, o extrato em etanol
foi evaporado na superficie de uma placa de vidro até que um filme espesso pudesse ser
observado e em seguida o espectro raman do filme foi registrado. Os parametros usados para

a obtencdo dos espectros estdo descritos na tabela 1:

Tabela 1 - Par@metros de obtencéo dos espectros Raman dos filmes de extrato de urucum

Lente Faixa Tempo de aquisicio Acumulagbes
(cm™) (s)
10 5
500-2000 10
100 10

Fonte: A autora (2023).

4.3.3 Medidas eletroquimicas

4.3.3.1 Célula eletroquimica

Os experimentos feitos com eletrodos cilindricos foram realizados em uma célula
com dois compartimentos de 20 mL. Esta célula foi escolhida para manter o eletrodo de

referéncia em um compartimento separado dos eletrodos de trabalho e auxiliar, e, com isso,
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evitar a interferéncia dos ions cloretos nele presente. Experimentos realizados com o eletrodo
de disco foram realizados em uma célula eletroquimica de cavidade de 50 mL. Ambas as
células foram lavadas previamente com H,SO, concentrado, e, em seguida, enxaguadas com
bastante agua destilada. Um sistema de trés eletrodos foi utilizado em ambas as células.
H,SO4 0,1 M ou Na,SO4 0,1 M foi utilizado como eletrdlito suporte. Todas as medidas

eletroquimicas deste trabalho foram realizadas no minimo em triplicata.

4.3.3.2 Fabricacdo do eletrodo de referéncia

Neste trabalho foi utilizado um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em KCI (sat). Este
eletrodo é fabricado e montado em laboratério através do seguinte procedimento:

Um fio de prata com 1,5 mm de didametro e 4,5 cm de comprimento foi soldado em
um fio de cobre por solda elétrica para servir de contato elétrico. A solda foi posteriormente
revestida com araldite para promover o isolamento. Em seguida o fio de prata foi mergulhado
em HNO3 3 M durante 20 min e depois foi enxaguado com bastante agua destilada. O fio foi
entdo colocado como eletrodo de trabalho em uma célula contendo HCI 0,1 M enguanto um
segundo eletrodo de rede de platina € usado como eletrodo auxilar. Posteriormente, foi
aplicada a célula uma corrente de 1,8 mA (proporcional a area do fio de prata) durante duas
horas para que ocorresse a deposicao de cloreto de prata ao longo do fio. Ao fim do processo,
o fio de Ag/AgCI ficou mergulhado em agua destilada por 24 h para estabilizacdo da camada

depositada.

Por fim, adicionou-se ao fio um septo de borracha e 0 mesmo foi inserido em um tubo
de vidro com uma membrana porosa de vycor® na extremidade inferior. O vidro foi
preenchido com uma solucdo de KCI saturada tendo o cuidado para que em seu interior
sempre houvesse alguns cristais de KCI para garantir que a concentracdo de ions cloreto
dentro do eletrodo seja constante. Apos a fabricacdo, o eletrodo é armazenado em um frasco
ambar com uma solucéo de KCI saturada. O esquema de fabricacéo deste eletrodo é mostrado

a sequir:



50

Figura 10 - Procedimento de fabricagdo do eletrodo de referéncia de Ag/AgCl em KCI (sat).
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Fonte: Adaptado de Areias & Silva (2000).

O funcionamento adequado do eletrodo € monitorado através de medidas
eletroquimicas e sempre que se observam deslocamentos de potencial o eletrodo é refeito.

Neste trabalho, todos os potenciais séo medidos em relagdo a este eletrodo de referéncia.

4.3.3.3 Tratamento da superficie do eletrodo de trabalho

Alguns tratamentos de superficie foram avaliados durante esse trabalho para
determinar qual seria 0 mais adequado para os eletrodos de trabalho fornecendo superficies

limpas, reproduziveis e se possivel aumentando sua sensibilidade ao extrato avaliado.

4.3.3.3.1 Eletrodo de carbono vitreo (ECV)

A limpeza da superficie do eletrodo de carbono vitreo é realizada com o intuito de se
obter uma superficie espelhada e livre de residuos. Para isso, o0 seguinte procedimento foi

adotado:

1- Polimento em alumina 1,0 um por 5 min.

N
1

Ultrassom em agua destilada por 10 min trocando a 4gua do béquer a cada 5min

3

Polimento em alumina 0,5 um por 5 min.

4

Repetir a etapa 2
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5- Polimento em alumina 0,2 um por 5 min.

6- Repetir a etapa 2

Esse procedimento mostra-se eficaz na obtencdo de voltamogramas livres de

impurezas e reprodutiveis.

4.3.3.3.2 Eletrodo policristalino de ouro

Como a superficie do eletrodo de ouro é mais sensivel a presenca de impurezas o

seguinte procedimento foi utilizado:

1.

2.

Polimento em alumina 1,0 pm por 2 min

Ultrassom em agua destilada por 10 min trocando a 4gua do béquer a cada 5 min
Polimento em alumina 0,5 pum por 2 min.

Repetir a etapa 2

Polimento em alumina 0,2 pum por 2 min.

Repetir a etapa 2

Eletropolimento em H,SO, 0,1 M entre a janela de potencial de -0,4 a 1,8 V

realizando 90 ciclos a 200 mV. s*

Varredura a 50 mV.s* entre -0,2-1,6 V.

A limpeza da superficie é verificada atraves da varredura em baixa velocidade (etapa

8) onde se analisa os picos de oxidacdo e reducdo do voltamograma. Este procedimento

costuma apresentar picos bem definidos um voltamograma reproduzivel.

4.3.3.3.3 Eletrodo de disco de ouro

O procedimento de limpeza do eletrodo de disco de ouro foi realizado através do

seguinte procedimento:

1.

Mergulhar o eletrodo em solugéo piranha (H,SO4/H,0- 3:1) durante 10min.
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2. Ultrassom em &gua destilada por 10 min trocando a 4gua do béquer a cada 5min
3. Polimento em alumina 1,0 um por 2 min

4. Repetir a etapa 2

5. Polimento em alumina 0,5 um por 2 min.

6. Repetir aetapa 2

7. Polimento em alumina 0,2 um por 2 min.

8. Repetir a etapa 2

9. Eletropolimento em H,SO,40,1 M entre a janela de potencial de -0,4a 1,8 V

10. Varreduraa 50 mV.s™ entre -0,2-1,4 V.

O procedimento adotado para a limpeza do eletrodo de ouro policristalino néo
garantiu uma limpeza eficiente da superficie do eletrodo de disco, e, por esta razdo o uso de

solucdo piranha foi adotado na etapa inicial.

4.3.3.3.4 Eletrodo de pasta de carbono (EPC)

Preparacdo da pasta: A pasta de carbono foi preparada através da mistura de pé de grafite (<
20 pum) e oleo mineral comercial em diferentes proporcdes. Cloroformio (Max: 2 mL) foi
adicionado a mistura para facilitar sua homogeneizacdo. Ap6s a completa evaporacdo do
solvente, a pasta foi transferida para um vidro ambar e armazenada na geladeira. O EPC é
montado em um eletrodo de cavidade (d= 2,74 mm) e sua preparacgao seguiu as etapas:

1. Mergulhar o eletrodo em solugéo piranha (H,SO4/H,0, 3:1) durante 10min.

2. Ultrassom em agua destilada por 10 min trocando a agua do béquer a cada 5min
3. Secagem da cavidade com o auxilio de uma pisseta vazia

4. Adicdo da pasta de carbono

5. Polimento da superficie em papel A4

O eletrodo preparado sob essas condigdes mostrou-se reprodutivel.
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4.3.3.4 Técnicas eletroquimicas

Os extratos de urucum foram avaliados através da voltametria ciclica em eletrodo de
ouro e carbono vitreo em diferentes eletrolitos e velocidades de varredura através dos

seguintes parametros:

Tabela 2 - Parametros usados na voltametria ciclica para a avaliacdo dos extratos de urucum.

Eletrodo Janela de potencial Velocidades de varredura
V) (mV.s™)
Policristalino Au -02-1,6;03-1,0 5;10;20;50
Carbono vitreo 0,0-1,0 1;5;10;20;50
Disco Au -02-14 20
EPC 0,0-1,0 5;10;20,40;

Fonte: A autora (2023).

Os parametros usados nos experimentos de voltametria de pulso diferencial foram
ajustados de modo que o sinal do extrato apresentasse um pico mais definido, esses foram os

seguintes:

Tabela 3 - Parametros usados na voltametria de pulso diferencial para a avaliacdo dos

extratos de urucum.

Amplitude de pulso (V) 80
Incremento de pulso (V) 3

Periodo (s) 0,8
Velocidade de varredura (mV.s™) 5

Fonte: A autora (2023).
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4.3.4  Avaliacéo do extrato

A deposicao do extrato nas superficies dos eletrodos através da técnica “drop-casting”
foi usada como recurso para avaliacdo do extrato em meio aquoso atraves do seguinte

procedimento (fig. 11):

1- O eletrodo, previamente limpo, é fixado em um compartimento escuro com sua
superficie voltada para cima. Esse compartimento € utilizado para diminuir a

exposicdo do extrato depositado a luz enquanto o solvente evapora.
2- Um volume do extrato em solvente volatil é depositado na superficie do eletrodo.

3- Aguarda-se a total evaporacao do solvente e formacdo do filme de extrato de urucum
na superficie do eletrodo.

4- O filme é avaliado eletroquimicamente.

Figura 11 - Esquema de deposi¢do dos extratos na superficie dos eletrodos de trabalho.

Volume do extrato
ou
solvente

Medidas

evaporagao eletroquimicas

Eletrodo
limpo

Camara de PVC Na,50, 0,1M

Fonte: A autora (2023).

O tempo de secagem e a quantidade de extrato utilizado de acordo com cada eletrodo

Sao:

Tabela 4 - Informac6es dos extratos depositados em cada eletrodo de trabalho.

Volume Tempo de Polimento
Eletrodo Extrato Depositado secagem apos
(min) secagem

(ML)




Carbono vitreo Diluido 10
(1:20)

Policristalino Au Diluido 10
(1:20)

Disco Au Bruto 5

EPC Bruto 3,5,8¢e10

40

40

40

Sim

Fonte: A autora (2023).
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Ap0s esse procedimento, um filme de coloracéo alaranjada é observado na superficie

dos eletrodos, com exce¢do do EPC. O procedimento de limpeza do eletrodo e deposicédo

filme é reiniciado a cada novo experimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao espectroscopica do urucum
5.1.1 Sementes

5.1.1.1 Espectroscopia no infravermelho

As sementes tratadas e armazenadas conforme descrito no procedimento
experimental foram trituradas e avaliadas por espectroscopia no infravermelho usando as
técnicas de transmissdo em pastilhas de KBr e reflexdo por ATR. Os perfis obtidos para cada

técnica sdo mostrados na figura 12:

Figura 12 - Espectros de infravermelho das sementes de urucum: a) FTIR em KBr e b) FTIR ATR.
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Fonte: A autora (2023).

Sinais referentes a hidroxila de grupo acido sdo observados na regido 2800-3500 cm”
! Essa banda costuma ter sinal largo e intenso que geralmente se sobrep&e a sinais de
estiramentos de ligagBes C-H. Os picos 1647 cm™e 1687 cm™ (figuras a e b) sdo referente ao
grupo carboxila (C=0) que geralmente é deslocado para frequéncias mais baixas quando ha
conjugacdo com C=C ou grupo fenila. Estiramentos de ligacdo C-O sdo comumente
observados na regido de 1210-1380 cm™ com intensidade moderada. Nestes espectros, 0s

estiramentos estdo em 1377 cm™ e 1380 cm™, nas figuras a e b respectivamente. Ha também
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sinais de estiramento =C-H fora do plano em alcenos na faixa de 1000-650 cm™ (PAVIA et
al., 2015).

Esses picos sdo indicativos da presenca de grupos funcionais presentes na bixina,
carotenoide em maior quantidade no urucum e responsavel pela coloracdo das suas sementes.
Uma consulta ao espectro da bixina pura na plataforma de espectros de compostos organicos
(SDBS) mostra que ha boa concordéncia entre o espectro da substancia e os obtidos neste
trabalho embora sejam observadas pequenas diferencas nas posicOes e intensidades desses
picos. E razoavel pensar que tais mudancas sejam um reflexo da baixa pureza da amostra,
uma vez que as sementes foram usadas “in natura” sem nenhuma extragdo ou purificacdo da
substancia. Alguns trabalhos na literatura relatam distor¢Ges de posicdo e intensidade dos
picos da bixina devido ao uso de diferentes solventes para extracdo ou diferentes graus de
purificacgdo da mesma (SILVA, 2007; OLIVEIRA, 2005). Além disso, os demais
componentes do urucum citados na sec¢do 2.1.3 possuem grupos funcionais (C-H, -OH- C=C,
C=0, C-0) cujos sinais espectroscopicos tendem a aparecer em regides semelhantes aos da
bixina, porém com intensidades diferentes devido a sua baixa incidéncia. Assim, pode ser que
esses sinais tenham sido sobrepostos pelos sinais da bixina e/ou a presenca desses compostos

cause interferéncia promovendo o deslocamento dos picos da substancia principal.

A presenca da bixina nas sementes de urucum faz com que as mesmas apresentem
coloracdo intensa e, normalmente, essa pigmentacdo é transferida para qualquer superficie
em contato com as elas. Entretanto, é visivel a diferenca de pigmentacdo exibida para
sementes de urucum em diferentes graus de maturacéo, e € possivel observar que sementes em
grau de maturacdo mais avancado (mais velhas) costumam ter sua coloracéo e capacidade de

transféncia de pigmentacdo diminuidas drasticamente.

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada para avaliar sementes de urucum em
diferentes graus de maturacdo quanto a disponibilidade de seu componente principal, a bixina.
Para isso, as sementes foram separadas em lotes que permitissem determinar visualmente

diferencas em graus de maturagé@o, conforme mostrado na figura 13:
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Figura 13 - Grau de maturacdo de sementes de urucum (SU); lote 1 (L1): a) armazenadas em estoque
desde 2016, lote 2 (L2) recebido em 2020: b) velhas (L2V), ¢) intermediarias (L2I), ¢) novas (L2N);
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Fonte: A autora (2023).

