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RESUMO 

Desenvolvimento de métodos eletroanalíticos para avaliação da capacidade 

antioxidante  

 

Benjamin S.R.1 
 

1
Laboratório de Análises Farmacêuticas e Ambientais (LAFAM), Faculdade de Farmácia, Universidade 

Federal de Goiás.  

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-1) em diferentes 

composições com e sem uso de agentes modificadores, visando avaliar melhor sistema. Para 

além consolidar o uso de métodos eletroanalíticos, i.e. voltametria cíclica (VC), voltametria de 

onda quadrada (VOQ) e pulso diferencial (VDP), na análise 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 constituído de 

nanotubos de carbono ativado com DNA (EPCL-DNA) apresentou o melhor nível de sensibilidade 

0,0549 µA/µM e um limite de detecção (LOD) de 1,2 µM no intervalo de concentração de 20-140 

µM de rutina. Além disso, o biossensor mostrou ter uma excelente estabilidade ao longo de 10 

dias e reprodutibilidade (RSD < 5%). Para a avaliação da sua capacidade de detecção, os 

resultados obtidos foram comparados com outras técnicas eletroanalíticas usando como base 

analítica amostras do café comercial de diferentes países. O EPCL-DNA foi empregado para 

determinar a quantidade de fenol total nas amostras de café (expressa pelo equivalente de rutina). 

Com isso, foi possível propor os EPCL como ferramenta analítica para a detecção dos fenóis.  A 

determinação quantitativa desses compostos foi realizada através da construção de curvas de 

calibração para VPD e o índice eletroquímico 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 quantificação de ácido 

ascórbico (AA) em todas as amostras, onde os limites de detecção (LD) e o Limite de 

quantificação (LQ) foi de 0,31 e 0,96 µM respectivamente e com uma excelente taxa de 

recuperação 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 preparação 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.1 
 

1
Laboratório de Análises Farmacêuticas e Ambientais (LAFAM), Faculdade de Farmácia, Universidade 

Federal de Goiás.  

 

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-1) in 

different compositions. The biosensor consists of carbon nanotubes activated with DNA (CPEL-

DNA: CN) showed the best sensitivity level, 0.0549 µA / µM and 1.2 uM detection limit (LOD) in the 

concentration range of 20-140 µM 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 

quantitative 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 µM 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. 



Introdução 1 

1     INTRODUÇÃO e REVISÃO 

1. INTRODUÇÃO 

 Vários estudos sobre a propagação de doenças sugerem que uma das formas de 

prevenção é  o consumo de de produtos naturais (PN),  fonte de substâncias com alto 

poder antioxidante, incluindo determinados tipos de frutas, chás, legumes e grãos reduz 

significativamente a incidência de doenças crônicas e patologias  relacionadas ao 

envelhecimento. Estes benefícios estão associados à presença de ativos de reconhecida 

capacidade antioxidante. O estudo da ação antioxidante e a determinação destes ativos 

são úteis para avaliação da eficácia e controle de qualidade destes compostos ou 

produtos, requerendo diferentes métodos analíticos, os quais podem ser destacados os 

métodos colorimétricos, biológicos  e eletroquímicos, dentre vários outros métodos 

instrumentais. 

As técnicas eletroquímicas apresentam vantagens  para caracterização detalhada 

de fitoantioxidantes, pois fornecem parâmetros físico-químicos capazes de mostrar não 

apenas o potencial redox, mas também números de elétrons envolvidos na etapa de 

transferência de carga (n), mecanismos de transferência de carga e influência de prótons, 

constantes de reação, etc. 

Entretanto, atualmente, Os métodos mais usados para determinação de atividade 

antioxidantenão são eletroquímicos, são métodos espectrofotométricos, dentre eles o 

ABTS (2,2'-azinobis-(3- etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico), o DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazil) e o método de  Folin-Ciocalteu. Eles são métodos eficientes para essa 

determinação e já onsagrados pelo uso, mas apresentam algumas limitações é a baixa de 

sensibilidade e especificidade. 

Os métodos eletroanalíticos, por sua vez, representam uma alternativa para 

determinação da atividade antioxidante em amostras complexas. Esses métodos simples, 

baratos e “limpos”, por utilizarem pouca quantidade de reagentes, sendo a maioria deles 

não tóxicos. A voltametria é uma das técnicas eletroanalíticas que pode  ser utilizada para 

a determinação da atividade antioxidante. Esta técnica estuda os fenômenos que ocorrem 

na interface entre o eletrodo e solução e se baseia em três parâmetros que ocorrem 

durante a eletrólise: a corrente elétrica, a voltagem e o tempo. 



Introdução 2 

Algumas variações na forma de se aplicar o potencial ao eletrodo determinam 

variações nas técnicas eletroanalíticas, dentre elas voltametria cíclica (VC),  voltametria 

de pulso diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).  

Neste estudo, foi proposto um índice eletroanalítico quantitativo (IEQ), determinado 

com base nos principais parâmetros da voltametria, no potencial de oxidação e na 

intensidade de corrente de picos observados. Para a proposição 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 

influência de vários fatores, como: a região de produção, atividade antioxidante da 

variedade e o tipo de amostra. 

Nestas análises, foram utilizados métodos estabelecidos para a determinação da 

atividade antioxidante e também métodos eletroanalíticos, ainda considerado inovador 

para esta finalidade e desenvolvimento amplo. 

 

1.1 BALANÇO ANTIOXIDANTE 

Estudos epidemiológicos revelam que dietas ricas em produtos naturais, como frutos 

e vegetais, evitam o envelhecimento precoce e auxiliam na prevenção de diversas 

doenças crônicas degenerativas causadas pelo estresse oxidativo, como câncer, 

aterosclerose, diabetes, asma, rinite, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas 

(SHA LI et al. 2013; PERTUZATTI et al. 2014; LOPÉZ-ALARCÓN; DENICOLA, 2013; 

DENG et al. 2013; MORALES-SOTO et al. 2014). 

O estresse oxidativo é uma condição de desequilíbrio metabólico que pode ser 

decorrente do aumento da produção endógena de radicais livres e/ou da ineficiência 

intrínseca dos sistemas naturais de defesa antioxidantes. O dano oxidativo atribuído aos 

radicais livres, e/ou espécies reativas de oxigênio (ERO) sobre biomoléculas especificas 

que compõe sistemas fisiológicos vitais são responsáveis 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 endógenos e exógenos). A produção endógena de radicais 

livres derivados do oxigênio, ocorre naturalmente nos processos metabólicos essenciais, 

principalmente no metabolismo energético mitocondrial, nas bioconversões catalíticas 

hepáticas e nos quadros infecciosos de causas parasitárias ou não. Além da geração 

endógena de radicais, agentes externos como a poluição ambiental, a radiação ionizante, 

substâncias tóxicas e irritantes, o consumo excessivo de álcool e uso de entorpecentes 

constituem agentes de risco (EVANS et al. 1999; GORDON, 2012). 



Introdução 3 

Uma grande variedade de compostos antioxidantes, endógenos ou provenientes da 

dieta, compõe um sistema eficiente e complexo na defesa do organismo à ação 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, 

metaloproteínas, enzimas (SOD-superóxido Dismutase) e polifenóis. Este sistema é 

composto por macromoléculas e moléculas de baixo peso molecular, elementos 

enzimáticos e não-enzimáticos que atuam simultaneamente em prol da homeostase do 

balanço oxidativo (SHA LI et al. 2013). 

A atividade antioxidante de um composto é atribuível a qualquer substância que 

mesmo presente em concentrações menores que o substrato oxidável seja capaz de 

diminuir ou inibir sua capacidade como agente oxidante. Tais substâncias podem atuar 

diretamente, neutralizando a ação dos radicais livres e prevenindo a oxidação de 

biomoléculas específicas. Por sua vez, as moléculas de baixo peso molecular podem 

também contribuir indiretamente atuando no sistema enzimático antioxidante seja 

restaurando, seja ativando enzimas (BLOMHOFF,  2010; HALLIWELL; WHITEMAN, 

2004). 

Dentre os antioxidantes exógenos, os compostos fenólicos, flavonóides 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 comestíveis (SHA 

LI et al. 2013), vinhos, infusões 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 o comportamento redox reversível, o qual os tornam capazes não apenas de 

neutralizar ROS, como também, de regenerar biomoléculas endógenas do sistema 

antioxidante (SHA LI et al. 2013). 

 

1.2 COMPOSTOS FENÓLICOS 

Em seu processo evolutivo as plantas selecionaram mecanismos moleculares, 

principalmente na via do chiquimato, que as tornaram capazes de produzir uma enorme 

variedade de compostos fenólicos como metabólitos secundários. Apesar de não serem 

essenciais aos processos primários de crescimento e desenvolvimento esses metabólitos 

são de grande importância na interação da planta com o ambiente. Essa característica 

única e típica das plantas produz uma gama vasta e diversificada de compostos fenólicos 

ubíquos no Reino vegetal, e incomuns em bactérias, fungos e algas (CHEYNIER et al. 

2013). 
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Dessa forma, tal característica satisfaz uma gama muito ampla de papéis fisiológicos 

em plantas. Estas vias produzem uma enorme quantidade de estruturas monoméricas e 

poliméricas. A grande variedade estrutural de compostos fenólicos naturais pode ser 

agrupada em duas classes principais (tabela 1): fenóis simples e polifenóis. 

 

Tabela 1- Classificação simplificada de compostos fenólicos 

Classificação dos níveis estruturais dos compostos fenólicos 

 

Fenóis Simples 
Ácidos fenólicos  

 Ácidos cinâmicos  

Polifenóis 

Flavonóides 

Flavonas 

Flavonóis 

Flavanonas 

Flavanóis 

Isoflavonóides 

Antocianinas 

Taninos 
Hidrolizáveis 

Condensados 

Melaninas  

 

1.2.1 Fenóis Simples 

Os fenóis simples são quimicamente compostos fenólicos, uma classe de compostos 

químicos que consistem em um grupo hidroxila ligado diretamete a um grupo 

hidrocarboneto aromático. 

Os fenóis simples são monômeros de compostos presentes em muitos tecidos 

vegetais (BRIELMANN, 1999). Dentre estes, os ácidos fenólicos podem ser classificados 

como derivados de ácidos hidroxibenzóicos (C6-C1) e hidroxicinâmicos (C6-C3)                           

(KING; YOUNG, 1999) (figura 1). Eles são caracterizados por possuírem um anel de 

benzeno, um grupo ácido carboxílico 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 prevenção do câncer, doenças 

cardiovasculares e outras doenças (KERRY; ABBEY, 1997; BRAVO, 1998; CROFT 1998; 

FERGUSON; HARRIS, 1999). 
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Figura 1 - Estruturas químicas de ácidos fenólicos. a) Ácidos hidroxibenzóicos, b) Ácidos 

hidroxicinâmicos. 

                   

                                a) Ácidos hidroxibenzóicos                         b) Ácidos hidroxicinâmicos 

   

Os ácidos fenólicos são divididos em dois grupos: i) O primeiro grupo consiste em 

ácido benzóico, que possui sete átomos de carbono (C1 -C6); ii)  O segundo groupo é 

formado por ácidos cinâmicos (figura 1-b) que têm nove átomos de carbono (C3 -C6).                     

O primeiro grupo, são os ácidos fenólicos simples encontrados na natureza; fórmulas e as 

suas designações são apresentadas na figura 1-a. 

Ácidos fenólicos, além de estarem presentes na sua forma natural, também podem 

ligar-se entre si ou com outros compostos. O mais importante destes ácidos conjugados 

são derivados de ácido caféico, ácido quínico e ácido clorogénico, ácido elagico, 

verbacoside etc. 

Alguns exemplos de compostos do grupo do ácido benzóico incluem os ácidos 

gálico, p-hidroxibenzóico, protocatecuico e vanílico (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006a). 

