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RESUMO

Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para avaliacdo da capacidade

antioxidante

Benjamin S.R.}

! aboratério de Analises Farmacéuticas e Ambientais (LAFAM), Faculdade de Farmacia, Universidade

Federal de Goias.
RESUMO

Neste trabalho foram realizados ensaios de atividade antioxidante em amostras de acerola, café,
bem como de outros extratos secos de frutos vermelhos, empregando-se eletrodos convencionais
de pasta de carbono (EPC), bem como biossensores de EPC modificados com extrato bruto de
lacase (EPCL), partindo de Pycnoporus sanguineus (atividade 2019 U L) em diferentes
composi¢cdes com e sem uso de agentes modificadores, visando avaliar melhor sistema. Para
além consolidar o uso de métodos eletroanaliticos, i.e. voltametria ciclica (VC), voltametria de
onda quadrada (VOQ) e pulso diferencial (VDP), na analise de produtos naturais, seja para avaliar
perfil antioxidante, seja para inferir sobre classes de antioxidantes presentes nas amostras, pode-
se neste estudo avaliar o papel de diferentes agentes modificadores. O biossensor constituido de
nanotubos de carbono ativado com DNA (EPCL-DNA) apresentou o melhor nivel de sensibilidade
0,0549 pA/UM e um limite de deteccdo (LOD) de 1,2 uM no intervalo de concentracéo de 20-140
UM de rutina. Além disso, o biossensor mostrou ter uma excelente estabilidade ao longo de 10
dias e reprodutibilidade (RSD < 5%). Para a avaliacdo da sua capacidade de detecgdo, os
resultados obtidos foram comparados com outras técnicas eletroanaliticas usando como base
analitica amostras do café comercial de diferentes paises. O EPCL-DNA foi empregado para
determinar a quantidade de fenol total nas amostras de café (expressa pelo equivalente de rutina).
Com isso, foi possivel propor os EPCL como ferramenta analitica para a detec¢do dos fendis. A
determinacdo quantitativa desses compostos foi realizada através da construgdo de curvas de
calibracdo para VPD e o indice eletroquimico foi proposto para estimar o potencial antioxidante
entre diferentes amostras. Também foi investigado o uso de EPC para o controle de qualidade de
diferentes produtos obtidos a partir da acerola, empregando VPD para a quantificacdo de acido
ascorbico (AA) em todas as amostras, onde os limites de deteccdo (LD) e o Limite de
guantificacdo (LQ) foi de 0,31 e 0,96 uUM respectivamente e com uma excelente taxa de
recuperacao entre 97,4-102,2%. Os ensaios de DPPH foram utilizados para comparar a atividade
antioxidante nas amostras de café e acerola. O método de Folin-Ciocalteu foi usado para estimar
a atividade antioxidante da rutina nas amostras de café. Pode concluir-se que os métodos
propostos apresentaram vantagens, como a simplicidade na preparacdo das amostras e a rapidez
do ensaio da capacidade antioxidante.

Palavras-Chave: eletrodo de pasta de carbono; voltametria de pulso diferencial; DPPH; atividade

antioxidante; biossensor.
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ABSTRACT

Development and evaluation of electro analytical methods of antioxidant capacity

BenjaminS.R.}

! aboratério de Analises Farmacéuticas e Ambientais (LAFAM), Faculdade de Farmacia, Universidade

Federal de Goias.

ABSTRACT

This study investigated the antioxidant activity using biosensors based on carbon paste electrode
(CPE) modified with crude extract of laccase (Pycnoporus sanguineus, activity 2019 U L™) in
different compositions. The biosensor consists of carbon nanotubes activated with DNA (CPEL-
DNA: CN) showed the best sensitivity level, 0.0549 pA / uM and 1.2 uM detection limit (LOD) in the
concentration range of 20-140 uM of rutin. This biosensor showed excellent stability over 10 days
and reproducibility (RSD <5%). This biosensor was used to determine the total amount of phenol in
coffee samples (expressed by the equivalent rutin) using electroanalytical technique. For the
evaluation of its detection capability, the results were compared with other electroanalytical
techniques using analytical basis as samples of commercial coffee from different countries. The
CPL-DNA: CN was used to determine the total amount of phenol in coffee samples (expressed by
the equivalent rutin). Thus, it was possible to propose the CPL as an analytical tool for the
detection of phenols. In this research, we developed several studies using different CPE to
investigate the antioxidant natural product profile such as coffee samples, dry extracts of acerola,
obtained by cyclic voltammetry (CV),) differential pulse voltammetry (DPV) and square wave
voltammetry (SWV), which allowed to conclude classes of antioxidants present in the samples. The
guantitative determination of these compounds was performed using the standard addition method
by differential pulse voltammetry and electrochemical index (EI) has been proposed for estimating
the oxidizing potential between different samples. Carbon paste electrode was also investigated
using the different quality control samples commercialized produced from acerola employing DPV
for the quantification of ascorbic acid (AA) in all samples, where the limit of detection (LOD) and
limit of quantification (LOQ) was 0.31 and 0.96 pM and with excellent recovery between 97.4 to
102.2% The DPPH tests were used to compare the antioxidant activity in coffee and acerola
samples. The Folin-Ciocalteu method was used to estimate the antioxidant activity of rutin from
coffee samples. These methods proposed had advantages such as simplicity of sample
preparation and the speed of the analysis of antioxidant capacity.

Keywords: carbon paste electrode, differential pulse voltammetry, DPPH, antioxidant activity, biosensor.
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1 INTRODUCAO e REVISAO

1. INTRODUCAO

Varios estudos sobre a propagacdo de doencas sugerem que uma das formas de
prevencdo € o consumo de de produtos naturais (PN), fonte de substancias com alto
poder antioxidante, incluindo determinados tipos de frutas, chas, legumes e gréos reduz
significativamente a incidéncia de doencas crOnicas e patologias relacionadas ao
envelhecimento. Estes beneficios estdo associados a presenca de ativos de reconhecida
capacidade antioxidante. O estudo da acdo antioxidante e a determinacdo destes ativos
sdo Uteis para avaliacdo da eficacia e controle de qualidade destes compostos ou
produtos, requerendo diferentes métodos analiticos, os quais podem ser destacados 0s
métodos colorimétricos, biolégicos e eletroquimicos, dentre varios outros métodos
instrumentais.

As técnicas eletroquimicas apresentam vantagens para caracterizacdo detalhada
de fitoantioxidantes, pois fornecem parametros fisico-quimicos capazes de mostrar ndo
apenas o potencial redox, mas também nameros de elétrons envolvidos na etapa de
transferéncia de carga (n), mecanismos de transferéncia de carga e influéncia de proétons,
constantes de reacéo, etc.

Entretanto, atualmente, Os métodos mais usados para determinacao de atividade
antioxidantendo sao eletroquimicos, sdo métodos espectrofotométricos, dentre eles o
ABTS (2,2'-azinobis-(3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), o DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) e o método de Folin-Ciocalteu. Eles sdo métodos eficientes para essa
determinacao e ja onsagrados pelo uso, mas apresentam algumas limitacdes € a baixa de
sensibilidade e especificidade.

Os métodos eletroanaliticos, por sua vez, representam uma alternativa para
determinacdo da atividade antioxidante em amostras complexas. Esses métodos simples,
baratos e “limpos”, por utilizarem pouca quantidade de reagentes, sendo a maioria deles
nao toxicos. A voltametria € uma das técnicas eletroanaliticas que pode ser utilizada para
a determinacado da atividade antioxidante. Esta técnica estuda os fendmenos que ocorrem
na interface entre o eletrodo e solugcdo e se baseia em trés parametros que ocorrem

durante a eletrolise: a corrente elétrica, a voltagem e o tempo.
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Algumas variacbes na forma de se aplicar o potencial ao eletrodo determinam
variacdes nas técnicas eletroanaliticas, dentre elas voltametria ciclica (VC), voltametria
de pulso diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).

Neste estudo, foi proposto um indice eletroanalitico quantitativo (IEQ), determinado
com base nos principais parametros da voltametria, no potencial de oxidacdo e na
intensidade de corrente de picos observados. Para a proposi¢céo do IEQ, uma quantidade
selecionada de amostras de café e de acerola a partir de diferentes fontes foi utilizadas a
fim de avaliar e comparar as taxas obtidas para eles e, consequentemente, avaliar a
influéncia de varios fatores, como: a regido de producdo, atividade antioxidante da
variedade e o tipo de amostra.

Nestas analises, foram utilizados métodos estabelecidos para a determinacdo da
atividade antioxidante e também métodos eletroanaliticos, ainda considerado inovador

para esta finalidade e desenvolvimento amplo.

1.1 BALANCO ANTIOXIDANTE

Estudos epidemioldgicos revelam que dietas ricas em produtos naturais, como frutos
e vegetais, evitam o envelhecimento precoce e auxiliam na prevencdo de diversas
doencas cronicas degenerativas causadas pelo estresse oxidativo, como cancer,
aterosclerose, diabetes, asma, rinite, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas
(SHA LI et al. 2013; PERTUZATTI et al. 2014; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013;
DENG et al. 2013; MORALES-SOTO et al. 2014).

O estresse oxidativo € uma condicdo de desequilibrio metabdlico que pode ser
decorrente do aumento da producdo enddgena de radicais livres e/ou da ineficiéncia
intrinseca dos sistemas naturais de defesa antioxidantes. O dano oxidativo atribuido aos
radicais livres, e/ou espécies reativas de oxigénio (ERO) sobre biomoléculas especificas
gue compde sistemas fisiologicos vitais sdo responsaveis pelos efeitos deletérios ao
organismo (BLOMHOFF et al. 2010; LAIDLER et al. 2003).

Os radicais livres e em especial as ERO podem ser gerados a partir de agentes
externos e internos (fatores endodgenos e exdgenos). A produgcdo enddgena de radicais
livres derivados do oxigénio, ocorre naturalmente nos processos metabolicos essenciais,
principalmente no metabolismo energético mitocondrial, nas bioconversdes cataliticas
hepéticas e nos quadros infecciosos de causas parasitarias ou ndo. Além da geracdo
endogena de radicais, agentes externos como a poluicdo ambiental, a radiacdo ionizante,
substancias toxicas e irritantes, 0 consumo excessivo de alcool e uso de entorpecentes
constituem agentes de risco (EVANS et al. 1999; GORDON, 2012).

Introdugdio 2



Uma grande variedade de compostos antioxidantes, enddégenos ou provenientes da
dieta, compde um sistema eficiente e complexo na defesa do organismo a acdo dos
radicais livres. Este sistema antioxidante constitui-se de uma grande variedade de
compostos bioativos tais como: vitaminas (A, C, E, K), glutationa, sais minerais,
metaloproteinas, enzimas (SOD-superoxido Dismutase) e polifendis. Este sistema €
composto por macromoléculas e moléculas de baixo peso molecular, elementos
enziméticos e ndo-enziméticos que atuam simultaneamente em prol da homeostase do
balanco oxidativo (SHA LI et al. 2013).

A atividade antioxidante de um composto € atribuivel a qualquer substancia que
mesmo presente em concentracdes menores que 0 substrato oxidavel seja capaz de
diminuir ou inibir sua capacidade como agente oxidante. Tais substancias podem atuar
diretamente, neutralizando a acdo dos radicais livres e prevenindo a oxidacdo de
biomoléculas especificas. Por sua vez, as moléculas de baixo peso molecular podem
também contribuir indiretamente atuando no sistema enzimético antioxidante seja
restaurando, seja ativando enzimas (BLOMHOFF, 2010; HALLIWELL; WHITEMAN,
2004).

Dentre os antioxidantes exdgenos, 0s compostos fendlicos, flavondides e
antocianinas presentes em frutos (PERTUZATTI et al. 2014; SHA LI et al. 2013), vegetais
(DENG et al. 2013), cereais (SHA LI et al. 2013), microalgas e fungos comestiveis (SHA
LI et al. 2013), vinhos, infusdes de plantas medicinais (LI et al. 2014; SHA LI et al. 2013),
extratos, alimentos funcionais, entre outros produtos naturais. Destacam-se pelo poder
redutor e 0 comportamento redox reversivel, o qual os tornam capazes nao apenas de
neutralizar ROS, como também, de regenerar biomoléculas enddégenas do sistema
antioxidante (SHA LI et al. 2013).

1.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Em seu processo evolutivo as plantas selecionaram mecanismos moleculares,
principalmente na via do chiguimato, que as tornaram capazes de produzir uma enorme
variedade de compostos fendlicos como metabdlitos secundarios. Apesar de ndo serem
essenciais aos processos primarios de crescimento e desenvolvimento esses metabdlitos
sdo de grande importancia na interacado da planta com o ambiente. Essa caracteristica
Unica e tipica das plantas produz uma gama vasta e diversificada de compostos fendlicos
ubiquos no Reino vegetal, e incomuns em bactérias, fungos e algas (CHEYNIER et al.
2013).
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Dessa forma, tal caracteristica satisfaz uma gama muito ampla de papéis fisiologicos
em plantas. Estas vias produzem uma enorme quantidade de estruturas monomeéricas e
poliméricas. A grande variedade estrutural de compostos fendlicos naturais pode ser

agrupada em duas classes principais (tabela 1): fenois simples e polifenadis.

Tabela 1- Classificacdo simplificada de compostos fendlicos

Classificagdo dos niveis estruturais dos compostos fendlicos

e Acidos fendlicos
Fendis Simples

Acidos cinamicos

Flavonas
Flavonois
B Flavanonas
Flavondides .
Flavanoéis
Polifendis Isoflavonoides

Antocianinas

. Hidrolizaveis
Taninos
Condensados

Melaninas

1.2.1 Fenois Simples

Os fendis simples sdo quimicamente compostos fendlicos, uma classe de compostos
guimicos que consistem em um grupo hidroxila ligado diretamete a um grupo
hidrocarboneto aromético.

Os fendis simples sdo mondémeros de compostos presentes em muitos tecidos
vegetais (BRIELMANN, 1999). Dentre estes, os acidos fendlicos podem ser classificados
como derivados de acidos hidroxibenzoicos (Cg-C;) e hidroxicinamicos (Ce-Cs)
(KING; YOUNG, 1999) (figura 1). Eles sé@o caracterizados por possuirem um anel de
benzeno, um grupo &cido carboxilico e um ou mais grupos hidroxilo e metoxilo na
molécula, proporcionando propriedades antioxidantes tanto como alimento para o
organismo, sendo por isso indicados para o tratamento e prevencdo do cancer, doencas
cardiovasculares e outras doencas (KERRY; ABBEY, 1997; BRAVO, 1998; CROFT 1998;
FERGUSON; HARRIS, 1999).
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Figura 1 - Estruturas quimicas de &acidos fenolicos. a) Acidos hidroxibenzoicos, b) Acidos

hidroxicinamicos.

a) Acidos hidroxibenzdicos b) Acidos hidroxicinamicos

Os &cidos fendlicos sdo divididos em dois grupos: i) O primeiro grupo consiste em
acido benzdico, que possui sete atomos de carbono (C1 -C6); ii) O segundo groupo é
formado por acidos cinamicos (figura 1-b) que tém nove atomos de carbono (C3 -C6).
O primeiro grupo, sao os acidos fendlicos simples encontrados na natureza; férmulas e as
suas designacdes sado apresentadas na figura 1-a.

Acidos fenolicos, além de estarem presentes na sua forma natural, também podem
ligar-se entre si ou com outros compostos. O mais importante destes acidos conjugados
sdo derivados de acido caféico, acido quinico e acido clorogénico, acido elagico,
verbacoside etc.

Alguns exemplos de compostos do grupo do &cido benzodico incluem os &cidos
galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico e vanilico (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006a).
O nivel de &cidos hidroxibenzéicos e seus derivados em plantas comestiveis € muito
baixo com excecao de certos frutos vermelhos, rabanete preto e cebolas (MANACH et al.
2004). As estruturas quimicas das principais classes de acidos fendlicos estdo

apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 - Acidos fendlicos encontradas em plantas

0 OH Composto Ri R R3

Acido galico OH OH OH
Acido parahidroxibenzéico H OH H

R; Rs Acido protocatecunico H OH OH

R, Acido vanilico H OH OCH,

Ja o segundo grupo é formado por acidos hidroxicinamicos (figura 1-b), sendo estes mais

comumente encontrados no reino vegetal, inclusive de plantas comestiveis, que o0s
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hidroxibenzéicos (MANACH, 2004; WROLSTAD, 2004). Os acidos hidroxicinamicos mais
comuns sao o caféico, cindmico, p-cumarico, ferulico, 5-hidroxiferulico e o sinapico (tabela
3), com a maioria das plantas contendo no minimo trés desses compostos (VERMERRIS,
NICHOLSON, 2006a).

Os acidos hidroxicinamicos encontrados nas plantas sdo normalmente glicosilados
ou esterificados. Contudo, as formas livres sdo encontradas nos alimentos processados
gue receberam tratamento a quente, fermentacdo ou congelamento (MANACH et al.
2004). O acido caféico, na forma livre e esterificada (isto € &cido clorogénico),
compreende cerca de 75-100% do contetdo de acidos hidroxicinamicos encontrados na
maioria das frutas (MANACH et al. 2004). Embora os derivados de acido hidroxicinamico
(tabela 3) possam estar presentes em todo o fruto, as maiores concentracées sao

encontradas na porgao externa, no pericarpo (MANACH et al. 2004).

Tabela 3 - Derivados mais comuns do acido hidroxicinamico

0 OH Composto R, R, Rs
Acido caféico H OH OH
Acido cinamico H H H
Acido ferdlico H OH OCH;

Acido 5-hidroxiferdlico OH OH OCH;
Ry R, Acido p-cumarico H OH H

R, Acido sinapico OCH; OH OCH;,

1.2.2 Polifendis
O termo "polifendis" faz referéncia aqueles com mais de um anel fendlico. Essas
estruturas quimicas promovem protecdo contra UV e conferem as cores laranja,
vermelha, azul e roxa presentes em diversos tecidos vegetais (CHEYNIER et al. 2013),
decorrentes da conjugacéao dos elétrons nos anéis fendlicos.
Os polifendis incluem dentre outras classes, os flavonoides, taninos e melaninas
(BRAVO, 1998).

1.2.2.1 Flavonoides
Os flavonoides correspondem ao grupo de compostos fendlicos mais diversificado e

onipresente no reino vegetal incluindo varias subclasses de compostos que, além de
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possuirem similaridade estrutural, se destacam pela alta atividade antioxidante deste
grupo.

Os flavondides e seus conjugados formam um grande grupo de moléculas naturais
com mais de 10.000 estruturas diferentes identificadas e presentes em produtos naturais.
Esse grupo de substancias pode ser encontrado nos mais diversos tecidos vegetais, tanto
no interior das células quanto na superficie dos diferentes 6rgdos da planta. A estrutura
molecular basica dos flavondéides consiste de um esqueleto difenilpropano (Cg-C3-Cg) cOm
dois anéis benzénicos (A e C) ligados por um heterociclo oxigenado (B) (URQUIAGA;
LEIGHTON, 2000) como pode ser verificado na figura 2. De forma geral, as antocianinas
sdo os pigmentos responsaveis pelas coloracbes vermelha, azul e lilds comumente
encontradas nas plantas. E as antoxantinas, por sua vez, apresentam coloragéo que varia

de branca a amarela.

Figura 2 - Estrutura basica dos flavondides

Dependendo da posicéo de ligacdo do anel aromatico a porcdo benzopirano, este
grupo pode ser dividido em trés classes principais (figura 3): flavondides
(2-fenilbenzopiranos), isoflavondides (3-fenilbenzopiranos) e neoflavonoides

(4-fenilbenzopiranos).

Figura 3 - Estruturas quimicas de flavondides. a) 2-fenilbenzopiranos; b) 3-fenilbenzopiranos

(isoflavondides); c¢) 4-fenilbenzopiranos

OH
HO
HO l O O
OH
OH
OH o
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O 2-fenilbenzopiranos (flavondides, propriamente dito), constituiem o grupo de
compostos fendlicos mais comuns e distribuido no reino vegetal podendo ser
subclassificado em antoxantinas e antocianinas. Além disso, devido a complexidade
estrutural desses compostos naturais, a classe das antoxantinas pode ainda ser
subdividida em quatro classes correspondentes aos grupos estruturais: flavonas,
flavondis, flavandis e isoflavonéides (KING; YOUNG, 1999).

1.2.2.1.1 FLAVONAS

As flavonas constituem a subclasse de antoxantinas que diferenciam-se
estruturalmente dos demais flavondides por apresentarem insaturagdo e grupamento
cetona nas posicoes 2 e 4 do anel C, respectivamente (COWAN, 1999). Na tabela 4 sao
mostradas as estruturas quimicas das flavonas apigenina e luteolina, dois dos
representantes mais conhecidos desses flavondides sendo encontrados, em elevado teor,
em alimentos como salsa e azeitonas (KING; YOUNG, 1999).

Tabela 4 - Estrutura quimica das flavonas

R.
’ Flavonas R; R, R; R,
R4
@ Luteolina OH OH OH OH
R4 o o
\\2
H Apigenina OH OH H OH

1.2.2.1.2 FLAVONOIS

Os flavondis sdo a subclasse mais disseminada de flavonoides na natureza.
Estruturalmente, diferenciam-se das demais antoxantinas pela presenga dos grupos enol
e cetona, respectivamente, nas posicoes 3 e 4 do anel C que compde a estrutura
molecular basica dos flavondéides (COWAN, 1999). Na tabela 5 sdo mostradas as
estruturas quimicas de representantes de flavondis. Dentre a grande variedade de
flavonadis, os principais compostos e mais conhecidos sdo a quercetina, o kampferol e a
miricetina. As cebolas, as macas, couves e os chas, de modo geral, sdo considerados

alimentos ricos nessas espécies moleculares (KING; YOUNG, 1999).

Introdugdo 8



Tabela 5 - Estrutura quimica dos flavonéis

o Flavondis R: R, Rs R, Rs
R4
Quercetina OH OH OH OH H
Rs  kaempferol OH OH H H H
Miricetina OH OH OH OH OH

1.2.2.1.3 FLAVANOIS

Os flavandis sao antoxantinas que se diferenciam estruturalmente das demais
subclasses pela presenca de um grupo hidroxila na posi¢cdo 3 e insaturacdo na ligacao
das posicbes 3 e 4, ambos do anel C, na estrutura molecular basica dos flavonéides
(EVANS et al. 1997). Os representantes moleculares mais amplamente estudados sao a
catequina e a epicatequina (tabela 6) que diferem apenas pela posi¢cdo planar do grupo
OH do carbono 3. Na natureza, esses flavandis podem estar associados com moléculas
de acido galico, como ocorre nos chas de forma geral, ou formando polimeros de taninos

condensados como ocorre em frutos, legumes e graos (KING; YOUNG, 1999).

Tabela 6 - Estrutura quimica dos flavanéis

R3

Flavanoéis R; R, Rs R,
R, .
Catequinas OH OH OH OH
*
R . :
! ° Epicatequinas
OH OH OH OH
C * *k
OH
R,

1.2.2.1.4 FLAVANONAS (FLAVANONOIS E DI-HIDROFLAVONOIDES)

As flavanonas sdo caracterizadas pela auséncia da dupla ligagdo (olefinica) nos
carbonos 2 e 3, possibilitando o posicionamento do anel B em posi¢cédo R ou S. Também &
caracterizado pela auséncia de hidroxila na posicdo 3. Na tabela 7 sdo mostradas as
estruturas quimicas das flavanonas. As flavanonas séo intermediarios biossintéticos da

maioria das classes de flavondides. Podem possuir sabor amargo ou doce, devido as

Introdugdo 9



configuracbes esteroguimicas, agindo como defesa a herbivoria e, ao mesmo tempo,
como alimento (SANTANA, 2008).