A sensibilidade de pigmentos a fatores como luz, calor e oxigénio é bem relatada na
literatura, e, o fato da maioria dos pigmentos naturais apresentarem cadeias longas e
insaturadas (como os carotenoides) os tornam bem sensiveis a degradacdo e perda de
coloragdo (SCOTTER, 2009; (GALLARDO-CABRERA & ROJAS-BARAHONA, 2015;
RAO et. al, 2006). Cabral avaliou a sensibilidade a luz de extratos de urucum em meio aquoso
e salino e verficou que solugGes contendo extratos de urucum perdiam sua coloragédo
caracteristicas quando expostas a luz, tornando-se incolores apds cerca de um més de
exposicdo (CABRAL, 2018) . A espectroscopia no infravermelho tem sido utilizada como
ferramenta de analise e acompanhamento de mudancas estruturais de compostos suscetiveis a
diferentes tipos de degradacéo, seja ela por tempo ou por acdo de agentes agressivos como a
luz e o calor (SALUSTIANO, 2019; OLIVEIRA, 2022; AZARIAS, 2017)

Espectros de infravermelho por absorcdo e ATR das sementes de urucum em
diferentes graus de maturacdo foram obtidos (fig.14). Os espectros mostram o perfil
caracteristico da bixina, poréem é possivel notar uma diminuicdo gradual das intensidades dos

picos a medida que as sementes véo ficando mais velhas (SU-L1 — SU-L2N).
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Figura 14 - Espectros de infravermelho das sementes de urucum: a) FTIR-KBr e b) FTIR-ATR.
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Fonte: A autora (2023).

Através dos espectros € possivel observar uma diminuigdo das intensidades dos picos
caracteristicos da bixina a medida que sementes mais velhas sdo avaliadas. Para 0s espectros
em KBr (fig.14-a) essa diminuicdo pode estar associada a variacdes experimentais, € mesmo
utilizando a quantidades iguais de sementes e realizando o mesmo procedimento de
preparacao da pastilha, associar a diminuicdo da intensidade dos picos a quantidade de bixina
presente na amostra ndo € adequado. No entanto, para o IV-ATR (fig.14-b) onde a obtencéo
dos espectros € feita diretamente sobre as sementes de urucum, essa diminuicdo de
intensidade dos picos pode sim estar associada a uma menor disponibilidade de bixina nas
sementes a medida que o grau de maturacdo aumenta. Ambas as técnicas permitem observar
que a resolucdo dos picos, principalmente os relacionados a cadeia carbdnica da bixina, é
menor quando as sementes mais velhas (SU-L1) sdo avaliadas o que ser interpretado como
reflexo de possiveis processos de fotodegradacdo sofridos pelas moléculas do corante presente
nas sementes de urucum. N&o é possivel observar o surgimento de novos picos provenientes
da degradacdo dessas moléculas, nem de outras substancias presentes no urucum.
Considerando que a degradagéo da bixina resultaria na diminui¢do da saturacdo da cadeia ou
formacdo de moléculas menores de hidrocarbonetos, alcoois e ésteres, devido a quebra de
ligacbes, ndo h& motivos para esperar 0 surgimento de picos em regides diferentes das ja
observadas. As alteracGes observadas espectroscopicamente confirmam a observacao visual
de que a pigmentacdo, e, consequentemente o teor de bixina presente nas sementes de urucum
diminui consideravelmente a medida que as sementes envelhecem; e isso deve ser

considerado durante processos de extracao e analise desta matriz.
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5.1.2 Extrato

5.1.2.1 Espectroscopia no infravermelho

Espectros de infravermelho em KBr foram registrados para extratos de urucum
obtidos por extracdo em etanol e acetonitrila. Para isso, 0s solventes foram evaporados e
pequenas quantidades do filme formado foram usadas para preparar as pastilhas. Os espectros
obtidos s&o mostrados abaixo:

Figura 15 - Espectros de 1V-KBr de extratos de urucum extraidos em etanol (EtOH) e acetonitrila
(MeCN).
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Fonte: A autora (2023).

Ambos os espectros apresentam semelhanca com os apresentados para as sementes
de urucum sob as mesmas condic¢des (fig.12-a). Os sinais observados assemelham-se aos
descritos pela literatura para a bixina. Contudo, pequenos deslocamentos na posi¢ao dos sinais
sdo observados. Novamente, a diferenca pode estar associada a baixa pureza do extrato, uma

vez que nenhuma purificagéo foi realizada.
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Comparando os espectros dos dois extratos, é possivel notar que a e extragdo em
etanol forneceu um espectro com picos mais intensos e definidos que o espectro da extracéo
em acetonitrila, principalmente na regido entre 700-2100 cm™. Embora ambas as extragdes
tenham fornecido extratos em quantidade e qualidade semelhantes, a diferenca de ambiente

quimico promovido pelos dois solventes parece ter um efeito na qualidade do espectro obtido.

5.1.2.2 Espectroscopia Raman

O extrato de urucum em etanol foi avaliado por espectroscopia Raman. Para isso,
volumes de extrato foram evaporados na superficie de uma lamina de microscépio (1 cm?) até
que um filme de coloracdo laranja pudesse ser observado. O espectro obtido é mostrado na

figura abaixo:

Figura 16 - Espectro Raman do filme do extrato de urucum em lamina de vidro.
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Fonte: A autora (2023).

De acordo com o espectro, é possivel observar picos atribuidos a cadeia carbénica
insaturada da bixina, com vibracdes referentes a ligagdes v1(C=C) em 1554 cm™, estiramentos

v2(C-C) em 1160 cm™ e p(C-CHs) 1006 cm™. O sinal referente & carbonila é esperado entre
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1750-1600 cm™. E comum que este sinal esteja muito proximo ao do estiramento v1(C=C), e
nestes casos, um pico largo com uma espécie de “ombro” ¢ observado. Para o extrato em
estudo, o pico referente ao estiramento v(C=0) ¢ observado em 1696 cm™. O estiramento de
ligacdes C-O-C esperado entre 800-1200 cm™ é observado em 862 cm™. Além disso, um pico
referente a ligagdes C-C-H é observado em 1283 cm™ (SCHULZ, BARANSKA, &
BARANSKI, 2005; (WITHNALL, et.al, 2003). Esses sinais estdo em relativa concordancia
com os observados por Constantino e colaboradores para este corante e, segundo 0s autores,
pequenos deslocamentos nas posi¢Ges dos picos (também observados neste trabalho) podem
ser causados pela presenca de isdbmeros do carotenoide na matriz (CONSTANTINO, et al.,
2020). Embora a extracdo a frio favoreca a obtencdo majoritaria de bixina na forma cis, é
possivel que a presenca de seu isbmero, mesmo que em menor quantidade, seja responsavel
pelos pequenos deslocamentos de sinais observados. Além disso, Oliveira e colaboradores
avaliariam o efeito do solvente usado durante a extracdo sobre a qualidade do espectro Raman
da bixina e os autores observaram que o uso de diferentes solventes interfere tanto na posigéo

dos picos quanto na resolucdo dos sinais da bixina pura por (OLIVEIRA, et al., 2020).

5.1.2.3 Espectroscopia no UV-Vis

O principio da espectroscopia do ultravioleta-visivel é interacdo da matéria com a
luz, essa interacdo faz com que a substancia sofra uma excitacdo energética e o retorno para
um estado de menor energia da origem a um espectro (PAVIA, LAMPMAN, KRIZ, &
VYVYAN, 2015). Extratos de urucum em etanol e acetonitrila foram avaliados por

espectroscopia UV-Vis. Os espectros de cada amostra sdo exibidos na figura 17:
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Figura 17 - Espectros de UV-Vis dos extratos de urucum.
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Fonte: A autora (2023).

Carotenoides sdo conhecidos por apresentarem sinais de absor¢do na faixa de 350-500 nm,
com intensidades maximas de absorcdo entre 450-480 nm que estdo associadas a transi¢des
n—mn* das duplas ligagdes conjugadas da cadeia carbonica (TRIGUEIRO NETO, 2018).
Esses sinais geralmente apresentam-se em trés picos, sendo o segundo mais intenso e
utilizado para identificar a espécie analisada. A bixina e norbixina, corantes em maior
guantidade no urucum, apresentam absorcdo maxima no UV-Vis em 470 nm 468 nm,
respectivamente (COSTA & CHAVEZ, 2005;). Os espectros obtidos para os extratos de
urucum nos dois solventes apresentam pico de absor¢do maxima em 412 nm. De acordo com
a literatura, a posicdo, intensidade e resolucdo desses picos de absorcdo sdo bastante
influenciadas pelo grau de pureza da amostra, pelo solvente usado na extracdo e pelo
ambiente quimico no qual a amostra estd inserida (SCOTTER, 2009). Alguns autores
relataram deslocamentos de algumas dezenas de nandmetros nas posi¢des dos picos de
absorcdo da bixina e norbixina de acordo com o uso de determinados solventes para analise
ou para a extracédo desses compostos (REITH & GIELEN, 1971; COSTA & CHAVEZ, 2005;
SILVA, 2007). Além disso, mesmo em amostras que sofreram algum tipo de fracionamento
ou purificacdo é observado deslocamento de sinal e perda de resolucdo que geralmente é
associada a baixa concentragdo, pureza ou a mistura de isbmeros desses carotenoides (REITH
& GIELEN, 1971; SANTOS, 2013). Considerando que a amostra foi obtida por extracdo

simples e ndo passou por nenhum processo de purificacdo, a presenca de outros compostos nas
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sementes pode atuar como interferentes provocando o deslocamento observado nos picos de

absorgdo esperado para 0s corantes presentes no urucum.

5.2 Eletroquimica
5.2.1 Tratamento de superficie

5.2.1.1 Eletrodo de ouro

O tratamento da superficie do eletrodo de ouro demonstrado na sessdo experimental
(4.3.3.3.2) fornece um voltamograma tipico da superficie de ouro (fig. 18). A faixa de
potencial entre 0,3-1,0 V corresponde a regido da dupla camada elétrica; em 1,1 V inicia-se a
oxidacdo do ouro que ocorre através da formacdo de uma camada de 6xido de ouro na
superficie do eletrodo policristalino. A formacdo desta camada Oxido ocorre em quatro
etapas, sendo as trés primeiras relacionadas a formacdo de AuOH e transferéncia do primeiro
elétron e a quarta etapa relacionada a conversdo do hidroxido do metal no seu Oxido e
promovendo a transferéncia do segundo elétron (PIELA & WRONA, 1995). Essas
transferéncias de elétrons aparecem como picos na regido de oxidacdo, e, na pratica, apenas
trés dos quatro picos costumam ser observados. A reducdo da camada de 6xido formada
ocorre em 0,9 V em uma Unica etapa quando o sentido da varredura € invertido. A reducéo
observada entre -0,2 e 0,2 V é associada ao oxigénio dissolvido na solucdo e geralmente

desaparece quando a solucdo € purgada.

Figura 18 - Voltamograma da superficie de Au em H,SO, 0,1 M (branco) a50 mV.s" e T = 25°C..
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Fonte: A autora (2023).
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A auséncia de processos faradaicos na regido da dupla camada e observacao dos trés
picos de formacdo da camada de 6xido foi usada como pardmetros de limpeza da superficie
do eletrodo. A posicdo do pico de reducdo do ouro em 0,9 V foi usada como parametro de
controle de qualidade do eletrodo de referéncia fabricado, uma vez que, deslocamentos desse
potencial indicam problemas de estabilidade do mesmo, seja pela variagcdo da concentracéo de
ions cloreto em seu interior ou pela integridade da camada de AgCIl depositada. Durante a
realizacdo deste trabalho (2 anos), o eletrodo de referéncia teve sua camada de AgCI
depositada 3 vezes e foi preenchido com solucdo saturada 4 vezes por motivos de vazamento

ou formacao de bolhas em seu interior.

Informacgdes sobre a area real da superficie do eletrodo disponivel para reacGes
podem ser obtidas através de seus voltamogramas. Em eletrodos de ouro, diferentes métodos
sdo utilizados para obter sua area real, dentre eles, 0 mais comum inclui técnicas de integracdo
dos picos relacionados a camada de éxido formada em sua superficie. Em um eletrodo sem
impurezas, espera-se que as cargas de formacéo e dissolucdo das camadas de oxido sejam
idénticas. No entanto, dependendo do tratamento utilizado, tracos de impurezas
remanescentes podem ser oxidados durante o processo de oxidacdo do ouro, produzindo
cargas de oxidacdo ligeiramente maiores que as cargas de reducdo e levando a areas ativas
superestimadas (KUBOTA, FREIRE, & CARVALHAL, 2005). Por isso, 0 pico de reducgéo
do 6xido de ouro geralmente € utilizado para se obter informagdes sobre a area real da
superficie do eletrodo (fig. 19-a), uma vez que ndo costuma ter influéncia de interferentes. A
carga desse pico de reducdo € proporcional a camada de 6xido formada e consequentemente &

area superficial do eletrodo.
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Figura 19 - Cargas do eletrodo de ouro em H,SO, 0,1M a 50 mV.s™: a) area de integracéo e b) variagéo

das cargas com o tratamento de superficie.
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Fonte: A autora (2023).

Espera-se que as cargas anodicas e catodicas em um mesmo voltamograma sejam
idénticas, pois devem indicar apenas a formacdo e reducdo da camada de 6xido na superficie
do eletrodo e uma boa correspondéncia entre esses valores indica que a superficie esta livre de
impurezas. Isso foi observado neste estudo, com a variacdo entre as cargas catodicas e
anodicas de 2 + 1%, indicando que a superficie esta limpa e que o procedimento de limpeza
adotado pode ser considerado eficiente. No entanto, foi observada uma alteracdo nos valores
dessas cargas a medida que sucessivos experimentos eram realizados e o eletrodo era
continuamente polido. Materiais policristalinos apresentam uma superficie onde a distribuicéo
de atomos difere de lugar para lugar e sua estrutura pode incluir defeitos que ficam mais ou
menos aparentes dependendo do tratamento realizado (KUBOTA, et al.; 2005). A variacéo da
superficie a medida que a mesma é continuamente polida/eletropolida pode expor diferentes
arranjos da estrutura policristalina que permitem a formag&o de camadas variaveis de éxido de
ouro. A exposicdo desses novos arranjos da superficie pode alterar a area superficial
microscopica do eletrodo, e, com isso, provocar alteracdes na sua atividade frente a processos
redox. Observando que as caracteristicas da superficie mudam durante a realizacdo deste
trabalho, é razoavel deduzir que essas mudancas terdo efeito na atividade da substancia
analisada. Assim, como a figura 19-b mostra dois niveis claros de atividade no eletrodo,
informacdes sobre suas areas efetivas nesses estagios sdo considerados. E bem descrito na

literatura que a carga padrdo de reducdo da camada de o0xido para um eletrodo de ouro com
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rea de 1 cm? é 390 + 10 pC.cm? (KUBOTA, et al. 2005; PIELA & WRONA, 1995;
BENITES, et al., 2014). Desta forma, a &rea real do eletrodo (Ag) € a razdo entre a carga
necessaria para a reducdo da camada de Oxido do eletrodo em estudo e a carga padréo
(GOMES , 2015). Dividindo as atividades da superficie em dois periodos P1 (até o
experimento 29) e P2 de (ap0s o experimento 29), as areas reais e os fatores de rugosidades,

fr, sdo:

Tabela 5 - Variagdo das areas reais (Ag) e dos fatores de rugosidade (fg) do eletrodo de ouro com

tempo.
Periodo Qcm (UC) “Agr (cm?) g
P1 31+£2 0,08 £ 0,06 44+31
P2 24 £2 0,06 £ 0,04 3,44+ 2.4

* Calculado através da carga catodica média, Qe ** Area geométrica do eletrodo A= 0,018 + 0,005 cm?