O nível de ácidos hidroxibenzóicos e seus derivados em plantas comestíveis é muito 

baixo com exceção de certos frutos vermelhos, rabanete preto e cebolas (MANACH et al. 

2004). As estruturas químicas das principais classes de ácidos fenólicos estão 

apresentadas na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Ácidos fenólicos encontradas em plantas 

 

 

Composto R1 R2 R3 

Ácido gálico OH OH OH 

Ácido parahidroxibenzóico H OH H 

Ácido protocatecunico H OH OH 

Ácido vanílico H OH OCH3 

 

Já o segundo grupo é formado por ácidos hidroxicinâmicos (figura 1-b), sendo estes mais 

comumente encontrados no reino vegetal, inclusive de plantas comestíveis, que os 
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hidroxibenzóicos (MANACH, 2004; WROLSTAD, 2004). Os ácidos hidroxicinâmicos mais 

comuns são o caféico, cinâmico, p-cumárico, ferúlico, 5-hidroxiferulico e o sinápico (tabela 

3), com a maioria das plantas contendo no mínimo três desses compostos (VERMERRIS, 

NICHOLSON, 2006a). 

Os ácidos hidroxicinâmicos encontrados nas plantas são normalmente glicosilados 

ou esterificados. Contudo, as formas livres são encontradas nos alimentos processados 

que receberam tratamento a quente, fermentação ou congelamento (MANACH et al. 

2004). O ácido caféico, na forma livre e esterificada (isto é ácido clorogênico), 

compreende cerca de 75-100% do conteúdo de ácidos hidroxicinâmicos encontrados  na 

maioria das frutas (MANACH et al. 2004). Embora os derivados de ácido hidroxicinâmico 

(tabela 3) possam estar presentes em todo o fruto, as maiores concentrações são 

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

 

Tabela 3 - Derivados mais comuns do ácido hidroxicinâmico 

 

Composto R1 R2 R3 

Ácido caféico H OH OH 

Ácido cinâmico H H H 

Ácido ferúlico H OH OCH3 

Ácido 5-hidroxiferúlico OH OH OCH3 

Ácido p-cumárico H OH H 

Ácido sinápico OCH3 OH OCH3 

 

1.2.2 Polifenóis 

O termo "polifenóis" faz referência aqueles com mais de um anel fenólico. Essas 

estruturas químicas promovem proteção contra UV e conferem as cores laranja, 

vermelha, azul e roxa presentes em diversos tecidos vegetais (CHEYNIER et al. 2013), 

decorrentes da conjugação dos elétrons nos anéis fenólicos. 

Os polifenóis incluem dentre outras classes, os flavonoides, taninos e melaninas 

(BRAVO, 1998). 

 

 1.2.2.1 Flavonóides 

Os flavonóides correspondem ao grupo de compostos fenólicos mais diversificado e 

onipresente no reino vegetal incluindo várias subclasses de compostos que, além de 
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possuírem similaridade estrutural, se destacam pela alta atividade antioxidante deste 

grupo. 

Os flavonóides 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 substâncias pode ser encontrado nos mais diversos tecidos vegetais, tanto 

no interior das células quanto na superfície dos diferentes órgãos da planta. A estrutura 

molecular básica dos flavonóides consiste de um esqueleto difenilpropano (C6-C3-C6) com 

dois anéis benzênicos (A e C) ligados por um heterociclo oxigenado (B) (URQUIAGA; 

LEIGHTON, 2000) como pode ser verificado na figura 2. De forma geral, as antocianinas 

são os pigmentos responsáveis pelas colorações vermelha, azul e lilás comumente 

encontradas nas plantas. E as antoxantinas, por sua vez, apresentam coloração que varia 

de branca a amarela. 

 

Figura 2 - Estrutura básica dos flavonóides 

 

 

Dependendo da posição de ligação do anel aromático à porção benzopirano, este 

grupo pode ser dividido em três classes principais (figura 3): flavonóides                                   

(2-fenilbenzopiranos), isoflavonóides (3-fenilbenzopiranos) e neoflavonóides                                 

(4-fenilbenzopiranos). 

 

Figura 3 - Estruturas químicas de flavonóides. a) 2-fenilbenzopiranos; b) 3-fenilbenzopiranos 

(isoflavonóides); c) 4-fenilbenzopiranos 
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O 2-fenilbenzopiranos (flavonóides, propriamente dito), constituiem o grupo de 

compostos fenólicos mais comuns e distribuído no reino vegetal podendo ser 

subclassificado em antoxantinas e antocianinas. Além disso, devido à complexidade 

estrutural desses compostos naturais, a classe das antoxantinas pode ainda ser 

subdividida em quatro classes correspondentes aos grupos estruturais: flavonas, 

flavonóis, flavanóis e isoflavonóides (KING; YOUNG, 1999).  

 

1.2.2.1.1 FLAVONAS 

As flavonas constituem a subclasse de antoxantinas que diferenciam-se 

estruturalmente dos demais flavonóides por apresentarem insaturação e grupamento 

cetona nas posições 2 e 4 do anel C, respectivamente (COWAN, 1999). Na tabela 4 são 

mostradas as estruturas químicas das flavonas apigenina e luteolina, dois dos  

representantes mais conhecidos desses flavonóides sendo encontrados, em elevado teor, 

em alimentos como salsa e azeitonas (KING; YOUNG, 1999). 

 

Tabela 4 - Estrutura química das flavonas 

 

Flavonas R1 R2 R3 R4 

Luteolina OH OH OH OH 

Apigenina OH OH H OH 

 

1.2.2.1.2 FLAVONÓIS 

Os flavonóis são a subclasse mais disseminada de flavonóides na natureza. 

Estruturalmente, diferenciam-se das demais antoxantinas pela presença dos grupos enol 

e cetona, respectivamente, nas posições 3 e 4 do anel C que compõe a estrutura 

molecular básica dos flavonóides (COWAN, 1999). Na tabela 5 são mostradas as 

estruturas químicas de representantes de flavonóis. Dentre a grande variedade de 

flavonóis, os principais compostos e mais conhecidos são a quercetina, o kampferol e a 

miricetina. As cebolas, as maças, couves e os chás, de modo geral, são considerados 

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

 

 



Introdução 9 

 

Tabela 5 - Estrutura química dos flavonóis 

 

 

Flavonóis R1 R2 R3 R4 R5 

Quercetina OH OH    OH OH H 

kaempferol OH OH H H        H 

Miricetina OH OH    OH OH OH 

 

1.2.2.1.3 FLAVANÓIS 

Os flavanóis são antoxantinas que se diferenciam estruturalmente das demais 

subclasses pela presença de um grupo hidroxila na posição 3 e insaturação na ligação 

das posições 3 e 4, ambos do anel C, na estrutura molecular básica dos flavonóides 

(EVANS et al. 1997). Os representantes moleculares mais amplamente estudados são a 

catequina e a epicatequina (tabela 6) que diferem apenas pela posição planar do grupo 

OH do carbono 3. Na natureza, esses flavanóis podem estar associados com moléculas 

de ácido gálico, como ocorre nos chás de forma geral, ou formando polímeros de taninos 

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

 

Tabela 6 - Estrutura química dos flavanóis 

 

 

Flavanóis R1  R2   R3   R4 

Catequinas 

* 
OH OH OH OH 

Epicatequinas 

** 
OH OH OH OH 

    
 

 

1.2.2.1.4 FLAVANONAS (FLAVANONÓIS E DI-HIDROFLAVONÓIDES)  

As flavanonas são caracterizadas pela ausência da dupla ligação (olefínica) nos 

carbonos 2 e 3, possibilitando o posicionamento do anel B em posição R ou S. Também é 

caracterizado pela ausência de hidroxila na posição 3. Na tabela 7 são mostradas as 

estruturas químicas das flavanonas. As flavanonas são intermediários biossintéticos da 

maioria das classes de flavonóides. Podem possuir sabor amargo ou doce, devido as 
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configurações esteroquímicas, agindo como defesa a herbivoria e, ao mesmo tempo, 

como alimento (SANTANA, 2008). 

 

Tabela 7- Estrutura química das flavanonas 

 

 

Flavanonas R1 R2 R3 
R4 X 

Taxifolina OH OH OH OH OH 

Naringenina OH OH H OH H 

    
  

 

1.2.2.1.5 ISOFLAVONAS 

As isoflavonas são antoxantinas que diferenciam-se das demais subclasses por 

apresentarem o anel B, da estrutura molecular básica dos flavonóides, ligado na posição 

3 do anel C, diferentemente, das demais classes que liga-se na posição 2 dessa mesma 

estrutura (EVANS et al. 1997). Na tabela 8 são mostradas as estruturas químicas das 

isoflavonas. As Isoflavonas são os flavonóides mais comumente encontrados em 

leguminosas, especialmente nos grãos de soja, onde a genisteína e a dadzeína são as 

substancias mais conhecidas (KING; YOUNG, 1999). 

 

Tabela 8 - Estrutura química das isoflavonas. 

 

 

Isoflavonóides R1 R2 

Daidzeína H H 

Genísteína OH H 

    

 

1.2.2.1.6  ANTOCIANINAS 

Antocianinas são um grupo de pigmentos solúveis em água responsáveis pelas 

colorações vermelha e lilás presentes em flores e frutos. Esses flavonóides são 

considerados o grupo mais importante de compostos fenólicos presentes em alimentos, 

os quais apresentam múltiplos padrões de substituição. O termo antocianina refere-se ao 

glicosídeo da antocianidina substituída na posição 3 e/ou 5 com carboidratos como 
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glicose, galactose, arabinose e di e trissacarídeos (KRENN et al. 2007). Na tabela 9 são 

apresentadas as estruturas químicas das  antocianinas. 

A coloração das antocianinas depende de fatores químicos do meio incluindo o pH, 

presença de íons metálicos e diferenças no padrão de substituição dos carboidratos 

(VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Esses compostos podem existir em uma variedade 

de formas químicas que resultam em compostos coloridos ou incolores com base nas 

condições do meio (MANACH et al. 2004). Em valores de pH menores que três, 

antocianinas são vermelhas e tornam-se incolores no intervalo de pH de 4 a 5 com o 

cátion flavílio sofrendo conversão a base carbinol (pseudobase). Em valores de pH 

superiores a seis, uma coloração azul/lilás é formada devido à presença de uma base 

quinoidal (bases anidra) (MANACH et al. 2004; KRENN et al. 2007). 

 

Tabela 9 - Estrutura química das antocianinas 

 

 

Antocianinas R1 R2 

Cianidina OH H 

Delfinidina OH HO 

Peonidina OMe H 

 

 Como já foi dito, as propriedades dos flavanóides que beneficiam a saúde são 

muitas e estão em função da sua natureza, na figura 4 é mostrado um gráfico que associa 

para cada grupo de flavanóides os seus benefícios. 
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Figura 4 - Subgrupos de flavonóides, juntamente às suas estruturas gerais e benefícios à saúde. 
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 1.2.2.2 Taninos 

Taninos são polifenóis de origem vegetal com pesos moleculares de 500-3000 

unidades de massa atômica. Os taninos compreendem uma das categorias mais 

numerosas e amplamente distribuídas no reino vegetal, com mais de 8000 estruturas 

conhecidas (LIAO et al. 2003). Taninos são polifenóis de origem vegetal com pesos 

moleculares de 500-3000 unidades de massa atômica. 

 Nas plantas superiores, compreendem dois grandes grupos de metabólitos 

secundários: os taninos hidrolisáveis e as proantocianidinas também conhecidas como 

taninos condensados. Recentemente, uma terceira classe de taninos, os florotaninos, foi 

isolada a partir de vários gêneros de algas. Os florotaninos são constituídos quase que 

inteiramente por subunidades de floroglucinol ligados, em alguns casos, ligações do tipo 

C-C e em outros por C-O-C (LIAO et al. 2003). 