Tabela 7- Estrutura quimica das flavanonas

Flavanonas Ri R, R;3

Taxifolina OH OH OH OH OH

Naringenina OH OH H OH H

1.2.2.1.5 ISOFLAVONAS

As isoflavonas sdo antoxantinas que diferenciam-se das demais subclasses por
apresentarem o anel B, da estrutura molecular basica dos flavondides, ligado na posicao
3 do anel C, diferentemente, das demais classes que liga-se na posicao 2 dessa mesma
estrutura (EVANS et al. 1997). Na tabela 8 sdo mostradas as estruturas quimicas das
isoflavonas. As Isoflavonas sdo os flavondides mais comumente encontrados em
leguminosas, especialmente nos grdos de soja, onde a genisteina e a dadzeina sédo as
substancias mais conhecidas (KING; YOUNG, 1999).

Tabela 8 - Estrutura quimica das isoflavonas.

Isoflavondides R; R,

Daidzeina H H

Genisteina OH H

1.2.2.1.6 ANTOCIANINAS

Antocianinas sdo um grupo de pigmentos sollveis em agua responsaveis pelas
coloragbes vermelha e lilas presentes em flores e frutos. Esses flavondides sé&o
considerados o grupo mais importante de compostos fendlicos presentes em alimentos,
0s quais apresentam multiplos padrées de substituicdo. O termo antocianina refere-se ao

glicosideo da antocianidina substituida na posicdo 3 e/ou 5 com carboidratos como
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glicose, galactose, arabinose e di e trissacarideos (KRENN et al. 2007). Na tabela 9 sédo
apresentadas as estruturas quimicas das antocianinas.

A coloracado das antocianinas depende de fatores quimicos do meio incluindo o pH,
presenca de ions metalicos e diferencas no padrdo de substituicdo dos carboidratos
(VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Esses compostos podem existir em uma variedade
de formas quimicas que resultam em compostos coloridos ou incolores com base nas
condicbes do meio (MANACH et al. 2004). Em valores de pH menores que trés,
antocianinas sao vermelhas e tornam-se incolores no intervalo de pH de 4 a 5 com o
cation flavilio sofrendo conversdo a base carbinol (pseudobase). Em valores de pH
superiores a seis, uma coloracao azul/lilas é formada devido a presenca de uma base
guinoidal (bases anidra) (MANACH et al. 2004; KRENN et al. 2007).

Tabela 9 - Estrutura quimica das antocianinas

Antocianinas R: R

Cianidina OH H

Delfinidina OH HO

Peonidina OMe H

Como ja foi dito, as propriedades dos flavandides que beneficiam a saude séo
muitas e estdo em funcdo da sua natureza, na figura 4 € mostrado um gréafico que associa

para cada grupo de flavandides os seus beneficios.
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Figura 4 - Subgrupos de flavondides, juntamente as suas estruturas gerais e beneficios a satde.

Flavondides
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Flavanonas

Flavonas

Flavonois

Flavanois

Antocianidina
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Luteolina Hesperidina Quercetina Catequina Delfinidi Daidzeina
Apigenina Naringenina Mircetina Epicatequina elfinidina Genisteina
Rutina Teaflavina Peonidina
Anti-aterosclerotico INeuroprotetor Antiinflamatério Anti-cancer I Anti-diabético | Hepatoprotetor
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1.2.2.2 Taninos

Taninos sado polifendis de origem vegetal com pesos moleculares de 500-3000
unidades de massa atdbmica. Os taninos compreendem uma das categorias mais
numerosas e amplamente distribuidas no reino vegetal, com mais de 8000 estruturas
conhecidas (LIAO et al. 2003). Taninos sédo polifendis de origem vegetal com pesos
moleculares de 500-3000 unidades de massa atbmica.

Nas plantas superiores, compreendem dois grandes grupos de metabdlitos
secundarios: os taninos hidrolisaveis e as proantocianidinas também conhecidas como
taninos condensados. Recentemente, uma terceira classe de taninos, os florotaninos, foi
isolada a partir de varios géneros de algas. Os florotaninos sao constituidos quase que
inteiramente por subunidades de floroglucinol ligados, em alguns casos, ligacbes do tipo
C-C e em outros por C-O-C (LIAO et al. 2003).

Os taninos hidrolisaveis sdo clivados por acidos, bases e, em alguns casos, por
enzimas hidroliticas (tanase) em acgucares, geralmente D-glucose ou outros polidis, e um
acido fendlico. Os galotaninos, por exemplo, sdo ésteres de poligaloil, ou seja, &cido
galico (HAGERMAN et al. 1981).

Os elagitaninos, num sentido mais restrito, podem ser definidos como ésteres
hexahidroxidifenoil de carboidratos enquanto, numa definicdo mais ampla, pode abranger
também compostos derivados de novas transformacgdes oxidativas (HARVEY, 2001).

Os elagitaninos sao taninos formados por ésteres de acido hexaidroxidifendico e
polidis (glicose ou acido quinico). Quando expostos a acidos ou bases, as ligacdes éster
sdo hidrolisadas e os acidos hexaidroxidifénicos liberados sofrem rearranjos espontaneos
para formar acido elagico, sendo entdo denominados taninos hidrolisados (BUENDIA et
al. 2010). Os monb6meros de elagitaninos podem rapidamente se polimerizar e formar
outros dimeros, trimeros e oligbmeros. Os taninos vegetais tém a capacidade de se

complexar com proteinas e carboidratos (CHUNG et al. 1998).

1.2.2.2.1 TANINOS HIDROLISAVEIS

Os taninos hidrolizaveis contém um nucleo central de polialcodis como a glicose e
grupos hidroxila que estdo parcialmente ou completamente esterificados pelo acido galico
(galotaninos) ou pelo acido hexaidroxidifénico (elagitaninos). Apos a hidrolise por acidos,
bases ou por determinadas enzimas, os galotaninos convertem-se em glicose e acido
galico. Por sua vez, o acido hexaidroxidifénico dos elagitaninos sofre lactonacdo para
produzir acido elagico (CHUNG et al. 1998). O esquema da hidrélise dos taninos é

apresentado na figura 5.
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Figura 5 - Divisao dos taninos hidrolisaveis.
OH
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o OH Galotaninos OH

Acido gélico

os_ PH HO (o]

_—
Elagitaninos HO OH OH OH
Acido Heaxaidroxidifénico
(0]
OH
G=
OH
OH

Acido Elégico

Fonte: Mueller-Harvey, 2001.

1.2.2.2.2 TANINOS CONDENSADOS

Os taninos condensados s&o estruturas mais complexas que o0s taninos
hidrolisaveis. Suas estruturas completas devem ainda ser determinadas. Os polimeros
conhecidos como flavonas sédo popularmente conhecidos como taninos condensados. Os
taninos condensados sao largamente distribuidos nas frutas, vegetais, forragens, plantas,
cacau, vinho tinto e certos tipos de graos como sorgo, pain¢o e legumes (CHUNG et al.
1998).
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Figura 6- Estrutura quimica de tanino condensado.
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Fonte: Mueller-Harvey, 2001.

Esses compostos consistem em oligbmeros ou polimeros de flavondides com
unidades de flavan-3-ol (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). As unidades de monémeros
séo ligadas por condensacgao oxidativa na posi¢éo quatro do anel C e a posi¢cédo seis ou
oito do anel A entre duas unidades adjacentes de flavonois. Apresentado o esquema geral

de condensacéao na figura 6.
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1.2.2.3 Melaninas

As melaninas s&o pigmentos de elevado peso molecular formados pela
polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos e geralmente sdo de coloracdo castanho-
escuro ou negro. Em geral, eles sdo polimeros conjugados de ortodiidroxifendis.

Uma classificacdo mais geral de tais compostos contém trés tipos principais de tais
polimeros: as eumelaninas (pretas ou castanhas) que sdo produzidos durante o processo
de oxidacdo de tirosina e/ou fenilalanina de 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) e
dopaquinona, que sofre uma ciclizacdo ulterior para 5,6-dihidroxi ou 5,6-dihidroxi-2-
carboxilico; as feomelaninas (amarelo, vermelho ou marrom) que sao inicialmente
sintetizadas como eumelaninas, mas a DOPA sofre cisteinilacdo diretamente ou mediada
pela glutationa que entdo polimeriza; e as alomelaninas (pretas), o grupo mais
heterogeneo de polimeros, que surge pela oxidacdo/polimerizacdo de dihidroxinaftaleno
ou tetrahidroxinaftaleno, acido homogentisico, gamaglutaminil-4-hidroxibenzeno, acido 4-
hidroxifenilacético e catecoéis (CHEYNER et al. 2013). O esquema da sintese descrita da

melanina € mostrado na figura 7.

Figura 7 - Biossintese da dihidroxi fenilalanina a partir da tirosina.
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Fonte: Esquema adaptado de Mason, 1959 e Pawelek e Kérner, 1980.
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1.3. FONTES NATURAIS DE COMPOSTOS FENOLICOS

A natureza fornece a mais diversificada fonte de compostos bioativos, dos quais se
destacam aqueles com atividade antioxidante, cujo estudo é de grande importancia
econdémica e cientifica. (CARVALHO-SILVA et al. 2014; GUNDUZ; OZDEMIR, 2014).
Dentre os produtos naturais ricos em antioxidantes, destacam-se varios chas,
fitoterapicos, frutos, em especial os frutos vermelhos (GRUERE et al. 2006).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta. Cerca de um tergo
das florestas tropicais do mundo estd na regido da Amazobnia brasileira que possuli
aproximadamente 44% do total de espécies frutiferas conhecidas (ALMEIDA, AMARAL;
SILVA, 2004; CARVALHO-SILVA et al. 2014; NASCIMENTO, 2004). Entretanto, o Brasil
se enquadra na terceira posicdo como maior exportador mundial de frutos, atras da china
e india, respectivamente. Por sua vez, as exportacOes brasileiras de frutos, sucos e
polpas cresce cerca de 16% ao ano, sendo que este crescimento pode aumentar em
funcdo de pesquisas vinculadas as propriedades funcionais de frutos ora negligenciados
(IBRAF, 2009).

1.3.1 Frutos Vermelhos

Sabendo-se da importancia do consumo de frutos na dieta humana para combate
ao estresse oxidativo e protecdo da saude do homem contra doencas degenerativas,
como cancer, diabetes e prevencdo de doencas neuro e cardio degenerativas, diversos
estudos de carater prospectivos estdo em andamento visando obter informacdes
farmacologicas de principios ativos presentes nesses frutos (CHEN et al. 2013;
HARASYM; OLEDSKY, 2014; HUR et al. 2014; PERTUZATTI et al. 2014).

Os frutos vermelhos sé@o particularmente, de grande interesse devido ao elevado
teor de derivados fendlicos (antocianinas, acidos fendlicos, flavondides), principais
responsaveis pela atividade antioxidante e propriedades terapéuticas atribuidas a dieta
rica nesses alimentos funcionais (CARVALHO-SILVA et al. 2014; GUNDUZ; OZDEMIR,
2014). Alguns dos frutos vermelhos que podem ser destacados sdo o mirtilo (genéro
Vaccinium), o acai (Euterpe oleracea), o camu-camu (Myrciaria dabia - HBK - McVaugh),

a acerola (Malpighiae marginata DC) e o café (género Coffea), apresentados na figura 8.
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Figura 8 - Frutos vermelhos reconhecidamente ricos em polifenais.

c) Acerola

1.3.1.1 Mirtilo vermelho

Apesar de ndo ser um fruto nativo, o mirtilo vermelho (Ericaceae) € de grande
importancia econémica e cientifica pelos beneficios que traz a saide do homem. Este
fruto e seus derivados séo tidos como alimentos funcionais devido ao alto teor de
flavondides bioativos. Os principais flavonéides encontrados no mirtilo vermelho
(figura 8-a) sdo antocianinas, glicosideos flavonoéides e as proantocianidinas poliméricas.
Outros componentes potencialmente benéficos incluem os triterpendides; as catequinas,
os acidos B-hidroxibutiricos, com o acido citrico, malico, glucurdnico, quinico e benzdico; e
os acidos cinamicos substituidos, dentre eles o acido elagico e o ascorbico.

Em diversos estudos, o mirtilo vermelho tem mostrado contetudo fendlico total
superior e de maior diversidade (acidos fendlicos, flavonois, antocianinas e
proantocianidinas) que muitas espécies de frutas comuns. A quercetina e a miricetitina
sdo compostos fendlicos que se destacam pela sua quantidade presentes em frutos
frescos (Yan et al. 2002; Vvedenskaya et al. 2004).

1.3.1.2 Acai
O acaizeiro (Euterpe oleracea) é uma arvore frutifera nativa de toda a regiao
amazoénica. E cultivado ocasionalmente sendo a sua producédo de carater essencialmente

extrativa, principalmente, nos estados do Para, principal centro produtor, Amapa,
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Maranhéo, Mato Grosso, Tocantins e em alguns paises das Ameéricas do sul (Venezuela,
Colémbia, Equador, Suriname e Guiana) e central (Panamd). Botanicamente, o acai
pertence a familia Arecaceae (Palmae), subfamilia Ceroxylineae e género Euterpe. O
acaizeiro produz bagas roxas, nas quais, a polpa apresenta excelentes caracteristicas
nutritivas e terapéuticas. (HENDERSON; GALEANO, 1996; OLIVEIRA et al. 2002).

A sua composi¢do nutricional pode variar entre os frutos e com os métodos de
processamento, mas de acordo com CLAY e CLEMENT (1993), os frutos de acali,
geralmente, contém ~12,5% de proteina, ~10,0% de lipideos, ~1% acucares, 0,05%
célcio, 0,03% de fosforo e tracos de ferro e vitaminas A e B1l. Além disso, os frutos
contém, embora em pequenas quantidades, tocoferol (vitamina E) e &cido ascorbico
(vitamina C), as quais podem certamente contribuir para a capacidade antioxidante total
de sucos derivados do acai.

Na sua composicdo fitoquimica, foram encontradas quantidades minimas de
cianidina-3-arabinose em extratos congelados de polpa. Na casca, o teor de antocianinas
foi de 263 mg/100 g (BOBBIO et al. 2000). A guantidade total de antocianidinas na polpa
foi 0,5 mg/g e de outros flavonoides foram 3,5 mg/g de extrato seco de polpa. Também
POZOIFRAN et al. (2004) relataram que os principais antioxidantes fendlicos no acai séo
o acido ferdlico seguido pela epicatequina, acido parahidroxibenzdico, acido galico, (+)-
catequina e acido vanilico variando de 17 a 212 mg/L de polpa fresca.

Nos ultimos anos, a polpa do acai tem recebido muita atencdo devido a sua
capacidade antioxidante, as suas propriedades funcionais e ao seu emprego como
ingrediente na culinaria. Neste caso, sua polpa € consumida em uma variedade de
bebidas e alimentos (SCHAUSS 2010; SCHAUSS et al. 2006).

A qualidade da polpa de acai, em termos de producao e controle de qualidade, é
classificada com base no teor de solidos totais, em grosso (>14%), médio (>11%) e fino
(>8%) (MUNIZ-MIRET et al. 1996).

1.3.1.3 Camu-Camu

O camu-camu (Myrciaria duabia (HBK) McVaugh) € um pequeno arbusto de
ocorréncia natural em areas amazonicas de inundacao perioddica, tal como as terras
baixas ao redor de rios e lagos (RODRIGUES et al. 2004). Seu fruto € uma baga de
formato arredondado com diametro médio de 2,5 cm. Durante o processo de
amadurecimento, a sua coloragédo varia de verde até vermelho ou lilas (ARRUDA et al.
2011).
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Os frutos do camu-camu sao considerados fontes significantes de diferentes
compostos bioativos, principalmente, compostos fendlicos. Além disso, devido ao seu
elevado teor de acido ascorbico na polpa e casca, bem como a presenca de carotendides,
0 camu-camu € considerado alimento de alto valor nutricional de acordo com o Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazoénia (INPA) (JUSTI et al. 2000). Este fruto é considerado
uma das mais ricas fontes de vitamina C no Brasil com teor de 2700 mg/100g de polpa,
em média, (SMIDERLE; SOUSA, 2008) apresentando maior conteudo que a acerola
(1125-1790 mg/100 g de polpa fresca) (TORRONEN et al. 2003; VISENTAIMER et al.
1997) e o caju do nordeste e sudoeste brasileiro (106-121 mg/100 g) (ASSUNCAO;
MERCADANTE, 2003).

1.3.1.4 Acerola

A acerola (Malpighiae marginata DC) pertence a familia Malpighiaceae e
compreende 30 espécies de arbustos nativos do oeste da india. Este pode ser encontrado
também nas Américas central e do sul, incluindo o Brasil, devido a sua boa adaptacao ao
solo e clima (ASENJO et al. 1980). A planta de acerola sustenta frutos pequenos
trilobados avermelhados semelhantes a bagas. A polpa € suculenta e refrescante com
doce aroma frutificado.

Além das espécies Malpighia glabra L. e Malpighia punicifolia L, eventualmente ha
sinbnimos, recentemente trabalhos de taxonomia levaram a apuracdo de M. marginata
DC (BARBALHO et al. 2011).

O fruto da acerola é principalmente conhecido pelo seu alto contetdo de vitamina C,
gue varia de 3 a 46 g por kg de polpa, sendo uma das mais importantes fontes dessa
vitamina (VENDRAMINI; TRUGO 2000; ITOO et al. 1990).

Seu papel como antioxidante tem sido particularmente importante nos ultimos anos
porque a maioria das doencas cardiovasculares tem sua origem no estresse oxidativo
causado por ERO. A vitamina C é considerada um dos mais potentes e menos toxicos
antioxidantes naturais (figura 8-d).

O fruto também contém carotenoides e bioflavondides justificando assim seu alto

valor nutricional e seu uso em potencial como antioxidante.

1.3.1.5 Café
O cafeeiro é um arbusto natural da Etiépia que, dependendo da espécie e das
condi¢cBes climaticas, pode atingir de 2 a 4 m de altura exibindo flores brancas e aroma

caracteristicos. De acordo com a classificagdo taxondmica, o cafeeiro pertence ao Reino:
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Plantae, Divisdo: Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida, Ordem: Gentianales, Familia:
Rubiaceae e Género: Coffea. Os cafeeiros foram reunidos em dois géneros, conforme as
estruturas florais, o Psilanthus Hook e Coffea L (MELO; SOUSA, 2011).

O género Coffea divide-se em quatro se¢des: Eucoffea, Marcarocoffea, Argocoffea e
Paracoffea. Entre essas secdes a de maior importancia econdmica é a Eucoffea, que
apresenta 24 espécies, que sdo as mais cultivadas para o consumo do café (MELO;
SOUSA, 2011).

Desde que chegou ao Brasil, no século XVIII, a cultura do café se expandiu do
sudeste para as demais regides resultando na atual diversidade da cafeicultura brasileira.
O pais produz grande variedade de grdos que resulta em produtos de diferentes
qualidades ao contrario dos demais paises produtores (MELO; SOUSA, 2011).

Atualmente, o café € uma das bebidas mais consumidas no mundo, principalmente
devido as suas propriedades antioxidantes, aos seus efeitos estimulantes e seu sabor e
aroma caracteristicos. As suas propriedades antioxidantes devem-se sobretudo a
variedade e quantidade de compostos fendlicos.

Em termos de valor comercial, este € a mais importante commodity apds o petroleo.
De acordo com a International Coffee Organization — ICO (2012), a producéo total de café
na safra de 2011-2012 foi cerca de 131,3 milhdes de sacas (60 kg), com cerca de 33,1%
produzido no Brasil. Os maiores produtores mundiais de café sdo Brasil, Vietnam,
Indonésia e Colémbia enquanto os maiores consumidores sédo os EUA, Alemanha, Japao,
Itélia e Franca, respectivamente (ICO, 2012).

Existem cinco grupos de compostos quimicos no café. Sdo eles os carboidratos,
compostos nitrogenados (cafeina), polifenois (acido clorogénico), compostos volateis e
acidos carboxilicos (KYLC et al. 2001; McCAMEY et al. 1990).

O café representa uma das mais ricas fontes de cafeina. Cujas concentracdes
variam com a variedade de café utilizado. Os polifendis sdo 0os componentes maioritarios
do café contribuindo para o aroma, uma importante qualidade do café como bebida.

Estimativas indicam mais de 800 compostos aromaticos, incluindo polifendis, foram
identificados no café. Os principais compostos fendlicos presentes no café apresentam-se
como acidos clorogénicos, os quais sao acidos hidroxicinamicos. O acido clorogénico
compreende cerca de 7-15% do total de café seco (isto é aproximadamente 100-300
mg/xicara) (CAMBRONY, 1998; GORDON, 2012). Esses compostos sao solaveis em
agua e contribuem para a acidez do café, conferindo um sabor ligeiramente amargo e

forte.
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O teor médio de cafeina na variedade Robusta € aproximadamente o dobro da
Arabica (isto € uma xicara de café Arabica contém 71 — 120 mg enquanto a Robusta
contém 131 — 220 mg de cafeina).

1.4. FONTES SINTETICAS DE COMPOSTOS FENOLICOS

A demanda de compostos antioxidantes, principalmente nas inddstrias de
alimentos e farmacéuticas, bem como os beneficios a saude a eles atribuidos tém levado
a intensos trabalhos de screening sobre fontes naturais desses compostos. Entretanto,
para suprir as suas necessidades de producdo, a industria recorre ao uso de
antioxidantes fendlicos sintéticos como o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno
(BHT), propil galato (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (ADITIVOS; INGREDIENTES,
2013; RAMALHO; JORGE, 2006).

Entretanto, o aumento da preocupacdo do consumidor com relacdo a sua saude
alimentar exige, por parte da industria, uma melhora na qualidade dos alimentos que
produz, inclusive quanto ao uso de antioxidantes sintéticos. Diversos estudos indicam que
0s antioxidantes de origem sintética estdo relacionados com danos a saude de animais,
como: aumento hepatico, reducdo de crescimento, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
problemas pulmonares, ganho de peso, efeitos toxicos e mutagénicos (ENDICT, 2011).

Nesse sentido, o uso destes antioxidantes sintéticos em produtos destinados para
consumo humano é limitado. No Brasil, 0 uso destes antioxidantes é controlado pelo
Ministério da Saude que limita a concentracdo a 200 mg/kg para o BHA e 100 mg/g para o
TBHQ. Em outros paises, como o Canada e a Unido Européia, ndo é permitido o uso de
TBHQ em alimentos e medicamentos (ADITIVOS e INGREDIENTES, 2013; RAMALHO;
JORGE, 2006).

Dessa forma, existe grande interesse na substituicdo de antioxidantes sintéticos
por naturais 0 que despertou intensa procura por materiais vegetais brutos para a
identificacdo de novos antioxidantes (ENDICT, 2011). Diversos estudos indicam que 0s
extratos naturais sdo mais efetivos que a maioria dos antioxidantes sintéticos (ADITIVOS
e INGREDIENTES, 2013; ENDICT, 2011). A atividade antioxidante de extratos naturais e

plantas é atribuida principalmente a compostos fendlicos.

1.5. METODOS PARA ANALISE DE ANTIOXIDANTES

O interesse na pesquisa por susbtancias com potencial capacidade antioxidante
em produtos naturais, sobretudo aqueles de consumo frequente pela populacéo tém sido
crescente (LUBOMILA et al. 2004; FEREIDOON et al. 2008; LOPEZ-ALARCON;
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DENICOLA, 2013). Assim, a avaliacdo da capacidade antioxidante tém igualmente sido
um campo de pesquisa muito explorado. De modo, que uma vasta gama de métodos e
protocolos de ensaio tém sido propostos, a destacar os métodos espectrométricos,
eletroquimicos e cromatograficos (MOLYNEUX, 2004; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA,
2013).