Fonte: A autora (2023).

O fator de rugosidade da superficie (fg) é a razdo entra a area real e a area geométrica
do eletrodo (BENITES, et al., 2014). Os defeitos observados em superficies altamente rugosas
sdo os responsaveis pelo aumento consideravel de suas areas superficiais. Tratamentos de
superficie que incluem técnicas de polimento provocam ranhuras e furos que trazem uma
porosidade a superficie fazendo com que a area microscopica seja consideravelmente maior
gue a geométrica, o que é observado neste trabalho (KUBOTA, et al.; 2005). Desta forma,
observa-se que 0s sucessivos tratamentos dados a este eletrodo alteraram as caracteristicas
dessa superficie e € possivel que essa alteracdo tenha um efeito sobre a atividade

eletroquimica de substratos nela analisados.

5.2.1.2 Eletrodo de carbono vitreo (ECV)

O tratamento da superficie do eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi realizado através

de uma sequéncia de polimentos em alumina e banho de ultrassom, como descrito no
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procedimento experimental. O voltamograma tipico deste eletrodo em meio a &cido é

mostrado na figura 20.

Figura 20 - Voltamograma do ECV em H,SO, 0,1 M a 50 mV. s* e T= 25°C.
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Fonte: A autora (2023).

Um voltamograma de carbono vitreo em meio acido apresenta um comportamento
puramente capacitivo. Pequenas ondas costumam ser observadas entre 0,2-0,6 V e sdo
caracteristicos de grupos ativos formados na superficie ao longo da varredura e sdo
comumente associados a grupos carbonila e/ou quinonas que ao se formarem ativam sua
superficie (VAN DER LINDEN & DIEKER, 1980; PANZER & ELVING, 1975). Uma
superficie limpa produz um voltamograma livre de processos faradaicos, e, a capacitancia

observada (largura do voltamograma) é proporcional a area ativa do eletrodo.

Devido a consideravel porosidade desta espécie de carbono, a area real do eletrodo é
geralmente maior que sua area geométrica. Além disso, a magnitude dessa porosidade (area
real) tem influencia na atividade da superficie frente a espécies eletroativas. Alguns
tratamentos de superficie podem ser realizados com o intuito de aumentar a atividade da
superficie do eletrodo, e, com isso, melhorar respostas das espécies analisadas. Neste trabalho,
o tratamento de superficie descrito por Hu e colaboradores que inclui polimento do eletrodo
em placas de vidro foi utilizado como alternativa para aumentar a atividade dos extratos de
urucum nesta superficie (HU, KARWEIK & KUWANA, 1985). A realizacdo desse



69

tratamento gerou um aumento na area do superficial do eletrodo, que no voltamograma foi
observado como um aumento considerdvel na sua carga capacitiva (fig. 21-a). Além disso, 0
tratamento provocou alteracBes visuais na superficie do eletrodo que em vez de seu

acabamento espelhado tipico, assumiu um acabamento fosco/opaco.

Figura 21 - Tratamento de superficie ECV: a) alteracdo no voltamograma e b) variagédo das capacitancias:

tratamento original (T.O), tratamento de ativacéo (T.A), retorno ao tratamento original (R.T.O).
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Fonte: A autora (2023).

A baixa reprodutibilidade deste pré-tratamento e a observacdo de que seu uso ndo
alterou significativamente a atividade do extrato (mostrado nas sec¢@es seguintes) fez com que
essa técnica ndo fosse adotada e o polimento com alumina/feltro de pano como descrito na
secdo experimental foi retomado. Antes disso, sucessivos polimentos da superficie (segundo a
metodologia original) foram realizados para trazer as capacitancias dos voltamogramas para
valores proximos dos iniciais, além de restaurar o acabamento espelhado da superficie. No
retorno ao procedimento original (fig. 21-b), as capacitancias diminuiram a valores
comparaveis aos iniciais (em ordens de grandeza), porém mostraram-se menos reprodutiveis

que os observados inicialmente.
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5.2.1.3 Eletrodo de pasta de carbono (EPC)

Eletrodos de pasta de carbono sdo amplamente utilizados como eletrodos de trabalho
em pesquisas eletroquimicas. Na literatura, essas pastas sao preparadas através da mistura de
po de grafite e um aglutinante, geralmente 6leo de silicone ou mineral (parafina liquida/Nujol)
sendo esta ultima a mais utilizada. Alternativamente, um solvente orgéanico volatil é utilizado
para auxiliar na homogeneizagdo da pasta e é removido da mistura através de sua completa
evaporacdo (ZIMA, et al., 2003; SILVA, 2006; FERREIRA, et.al, 2011). Como descrito na
secdo experimental, a preparacdo da pasta de carbono foi realizada através da mistura de pé
de grafite e parafina liquida em diferentes propor¢des (m/m). O éleo mineral comercial foi
utilizado na preparacdo das pastas, no entanto, a presenga de impurezas que pudessem
interferir na qualidade das analises ndo foi observada. O cloroférmio foi adicionado a mistura

com o objetivo de auxiliar na homogeneizacgéo da pasta.

Embora a grafite seja conhecida por apresentar boa condutividade, a presenca do
6leo mineral adiciona certa resisténcia elétrica ao eletrodo. Assim, diferentes proporcdes dos
componentes dessa pasta sdo apresentadas na literatura e cabe ao pesquisador avaliar qual
proporcdo é mais adequada para o seu sistema (PALLESCHI, et al., 2003). Neste trabalho,
algumas proporgdes de pé de grafite e 6leo mineral (m/m) foram avaliadas considerando seu
desempenho em uma sonda eletroquimica como o ferro/ferricianeto de potassio. O sistema
ferri/ferro apresenta um comportamento reversivel quando em solucéo e esse comportamento
amplamente conhecido foi utilizado para avaliar a condutividade das pastas através de sua

resisténcia (ou ndo) a transferéncia de elétrons desse par redox.

As pastas de carbono foram preparadas nas propor¢des grafite/6leo mineral 60:40,
70:30 e 80:20 (m/m) e seus desempenhos em solucdes de ferro/ferricianeto de potassio 1 mM

em KCI estéo dispostas na figura 22:
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Figura 22 - Voltamogramas do [Fe(CN)g]*’* 1 mM em KCI 0,1 M em eletrodos de pasta de carbono em

diferentes proporcdes (m/m) de grafite e 6leo mineral. v=50 mV.s'e T = 25 °C.
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Fonte: A autora (2023).

A resisténcia conferida a pasta pelo 6leo mineral foi facilmente observada nos
voltamogramas do ferri/ferrocianeto em KCI através das separacfes de pico de suas reacdes
de oxidacdo e reducdo. A presenca de 6leo mineral em maior quantidade proporcionou uma
separacdo de pico em torno de 435 mV, um valor exorbitantemente maior do valor esperado
de 60 mV para sua reacao reversivel (BARD & FAULKNER, 1980). Embora diminuir a
guantidade de 6leo na pasta tenha diminuido essa separacdo para menos da metade do valor
inicial, este ainda estd bem distante dos parametros ideais. Voltamogramas altamente
resistivos para a transferéncia de elétrons do ferri/ferrocianeto em EPC’s também foram
observados por Zamarck que associou a resisténcia da pasta de carbono a diminuigéo da taxa
de transferéncia de elétrons do par redox (ZAMARCHI, 2019) .Uma pasta com a propor¢ao
90:10 (m/m) foi preparada, mas a baixissima quantidade de Oleo presente prejudicou a
integridade da mesma tornando-a seca, quebradica e de dificil compactacdo. Como o intuito
desta investigacdo € apenas encontrar a proporcao da pasta que fornece menor resisténcia e
mantém sua integridade, a proporcao grafite/6leo mineral de 80:20 foi escolhida para realizar

a avaliacdo eletroquimica do extrato.
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5.3 Avaliacéo eletroquimica do urucum

As andlises voltamétricas do urucum foram realizadas através da técnica “drop
casting” que consiste em depositar 0 analito dissolvido em um solvente volatil na superficie
do eletrodo e analisar eletroquimicamente o filme formado apds sua evaporacdo (GAO, et a.,
2021; PAVINATTO, et al., 2022). Os extratos foram depositados na superficie dos eletrodos
de ouro, carbono vitreo e pasta de carbono.

5.3.1 Eletrodo de ouro

A adicdo dos extratos de urucum a superficie do eletrodo produz um filme de
coloragdo laranja que é insollvel em &gua e s6 é removido através de procedimentos de
limpeza. O extrato de urucum em etanol foi o primeiro a ser avaliado eletroquimicamente e 0s

perfis inicialmente obtidos sdo mostrados na figura 23.

E bem conhecido na literatura que o etanol apresenta atividade eletroquimica no
eletrodo de ouro (TREMILIOSI-FILHO, et al., 1998; LA, et al., 2010; ABREU, 2012). Um
volume de etanol puro foi evaporado na superficie do eletrodo e o perfil eletroquimico foi
registrado para verificar a atividade de possiveis residuos do solvente e podé-las distinguir do
perfil do extrato (fig. 23-a). A evaporacdo do solvente na superficie blogueia a atividade do
ouro, que pode ser notado pela diminuicdo nas intensidades das correntes de formacéo e
dissolucdo do Oxido do metal e atraves do deslocamento dos seus potenciais de oxidagdo e
reducdo para valores mais positivos. Além disso, a carga anddica no eletrodo com o solvente
evaporado é ligeiramente maior que a carga catodica indicando a presenca de residuos

eletroativos na superficie.
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Figura 23 - Voltamogramas dos filmes depositados (10 pL) de: a) etanol puro (1° ciclo), b) extrato em
EtOH antes da alteracéo da superficie (P1), ¢) extrato em EtOH depois da alteracdo da superficie (P2) e d)
perfil do extrato (P2) com a janela de potencial ajustada. Superficie de ouro em H,SO, a 50 mV.s™* a 50
mV.s'e T =25°C.
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Fonte: A autora (2023).

Como citado na sec¢do 5.2.1.1, o tratamento dado a superficie do eletrodo de ouro
alterou suas caracteristicas a medida que sucessivos experimentos eram realizados. Essa
alteracdo modificou a atividade eletroquimica do extrato nesta superficie, e,
consequentemente modificou o perfil voltamétrico observado. Inicialmente, o perfil do filme
de extrato de urucum em etanol formado na superficie apresentava um intenso pico de
oxidagéo 1,3 V (fig. 23-b) durante o primeiro ciclo da varredura. Em ciclos posteriores, uma
reducdo da intensidade da corrente de oxidacgdo era observada, e, esta corrente tendia a ficar
constante a medida que sucessivos ciclos eram realizados. Em todos os ciclos, um pico de
reducdo proximo a 0,9 V € observado; como esse pico é associado a reducdo do oxido de
ouro, sua presenca indica que a corrente anodica (no primeiro ciclo) possui contribuicdes de

oxidagdo do extrato e do ouro sendo este reduzido quando a varredura tem seu sentido
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invertido. A intensidade do pico catddico quase ndo se altera entre primeiro e o segundo ciclo.
Além disso, as cargas catddicas e anddicas a partir do segundo ciclo sdo similares e indicam
que a corrente anddica ap6s o primeiro ciclo é relativa a oxidacdo do ouro e todo o extrato é

oxidado na primeira varredura.

Com a mudanca nas caracteristicas da superficie do eletrodo de ouro, a atividade do
extrato em etanol diminuiu consideravelmente. Diversos experimentos (ndo mostrados) para
verificar se esta alteracdo estava associada ao procedimento experimental (contaminacao de
vidrarias e reagentes, influéncia do ambiente) ou ao extrato (extracdo, solvente, lote de
sementes) foram realizados e todas as rotas produziram voltamogramas semelhantes ao da
figura 23-c. Uma corrente anodica é observada no primeiro ciclo e diminui drasticamente nos
demais. A presenca de um pequeno pico de reducdo indicava que o ouro ainda estava sendo
oxidado, embora em menor quantidade. No entanto, a magnitude dessas correntes é quase
cinco vezes menor que as observadas inicialmente. Este comportamento pode estar associado,
a mudanca nas caracteristicas da superficie do eletrodo descritas na sessao de tratamento de
superficie. Nas condicBes experimentais adotadas, € possivel que o ouro e os defeitos de sua
superficie tenham um papel importante como catalisador da oxidacdo do extrato de urucum, e,
a medida que a area superficial do eletrodo € alterada, sua atividade catalisadora também é. O
perfil inicial para o extrato ndo foi obtido novamente, assim como as condic6es de superficie
(rugosidade) anteriores ndo foram observadas, o que colabora com a teoria de que a atividade
do extrato de urucum esta intimamente relacionada ao estado da superficie do eletrodo de

ouro.

Embora a mudanca do perfil do extrato tenha proporcionado uma perda de resolucéo
de sinal com a mudanga de um pico bem definido para uma onda de oxidacdo, também é
possivel notar que a oxidacdo do extrato passou a ocorrer na regido da dupla camada elétrica
iniciando sua oxidagdo em 0,736 V. O intervalo de varredura foi diminuido para que a
contribuicdo da oxidagdo do ouro (observada no pico de reducdo durante a varredura inversa)
fosse removida (fig.23-d). Com isso, toda a corrente de oxidagédo observada € exclusivamente
do extrato depositado. Esse perfil voltamétrico indica que o extrato de urucum depositado na
superficie do eletrodo é oxidado irreversivelmente, a medida que sucessivos ciclos sdo
realizados toda a substancia é oxidada e o produto dessa oxidagdo é eletroquimicamente

inativo e isola a superficie do eletrodo dificultando a passagem de elétrons.