Os taninos hidrolisáveis são clivados por ácidos, bases e, em alguns casos, por 

enzimas hidrolíticas (tanase) em açúcares, geralmente D-glucose ou outros polióis, e um 

ácido fenólico. Os galotaninos, por exemplo, são ésteres de poligaloil, ou seja, ácido 

gálico  (HAGERMAN et al. 1981). 

Os elagitaninos, num sentido mais restrito, podem ser definidos como ésteres 

hexahidroxidifenoil de carboidratos enquanto, numa definição mais ampla, pode abranger 

também compostos derivados de novas transformações oxidativas (HARVEY, 2001).  

Os elagitaninos são taninos formados por ésteres de ácido hexaidroxidifenóico e 

polióis (glicose ou ácido quínico). Quando expostos a ácidos ou bases, as ligações éster 

são hidrolisadas e os ácidos hexaidroxidifênicos liberados sofrem rearranjos espontâneos 

para formar ácido elágico, sendo então denominados taninos hidrolisados (BUENDIA et 

al. 2010). Os monômeros de elagitaninos podem rapidamente se polimerizar e formar 

outros dímeros, trimeros e oligômeros. Os taninos vegetais têm a capacidade de se 

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

 

1.2.2.2.1 TANINOS HIDROLISÁVEIS 

Os taninos hidrolizáveis contêm um núcleo central de polialcoóis como a glicose e 

grupos hidroxila que estão parcialmente ou completamente esterificados pelo ácido gálico 

(galotaninos) ou pelo ácido hexaidroxidifênico (elagitaninos). Após a hidrólise por ácidos, 

bases ou por determinadas enzimas, os galotaninos convertem-se em glicose e ácido 

gálico. Por sua vez, o ácido hexaidroxidifênico dos elagitaninos sofre lactonação para 

produzir ácido elágico (CHUNG et al. 1998). O esquema da hidrólise dos taninos é 

apresentado na figura 5. 
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Figura 5 - Divisão dos taninos hidrolisáveis. 
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Fonte: Mueller-Harvey, 2001. 

 

1.2.2.2.2 TANINOS CONDENSADOS 

Os taninos condensados são estruturas mais complexas que os taninos 

hidrolisáveis. Suas estruturas completas devem ainda ser determinadas. Os polímeros 

conhecidos como flavonas são popularmente conhecidos como taninos condensados. Os 

taninos condensados são largamente distribuídos nas frutas, vegetais, forragens, plantas, 

cacau, vinho tinto e certos tipos de grãos como sorgo, painço e legumes (CHUNG et al. 

1998). 
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Figura 6- Estrutura química de tanino condensado. 

 

 

Fonte: Mueller-Harvey, 2001. 

 

 

Esses compostos consistem em oligômeros ou polímeros de flavonóides com 

unidades de flavan-3-ol (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). As unidades de monômeros 

são ligadas por condensação oxidativa na posição quatro do anel C e a posição seis ou 

oito do anel A entre duas unidades adjacentes de flavonóis. Apresentado o esquema geral 

de condensação na figura 6. 
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 1.2.2.3 Melaninas  

As melaninas são pigmentos de elevado peso molecular formados pela 

polimerização oxidativa de compostos fenólicos e geralmente são de coloração castanho-

escuro ou negro. Em geral, eles são polímeros conjugados de ortodiidroxifenóis.  

Uma classificação mais geral de tais compostos contém três tipos principais de tais 

polímeros: as eumelaninas (pretas ou castanhas) que são produzidos durante o processo 

de oxidação de tirosina e/ou fenilalanina de 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) e 

dopaquinona, que sofre uma ciclização ulterior para 5,6-dihidroxi ou 5,6-dihidroxi-2-

carboxílico; as feomelaninas (amarelo, vermelho ou marrom) que são inicialmente 

sintetizadas como eumelaninas, mas a DOPA sofre cisteinilação diretamente ou mediada 

pela glutationa que então polimeriza; e as alomelaninas (pretas), o grupo mais 

heterogeneo de polímeros, que surge pela oxidação/polimerização de dihidroxinaftaleno 

ou tetrahidroxinaftaleno, ácido homogentísico, gamaglutaminil-4-hidroxibenzeno, ácido 4-

hidroxifenilacético e catecóis (CHEYNER et al. 2013). O esquema da síntese descrita da 

melanina é mostrado na figura 7. 

 

Figura 7 - Biossíntese da dihidroxi fenilalanina a partir da tirosina. 

 

Fonte: Esquema adaptado de Mason, 1959 e Pawelek e Körner, 1980. 
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1.3. FONTES NATURAIS DE COMPOSTOS FENÓLICOS 

A natureza fornece a mais diversificada fonte de compostos bioativos, dos quais se 

destacam aqueles com atividade antioxidante, cujo estudo é de grande importância 

econômica e cientifica. (CARVALHO-SILVA et al. 2014; GÜNDÜZ; OZDEMIR, 2014). 

Dentre os produtos naturais ricos em antioxidantes, destacam-se vários chás, 

fitoterápicos, frutos, em especial os frutos vermelhos (GRUÈRE et al. 2006). 

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta. Cerca de um terço 

das florestas tropicais do mundo está na região da Amazônia brasileira que possui 

aproximadamente 44% do total de espécies frutíferas conhecidas (ALMEIDA, AMARAL; 

SILVA, 2004; CARVALHO-SILVA et al. 2014; NASCIMENTO, 2004). Entretanto, o Brasil 

se enquadra na terceira posição como maior exportador mundial de frutos, atrás da china 

e índia, respectivamente. Por sua vez, as exportações brasileiras de frutos, sucos e 

polpas cresce cerca de 16% ao ano, sendo que este crescimento pode aumentar em 

função de pesquisas vinculadas as propriedades funcionais de frutos ora negligenciados 

(IBRAF, 2009).  

 

 1.3.1 Frutos Vermelhos 

Sabendo-se da importância do consumo de frutos na dieta humana para combate 

ao estresse oxidativo e proteção da saúde do homem contra doenças degenerativas, 

como câncer, diabetes e prevenção de doenças neuro e cardio degenerativas, diversos 

estudos de caráter prospectivos estão em andamento visando obter informações 

farmacológicas de princípios ativos presentes nesses frutos (CHEN et al. 2013; 

HARASYM; OLEDSKY, 2014; HUR et al. 2014; PERTUZATTI et al. 2014).  

Os frutos vermelhos são particularmente, de grande interesse devido ao elevado 

teor de derivados fenólicos (antocianinas, ácidos fenólicos, flavonóides), principais 

responsáveis pela atividade antioxidante e propriedades terapêuticas atribuídas à dieta 

rica nesses alimentos funcionais (CARVALHO-SILVA et al. 2014; GÜNDÜZ; OZDEMIR, 

2014). Alguns dos frutos vermelhos que podem ser destacados são o mirtilo (genéro 

Vaccinium), o açai (Euterpe oleracea), o camu-camu (Myrciaria dúbia - 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 polifenóis. 

 

a) Mirtilo vermelho 

 

b) Açai 

 

c) Camu-camu 

 

 

c) Acerola 

 

d) Café 

 

 1.3.1.1 Mirtilo vermelho   

Apesar de não ser um fruto nativo, o mirtilo vermelho (Ericaceae) é de grande 

importância econômica e cientifica pelos benefícios que traz à saúde do homem. Este 

fruto e seus derivados são tidos como alimentos funcionais devido ao alto teor de 

flavonóides bioativos. Os principais flavonóides encontrados no mirtilo vermelho                   

(figura 8-a) são antocianinas, glicosídeos flavonóides e as proantocianidinas poliméricas. 

Outros componentes potencialmente benéficos incluem os triterpenóides; as catequinas, 

os ácidos β-hidroxibutíricos, com o ácido cítrico, málico, glucurônico, quínico e benzóico; e 

os ácidos cinâmicos substituídos, dentre eles o ácido elágico e o ascórbico.  

Em diversos estudos, o mirtilo vermelho tem mostrado conteúdo fenólico total 

superior e de maior diversidade (ácidos fenólicos, flavonóis, antocianinas e 

proantocianidinas) que muitas espécies de frutas comuns. A quercetina e a miricetitina 

são compostos fenólicos que se destacam pela sua quantidade presentes em frutos 

frescos (Yan et al. 2002; Vvedenskaya et al. 2004).  

 

 1.3.1.2 Açaí 

O açaizeiro (Euterpe oleracea) é uma árvore frutífera nativa de toda a região 

amazônica. É cultivado ocasionalmente sendo a sua produção de caráter essencialmente 

extrativa, principalmente, nos estados do Pará, principal centro produtor, Amapá, 
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Maranhão, Mato Grosso, Tocantins e em alguns países das Américas do sul (Venezuela, 

Colômbia, Equador, Suriname e Guiana) e central (Panamá). Botanicamente, o açaí 

pertence à família Arecaceae (Palmae), subfamília Ceroxylineae e gênero Euterpe. O 

açaizeiro produz bagas roxas, nas quais, a polpa apresenta excelentes características 

nutritivas e terapêuticas. (HENDERSON; GALEANO, 1996; OLIVEIRA et al. 2002). 

A sua composição nutricional pode variar entre os frutos e com os métodos de 

processamento, mas de acordo com CLAY e CLEMENT (1993), os frutos de açaí, 

geralmente, contêm ~12,5% de proteína, ~10,0% de lipídeos, ~1% açúcares, 0,05% 

cálcio, 0,03% de fósforo e traços de ferro e vitaminas A e B1. Além disso, os frutos 

contêm, embora em pequenas quantidades, tocoferol (vitamina E) e ácido ascórbico 

(vitamina C), as quais podem certamente contribuir para a capacidade antioxidante total 

de sucos derivados do açaí.  

Na sua composição fitoquímica, foram encontradas quantidades mínimas 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 quantidade total de antocianidinas na polpa 

foi 0,5 mg/g e de outros flavonóides foram 3,5 mg/g de extrato seco de polpa. Também 

POZOIFRAN et al. (2004) relataram que os principais antioxidantes fenólicos no açaí são 

o ácido ferúlico seguido pela epicatequina, ácido parahidroxibenzóico, ácido gálico, (+)-

catequina e ácido vanilico variando de 17 a 212 mg/L de polpa fresca.  

Nos últimos anos, a polpa do açaí tem recebido muita atenção devido à sua 

capacidade antioxidante, às suas propriedades funcionais e ao seu emprego como 

ingrediente na culinária. Neste caso, sua polpa é consumida em uma variedade de 

bebidas e alimentos (SCHAUSS 2010; SCHAUSS et al. 2006). 

A qualidade da polpa de açaí, em termos de produção e controle de qualidade, é 

classificada com base no teor de sólidos totais, em grosso (>14%), médio (>11%) e fino 

(>8%) (MUÑIZ-MIRET et al. 1996). 

 

 1.3.1.3 Camu-Camu 

O camu-camu (Myrciaria dúbia (HBK) McVaugh) é um pequeno arbusto de 

ocorrência natural em áreas amazônicas de inundação periódica, tal como as terras 

baixas ao redor de rios e lagos (RODRIGUES et al. 2004). Seu fruto é uma baga de 

formato arredondado com diâmetro médio de 2,5 cm. Durante o processo de 

amadurecimento, a sua coloração varia de verde até vermelho ou lilás (ARRUDA et al. 

2011). 
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Os frutos do camu-camu são considerados fontes significantes de diferentes 

compostos bioativos, principalmente, compostos fenólicos. Além disso, devido ao seu 

elevado teor de ácido ascórbico na polpa e casca, bem como a presença de carotenóides, 

o camu-camu é considerado alimento de alto valor nutricional de acordo com o Instituto 

Nacional de Pesquisa da Amazônia (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 conteúdo 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) (ASSUNÇÃO; 

MERCADANTE, 2003). 