1.5.1 Ensaios Espectrofotométricos

De modo geral os métodos espectrofotométricos sdo classificados em:
colorimétricos (comprimentos de onda visivel) e espectrometria ultravioleta.

Os meétodos de DPPH e ABTS sé&o considerados ensaios colorimétricos
(comprimento de onda maior que 500 nm). Estes ensaios podem ser classificados com
base no seu principio analitico. Este pode envolver a transferéncia de protons (HAT) ou
elétrons (TE) (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

O mecanismo que envolve a transferéncia de prétons (HAT) caracteriza-se pela
competicdo termodinamica entre os substratos e antioxidantes pelo radical peroxila,
proveniente da decomposicdo de azocompostos, e consequente formacdo de sondas
fluorescentes que sdo monitoradas e interpretadas em curvas cinéticas. S80 ensaios
deste tipo: o ensaio de inibicdo da auto-oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade, o
ORAC e TRAP (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Os métodos com transferéncia de elétrons (TE) sédo reacdes do tipo redox que
apresentam variacdo da coloracdo correlacionada com a concentracdo de espécies
antioxidantes presentes na amostra. Estes ensaios exigem um controle das condi¢des do
meio devido a possibilidade de influenciar a capacidade de reducao dos antioxidantes em
analise. Sao ensaios deste tipo: DPPH, FRAP, CUPRAC. método de Folin-Ciocalteu
(HUANG,; OU; PRIOR, 2005).

Sob uma perspectiva analitica, apesar de grande variedade de métodos in vitro e in
vivo disponiveis para avaliacdo da capacidade antioxidante de materiais biologicos,
nenhum deles tem aplicacdo geral devido as limitacdes intrinsecas de cada método em
cada area de pesquisa (HUANG; OU; PRIOR, 2005; AMARE, 2012; ARNAO, 2000).

Os métodos mais comumente usados, em virtude de sua praticidade, rapidez e
melhor sensibilidade, sdo aqueles que empregam compostos cromogenos de natureza
radicalar para simular espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio. Dentre estes, 0
método ABTS e o ensaio do DPPH s&o extensivamente utilizados com essa finalidade
(AURELIA, MIHAELA; ANDREI, 2009, WIOLETTA et al. 2009; MARIA et al. 2010; ARNAO
2000; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).
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Os métodos ABTS e DPPH séo as opc¢des mais comuns para a avaliacdo da
capacidade de antioxidantes neutralizarem radicais livres em matrizes de complexidade
diversa. Entretanto, ressalta-se que ambos utilizam como substancia padrdo para 0s
ensaios, radicais exdgenos, cuja reatividade pode divergir bastante da esperada para
espécies reativas comumente formadas em situacdes de stress oxidativo. Em ambos
casos, os resulatdos sao expressos em funcao de equivalentes de antioxidantes padroes,
i.e. acido L-ascorbico e trolox, os quais permitem obter curvas dose-resposta para fins de
comparacao (ARNAO 2000; HUANG, OU; PRIOR, 2005).

O reagente DPPH apresenta como vantagem ser mais estavel que o ABTS, e de
preparo mais rapido. Por sua vez, p DPPH é preparado em etanol, metanol ou outros
solventes semi-polares, de modo que quando utilizado para avaliar a capacidade
antioxidante de substancias com carater demasiadamente lipofilico, 0 método ndo permite
uma mensuracao fidedigna.

Além disso, leituras a 515 nm geralmente superestimam a capacidade antioxidante
total, pois condiz com o méaximo de absorbancia de varios polifendis presentes em
amostras reais. Apesar desses pontos analiticos criticos, a praticidade do método, rapidez
e disponibilidade comercial ainda tem carater decisorio no emprego desse método ao
invés do método ABTS que € bastante demorado (ARNAO, 2000; MOLYNEUX, 2004).

Assim, é possivel encontrar uma grande quantidade de estudosque utilizam o
ensaio DPPH na avaliacdo da capacidade antioxidante de extratos, frutos, bebidas, chas
e diversos alimentos. Outrossim, comumente ambos ensaios apresentam estreita
correlacdo com resultados obtidos para fendis totais pelo método Folin-Ciocalteau, bem
como para varios outros métodos baseados em mecanismos HAT ou TE. Isso deve-se em
grande parte pela similaridade do mecanismo redox desses ensaios (HUANG, OU;
PRIOR, 2005).

1.5.1.1 Ensaio de descoloracgédo do cation radical ABTS

Miller e colaboradores (1993) descreveram um ensaio colorimétrico para avaliacao
da capacidade antioxidante total com base no 2,2’-azinobis-(4cido 3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico) (ABTS) que forma o cation radical estavel -ABTS+, com coloragdo azul
esverdeada e absor¢cdo maxima a 600 nm, quando incubado com peroxido de hidrogénio
na presenca de enzimas (peroxidase ou metamioglobina) ou 6xidos de metais, como o
diéoxido de manganés (ALAM, BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2012; ALAGUMANIVASAGAM
et al. 2012).
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O ensaio de ABTS permite andlise da capacidade antioxidante de compostos
hidrofilicos e lipofilicos na amostra (ARNAO, 2000).

1.5.1.2 Ensaio DPPH

O método de DPPH foi desenvolvido por Marsden Blois, pesquisador da
Universidade de Stanford, no final da década de 50 e posteriormente foi modificado por
diversos autores (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER; BERSET, 1995; MOLYNEUX, 2004).

O DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) € um radical relativamente estavel amplamente
utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de produtos naturais e alimentos.
Inicialmente, acreditava-se que o ensaio DPPH ocorria mediante um mecanismo do tipo
HAT, ou seja, com transferéncia de hidrogénio. Todavia, pesquisas recentes elucidaram
gue se trata de um mecanismo do tipo TE ou redox (MOLYNEUX P, 2004). Essa reducédo
€ proporcional a quantidade de antioxidantes e resulta na variacdo da coloracao
inicialmente purpura a amarela (MOLYNEUX, 2004; HUANG, OU; PRIOR, 2005;
OZCELIK et al. 2003; FRANKEL; MEYER, 2000).

O monitoramento da coloracdo ocorre através de medidas de absorbancia
espectrocopicamente determinadas a 517 nm apds um periodo pré-determinado de
incubacdo na auséncia de luz. A capacidade antioxidante é expressa em termos de
concentracdo efetiva (ECso) que corresponde a concentracdo de amostra em analise
necessaria para reduzir a absorbancia inicial em 50% em termos de um marcador
biolégico com capacidade antioxidante conhecida (ALAGUMANIVASAGAM et al. 2012;
BRAND-WILLIAMS, CUVELIER; BERSET, 1995).

Inicialmente, este método colorimétrico proposto por Blois (1958) utilizou a cisteina
como marcador biolégico para avaliar a capacidade antioxidante. Entretanto, diversos
pesquisadores verificaram a versatilidade do método quanto ao uso de diversos padrdes
moleculares antioxidantes (rutina, acido galico, alfatocoferol, quercetina, acido ascorbico,
cisteina, catequina, BHA, BHT e glutationa) como controles positivos e para fins
comparativos dos resultados obtidos (ALAGUMANIVASAGAM et al. 2012; HUANG, OU;
PRIOR, 2005).

Apesar da versatilidade do método, rapidez, facil preparacdo e disponibilidade
comercial, este ensaio apresenta determinadas limitacbes analiticas, i.e. suibstancias
cromoéforas ou que precipitem no solvente empregado formando sistemas coloidais
resultam em taxa de descoloragdo menor que a esperada, bem como se o antioxidante se
qguer for extraido no solvente de trabalho (ARNAO, 2000; MOLYNEUX 2004; ALAM,
BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2012).
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Além disso, muitos antioxidantes que apresentam cinética rapida com radicais
piroxil podem apresentar uma cinética lenta ou ser inertes com o radical DPPH exigindo
diferentes periodos de incubagdo como o acido ascérbico (1,15 minutos) e a rutina (103
minutos). Ademais, a nao linearidade para todo intervalo de concentracbes de DPPH
torna os resultados de ECsp arbitrarios (HUANG, OU; PRIOR, 2005).

1.5.1.3 Folin Ciocalteau

O método de Folin Ciocalteu é uma técnica colorimétrica associada com o método
espectrofotométrico UV-Vis para medir a concentracdo de grupos fendlicos hidroxilados
em diferentes matrizes. Este método é descrito em varias farmacopéias e guias de
referéncia e muito comum na rotina laboratorial de anélise de alimentos, bebidas e outros
produtos naturais para andlise da concentracao total de compostos fendlicos (BLAINSKI,
LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007; SOUSA et al. 2007).

Este método consiste na reacdo da mistura dos &cidos fosfomolibdinico e
fosfotungstico com os compostos fendlicos presentes na amostra formando o complexo
cromoforo fosfotungstico fosfomolibdénico de coloracéo azul. A sua absorbancia maxima
ocorre em 750 nm e depende da alcalinidade da solucdo empregada e da concentracao
de compostos fendlicos (BLAINSKI, LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007;
SOUSA et al. 2007).

Entretanto, o método apresenta alguns pontos criticos do ponto de vista analitico.
Alguns deles séo: a rapida decomposicédo do reagente em solucfes alcalinas exigindo o
uso de grandes volumes para completar a reacdo; a falta de especificidade da reacéo
sendo as proteinas e os taninos interferentes importantes; o uso de solucéo alcalina pode
precipitar o complexo provocando turbidez ao meio tornando a andlise
espectrofotométrica inviavel (BLAINSKI, LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007).

Apesar dos pontos criticos, acima citados, o0 método € consagrado pelo uso,
principalmente para fins de caracterizacdo, por ser um ensaio preciso e especifico em
virtude dos diferentes grupos de compostos fendlicos apresentarem coloracdo
ligeiramente diferentes devido a diferencas no peso molecular e também apresentarem
diferentes cinéticas de reacéo. Além disso, este método € robusto e pragmatico ao ponto
de pequenas alteracdes de adequacédo do método ndo comprometerem a sua efetividade
(BLAINSKI, LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007).
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1.5.2 Métodos Cromatograficos

No inicio do século XX, a introducdo de métodos analiticos de separacao,
principalmente a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, hifenados com diferentes
métodos de detecc¢do in vitro permitiu a triagem de compostos antioxidantes em alta
resolucao (NIEDERLANDER et al. 2008; VERZA et al. 2007).

Apesar de serem dificeis de implantar e controlar, esses sistemas combinam
técnicas analiticas capazes de indicar a presenca de antioxidantes em misturas
complexas de forma rapida e menos laboriosa (NIEDERLANDER et al. 2008).

Dentre os ensaios cromatograficos de alta resolucdo baseados em deteccéo
eletroanalitica, verifica-se uma crescente aplicacdo dos métodos hifenados CLAE-
CUPRAC, CLAE-FRAP, CLAE-DTNB e enziméticos na andlise de extratos e alimentos
(KARACELIK et al. 2015).

Nos sistemas baseados em meétodos colorimétricos, o ABTS ou DPPH séo
adicionados ao fluxo pés-coluna que recebe os antioxidantes eluidos e separados por
cromatografia. Dessa forma, sdo detectados por diminuicdo da absorbancia no
comprimento de onda do espectro visivel (KARACELIK et al. 2015).

Dentre os métodos de triagem de alta resolucdo, o método hifenado CLAE-UV-
ABTS tem se mostrado superior na sensibilidade, seletividade, rapidez e praticidade para
analise da capacidade antioxidante de componente de varios extratos de plantas,
alimentos e bebidas (KARAGCELIK et al. 2015).

Além disso, esses métodos tém sido combinados com outros métodos de deteccgéo
on-line (RMN, DAD, EM) para identificacdo rapida de seus constituintes ativos
(NIEDERLANDER et al. 2008; KARACELIK et al. 2015).

De forma geral, os métodos de triagem analitica de alta resolucdo necessitam
identificar e caracterizar padr6es moleculares antioxidantes para, posteriormente, serem
rastreados em amostras reais com base no seu modelo de oxidagcdo (KARACELIK et al.
2015).

Métodos cromatograficos tém sido frequentemente utilizados para a andlise de
produtos naturais, principalmente devido & sua elevada capacidade de separacdo e

sensibilidade para a deteccédo de componentes de misturas mais complexas.

1.5.3 Métodos Eletroquimicos
Considerando-se os diferentes mecanismos pelos quais um antioxidante atua
(poder redutor, quelacéo e/ou capacidade de estabilizar radicais livres) a seletividade e a

exatiddo dos métodos convencionais (ex. métodos bioquimicos e colorimétricos) podem
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ser comprometidos, necessitando o emprego de variados principios analiticos, com
meétodos combinados ou alternativos (BUTERA et al. 2002).

Neste contexto, os métodos eletroquimicos surgem como excelente alternativa
para a determinacdo da atividade antioxidante em uma diversidade de matrizes como
bebidas, chas, suplementos antioxidantes, produtos naturais, extratos vegetais, dentre
outras (CAMPANELLA et al. 2006).

Os antioxidantes sao agentes redutores que facilmente se oxidam na superficie de
eletrodos. Nesse sentido, os métodos eletroquimicos apresentam grande potencial na
caracterizacdo de compostos eletroativos mediante o estudo de suas propriedades redox
na superficie do eletrodo. Essas possibilidades de caracterizar o mecanismo redox tornam
esses meétodos poderosas ferramentas analiticas para avaliagdo da capacidade
antioxidante e determinacgdo de diversos parametros fisico-quimicos (ARTEAGA JF et al.
2012; OLIVEIRA-ROBERTH et al. 2012; BLASCO, GONZALEZ e ESCARPA 2004;
GONGCALVES et al. 2011).

Dentre esses parametros fisico-quimicos estao: os potenciais de oxirreducao; as
correntes faradaicas; constantes de equilibrio; nimero de elétrons envolvidos no processo
redox; tipo de mecanismo; avaliagcdo da contribuicdo de grupos moleculares na atividade
antioxidante; influéncia de protons, ions cétions, anions, meio eletrolitico e diferentes
superficies eletrodicas no processo eletrocatalitico (BOLDUC MP et al. 2009; OLIVEIRA-
ROBERTH et al. 2012; BLASCO, GONZALEZ; ESCARPA, 2004).

De modo geral, quando o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho atinge um
determinado nivel de polarizacdo, este atua como catalisador da reacdo redox das
espécies eletroativas na interface eletrédica gerando parametros analiticos (potencial,
corrente, mecanismos de reacdo, propriedades fisico-quimicas, relagdes estrutura-
atividade) que permitem quantificar e caracterizar as espécies antioxidantes presentes na
matriz (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; GIL 2007; MAKHOTKINA; KILMARTIN, 2012;
OLIVEIRA-ROBERTH et al. 2012; ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011; ARRIBAS,
MARTINEZ-FERNANDEZ; CHICHARRO, 2012; MANNINO et al. 1998; OLIVEIRA-FILHO,
2006; DICULESCU et al. 2012; BLASCO, GONZALEZ; ESCARPA, 2004).

Sendo assim, no que diz respeito a atividade antioxidante bem como ao controle de
gualidade de diversos produtos, os meétodos eletroquimicos encontram aplicagéo tanto no
estudo de substancias isoladas quanto em matrizes complexas (REIS et al. 2009; SA et
al. 2014; LINO et al. 2014; ALVES et al. 2010).

Extratos vegetais e outros produtos naturais de composicdo heterogénea, a

diversidade e complexidade de interacdes quimicas entre 0s componentes aumentam
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consideravelmente. Neste caso, a atividade antioxidante de extratos brutos ou
parcialmente purificados é usualmente expressa em termos da composicao de polifenois
totais. Entretanto, o emprego de diferentes técnicas que se complementam podem
fornecer resultados mais refinados quanto a atividade antioxidante total e a capacidade de
varredura de radicais da amostra, inclusive sugerindo classes de antioxidantes envolvidos
(VELJKOVIC JN et al. 2013).

Assim, as técnicas eletroquimicas apresentam numerosas vantagens quando
comparadas a outros métodos analiticos com a mesma finalidade. Algumas delas séo:
alta sensibilidade, boa seletividade, rapidez, simplicidade de analise, ndo ha necessidade
analitica de gerar ou adicionar espécies quimicas oxidantes, baixo consumo de reagentes
e, sobretudo, o elétron que € o agente oxidante dos métodos eletroquimicos tem reduzido
impacto ambiental em comparacdo com os outros métodos disponiveis (GONCALVES et
al. 2011; BLASCO, GONZALEZ; ESCARPA, 2004; HE et al. 2009; HUANG, GAO;
HAGEMAN, 2004; REIS et al. 2009; MANNINO et al. 1998).

Dentre as técnicas para andlises de antioxidantes, tem destaque as
espectofométricas, e recentemente as técnicas voltamétricas, tais como: Voltametria
Ciclica, Voltametria de Pulso Diferencial, Voltametria de Onda Quadrada, Amperometria,
Coulometria, bem como o emprego de técnicas indiretas, como FRAP, CRAC (REIS et al.
2009; MAKHOTKINA; KILMARTIN, 2010; BLASCO, GONZALEZ; ESCARPA, 2004;
OLIVEIRA-ROBERTH et al. 2012).

Os diferentes métodos eletroanaliticos sdo geralmente, realizados em uma cela
eletroquimica composta por trés eletrodos: trabalho, referéncia e auxiliar, imersos em
solucao eletrolitica. Dependendo da técnica eletroanalitica empregada, como sera
discutido a segquir, diferentes faixas de potencial sdo aplicados ao eletrodo de trabalho
visando obter informacbes especificas no processo eletrédico (BRETT; OLIVEIRA-
BRETT, 1993).

1.5.3.1 Técnicas Voltamétricas

A voltametria € uma técnica eletroquimica que se baseia nos fendbmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de
solucdo adjacente a essa superficie. Essa técnica é classificada como dindmica, pois a
cela eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i diferente de 0) que, por
sua vez, é medida em funcdo da aplicacdo controlada de um potencial. Assim, nessa
técnica, as informacdes sobre o analito sdo obtidas por meio da medicdo da magnitude da

corrente elétrica que surge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar ao se aplicar
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uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia.
(PACHECO; SEMAAN, 2013). A parte experimental deste trabalho envolve a utilizacéo de
trés técnicas voltamétricas diferentes que sdo apresentadas logo a seguir. Assim, esta
secao foi incluida, a fim de descrever os fundamentos gerais da voltametria e as

caracteristicas das técnicas aplicadas.

1.5.3.1.1 VOLTAMETRIA CiCLICA

Na voltametria ciclica (VC), técnica eletroquimica comumente utilizada, o padrao de
varredura do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho € definido por trés potenciais que
caracterizam a técnica como ciclica. Sao eles: o potencial inicial; o potencial de retorno,
no qual ocorre inversédo do sentido da varredura de potencial e, por fim, o potencial final
sendo que este pode ou nao coincidir com o potencial inicial. O sentido da varredura é
predefinido podendo ocorrer para a regido anddica ou catodica. A figura 9 apresenta o

caso onde o potencial inicial e final ndo coincidem (OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Figura 9 - Padrdo de potenciais aplicados ao eletrodo de trabalho na voltametria ciclica.
Potencial inicial na regido anddica, potencial de inversdo na regido catddica e potencial final em
regido anddica.

E
A

Eméx

Ei

Adpatado: Brett e Oliveira-Brett, 1993.

A voltametria ciclica (VC) é uma das técnicas eletroquimicas mais empregadas no
diagnostico dos mecanismos de reacdes eletroquimicas visando identificar as espécies
eletroativas analisando semiquantitativamente as suas velocidades de reacdo. Mediante
essa analise obtém-se informacOes dos parametros elétricos relativo ao processo de
oxido-reducdo da(s) substancia(s) eletroativa(s) na superficie do eletrodo de trabalho
(SCHUETZLE,D et al.1989).
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Esses parametros elétricos séo os potenciais de oxidagéo (Epa) (processo anodico)
e reducéo (Epc) (processo catddico) com suas respectivas correntes de oxidacdo (lpa) €
reducdo (lpc). De forma geral, o potencial de oxidagéo avalia a forca termodinamica da
espécie eletroativa em analise, ou seja, 0 seu carater redutor. Quanto menor o potencial
de oxidacdo maior o carater redutor da espécie eletroativa. Dessa forma, os antioxidantes
gue apresentam oxidagcdo em baixos potenciais apresentam maior poder redutor e,
consequentemente, sdo melhores antioxidantes (BLASCO, A. J et al. 2005).

Por sua vez, a corrente faradaica resultante dos processos de reducdo e oxidagao
devido a natureza eletroativa dos compostos fendlicos apresenta correlacdo quantitativa
com a Lei de Faraday. Segundo esta lei fundamental da eletroquimica, a intensidade de
corrente faradaica é proporcional a quantidade de espécies eletroativas presentes na
solucao em andlise (MAKHOTKINA; KILMARTIN, 2012; Bott, AW et al. 1993).

Além das informacdes relativas aos parametros redox, a voltametria ciclica permite
avaliar o sistema quanto a reversibilidade do processo redox na superficie do eletrodo de
trabalho. Nesse sentido, em sistemas eletroquimicamente reversiveis, o potencial formal
corresponde a mediana entre os potenciais anddico e catddico, onde a diferenca de
potencial entre a oxidacdo e reducdo caracterizam processos reversiveis (AE < 59 mV,
l/lc = 1), quase-reversiveis (AE = anddico — catédico > 59 mV)e irreversiveis (AE>> 59
mV, lJ/Ic#1) nas mesmas condigdes do meio (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; REIS et
al. 2009).

Ademais, se o0 processo redox de transferéncia eletrénica for suficientemente
rapido, os niveis de corrente anddica (lp.) € catodica (Ipc) estabelecem uma relacéo de
igual intensidade modular (Ipa/lpc= 1) podendo ser correlacionadas com a concentracéo da
espécie eletroativa de acordo com a equacdo de Randles-Sevick, para processos
difusionais em sistemas reversiveis e irreversiveis controlados predominantemente por
difusdo (equagodes 1,2). (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; REIS et al. 2009):

Processo reversivel
3 1 1
I,o =(2.69%x10°) xnIx AXDI XxvIxC 1)

Em seguida é apresentada a equacao que define o processo irreversivel da reacao

redox.

Processo irreversivel
1 1 1
I,.=(269%x10%) xn(x, n') IxAX [0].x DIx v 2)

Onde: | = corrente (A),
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n = numero de elétrons envolvidos na reagéo,

A = area do eletrodo (cm?), para sistemas reversiveis ou irreversiveis,
D = coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm? s %),

C = concentracdo da espécie eletroativa (mol cm ),

v = velocidade de varredura (Vs ™).

A figura 10, a segquir ilustra voltamogramas que permitem a classificacdo dos

processos quanto a reversibilidade.

Figura 10 - Descricdo de processos reversiveis e irreversiveis usando voltamogramas de

voltametria ciclica.
1/

& E,

; b E

Reversivel

Irreversivel

n(Eo-E)/V

Er

Fonte: Brett e Oliveira-Brett, 1993.

Apesar dessa abordagem tedrica, a composi¢cdo do meio possui substancias que
podem alterar a superficie eletrddica influenciando os potencias redox e com possivel
ocorréncia de reacOes acopladas aos processos eletroquimicos. Dentre essas, as reagoes
de polimerizacéo de fendis na superficie do eletrodo podem formar filmes que alteram a
area da superficie eletrddica por bloqueio a passivacdo. Dessa forma, a correlagcéo entre
a atividade antioxidante e o potencial de reducdo nem sempre € uma tarefa simples e
direta de se correlacionar (GATTRELL, M et al. 1993).