O extrato em MeCN foi avaliado em condi¢des semelhantes. Informag6es sobre a

influéncia da superficie na sua atividade ndo foram obtidas, pois, o extrato foi avaliado no
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periodo em que a modificacdo da superficie ja havia sido observada (periodo P2). O perfil

voltamétrico do extrato é mostrado na figura 24:

Figura 24 - Voltamogramas dos filmes em superficie de ouro em H,SO, 0,1 M a 50 mV.s™: a) 10 pL de
acetonitrila puro (1° ciclo) e b) 10 pL de extrato em acetonitrila.
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Fonte: A autora (2023).

A adicdo de solvente puro a superficie do eletrodo foi realizada com o intuito de
diferencia-lo do perfil do extrato. Apenas uma diminuicdo da corrente capacitiva foi
observada, possivelmente por um bloqueio causado por espécies remanescentes (fig. 24-a). A
oxidacdo do extrato teve seu inicio em 0,678 V (fig. 24-b). De forma semelhante ao
observado para o extrato em etanol, uma oxidacgéo intensa ocorre no primeiro ciclo e um perfil
de blogueio é observado nos demais. No entanto, algumas diferengas podem ser notadas:
durante a oxidacdo a curva apresenta umas ondulacfes que ndo sdo observadas no perfil do
extrato em etanol; essas ondulagdes podem indicar diferentes etapas no processo de oxidacao
do extrato nessas condicdes. A partir de 0,9 V a corrente de oxidagdo deixa de aumentar
proporcionalmente ao potencial e atinge um patamar como uma espécie de “corrente limite”
um comportamento que costuma estar associado a transformacdes eletroquimicas afetadas por
transporte de massa. Embora ndo seja um perfil tipico de espécies adsorvidas em superficie
onde apenas processos de transferéncia de carga sdo esperados, o voltamograma sugere que a
oxidacdo do extrato nessas condicOes possui caracteristicas de estado estacionario. Além

disso, as correntes de oxidacdo do extrato em acetonitrila sdo quase a metade das observadas
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para o extrato em etanol, indicando que o extrato obtido nessas condi¢bes apresenta uma

menor atividade eletroquimica nesta superficie.

Perfis voltamétricos semelhantes aos descritos até aqui foram observados por Banica
e colaboradores (2002) em eletrodos de ouro modificados com camadas automontadas de [3-
caroteno funcionalizado. Neste trabalho, os sinais do substrato oxidando juntamente com a
oxidacdo do ouro e sozinho na dupla camada sdo observados simultaneamente durante
obtencdo do voltamograma ciclico. Para o primeiro sinal, uma oxidacao intensa no primeiro
ciclo seguido de uma diminuicdo nos demais é observada juntamente com o pico de reducao
do ouro. No segundo sinal, uma oxidacdo irreversivel é observada no primeiro ciclo e a
corrente de oxidagédo atinge uma “corrente limite” semelhante ao observado neste trabalho. Os
autores consideram esta oxidagdo caracteristica de carotenoides com substituintes oxigenados
(BANICA, et.al, 2002).

Tentativas de variar a concentracdo do extrato na superficie através da deposicao de
volumes variados de extrato ndo apresentaram resultados satisfatorios. As medidas realizadas
desta forma mostraram-se irreprodutiveis, e, esta irreprodutibilidade estd relacionada a
limitaces da técnica de deposicdo (COMPTON, et al, 2020). Ao adicionar volumes
diferentes, o espalhamento do extrato ndo fica contido na superficie do eletrodo e, desta
forma, quantidades diferentes de substdncia ficam retidas na superficie ativa em cada
repeticdo. Por outro lado, adicionar sucessivas camadas de extrato, faz com que o solvente de
cada nova camada dissolva a anterior proporcionando padrbes diferentes de cobertura da
superficie, e com isso, afetando a reprodutibilidade dos experimentos. A irreprodutibilidade
observada é uma das limitacdes da técnica de drop-casting e costuma estar associada aos
padrdes de espalhamento e secagem da substancia depositada além da interacdo do solvente
com a superficie (TORRES, SOARES, & PAVINATTO, 2022).

5.3.1.1 Variagéo da velocidade de varredura.

A velocidade de varredura é um dos parametros que podem ser alterados para avaliar
0 comportamento do extrato em superficie. A figura 25 mostra o efeito desta variacdo nos
voltamogramas dos extratos em etanol e acetonitrila. E possivel observar um aumento nas
correntes de oxidacdo do extrato a medida que a velocidade de varredura aumenta. Para o

extrato de urucum em etanol, observa-se uma diferenca no formato das curvas ao sair da
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velocidade de varredura mais baixa para a mais alta. Enquanto na primeira as curvas parecem
atingir um patamar no valor da corrente, a partir de 20 mV.s™* esse perfil ndo é mais
observado e isso pode ser um indicativo de que ha alteracGes na transferéncia de elétrons da
substancia conforme a velocidade de varredura é alterada (fig.25-a). Para o extrato em MeCN
(fig.25-b), a corrente com um comportamento de “corrente limite” é observado em todas as
velocidades de varredura, as correntes também aumentam com a velocidade e ondulagdes no
inicio da curva sdo observadas a medida que o voltamograma é registrado, diferente do

observado para o extrato em EtOH.

Figura 25 - Efeito da velocidade de varredura no voltamograma e na corrente de oxidacéo do filme do
extrato (10 pL) na superficie do eletrodo de ouro em H,SO,4 0,1 M (1°Ciclo): (a) e (c) em EtOH e (b) e (d)
em MeCN (b) e (d).
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Um dos pardmetros mais avaliados nos voltamogramas para obter informagdes sobre
o analito é a corrente de pico, l,, a corrente maxima observada durante a oxidagéo/redugéo de
uma determinada substancia. Embora um aumento nas correntes seja observado com a
variacdo da velocidade de varredura, uma corrente de pico ndo pode ser obtida uma vez que a
oxidagdo do extrato ndo exibe o perfil de um pico, e, sim, uma onda de oxidacdo. Perfis
semelhantes sdo observados em de substancias naturais avaliadas eletroquimicamente e que
possuem oxidacao irreversivel (DOMENECH-CARBO & DOMINGUEZ, 2015; CIZMEK &
KOMORSKY-LOVRIC, 2019). No entanto, a corrente de oxidacdo desse extrato pode ser
avaliada através da variacdo da corrente de oxidacdo com a velocidade de varredura a um
potencial fixo. Assim, fixando o potencial em um valor onde a oxidacdo ja esta avancada e
razoavelmente antes do ponto de retorno da varredura (fig. 25- a e b), a variacao da corrente
de oxidacdo dos extratos com a velocidade de varredura pode ser obtida. Adotando esse
procedimento e fixando o potencial em 1,0 V, observou-se uma dependéncia linear entre as
correntes de oxidacéo e a velocidade de varredura para o extrato em EtOH (fig. 25-c) e para o
extrato em MeCN (fig. 25-d). Esse € um comportamento esperado para espécies adsorvidas na

superficie, como é o caso dos filmes analisados neste trabalho.

O potencial no qual inicia a oxidacao dos extratos (Eox) é estimado através do ponto
de intercessao das retas tragadas: uma na linha de base do voltamograma e outra na linha de
oxidacdo do extrato. O potencial de oxidacdo nessa superficie ndo apresenta uma tendéncia
clara a medida que a velocidade de varredura ¢ alterada. Para ambos os extratos, costuma ter
valores menores para as velocidades mais baixas e aumentar ligeiramente para as velocidades
mais altas, indicando que em velocidades mais altas, a barreira energética para a oxidacéo do

extrato é maior e o processo tende a ser mais irreversivel.

Tabela 6 - Variacdo do potencial de oxidacéo (E.y) dos extratos com a velocidade de varredura

em eletrodo de Au.

Velocidade
(mV.s™)

Extrato

EtOH 0,70+ 0,01 0,69 + 0,01 0,72+ 0,01 0,74 +0,01
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MeCN 0,65+0,02 0,69+0,01 0,67 +0,01 0,67 +0,01

Fonte: A autora (2023).

5.3.1.2 Variacdo do eletrolito

A avaliagdo do extrato em Na;SO, 0,1M (pH=7) foi realizada com o intuito de
verificar a interacdo do extrato com o meio e sua influéncia na forma como o0 mesmo oxida. A
oxidacdo do ouro em meio neutro é representado na figura 26-a através de seu voltamograma
tipico: a oxidagdo do ouro em 0,8 V e sua redugdo na varredura inversa em duas etapas em
(SRINIVASAN, SAIBI, & MEETHAL, 2022). A evaporacdo de etanol puro na superficie
provocou uma alteracdo no potencial de oxidacdo do ouro e em suas correntes de oxidacédo e
reducdo, indicando um blogueio de superficie, no entanto, ambos os perfis sdo facilmente

distinguiveis da oxidacdo do extrato nessas condigdes.

A oxidacdo do extrato nesta superficie resulta em um perfil semelhante ao observado
para o extrato em meio acido: uma onda de oxidacdo intensa no primeiro ciclo que tem sua
intensidade consideravelmente reduzida nos ciclos seguintes (fig. 26-b). No entanto, uma
comparagdo dos voltamogramas dos extratos em ambos os meios (fig.26-c) permite notar que
enquanto a oxidagdo do extrato em meio acido tem seu inicio em 0,745 V, em meio neutro
essa oxidacdo inicia em 0,445 V, uma diferenca de 300 mV. Além disso, maiores correntes de
oxidacgéo sdo observadas em meio neutro. O aumento das correntes de oxidagdo do extrato em
conjunto com a diminuicdo do potencial de oxidacdo, indica que a atividade eletroquimica do

extrato de urucum nessas condicdes é facilitada.
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Figura 26 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de Au em Na,SO,4 0,1M (pH = 7): a) branco e 10 pL de
EtOH evaporado na superficie (1° ciclo), b) filme do extrato em EtOH (10puL), ¢) Comparacdo meio
neutro e acido (1° ciclo) e d) efeito da velocidade de varredura (1° ciclo).
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Fonte: A autora (2023).

De forma semelhante ao observado em meio acido, diminuir a velocidade de
varredura tem um efeito significativo sobre o formato do voltamograma do extrato (fig.26-d).
Em velocidades mais baixas, a corrente de oxidacdo tende a atingir um patamar, uma
“corrente limite”, além disso, pequenas ondulagdes durante o inicio da oxida¢do sdo mais

perceptiveis quando o experimento é realizado a baixa velocidade.

5.3.2 Eletrodo de carbono vitreo (ECV)

Os filmes de extratos de urucum também foram avaliados em eletrodo de carbono
vitreo. A evaporagdo de etanol puro na superficie (fig. 27-a) teve apenas um efeito de
diminuicdo da carga capacitiva do eletrodo, possivelmente por bloqueio de sua superficie, de
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forma semelhante ao observado na superficie do ouro. Com a adicdo de extrato a superficie
(fig. 27-b), uma oxidacgdo irreversivel foi observada iniciando em 0,70 V e essa oxidacdo
ocorre apenas no primeiro ciclo e um perfil capacitivo é observado nos demais. O filme
depositado na superficie permanece visivel ao fim dos experimentos, indicando que o produto
gerado ap6s a oxidacdo do extrato permanece na superficie, porém é eletroquimicamente

inativo.

Figura 27 - Voltamogramas do ECV em H,SO, 0,1 M a 50 mV.s e T= 25 °C: a) 10 pL de EtOH puro (1°
ciclo) e b) 10 pL de extrato em EtOH evaporados na superficie.
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Fonte: A autora (2023).

Como mencionado na secdo 5.2.1.2, um tratamento de superficie foi dado ao eletrodo
de carbono vitreo na tentativa de melhorar a atividade eletroquimica observada para o extrato.
O procedimento adotado, apesar de aumentar significativamente a area superficial do
eletrodo, ndo se mostrou satisfatério em termos de reprodutibilidade e atividade do extrato.
Mesmo retornando ao tratamento de superficie original, a mudanca provocada na superficie
ndo foi totalmente revertida e a carga capacitiva do eletrodo permaneceu maior que a
observada anteriormente (fig. 28-a) embora sua reprodutibilidade estivesse satisfatdria. As
principais alteragcdes do tratamento de superficie no perfil do extrato foram o aumento da
corrente de fundo (capacitiva) e uma diminuicdo da resolucdo da onda de oxidacgao do extrato
onde as pequenas ondulagdes presentes no voltamograma deixaram de ser observadas (fig. 28-
b).
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Figura 28 — Voltamogramas do ECV em H,SO, 0,1 M a 50 mV.s! apos o retorno ao tratamento de
superficie original (1° ciclo): a) branco e b) 10 pL do extrato em EtOH evaporado na superficie .
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Fonte: A autora (2023).

Tentativas de variar a concentragdo do extrato na superficie ndo foram bem
sucedidas, pois assim como na superficie do ouro, a formagdo do filme do extrato na

superficie apresenta os mesmos problemas de reprodutibilidade proporcionados pela técnica

de evaporacao.

5.3.2.1 Efeito da velocidade de varredura

O efeito da velocidade de varredura sobre o voltamograma dos extratos em etanol e
acetonitrila é mostrado na figura 29.

Figura 29 - Efeito da velocidade de varredura no voltamograma do filme do extrato (10uL): (a) em EtOH
e (b) em MeCN
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E possivel observar um aumento nas correntes de oxidagio dos extratos & medida que
a velocidade de varredura aumenta, esse aumento como observado para o eletrodo de ouro, é
linear e caracteristico de espécies confinadas na superficie. A tendéncia das correntes de
atingirem um patamar é novamente observada para as velocidades mais baixas (até 10 mV.s*
para o extrato em EtOH e 5mV.s™” para o extrato em MeCN), indicando que 0 mecanismo de
oxidacdo do extrato nesta superficie também possui caracteristicas de estado estacionario a

baixas velocidades de varredura.

O potencial de oxidacdo dos extratos é afetado ligeiramente a medida que a
velocidade de varredura € alterada e tendem a aumentar com o aumento da velocidade de
varredura (Tab.7), de forma similar ao observado na superficie do eletrodo de ouro indica um

aumento na irreversibilidade do processo de oxidagédo do extrato.