 

 1.3.1.4 Acerola 

A acerola (Malpighiae marginata DC) pertence à família Malpighiaceae e 

compreende 30 espécies de arbustos nativos do oeste da Índia. Este pode ser encontrado 

também nas Américas central e do sul, incluindo o Brasil, devido à sua boa adaptação ao 

solo e clima (ASENJO et al. 1980). A planta de acerola sustenta frutos pequenos 

trilobados avermelhados semelhantes a bagas. A polpa é suculenta e refrescante com 

doce aroma frutificado. 

Além das espécies Malpighia glabra L. e Malpighia punicifolia L, eventualmente há 

sinônimos, recentemente trabalhos de taxonomia levaram à apuração de M. marginata 

DC (BARBALHO et al. 2011). 

O fruto da acerola é principalmente conhecido pelo seu alto conteúdo de vitamina C, 

que 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 últimos anos 

porque a maioria das doenças cardiovasculares tem sua origem no estresse oxidativo 

causado por ERO. A vitamina C é considerada um dos mais potentes e menos tóxicos 

antioxidantes naturais (figura 8-d). 

O fruto também contém carotenoides e bioflavonóides 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 Etiópia que, dependendo da espécie e das 

condições climáticas, pode atingir de 2 a 4 m de altura exibindo flores brancas e aroma 

característicos. De acordo com a classificação taxonômica, o cafeeiro pertence ao Reino: 
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Plantae, Divisão: Magnoliophyta, Classe: Magnoliopsida, Ordem: Gentianales, Família: 

Rubiaceae e Gênero: Coffea. Os cafeeiros foram reunidos em dois gêneros, conforme as 

estruturas florais, o Psilanthus Hook e Coffea L (MELO; SOUSA, 2011). 

O gênero Coffea divide-se em quatro seções: Eucoffea, Marcarocoffea, Argocoffea e 

Paracoffea. Entre essas seções a de maior importância econômica é a Eucoffea, que 

apresenta 24 espécies, que são 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 regiões resultando na atual diversidade da cafeicultura brasileira. 

O país produz grande variedade de grãos que resulta em produtos de diferentes 

qualidades ao contrário dos demais países produtores (MELO; SOUSA, 2011). 

Atualmente, o café é uma das bebidas mais consumidas no mundo, principalmente 

devido às suas propriedades antioxidantes, aos seus efeitos estimulantes e seu sabor e 

aroma característicos. As suas propriedades antioxidantes devem-se sobretudo à 

variedade e quantidade de compostos fenólicos. 

Em termos de valor comercial, este é a mais importante commodity após o petróleo. 

De acordo com a International Coffee Organization – ICO (2012), a produção total de café 

na safra de 2011-2012 foi cerca de 131,3 milhões de sacas (60 kg), com cerca de 33,1% 

produzido no Brasil. Os maiores produtores mundiais de café são Brasil, Vietnam, 

Indonésia e Colômbia enquanto os maiores consumidores são os EUA, Alemanha, Japão, 

Itália e França, respectivamente (ICO, 2012). 

Existem cinco grupos de compostos químicos no café. São eles os carboidratos, 

compostos nitrogenados (cafeína), polifenóis (ácido clorogênico), compostos voláteis e 

ácidos carboxílicos (KYLC et al. 2001; McCAMEY et al. 1990).  

O café representa uma das mais ricas fontes de cafeína. Cujas concentrações  

variam com a variedade de café utilizado. Os polifenóis são os componentes maioritários 

do café contribuindo para o aroma, uma importante qualidade do café como bebida. 

Estimativas indicam mais de 800 compostos aromáticos, incluindo polifenóis, foram 

identificados no café. Os principais compostos fenólicos presentes no café apresentam-se 

como ácidos clorogênicos, os quais são ácidos hidroxicinâmicos. O ácido clorogênico 

compreende cerca de 7–15% do total de café seco (isto é aproximadamente 100–300 

mg/xícara) (CAMBRONY, 1998; GORDON, 2012). Esses compostos são solúveis em 

água e contribuem para a acidez do café, conferindo um sabor ligeiramente amargo e 

forte. 
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O teor médio de cafeína na variedade Robusta é aproximadamente o dobro da 

Arábica (isto é uma xícara de café Arábica contém 71 – 120 mg enquanto a Robusta 

contém 131 – 220 mg de cafeína).  

 

1.4. FONTES SINTÉTICAS DE COMPOSTOS FENÓLICOS 

A demanda de compostos antioxidantes, principalmente nas indústrias de 

alimentos e farmacêuticas, bem como os benefícios à saúde a eles atribuídos têm levado 

a intensos trabalhos de screening sobre fontes naturais desses compostos. Entretanto, 

para suprir as suas necessidades de produção, a indústria recorre ao uso de 

antioxidantes fenólicos 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 preocupação do consumidor com relação à sua saúde 

alimentar exige, por parte da indústria, uma melhora na qualidade dos alimentos que 

produz, inclusive quanto ao uso de antioxidantes sintéticos. Diversos estudos indicam que 

os antioxidantes de origem sintética estão relacionados com danos à saúde de animais, 

como: aumento hepático, redução de crescimento, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, 

problemas pulmonares, ganho de peso, efeitos tóxicos e mutagênicos (ENDICT, 2011). 

Nesse sentido, o uso destes antioxidantes sintéticos em produtos destinados para 

consumo humano é limitado. No Brasil, o uso destes antioxidantes é controlado pelo 

Ministério da Saúde que limita a concentração a 200 mg/kg para o BHA e 100 mg/g para o 

TBHQ. Em outros países, como o Canadá e a União Européia, não é permitido o uso de 

TBHQ em alimentos e medicamentos (ADITIVOS e INGREDIENTES, 2013; RAMALHO; 

JORGE, 2006).  

Dessa forma, existe grande interesse na substituição de antioxidantes sintéticos 

por naturais o que despertou intensa procura por materiais vegetais brutos para a 

identificação de novos antioxidantes (ENDICT, 2011). Diversos estudos indicam que os 

extratos naturais são mais efetivos que a maioria dos antioxidantes sintéticos (ADITIVOS 

e INGREDIENTES, 2013; ENDICT, 2011). A atividade antioxidante de extratos naturais e 

plantas é atribuída principalmente a compostos fenólicos.  

 

1.5. MÉTODOS PARA ANÁLISE DE ANTIOXIDANTES 

O interesse na pesquisa por susbtâncias com potencial capacidade antioxidante 

em produtos naturais, sobretudo aqueles de consumo frequente pela população têm sido 

crescente (LUBOMILA et al. 2004; FEREIDOON et al. 2008; LOPÉZ-ALARCÓN; 
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DENICOLA, 2013). Assim, a avaliação da capacidade antioxidante têm igualmente sido 

um campo de pesquisa muito explorado. De modo, que uma vasta gama de métodos e 

protocolos de ensaio têm sido propostos, a destacar os métodos espectrométricos, 

eletroquímicos e cromatográficos (MOLYNEUX, 2004; LOPÉZ-ALARCÓN; DENICOLA, 

2013). 

 

 1.5.1 Ensaios Espectrofotométricos 

De modo geral os métodos espectrofotométricos são classificados em: 

colorimétricos (comprimentos de onda visível) e espectrometria ultravioleta.  

Os métodos de DPPH e ABTS são considerados ensaios colorimétricos 

(comprimento de onda maior que 500 nm). Estes ensaios podem ser classificados com 

base no seu princípio analítico. Este pode envolver a transferência de prótons (HAT) ou 

elétrons (TE) (HUANG; OU; PRIOR, 2005).  

O mecanismo que envolve a transferência de prótons (HAT) caracteriza-se pela 

competição termodinâmica entre os substratos e antioxidantes pelo radical peroxila, 

proveniente da decomposição de azocompostos, e consequente formação de sondas 

fluorescentes que são monitoradas e interpretadas em curvas cinéticas. São ensaios 

deste tipo: o ensaio de inibição da auto-oxidação da lipoproteína de baixa densidade, o 

ORAC e TRAP (HUANG; OU; PRIOR, 2005). 

Os métodos com transferência de elétrons (TE) são reações do tipo redox que 

apresentam variação da coloração correlacionada com a concentração de espécies 

antioxidantes presentes na amostra. Estes ensaios exigem um controle das condições do 

meio devido à possibilidade de influenciar a capacidade de redução dos antioxidantes em  

análise. São ensaios deste tipo: DPPH, FRAP, CUPRAC. método de Folin-Ciocalteu 

(HUANG; OU; PRIOR, 2005). 

Sob uma perspectiva analítica, apesar de grande variedade de métodos in vitro e in 

vivo disponíveis para avaliação da capacidade antioxidante de materiais biológicos, 

nenhum deles tem aplicação geral devido às limitações intrínsecas de cada método em 

cada área de pesquisa (HUANG; OU; PRIOR, 2005; AMARE, 2012; ARNAO, 2000). 

Os métodos mais comumente usados, em virtude de sua praticidade, rapidez e 

melhor sensibilidade, são aqueles que empregam compostos cromógenos de natureza 

radicalar para simular espécies reativas de oxigênio e/ou nitrogênio. Dentre estes, o 

método ABTS e o ensaio do DPPH são extensivamente utilizados com essa finalidade 

(AURELIA, MIHAELA; ANDREI, 2009, WIOLETTA et al. 2009; MARIA et al. 2010; ARNAO 

2000; LOPÉZ-ALARCON; DENICOLA, 2013). 
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Os métodos ABTS e DPPH são as opções mais comuns para a avaliação da 

capacidade de antioxidantes neutralizarem radicais livres em matrizes de complexidade 

diversa. Entretanto, ressalta-se que ambos utilizam como substancia padrão para os 

ensaios, radicais exógenos, cuja reatividade pode divergir bastante da esperada para 

espécies reativas comumente formadas em situações de stress oxidativo. Em ambos 

casos, os resulatdos são expressos em função de equivalentes de antioxidantes padrões, 

i.e.  ácido L-ascórbico e trolox, os quais permitem obter curvas dose-resposta para fins de 

comparação (ARNAO 2000; HUANG, OU; PRIOR, 2005).  

O reagente DPPH apresenta como vantagem ser mais estável que o ABTS, e de 

preparo mais rápido. 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 substâncias com caráter demasiadamente lipofílico, o método não permite 

uma mensuração fidedigna. 

Além disso, leituras à 515 nm geralmente superestimam a capacidade antioxidante 

total, pois condiz com o máximo de absorbância de vários polifenóis presentes em 

amostras reais. Apesar desses pontos analíticos críticos, a praticidade do método, rapidez 

e disponibilidade comercial ainda tem caráter decisório no emprego desse método ao 

invés do método ABTS que é bastante demorado (ARNAO, 2000; MOLYNEUX, 2004). 

Assim, é possível encontrar uma grande quantidade de estudosque utilizam o 

ensaio DPPH na avaliação da capacidade antioxidante de extratos, frutos, bebidas, chás 

e diversos alimentos. Outrossim, comumente ambos ensaios apresentam estreita 

correlação com resultados obtidos para fenóis totais pelo método Folin-Ciocalteau, bem 

como para vários 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 descoloração do cátion radical ABTS 

Miller e colaboradores (1993) descreveram um ensaio colorimétrico para avaliação 

da capacidade antioxidante total com base no 2,2’-azinobis-(ácido 3-etilbenzotiazolino-6-

sulfônico) (ABTS) que forma o cátion radical estável ∙ABTS+, com coloração azul 

esverdeada e absorção máxima a 600 nm, quando incubado com peróxido de hidrogênio 

na presença de enzimas (peroxidase ou metamioglobina) ou óxidos de metais, como o 

dióxido de manganês (ALAM, BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2012; ALAGUMANIVASAGAM 

et al. 2012).  
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O ensaio de ABTS permite análise da capacidade antioxidante de compostos 

hidrofílicos e lipofílicos 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) é um radical relativamente estável 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 transferência de hidrogênio. Todavia, pesquisas recentes elucidaram 

que se trata de um mecanismo do tipo TE ou redox (MOLYNEUX P, 2004). Essa redução 

é proporcional à quantidade de antioxidantes e resulta na variação da coloração 

inicialmente púrpura a amarela (MOLYNEUX, 2004; HUANG, OU; PRIOR, 2005; 

OZCELIK et al. 2003; FRANKEL; MEYER, 2000).  