Além disso, meios eletroliticos gerardo correntes capacitivas quando ocorre a
polarizacdo do eletrodo de trabalho. Dessa forma, o comportamento capacitivo do
dispositivo contribui com correntes nao faradaicas relacionadas com o acumulo de cargas
e ndo com o processo redox. De modo que os cations e anions presentes na solucao

migram sem transferir suas cargas resultando em voltamogramas (I vs E) com auséncia
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de picos. Outros sim, quanto mais resistivo for o meio eletrolitico maior o nivel de corrente
capacitiva observado (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

1.5.3.1.2 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL
A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma das técnicas disponiveis baseadas
na aplicacdo de pulsos de potencial e representa uma poderosa ferramenta
eletroanalitica. Diferentemente da voltametria ciclica, o padréo de potenciais aplicados ao
eletrodo de trabalho é a combinacdo de dois tipos diferentes de pulsos, a medida da
corrente obtida, é a diferenca entre os pulsos S1 e S2. A corrente € medida duas vezes
antes da aplicacdo do pulso de potencial S1 e depois no final da aplicacdo do pulso S2,
como pode ser verificado na figura 11).
Figura 11 - Padré&o do potenciais de pulso em voltametria de pulso diferencial.
Voltametria de pulso diferencial. (a) Esquema de aplicacéo de potenciais;(b)

Perfil esquematico I-E.

rampa de pntenciaI'_U—ﬂ—"_

(b)

(a) I
——ﬂ—-,_—( A corrente
-
’ | | | ‘ l " T amplitude de Al = I(2) - (1)
pulso

potencial ‘

s? ;-J—L >
potencial
1 -—
-—T

— .
periodos

-

tempo

Fonte: Brett e Oliveira-Brett 1993

Também na figura 11-a, um pulso de amplitude (10/n mV) é aplicado com degrau
(r) no intervalo de potencial predefinido de forma incremental. Enquanto isso, pulsos de
amplitudes 50/n mV sédo incrementados ao final do passo t durante um periodo(t-t’).A
vantagem analitica deste padrédo combinado, em relacdo a voltametria ciclica, € o
aumento na sensibilidade e consequente melhora nas caracteristicas analiticas. Este

ganho deve-se ao fato dos processos de transferéncia de cargas faradaicos (reacéo
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redox) e capacitivos (reorganizacdo de ions na dupla camada) apresentarem diferentes
cinéticas em funcéo do tempo (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Observando-se a figura 11-a, o ponto 1 € o momento de aplicacdo do sobre
potencial (50/n mV) e o ponto 2, a leitura da corrente no fim do impulso. Como a corrente
capacitiva extingue-se mais rapidamente que a faradaica, a corrente capacitiva € assim
evitada nas mensuracgdes. A figura 11-b ilustra um voltamograma VPD ( E s 1) tipico de
um processo redox faradaico onde a corrente capacitiva foi eliminada (Al = I, — |y)
(BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Em virtude desse aumento na sensibilidade analitica, a voltametria de pulso
diferencial permite uma melhor observacdo dos processos de transferéncia de elétron
permitindo diferenciar quando estes estdo ou néo acoplados a transferéncia de protons e
a formacéo de produtos eletroativos (DICULESCU et al. 2012). Além disso, confere uma
melhor resolucdo de picos de corrente quando comparado com outras técnicas
eletroanaliticas possibilitando dessa forma uma melhor caracterizagdo (BRETT;
OLIVEIRA-BRETT, 1993; MASEK, ZABORSKI ; CHRZESCIJANSKA, 2011).

1.5.3.1.3 VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) surgiu no inicio da década de 50 sendo
Baker o seu pioneiro (PLAMBECK,JA et al 1982). Entretanto, devido a limitacbes no
campo da eletrdnica, esta técnica permaneceu durante décadas com pouca utilidade
analitica devido a defasagem tecnoldgica do periodo. No entanto, com avan¢os no campo
da eletrénica aplicada, recentemente tornou-se uma técnica eletroquimica de grande
importancia analitica (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Assim como a voltametria de pulso diferencial, a Voltametria de Onda Quadrada
(VOQ) € uma técnica de pulso, mas difere daquela no padréo de pulsos aplicados ao
eletrodo de trabalho. O padréao de pulsos pode ser verificado na figura 12-a. Verifica-se a
combinacdo de dois tipos de pulsos. O primeiro deles corresponde ao incremento de
pulsos em potenciais incrementais de 2 mV e passo U no intervalo de potenciais de
trabalho predefinido. Somando a esse padréo, verifica-se a sobreposicdo de ondas
quadradas com ciclos de oxidacdo e reducdo de periodo coincidente com o passo T do
primeiro padréo de impulsos. Dessa forma, como ilustrado na figura 12 as leituras
analiticas sdo realizadas ao final de cada semi-ciclo de oxidacdo e reducéo,
respectivamente.

Esse padrédo confere a esta técnica algumas vantagens quando comparada com a

Voltametria de Pulso Diferencial. A primeira delas e de importancia analitica € a maior
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velocidades de analise. Enquanto a VPD funciona com velocidades de varredura na
ordem de 1 mVs™ a 10 mVs™, a voltametria de onda quadrada permite atingir valores de 1
Vs reduzindo, no minimo 100 vezes, o tempo de analise. Isso confere grande potencial
de aplicacdo da VOQ na deteccdo eletroquimica de eluentes provenientes de métodos
cromatograficos, pratica sofisticada de hifenacdo de métodos analiticos. Além disso, ha
um menor consumo de espécies eletroativas e consequentemente uma minimizacao de
problemas relacionados com o bloqueio da superficie analitica quando comparado com a
VPD (JANEIRO; OLIVEIRA-BRETT, 2005; BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Figura 12- Padrao de potencial aplicado no eletrodo de trabalho em voltametria de Onda
Quadrada. (a), Voltamograma de Onda Quadrada (I vs E) indicando a corrente

total (Al) ; (b), anddica ou de oxidacao I, e catédica ou de reducéo I.
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Fonte: Brett e Oliveira-Brett 1993.

Assim como na voltametria de pulso diferencial, a corrente capacitiva nédo €
contabilizada de forma significativa. Dessa forma, a VOQ apresenta grande sensibilidade
sendo inclusive superior a VPD dependendo do analito empregado, sobretudo para
sistemas reversiveis e pela eliminacdo do fenémeno de bloqueio da superficie eletrddica
bem como pela remocéao da corrente devido a redugéo do oxigénio molecular dissolvido
na matriz analitica (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; DOGAN-TOPAL et al. 2010).
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1.5.3.1.4 PERFIL VOLTAMETRICO

Na pratica eletroanalitica a investigagdo do comportamento eletroquimico de
substancias antioxidantes, presentes em diferentes matrizes, é representada no
voltamograma que apresenta perfil caracteristico da intensidade de corrente em funcao do
potencial e dos componentes eletroativos presentes.

Para fins de triagem analitica, geralmente, a voltametria ciclica é empregada para
obter os parametros eletroquimicos, isto € valores de corrente e potencial para pico(s)
anddico(s) e catddica(s), bem como avaliar a reversibilidade do sistema em algum par
redox. Valores de potencial abaixo de 0,5 V, pH 7 séo caracteristicos para espécies com
alto poder redutor, ou seja indicam a presenca de espécies com alta capacidade
antioxidante. lgualmente, sistemas reversiveis s8o mais promissores nestes casos
especificos, pois pode-se inferir que a espécie antioxidante tenha capacidade de se
regenerar. Por sua vez, os Vvalores de potencial dizem respeito a aspectos
termodinamicos, os valores de pico de corrente, além de expressarem a cinética de
transferéncia eletronica, segundo a lei de Faraday (“Um mol de espécie eletroativa
monovalente transfere um mol de elétrons”), nos ddo uma idéia do quantitativo de
espécies eletroativas, tais como sdo os antioxidantes e pro-oxidantes.

Caso haja confirmacao de atividade antioxidante pela presenca de picos de corrente
no voltamograma ciclico, em potenciais baixos emprega-se a Voltametria de Pulso
diferencial visando obter maior sensibilidade analitica em virtude da eliminacdo da
contribuicdo de correntes capacitivas nas mensuracgoées, isto se o bloqueio do eletrodo de
trabalho ndo for um problema que comprometa os resultados analiticos.

A figura 13, a seguir, apresenta, para fins ilustrativos, dois voltamogramas obtidos
por Voltametria de Pulso Diferencial para amostras de vinhos tinto e branco. Observa-se
perfeitamente que as duas amostras apresentam perfis voltamétricos diferentes e
caracteristicos. O voltamograma obtido para vinho branco branco apresenta dois picos de
corrente anodica em potenciais anodicos de ~400 mV e ~800 mV, com ~10 pA e ~6 YA,
respectivamente. Ja o tinto, apresenta trés picos de oxidacdo bem definidos (~400 mV;,
590 mV e 760 mV) e suas respectivas correntes de oxidagéo (11,5 pA, 13 pA e 7 pA), fato

condizente com as diferencgas entre processos de vinificacdo de cada estilo de vinho.
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Figura 13- Voltamogramas de pulso diferencial para amostras de vinhos t tinto (=) e branco (- - -).

Picos de corrente anddica (1a, 2a, 3a) e ombro anddico (1a,s).

0.3 0.6 ' 0.9
E vs. (Ag/AgCl)/V

Fonte: Lino et al. 2014.

Apesar das propriedades do meio eletrolitico influenciarem nas condicbes e
consequentemente no potencial de oxidacéo, ele é caracteristico para aguele meio e esta
relacionado com a estrutura molecular da espécie quimica. Dessa forma, o potencial de
oxidacao é uma propriedade intrinseca da molécula para aquele meio.

A intensidade de corrente obtida nos voltamogramas, diferentemente é uma
propriedade extensiva por depender da quantidade de espécies eletroativas presentes no
meio. Isto esta de acordo com uma das leis mais fundamentais da eletroquimica, a Lei de
Faraday. Em que, a intensidade de corrente € proporcional a quantidade de espécies
eletroativas presentes ( PLAMBECK, J.A 1982).

De acordo com o discorrido até aqui e observando novamente a figura 13,
verificamos que a amostra de vinho tinto apresenta maiores niveis de correntes faradaicas
gue o vinho branco. Além disso, possui maior niumero de picos de oxidacgao, revelando
dessa forma a maior quantidade de espécies antioxidantes presentes no vinho tinto em
comparacao com o vinho branco como foi demonstrado por diversos estudos (LINO et al.
2014; SA et al. 2014).

1.5.3.1.5 INDICE ELETROQUIMICO

Considerando as caracteristicas eletroativas dos antioxidantes, a ideia de
determinar um indice Eletroquimico ja havia sido proposta anteriormente (BLASCO,
GONZALEZ; ESCARPA, 2004). Entretanto, essa tentativa limitou-se a uma classificagéo
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com carater qualitativo, baseada apenas no potencial redutor das espécies,
negligenciando o0s aspetos quantitativos e cinéticos na contribuicdo da atividade
antioxidante (REIS et al. 2009; BLASCO, GONZALEZ; ESCARPA, 2004; LINO et al.
2014).

Nesse sentido, o indice eletroquimico (IE), obtido dos parametros eletroquimicos,
potencial e corrente de pico do voltamograma, propde uma visdo mais ampla do conceito
de atividade antioxidante levando em consideragcdo ndo apenas o poder redutor da
especie antioxidante (aspecto termodinamico, expresso por Ep,) como também a sua
concentragdo e a cinética de transferéncia de életrons (expresso por l,3) (LINO et al.
2014).

Considerando que quanto menor é o valor do potencial redutor da espécie
antioxidante, mais facilidade esta tem para se oxidar e melhor sdo suas caracteristicas
antioxidantes. Esta relacdo inversamente proporcional estabelece que espécies que
sofrem eletrocatalise em baixos potenciais anddicos (Ea < 0,5 V, pH 7) apresentam boa
atividade antioxidante. Caso contrario, a espécie nao apresenta caracteristicas
antioxidantes notaveis (REIS et al. 2009; LINO et al. 2014; SA et al. 2014).

Além do baixo potencial de reducdo, a concentracdo de espécies antioxidantes
também contribui e de forma diretamente proporcional para a atividade antioxidante.
Quanto maior € a sua concentracdo, melhor a capacidade antioxidante. Sendo assim, e
com base na Lei de Faraday, a intensidade de corrente anddica € proporcional a
guantidade de espécies eletroativas presentes na matriz (REIS et al., 2009; LINO et al.
2014; SA et al. 2014; ZOU et al. 2002).

A figura 14 apresenta um voltamograma de pulso diferencial, de carater ilustrativo,
para melhor compreensdo dos parametros eletroquimicos utilizados na obtencdo do

indice eletroquimico.
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Figura 14 - Voltamograma esquematico com parametros eletroquimicos para obten¢éo do indice

eletroquimico

E/V vs (Ag/AgClgat)

Fonte: Lino et al. 2014.

O voltamograma da figura 14 apresenta trés picos de oxidacédo (A, B e C) com os
respectivos parametros de corrente (Ia, Ig € Ic) e potencial (Ea, Eg € Ec) anddicos. Cada
um desses picos anddicos tem uma contribuicdo para o calculo do indice eletroquimico
gue é representado como a soma das razfes entre a intensidade de corrente (UA) e 0
respectivo potencial de oxidacdo (mV), de acordo com a equacao 3:

IE=-A4+E41C
Ey Ep Ep 3)

Dessa forma quanto mais intensa a corrente anddica e quanto menor o potencial
anodico de cada pico maior é a sua contribuicdo para a atividade antioxidante e,
consequentemente, maior é o valor do indice eletroquimico (LINO et al. 2014).

1.5.3.2 Outros métodos: coulometria e CRAC

A coulometria € uma técnica que aplica um degrau de potencial ao sistema
eletroquimico promovendo alteragbes que permitem fazer deducdes sobre reagbes de
eletrodo e suas velocidades. Essencialmente, este método eletroquimico baseia-se na
mensuracao da quantidade de carga e/ou corrente necessaria para oxidar ou reduzir um
analito de interesse em funcéo do tempo (REIS et al. 2009; BRETT; OLIVEIRA-BRETT,
1993).

Dessa maneira, devido ao fato do principio analitico desta técnica fundamentar-se
num processo faradaico, onde a proporcionalidade entre niamero de elétrons(n) fluindo

pelo eletrodo e a quantidade molar de substancia eletroativa envolvida séo fundamentais,

Introdugdo 39



este método exige que a reacdo apresente uma cinética rapida e maxima eficiéncia da
reacao eletrolitica (REIS et al. 2009).

Outras caracteristicas da coulometria, como: eletrogeracdo do titulante reagente,
sem a necessidade de preparar uma solucdo e padroniza-la possibilita a aplicacao
indireta em diferentes métodos, tais como: CLAE, Eletroforese Capilar e Sistemas de
Injecdo em Fluxo (FERREIRA; AVACA, 2008; REIS et al. 2009).

Outros métodos indiretos tém sido propostos, dentre eles, o método eletroanalitico
CRAC (Ceric Reducing Antioxidant Capacity) tem se destacado pela facilidade analitica e
boa correlagdo com outros métodos de determinacao antioxidante (FERREIRA; AVACA,
2008).

O método de deteccdo CRAC baseia-se no poder de reducdo da amostra sobre o
agente oxidante Ce*", fornecido pela solucdo &cida de sulfato de Cério (IV) e na
cronoamperometria como técnica de deteccdo. Este método apresenta algumas
vantagens como facilidade no pré-tratamento da amostra, simplicidade analitica, elevado
poder oxidante do Ce* (1,29 V vs Ag/AgCl) sobre todos os antioxidantes e emprego de
equipamentos mais baratos e evitando perdas (FERREIRA; AVACA, 2008; REIS et al.
200).

Uma desvantagem do método reside na perda de seletividade do método em
amostras complexas pelo fato do Ce** ser um forte agente oxidante (MAGALHAES, L.M.
et al. 2009).

1.5.3.3 Sensores e Biossensores Eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos sédo definidos como dispositivos que transformam o
efeito da interacdo analito-elétrodo num sinal util. Podem ser estimulados eletricamente, e
resultar numa interacdo espontanea na condicdo de corrente zero (HULANICKI, GLAB;
INGMAN, 1991).

O desenvolvimento de técnicas analiticas eficientes para analise rapida de
produtos farmacéuticos € importante para o controle de qualidade na industria
farmacéutica, devido as exigéncias durante o processo de producéo.

Diversos tipos de elétrodos de trabalho tém sido utilizados para a deteccéo
eletroquimica de farmacos em formulagcdes farmacéuticas. Entre eles, os mais
comercializados sdo mercurio, platina, carbono vitreo e eletrodos de pasta de carbono
(EPC). No entanto, a partir de um ponto de vista ecoldgico, o mercurio € altamente téxico,
e sua disposicdo sustentavel é muito dificil e cara. Em contrapartida, eletrodos sdlidos de

carbono e platina, para fins de estudos de reducdo podem ndo permitir potenciais
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suficientemente baixos para que espécies sejam eletroativas. Por outro lado, em estudos
de processos de oxidacado podem apresentar dificuldade na repetibilidade das medi¢Ges
dada a inerente passivacao da superficie eletrodica.

Assim, tem sido incentivado a busca de eletrodos alternativos, modificando a
superficie dos memsos pelo uso de materiais convencionais, a fim de melhorar a sua
sensibilidade e seletividade, bem como sua reprodutibilidade. Neste contexto, 0s
elétrodos de carbono cerdmicos, com base nas vantagens sinérgicas de sol-gel como
material inerte e materiais de carbono de boa estabilidade e conducdo elétrica, €
considerado um percursor muito interessante para fazer elétrodos alternativos passiveis
de modificacdo. Neste estudo, foi desenvolvido um novo material que pode ser usado
como eletrodo de trabalho, chamado de electrodo sonogel de carbono (ESNC), este
material apresenta alta sensibilidade (CRISPIM et al. 2015).

Os Eletrodos Sonogel de carbono (ESNC) tém sido um dos materiais de eletrodo
mais ativamente estudados nos ultimos anos devido as suas boas propriedades
eletrdnicas e mecanicas. O processo de sol-gel € uma transicdo do sistema sol para um
sistema gel (CUBILLANA-AGUILERA et al.2006). O termo sol se refere a uma dispersao
de particulas coloidais (dimenséo entre 01 e 100 nm) estavel em um fluido, enquanto o
termo gel indica que o sistema é formado pela estrutura rigida de particulas coloidais (gel
coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase liquida nos seus
intersticios. Estas caracteristicas conferem a estes materiais elevada estabilidade e
versatilidade quimica, devido a agregacdo linear das particulas primarias, bem como
maior area superficial. Comparados a outros eletrodos convencionais, o eletrodo de
Sonogel apresenta ainda vantagens como a facilidade de confeccao, baixo custo, boa
reprodutibilidade, e ampla aplicacdo (RANDO et al. 2005). Em compara¢do com outros
eletrodos convencionais, os ESNCs também oferecem vantagens como facilidade de
fabricacdo, de baixo custo, boa reprodutibilidade e ampla aplicabilidade (CRISPIM et al.
2015).

JA os biossensores sao dispositivos bioeletrénicos de analise quimica e
especialmente projetados para determinar substancias de interesse analitico.
Estruturalmente, sdo constituidos pelos componentes de suporte, transducdo elétrica e
reconhecimento. Este ultimo é responsavel pela seletividade quimica do sistema, pode
ser constituido por células, organelas, anticorpos, proteinas, enzimas, entre outros
elementos de reconhecimento (CABAJ et al. 2009; CABAJ, SOLODUCHO;
NOWAKOWSKA-OLEKSY, 2010; THEVENOT et al. 1999). Assim, os biossensores
podem ser considerados como dispositivos analiticos atraentes e promissores para a
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deteccdo de compostos fendlicos devido as suas caracteristicas Unicas. Dentre estas
caracteristicas, a especificidade, a sensibilidade, o baixo custo, a miniaturizacéo, a facil
automacao, a rapidez da analise, a simplicidade de operacéo e fabricacdo sdo 0s seus
diferenciais mais evidentes (GOMES, et al. 2004;. FUSCO et al. 2010).

Entretanto, apesar da importancia dos componentes essenciais ao funcionamento
do biossensor, a otimizagdo da unidade de reconhecimento quanto a sua orientacao
constituem fatores cruciais para se obter uma melhor sensibilidade, boa estabilidade da
superficie analitica, melhor acesso dos analitos de interesse e sobretudo a minimizacao
de interacbes ndo especificas com outros agentes presentes na matriz (CABAJ et al.
2009).

O uso de enzimas imobilizadas a transdutortes eletroquimicos permite ao
biossensor maior estabilidade e possibilidade de reutilizacdo do dispositivo, bem como
bom desempenho e acessibilidade a analises in situ (CABAJ et al. 2009).

A arquitetura de proteina nos biossensores redne uma grande variedade de
processos de imobilizacdo enzimatica. De forma geral, esses processos de imobilizacao
podem ser classificados em processos fisicos (adsor¢cao) e quimicos (ligacao covalente) e
resultam em uma enorme variedade de técnicas de suporte, como as técnicas, camada
por camada, eletrodeposicdo e de Langmuir-Blodgett (TLB), entre outras (CABAJ et al.
2009; CABAJ, SOLODUCHO; NOWAKOWSKA-OLEKSY, 2010).

Nesse sentido, 0 emprego de biossensores amperométricos eletroquimicos para a
determinacdo do conteddo de fendis totais em diversos tipos de matrizes, inclusive
matrizes complexas, constitui uma tecnologia analitica importante e ambientalmente
responsavel com a minima geracdo de residuos durante o processo analitico (MELLO;
KUBOTA, 2007; PRIETO-SIMON et al. 2008; GIL; GISELLE, 2010).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral foi aplicar métodos eletroanaliticos para determinar a capacidade

antioxidante em produtos naturais obtidos a partir de frutos vermelhos.

2.1 Objetivos Especificos

1. Comparar métodos eletroanaliticos e espectrométricos para determinar a
capacidade antioxidante de produtos obtidos de frutos vermelhos, a destacar acerola e
café.

2. Desenvolver e otimizar sensores e biossensores de pasta de carbono para
guantificar compostos fendlicos.
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3 METODOS

3.1 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 Reagentes e solucdes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solucfes foram preparadas
com agua purificada pelo sistema Milli-Q (Modelo UV Plus Ultra low Organics Water).
Foram preparadas em tampao fosfato 0,1 mol L™* (pH 7,0) as solucées 0,1mol L™ de
varios compostos fendlicos (Sigma S/A). Preparou-se a solucdo de seringaldazina (marca
Sigma), através da dissolucdo em etanol 99,8%(v/v) na concentracdo de
1,0 x 10° mol L™ Os reagentes empregados: &cido fosférico e acido sulfirico (Carlo
Erba); biftalato de potassio, nitrato de potassio, sulfato de potassio e acido nitrico (Fluka);
cloreto de potassio (Gibco); acido cloridrico (Sigma); hidroxido de sédio (Aldrich); &cido
acético, cloreto de sédio e hidroxido de potassio (Merck) sdo todos de pureza analitica e
foram utilizados na preparacédo das solucdes eletroliticas. Foram utilizados para preparo
do meio de cultura dos fungos: Glicose (marca: Isofar) e agar-agar microbiol6gico (marca:
Merck ) Utilizou-se como indutor de lacase, sulfato de cobre Il (marca: Cromoline). Foram
utilizadas como substrato na biossintese de lacase, cascas de banana nanica (home

popular no centro-oeste do Brasil) ou caturra (nome popular no sul do Brasil)

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de alto grau de pureza e agua
deionizada obtida a partir de sistema de purificagdo da Millipore Milli-Q (condutividade <
0,1p S cm™). Segue demais reagentes empregados: metanol grau HPLC, catecol, rutina
e 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), reagente de Folin-Ciocalteu's obtidos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Foram obtidos da Merck, Brasil: hidrogenofosfato de
de potassio (K;HPOg4, 99%) e dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4, 99%) (Millipore S.
A., Molsheim, France). Os reagentes de grau analitico: acido fosforico, H3PO4 e acido
sulfurico, H,SO,4 (Carlo Erba); biftalato de potassio, CgHsKOg4, nitrato de potassio, KNOg,
sulfato de potassio, K,SO, e acido nitrico, HNOj3 (Fluka); cloreto de potassio, KCI (Merck),
acido cloridrico, HCI (Sigma); hidroxido de sodio, NaOH (Aldrich); acido acético,

CH3COOH foram usados para preparo de solucgdes.