Tabela 7 - Variacéo do potencial de oxidacéo (E.) dos extratos com a velocidade de varredura

em ECV.
Velocidade
(MmV.s™) 1 5 10 20 50
Extrato
EtOH 0,55+0,01 0,68 + 0,02 0,69 £ 0,01 0,68 £ 0,03 0,74 +£0,01
MeCN 0,58 £ 0,03 0,59+0,01 0,69 £ 0,02 0,72 £0,01 0,70+ 0,01

Fonte: A autora (2023).

5.3.2.2 Efeito do pH

Como os extratos em etanol e acetonitrila apresentam perfis voltamétricos
semelhantes, apenas o primeiro foi avaliado quanto a influéncia do pH. Iniciando pelo branco
(fig. 30-a), o aumento do pH mostrou influenciar a capacitancia do voltamograma do ECV

diminuindo seu valor.
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Figura 30 - Efeito da variagdo pH no voltamograma do ECV a) do branco, b) filme de extrato em EtOH
(10uL) , c) no potencial de oxidacdo. Ph = 1 a5 — H,SO,, pH = 7— Na,SO4, v=50 mV.s' e

T =25°C
8| —pH=1 ] =—— pH=1
|—pH=3
4_—pH=5
—_— 07 —
Z 2
= 41 —_
-8
-12 4
a) 0,0 0,4 0.8 12 b 1.2
E (V)
0,74
v=0,744 - 0,045x
R’=0,995
0.6
S
2 ac
= 0.5
0,44
c) 1 2 3 4 5 6 7

Fonte: A autora (2023).

Para o extrato (fig. 30-b), aumentar o pH provocou uma alteracdo nos valores
observados para as correntes e potenciais de oxidacdo que tendem a diminuir com o0 aumento
do pH. Os potenciais de oxidacdo sdo deslocados para valores menores a medida que o pH da
solugédo é continuamente aumentado. O fato do potencial de oxidacdo ser alterado com o
aumento do pH, impossibilita a avaliagdo da corrente de oxidacdo a potencial fixo adotada

neste trabalho.

A variagdo do potencial de oxidacdo com o pH segue um comportamento linear
(fig.30-c). A equacdo que descreve a dependéncia dos potenciais de oxida¢do do extrato de

urucum em EtOH com a variacao do pH é:
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EOX = 0,744 = 0,045pH

Considerando a relagdo entre a variacdo do potencial e o pH dada pela equacdo de
Nernst (BRETT & BRETT,1993; WOLYNEC, 2013):

g po_ ZBORT (4)

nkF
A inclinacdo da reta fornece a relacdo entre protons e elétrons transferidos por
unidade de pH. A inclinacdo de 45 mV.pH™ para dependéncia do potencial de oxidagio com o
pH proporciona um n= 1,3 e sugere um mecanismo oxidacdo com uma relacdo unitaria entre
prétons e elétrons (SMITH, 2006; OLIVEIRA-BRETT, et.al, 2004; MOUCHREK-FILHO,
CHIERICE, & MARQUES, 1999). Além disso, o coeficiente linear da equacéo 4 fornece o
potencial padrdo do eletrodo que para o extrato de urucum na superficie do eletrodo de

carbono vitreo é E® = 0,744V.

Embora a diminuicdo do potencial de oxidacdo com aumento do pH indique uma
maior facilidade de oxidacdo do extrato na superficie do eletrodo, a diminuicdo da definicdo
da onda e das correntes de oxidacdo mostram que a oxidacdo do extrato é influenciada pela
presenca de fons H*, indicando que estes assumem um papel importante no mecanismo de
oxidacdo do mesmo . Desta forma, a escolha do pH trabalhavel deve ser realizada de acordo

com o parametro desejado em cada analise (AZEVEDO, 2014;).

5.3.3 Eletrodo de pasta de carbono (EPC)

O eletrodo de pasta de carbono foi uma das superficies utilizadas para avaliar o perfil
do extrato de urucum em etanol. De forma semelhante aos eletrodos anteriores, volumes de
extrato foram adicionados na superficie e avaliados eletroquimicamente apds a completa
secagem. No entanto, diferente dos eletrodos anteriores o filme ap6s secagem ndo é
observado, isso se deve ao fato de que o extrato adicionado penetra na cavidade do eletrodo e

mistura-se a pasta durante sua evaporacao.

Como comentado na se¢do 5.2.1.3, a presenca do 6leo mineral no EPC introduz certa
resisténcia a pasta que pode ser vista através de uma diminui¢do consideravel das correntes

capacitivas caracteristicas de eletrodos de carbono. A adicdo de etanol puro a esse eletrodo
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ndo mostrou o surgimento de atividade eletroquimica e atuou apenas reduzindo ligeiramente

sua capacitancia (fig. 31-a).

A voltametria do EPC com extrato de urucum em etanol mostra um perfil
eletroquimico diferente do observado para os eletrodos anteriores. Durante a varredura, nota-
se 0 surgimento de trés sinais eletroquimicos: duas oxida¢des e uma reducdo (fig.31-b). A
primeira oxidacdo (Oxi-1) inicia em 0,708V, essa onda ocorre na mesma regido e possui
formato e comportamento semelhante ao observado para os eletrodos de carbono vitreo e Au,
com uma oxidacao intensa no primeiro ciclo que desaparece nos demais. A segunda oxidagédo
(Oxi-2) tem seu inicio em 0,340 V e seu sinal ocorre na forma de um pico duplo com
intensidades diferentes, esse sinal também é observado apenas no primeiro ciclo da varredura.
O terceiro sinal, a reducdo (Red-1), inicia em 0,190 V e mostra-se como uma onda que

diminui de intensidade a medida que varios ciclos sao realizados.

Figura 31 - Voltamograma do EPC em H,SO, 0,1M a 20 mV.s™: a) evaporagéo de 5uL de EtOH puro e b)

evaporacdo de 5uL do extrato em EtOH na superficie.
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Fonte: A autora (2023).

Embora o extrato usado nos experimentos com EPC seja 0 mesmo utilizado para os
eletrodos de carbono vitreo e ouro, mais sinais eletroquimicos sdo observados no EPC. Isso
pode se dar ao fato de que embora o extrato seja evaporado na superficie de todos 0s
eletrodos, no EPC, ele penetra na cavidade do eletrodo adentrando na pasta e se misturando a
ela. Isso pode garantir certa estabilidade aos componentes eletroativos presentes no extrato e

facilitar a transferéncia de elétrons dos mesmos.
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Ao verificar a existéncia desses trés sinais no voltamograma, 0 primeiro
questionamento é se 0s sinais possuem relacdo um com o outro. Para avaliar essa
possibilidade, varreduras nos trechos em que esses sinais aparecem foram realizadas para
verificar se as atividades eletroquimicas sao independentes umas das outras ou estdo
interligadas. Na figura 32, é possivel observar que os trés sinais eletroquimicos aparecem em
suas respectivas regides mesmo que a varredura ndo passe pelas regides dos demais sinais,

indicando serem respostas eletroquimicas de substancias diferentes presentes no urucum.

Figura 32 - Voltamograma dos sinais do extrato de urucum em EtOH (5 pL) no EPC em H,SO,4 0,1M a 20
mV.s™: a) oxidacdo 1 e b) Oxidagéo 2 e c) reducéo 1.
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24-
18 = 2]
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4 12 2 |
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) o 0 08 o DT T 0 0r s
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¢) 2 0,1 0,0 0.1 0,2
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Fonte: A autora (2023).

Avaliando cada sinal separadamente algumas caracteristicas puderam ser notadas: 0s
sinais de oxidacdo (fig. 32-a e b) sdo dependentes do sentido de varredura, a primeira
oxidacdo (Oxi-1) s é observada ao fazer a varredura no sentido anodico e a segunda oxidagéo

sO € observada quando a varredura é realizada no sentido catodico. A reducdo (fig.32-c) é
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observada independente da direcdo de varredura realizada, no entanto, sua reprodutibilidade é

maior quando o sentido catddico é adotado.

Para investigar a natureza do sinal eletroquimico Oxi-2 cujo comportamento peculiar
mostra um processo de oxidacdo enguanto uma varredura catodica é realizada, alguns
experimentos foram realizados para verificar o efeito do intervalo de potencial, AE, sobre do
pico Oxi-2. Como mencionado anteriormente e mostrado na figura 33, este sinal
eletroquimico é observado apenas em varreduras realizadas no sentido catddico e €
independente do potencial no qual se inicia essa varredura (fig. 33-b). A influéncia do
potencial de inicio sobre a diminuicdo observada na intensidade da corrente de oxidacéo dessa
espécie ndo foi avaliada, porém o mais provavel é que essa diferenca seja causada por uma

falha de reprodutibilidade durante a realizacdo desses experimentos.

Figura 33 - Efeito do intervalo de potencial (AE) e dire¢do da varredura na observacéo do pico da espécie
eletroativa Oxi-2: a) sentido anddico e b) sentido catédico no EPC com 5 L de extrato de urucum em
EtOH em H,SO, 0,1M a 20mV.s* (2° ciclo).

—AE 1
—— AE 2

I(nA)
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44

a) g3 0.0 03 e P 0% 02 0.4
Fonte: A autora (2023)

Os potenciais de inicio da oxidagdo Oxi-2 e da reducdo Red-1 sdo muito proximos
um do outro. Com isso, em todos os intervalos de potencial utilizados para avaliar a atividade
de Oxi-2 durante a varredura anddica (fig.33-a) é possivel observar que a espécie Red-1 ja
esta reduzindo. Desta forma, é provavel que essa reducdo, ocorrendo durante a varredura
neste sentido, altere de alguma maneira a superficie do eletrodo tornando inviavel que a

substancia Oxi-2 sofra oxidacé&o.



89

5.3.3.1 Efeito da concentragdo

O fato do extrato adicionado a superficie do EPC penetrar na pasta e ndo se espalhar
pelo corpo do eletrodo permitiu que a concentracdo no mesmo fosse variada através de
alteracdo do volume do extrato adicionado. Os volumes minimo (3 pL) e maximo (10 uL)
foram definidos como menor volume possivel de ser transferido quantitativamente e 0 maior
volume adicionado sem que a pasta fosse expulsa da cavidade. A concentragdo do extrato foi

variada nesse intervalo e seu efeito do voltamograma do extrato de urucum é mostrado na

figura 34.

Figura 34 - Efeito da varia¢do da concentracdo do extrato de urucum em EtOH no EPC em H,SO, 0,1M a

20 mV.s™: a) nos voltamogramas e nas correntes b) oxidagao (Oxi-1) c) de pico (Oxi-2) e d) de redugéo

(Red-1).
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Fonte: A autora (2023).
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E possivel notar um aumento na intensidade dos trés sinais eletroquimicos & medida
que a quantidade de extrato de urucum na pasta também aumenta (fig.34-a) e esse aumento
parece seguir um padréo linear. Esse comportamento € esperado uma vez que ao aumentar a
quantidade de extrato adicionado aumenta-se a quantidade de espécies eletroquimicamente
ativas dispersas na pasta, e, a corrente gerada é diretamente proporcional as quantidades das
espécies eletroativas presentes. Assim como feito para o extrato nas superficies de Au e
carbono vitreo, as correntes para os sinais Oxi-1 e Red-1, que se apresentam como ondas de
oxidacdo e reducdo, foram e extraidas fixando o potencial em 0,8 V e -0,1V para a oxidacéo e
reducdo respectivamente (fig. 34-b e d). O sinal Oxi-2 apresenta-se na forma de um pico, e
nesse caso, a corrente extraida € uma corrente de pico (l,) convencional. Como mostrado
inicialmente, esse sinal costuma a aparecer na forma de um sinal duplo, com um pico de
menor intensidade seguido de um pico mais intenso. Esse comportamento pode significar que
0 extrato possui duas substancias com potenciais de oxida¢do muito préximos, uma em maior
quantidade que a outra ou que o sinal pertence a uma Unica substancia que oxida em duas
etapas. Na figura 34-c as correntes de pico dos dois sinais observados em Oxi-2 sdo plotadas
em funcédo da quantidade de extrato presente. O primeiro sinal (menos intenso) ndo aparece na
concentragdo mais alta de extrato e suas correntes quase ndo aumentam com o aumento da
quantidade da substancia enquanto o segundo sinal (mais intenso) aparece em todas as
quantidades adicionadas e suas correntes aumentam linearmente com o0 aumento da
concentracdo. Se os sinais pertencessem a duas substancias diferentes seria natural que ambos
0s sinais aumentassem com o aumento da concentracdo, no entanto, isso é observado apenas
para o segundo sinal (mais intenso). Isso pode ser um indicativo de que o sinal duplo (Oxi-2)
representa uma substancia eletroquimica que oxida em duas etapas e pode explicar o porqué
do primeiro sinal ndo ser observado quando a maior quantidade do extrato é adicionada, ja
que na maior concentracdo as moléculas estdo mais proximas umas das outras e a primeira
etapa, que deve acontecer rapidamente, é suprimida durante a varredura e apenas um sinal é

observado.

5.3.3.2 Efeito da velocidade de varredura

A variacdo da velocidade de varredura provocou alteragdes no voltamograma do
extrato de urucum no EPC (fig. 35-a). Houve um aumento das correntes de oxidacdo dos

sinais Oxi-1 e Oxi-2 e esse aumento parece seguir um comportamento linear (fig. 35-b e ¢),
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porém o formato dos seus sinais ndo foi alterado. Para a reducdo (Red-1), a variacdo da
velocidade de varredura alterou significativamente o formato da onda de reducgéo: para as
velocidades mais baixas, um pico de reducdo bem definido é observado, e, a medida que a
velocidade aumenta sua intensidade é diminuida e uma onda passa a ser observada. A
diferenca no formato da curva de redugéo com a variagdo da velocidade de varredura pode ser
um indicativo de que o mecanismo de reducdo ndo é favorecido nessas condicdes, e por isso,
apenas em baixas velocidades de varredura um perfil bem definido é observado. A forma
como as correntes variam ndo parece seguir uma tendéncia clara, por isso, a sua dependéncia
com a velocidade de varredura ndo foi determinada. Os potenciais de oxidacdo e reducdo das
substancias eletroativas (fig.35-d) mostraram-se independentes da velocidade de varredura.