O monitoramento da coloração ocorre através de medidas de absorbância 

espectrocopicamente determinadas a 517 nm após um período pré-determinado de 

incubação na ausência de luz. A capacidade antioxidante é expressa em termos de 

concentração efetiva (EC50) que corresponde à concentração de amostra em análise 

necessária para reduzir a absorbância inicial em 50% em termos de um marcador 

biológico com capacidade antioxidante conhecida (ALAGUMANIVASAGAM et al. 2012; 

BRAND-WILLIAMS, CUVELIER; BERSET, 1995). 

Inicialmente, este método colorimétrico proposto por Blois (1958) utilizou a cisteína 

como marcador biológico para avaliar a capacidade antioxidante. Entretanto, diversos 

pesquisadores verificaram a versatilidade do método quanto ao uso de diversos padrões 

moleculares antioxidantes (rutina, ácido gálico, alfatocoferol, quercetina, ácido ascórbico, 

cisteína, 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, fácil preparação e disponibilidade 

comercial, este ensaio apresenta determinadas limitações analíticas, i.e. suibstâncias 

cromóforas ou que precipitem no solvente empregado formando sistemas coloidais 

resultam em taxa de descoloração menor que a esperada, bem como se o antioxidante se 

quer for extraído no solvente de trabalho (ARNAO, 2000; MOLYNEUX 2004; ALAM, 

BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2012). 
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Além disso, muitos antioxidantes que apresentam cinética rápida com radicais 

piroxil podem apresentar uma cinética lenta ou ser inertes com o radical DPPH exigindo 

diferentes períodos de incubação como o ácido ascórbico (1,15 minutos) e a rutina (103 

minutos). Ademais, a não linearidade para todo intervalo de concentrações de DPPH 

torna os resultados de EC50 arbitrários (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 concentração de grupos fenólicos hidroxilados 

em diferentes matrizes. Este método é descrito em várias farmacopéias e guias de 

referência e muito comum na rotina laboratorial de análise de alimentos, bebidas e outros 

produtos naturais para análise da concentração total de compostos fenólicos (BLAINSKI, 

LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007; SOUSA et al. 2007). 

Este método consiste na reação da mistura dos ácidos fosfomolibdínico e 

fosfotungstico com os compostos fenólicos presentes na amostra formando o complexo 

cromóforo fosfotungstico  fosfomolibdênico de coloração azul. A sua absorbância máxima 

ocorre em 750 nm e depende da alcalinidade da solução empregada e da concentração 

de compostos fenólicos (BLAINSKI, LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007; 

SOUSA et al. 2007).  

Entretanto, o método apresenta alguns pontos críticos do ponto de vista analítico. 

Alguns deles são: a rápida decomposição do reagente em soluções alcalinas exigindo o 

uso de grandes volumes para completar a reação; a falta de especificidade da reação 

sendo as proteínas e os taninos interferentes importantes; o uso de solução alcalina pode 

precipitar o complexo provocando turbidez ao meio tornando a análise 

espectrofotométrica inviável (BLAINSKI, LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007). 

Apesar dos pontos críticos, acima citados, o método é consagrado pelo uso, 

principalmente para fins de caracterização, por ser um ensaio preciso e especifico em 

virtude dos diferentes grupos de compostos fenólicos apresentarem coloração 

ligeiramente diferentes devido a diferenças no peso molecular e também apresentarem 

diferentes cinéticas de reação. Além disso, este método é robusto e pragmático ao ponto 

de pequenas alterações de adequação do método não comprometerem a sua efetividade 

(BLAINSKI, LOPES; DE MELLO, 2013; VERZA et al. 2007). 
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1.5.2  Métodos Cromatográficos 

No início do século XX, a introdução de métodos analíticos de separação, 

principalmente a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, hifenados com diferentes 

métodos de detecção in vitro permitiu a triagem de compostos antioxidantes em alta 

resolução (NIEDERLANDER et al. 2008; VERZA et al. 2007). 

Apesar de serem difíceis de implantar e controlar, esses sistemas combinam 

técnicas analíticas capazes de indicar a presença de antioxidantes em misturas 

complexas de forma rápida e menos laboriosa (NIEDERLANDER et al. 2008). 

Dentre os ensaios cromatográficos de alta resolução baseados em detecção 

eletroanalítica, verifica-se uma crescente aplicação dos métodos hifenados CLAE-

CUPRAC, CLAE-FRAP, CLAE-DTNB e enzimáticos na análise de extratos e alimentos 

(KARAÇELIK et al. 2015). 

Nos sistemas baseados em métodos colorimétricos, o ABTS ou DPPH são 

adicionados ao fluxo pós-coluna que recebe os antioxidantes eluidos e separados por 

cromatografia. Dessa forma, são detectados por diminuição da absorbância no 

comprimento de onda do espectro visível (KARAÇELIK et al. 2015). 

Dentre os métodos de triagem de alta resolução, o método hifenado CLAE-UV-

ABTS tem se mostrado superior na sensibilidade, seletividade, rapidez e praticidade para 

analise da capacidade antioxidante de componente de vários extratos de plantas, 

alimentos e bebidas (KARAÇELIK et al. 2015). 

Além disso, esses métodos têm sido combinados com outros métodos de detecção 

on-line (RMN, DAD, EM) para identificação rápida de seus constituintes ativos 

(NIEDERLANDER et al. 2008; KARAÇELIK et al. 2015). 

De forma geral, os métodos de triagem analítica de alta resolução necessitam 

identificar e caracterizar padrões moleculares antioxidantes para, posteriormente, serem 

rastreados em amostras reais com base no seu modelo de oxidação (KARAÇELIK et al. 

2015).  

Métodos cromatográficos têm sido frequentemente utilizados para a análise de 

produtos naturais, principalmente devido à sua elevada capacidade de separação e 

sensibilidade para a detecção de componentes de misturas mais complexas.  

 

1.5.3  Métodos Eletroquímicos 

Considerando-se os diferentes mecanismos pelos quais um antioxidante atua 

(poder redutor, quelação e/ou capacidade de estabilizar radicais livres) a seletividade e a 

exatidão dos métodos convencionais (ex. métodos bioquímicos e colorimétricos) podem 
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ser comprometidos, necessitando o emprego de variados princípios analíticos, com 

métodos combinados ou alternativos (BUTERA et al. 2002). 

Neste contexto, os métodos eletroquímicos surgem como excelente alternativa 

para a determinação da atividade antioxidante em uma diversidade de matrizes como 

bebidas, chás, suplementos antioxidantes, produtos naturais, extratos vegetais, dentre 

outras (CAMPANELLA et al. 2006). 

Os antioxidantes são agentes redutores que facilmente se oxidam na superfície de 

eletrodos. Nesse sentido, os métodos eletroquímicos apresentam grande potencial na 

caracterização de compostos eletroativos mediante o estudo de suas propriedades redox 

na superfície do eletrodo. Essas possibilidades de caracterizar o mecanismo redox tornam 

esses métodos poderosas ferramentas analíticas para avaliação da capacidade 

antioxidante e determinação de diversos parâmetros físico-químicos (ARTEAGA JF  et al. 

2012; OLIVEIRA-ROBERTH et al. 2012; BLASCO, GONZÁLEZ e ESCARPA 2004; 

GONÇALVES et al. 2011).  

Dentre esses parâmetros físico-químicos estão: os potenciais de oxirredução; as 

correntes faradaicas; constantes de equilíbrio; número de elétrons envolvidos no processo 

redox; tipo de mecanismo; avaliação da contribuição de grupos moleculares na atividade 

antioxidante; influência de prótons, íons cátions, ânions, meio eletrolítico e diferentes 

superfícies eletródicas no processo eletrocatalítico (BOLDUC MP et al. 2009; OLIVEIRA-

ROBERTH et al. 2012; BLASCO, GONZÁLEZ; ESCARPA, 2004). 

De modo geral, quando o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho atinge um 

determinado nível de polarização, este atua como catalisador da reação redox das 

espécies eletroativas na interface eletródica gerando parâmetros analíticos (potencial, 

corrente, mecanismos de reação, propriedades físico-químicas, relações 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, 

MARTÍNEZ-FERNÁNDEZ; CHICHARRO, 2012; MANNINO et al. 1998; OLIVEIRA-FILHO, 

2006; DICULESCU et al. 2012; BLASCO, GONZÁLEZ; ESCARPA, 2004). 

Sendo assim, no que diz respeito à atividade antioxidante bem como ao controle de 

qualidade de diversos produtos, os métodos eletroquímicos encontram aplicação tanto no 

estudo de substâncias isoladas quanto em matrizes complexas (REIS et al. 2009; SÁ et 

al. 2014; LINO et al. 2014; ALVES et al. 2010). 

Extratos vegetais e outros produtos naturais de composição heterogênea, a 

diversidade e complexidade de interações químicas entre os componentes aumentam 
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consideravelmente. Neste caso, a atividade antioxidante de extratos brutos ou 

parcialmente purificados é usualmente expressa em termos da composição de polifenóis 

totais. Entretanto, o emprego de diferentes técnicas que se complementam podem 

fornecer resultados mais refinados quanto à 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 eletroquímicas apresentam numerosas vantagens quando 

comparadas a outros métodos analíticos com a mesma finalidade. Algumas delas são: 

alta sensibilidade, boa seletividade, rapidez, simplicidade de análise, não há necessidade 

analítica de gerar ou adicionar espécies químicas oxidantes, baixo consumo de reagentes 

e, sobretudo, o elétron que é o agente oxidante dos métodos eletroquímicos tem reduzido 

impacto ambiental em comparação com os outros métodos disponíveis (GONÇALVES et 

al. 2011; BLASCO, GONZÁLEZ; ESCARPA, 2004; HE et al. 2009; HUANG, GAO; 

HAGEMAN, 2004; REIS et al. 2009; MANNINO et al. 1998). 

Dentre as técnicas para análises de antioxidantes, tem destaque as 

espectofométricas, e recentemente as técnicas voltamétricas, tais como: Voltametria 

Cíclica, 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, GONZÁLEZ; ESCARPA, 2004; 

OLIVEIRA-ROBERTH et al. 2012).  

Os diferentes métodos eletroanalíticos são geralmente, realizados em uma cela 

eletroquímica composta por três eletrodos: trabalho, referência e auxiliar, imersos em 

solução eletrolítica. Dependendo da técnica eletroanalítica empregada, como será 

discutido a seguir, diferentes faixas de potencial são aplicados ao eletrodo de trabalho 

visando obter informações especificas no processo eletródico (BRETT;  OLIVEIRA-

BRETT, 1993).  

 

 1.5.3.1 Técnicas Voltamétricas 

A voltametria é uma técnica eletroquímica que se baseia nos fenômenos que 

ocorrem na interface entre a superfície do eletrodo de trabalho e a camada fina de 

solução adjacente a essa superfície. Essa técnica é classificada como dinâmica, pois a 

cela eletroquímica é operada na presença de corrente elétrica (i diferente de 0) que, por 

sua vez, é medida em função da aplicação controlada de um potencial. Assim, nessa 

técnica, as informações sobre o analito são obtidas por meio da medição da magnitude da 

corrente elétrica que surge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar ao se aplicar 
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uma diferença de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referência. 

(PACHECO; SEMAAN, 2013). A parte experimental deste trabalho envolve a utilização de 

três técnicas voltamétricas diferentes que são apresentadas logo a seguir. Assim, esta 

seção foi incluída, a fim de descrever os fundamentos gerais da voltametria e as 

características das técnicas aplicadas.  