As metodologias empregadas nos estudos abordados nesta tese sdo apresentadas a
seguir, identificadas como anexos (1, 2, e 3).
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3.2 ANEXO 1 - Electroanalysis for Quality Control of Acerola (Malpighia emarginata)
Fruits and their Commercial Products.

3.2.1 Amostras

Os frutos de acerola foram cultivados usando técnicas da agricultura organica e
convencional na regido de Goiania, GO, Brasil. As acerolas frescas (AF), foram recém-
colhidas no estagio adequado de maturidade e foram adquiridos no mesmo municipio.
Elas foram selecionadas com base na intensidade da cor vermelha, firmeza, e sabor
agradavel de acido, que sao indicativos da fase de maturacdo 6tima do fruto. AF foram
lavadas, embaladas em sacos de polietileno e armazenadas a 4°C até a analise. Os
produtos comerciais obtidos a partir de acerola, ou seja, quatro extratos secos (aqui
identificadas como DE1, DE2, DE3 e DE4) e duas polpas congeladas (FP1 e FP2), foram
comprados nos mercados locais e drogarias em Goiania.

Com o auxilio de um almofariz, uma quantidade adequada de AF foi macerada, o
sumo resultante foi centrifugado a 1000 rpm e diluiu-se 1 mL do sobrenadante em 4 mL
de uma solucdo de diluicdo preparada utilizando-se 2 mL de etanol e 2 mL de solucéo
tampao fosfato 0,1 M (pH 5,0). As polpas FP1 e FP2 foram descongelados e filtradas, em
seguida 1 mL de cada sumo resultante foi diluido com a solucdo de diluicdo acima
mencionada. Preparou-se as solucdes estoque DE1, DE2, DE3, e DE4 a partir da ultra-
sonificagcdo de 1 g de cada amostra durante 20 minutos em 4 mL da solug&o de dilui¢ao.
Os extratos resultantes foram centrifugados a 1000 rpm para obter uma solucdo do
sobrenadante limpida. Todas as amostras foram mantidas em frascos de vidro escuro e

analisadas imediatamente apos extragao.

3.2.2 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroanaliticas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
pAutolab Tipo 1lI® (Eco-Chemie B.V., Utrecht, Holanda) integrado com o software GPES
4.9®. O dispositivo foi ligado a uma célula eletroquimica de 10 mL com um sistema de trés
elétrodos, constituido por: um elétrodo de pasta de carbono (GCE, @ = 2 mm, com 75:25
w/w de grafite e 6leo mineral), um fio de platina e um elétrodo de calomelano saturado
(SCE), representando o eletrodo de trabalho, o contra eletrodo, e o eletrodo de referéncia,
respectivamente. Todas as medidas de pH foram realizadas usando uma combinacdo de
pH do eletrodo de vidro BlueLine (Schott Instruments GmbH, Mainz, Alemanha) acoplado
a um medidor de pH digital PHS-3B (Nanjing T-Bota Scietech Instruments & Equipment
Co., Ltd., Nanjing, China).
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Para as analises, os diferentes volumes (25 e 250 pl) de amostras (AF, FP1, FP2,
DE1, DE2, DES3, e DE4) foram completados com uma aliquota de 5 mL da solu¢éo 0,1 M
de tampdo fosfato (pH 5,0) e colocadas na célula voltamétrica. Os voltamogramas
ciclicos foram registados no intervalo de 0 a 1 V com velocidade de varredura de 100
mV/s. As condi¢cdes experimentais para DPV consistiram em: amplitude de pulso de 50
mV, largura de pulso de 0,4s e velocidade de varredura de 5 mV/s. Os parametros de
SWV para a determinacdo de AA (Acido ascorbico) foram: frequéncia de 20 Hz, amplitude

de 50 mV e pulso de potencial de 2 mV.

3.2.3 Medidas de CLAE-DAD

A determinacdo do AA em todas as amostras foi realizada no sistema CLAE
(Shimadzu, Tokyo, Japan), que consiste em: uma bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-
20A5, detector de arranjo de diodos (DAD), coluna CTO-20 A e amostrador automéatico
SIL-20A. A temperatura da coluna de separacéo foi estabelecida em 30°C. A separacao
dos analitos foi realizada usando coluna de aco inoxidavel empacotada com ACE® C18
(250%4,6 mm, 5um). Antes da utilizacdo, a fase maovel foi filtrada através de filtros de
membrana de 0,45 ym (Millipore, Milford, MA, USA) e degaseificada sob vacuo.

Os analitos foram separados por eluicdo isocratica e a fase movel consistiu em
uma solucdo de KH,PO, 20 mM, preparada em agua deionizada, a uma taxa de fluxo de
1mL/min. Subsequentemente, o pH foi ajustado para 3,0. Todos os solventes foram
filtrados através de filtros de membrana (Millipore) 0,45 um e desgaseificados durante 20
minutos usando limpador ultra-sénico (USC-2800, Unique, Indaiatuba, SP, Brazil). A
deteccdo DAD foi realizada no comprimento de onda especifico de 245 nm para AA, 0s
dados cromatograficos foram obtidos e processados com o software da Shimadzu LC
Solutions e os resultados foram obtidos por comparacdo com padrdes externos. As
solugcbes estoques de padrdo do AA foram preparadas (1 mg/mL) em metanol e
armazenado a -8 °C. Foram preparadas solu¢des-padréo diariamente por diluigdo com a
fase mével. A mistura foi centrifugada a 5000 rpm durante 5 min, filtrada através de uma
membrana de difluoreto de polivinilideno (DFPV) (13 mm, 0,45 pm; Millipore) e foi
analisada a amostra limpida obtida.

Para a andlise da vitamina C, o volume da amostra injetada no CLAE foi de 20 uL.
O pico de AA foi identificado por comparacdo das suas caracteristicas espectrais UV-
visivel e do tempo de retencéo obtido da solucao padrdo. O espectro UV de 200 a 700 nm

foi registado para reforcar a identificacdo do AA.
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A atividade antioxidante foi medida em termos da doac&do de hidrogénio ou a
capacidade de eliminacdo de radicais usando o radical estdvel DPPH. A reducdo do
radical é seguida por uma diminuicdo na absorbancia a 517 nm. Uma aliquota de 2 mL da
solucdo-mée etandlica de cada amostra em estudo foi transferida para tubos de ensaio e
adicionados 2 mL da solucédo 1 mM de DPPH. Os tubos foram cobertos com Parafiim® e
mantidos no escuro durante 15 minutos. A absorbéncia a 517 nm foi medida com um
espectrofotometro de UV-vis (modelo V-530, Jasco, Inc., Easton, MD, EUA) e comparada
com a curva de calibracdo do AA. Os resultados foram expressos em miligramas de AA
por grama de amostra seca. Cada ensaio foi realizado em triplicata. Alternativamente, a
quantidade de amostra necessaria para reduzir a absorbancia de DPPH por 50% (ICsp) foi
também empregada para expressar a atividade antioxidante de todas as amostras.

3.3 ANEXO 2 - Carbon paste based biosensors for antioxidant capacity.

Para este estudo: Foram adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
EUA) os seguintes reagentes: p6 de grafite, nanotubos de carbono de multiplas parede
(MWCNT), Albumina de Soro Bovino (BSA), quitosano, e acido desoxirribonucléico DNA.
Foram adquiridos a partir da Merck (Darmstadt, Alemanha): silica, diéxido de titanio e o
6leo mineral. Os MWCNT foram ativadas por oxidacdo quimica em ebulicdo de acido
nitrico 50%.

Foi utilizado o Espectrofotdmetro UV-visivel Micronal (modelo B582) com célula de
plastico de 1 cm para ensaios da atividade enzimatica de lacase do fungo Pycnoporus
sanguineus. Os experimentos eletroquimicos foram realizados no
potenciostato/galvanostato Autolab (modelo PGSTAT 30) e no potenciostato pAutolab
disponivel na Faculdade de Farmécia da UFG. A filtracdo do extrato bruto da lacase foi
efetuada com auxilio da bomba de vacuo modelo WP111580, marca Millipore. Utilizou-se
capela de fluxo laminar (Adquirida de Marconi: equipamentos para laboratério) para
repique dos fungos e aplicagdo dos destes nos meios de biossintese da lacase. Foi
utilizada uma estufa de incubacdo com agitacdo Autoclave marca Bio-Eng, modelo A75,
para esterilizagdo dos meios de cultura dos fungos e meios de biossintese da lacase.

O extrato bruto da lacase (2019 UL™) foi obtido por fermentacdo submersa
utilizando cinco discos (7 mm de diametro) da Pycnoporus sanguineus (CCT-4518) em
meio de crescimento contendo 12,8 gL™ de extrato de malte (HiMedia, Mumbai, india) e
0,005 g L™ CuS0,.H,0 (Cromoline, S&o Paulo, Brasil). Utilizou-se como indutor de lacase,
50 mg L™ de 2,5-xilidina (Aldrich Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). O processo
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de fermentacao ocorreu sob agitacdo de 150 rpm, a 28 °C por 72h. O micélio foi separado

por filtragdo e o extrato bruto utilizado como fonte de lacase.

3.3.1 Preparacdo das amostras de café

Os extratos de café torrado foram preparadas por infusdo de duas gramas (2g) de
cada amostra em 25 ml de agua quente (100°C) por 10 minutos sob agitacdo. Depois, 0s
extratos de café foram arrefecidos até a temperatura ambiente e filtrados com papel de
filtro de 0,45 pum. A solucéo resultante foi diluida em solventes de qualidade analitica
adequados de acordo com a experiéncia, a fim de se obter as solu¢cdes de ensaio. Para
as medicdes eletroquimicas, foram diluidos 250 puL da solucéo resultante em 4 mL da
solucao de eletrdlito, isto €, em 0,1 M de tampéo fosfato de pH 5,0.

3.3.2 Preparacao do biossensor

A imobilizacao foi realizada pela oclusdo em diferentes compésitos de carbono em
p6. Resumidamente, foram misturados 250 pl de extrato bruto da lacase com grafite em
poé e a mistura com os diferentes modificadores foram secos a temperatura ambiente
(Tabela 10). Em seguida, foi adicionado 6leo mineral e a porcdo foi rigorosamente

homogeneizada, a fim de se obter uma pasta uniforme.
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Tabela 10- Composicao dos eletrodos de pasta de carbono modificados com

extrato bruto da lacase e diferentes materiais.

Biossensores Grafite Extrato de Oleo Glutaraldeido Material
em po lacase Mineral (L)
(mg) (mg)
(2,5 UmL™) (uL)

CPL 80 250 80 Pasta de
carbono

CPL-BSA 80 250 80 15,0 ASB (5 mg)

CPL-C 80 250 80 15,0 Quitosana
(5 mg)

CPL-S 80 250 80 15,0 Silica (5 mg)

CPL-T 80 250 80 15,0 Di6xidode
titanio
(5 mg)

CPL-D 80 250 80 15,0 DNA
(10 mg)

CPL-CN 80 250 80 15,0 Nanotubos de
carbono (5 mg)

CPL-DNnCN 80 250 80 15,0 Nanotubos de
carbono (5 mg)
e DNA
(10 mg)

CPL-DCN 80 250 80 15,0 Nanotubos de
carbono (5 mg)
e DNA
(10 mg)

CFE 250 15,0 Fibra de
carbono

A pasta de carbono-Lacase (CPL) foi modificada com albumina de soro bovino (CPL-
BSA), Quitosana (CPL- C), Silica (CPL-S), Dioxido de titanio (CPL-T), DNA (CPL-D),
Nanotubos de carbono (CPL-CN), Nanotubos de carbono ndo ativados com DNA (CPL-
DnCN) Nanotubos de carbono ativados com DNA (CPL-DCN).
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Uma porcédo adequada da pasta aglutinada foi utilizada para encher a cavidade de
2 mm de diametro e 0,5 mm de profundidade do capilar, originando o CPL como

biossensor.

3.3.3 Ensaios eletroanaliticos

Os experimentos voltamétricos foram realizados em um potenciostato/galvanostato
uAutolab 111® integrado ao software GPES 4,9%, Eco-Chemie, Utrecht, Paises Baixos. As
medidas foram realizadas em uma célula eletroquimica de 5,0 mL, com trés eletrodos: um
biossensor de pasta de carbono a base de lacase e modificadores (d = 2 mm), um fio de
Pt e Ag/AgCIl/ KClsay 3M (ambos adquiridos a partir de solugdes de laboratorio, Séo
Paulo, Brasil), representando o eletrodo de trabalho, o contra-eletrodo e eletrodo de
referéncia, respectivamente. A pasta de carbono foi renovada mecanicamente antes de
cada experiéncia, a fim de assegurar a reprodutibilidade dos resultados. As condi¢des
experimentais para a voltametria de pulso diferencial (VPD) foram: amplitude de pulso 50
mV, largura de pulso de 0,5 s e velocidade de varredura 5 mV s™. As condicdes
experimentais para a voltametria ciclica (CV) foram: velocidade de varredura de
100 mV s e intervalo de varredura de 0 a 1 V. Os voltamogramas da técnica DP tiveram
suas linhas de base corrigidas, e em seguida, todos os dados foram analisados e tratados
com o software Origin 8®. Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura
ambiente (21 £ 1°C) em triplicata (n = 3) e a solucdo de eletrdlito principal utilizado foi o
tampéao de fosfato (PBS).

3.3.4 Ensaios espectrofotométricos
As medidas de absorbéancia foram realizadas com o espectrometro Q798U2VS o
(Quimis Aparelhos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil). Todas as amostras foram analisadas

numa célula vitrea de 1 cm a temperatura ambiente (21 + 1°C).

3.3.4.1 Ensaio com o radical livre DPPH

Foram analisadas seguindo o método padrédo a atividade de eliminacdo dos
radicais livres de DPPH das diferentes amostras de café. Foram misturados 2,5 mL de
uma solucédo etandlica de DPPH (0,1 mM) e uma aliquota de 0,5 mL de etanol puro para
atingir o volume final de 3,0 mL que foi repetido para todas as amostras analiticas de
café. A solucdo da reacao foi incubada durante 5 minutos no escuro a temperatura
ambiente e mediu-se a absorbancia da solugdo no comprimento de onda de 517 nm,
contra a atividade do branco (A ~ 0,7), enquanto que o etanol, o solvente utilizado para
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preparar todas as solucdes, foi utilizado para ajustar a linha de base (A = 0,000). A
atividade antioxidante foi expressa como ECsg, que representa a quantidade de café para
produzir 50% de descoloragédo de DPPH em contraste com o branco.

3.3.4.2 Ensaio de fendis totais pelo método de Folin-Ciocaulteu

Para a determinacdo do teor de polifendis totais aplicou-se o0 método ajustado de
Folin-Ciocauteu (FC). Em 100 pL de amostras e solug¢fes padrdo de &cido gélico foram
adicionados 2 mL de agua e 0,5 mL de reagente fendlico de Folin-Ciocalteu,e em seguida,
deixou-se reagir durante cinco minutos. Posteriormente foi adicionada 1,5 mL de solucéo
de carbonato de sédio a 20% e completada com agua destilada para o volume total de
10mL. Apésl h de reagdo a temperatura ambiente, no escuro, a absorbancia da solucéo
foi medida em 765 nm. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata. Os
resultados sao expressos em equivalentes de acido galico (EAG), mg de AG para cada

mL da amostras de café.

3.4 ANEXO 3 - Electrochemical behavior and determination of major phenolic

antioxidants in selected coffee samples.

3.4.1 Amostras de café

As diferentes marcas comerciais das amostras de café torrado que foram
investigadas neste trabalho foram compradas nos mercados locais de Goiania-GO/Brasil,
Coimbra/Portugal e Auckland/Nova Zelandia. As amostras de café foram identificadas de
acordo com as novas formas de consumo tecnoldgico envolvida em trés tipos principais:
granulos solaveis (SG, n = 7); poder para perfusdo (PI, n = 3); capsulas para café
expresso (CE, n = 21), que foram classificadas em sub " Lungo ou lunghi " (G), regulares
(R) e descafeinado (D). No fim de discriminar a origem, temos usado os codigos 1SO
(http://userpage.chemie.fu-berlin.de/diverse/doc/ 1SO_3166.html) em BR, PT, NZ, CO e

IN, respectivamente para o Brasil , Portugal, Nova Zelandia, Coldmbia e india.

3.4.2 Ensaios eletroanaliticos

A fim de assegurar a reprodutibilidade dos resultados preparou-se a pasta de
carbono mecanicamente antes de cada experiéncia para ser utilizada como eletrodo de
trabalho. As condi¢gbes experimentais para a voltametria de pulso diferencial (VPD) foram:
amplitude de pulso de 50 mV, largura de pulso de 0,5 s e velocidade de varredura

5 mV s. As condi¢cBes experimentais para a voltametria ciclica (VC) foram: velocidade de
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varredura de 100 mV s * e intervalo de varredura de 0 a 1 V. As condi¢8es experimentais
para a voltametria de onda quadrada (VOQ) foram: frequéncia de 30 Hz, amplitude de
pulso de 50 mV e velocidade de varredura efetiva de 100 mV s™. Os voltamogramas
obtidos pela técnica de PD foram subtraidos e a linha de base corrigida e em seguida,
todos os dados foram analisados e tratados com o software Origin 8. Todas as
experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (21 £ 1 °C) em triplicata (n = 3) e 0
principal eletrdlito utilizado nas analises foi o tampéo fosfato de pH 5.

3.4.3 Analises no CLAE

A determinacdo dos principais componentes do café: &cido caféico, o acido
clorogénico e cafeina em todas as amostras foram realizadas no sistema de CLAE
Shimadzu (Shimadzu, Quioto, Japao) que consiste em uma bomba LC-20AT, DGU-20A5
desgaseificador, detector SPD-M20A PDA, forno de coluna CTO-20A e mostrador
automatico de amostras SIL-20 A. A temperatura do forno da coluna foi ajustada para
30°C. A separacdo dos analitos foi realizada usando coluna de aco inoxidavel
empacotada com ACE®C18 (250 x 4,6mm x 5um). A fase mével utilizada consistiu em
uma mistura, a 80:20 v/v, de tampdao fosfato de potassio 50 mM (pH 3,0) em etanol. A
fase movel foi filtrada antes da utilizagdo através da membrana de Nylon 0,45 pm
(Millipore, Milford, MA, EUA) e desgaseificada em banho ultrasénico (Unique® USC-2800)
durante 20 minutos. A taxa de fluxo foi de 1,0 mL min™® e 20 pL de amostra foram
utilizados para injecdo no CLAE. Realizou-se a deteccdo em um comprimento de onda
especifico de 280 nm e os dados obtidos para padrdes externos e as amostras foram
processados e comparados no software LC Solutions. As solu¢cbes de &cido clorogénico,
acido caféico e cafeina (1 mg mL™) foram solubilizados em metanol e armazenadas a
8°C. Essas solucdes estoque de trabalho foram preparadas por diluicdo diaria numa fase

movel compativel com esses analitos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo neste trabalho seréo apresentados a partir dos artigos

publicados referentes ao desenvolvimento cientifico deste trabalho.

Os resultados e discussao sobre sensores eletroquimicos a base de carbono séo
mostrados em trés artigos publicados nas revistas "Food analytical methods" , “Food

chemistry” e “International Journal of Electrochemical Sciences”.

Os resultados e discussao sobre biossensores usando pasta de carbono
modificado com o extrato bruto, fonte de enzima lacase é mostrado no artigo intitulado
como: "Carbon paste based biosensors for antioxidant capacity”, para deteccdo da

capacidade antioxidante de diferentes amostras de café.
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5 CONCLUSOES

O trabalho desenvolvido e apresentado nesta tese, resumiu atividades executadas

durante a pesquisa e permitiu visualisar o constante desenvolvimento dos biossensores

amperomeétricos de pasta de carbono, ao avaliar a atividade antioxidante pelo conteudo

total de polifendis, o que € frequente na pesquisa com lacase.

A analise dos resultados obtidos no presente trabalho, nas condi¢des testadas,

permitiu concluir que:

O uso do indice eletroquimico mostrou ser uma ferramenta rapida e apropriada
para expressar a atividade antioxidante de amostras de café e apresentou uma boa
correlacio com o método de sequestro do radical. Também é possivel
correlaciona-lo com os conteudos de acidos hidroxicinamicos, a partir da CLAE,
presentes nessas amostras, assim comprovando a eficacia do uso das técnicas
eletroanalitias na determinacgéo do poder antioxidante dessa bebida.

O indice eletroquimico aqui proposto esta de acordo com os métodos tradicionais
(DPPH) de capacidade antioxidante e da VPD, também foi empregado na
guantificacdo do &cido ascoérbico em todas as amostras de acerola e produtos
comerciais. O baixo limite de quantificacdo e boa recuperacdo sdo consistentes
com o alto nivel de acuracia do método eletroanalitico, apresentou boa correlagao
comparada com a técnica de CLAE-DAD.

A rutina foi escolhida como padrédo entre os demais biossensores, como por
exemplo, EPCL-DNA:CN, por apresentar o melhor desempenho. Dessa forma, este
biossensor foi aplicado na avaliacdo da capacidade antioxidante e determinagao
total de fenol em amostras de café.

O biopolimero com DNA confere grande estabilidade e boas propriedades elétricas
aos biossensores lacase, enquanto os eletrodos de nanotubos aumentam a area
eletroativa, levando a picos de altas correntes faradaicas.

O biossensor e 0 método Folin Ciocalteu (FC) apresentaram resultados de valores
de Fendis Totais (FT) correlacionados. Além disso, 0 RSD% obtido para o
biossensor foi menor, do que o obtido pelo método FC. Finalmente, como esperado
para amostras de café o conteido de FT concordou com valores de ECsy obtidos

para o ensaio de DPPH.
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Abstract The use of natural antioxidants is widespread
around the world since they may delay oxidative stress and,
consequently, degenerative diseases. Among the prescribed
healthy habits for humans is the consumption of fruits con-
taining high levels of phenolic compounds and other radical
scavengers. Acerola (Malpighia emarginata) is very appreci-
ated for its high content of ascorbic acid (AA) and rutin, two
remarkable natural antioxidants (NA). Industrialized as frozen
pulp and processed as juice, it is also a good source of
carotenoids and anthocyanins. Nevertheless, its commerciali-
zation 1s hindered by its low stability. Considering the great
potential of acerola frozen and dried products as rich sources
of NA, the development of analytical methods focusing on the
determination of active components is imperative for their
quality control. Therefore, the aim of this work was to apply
differential pulse voltammetry (DPV) for quality control of
different products made of acerola fruits. Quality control
samples consisted of acerola products spiked with AA, which
was the biomarker, compared with its contents in samples
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analyzed by high-performance liquid chromatography
coupled with photodiode array detection (HPLC-PDA).
DPV was employed for quantification of AA in all samples.
The achieved limits of detection and quantification were 0.31
and 0.96 mM, respectively, whereas the recovery range was
from 97.4 to 102.2 %; the results presented good accuracy and
correlation with HPLC-PDA method. In addition to its use in
identification, DPV proved to be helpful to check the integrity
of natural products and avoid adulteration. Moreover, the
electrochemical index proposed is in accordance with tradi-
tional methods for estimating antioxidant capacity.