Figura 35 - Efeito da variagéo da velocidade de varredura: a) no voltamograma do extrato de urucum em
EtOH (5 pL), nas correntes b) de oxidagdo (Oxi-1), c) de pico (Oxi-2) e d) nos potenciais de oxidacéo e
reducdo no EPC em H,SO, 0,1M:
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Fonte: A autora (2023).
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Considerando que a substancia Oxi-2 apresenta o perfil classico de uma espécie
imobilizada na superficie, com uma corrente de pico bem definida e que varia linearmente
com a velocidade de varredura, a seguinte relacdo pode ser utilizada (BARD & FAULKNER,
1980):

n? F?
I, = VATy

Onde I'o* € o recobrimento da superficie pela espécie adsorvida e pode ser escrita
como (ZARE, CHATRAEI, & NASIRIZADEH, 2010):

Q (5)

Combinando as duas equacOes, a corrente de pico em funcdo da velocidade de

varredura para espécies adsorvidas pode ser escrita na forma:

nF
I, = ﬁv ©)

Desta forma, um grafico de corrente de pico em funcéo da velocidade varredura deve
ser uma reta de inclinacdo nFQ/4RT. Utilizando a inclinacdo b = 0,373 uA.s. mV™ da reta
obtida para a espécie Oxi-2 (fig.35-c) e a carga anodica média de Q,m = 21 £ 3 uC, se obtém
n=18+0,2. Assim, a reacdo de oxidacdo da espécie Oxi-2 envolve a transferéncia de 2
elétrons. Calculos semelhantes realizados para as demais substancias ndo forneceram
resultados avaliaveis, possivelmente pelo fato das curvas de oxidacdo e/ou reducdo

apresentarem-se na forma de ondas e ndo apresentarem uma corrente de pico verdadeira.

5.3.3.3 Efeito do pH

A variacdo do pH utilizando o eletrodo de pasta e carbono provocou modificages nos
voltamogramas do branco e do extrato. No primeiro (fig.36-a), ha alteracbes nas correntes
capacitivas e na evolucdo do hidrogénio (presente na solugdo) que ocorre mais intensamente
em pH’s mais baixos onde ha maior disponibilidade de fons H*. Para o extrato, 0 aumento do
pH teve grande influéncia na intensidade e forma dos picos e ondas de oxidacdo e reducéo

(fig. 36-b). Para a onda de oxidagdo (Oxi-1), o potencial de oxidacdo tende a ser deslocado
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para valores menores, de forma semelhante ao observado para os eletrodos de ouro e carbono
vitreo, porém seu efeito nas correntes de oxidacdo da substancia ndo apresentou uma
tendéncia clara. A segunda oxidacdo (Oxi-2), mostrou ter sua ocorréncia totalmente
dependente do pH: quando pH é elevado o potencial de oxidacdo é deslocado para valores
menos positivos e a intensidade da corrente de oxidacdo diminui. O pico desaparece
completamente a medida que o pH é continuamente aumentado, indicando que a oxidacao
dessa substancia necessita da presenca de ions hidrogénio no seu mecanismo de oxidacéo, e,
por isso, sé ocorre em meios acentuadamente acidos ( AZEVEDO, 2014;LOURENCO,
2004).

Figura 36 - Efeito da variagédo da concentrac¢éo do pH nos voltamogramas a) do EPC e b) de extrato de
urucum em EtOH (5 pL) em H,SO, 0,1M a 20mV.s™:
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Fonte: A autora (2023).

Para a substancia reduzindo (Red-1), aumentar o PH mostrou ter uma grande
influéncia sobre a intensidade e formato da onda de reducdo. Em pH’s mais altos as correntes
de reducdo ficaram mais intensas e a onda ficou mais definida atingindo um pico em 0 V,

indicando que o0 mecanismo de reducédo da substancia é favorecido pela elevagédo do pH.

Tentativas de elevar o pH para valores mais basicos ndo foram bem sucedidas, pois
0s voltamogramas obtidos ndo eram estaveis e reprodutiveis. Ap6s os experimentos foi
possivel observar pequenos fragmentos de coloracdo laranja flutuando na solucéo, e, apos a

remocao do eletrodo notou-se que a integridade da pasta estava comprometida. Solucbes



94

bésicas sdo comumente utilizadas para extrair fraces sollveis (sais de bixina) do urucum
através de reacOes de saponificacdo (SILVA, 2009). Introduzir o eletrodo num meio bésico
pode ter iniciado uma pequena extracdo dos componentes do extrato na pasta comprometendo
sua integridade, alterando a estabilidade das substancias nela presente, e, com isso, afetando a

reprodutibilidade dos experimentos.

5.3.3 Cinética eletroquimica

Informacdes sobre a etapa determinante da velocidade podem ser obtidas através da
regido de Tafel dos voltamogramas ciclicos dos extratos em cada eletrodo, pois no sopé da
onda, a reacdo é essencialmente controlada por ativacdo. Esta é uma regido, para reacdes
irreversiveis onde a corrente depende exponencialmente do potencial e ndo € influenciada por
efeitos de transporte de massa. Para uma substancia que oxida irreversivelmente a inclinacédo
de Tafel, b, obtida em um grafico de log i vs 1, é dada pela equag¢do (BARD & FAULKNER,
1980; BRETT & BRETT, 1993):

logi =logi, — —(1 — Onaly ()
& Elo 23RT
)= (1— a)n,F (8)
~ 2.3RT

Onde a é o coeficiente de transferéncia, n, € 0 numero de elétrons transferidos na
etapa determinante da velocidade, F, R e T sdo as constantes de Faraday, dos gases e a
temperatura. Realizando os ajustes nas regides de Tafel (fig. 37-a) dos voltamogramas no
eletrodo de ouro policristalino em diferentes velocidades de varredura, se obtém varias retas
cujas inclinagdes medias de Tafel séo 3,704 e 3,695 para os filmes dos extratos de urucum em

etanol (fig. 37-b) e em acetonitrila (fig. 37-c), respectivamente.

E bem aceito na literatura, que o nimero de elétrons transferidos na etapa
determinante da velocidade, n, = 1 (ASADPOUR-ZEYNALLI, etal, 2007; (ZARE, et.al,
2007; COSTA, 2012). O coeficiente de transferéncia € uma grandeza relacionada a barreira

energética atribuida as reacOes durante processos de oxidacao e/ou reducado, seu valor varia de
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zero a um e pode ser utilizado para obter informagdes sobre 0 mecanismo pelo qual as reagoes

eletroquimicas acontecem. Através da equacao 8, os coeficientes de transferéncia calculados

sao o = 0,78 para o extrato de urucum em EtOH e a =

0,77 para o extrato em MeCN

depositados na superficie do eletrodo de ouro policristalino.

Figura 37 - Cinética eletroguimica dos filmes de extratos de urucum na superficie do eletrodo de Au em
H,SO, 0,1M nas velocidades de varredura de 5 mV.s™(preto), 10 mV.s™ (violeta), 20 mV.s™ (verde) e 50

mV.s™ (azul): a) Regido de Tafel analisada e ajustes de Tafel dos extratos b) em EtOH e ¢) em MeCN.
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Fonte: A autora (2023).

Procedimentos similares foram realizados para os extratos nos demais eletrodos e os

valores de coeficiente de transferéncia e corrente de troca sdo:
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Tabela 8 - Coeficientes de transferéncia e correntes de troca para os extratos de urucum em
diferentes eletrodos.

Eletrodo Extrato Regidgode  Coeficientes* a o

Tafel (V) (nA)

a=-9,537
Au EtOH 0,68-0,80 b=3,704 0,78 0,29
MeCN a=-9,571 0,77 0,27

b = 3,695
a=-7,896 0,86 12,7

EtOH b=2,332

Cv 0,7-0,8

MeCN a=-8,026 0,86 9,42

b=2416
EPC EtOH 0,66-0,75 a=-8,966 0,72 1,08

b=4721

* Valores médios dos coeficientes obtidos através dos ajustes de Tafel dos voltamogramas em

diferentes velocidades de varredura demonstrados por Zare, Chatraei, & Nasirizadeh (2010).

Fonte: A autora (2023).

Observando a tabela 8, os coeficientes de transferéncia para a oxidacdo do extrato
sao similares para os trés eletrodos. O valor de o para o eletrodo de carbono vitreo ¢

ligeiramente maior que para os outros dois eletrodos, indicando uma cinética diferente nesta



97

superficie. Para avaliar se essa diferenca estd associada ao material do eletrodo ou as
condigdes de sua superficie, a curva voltamétrica do extrato antes da modificacdo da
superficie do eletrodo (fig.27-b) foi utilizada para extrair o valor de o e compara-lo com o
obtido no voltamograma ap6s a modificacdo, na mesma velocidade de varredura (50 mV.s™).
O coeficiente de transferéncia observado no voltamograma antes da modificacéo da superficie
¢ o = 0,70, um valor bem proximo dos observados para os outros eletrodos. Com isso, €
possivel que a alteracdo das caracteristicas da superficie do ECV, tenha alterado a cinética de
oxidagdo do extrato, e, por isso, valores maiores de o sdo observados. A semelhanca
observada para os valores de a dos dois extratos em diferentes eletrodos sugere similaridade
de barreira energética e indica que o mecanismo de oxidacdo € o mesmo em todas as

superficies avaliadas.

Como comentado nas se¢des anteriores, 0s voltamogramas dos extratos de urucum
avaliados nas superficies de ouro e carbono vitreo apresentam uma caracteristica peculiar
quando avaliados a baixa velocidade de varredura. As correntes de oxidagdo parecem atingir
uma espécie e ‘“‘corrente limite” antes da varredura atingir seu ponto de retorno. Esse
comportamento é tipico de fendmenos cinéticos de estado estacionério. E interessante que este
perfil seja observado, pois a cinética influenciada por transporte de massa é um
comportamento exibido por espécies eletroativas em solucdo, cuja reacdo redox depende da
velocidade com a qual essas substancias caminham do seio da solucdo até a superficie do
eletrodo. Esse comportamento ndo é esperado nesse estudo, pois a espécie eletroativa é
depositada diretamente na superficie do eletrodo, e neste caso, sua cinética deveria ser
controlada exclusivamente por transferéncia de carga. No entanto, a diferenca observada no
formato da curva voltamétrica em funcdo da velocidade de varredura nos leva a considerar
que um “efeito de transporte” influencia na cinética de oxidagdo dos extratos de urucum em

superficie.

De acordo com Bard, substancias eletroativas em solugdo, possuem cinética
controlada pelo transporte de massa das mesmas até a superficie do eletrodo, e, por isso, as
correntes de seus voltamogramas atingem um patamar chamado de corrente limite “T” que é
resultado da dificuldade das espécies eletroativas de sair do seio da solucgdo até a superficie do
eletrodo. A dependéncia da corrente com o potencial nesses casos € dada pela equacdo
(BARD & FAULKNER, 1980):

_ RT I, —1
E = E1/2+ Fln i
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9)
Onde E;/; é 0 potencial de meia onda, I é a corrente limite, n € o nimero de elétrons
F, R as constantes de Faraday e dos gases e T a temperatura. Para verificar se 0s
voltamogramas dos extratos de urucum a baixas velocidades de varredura (fig. 36-a) se
ajustam bem a uma cinética controlada por difuséo, a regido dos voltamogramas mostrada na

figura 37-a foi avaliada pela equagédo 9 na forma:

I

nF
~g7(E~E1))

1+ e

Através das figuras 38- b e ¢ é possivel notar que os voltamogramas dos extratos de
urucum em EtOH e MeCN na superficie de ouro policristalino ajustam-se consideravelmente
bem & equagdo 9, indicando que a oxidacdo dos extratos € afetada por algum tipo de
transporte de massa. Resultados semelhantes também foram observados para os extratos

avaliados em superficie de carbono vitreo.
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Figura 38 - Regressdo néo linear da equacéo de transporte de massa (9) para os extratos de urucum na
superficie de Au em H,SO, 0,1M: a) Regi&o do voltamograma analisada e ajustes para as curvas dos
extratos b) em EtOH e c) em MeCN.
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Fonte: A autora (2023).

Utilizando as curvas voltamétricas dos extratos na velocidade de varredura mais baixa
onde a consideracdo de um estado estacionario € razoavel, os valores dos parametros

encontrados nos ajustes sdo:

Tabela 9 - pardmetros extraidos dos ajustes de regressdo ndo linear para os extratos de urucum

em diferentes eletrodos a baixa velocidade de varredura (5 mV.s™).

Eletrodo  Extrato I = nF/RT R?

(LA) V) (v?

EtOH 0,19+0,12 0,85+ 0,02 16,5+0,1 0,996 + 0,004

Au
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MeCN 0,11 + 0,02 0,76 + 0,03 17,4+0,2 0,991 + 0,001

EtOH 0,60 £ 0,05 0,80 £ 0,05 14,7+0,1 0,996 + 0,005

ECV

MeCN 0,55+0,10 0,69 +0,01 19,1+ 0,2 0,998 + 0,002

Fonte: A autora (2023).

Como demonstrado, os extratos de urucum parecem ter sua cinética eletroquimica
afetada por transporte de massa a baixas velocidades de varredura. Embora ndo parega fazer
sentido, uma vez que 0s extratos estdo adsorvidos diretamente na superficie do eletrodo, isso
pode indicar que alguma substancia presente na solucdo participa do mecanismo de oxidacao
dos extratos nessas superficies. Scholz e colaboradores desenvolveram um modelo para
explicar o processo de oxidacdo/reducdo de substancias eletroativas imobilizadas em
superficie (SCHOLZ, et.al, 2000). De acordo com os autores, 0 processo de transferéncia de
elétrons em um composto sélido imobilizado é caracterizado por condutividade
ibnica/eletrbnica mista que envolve uma reacdo trifasica na  interface
eletrodo/particula/eletrdlito com a transferéncia de elétrons e céations em direcdes opostas para
garantir a neutralidade do sistema (fig. 39). Desta forma, o progresso da reacao eletroquimica
pode ser descrito em termos de transferéncia de elétrons através da interface eletrodo/particula
juntamente com a entrada/saida de prétons na/da particula solida através da interface
particula/eletrolito (DOMENECH-CARBO & DOMENECH, 2006; DOMENECH-CARBO,
DOMENECH-CARBO, & SAURI-PERIS, 2005).
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Figura 39 - Esquema de transferéncia iénico-eletrénica em um sistema trifasico.

|

elétrons
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Sistema . . Tl
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Fonte: A autora (2023)

Diversos trabalhos que investigam a oxidacdo eletroquimica de produtos naturais
propdem que seus mecanismos de oxidacio envolvam prétons H* durante a transferéncia de
elétrons (CIZMEK & KOMORSKY-LOVRIE,2018; KISPERT, GAO, & LIU, 2000;). Essa
dependéncia pode ser o motivo do efeito de transporte de massa ser observado nos
voltamogramas dos extratos de urucum, uma vez que 0s ions necessarios para a oxidagdo
teriam que difundir do seio da solucdo até a superficie do eletrodo, para assim, participar da
reacdo de oxidacdo do extrato. A diferenca entre os perfis a alta e baixa velocidade de
varredura deve-se ao fato de que, varrendo o eletrodo rapidamente apenas os ions H*
imediatamente préximos a superficie participam do processo de oxida¢do enquanto quando o
potencial é varrido mais lentamente hé a necessidade de que novas espécies difundam através
da solucdo para a superficie do eletrodo, fazendo com que, nessas condicGes, a cinética de

reacdo seja influenciada pelo transporte de massa do proton.