 

1.5.3.1.1  VOLTAMETRIA CÍCLICA 

Na voltametria cíclica (VC), técnica eletroquímica comumente utilizada, o padrão de 

varredura do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho é definido por três potenciais que 

caracterizam a técnica como cíclica. São eles: o potencial inicial; o potencial de retorno, 

no qual ocorre inversão do sentido da varredura de potencial e, por fim, o potencial final 

sendo que este pode ou não coincidir com o potencial inicial. O sentido da varredura é 

predefinido podendo ocorrer para a região anódica ou catódica. A  figura 9 apresenta o 

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

 

Figura 9 - Padrão de potenciais aplicados ao eletrodo de trabalho na voltametria cíclica. 

Potencial inicial na região anódica, potencial de inversão na região catódica e potencial final em 

região anódica. 

 

Adpatado: Brett e Oliveira-Brett, 1993. 

 

A voltametria cíclica (VC) é uma das técnicas eletroquímicas mais empregadas no 

diagnóstico dos mecanismos de reações eletroquímicas visando identificar as espécies 

eletroativas analisando semiquantitativamente as suas velocidades de reação. Mediante 

essa análise obtém-se informações dos parâmetros elétricos relativo ao processo de 

oxido-redução da(s) substância(s) eletroativa(s) na superfície do eletrodo de trabalho 

(SCHUETZLE,D et al.1989).  
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Esses parâmetros elétricos são os potenciais de oxidação (Epa) (processo anódico) 

e redução (Epc) (processo catódico) com suas respectivas correntes de oxidação (Ipa) e 

redução (Ipc). De forma geral, o potencial de oxidação avalia a força termodinâmica da 

espécie eletroativa em análise, ou seja, o seu caráter redutor. Quanto menor o potencial 

de oxidação maior o caráter redutor da espécie eletroativa. Dessa forma, os antioxidantes 

que apresentam oxidação em baixos potenciais apresentam maior poder redutor e, 

consequentemente, são melhores antioxidantes (BLASCO, A. J et al. 2005). 

Por sua vez, a corrente faradaica resultante dos processos de redução e oxidação 

devido à natureza eletroativa dos compostos fenólicos apresenta correlação quantitativa 

com a Lei de Faraday. Segundo esta lei fundamental da eletroquímica, a intensidade de 

corrente faradaica é proporcional à quantidade de espécies eletroativas presentes na 

solução em análise (MAKHOTKINA; KILMARTIN, 2012; Bott, A.W et al. 1993). 

Além das informações relativas aos parâmetros redox, a voltametria cíclica permite 

avaliar o sistema quanto à reversibilidade do processo redox na superfície do eletrodo de 

trabalho. Nesse sentido, em sistemas eletroquimicamente reversíveis, o potencial formal 

corresponde à mediana entre os potenciais anódico e catódico, onde a diferença de 

potencial entre a oxidação e redução caracterizam processos reversíveis (∆E < 59 mV, 

Ia/Ic = 1), quase-reversíveis (∆E = anódico – catódico > 59 mV)e irreversíveis (∆E>> 59 

mV, Ia/Ic≠1) nas mesmas condições do meio (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; REIS et 

al. 2009). 

Ademais, se o processo redox de transferência eletrônica for suficientemente 

rápido, os níveis de corrente anódica (Ipa)  e catódica (Ipc) estabelecem uma relação de 

igual intensidade modular (Ipa/Ipc= 1) podendo ser correlacionadas com a concentração da 

espécie eletroativa de acordo com a equação de Randles-Sevick, para processos 

difusionais em sistemas reversíveis e irreversíveis controlados predominantemente por 

difusão (equações 1,2). (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; REIS et al. 2009): 

Processo reversível 

                                                           (1) 

Em seguida é apresentada a equação que define o processo irreversível da reação 

redox. 

 

Processo irreversível 

   (2) 

Onde: I = corrente (A), 
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n = número de elétrons envolvidos na reação,  

A = área do eletrodo (cm2), para sistemas  reversíveis ou irreversíveis, 

D = coeficiente de difusão da espécie eletroativa (cm2 s –1),  

C = concentração da espécie eletroativa (mol cm –3), 

ν = velocidade de varredura (Vs –1). 

 

A figura 10, a seguir ilustra voltamogramas que permitem a classificação dos 

processos quanto à reversibilidade. 

 

Figura 10 - Descrição de processos reversíveis e irreversíveis usando voltamogramas de 

voltametria cíclica. 

 

Fonte: Brett e Oliveira-Brett, 1993. 

 

 

Apesar dessa abordagem teórica, a composição do meio possui substâncias que 

podem alterar a superfície eletródica influenciando os potencias redox e com possível 

ocorrência de reações acopladas aos processos eletroquímicos. Dentre essas, as reações 

de polimerização de fenóis na superfície do eletrodo podem formar filmes que alteram a 

área da superfície eletródica por bloqueio a passivação. Dessa forma, a correlação entre 

a atividade antioxidante e o potencial de redução nem sempre é uma tarefa simples e 

direta de se correlacionar (GATTRELL, M  et al. 1993).  

Além disso, meios eletrolíticos gerarão correntes capacitivas quando ocorre a 

polarização do eletrodo de trabalho. Dessa forma, o comportamento capacitivo do 

dispositivo contribui com correntes não faradaicas relacionadas com o acúmulo de cargas 

e não com o processo redox. De modo que os cátions e ânions presentes na solução 

migram sem transferir suas cargas resultando em voltamogramas (I vs E) com ausência 
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de picos. Outros sim, quanto mais resistivo for o meio eletrolítico maior o nível 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 disponíveis baseadas 

na aplicação de pulsos de potencial e representa uma poderosa ferramenta 

eletroanalítica. Diferentemente da voltametria cíclica, o padrão de potenciais aplicados ao 

eletrodo de trabalho é a combinação de dois tipos diferentes de pulsos, a medida da 

corrente obtida, é a diferença entre os pulsos S1 e S2. A corrente é medida duas vezes 

antes da aplicação do pulso de potencial S1 e depois no final da aplicação do pulso S2, 

como pode ser verificado na figura 11).  

Figura 11 - Padrão do potenciais de pulso em voltametria de pulso diferencial.         

                       Voltametria  de pulso diferencial. (a) Esquema de aplicação de potenciais;(b)                               

                       Perfil esquemático I-Е. 

 

 

Fonte: Brett e Oliveira-Brett 1993 

 

Também na figura 11-a, um pulso de amplitude (10/n mV) é aplicado com degrau 

() no intervalo de potencial predefinido de forma incremental. Enquanto isso, pulsos de 

amplitudes 50/n mV são incrementados ao final do passo  durante um período(-’).A 

vantagem analítica deste padrão combinado, em relação à voltametria cíclica, é o 

aumento na sensibilidade e consequente melhora nas características analíticas. Este 

ganho deve-se ao fato dos processos de transferência de cargas faradaicos (reação 
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redox) e capacitivos (reorganização de íons na dupla camada) apresentarem diferentes 

cinéticas em função do tempo (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993). 

Observando-se a figura 11-a, o ponto 1 é o momento de aplicação 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 é assim 

evitada nas mensurações. A figura 11-b ilustra um voltamograma VPD ( E vs I ) típico de 

um processo redox faradaico onde a corrente capacitiva foi eliminada  (∆I = I2 – I1) 

(BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993). 

Em virtude desse aumento na sensibilidade analítica, a voltametria de pulso 

diferencial permite uma melhor observação dos processos de transferência de elétron 

permitindo diferenciar quando estes estão ou não acoplados a transferência de prótons e 

à formação de produtos eletroativos (DICULESCU et al. 2012). Além disso, confere uma 

melhor resolução de picos de corrente quando comparado com outras técnicas 

eletroanalíticas possibilitando dessa forma uma melhor caracterização (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 início da década de 50 sendo 

Baker o seu pioneiro (PLAMBECK,JA et al 1982). Entretanto, devido a limitações no 

campo da eletrônica, esta técnica permaneceu durante décadas com pouca utilidade 

analítica devido à defasagem tecnológica do período. No entanto, com avanços no campo 

da eletrônica aplicada, recentemente tornou-se uma técnica eletroquímica de grande 

importância analítica (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993). 

Assim como a voltametria de pulso diferencial, a Voltametria de Onda Quadrada 

(VOQ) é uma técnica de pulso, mas difere daquela no padrão de pulsos aplicados ao 

eletrodo de trabalho. O padrão de pulsos pode ser verificado na figura 12-a. Verifica-se a 

combinação de dois tipos de pulsos. O primeiro deles corresponde ao incremento de 

pulsos em potenciais incrementais de 2 mV e passo ԏ no intervalo de potenciais de 

trabalho predefinido. Somando a esse padrão, verifica-se a sobreposição de ondas 

quadradas com ciclos de oxidação e redução de período coincidente com o passo ԏ do 

primeiro padrão de impulsos. Dessa forma, como ilustrado na figura 12 as leituras 

analíticas são realizadas ao final de cada semi-ciclo de oxidação e redução, 

respectivamente.  

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

Voltametria de Pulso Diferencial. A primeira delas e de importância analítica é a maior 
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velocidades de análise. Enquanto a VPD funciona com velocidades de varredura na 

ordem de 1 mVs-1 a 10 mVs-1, a voltametria de onda quadrada permite atingir valores de 1 

Vs-1 reduzindo, no mínimo 100 vezes, o tempo de análise. Isso confere grande potencial 

de aplicação da VOQ na detecção eletroquímica de eluentes provenientes de métodos 

cromatográficos, prática sofisticada de hifenação de métodos analíticos. Além disso, há 

um menor consumo de espécies eletroativas e consequentemente uma minimização de 

problemas relacionados com o bloqueio da superfície analítica quando comparado com a 

VPD (JANEIRO; OLIVEIRA-BRETT, 2005; BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993). 

 

Figura 12- Padrão de potencial aplicado no eletrodo de trabalho em voltametria de Onda   

                   Quadrada. (a), Voltamograma de Onda Quadrada (I vs E) indicando a corrente  

      total (∆I) ; (b),  anódica ou de oxidação I1 e catódica ou de redução I2. 

 

 

Fonte: Brett e Oliveira-Brett 1993. 

 

Assim como na voltametria de pulso diferencial, a corrente capacitiva não é 

contabilizada de forma significativa. Dessa forma, a VOQ apresenta grande sensibilidade 

sendo inclusive superior à VPD dependendo do analito empregado, sobretudo para 

sistemas reversíveis e pela eliminação do fenômeno de bloqueio da superfície eletródica 

bem como pela remoção da corrente devido à redução do oxigênio molecular dissolvido 

na matriz analítica (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993; DOGAN-TOPAL et al. 2010). 
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1.5.3.1.4  PERFIL VOLTAMÉTRICO 

Na prática eletroanalítica a investigação do comportamento eletroquímico de 

substâncias antioxidantes, presentes em diferentes matrizes, é representada no 

voltamograma que apresenta perfil característico da intensidade de corrente em função do 

potencial e dos componentes eletroativos presentes. 

Para fins de triagem analítica, geralmente, a voltametria cíclica é empregada para 

obter os parâmetros eletroquímicos, isto é valores de corrente e potencial para pico(s) 

anódico(s) e catódica(s), bem como avaliar a reversibilidade do sistema em algum par 

redox. Valores de potencial abaixo de 0,5 V, pH 7 são característicos para espécies com 

alto poder redutor, ou seja indicam a presença de espécies com alta capacidade 

antioxidante. Igualmente, sistemas reversíveis são mais promissores nestes casos 

específicos, pois pode-se inferir que a espécie antioxidante tenha capacidade de se 

regenerar. Por sua vez, os valores de potencial dizem respeito a aspectos 

termodinâmicos, os valores de pico de corrente, além de expressarem a cinética de 

transferência eletrônica, segundo a lei de Faraday (“Um mol de espécie eletroativa 

monovalente transfere um mol de elétrons"), nos dão uma idéia do quantitativo de 

espécies eletroativas, tais como são os antioxidantes e pro-oxidantes.  