Keywords Acerola - Quality control - Antioxidants -
HPLC-PDA - Dried extract - Frozen pulp

Introduction

Oxidative stress plays an important role in the development of
several diseases, such as atherosclerosis, cancer, and tissue
damage in theumatoid arthritis (McDonald et al. 2001; Jang
et al. 2007). The inverse correlation between the incidence of
such degenerative diseases and fruit consumption has been
associated to the high content of antioxidants, such as poly-
phenols and vitamins A, C, and E found in certain fruits
(Hanamura et al. 2005). Furthermore, it has been suggested
that the presence of different dietary antioxidants leads to a
synergistic effect on free radical scavenging and, consequent-
ly, improves the protective effect of free radical inhibitors
(Sies et al. 2005). Consequently, the search for natural sources
of antioxidants and/or free radical scavengers has been in-
creasing (Scalbert et al. 2005; Ozsoy et al. 2008).

Brazil has a variety of underutilized native and exotic
tropical fruits, such as acerola (Malpighia emarginata D.C.).
Also known as Barbados cherry, acerola is a tropical fruit of
great economic and nutritional value because of its high
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content of vitamin C, which ranges from 1,247.10 to
1.845.79 mg/100 g (Vendramini and Trugo 2000; Freitas
and Moretti 2006), as well as carotenes, rutin, thiamin, ribo-
flavin, niacin, proteins, and other trace antioxidants
(Kawaguchi et al. 2007; Hanamura et al. 2008). The use of
acerola raw products for the production of nutraceuticals and
dietary supplements has increased in the last decade. Hence,
the identification and quantification of antioxidant species in
acerola pulp and dried extract are of outmost importance to
evaluate the potential health benefits of these products (Ayala-
Zavala et al. 2011).

The intake of vitamin C, together with other ubiquitous
antioxidants, may provide a synergistic antioxidant protection
(Li et al. 2009). Taking into account the commercial appeal
and the low cost of ascorbic acid (AA), the quantification of
this major compound is not only relevant to evaluate eventual
losses related to processing, but also to avoid adulteration (Lee
and Kader 2000).

Chromatographic methods have frequently been proven to
be suitable for the analysis of natural products, mainly due to
their high separation capability and sensitivity for detecting
components of more complex mixtures. However, because of
their high cost, scientists have been developing new analytical
alternatives. In this context, due to overall low cost, fastness,
and great sensibility, the voltammetric techniques emerge as a
promusing option. Furthermore, akin to traditional spectropho-
tometric assays, i.e., 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
and 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(ABTS), employed for the evaluation of antioxidant capacity,
the use of voltammetry leads to an accurate understanding of
the redox behavior of natural antioxidants, even in crude
samples. Therefore, the aim of this work was to assess the
electrochemical profile of crude extracts obtained from fresh
acerola fruits (AF) and the commercial products acerola dried
extract (DE) and acerola frozen pulp (FP) to evaluate their
antioxidant potential and also offer new insights for quality
control purposes. To achieve these goals, one AF sample, four
DE samples, and three FP samples, purchased from local
markets, were evaluated using differential pulse voltammetry
(DPV), cyclic voltammetry (CV), and square-wave voltamm-
etry (SWV). In order to validate our results, high-performance
liquid chromatography coupled with photodiode array detec-
tion (HPLC-PDA) and DPPH assay were also performed.

Materials and Methods
Chemicals and Reagents
AA standard, methanol of HPLC grade, and DPPH reagent
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,

USA). All supporting solutions were prepared using analytical
grade reagents and purified water from a Millipore Milli-Q

system (conductivity <0.1 uS/em) (Millipore SAS, Molsheim,
France) in accordance with well-established procedures (Lino
etal. 2013a, b).

The electrochemical analyses were carried out using 0.1 M
phosphate buffer solution (pH 5.0). All electrolyte solutions
were of the highest analytical grade and prepared using
double-distilled water (Millipore Milli-Q system).

Standard Solutions

A standard stock solution containing 100 mg/100 mL of AA,
prepared in purified water (Millipore Milli-Q system),
protected from light with aluminum foil and kept in refriger-
ator, was stable for at least 1 month. The standard working
solutions were prepared freshly from the stock solution for
each new measurement.

Samples

Fresh AF grown using organic and conventional farming
techniques in the region of Goidnia, GO, Brazil, harvested at
proper stage of maturity, were purchased in the same munic-
pality. They were selected based on intensive red color,
firmness, and pleasant acid flavor, which are indicative of
the optimal ripeness stage (Vendramini and Trugo 2004). AF
were washed, packed in polyethylene bags, and stored at 4 °C
until analyses. The commercial products obtained from acer-
ola, namely four dried extracts (herein identified as DE1, DE2,
DE3, and DE4) and two frozen pulps (FP1 and FP2), were
purchased from local markets and drugstores in Goidnia.

Preparation of Sample Stock Solutions

A suitable amount of fresh AF was pressed in a mortar, the
resulting juice was centrifuged at 1.000 rpm, and | mL of the
supernatant was diluted with 4 mL of a diluting solution
prepared using 2 mL of ethanol and 2 mL of 0.1 M phosphate
buffer solution (pH 5.0). FP1 and FP2 were unfrozen and
filtered, and 1 mL of each resultant juice was diluted with the
aforementioned diluting solution. The preparation of the stock
solutions of DEI, DE2, DE3, and DE4 was performed by
sonicating 1 g of each sample for 20 min in 4 mL of the diluting
solution. The resulting extracts were centrifuged at 1,000 mpm
to get a clear supematant solution. All samples were kept in
dark glass vials and analyzed immediately after extraction.

Electroanalytical Measurements

Electroanalytical measurements were carried out in a
pAutolab Type III® potentiostat/galvanostat (Eco-Chemie
B.V,, Utrecht, The Netherlands) integrated with the GPES
4.9 software. The device was connected to an electrochemical
cell of 10 mL with a three-electrode system consisting of a
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Fig. 1 Differential pulse voltammograms obtained in 5 mL of stock
solutions, diluted with 0.1 M phosphate buffer solution (pH 5.0), of a
250 pL of DE4 (straight line), 25 uL of DE2 (broken line), and 25 pL
DE3 (dotted line), b 100 uL of FP1 (broken line), 100 uL of FP2 (straight
line), and 100 uL of AF (broken line). Inset Cyclic voltammograms
obtained for 2 DE4 and b AF in similar conditions

of being diluted tenfold in relation to DE4 and the pulp
samples, presented higher peak current levels in the scan range
from 0.0 to 0.4 V (Fig. la). Also, the current level registered
for AF was higher than those obtained for the frozen pulps
(Fig. 1b), although the expected concentrations were similar
for all samples. Therefore, it can be assumed that the freezing
process does not assure the stability of AA. Also, it can be
inferred that the huge difference observed between sample
DE4 and the other dried extracts may be related to the addition
of synthetic AA. Moreover, the excessive amount of this
pharmaceutical excipient, commonly used to prevent oxida-
tion, have lead to the mischaracterization of this natural prod-
uct in samples DEI, DE2, and DE3.

Since no extra amount of synthetic AA was added to DE4,
the anodic peaks corresponding to other natural electroactive
species of AF were better visualized, even when using low

sensitive and simpler techniques such as CV (Fig. la). Thus, a
shoulder, 1a" in 0.3 V (vs. SCE), and three well-defined
additional anodic peaks, 2a, 3a, and 4a, at Epal of c.a. 0.55,
0.72, and 0.91 V (vs. SCE), respectively, were observed for
sample DE4 (Fig. 1a). The inherent complexity of such natural
product is herein expressed by its rich content of electroactive
species. Indeed, a similar profile was observed for the pulps
(Fig. 1b), and such similarity was higher when the AA level
was lower, as observed when comparing FP1 and AF
(Fig. 1b). Thus, the natural content of AA present in AF
sample was enough to decrease the resolution of anodic peaks
2a and 3a, mainly using CV (Fig. 1b). Therefore, these elec-
troanalytical tools are useful for identification assays, since
they constitute a cheap, easy, and fast alternative for the scarce
options of analytical methods available for quality control of
natural products.

Conceming natural sources of antioxidants, a special ap-
plication of electroanalytical tools is related to the accurate
evaluation of the redox behavior of these compounds. The
redox reversibility of each process can be achieved by CVand
SWYV by comparing the values of peak currents observed for
the forward (/¢) and backward (/) components (Fig. 2).

04 06 08 1.0

06 08 1.0

T T
0.0 0.2 0.4
EIV (vs. SCE)
Fig. 2 Sguare-wave voltammograms obtained in 5 mL of 0.1 M phos-
phate buffer solution (pH 5.0) for a 250 uL of DE4 and b 100 L of AF
stock solutions
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carbon paste electrode (GCE, =2 mm, with 75:25 w/w
graphite and mineral oil), a platinum wire, and a saturated
calomel electrode (SCE), representing the working electrode,
the counter electrode, and the reference electrode, respective-
ly. All pH measurements were made using a pH combination
glass electrode BlueLine (Schott Instruments GmbH,
Mainz, Germany) coupled to a digital pH meter PHS-
3B (Nanjing T-Bota Scietech Instruments & Equipment
Co., Ltd., Nanjing, China).

For the analyses, different volumes (25 and 250 uL) of
samples (AF, FP1, FP2, DEI, DE2, DE3, and DE4) were
completed with a 5 mL aliquot of 0.1 M phosphate buffer
solution (pH 5.0) and placed in the voltammetric cell. The
cyclic voltammogram was recorded in the range from 0 to 1 V
at the scan rate of 100 mV/s. The experimental conditions for
DPV were pulse amplitude of 50 mV, pulse width 0of 0.4 s, and
scan rate of 5 mV/s. The parameters of SWV for the determi-
nation of AA were frequency, 20 Hz; amplitude, 50 mV; and
step potential, 2 mV.

Electrochemical Index Determination

An electrochemical index (EI) was proposed taking into ac-
count the main voltammetric parameters, peak potential (£,,),
and peak current (/,,). Based on the facts that the lower the E,,
(thermodynamic parameter), the higher is the electron donor
ability, and the higher the I, (kinetic parameter), the higher is
the amount of electroactive species, EI was calculated using
the following equation (Lino et al. 2013a, b):

I 1 I
E,{:Ll+£+ e g _PER
Epuj EpﬂZ EPHI

All experiments were performed at room temperature,
using 0.1 M phosphate buffer solution (pH 5.0).

HPLC-PDA Measurements

The determination of AA in all samples was performed in a
Shimadzu HPLC system (Shimadzu, Tokyo, Japan) consisting
of LC-20AT pump, DGU-20A5 degasser, SPD-M20A photo-
diode array (PDA) detector, CTO-20A column oven, and SIL-
20A autosampler. The temperature of the column oven was set
at 30 °C. The separation of the analytes was carried out using
stainless steel ACE® column packed with C18 (250x 4.6 mm,
5 um). Before use, the mobile phase was filtered through
0.45 um membrane filters (Millipore, Milford, MA, USA)
and degassed under vacuum.

The analytes were separated by isocratic elution, and the
mobile phase consisted of 20 mM KH,PO,, prepared in
deionized water, at a flow rate of 1 mL/min. Subsequently,
the pH was adjusted to 3.0. All solvents were filtered through

@ Springer

0.45 pum membrane filters (Millipore) and degassed for
20 min using ultrasonic cleaner (USC-2800, Unique,
Indaiatuba, SP, Brazil). PDA detection was performed at
the specific wavelength of 245 nm for AA, chromatograph-
ic data were acquired and processed with the computer-
based Shimadzu LC Solutions software, and the results
were obtained by comparison with external standards.
Stock solutions of standard AA (1 mg/mL) were prepared
in methanol and stored at —8 °C. Working standard solu-
tions were prepared daily by dilution with the mobile
phase. The mixture was centrifuged at 5,000 rpm for
5 min, filtered through polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane (13 mm, 0.45 um; Millipore), and the obtained
clear sample was analyzed.

For the analysis of vitamin C, the sample volume injected
into the HPLC was 20 pL. AA peak was identified by com-
paring its UV-visible spectral characteristics and retention
time with the standard solution. The UV spectrum from 200
to 700 nm was also recorded to reinforce AA identification.

Determination of Antioxidant Activity

The antioxidant activity was measured in terms of hydrogen
donating or radical scavenging ability using the stable radical
DPPH. The reduction of the radical is followed by a decrease
in the absorbance at 517 nm. A 2-mL aliquot of the ethanolic
stock solution of each sample under study was transferred to
test tubes and 2 mL of 1 mM DPPH solution was added. The
tubes were covered with Parafilm® and kept in the dark for
15 min. Absorbance at 517 nm was measured with a UV-vis
spectrophotometer (model V-530, Jasco, Inc., Easton, MD,
USA) and compared to the AA calibration curve. The results
were expressed as milligram of AA per gram of dried sample.
Each assay was carried out in triplicate. Alternatively, the
amount of sample necessary to decrease the absorbance of
DPPH by 50 % (ICsqg) was also employed to express the
antioxidant activity of all samples.

Results and Discussion
Electroanalytical Measurements

Differential pulse voltammograms obtained for acerola fresh
fruits, dried extracts, and frozen pulp are presented in Fig. 1.
For all samples, a broad anodic peak was observed at E .1~
0.2 V (vs. SCE) (Fig. la), which is in agreement with the
electrochemical oxidation of AA (McDonald et al. 2001; Jang
et al. 2007; Ozsoy et al. 2008) (Fig. 1).

The voltammetric profiles of all samples (AF, FP1, FP2,
DEIL, DE2, DE3, and DE4) were very distinct. The highest
difference was observed between DE4 and the other three
dried extracts, DEI, DE2, and DE3, which despite the fact
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Sample DE4 showed again four well-defined redox process-
es, and the ones corresponding to the anodic peaks la (Ep.~ vs.
SCE) and 2a (E,~ vs. SCE) were clearly reversible. In contrast,
the electrochemical oxidation related to peak 4a (Ep.~ vs.
SCE), which occurred at a more positive potential, was
completely irreversible. The loss of resolution and apparent
lack of reversibility observed for peak la ([;/[;#1) in AF may
be a consequence of the highest content of AA, which in sirmlar
experimental conditions, carbon electrode and 0.1 M phosphate
buffer solution (pH 5.0) electrolyte, has already been charac-
terized as a quasi-irreversible process (Nemtoi et al. 2012).

The evaluation of the reversibility and also the values
observed for E, at a certain pH suggest the nature of species
present in the bulk solution. In experiments performed using
carbon electrode and 0.1 M phosphate buffer solution
(pH 5.0), the anodic peaks at E,, <0.4 V (vs. SCE) were
related to the reversible oxidation of catechol-like compounds
(Reis et al. 2009; Gil and Couto 2013). For instance, caffeic
acid, rutin, and quercetin, recognized by their powerful anti-
oxidant activity, undergo electrochemical oxidation at such
lower potentials that this fact can be attributed to the oxidation
of hydroxyl groups bonded to the aromatic ring, leading to the
formation of O-quinone via semiquinone forms (Sousa et al.
2004; Magarelli et al. 2013).

Ep, values between 0.4 and 0.7 V (vs. SCE, pH 5.0) are
consistent with the presence of polyphenols such as ferulic
acid (Luo et al. 2010), whereas values above 0.8 V are con-
sistent with the presence of resorcinol-like compounds such as
the hydroxyl groups bonded to the A ring of flavonols (Gil and
Couto 2013).

Since I, values indicate the amount of electroactive species
present in samples, it can be inferred that DE3 and DE4
possess the highest and lowest concentrations of antioxidants,
respectively. Higher [, values indicate the antioxidant content,
whereas lower E,; values reflect on the electron donor charac-
ter and reducing power of the species present in the sample.
Hence, the El obtained from the sum of the rates IP;EPE ofall
anodic peaks may express the antioxidant power, even for
complex samples (Reis et al. 2009; Lino et al. 2013a, b). EI
values and EC;, obtained for all the samples are presented in
Table 1. AA was used as positive control in this assay.

Table 1 Antioxidant ca-
pacity of acerola prod- Sample ECso El

ucts using DPPH radical (mg of sample) (1A/mV)
scavenging assay (ECsp)

and electrochemical in- DE1 28.6 0.06
dex (EI) DE2 216 4.1
DE3 21.0 725
DE4 47.6 0.04
FP1 215 4.3
FP2 214 5.0
AF 211 55
@ Springer

As expected, an inverse relationship between EI and ECs
was observed. In both antioxidant assays, the most active
samples were DEI, DE2, and DE3, which received a huge
amount of AA, and DE4 presented the lowest antioxidant
capacity, showing that the drying process leads to a decrease
in AA content. In fact, the literature has described that the
thermal stability of AA is really low.

Analysis of Ascorbic Acid in Commercial Juice Products
Calibration-Curve Technique

Several differential pulse voltammograms were obtained at
carbon paste electrode for different AA concentrations
(Fig. 3). The peak corresponding to AA oxidation appeared
at 0.23 V (vs. SCE). The calibration graph shows a linear range
between 0.5 and 4.0 mM for AA (y=9E—08X+4E—08), "=
0.9914, where y represents the value of the current intensity
from which the background value was subtracted and x is the
analyte concentration. AA contents in AF and DE4 were
determined by DPV using the standard addition calibration
technique. The limit of detection and the limit of quantification
were 0.31 and 0.96 mM, respectively. Typical differential pulse
voltammograms are shown in Fig. 3. Adding a standard con-
centration solution of AA to AF solution caused an increase in
the oxidation peak height [curves (a) to (1)]. The dependence of
peak current on AA concentration shows good linearity.

Recovery Test

AA content in AF samples was determined as the average of
triplicate measurements using the standard addition method.

05 -
044
0.3
i 024
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——
014
[ ] < [ ) 01 .0.2 0.3 .
004 -
7 E /V (Ag/AGCIKCI)
-
0 1 2 3 4
AA /mM

Fig. 3 Differential pulse voltammograms of 0.5 to 4.0 mM of AA in
0.1 M phosphate buffer solution (pH 5.0). Inset Plot of peak current vs.
AA concentration
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The recovery was calculated by comparing the concentration
of AA obtained from the spiked mixtures of DE4 and AF with
those of pure AA (Table 2). The excellent recovery values,
ranging from 97.3 to 103.6 %, indicate that the electroanalyt-
ical method is feasible for quantitative determination of AA in
crude samples. Moreover, the electroanalytical method was
also compared with the HPLC method using samples DE2,
DE4, FP1, and AF (Table 2).

HPLC Measurements

Initially, the chromatographic conditions described by Ke
et al. (1994) were followed to analyze AA. Chemical, hydro-
dynamic, and physical variables were optimized to reduce the
analysis time while keeping a good resolution of AA peak in
the various samples. Good results were obtained using the
most effective amount of 100 % KH,PO, buffer in the mobile
phase; these conditions gave optimum resolution, clear base-
line separation with reasonable retention time, and no tailing
of peaks of the studied compounds at 30 °C. The flow rate
significantly influenced the results. The best flow value was
1 mL/min due to the best retention time (2.8+0.06 min) and
resolution for AA. The peaks a—c obtained were well devel-
oped and symmetrical (Fig. 4a, b).

The chromatogram corresponding to the standard AA and
samples DE2 and DE4 shows a single peak at retention time
2.9 min (Fig. 4a). This peak was similar for samples FP1 and
AF (Fig. 4b). AA was the most abundant compound identified
in the pulp samples analyzed.

AA content ranged from 4.63 (standard) to 3.51 (DE2) and
0.015 (DE4)mg/100 g using the ethanolic extraction method
(Fig. 4a). The AA standard was also compared with FP1 and
AF, and the contents of AA in FP1 (peak b) and AF (peak c)
were 0.22 and 0.15 mg/100 g, respectively (Fig. 4b). In this
study, the amount of AA found in the standard used (peak a,
Fig. 4a) was higher than that obtained for the other samples.
The voltammetric method used in this study 1s simple, easy to
use, and was proven to be effective enough for the identifica-
tion of AA in AF.

The present results proved that AA can be 1dentified in the
samples comparing the retention times obtained in HPLC-

Table 2 Results of the recovery analysis of AA in samples DE4 and AF

Sample Added (mM) Found (mM) Recovery (o)
DE4 0.5 0.49+0.66 98.6

2325 223+0.49 101.3

4 4.08+2.50 103.6
AF 0.5 0.49+0.89 97.3

2325 226+1.18 98.4

4 4.07+2.53 101.4
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Fig. 4 a HPLC chromatograms obtained for a AA standard, b DE2, and
¢ DE4; b HPLC chromatograms obtained for a AA standard, b FP1, ¢ AF

PDA with those of AA standard analyzed under the same
conditions, and comparing the UV absorption spectra of the
standard and the peaks of interest in the samples using photo-
diode array detector. The results herein obtained using HPLC-
PDA are in agreement with those reported by Miti¢ et al.
(2011).

Conclusions

The electrochemical characterization of crude extracts obtain-
ed from AF as well as acerola commercial products showed to
be a new tool to identify the authenticity of natural products.
The different patterns observed between the voltammetric
profiles varied mainly according to the addition of AA.
Thus, besides peak identification, voltammetry is useful to
check the integrity of natural products and also to avoid
adulterations.

Moreover, the EI herein proposed agreed with traditional
methods of antioxidant capacity and DPV was also employed
for quantification of AA in all samples. The low limit of
quantification and the good recoveries are consistent with
the high accuracy level of the electroanalytical method.
Therefore, this method offers a green and sensitive possibility
for quality control of food and nutraceutical products present-
ing remarkable antioxidant activity.
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The natural antioxidants of food products have great influence on human health. Indeed, the protective
effects against cardiovascular diseases, cancer and ageing have been attributed to their polyphenol
content. In turn, the remarkable antioxidant activity of polyphenols can be easily estimated by
polyphenol oxidases based biosensors. The aim of this work was check the effect of modifiers on the
improvement of biosensors concerning to performance, in order to express the antioxidant activity and
total polyphenol content of complex natural samples such as coffee beverages. The biosensors were
constructed by occlusion of crude extract of Pycnoporus sanguineus containing laccase, in different
carbon paste based composites. The electrochemical properties of the resulting composites, namely
Carbon Paste-Laccase (CPL), CPL modified with Glutaraldeide (CPL-Glu), Bovine Serum Albumin
(CPL-BSA), Chitosan (CPL-Ch), Silica (CPL-Si0), Titanium dioxide (CPL-TiO), DNA (CPL-DNA),
Carbon Nanotubes (CPL-CN), non-activated Carbon Nanotubes (CPL-nCN) and activated Carbon
Nanotubes plus DNA (CPL-DNA:CN) were evaluated by voltammetry in different experimental
conditions. In order, the effect of electrolyte composition, pH, scan rate, pulse amplitude, response
time and concentration range were carefully evaluated, whereas rutin and/or cathecol were employed
as standard solutions. The highest sensitivity level and lowest detection limit were obtained for CPL-
DNA:CN. In addition, the biosensor demonstrated suitable stability over 10 days and good
repeatability (RSD < 5%). CPL-DNA:CN was used for the determination of total phenol content of
coffee samples, expressed as Gallic Acid equivalents (GAEq) and the results were compared with
those from the DPPH and Folin—Ciocalteu spectrophotometric methods. Further, the inherent
sensitivity of electroanalytical methods, the amperometric biosensor exhibits some interesting
advantages such as simplicity due to the minimal sample preparation and leading to rapidity of
antioxidant capacity assay.