5.4 Avaliagdes complementares

A heterogeneidade dos extratos de urucum obtidos através de extracdo simples sem
que nenhum processo de purificacdo fosse realizado torna a tarefa de identificar as substancias

eletroquimicamente ativas, desafiadora. Por isso, alguns experimentos foram realizados como
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alternativa para obter informacdes complementares dos componentes eletroativos presentes no

urucum.

5.4.1 Interacdo do extrato com a luz

Como mencionado nas sessdes anteriores, a sensibilidade das sementes de urucum e
de seus extratos a luz ja é algo bem relatado na literatura. Por isso, proteger o eletrodo da luz
durante sua secagem e formacédo dos filmes foi adotado no procedimento experimental. Para
verificar se algum dos sinais eletroquimicos observados no eletrodo de pasta de carbono era
alterado pela luz, o EPC foi submetido & exposi¢do a luz e seu voltamograma apos certo

tempo de exposicao foi registrado.

Figura 40 - EPC com extrato de urucum (5 pL) em H,SO, 0,1M a 20 mV.s™: Sem exposi¢éo a luz (preto e
vermelho) e com exposicéo a luz (azul e violeta).
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Fonte: A autora (2023).

Expor o eletrodo com extrato de urucum a luz provocou alteracbes no seu
voltamograma (fig.40). As ondas Oxi-1 e Red-1 tiveram suas intensidades reduzidas ao serem

expostas a luz. E possivel notar que a onda de oxidagdo tem sua intensidade reduzida pela
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metade quando o eletrodo € exposto a luz durante duas horas. Para a onda de reducéo, a
diminuicdo da intensidade é significativa apenas na primeira hora de exposicao a luz e quase
ndo se altera apds duas horas. A segunda oxidacdo (Oxi-2) ndo parece ser afetada pela
exposicao a luz. Esses resultados indicam que as substancias Oxi-1 e Red-1 possuem uma
estrutura quimica interage com a luz, e, a diminuicdo dos seus sinais eletroquimicos pode
indicar que as substancias sofreram degradacdo em certo grau durante a exposicao a luz e isso
diminuiu a quantidade da espécie disponivel para oxidar/reduzir durante a varredura

eletroquimica.

5.4.2 Caracterizagdo espectro-eletroquimica

A espectroscopia Raman foi utilizada como ferramenta para investigar as alteracfes
sofridas pelo extrato ap6s uma oxidacao eletroquimica. Para isso, adapta¢des na configuracao
da célula eletroquimica foram realizadas para garantir que o extrato depositado na superficie
do eletrodo pudesse ser avaliado espectroscopicamente. O esquema de deposicdo e a célula
eletroquimica avaliada sdo mostrados na fig. 41, onde 5 pL extrato de urucum em EtOH foi
evaporado na superficie de um eletrodo de disco de ouro e uma célula de cavidade foi
utilizada para a realizagdo do experimento eletroquimico. O eletrodo de disco foi utilizado,
pois, seu corpo de baixa espessura (0,5cm) permite sua utilizacdo no espectrofotdmetro.

Figura 41 - Esquema da avaliagdo espectro-eletroquimica do extrato de urucum em EtOH.
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Fonte: Adaptado de K.B.O. Silva (2022)
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A observacdo microscopica do filme de extrato de urucum depositado na superficie
nos possibilitou ter uma ideia de como as moléculas ficam dispersas na superficie do eletrodo
(fig.42). Embora a olho nu, a superficie do eletrodo pareca uniforme, uma visdo microscopica
permite verificar a presenca de ranhuras e pequenos defeitos que, como comentado nas se¢des
anteriores, aumentam sua area superficial e influencia na forma como as substancias

depositadas interagem com a mesma (fig.42-a).

Figura 42 - Imagens da superficie do eletrodo de disco de Au: a) eletrodo limpo L100x, extrato de urucum
em EtOH b) filme L100x c) filme oxidado L10x e d) filme oxidado L100x.

Fonte: A autora (2023).

A adicdo do extrato (fig.42-b) mostra que o filme depositado ndo é uniformemente
distribuido na superficie e exibe pequenos aglomerados que aparecem na forma de manchas
alaranjadas ao longo do eletrodo. A visualizacdo microscopica do extrato oxidado mostrou
alteracéo na coloracéo inicialmente observada. Uma visualizagdo menos ampliada (lente 10x,
fig. 42-c) mostra uma grande mancha escura cobrindo boa parte da superficie do eletrodo e
uma ampliacdo maior (lente 100x, fig. 42-d) permite visualizar melhor essa alteragcdo, com

varias partes de coloracdo escura, provavelmente devido a oxidacao do extrato.

Uma comparacdo entre o espectro Raman do filme do extrato de urucum em EtOH
na superficie do vidro (mostrado na sessdo 5.1.2.2) e na superficie do eletrodo de ouro é
exibida na figura 43. Com excecdo do pico em 594 cm™, atribuido ao ouro, ha uma boa
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correlacdo entre os espectros do extrato na superficie do ouro e os observados em placa de

vidro, indicativos da bixina.

Figura 43 - Comparacao entre os espectros do filme do extrato de urucum em EtOH evaporados na

superficie do vidro (Iamina de microscopio) e eletrodo de ouro.
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Fonte: A autora (2023).

A ideia por tras da técnica é obter um espectro do extrato na superficie do eletrodo,
submeté-lo a uma oxidacao eletroquimica e posteriormente registrar novamente seu espectro
para identificar possiveis alteracbes em sua estrutura. A oxidacdo do extrato de urucum na
superficie do eletrodo de disco de ouro mostrou um comportamento semelhante ao observado
para o eletrodo de ouro policristalino: a oxidag&o irreversivel do extrato ocorre na regido da
dupla camada elétrica, com uma oxidacéo intensa no primeiro ciclo e diminui¢do nos demais
(fig. 44-a).
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Figura 44 - Oxidag&o do filme do extrato de urucum em H,SO, 0,1M a 20mV.s™ : a) voltamograma (1° e

5° ciclo) e b) comparacéo dos espectros Raman antes e depois da oxidacgao .
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Fonte: A autora (2023).

O espectro obtido ap6s a oxidacdo do extrato mostrou a alteracdo de alguns sinais
obtidos anteriormente (fig.44-b). O sinal do ouro em 650 cm™ foi deslocado para 594 cm™ e
teve sua intensidade diminuida na presenca do extrato e isso pode ser devido ao bloqueio da
superficie provocado pela deposi¢do do mesmo.

Ap6s a oxidacdo do extrato notou-se o desaparecimento do pico em 862 cm™,
atribuido ao estiramento de ligagdes C-O-C, e do “ombro” em 1696 cm™ referente a carbonila.
Além disso, deslocamento do sinal em 1554 cm™, atribuido a ligagdes C=C sugere alteracdo
na instauracdo da cadeia, indicando que o extrato sofreu quebra de liga¢Ges duplas durante o
processo de oxidacao eletroquimica. O pico em 1283 cm™, atribuido a grupos C-C-H teve sua
intensidade aumentada apds a oxidacdo do extrato, isso pode ser um reflexo da diminuicdo da
instauragdo sugerida pela alteracéo sofrida pelo pico C=C (1554 cm™) durante a oxidagéo

eletroquimica.

5.5 Identificacdo das substancias eletroativas

As caracterizacOes espectroscopicas dos extratos e sementes mostram espectros

afirmativos para o carotenoide presente em maior quantidade no urucum, a bixina. No geral,
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trés sinais de substancias eletroativas foram detectados durante a avaliagdo eletroquimica dos
extratos de urucum. Dois deles foram observados apenas no EPC e devem ser oriundos de
compostos minoritarios presentes no urucum que ndo se destacaram nos espectros dos
extratos e das sementes e a falta de experimentos especificos dificulta a identificacdo dos
mesmos. No entanto, algumas propostas podem ser feitas, considerando 0S compostos
conhecidos por fazerem parte da composicdo das sementes de urucum, conforme foram

descritos na introducdo deste trabalho.

5.5.1  Substancia eletroativa Oxi-1

O sinal que aparece em todos os eletrodos utilizados entre 0,7-1,1V. As
caracterizacdes espectroscopicas em conjunto com as medidas eletroquimicas, além do fato
deste sinal eletroquimico ser afetado quando exposto a luz indicam fortemente que a oxidacao
observada nesta faixa de potencial é da bixina. Alguns trabalhos na literatura demonstram que
a oxidacéo de carotenoides em diferentes eletrodos ocorre nessa faixa de potencial e possuem
uma curva de oxidacdo semelhante a observada neste trabalho (KISPERT, GAO, & LIU,
2000; KISPERT & JEEVARAJAN, 1996; CIZMEK & KOMORSKY-LOVRIC, 2019)
inclusive para a bixina avaliada em meio organico (TAY-AGBOZO, STREET, & KISPERT,
2018).

5.5.2 Substancia eletroativa Oxi-2

Embora, ndo haja muitas informacdes que possam ajudar na identificacdo desse sinal
eletroquimico, uma particularidade de sua oxidacdo pode dar um indicio de qual substancia
pode estar oxidando: a observacdo do sinal de oxidacdo Oxi-2 depende do sentido da
varredura. Neste caso, a oxidacdo desta substancia eletroquimica s6 é observada durante a
varredura no sentido catodico. Comportamentos semelhantes com sinais de oxidagdo
enquanto uma perturbacéo no sentido de reducao é realizada, sdo observados na literatura para
a eletro-oxidacédo catalitica de alcoois. (HARDACRE, et.al, 2018; KATIKAWONG, et.al,
2009; LEE, et.al , 2006; SCHMIFT, et.al, 1996; ADZIC & SHAO, 2005). E possivel que a
dependencia da oxidagdo desta substancia com a direcdo da varredura esteja associada a
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alguma espécie de catalise no eletrodo de pasta de carbono. Como foi mencionado na sesséo
5.3.3, a ocorrencia da reducdo Red-1 durante a varredura no sentido anddico desativa o
eletrodo para a oxidacdo de Oxi-2,indicando que da alguma forma, esta oxidacdo depende do
estado da superficie, e esse pode ser o motivo deste sinal ndo ser observado nas demais

superficies avaliadas.

Dentre as substancias presentes no urucum, o geranilgeraniol, seu 6leo essencial, é
um alcool de cadeia longa (diterpeno) presente em grande quantidade no urucum e extraido
em meio apolar, pode ser a substancia oxidando entre 0,3-0,1 V. A dificuldade de identificar
sinais dessa substancia nos espectros de infravermelho das sementes e dos extratos pode ser
um reflexo da simplicidade de sua estrutura, que apresenta picos de absorcdo em regides
semelhantes ao da bixina e por isso podem estar confundidos em seus espectros (SDBS N°
10569, 2022). Além disso, a imensa maioria dos trabalhos que avaliam a oxidacédo
eletroquimica de alcoois, o fazem em meio acido e descrevem em seus mecanismos o
envolvimento de prétons e transferéncia de dois elétrons durante o processo de oxidacao
(LEE, UMEDA, & UCHIDA, 2006; (ADZIC & SHAO, 2005). Como foi demonstrado nas
sessfes 5.3.3.1 e 5.3.3.3, o sinal Oxi-2 oxida através da transferéncia de dois elétrons e é
altamente dependente do pH ocorrendo apenas em meios consideravelmente acidos. Esses
indicios contribuem para a possibilidade deste sinal representar a oxidacdo do geranilgeraniol,
no entanto, mais estudos devem ser feitos para que uma afirmacdo mais categérica possa ser

feita.

5.5.3 Substancia eletroativa Red-1

A terceira substancia eletroativa observada no extrato de urucum sofre uma reducgéo
irreversivel entre 0,1 e -0,2 V. As principais informagdes obtidas neste trabalho sobre esta
espécies foram: a dependéncia com pH, tendo sua reacdo favorecida em valores mais altos, a
melhora de resolucao do sinal em velocidades mais baixas e a diminui¢do do seu sinal quando

0 extrato depositado é exposto a luz antes do experimento eletroquimico.

Dentre as classes de substancias presentes no urucum com atividade eletroquimica
conhecida na literatura hd o flavonoide apegenina, no entanto sua estrutura quimica nao
mostras muitos grupos funcionais susceptiveis a oxidacao. De fato, as maiorias dos trabalhos

verificam a oxidagdo dos grupos cetbnicos presentes nas cadeias moleculares dos flavonoides
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(BRETT & JANEIRO, 2004; BRETT & GHICA, 2005; MILICEVIC, MILETIC, &
JOVANOVIC, 2019). Deste modo, é pouco provavel que o sinal de reducdo observado seja

referente a esta espécie.

Alguns estudos sobre a eletroquimica de carotenoides observam picos de reducédo
qguando avaliados em meio organico. A maioria dessas reducdes sdo atribuidas a
reversibilidade dos cations radicais formados (FOCSAN, PAN, & KISPERT, 2014,
(KISPERT & JEEVARAJAN, 1996; SAMOKHVALOQV, et.al, 1975). Entretanto, o fato de
todas a atividades eletroquimicas observadas neste trabalho serem irreversiveis afasta essa
ideia.