Caso haja confirmação de atividade antioxidante pela presença de picos de corrente 

no voltamograma cíclico, em potenciais baixos emprega-se a Voltametria de Pulso 

diferencial visando obter maior sensibilidade analítica em virtude da eliminação da 

contribuição de correntes capacitivas nas mensurações, isto se o bloqueio do eletrodo de 

trabalho não for um problema que comprometa os resultados analíticos.  

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 

característicos. O voltamograma obtido para vinho branco branco apresenta dois picos de 

corrente anódica em potenciais anódicos de ~400 mV e ~800 mV, com ~10 µA e ~6 µA, 

respectivamente. Já o tinto, apresenta três picos de oxidação bem definidos (~400 mV; 

590 mV e 760 mV) e suas respectivas correntes de oxidação (11,5 µA, 13 µA e 7 µA), fato 

condizente com as diferenças entre processos de vinificação 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 anódica (1a, 2a, 3a) e ombro anódico (1a,s). 

 

 

Fonte: Lino et al. 2014. 

 

Apesar das propriedades do meio eletrolítico influenciarem nas condições e 

consequentemente no potencial de oxidação, ele é característico para aquele meio e está 

relacionado com a estrutura molecular da espécie química. Dessa forma, o potencial de 

oxidação é uma propriedade intrínseca 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 está de acordo com uma das leis mais fundamentais da eletroquímica, a Lei de 

Faraday. Em que, a intensidade de corrente é proporcional à 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 níveis de correntes faradaicas 

que o vinho branco. Além disso, possui maior número de picos de oxidação, revelando 

dessa forma a maior quantidade de espécies antioxidantes presentes no vinho tinto em 

comparação com o vinho branco como foi demonstrado por diversos estudos (LINO et al. 

2014; SÁ et al. 2014). 

 

1.5.3.1.5 ÍNDICE ELETROQUÍMICO 

Considerando as características eletroativas dos antioxidantes, a ideia de 

determinar um Índice Eletroquímico já havia sido proposta anteriormente (BLASCO, 

GONZÁLEZ; ESCARPA, 2004). Entretanto, essa tentativa limitou-se a uma classificação 
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com caráter qualitativo, baseada apenas no potencial redutor das espécies, 

negligenciando os aspetos quantitativos e cinéticos na contribuição da atividade 

antioxidante (REIS et al. 2009; BLASCO, GONZÁLEZ; ESCARPA, 2004; LINO et al. 

2014). 

Nesse sentido, o índice eletroquímico (IE), obtido dos parâmetros eletroquímicos, 

potencial e corrente de pico do voltamograma, propõe uma visão mais ampla do conceito 

de atividade antioxidante levando em consideração não apenas o poder redutor da 

espécie antioxidante (aspecto termodinâmico, expresso por Epa) como também a sua 

concentração e a cinética de transferência de életrons (expresso por Ipa) (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 são suas características 

antioxidantes. Esta relação inversamente proporcional estabelece que espécies que 

sofrem eletrocatálise em baixos potenciais anódicos (Ea < 0,5 V, pH 7) apresentam boa 

atividade antioxidante. Caso contrário, a espécie não apresenta características 

antioxidantes notáveis (REIS et al. 2009; LINO et al. 2014; SÁ et al. 2014). 

Além do baixo potencial de redução, a concentração de espécies antioxidantes 

também contribui e de forma diretamente proporcional para a atividade antioxidante. 

Quanto maior é a sua concentração, melhor a capacidade antioxidante. Sendo assim, e 

com base na Lei de Faraday, a intensidade de corrente anódica é proporcional à 

quantidade de espécies eletroativas presentes na matriz (REIS et al., 2009; LINO et al. 

2014; SÁ et al. 2014; ZOU et al. 2002). 

A figura 14 apresenta um voltamograma de pulso diferencial, de caráter ilustrativo, 

para melhor compreensão dos parâmetros eletroquímicos utilizados na obtenção do 

índice eletroquímico. 
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Figura 14 - Voltamograma esquemático com parâmetros eletroquímicos para obtenção do índice 

eletroquímico 

 

Fonte: Lino et al. 2014. 

 

O voltamograma da figura 14 apresenta três picos de oxidação (A, B e C) com os 

respectivos parâmetros de corrente (IA, IB e IC) e potencial (EA, EB e EC) anódicos. Cada 

um desses picos anódicos tem uma contribuição para o cálculo do índice eletroquímico 

que é representado como a soma das razões entre a intensidade de corrente (µA) e o 

respectivo potencial de oxidação (mV), de acordo com a equação 3: 

       (3) 

Dessa forma quanto mais intensa a corrente anódica e quanto menor o potencial 

anódico de cada pico maior é a sua contribuição para a atividade antioxidante e, 

consequentemente, maior é o valor do índice eletroquímico (LINO et al. 2014).  

 

 1.5.3.2 Outros métodos: coulometria e CRAC 

A coulometria é uma técnica que aplica um degrau de potencial ao sistema 

eletroquímico promovendo alterações que permitem fazer deduções sobre reações de 

eletrodo e suas velocidades. Essencialmente, este método eletroquímico baseia-se na 

mensuração da quantidade de carga e/ou corrente necessária para oxidar ou reduzir um 

analito de interesse em função do tempo (REIS et al. 2009; BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 

1993). 

Dessa maneira, devido ao fato do príncipio analítico desta técnica fundamentar-se 

num processo faradaico, onde a proporcionalidade entre número de elétrons(n) fluindo 

pelo eletrodo e a quantidade molar de substância eletroativa envolvida são fundamentais, 
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este método exige que a reação apresente uma cinética rápida e máxima eficiência da 

reação eletrolítica (REIS et al. 2009).  

Outras características da coulometria, como: eletrogeração do titulante reagente, 

sem a necessidade de preparar uma solução e padronizá-la possibilita a aplicação 

indireta em diferentes métodos, tais como: CLAE, Eletroforese Capilar e Sistemas de 

Injeção em Fluxo (FERREIRA; AVACA, 2008; REIS et al. 2009). 

Outros métodos indiretos têm sido propostos, dentre eles, o método eletroanalítico 

CRAC (Ceric Reducing Antioxidant Capacity) tem se destacado pela facilidade analítica e 

boa correlação com outros métodos de determinação antioxidante (FERREIRA;  AVACA, 

2008). 

O método de detecção CRAC baseia-se no poder de redução da amostra sobre o 

agente oxidante Ce4+, fornecido pela solução ácida de sulfato de Cério (IV) e na 

cronoamperometría como técnica de detecção. Este método apresenta algumas 

vantagens como facilidade no pré-tratamento da amostra, simplicidade analítica, elevado 

poder oxidante do Ce4+ (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 Ce4+ ser um forte agente oxidante (MAGALHAES, L.M. 

et al. 2009). 

 

 1.5.3.3 Sensores e Biossensores Eletroquímicos 

 Os sensores eletroquímicos são definidos como dispositivos que transformam o 

efeito da interação analito-elétrodo num sinal útil. Podem ser estimulados eletricamente, e 

resultar numa interação espontânea na condição de corrente zero (HULANICKI, GLAB; 

INGMAN, 1991). 

 O desenvolvimento de técnicas analíticas eficientes para análise rápida de 

produtos farmacêuticos é importante para o controle de qualidade na indústria 

farmacêutica, devido às exigências durante o processo de produção. 

Diversos tipos de elétrodos de trabalho têm sido utilizados para a detecção 

eletroquímica de fármacos em formulações farmacêuticas. Entre eles, os mais 

comercializados são mercúrio, platina, carbono vítreo e eletrodos de pasta de carbono 

(EPC). No entanto, a partir de um ponto de vista ecológico, o mercúrio é altamente tóxico, 

e sua disposição sustentável é muito difícil e cara. Em contrapartida, eletrodos sólidos de 

carbono e platina, para fins de estudos de redução podem não permitir potenciais 
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suficientemente baixos para que espécies sejam eletroativas. Por outro lado, em estudos 

de processos de oxidação podem apresentar dificuldade na repetibilidade das medições 

dada a inerente passivação da superfície eletródica.                   . 

 Assim, tem sido incentivado a busca de eletrodos alternativos, modificando a 

superfície dos memsos pelo uso de materiais convencionais, a fim de melhorar a sua 

sensibilidade e seletividade, bem como sua reprodutibilidade.  Neste contexto, os 

elétrodos de carbono cerâmicos, com base nas vantagens sinérgicas de sol-gel como 

material inerte e materiais de carbono de boa estabilidade e condução elétrica, é 

considerado um percursor muito interessante para fazer elétrodos alternativos passíveis 

de modificação. 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) têm sido um dos materiais de eletrodo 

mais ativamente estudados nos últimos anos devido às suas boas propriedades 

eletrônicas e mecânicas. O processo de sol-gel é uma transição do sistema sol para um 

sistema gel (CUBILLANA-AGUILERA et al.2006). O termo sol se refere a uma dispersão 

de partículas coloidais (dimensão entre 01 e 100 nm) estável em um fluido, enquanto o 

termo gel indica que o sistema é formado pela estrutura rígida de partículas coloidais (gel 

coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase líquida nos seus 

interstícios. Estas características conferem a estes materiais elevada estabilidade e 

versatilidade química, devido à agregação linear das partículas primárias, bem como 

maior área superficial. Comparados a outros eletrodos convencionais, o eletrodo de 

Sonogel apresenta ainda vantagens como a facilidade de confecção, baixo custo, boa 

reprodutibilidade, e ampla aplicação (RANDO et al. 2005). Em comparação com outros 

eletrodos convencionais, os ESNCs também oferecem vantagens como facilidade de 

fabricação, de baixo custo, boa reprodutibilidade e ampla aplicabilidade (CRISPIM et al. 

2015). 

 Já os biossensores são dispositivos bioeletrônicos de análise química e 

especialmente projetados para determinar substâncias de interesse analítico. 

Estruturalmente, são constituídos pelos componentes de suporte, transdução elétrica e 

reconhecimento. Este último é responsável pela seletividade química do sistema, pode 

ser constituído por células, organelas, anticorpos, proteínas, enzimas, entre outros 

elementos de reconhecimento (CABAJ et al. 2009; CABAJ, SOLODUCHO; 

NOWAKOWSKA-OLEKSY, 2010; THÉVENOT et al. 1999). Assim, os biossensores 

podem ser considerados como dispositivos analíticos atraentes e promissores para a 
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detecção de compostos fenólicos devido às suas características únicas. Dentre estas 

características, a especificidade, a sensibilidade, o baixo custo, a miniaturização, a fácil 

automação, a rapidez da análise, a  simplicidade de operação e fabricação são os seus 

diferenciais mais evidentes (GOMES, et al. 2004;. FUSCO et al. 2010).  

Entretanto, apesar da importância dos componentes essenciais ao funcionamento 

do biossensor, a otimização da unidade de reconhecimento quanto a  sua orientação 

constituem fatores cruciais para se obter uma melhor sensibilidade, boa estabilidade da 

superfície analítica, melhor acesso dos analítos de interesse e sobretudo a minimização 

de interações não específicas com outros agentes presentes na matriz (CABAJ et al. 

2009). 

O uso de enzimas imobilizadas a transdutortes eletroquímicos permite ao 

biossensor  maior estabilidade e possibilidade de reutilização do dispositivo, bem como 

bom desempenho e acessibilidade a análises in situ (CABAJ et al. 2009).  

 A arquitetura de proteína nos biossensores reúne uma grande variedade de 

processos de imobilização enzimática. De forma geral, esses processos de imobilização 

podem ser classificados em processos físicos (adsorção) e químicos (ligação covalente) e 

resultam em uma enorme variedade de técnicas de suporte, como as técnicas, camada 

por camada, eletrodeposição e de Langmuir-Blodgett (TLB), entre outras (CABAJ et al. 

2009; CABAJ, SOLODUCHO; NOWAKOWSKA-OLEKSY, 2010). 