Keywords: laccase; Pycnoporus sanguineus; carbon paste electrode; DPV; antioxidant capacity.
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1. INTRODUCTION

In analytical chemistry the problem of selectivity, particularly at low analyte concentrations
and in the presence of interfering substances is of paramount importance. Among the strategies to
overcome these problems emerges the biosensor technology. Biosensors are analytical devices which
tightly combine bio recognition elements and physical transducers for detection of the target
compounds. Hence, owing to their remarkable practicality and versatility they are already useful
analytical tools, applicable in clinical, pharmaceutical, environmental and food analysis, among other
fields [1].

In turn, despite the high technological input, there is a wide gap between research and market
place [2]. Truly, the great majority of biosensors is only just starting to move from the proof-of-
concept stage to field-testing, mass production and commercialization. This “state of art” is mainly due
to stability issues and quality assurance [3]. Such sensors can be classified accordingly to the
biological recognizing agent and/or the type of transducer employed.

In enzyme-based biosensors, the biological element is the enzyme which reacts selectively with
its substrate. The response of an enzymatic biosensor against a selected analyte (subtract) is mainly
determined by the concentration of the biochemically generated product at sensor surface. According
to the principle of analysis, enzymatic biosensors can be based on: a) catalytic transformation of the
analyte; b) specific inhibition of enzyme activity by the analyte and c) modification of enzyme activity
by an analyte which acts as a modulator or cofactor [4].

On the other hand, the transducer system might be sensitive to substract (analyte) or to product.
There is a great variety of transducing devices, which combined to the great diversity of materials offer
uncountable biosensor design possibilities for an uncountable number of compounds [1].

The efficiency of biosensors is mainly related to the optimal coupling of enzyme to the
transducer. Thus, many techniques of immobilization have been proposed, i.e. entrapment in polymeric
matrices, physico-chemical adsorption or covalent bonding at solid surface and occlusion in
nanocomposites [5-8].

Laccase-based enzyme electrodes are commonly designed for the selective determination of
phenolic compounds, in which the relevance is figured by organic pollutants and natural antioxidants.
Hence, these devices can be applied on the evaluation of total phenol composition, antioxidant
capacity, as well as, for tentative determinations of specific "catechol-like" major markers [9, 10].
Their functioning is based on the biochemical oxidation followed by electrochemical reduction, which
is easily detected by amperometric transducers [11].

An easy and efficient way to produce an amperometric biosensor is the immobilization of
enzyme by occlusion in composites. A mixture of carbon (graphite) powder and an agglutinating liquid
is a popular composite material used for the preparation of various modified electrodes [5,12]. Carbon
paste allows an intimate contact between biocomponent and sensing sites permitting a fast electron
transfer. Aside the versatility in which various modifiers can be incorporated and reasonable stability,
the main advantage of carbon paste electrodes is the good reproducibility achieved by the easy renewal

of the surface. Carbon paste based biosensors are usually prepared by first mixing the biocomponent
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and graphite powder. Then, the resulting powder is mixed with mineral oil (e.g. paraffin or silicone).
The final paste is filled into a cylindrical cartridge [5].

Carbon paste electrodes can be modified with a number of inorganic and organic materials, in
order to improve the electrical properties [13-17]. Hence, a number of papers about carbon paste
laccase-based biosensors have been published [7, 8, 12, 18-21]. Nevertheless, concerned to the effect
of modifiers materials on the biosensor performance, an accurate comparison can be only achieved by
intra assay experiments. Therefore, the main aim of this work was to evaluate the effect of different
materials usually employed in carbon paste laccase-based biosensors.

The electrochemical properties of the resulting composites, namely Carbon Paste-Laccase
(CPL) modified with Bovine Serum Albumin (CPL-BSA), Chitosan (CPL-Ch), Silica (CPL-SiO),
Titanium dioxide (CPL-TiO), DNA (CPL-DNA), Carbon Nanotubes (CPL-CN), non-activated Carbon
Nanotubes (CPL-nCN) and activated Carbon Nanotubes plus DNA (CPL-DCN:CN) were evaluated in
different electrolyte conditions by voltammetric techniques. The chosen target was rutin, whereas the
biosensor with best performance was applied on the evaluation of antioxidant capacity and total phenol
determination in coffee samples.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemicals and Samples

All chemicals presented analytical grade, all solutions were prepared by using double distilled

water (conductivity < 0.1uScm™).

2.1.1 Samples

Different commercial trademarks of roasted coffee samples herein used as real targets for

application studies were purchased from local markets of Goiania-GO/Brazil.
2.1.1.1 Preparation of the coffee samples

The coffee extracts were prepared by infusion submitting two grams (2 g) of each sample in 25
mL of hot water (100 °C) by 10 minutes under stirring. Afterwards the coffee extracts were cooled till
room temperature and filtered with 0.45 pm filter paper. The resulting solution was subsequently
diluted in suitable analytical grade solvents according to the experiment in order to obtain the assay
solutions. For the electrochemical measurements, 250 pL of the resulting solution were diluted in 4
mL of the electrolyte solution, i.e. pH 5.0 0.1 M phosphate buffer [10].
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2.1.2 Phenolic standards

Cathecol, gallic acid, rutin, caffeic acid, chlorogenic acid, phenol and chlorophenol were
purchased from Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.1.3 Modifiers and production of the enzymatic crude extract

Graphite powder, multi wall carbon nanotubes (MWCNT), Bovine Serum Albumin (BSA),
Chitosan, and DNA were purchased from Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), Silica,
Titanium dioxide and Mineral Oil were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). The MWCNT
were activated by chemical oxidation in boiling Nitric acid 50%.

The laccase crude extract (2019 U.L") was obtained by submerged fermentation using five
disks (7 mm in diameter) of the Pycnoporus sanguineus (CCT-4518) in growth medium containing
12.8 g.L'] malt extract (HiMedia, Mumbai, India) and 0.005 g.L'l CuS04.H;0 (Cromoline, Sao Paulo,
Brazil) 50 mg.L", 2,5-xylidine (Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA) was used as
inducer of laccase. The fermentation process occurred under agitation of 150 rpm, at 28°C, 72h. The

mycelium was separate by filtration and the crude extract used as source of laccase [22-24].
2.2 Biosensor preparation

The immobilization was carried out by occlusion in different carbon powder composites.
Briefly, 250 pL of laccase crude extract were added to graphite powder and their mixtures with the
different modifiers and left to dry at room temperature (Table 1). Then, mineral oil was added and
rigorously mixed in order to obtain the homogeneous paste.

Table 1. Biosensors Composition

Biosensor Enzymatic extract  Graphite powder Modifier Mineral Oil
(uL) (mg) (%) (uL)

CPL 50 to 500 70 - 20
CPL-Glu 250 65 5 20
CPL-BSA 250 69 1 20
CPL-Ch 250 69 1 20
CPL-SiO 250 65 5 20
CPL-TiO 250 65 5 20
CPL-DNA 250 69 1 20
CPL-nCN 250 65 5 20
CPL-CN 250 65 5 20
CPL-DNA:CN 250 64 1:5 20

Carbon Paste Laccase based biosensor (CPL); Glutaraldeide (Glu); Bovine serum albumin (BSA);
Chitosane (Ch); Silica (Si0); Titanium dioxide (TiQ); Carbon Nanotubes (CN); non-activated CN
(nCN).

A suitable portion of the agglutinated paste was taken to fill the cavity 2 mm diameter and 0.5
mm in depth electrode support, originating the CPL like biosensors.
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2.4 Electroanalytical assays

Voltammetric experiments were carried out with a potentiostat/galvanostat pAutolabIll®
integrated to the GPES 4.9" software, Eco-Chemie, Utrecht, The Netherlands. The measurements
were performed in a 5.0 mL one-compartment electrochemical cell, with a three-electrode
system consisting of a carbon paste laccase-based biosensor and modifiers (¢ = 2 mm), a Pt
wire and the Ag/AgCl/KCI 3M (both purchased from Lab solutions, Sao Paulo, Brazil), representing
the working electrode, the counter electrode and the reference electrode, respectively. The carbon
paste was mechanically renewed before each experiment, in order to ensure reproducible results. The
experimental conditions for differential pulse voltammetry (DPV) were: pulse amplitude 50 mV, pulse
width 0.5 s and scan rate 5 mV.s™. The experimental conditions for cyclic voltammetry (CV) were:
scan rate of 100 mV s and scan range from 0 to 1 V. The DP voltammograms were background-
subtracted and baseline-corrected, and then all data were analyzed and treated with the software Origin
8". All experiments were done at room temperature (21 =1 °C) in triplicate (n = 3) and the main
electrolyte solution used was the phosphate buffer (PBS).

2.5 Spectrophotometric Antioxidant Assays

The absorbance measurements were recorded with a spectrometer Q798U2VS (Quimis

Aparelhos Cientificos, Sdo Paulo, Brazil).

2.5.1 Folin-Ciocaulteu Total Phenol Assay

For the determination of total polyphenols, the adjusted Folin-Ciocauteu (FC) method was
performed. Two milliliters of water and 0.5 mL of Folin Ciocalteu's reagent were mixed with 100 uL
of test samples or standard solutions of gallic acid and the resulting mixture was allowed to react for
five minutes. Next, 1.5 mL of 20 % sodium carbonate solution was added and then the volume was
completed with distilled water to 10 mL. After 1 h of reaction at room temperature, in a dark
environment, the absorbance of the solution was measured by spectrophotometry at 765 nm. All
determinations were performed in triplicate. The results were expressed in gallic acid equivalents
(GAEq), mg of GA in each mL of coffee brew.

2.5.2 DPPH radical scavenging assay

Radical scavenging activity of diluted coffee beverages was measured based on the redox
reaction between 1,1diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH’), a stable and purple radical, and the intrinsic
reducing compounds of coffee, leading to generation of yellow colored DPPH, the reduced form The
ability of samples to scavenge DPPH’ radicals was determined spectrometrically by the method of
Blois (1958) [10,19,20]. Briefly, to 2.5 mL of DPPH" ethanolic solution (0.1 mM) an aliquot of 0.5
mL of ethanol (blank) was added to reach a final volume of 3.0 mL that was repeated for all analytical
samples. The reaction solution was incubated for 20 min in the dark at room temperature and measured
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at 517 nm, against the blank (A~0.7), whereas ethanol, the solvent used to prepare all solutions, was
used in order to adjust the baseline (A = 0.000). Antioxidant activity was expressed as ECsg,
representing the amount of coffee to produce 50% of decolorization of DPPH= relative to the blank
control.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The laccase crude extract of the Pycnoporus sanguineus was incorporated to solid composites
in the range from 50 to 500 pL and the electrochemical performance of the electrodes was evaluated in
a broad pH range (2.0 to 8.0). The best response expressed by higher sensitivity, low capacitive
currents and lower response time was achieved for 250 pL in mild acidic pH (5.0 to 6.0). Therefore,
these conditions were fixed for all mixed composites, as well as for further studies.

3.1 Electrical Properties

The modifying agents can exert some influence on catalytical and/or electrical properties of
modified electrodes. Indeed, the improvement of electrodic properties, such as lower resistivity leads
to lower capacitive currents, and has indirect action on the enhancement of sensor sensitivity. Such
influence can be monitored by measuring the faradaic electron transfer rate of the reversible
ferro/ferricyanide redox system (Figure 1A), and in some extent by observing the profile of blank
buffer solution [24]. These statements are well evidenced on Figure 1, where it can be clearly observed
how small proportions of different modifiers can change expressively the electrical properties of
electrodes.

P e -a== TiO
==== DNA:CN

{monma
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Figure 1. Cyclic voltammograms obtained for different modifiers CPLs in 0.05 M potassium
ferrocyanide: 0.1 M PBS, pH 6.0 (A) and 0.1 M PBS, pH 6.0 (B). Scan range from 0 to 1.0 V,
scan rate of 100 mV.s™.
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Figure 1A shows voltammograms obtained in the 0.1 mM potassium ferricyanide in 0.1 M
PBS, pH 6.0 at CPL biosensors. It was observed, that CN, TiO, and also DNA-CN (not shown)
increase the electroactive surface area of CP electrodes, leading to high Faradayc peak currents. On the
other hand, since inorganic clusters, such as TiO,, as well as, most of the biopolymers possess lower
conductive nature than "sp2 like" carbon materials, the reversibility of Ferro/Ferricyanide redox probe
may be compromised (Figure 1A) [25, 26].

In fact, the capacitive current observed in blank solution was lower for CPLs modified with
activated CN (not shown) and DNA-CN, whereas the ascendant voltammetric profile observed for
CPL-TiO reinforces that the metal oxide hampers the electrical conductance of electrode [24]. The
same negative effect on the conductance was observed for the bioplolymers Ch and BSA. Meanwhile,
as expected the decrease of added amount or removal of such modifiers improved the electrical
properties. The relative DNA conductivity can be explained by their n-m type electrons and positively
charged counter ions [27]. Nevertheless, even for DNA the amount and environmental conditions must
be carefully optimized, otherwise it can be obtained opposite effects [27, 28].

3.2 Electrocatalytical Properties and Calibration Curves

The electrical properties of electrodic materials may influence the electrocatalytical properties
against target analytes. Therefore, since laccase are polyphenoxidase enzymes, the different CPLs were
evaluated against catechol. Thus, the biosensor performance was evaluated by means of cathodic peak

current levels obtained for the biochemically generated quinone (Figure 2).
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Figure 2. DP voltammograms obtained for different modified CPLs in 0.05 mM Catechol in 0.1 M
PBS, pH 6.0. Pulse amplitude of 50 mV, scan rate of 10 mV.s™.
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As expected, it can be observed from Figure 2, that activated CNs have great influence on the
biosensor sensitivity. It is explained by the enhancement of electroactive surface area, increasing the
electron transfer effectivity. In turn, the slight improvement achieved by DNA incorporation on the
electrode, may be consequence of their good electrical conductance and great biocompatibility with
enzyme, thus leading to better enzymatic activity at immobilized state. Moreover, Glu, Ch or BSA
modifiers (not shown) do not have significant influence on the biosensor performance, whereas the
non-activated CN exhibits far lower positive effect.

Table 2 enrolls the detailed merit data for each modified CPL evaluated, obtained from rutin
calibration curves, herein represented in Figure 3 for CPL-DNA:CN.

The best biosensor performance expressed by low limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ), good coefficient of correlation, higher storage stability and lower peak potentials were
obtained for CPL-DNA:CN biosensor (Figure 3).

Table 2. Merit parameters obtained from rutin calibration curves for different modified CPLs in 0.1 M

PBS (pH 5.0).
Carbon Paste Ene (V) R LOD LOQ  3days 10days
Biosensors pe ( (uM) (uUM) (%) (%)
CPL 0.38 0.9373 30 91 69% 57%
CPL-Glut 038  0.9373 40 120 78% 69%
CPL-BSA 0.42 0.8521 29 89 73% 57%
CPL-Ch 0.38 0.9892 28 79 69% 63%
CPL-SiO 0.39 0.987 16 49 94% 83%
CPL-TiO 0.39 0.991 27 83 52% 31%
CPL-DNA 0.40 0.9896 19 69 92% 56%
CPL-nCN 0.39 0.9845 28 88 68% 58%
CPL-CN 0.39 0.9943 16 51 95% 94%
CPL-DNA:CN 0.39 0.9987 12 38 100% 100%
16 -
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Figure 3. Calibration curve obtained from the DPVs, after successive additions of 1mM rutin standard
solution at CPL-DNA:CN in 0.1 M Phosphate buffer (pH 5.0) solution. Scan range from 0.50
to 0.20 V; scan rate of 10 mV.s ~'; pulse amplitude of 50 mV.
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The higher stability can be also explained by the bioaffinity between DNA and enzyme,
whereas the higher surface area, as well as, the cylindrical shape of MWCNTs provides a suitable site
for enzyme immobilization.

3.3 Optimization of Experimental Conditions and Affinity Assay

Since CPL-DNA:CN presented better performance, the influence of conditioning time and start
potential, as well as the affinity assay were also evaluated.

Nevertheless, the higher the conditioning time, the higher the time for enzymatic oxidation will
be, as well as the expected cathodic currents; the fastness of assay is also a desirable feature. In turn,
the higher the start potential, the higher will be the chance to provoke electrochemical oxidation will
be, hence the selectivity of a biosensor will be higher at lower values.

Therefore, since the conditioning time and starting potential dictate the rapidity and selectivity
of analysis, but have opposite effect on the sensitivity, such parameters are very relevant and must be
carefully adjusted.

Concerning to the selectivity, the laccase based biosensors have broad range of activity against
phenolic compounds, but present higher kinetic rate against catechol like derivatives.

Figures 4A and 4B show the effect of conditioning time and start potential against catechol. In
turn, Figure 4C presents the affinity assay against different phenolic compounds, at conditioning time
of 30 s and starting potential of 0.5 V.

A B C

100
ES B Catechol
g 50 B Gallic Acid
Q -
& o u Rutin
o m Caffeic acid
-

m Chlorogenic acid
a
.E 40 ¥ Phenol
a m Chlorophenol
a o0
o
0

Starting Potential Conditioning Time Phenolics
Figure 4. Effect of starting potential (A) and conditioning time (B) on the biosensor performance and

the relative response of CPL-DNA:CN against equimolar concentrations of ditferent phenolic
compounds (C).

3.4 Application of Biosensor for determination of Antioxidant Capacity

The antioxidant capacity of many natural compounds is very close to the total phenolic (TP)
content. Therefore, taking into account the good sensitivity of CPL-DNA:CN for many polyphenolic
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antioxidants (Figure 4C), this biosensor was elected for analysis of total phenol (TP) content in coffee
crude samples (Table 3).

Table 3. TP content values expressed as Gallic Acid Equivalents (GAEq) (mg/mL) obtained for
different roasted coffee beverages by using CPL-DNA:CN biosensor and FC method.

Sample CPL-DNA:CN FC DPPH
GAEq (mg/mL) GAEq (mg/mL) (ECsq)
SG(N=53) 048 +£0.1 0.54 £0.2 19.74 + 1.94
SP(N=5) 043 +0.1 0.53 £0.2 21.30+0.52
PIN=5) 041 +0.1 042 £0.2 2243 +1.07
E(N=5) 0.53 +0.1 0.60 +0.3 19.72 +2.11

SG = soluble granulates; SP = soluble powder; P1 = Powder for infusion and E = capsules for espresso.

The biosensor and FC results for TP values presented good agreement. Moreover, the RSD %
obtained for the biosensor was lower than the one obtained for FC method. Finally, as expected for
coffee samples the TP content agreed with ECs; values obtained for DPPH assay.

Furthermore, the performance of CPL-DNA:CN was similar to other laccase based biosensor,
in which despite to the higher complexity concerning their preparations, the limit of detection for
phenolic antioxidants have also been in the uM level [29,30].

4. CONCLUSIONS

The biopolymers, specially the DNA confers higher stability to laccase biosensors, whereas
MWCNTs increased the electroactive area and improved the electrical properties leading to higher
Faradaic peak currents. The optimized CPL-DNA:CN biosensor showed good performance on the

determination of natural phenolics, being a useful and easy tool for TP and antioxidant capacity

determinations.
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The redox behavior of commercial roasted coffee products were evaluated by electroanalysis, whereas
high performance liquid chromatography (HPLC) was used for determination of cinnamic acid markers,
the total phenolic content (TPC) was achieved by Folin-Ciocalteu assay, and the traditional DPPH
(1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) method for antioxidant power determination. In turn, an optimized elec-
trochemical index was proposed to estimate the antioxidant power of different samples and it was found
a great correlation between all methods. The voltammetric profile of all coffee samples was quite similar,
presenting the same number of peaks at the same potential values. Minor differences on current levels
were in agreement with the total phenolic and major markers content, as well as, to the antioxidant
power. Therefore, the electrochemical methods showed to be practical, low cost and very useful to eval-
uate the antioxidant properties of coffee samples, which is a relevant quality parameter of this widely

Redox behavior
HPLC

consumed beverage.

@ 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Coffee is one of the most consumed beverages in the world,
being very popular in Europe and North America. The nutritional
quality of the beverage is due to the high content of antioxidants
such as polyphenols, and their content are influenced according
to plant species, edapho-climatic aspects, and technological
parameters of production, such as roasting conditions (Amare &
Admassie, 2012; Kilmartin & Hsu, 2003; Vignoli, Viegas, Bassoli,
& Benassi, 2014).

The main polyphenolic compounds include hydroxycinnamic
acid and flavonoid derivatives, being that the caffeic acid and
chlorogenic acid are two important major markers of coffee sam-
ples (Cammerer & Kroh, 2006). These hydroxycinnamic acids have
an important role on the beverage taste and quality of coffee beans
and exhibit prominent antioxidant activity (Vignoli et al., 2014).

These polyphenols have called attention due to their ability to
scavenge radicals, thus restoring oxidative balance in physiological
systems (Parras, Martinez-Tomé, & Jiménez, 2007). This homeosta-
sis is very important to health, whereas it has been well estab-
lished by a plenty of evidences that free radicals and other

#* Corresponding author at: Faculty of Pharmacy, UFG, rua 240 esquiona com 5a
avenida, s/n, Setor Universitario, CEP 74605-170 Goidnia, GO, Brazil.
E-mail address: ericsgil@gmail.com (E. de Souza Gil).

http:)/dx.doiorg/10.1016/j.feodchem. 201505104
0308-8146/ 2015 Elsevier Lrd. All rights reserved.

oxidative agents are related to many degenerative diseases, such
as cancer, cardiovascular disease, immune system decline, brain
dysfunction, as well as to the aging process (Parliament, 2000).

In the face of these statements, the interest in food and bever-
ages presenting remarkable content of antioxidants has upsurged,
leading to the developing of many methods to qualify these
natural products (Anese & Nicoli, 2003; Blasco, Crevillén,
Gonzalez, & Escarpa, 2007; Blasco, Rogerio, Gonzalez, & Escarpa,
2005; Borrelli, Visconti, Mennella, Anese, & Fogliano, 2002;
Gomez-Ruiz, Ames, & Leake, 2008). Among traditional methods
applied to determine the antioxidant activity, DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assay must be
highlighted due to this practicality and lower cost (Basnet,
Matsushige, Hase, Kadota, & Namba, 1996). This method is based
on the conversion of DPPH: into non radical species, through elec-
tron and hydrogen atom transfer mechanism by addition of antiox-
idants that leads to the decolourization of solution.

In turn, the antioxidant activity correlates strongly with TPC
(Blasco et al, 2007), that is traditionally obtained by Folin-
Ciocalteu (FC) method. The FC method is based on the reduction
of phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagent, by phenolics
compounds, to a blue compound in an alkaline medium (Blasco
et al, 2007; Everette et al, 2010; Singleton, Orthofer, &
Lamuela-Raventos, 1999). The main disadvantage of this assay is
the interference of reducing substances that can react with the
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FC reagent, thus leading to overestimation of the results for TPC
and hampering the accuracy too (Blasco et al, 2007; Escarpa,
2012; Singleton et al., 1999). Moreover, many substances present
in such natural products can absorb in the same wave-length
range, thus interfering on the accuracy of DPPH and FC methods
(Basnet et al., 1996; Escarpa, 2012; Lino et al., 2014).