Como demonstrado na sessdo 5.4.1, a onda de reducdo do extarto de urucum também
¢ afetada pela exposicdo a luz, uma caracteristica comum de carotenoides. Mairanovsky e
colaboradores avaliaram que embora os carotenoides possuam propriedades doadoras de
elétrons mais fortes, em certas condi¢cBes podem atuar como aceitadores de elétrons e
reduzirem através da formacéo de anions e anions radicais (MAIRANOVSKY, et.al, 1975).
Como esta reducdo ocorre independente da bixina ser oxidada durante a varredura, duas
possibilidades podem ser exploradas: a reducdo pode ser de outro carotenoide presente nas
sementes de urucum, a norbixina, que possui um grupo acido em cada extremidade da cadeia
ou o fato da bixina apresentar diferentes grupos oxigenados em suas extremidades faz com
que a parte &cida da molécula esteja suscetivel a processos de reducdo. Desta forma, é
possivel que a espécie que reduz entre 0,1 e -0,2 V seja um dos carotenoides, no entanto assim
como sugerido para a substancia Oxi-2, mais experimentos Sdo necessarios para investigar e

confirmar a natureza deste sinal eletroquimico.

5.6 Consideragdes sobre o mecanismo de oxidacao da bixina

Como mencionado na introducdo, a maioria dos trabalhos académicos descrevem o0s
mecanismos de oxidacdo de carotenoides através da producdo de céations radicais
extremamente reativos. Dependendo do meio utilizado, esses radicais sdo estabilizados por
tempo suficiente para que uma reacao reversivel seja observada. No entanto, 0 mais comum é
que a alta reatividade faga com que 0os mesmos reajam rapidamente reorganizando sua

estrutura e apresentando uma eletroguimica de reacdo irreversivel (KISPERT &
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JEEVARAJAN, 1996). De fato, todas as substancias eletroativas observadas neste trabalho

mostraram sinais eletroquimicos irreversiveis. Considerando a estrutura quimica da bixina:
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que teve sua oxidacdo entre 0,7-1,1V identificada atraves das caracterizacdes eletroquimicas e
espectroscopicas, a irreversibilidade observada para a sua oxidacdo pode estar associada a
reatividade dos radicais formados que, em meio aquoso, sdo rapidamente protonados. No
entanto, a oxidacdo da bixina observada neste trabalho sugere um mecanismo de oxidagéo
ligeiramente diferente observado na literatura. Enquanto a maioria dos estudos aponta que a
oxidacdo de carotenoides ocorre através da formacéo de cations radicais formados pela quebra
de ligacGes duplas ao longo da cadeia carbdnica, a caracterizacdo espectroscépica apos a
oxidacdo eletroquimica do extrato sugere que além de alteracdes na insaturacdo da cadeia, ha
mudancas na configuracdo molecular associada as ligacbes carbono-oxigénio. Ambas as
extremidades da molécula apresentam grupos oxigenados, porém a extremidade acida ja esta
na sua forma mais oxidada. Desta forma, é possivel que a oxidacdo da bixina se inicie em
alguma insaturacdo proxima a extremidade éster e que durante a aplicagdo do potencial no
eletrodo a conjugacédo do sistema favorega o envolvimento do grupo oxigenado no processo
de oxidacdo da molécula, e, com isso, um mecanismo de oxidacao diferente do indicado pela
literatura com reacGes acontecendo apenas ao longo da cadeia carbdnica, seja observado.
Considerando que esse mecanismo deve transformar o grupo éster em um grupo &cido, €
possivel que a oxidacdo observada seja uma conversdo eletroquimica de bixina em norbixina,

ja que esta possui um grupo acido em cada extremidade da cadeia carbonica.

5.7 Determinagao do poder antioxidante do extrato de urucum

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma ferramenta bastante utilizada para
avaliacdo de compostos naturais por sua boa sensibilidade e sinal (um pico) que facilita a
interpretacdo e analise dos dados. O EPC com extrato de urucum em etanol foi avaliado por

VPD e o voltamograma é mostrado na figura 45. Dois sinais de oxidacdo podem ser vistos nas
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mesmas regides observadas na voltametria ciclica, no entanto, algumas caracteristicas

experimentais devem ser destacadas:

O sentido da varredura tem influéncia sobre a observacdo dos dois picos no
voltamograma: realizando a varredura de potencial dos valores negativos para 0s
positivos apenas o pico Oxi-1 é observado e varrendo do potencial positivo para o
negativo apenas o pico Oxi-2 é observado, por esse motivo, o registro de ambos 0s
picos foram realizados separadamente, como indicado pelas setas azuis. A reducéo

(Red-1) n&o é observada em qualquer sentido de varredura adotado.

O pico de oxidacdo Oxi-1 sempre aparece como um sinal duplo em forma de ondas.
Para identificar se o sinal se trata da oxidacdo de duas espécies com potenciais de
oxidacdo proximos ou uma espécie oxidando em duas etapas, alteracfes nos
parametros de obtencdo do voltamograma foram realizados na tentativa de resolver os
dois sinais, mas os dois parecem estar correlacionados, pois, qualquer mudanca de
parametro afeta os dois igualmente: ou sdo diminuidos ou sao intensificados. Assim é
razoavel pensar que 0s sinais observados representam uma Unica espécie oxidando em
duas etapas ja que ondulacGes semelhantes podem ser observadas em alguns
voltamogramas ciclicos ja mostrados, e, a diferenca de resolucdo pode ser uma

caracteristica desta técnica, mais sensivel.
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Figura 45 - Voltamograma de pulso diferencial do eletrodo de pasta de carbono com extrato de urucum
em EtOH (5uL) em H,SO, 0,1M. Linha de base corrigida.
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Fonte: A autora (2023).

O conceito de poder antioxidante de compostos naturais (via eletroquimica) foi
proposto inicialmente pelo grupo Escarpa e descreve que substancias que oxidam em
potenciais menores possuem maior poder antioxidante, pois quanto menor o potencial maior é
a capacidade doadora de elétrons e quanto maior a corrente de pico, maior a taxa de
transferéncia de elétrons e/ou a quantidade de espécies eletroativas (ESCARPA A,
GONZALEZ, & BLASCO, 2004). Considerando essa abordagem, dentre espécies eletroativas
presentes nos extrato de urucum, a substancia Oxi-2 apresentara um poder antioxidante maior

que a substancia Oxi-1 (bixina), pois oxida em um potencial consideravelmente menor.

Comparando os potenciais de oxidacdo atribuidos a bixina (Oxi-1) com valores
relatados na literatura para outros carotenoides (tab. 10) observa-se que esta classe de
compostos costuma apresentar atividade eletroquimica em regides de potencial proximas a
depender do meio em que s@o avaliados. Neste caso, uma avaliacdo baseada apenas nos
valores do potencial onde as oxidacdes das espécies se iniciam, permite atribuir e elas um
poder antioxidante similar. No entanto, dentre os carotenoides citados, os potenciais de
oxidagdo cantaxantina e astaxantina sdo 0s que mais se aproximam dos potenciais
encontrados para a bixina neste trabalho. Isso pode ter relacdo com o fato de que, assim como
a bixina, essas estruturas possuem substituintes carboxilados nas extremidades de suas cadeias

conjugadas e que de alguma forma, esses substituintes podem contribuir para que essas
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espécies oxidem em potenciais ligeiramente diferentes dos observados para o [-caroteno e

luteina, que ndo contém tais substituintes.

Tabela 10 - Comparacdo entre os potenciais de oxidacéo da bixina (Oxi-1) com outros

carotenoides avaliados na literatura.

Substancia  Técnica Meio Elox (V)  E’x (V) Referéncia
Luteina VOQ Aquoso 0,687 - Cizmek et.al, 2019
B-caroteno VC Organico 0,634 - Focsan, et.al, 2014

VC Aguoso 0,88 - Cizmek et.al, 2019

VC Organico 0,775 0,972 Focsan, et.al, 2014
Astaxantina /¢ 1,16 - Cizmek et.al, 2019

VvC Misto Aq: 0,600 0,900  Munoz, et. al, 2016

Org
Bixina VCe AQuoso 0,729 0,906 Este trabalho
VPD
Organico 0,94 1,14 Tay-agbozo, et.al, 2018

Cantaxantina VC Organico 0,775 0,972  SAVEANT, etal, 2001

Fonte: A autora (2023).
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O indice eletroquimico (IE) pode ser calculado através da equagdo abaixo, como a
soma das razOes entre as correntes de pico (l,) e potenciais de pico (E,) de cada sinal de

oxidacdo observado no voltamograma de pulso diferencial:

Iy Ly Lyn WA
IE = L+ L+...+p_ (_)
Eyi  Ep Eyn mV

Esse indice eletroquimico indica a quantidade total de antioxidantes presentes na
amostra em anélise e para o extrato de urucum em etanol foi de 0,14 pA.mV'. Nota-se que
este IE é influenciado majoritariamente pela substancia que apresenta atividade eletroquimica
entre 0,3-0,2 V, pois esta oxida em um potencial menor e possui uma corrente de pico maior.
Como as caracterizacOes espectroscopicas indicam que o extrato € composto basicamente de
bixina, é interessante calcular o indice eletroquimico do extrato considerando apenas o sinal
referente a esta espécie e comparar com valores previstos pela literatura. Tradicionalmente, a
avaliacdo eletroquimica de carotenoides ndo utiliza o IE como pardmetro para classificar o
poder antioxidante dessas espécies, no entanto, este pode ser facilmente obtido através das

correntes e potenciais de pico apresentados por tais carotenoides.

Como mencionado na introducédo deste trabalho, a avaliagdo do indice eletroquimico
e sua comparagéo entre substancias deve ser realizada com cautela, pois os valores de corrente
e potencial de pico utilizado para seu célculo sdo extremamente dependentes das condicGes
experimentais adotadas e das quantidades de substancia eletroativa avaliadas. No entanto, de
acordo com os valores listados na tabela 11, embora os meios e superficies em que foram
avaliados sejam diferentes, os carotenoides mostram atividades eletroquimicas semelhantes,
oxidando entre 0,4 - 0,8 V e apresentando corrente de pico variando entre unidades de
dezenas de pA. Isso faz com que o IE calculado pra essa classe de compostos seja
comparavel. Desta forma, observa-se que o indice eletroquimico da bixina obtido neste
trabalho é semelhante aos indicados para os carotenoides astaxantina e cantaxantina.
Novamente, essa compatibilidade pode estar associada a similaridade de suas estruturas

quimicas que faz com que esses carotenoides tenham poderes antioxidantes similares.
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Tabela 11 - Comparacdo entre o indice eletroquimico (IE) da bixina e o de outros carotenoides avaliados na literatura.

Carotenoide  Técnica Meio Superficie lpa Epa IE Referéncia
HA mv A, mV™
VvC HCIO4+ C3HeO + ECV 7;8 600; 900 0,02 Munoz, et.al, 2016.
Astaxantina CH,CI;, (80:10:10)
vec  TBABF.+CHyCl Pt 10; 15 775; 952 0,03 Focsan, et. al, 2014.
VOQ HCIO, PIGE 35; 30 470; 650 0,12* Cizmek & Komorsky-lovric,2019.
VOQ  TBABF,;+ CH.CI, Pt 6,4 540 0,01 Kispert, et.al, 2000.
-caroteno VC Pt 10 634 0,02 Focsan, et. al, 2014
VC TBABFs + CH,Cl, Au 40 634 0,06 Savéant, et.al, 2001.
VvVOQ HCIO, PIGE 30 477 0,08* Cizmek & Komorsky-lovric,2019.
Bixina DPV H,SO,4 EPC 3,7, 7,8 828; 1060 0,01 Este trabalho
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CcVv TBABFg + THF Pt 11,5; 26,5 940; 1140 0,04 Tay-Agbozo, et.al, 2018.
Cantaxantina VC TBABFs + CH,Cl, Au 7:15 775: 972 0,02 Savéant, et.al, 2001.
TBABF, + CH,CI, Pt 10; 15 689; 894 0,03 Kispert & Jeevarajan, 1996.
VOQ TBABF, + CH,Cl, Pt 1,4 600 0,002 Kispert, et.al, 2000
Licopeno VC Et4NCIO4 em Hg 1,75 580 0,003 Mairanovsky, et.al, 1975.

MeCN +CgHs (2:1)

Luteina VOQ HCIO, PIGE 80 687 0,12* Cizmek & Komorsky-Lovric, 2019

* Os graficos usados para extrair os valores de |y, deste trabalho ndo estavam com a linha de base corrigida, esse pode ser o0 motivo pelo qual os
valores de IE para os carotenoides nesta referéncia serem maiores que as demais.

Fonte: A autora (2023).
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6 CONCLUSAO

A caracterizacdo espectroscopica das sementes e dos extratos de urucum indicou a
presenca do seu corante principal, o carotenoide bixina. A voltametria em estado solido
permitiu uma caracterizacdo direta de extratos de urucum em meio aquoso, e, esta a analise
em superficie mostrou que a resposta eletroquimica do extrato é fortemente influenciada pelo

tipo e estado da superficie do eletrodo de trabalho.

Trés substancias eletroativas foram identificadas nos extratos de urucum. A primeira
delas, a bixina, oxida entre 0,7-1,2 V. Os coeficientes de transferéncia variaram entre 0,72 < o
< 0,86 dependendo do extrato e do eletrodo utilizado e indicam mecanismos de oxidagédo
semelhante em todas as superficies. Além disso, embora o extrato esteja adsorvido, a cinética
de reacdo da bixina mostrou ser influenciada por transporte de massa de prétons na solucéo a
baixa velocidade de varredura. A espectroscopia Raman realizada apds a oxidacdo
eletroquimica do extrato de urucum em etanol mostrou que a bixina sofreu alteracGes em sua
estrutura quimica com modificacbes na insaturacdo da cadeia carbdnica e no grupo éster
presente em uma de suas extremidades indicando a oxidacdo eletroquimica convertendo

bixina em norbixina.

A natureza das demais substancias eletroativas presentes no urucum ndo pode ser
completamente elucidada. No entanto, algumas sugestdes foram feitas: Para a substancia
eletroativa entre 0,3-0,1 V, a oxidacdo do geranilgeraniol foi indicada. Essa oxidacdo com
transferéncia de dois elétrons mostrou ser sensivel ao estado da superficie e ao pH da solucéo,
ocorrendo apenas em meio acentuadamente acido. A substancia eletroativa entre 0,1 e - 0,2V
foi indicada como provével redugdo de um carotenoide (bixina ou norbixina) através da
reducdo dos grupos acidos presentes nas suas extremidades. No entanto, mais experimentos

s&0 necessarios para esclarecer a identidades de tais espécies.

A bixina apresentou um potencial de oxidacdo e IE similar a outros carotenoides
substituidos com grupos oxigenados, como a astaxantina e cantaxantina e tendo seu poder

antioxidante comparavel ao dessas substancias.
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