Therefore, the development of new antioxidant assays is an area
of great interest, whereas the electroanalysis emerged as a poten-
tial alternative. Indeed, the electrochemical methods present many
advantages such as quickness, simplicity, sensitivity, reduced sam-
ple and reagent consumption (Blasco et al., 2007; Kilmartin & Hsu,
2003; Lino et al, 2014; Sharma, Gulati, Ravindranath, & Kumar,
2005). Moreover, such assays according to the experimental condi-
tions, can allow the elucidation of the redox behavior and the
determination of specific antioxidant classes (Blasco, Gonzalez, &
Escarpa, 2004; Escarpa, 2012; Kilmartin & Hsu, 2003; Gil &
Couto, 2013), as well as to categorize according to their electro-
chemical index or antioxidant power (Blasco et al, 2005;
Escarpa, 2012; Lino et al., 2014). Thus, taking into account that
the determination of specific antioxidants is usually achieved by
hyphenated technigues, which demand expensive apparatus,
highly skilled technicians, complicated and time-consuming proce-
dures, electroanalysis becomes a very attractive option (Escarpa,
2012; Jones, Magri, Rios, & Jones, 2011; Khanchi, Mahani,
Hajihosseini, & Maragheh, 2007; Lopez-Martinez, Lopez-de-Alba,
Garcia-Campos, & LeonRodriguez, 2003; Regan & Shakalisava,
2005). Hence, the electroanalysis may have dual function, on the
evaluation of the antioxidant power, and also for the tentative
determination of specific classes (Blasco et al. 2007; Escarpa,
2012; Kilmartin & Hsu, 2003; Lino et al, 2014; Rawat, Chandra,
& Sarkar, 2010).

So the aim of this work is to investigate the electrochemical
behavior of some varied coffee beverages, and its correlation with
the phenolics content, consolidating the application of electroanal-
ysis on the determination of antioxidant power of crude samples.
In this context, the antioxidant activity of a variety of commercial
“soluble” products obtained from roasted coffee was evaluated by
traditional DPPH assay and the veracity of the electrochemical
index concepts, well stated by Escarpa research group (BElasco
et al, 2005; Escarpa, 2012) was herein reinforced and revisited
(Lino et al, 2014), whereas the phenolic content was estimated
by differential pulse voltammetry and the results compared with
Folin Ciocalteu assay and high performance liquid chromatography
(HPLC), respectively for total and specific major markers
determinations.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

Ethanol, 1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and Folin-
Ciocalteu’s reagent were purchased from Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). All electrolyte solutions were prepared by using
high analytical grade salts, which were diluted in double distilled
Milli-Q water (conductivity <0.1uSecm™') (Millipore S.A.,
Molsheim, France).

2.2, Coffee samples

Different commercial trademarks of roasted coffee samples
herein investigated were purchased from local markets of
Goiania-GO[Brazil; Coimbra/Portugal and Auckland/New Zealand.
The coffee samples were identified according to the food technol-
ogy involved in three main types: Soluble granules (SG, N=7);
power for infusion (PI, N = 3); Capsules for espresso (CE, N=21),

which were sub classified in “lungo or lunghi” (l}. regular (*} and
decaffeinated (). In order to discriminate the origin, we have used
the ISO codes (http:/fuserpage.chemie.fu-berlin.de/diverse/docf
1SO_3166.html) in BR, PT, NZ, CO and IN, respectively for Brazil,
Portugal, New Zealand, Colombia and India.

2.2.1. Sample preparation

The coffee extracts were prepared by infusion submitting 2 g of
each sample in 25 mL of hot water by 10 min under stirring.
Afterwards the coffee extracts were cooled till room temperature
and filtered with 0.45 pm filter paper. The resulting solution was
subsequently diluted in suitable analytical grade solvents accord-
ing to the experiment in order to obtain the assay solutions. For
the electrochemical measurements, 250 pL of this resulting solu-
tion were diluted in 4 mL of the electrolyte solution, ie., 0.1 M
phosphate buffer pH 5.0. The same procedure was used for the
DPPH assay but an analytical grade ethanol solvent was used in
place of the buffer electrolyte (Lino et al, 2014). In the case of
HPLC analysis, the clear filtrate was diluted in the mobile phase
according to the method of Wanyika, Gatebe, Gitu, Ngumba, and
Maritim (2010).

2.3. Spectrophotometric assays

2.3.1. Apparatus
The absorbance measurements were recorded with a spectrom-
eter Q798U2VS (Quimis Aparelhos Cientificos, Sdo Paulo, Brazil).

2.3.2. DPPH radical scavenging assays

The radical scavenging activity assays were performed using the
stable DPPH reagent, in accordance with very well established pro-
cedures (Lino et al., 2014). Briefly, the blank control was composed
by a mixture of 0.5 mL of ethanol and 2.5 mL of DPPH" ethanolic
solution (0.1 mM), in which the final absorbance at =517 nm
was of ca. A=0.7. The ethanol, solvent used to prepare all solu-
tions, was used in order to adjust the baseline (A=0.000).
Antioxidant activity was expressed as ECg, representing the
amount (L) of coffee assay solution to produce 50% of decoloriza-
tion of DPPH' relative to the blank control.

All samples were analyzed in a 1 cm glassy cell length at room
temperature.

2.3.3. Folin-Ciocalteu assays

For the determination of total phenolic content the adjusted
Folin-Ciocalteu (FC) method was performed. Briefly, 100 L of the
sample or gallic acid standard solution were pipetted into 10 mL
volummetric flask containing 2 mL of water, 0.5 mL of FC reagent
and 1.5 mL of 20% Na,CO; solution and then completed with dis-
tilled water to total volume of 10 mL. The flask was then kept in
the dark at room temperature, and after 1 h reaction, the solution
was measured by the spectrophotometer at 765 nm against a blank
sample. All determinations were performed in triplicate and com-
pared to the standard curve, in order to allow to express the results
by means of gallic acid equivalents (GAE), mg of GA in each mL of
coffee brew (Singleton & Rossi, 1965).

2.4, Electroanalytical assays

Voltammetric experiments were carried out with a poten-
tiostat/galvanostat pAutolab Il ® integrated to the GPES 4.9 ® soft-
ware, Eco-Chemie, Utrecht, The Netherlands. The measurements
were performed in a 5.0 mL one-compartment electrochemical
cell, with a three-electrode system consisting of a carbon paste
electrode (prepared as a piston-driven holder containing 75% of
graphite powder and 25% of Nujol ®, ®=2mm), a Pt wire and
the Ag/AgCl/KCls,, (both purchased from Lab solutions, Sdo Paulo,
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Brazil). representing the working electrode, the counter electrode
and the reference electrode, respectively. The carbon paste was
mechanically renewed before each experiment, in order to ensure
reproducible results. The experimental conditions for differential
pulse voltammetry (DPV) were: pulse amplitude 50 mV, pulse
width 0.5 s and scan rate 5mV s~'. The experimental conditions
for cyclic voltammetry (CV) were: scan rate of 100 mV s~ and scan
range from 0 to 1V. The experimental conditions for square wave
voltammetry (SWV) were: frequency of 30 Hz, pulse amplitude of
50 mV and effective scan rate of 100 mV s™'. The DP voltammo-
grams were background-subtracted and baseline-corrected, and
then all data were analyzed and treated with the software Origin
8 ®, All experiments were done at room temperature (211 °C)
in triplicate (n=3) and the main electrolyte used was the phos-
phate buffer (PBS).

2.4.1. Electrochemical index determination

The electrochemical index (El) concept was first proposed by
Escarpa group (Blasco et al, 2005; Escarpa, 2012) taking into
account the voltammetric parameters, anodic peak potential (Epa)
and anodic peak current (Ip,), independently. Thus, since the lower
is the potential (thermodynamic parameter), the higher is the elec-
tron donor ability, as well as the higher is the peak current (kinetic
and concentration parameter), the higher is electron transfer rate
andfor the amount of electroactive species (Escarpa, 2012;
Makhotkina & Kilmartin, 2009; Wanyika et al., 2010), the EI was
herein calculated by using the Eq. (1) (Lino et al., 2014).

| I
o B e = 1
Epal Epal Epan @
In which Iyan and Ega, correspond to current and potential value
for each anodic peak observed in the DP voltammograms.

2.5. HPLC assays

The determination of the major markers, caffeic acid, chloro-
genic acid and caffeine in all coffee samples were performed in a
Shimadzu HPLC system (Shimadzu, Kyoto, Japan) consisting in a
LC-20AT pump, DGU-20As degasser, SPD-M20A PDA detector,
CTO-20A column oven and SIL-20A auto sampler. The column oven
temperature was set to 30 °C. The separation of the analytes was
carried out using stainless steel ACE®column packed with Cig
(250 x 4.6 mm, 5 pm). The mobile phase was a mixture, 80:20
v/v, between 50 mM potassium phosphate buffer (pH 3.0) solution
and methanol. The mobile phase was previously filtered before the
use through 0.45 pm membrane (Millipore, Milford, MA, USA) and
degassed in ultrasonic bath (Unique® USC-2800) for 20 min. The
flow rate was of 1.0 mL/min and 20 L of sample were injected into
the HPLC. The detection was performed at a specific wavelength of
280 nm and the data obtained for external standards and samples
were processed and compared by LC Solutions software. Stock solu-
tions of chlorogenic acid, caffeic acid and caffeine (1 mg/mL) were
prepared in methanol and stored at 8 °C, from which the working
standard solutions were prepared daily by dilution in mobile
phase.

2.6. Statistical analysis

Values were expressed as mean+ SEM. Statistical significance
was determined using one-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Newman-Keels Multiple Comparison post hoc test when
appropriate. A p value of <0.05 was considered statistically signif-
icant. Analyses were performed using GraphPad Prism version 5.00
for Windows (San Diego, CA, USA).

3. Results and discussion
3.1. Antioxidant power and total phenol content

The antioxidant power of all coffee beverage samples previously
prepared as described in experimental section, were performed by
means of spectrophotometric and electroanalytical methods.
Electrochemical index (El), radical scavenging activity (ECsg) and
total polyphenols (FC-GAE) are shown in Table 1.

The DPPH radical scavenging activity is presented as ECsq (uL),
the amount of sample to suppress to the half the initial absorbance
value, and the phenol total content was expressed as gallic acid
equivalent (mg/mL of coffee beverage), whereas El (pAfmV), the
sum of all I;5/Ep,, was calculated as described in experimental sec-
tion, by using the anodic peak values of DP voltammograms
base-line corrected (Escarpa, 2012; Lino et al., 2014). Examples of
DP voltammograms obtained for representative samples are pre-
sented in Fig. 1.

It can be noticed from Table 1, that the ECsp and El values pre-
sent an inverse correlation. Indeed, the lower the amount required
to convert DPPH radical into its reduced form, the higher is the
antioxidant power. On the other hand, the higher the El value,
the greater will be the content of antioxidants, as well as their
inherent reducing power in the related sample. In turn, the El val-
ues were directly proportional to the total phenol content deter-
mined by Folin-Ciocalteu method (Fig. 2 and Table 1).

Though the analytical principles and also the units related to
spectrophotometric and electroanalytical methods present huge
differences, they presented the same tendency and satisfactory
correlation, r= 095 for DPPH/ECsy vs El and r=0.98 for FC/GAE
vs EL

Table 1

Results for El (electrochemical index), ECgy (amount of coffee assay solution to
produce 50% of decolorization of DPPH) and FC-GAE (Folin-Ciocalteu-gallic acid
equivalents) values obtained for different roasted coffee samples.

Samples  EI (UA/mV) #RSD (n=3)  ECs (ul) FC-GAE (mg/mL)
SG-1er 62403 169208 05501
SG-Zgg 68205 178206 05301
SC-Fag 58+03 200:06 05501
SC-dgg 58403 229+04 05402
SGo-1ar 55102 203£05 053+0.1
S92y 55:03 204£06 054202
SC-3ax 54104 199:07 05302
SCaverage  5.85 t 049 1974194 0.5440.01
SP-1gg 59103 219+05 05302
SP-24x 58:03 211204 05302
SP-3gs 59:03 209:05 05501
SPaverage  5.8610.05 2130£052 0532001
Plez 47104 212+04 0.42+0.1
Plex 46104 229:03 04202
Pl 45402 232:07 041 £ 02
Plaverage 46101 2243+1.07 0.4240.01
CEH 7005 182204 05902
CE1pr 7103 179204 061203
CE-2pr 72:03 177204 06002
CE“3pr 7303 175204 06202
CESverage 71t0.1 17.83£020  0.6020.01
CE™ 1y 35203 244+04 022202
CEM 2y 37+03 238+04 024302
CER-lpr 44205 225+05 04002
CER-2er 43106 231£05 04002
CE®-3r 45105 214205 04302
CEF-der 43106 233:05 04002
CER-5pr 45105 21.1£05 04002
CER-Bpy 44206 223205 044202
CEE, 50£02 19506 04901
CEfy 42102 236+04 03902
CER 41204 249+05 038+0.1
CERpage 4262052 2272£211 0382009

The bold represents the average of each group of different type of coffee samples.
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T
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Fig. 1. (A) Cyclic voltammograms of blank (---), first (—) and second (---) scans obtained for 1% CE}; sample; (B) SW voltammogram obtained for 0.5% SPpg sample;
(C) successive scans of DP voltammograms base-line corrected obtained for 0.5% wjv CEE sample; (D) DP voltammograms obtained for different concentrations of Ply; sample:
0.1% (—): 0.5% (---) and 1.5% (---). All in 0.1 M PBS pH 5.0 at CPE. Other parameters included scan rate of 100 mV 5= for cyclic voltammetry: pulse width of 5 mV, pulse amplitude
of 50 mV, scan rate of 10 mV 5. For DPV: f=50Hz, AES =2 mV, tig=100mV s~'; [, - total, Iy - forward and I, - backward currents in SWV.

In the present study, the highest antioxidant activity (El and
DPPH assays) was observed for the “espresso lungo” samples.
Meanwhile, the lowest values were observed for “expresso regu-
lar” samples followed by the Pl samples. As expected, the same
tendency was observed for TPC, as can be seen in the FC-GAE
results (Table 1).

In the case of “regular” CE samples, the lower TPC and antioxi-
dant power might be associated to the speed of the extraction pro-
cess. Yet, regarding to the “lungo” samples, such CE are produced
for larger amount of water (c.a. 250 mL) in comparison to regular
ones (c.a. 50 mL). Therefore, since the same amount of water was
used to prepare all samples, the content of phenolic antioxidants
per cup of coffee, may be higher in the lungo samples (Gloess
et al, 2013). This fact explains our best findings for “espresso
lungo” group as compared to espresso regular. In turn, the filtra-
tion required for preparation of PI group, suggests that this proce-
dure may retain part of the intrinsic antioxidants, thus explaining
the inferior results. In fact, this assumption was previously stated
by Niseteo, Komes, Belscak-Cvitanovic, Horzic, and Budec (2012)
who also achieved that filter use impaired coffee total phenol con-
tent, as well as, antioxidant activity.

In turn, the SG and SP samples presented intermediate values
for antioxidant power and TPC. Also, it was noticed a slight fall of
antioxidant activity and TPC for decaffeinated coffee brews.
Which, spite the absence of statistical significance, agrees with
the lower content of phenolic acids, already described in literature
for decaffeinated coffee (Vicente, Queiro, Gotlieb, & Torres, 2014).
Finally, regarding the country origin, the values were quite similar
for the samples herein evaluated (Table 1).

Besides the fact that El method is simpler and less expensive
than FC and DPPH assays, the results agreement were very strong

for both, antioxidant power and TPC approaches. Moreover, the
ease of handling and simple surface renewing of carbon paste elec-
trodes allow the possibility to carry out other voltammetric tech-
niques, thus leading to a better understanding of the redox
behavior of the major coffee antioxidants, even in when applied
for complex matrices such as coffee beverages. Moreover, carbon
paste electrodes are cheap and accessible for any quality control
lab even in underdevelopment countries, whereas the repro-
ducibility (RSD < 5%) is easily achieved by established standard
operational procedures.

3.2. Electrochemical characterization

The redox behavior of coffee samples and their main markers
was evaluated by different voltammetric techniques and at differ-
ent conditions (Figs. 1 and 2). Fig. 1A shows a typical cyclic voltam-
mogram obtained for 1% coffee sample in 0.1 M phosphate buffer
pH 5.0, in which can be observed a well defined anodic peak 1a,
at E;1,=033 V. On the reverse scan, the corresponding cathodic
peak at E;; =028V, is almost imperceptible indicating strong
adsorptive behavior (Fig. 1A).

Yet, the reversibility of redox pair 1a and 1c was confirmed by
plotting the simultaneous forward and backward components of
the total peak current of SWV. It can be perfectly observed that
the Ipaflpc ratio is close to the unit, and that Ey; and Epe occurs
almost at the same potential (Fig. 1B). In turn, two further irre-
versible anodic process, 2a and 3a can be hardly observed by both
techniques (Fiz. 1A and B). The same voltammetric profile was
obtained for other coffee samples, herein evaluated.

In fact, the anodic peaks, 2a and 3a, were better identified by
DPV, in which the capacitive currents are minimized, allowing
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Fig. 2. Determinations of antioxidant capacity and total phenols in coffee samples.
Vertical bars represent the average +SD values. The antioxidant activity was
obtained by (A) El {electrochemical index) and (B) DPPH method (EC5p = amount of
coffee assay solution to produce 50% of decolorization of DPPH). The total phenolic
content was estimated using the Folin=Ciocalteu reaction (C) FC=GAE (Folin=
Ciocalteu-gallic acid equivalents). Significant difference 'p<005; “p<0.01:
"'p < 0.001 (ANOVA plus Newman-Keuls Multiple Comparison post hoc test).

higher sensitivity and detection of irreversible redox processes
related to minor electroactive markers. The DP voltammograms
(Fig. 1C and D) obtained for the first scan in 0.5% coffee sample
and in the same electrolyte solution allow the observation of two
further anodic process, peaks 2a and 3a, at E;,,=055V and
Ep3a=0.78 V, respectively.

Moreover, the electrochemical oxidation of phenolic com-
pounds is generally associated to adsorption of unstable intermedi-
ates that undergoes to formation of insulating film. Accordingly,
the better resolutions depend on the adsorptive behavior of oxida-
tion products and also of the optimum adjust of concentration. The
adsorptive behavior and the influence of added sample on the peak
resolution are presented on Fig. 1C and D. Though at high concen-
tration, higher peak currents would be the expected, the passiva-
tion process also increases, thus decreasing the DPV resolution
(Fig. 1D). Furthermore, successive DP voltammograms obtained
without surface renewing led to the complete suppression of peak
currents (Fig. 1C), which is typical for the electrooxidation of phe-
nolic species, that exhibit adsorptive and passivation behavior.

In order to investigate the influence of the coffee major markers
on the DPV profile of crude samples, caffeic acid, chlorogenic acid,

caffeine and a pool of these three compounds were also studied in
0.1 M PBS pH 5.0 (Fig. 3A). The Fig. 3A shows an anodic peak 1a, for
all samples, the caffeic acid occurring at E;,=0.18V and the
chlorogenic acid, as well as the pool of markers at Ej;, =022V,
which is very close to the value observed for all samples of 0.23 V.

The peak potential, 1a at Ep;; lower than 0.25V is consistent
with high electron donor character and is commonly attributed
to catechol like polyphenols, the greatest antioxidants (Couto &
Gil, 2013).

It was observed, that even at more than 10-fold the concentra-
tion of the phenolic compounds the influence of the electrooxida-
tion of caffeine on the voltammetric profile of coffee samples was
irrelevant (Fig. 3A1).

The effect of pH was also evaluated in a broad pH range (3.0-
9.0) and the results obtained are shown in Fig. 3B, which is a 3D
plot of DP voltammograms as a function of pH. It was observed,
at the same way that occurs for the many phenolic compounds,
an inverse linear plot, Ey; vs pH unit, until the pK; value, in which
the slope of c.a. 59.2 mV is in agreement with the Nerstian theoret-
ical value for quid pro quo electron:proton transfer processes. The
electroactive species in coffee samples presented higher peak cur-
rents at middle acid pH (5.0-6.0), whereas the slope broken and
fall of peak currents were observed at pH ~ 8.0. The same behavior
is observed for the hydroxycinnamic derivatives (not shown). From
such similarities it could be inferred the redox behavior of coffee
beverage samples are governed by “catechol like” major markers,
which are recognized by their great antioxidant properties
(Couto & Gil, 2013; Manaia, Diculescu, Gil, & Oliveira-Brett, 2012).
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Fig. 3. (A) DP voltammograms obtained for 1 mM caffeic acid (==-<=); 1 mM
chlorogenic acid (--); the pool of coffee markers (—) and 0.1% wjv 5G3, a
representative coffee sample (_..); A1) DP voltammograms for 5 mM (----) and
10 mM (—) caffeine solution. (B) 3 D plots of DP voltammograms base-line
corrected for 0.5% wjv coffee sample (CES) in different pH solutions. Inset: E,, vs pH
plot.
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Table 2
‘Quantification of hydroxycinnamic acid derivatives and caffeine in coffee samples

(mgfg).

Coffee Chlorogenic acid Caffeine Caffeic acid
sample (mgfg) (mg/g) (mgjg)
CcE™ 319013 ND 0.08 £ 0.02
CE® 21.10 + 0.07 0.89+0.09 0.12 +0.03
CE" 89.03 + 0.85 572+0.14 0.18 + 0.05
Pl 13.19+0.13 0.89 % 0.09 0.08 +0.03
sce 21.10 + 0.07 ND 0.12 +0.03
SG 32.01£030 122 +0.09 0.11 +0.03
5P 78.08+0.72 1.66 +0.08 0.25 + 0.06

ND, not detected.

Furthermore, it was also noticed that the peaks, 2a and 3a,
observed only in the coffee crude samples, are not related to oxida-
tion products of the main major markers (Fig. 3A). Thus, it can be
inferred that these anodic processes should be related to other dis-
tinct phenolic species that occur in minor proportions.
Furthermore, akin to the observed for crude samples, the
reversibility of peak 1a was also confirmed by SWV (not shown).
Since the redox reversibility is linked to the capacity of regenera-
tion, such feature is very well desired.

Concerning peaks 2a, at Epa, ~ 0.4V and 33, at Epz; ~ 0.7V, the
electroactive species related to these oxidation processes possess
intermediary and complementary electron donor abilities that
may contribute slightly to antioxidant power of coffee beverages
(Blasco et al,, 2005; Couto & Gil, 2013; Escarpa, 2012; Lino et al.,
2014).

Since the hydroxycinnamic derivatives, chlorogenic acid and
caffeic acid, as well as caffeine are the main markers of coffee sam-
ples. Their content in some selected samples were evaluated
through HPLC method, in order to confirm their presence and influ-
ence on the redox behavior of such beverages, thus allowing to
establish comparisons with DPV method.

The identification was achieved by comparing the retention
times and spectral data with those of standards and the results
are presented on Table 2.

The highest content of both hydroxycinnamic acids were found
in the pool samples corresponding to the “lungo” CE and soluble
products, SG and SP, while the lowest was found in the sample Pl
and “regular” CE. Therefore, these results agree with the average
results observed for each category of sample (Table 1).

4. Conclusions

The use of El showed to be a rapid and appropriate tool to
express the antioxidant activity of coffee samples and presented
a good correlation with radical scavenging method. It was also pos-
sible to correlate it with the contents of hydroxycinnamic acids,
from HPLC, present in these samples, thus proving the effective-
ness of the use of electroanalytical techniques in determining the
antioxidant power and TPC for coffee beverages.

When compared with other techniques, which demand large
amounts of reagents, expensive apparatus, highly skilled techni-
cians, complicated and time-consuming procedures, the electro-
chemical methods become attractive due to their practicality,
low cost and very useful to evaluate the antioxidant properties of
coffee samples, which is a relevant quality parameter of this widely
consumed beverage.
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