Nesse sentido, o emprego de biossensores amperométricos  eletroquímicos para a 

determinação do conteúdo de fenóis totais em diversos tipos de matrizes, inclusive 

matrizes complexas, constitui uma tecnologia analítica importante e ambientalmente 

responsável com a mínima geração de resíduos durante o processo analítico (MELLO; 

KUBOTA, 2007; PRIETO-SIMON et al. 2008; GIL; GISELLE, 2010). 
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2 OBJETIVOS 

O objetivo geral foi aplicar métodos eletroanalíticos para determinar a capacidade 

antioxidante em produtos naturais obtidos a partir de frutos vermelhos. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

1. Comparar métodos eletroanalíticos 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 

quantificar compostos fenólicos. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1   MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.1 Reagentes e soluções utilizados no desenvolvimento do trabalho. 

Os reagentes utilizados foram de grau analítico e as soluções foram preparadas 

com água purificada pelo sistema Milli-Q (Modelo UV Plus Ultra low Organics Water). 

Foram preparadas em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) as soluções 0,1mol L-1 de 

vários compostos fenólicos (Sigma S/A). Preparou-se a solução de seringaldazina (marca 

Sigma), através da dissolução em etanol 99,8%(v/v) na concentração de                                   

1,0 x 10-3 mol L-1. Os reagentes empregados: ácido fosfórico e ácido sulfúrico (Carlo 

Erba); biftalato de potássio, nitrato de potássio, sulfato de potássio e ácido nítrico (Fluka); 

cloreto de potássio (Gibco); ácido clorídrico (Sigma); hidróxido de sódio (Aldrich); ácido 

acético, cloreto de sódio e hidróxido de potássio (Merck) são todos de pureza analítica e 

foram utilizados na preparação das soluções eletrolíticas. Foram utilizados para preparo 

do meio de cultura dos fungos: Glicose (marca: Isofar) e ágar-ágar microbiológico (marca: 

Merck ) Utilizou-se como indutor de lacase, sulfato de cobre II (marca: Cromoline). Foram 

utilizadas como substrato na biossíntese de lacase, cascas de banana nanica (nome 

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

Todas as soluções foram preparadas com reagentes de alto grau de pureza e água 

deionizada obtida a partir de sistema de purificação da Millipore Milli-Q (condutividade ≤ 

0,1µ S cm-1). 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 potássio (K2HPO4, 99%) e dihidrogenofosfato de potássio (KH2PO4, 99%) (Millipore S. 

A., Molsheim, France). Os reagentes de grau analítico: ácido fosfórico, H3PO4 e ácido 

sulfúrico, H2SO4 (Carlo Erba); biftalato de potássio, C8H5KO4, nitrato de  potássio, KNO3, 

sulfato de potássio, K2SO4 e ácido nítrico, HNO3 (Fluka); cloreto de potássio, KCl (Merck), 

ácido clorídrico, HCl (Sigma); hidróxido de sódio, NaOH (Aldrich); ácido acético, 

CH3COOH foram usados para preparo de soluções. 

As metodologias empregadas nos estudos abordados nesta tese são 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 orgânica e 

convencional na região de Goiânia, GO, Brasil. As acerolas frescas (AF), foram recém-

colhidas no estágio adequado de maturidade e foram adquiridos no mesmo município. 

Elas foram selecionadas com base na intensidade da cor vermelha, firmeza, e sabor 

agradável de ácido, que são indicativos da fase de maturação ótima do fruto. AF foram 

lavadas, embaladas em sacos de polietileno e armazenadas a   4°C até à análise. 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 Goiânia. 

Com o auxílio de um almofariz, uma quantidade adequada de AF foi macerada, o 

sumo resultante foi centrifugado a 1000 rpm e diluíu-se 1 mL do sobrenadante em 4 mL 

de uma solução de diluição preparada utilizando-se 2 mL de etanol e 2 mL de solução 

tampão 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 diluído com a solução de diluição acima 

mencionada. Preparou-se as soluções estoque DE1, DE2, DE3, e DE4 a partir da ultra-

sonificação de 1 g de cada amostra durante 20 minutos em 4 mL da solução de diluição. 

Os extratos resultantes foram centrifugados a 1000 rpm para obter uma solução do 

sobrenadante límpida. Todas as amostras foram mantidas em frascos de vidro escuro e 

analisadas imediatamente após extração. 

 
3.2.2 Medidas eletroquímicas 

As medidas eletroanalíticas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato 

μAutolab Tipo III® (Eco-Chemie B.V., Utrecht, Holanda) integrado com o software GPES 

4.9®. O dispositivo foi ligado a uma célula eletroquímica de 10 mL com um sistema de três 

elétrodos, constituído por: um elétrodo de pasta de carbono (GCE, Ø = 2 mm, com 75:25 

w/w de grafite e óleo mineral), um fio de platina e um elétrodo de calomelano saturado 

(SCE), representando o eletrodo de trabalho, o contra eletrodo, e o eletrodo de referência, 

respectivamente. Todas as medidas de pH foram realizadas usando uma combinação 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 análises, os diferentes volumes (25 e 250 µl) de amostras (AF, FP1, FP2, 

DE1, DE2, DE3, e DE4) foram completados com uma  alíquota de 5 mL da solução 0,1 M 

de tampão fosfato (pH 5,0)  e colocadas na célula voltamétrica. Os voltamogramas 

cíclicos foram registados no intervalo de 0 a 1 V com velocidade de varredura de 100 

mV/s. As condições 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 parâmetros de 

SWV para a determinação de AA (Ácido ascórbico) foram: frequência de 20 Hz, amplitude 

de 50 mV e pulso de potencial de 2 mV. 

 

3.2.3 Medidas de CLAE-DAD 

A determinação 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 automático  

SIL-20A. A temperatura da coluna de separação foi estabelecida em 30ºC. A separação 

dos analitos foi realizada usando coluna de aço inoxidável empacotada com ACE® C18 

(250×4,6 mm, 5μm). Antes da utilização, a fase móvel foi filtrada através de filtros de 

membrana de 0,45 μm (Millipore, Milford, MA, USA) e degaseificada sob vácuo. 

Os analitos foram separados por eluição isocrática e a fase móvel consistiu em 

uma solução de KH2PO4 20 mM, preparada em água 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 μm e desgaseificados durante 20 

minutos usando limpador ultra-sônico (USC-2800, Unique, Indaiatuba, SP, Brazil). A 

detecção DAD foi realizada no comprimento de onda específico de 245 nm para AA, os 

dados cromatográficos foram obtidos e processados com o software da Shimadzu LC 

Solutions e os resultados foram obtidos por comparação com padrões externos. As 

soluções estoques de padrão do AA foram preparadas (1 mg/mL) em metanol e 

armazenado a -8 °C. Foram preparadas soluções-padrão diariamente por diluição com a 

fase móvel. A mistura foi centrifugada a 5000 rpm durante 5 min, filtrada através de uma 

membrana de difluoreto de polivinilideno (DFPV) (13 mm, 0,45 μm; Millipore) e foi 

analisada a amostra límpida obtida.  

Para a análise da vitamina C, o volume da amostra injetada no CLAE foi de 20 μL. 

O pico de AA foi identificado por comparação das suas características espectrais UV-

visível e do tempo de retenção obtido da solução padrão. O espectro UV de 200 a 700 nm 

foi registado para reforçar a identificação do AA. 
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A atividade antioxidante foi medida em termos da doação de hidrogênio ou a 

capacidade de eliminação de radicais usando o radical estável DPPH. A redução do 

radical é seguida por uma diminuição na absorbância a 517 nm. Uma alíquota de 2 mL da 

solução-mãe etanólica de cada amostra em estudo foi transferida para tubos de ensaio e 

adicionados 2 mL da solução 1 mM de DPPH. Os tubos foram cobertos com Parafilm® e 

mantidos no escuro durante 15 minutos. A absorbância a 517 nm foi medida com um 

espectrofotómetro de UV-vis (modelo V-530, Jasco, Inc., Easton, MD, EUA) e comparada 

com a curva de calibração 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 necessária para reduzir a absorbância de DPPH por 50% (IC50) 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: pó de grafite, nanotubos de carbono de múltiplas parede 

(MWCNT), Albumina de Soro Bovino (BSA), quitosano, e ácido desoxirribonucléico DNA. 

Foram adquiridos a partir da Merck (Darmstadt, Alemanha): sílica, dióxido de titânio e o 

óleo mineral. Os MWCNT foram ativadas por oxidação química em ebulição de ácido 

nítrico 50%. 

Foi utilizado o Espectrofotômetro UV-visível Micronal (modelo B582) com célula de 

plástico de 1 cm para ensaios da atividade enzimática de lacase do fungo Pycnoporus 

sanguineus. Os experimentos eletroquímicos foram realizados no 

potenciostato/galvanostato Autolab (modelo PGSTAT 30) e no potenciostato µAutolab 

disponível na Faculdade de Farmácia da UFG. A filtração do extrato bruto da lacase foi 

efetuada com auxílio da bomba de vácuo modelo WP111580, marca Millipore. Utilizou-se 

capela de fluxo laminar (Adquirida de Marconi: equipamentos para laboratório) para 

repique dos fungos e aplicação dos destes nos meios de biossíntese da lacase. Foi 

utilizada uma estufa de incubação com agitação Autoclave marca Bio-Eng, modelo A75, 

para esterilização dos meios de cultura dos fungos e meios de biossíntese da lacase.  

O extrato bruto da lacase (2019 UL-1) foi obtido por fermentação submersa 

utilizando cinco discos (7 mm de diâmetro) da Pycnoporus sanguineus (CCT-4518) em 

meio de crescimento contendo 12,8 gL-1 de extrato de malte (HiMedia, Mumbai, índia) e 

0,005 g L-1 CuSO4.H2O (Cromoline, São Paulo, Brasil). Utilizou-se como indutor de lacase, 

50 mg L-1 de 2,5-xilidina (Aldrich Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA). O processo 
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de fermentação ocorreu sob agitação de 150 rpm, a 28 ºC por 72h. O micélio foi separado 

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

 

3.3.1 Preparação das amostras de café 

Os extratos de café torrado foram preparadas por infusão de duas gramas (2g) de 

cada amostra em 25 ml de água quente (100°C) por 10 minutos sob agitação. Depois, os 

extratos de café foram arrefecidos até à temperatura ambiente e filtrados com papel de 

filtro de 0,45 µm. A solução resultante foi diluída em solventes de qualidade analítica 

adequados de acordo com a experiência, a fim de se obter as soluções de ensaio. Para 

as medições eletroquímicas, foram diluídos 250 µL da solução resultante em 4 mL da 

solução de eletrólito, isto é, em 0,1 M de tampão fosfato de pH 5,0. 

 
3.3.2 Preparação do biossensor 

A imobilização foi realizada pela oclusão em diferentes compósitos de carbono em 

pó. Resumidamente, foram misturados 250 µl de extrato bruto da lacase com grafite em 

pó e a mistura com os diferentes modificadores foram secos à temperatura ambiente 

(Tabela 10). Em seguida, foi adicionado óleo mineral e a porção foi rigorosamente 

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

extrato bruto da lacase e diferentes materiais. 

A pasta de carbono-Lacase (CPL) foi modificada com albumina de soro bovino (CPL-

BSA), Quitosana (CPL- C), Sílica (CPL-S), Dióxido de titânio (CPL-T), DNA (CPL-D), 

Nanotubos de carbono (CPL-CN), Nanotubos de carbono não ativados com DNA (CPL-

DnCN) Nanotubos de carbono ativados com DNA (CPL-DCN). 

 

Biossensores Grafite 

em pó 

(mg) 

Extrato de 

lacase  

(2,5 UmL-1) (µL) 

Óleo 

Mineral  

(mg) 

Glutaraldeído 

(µL) 

Material 

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 Sílica (5 mg) 

CPL-T 80 250 80 15,0 Dióxidode  

titânio                  

(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-DnCN 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 
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Uma porção adequada da pasta aglutinada foi utilizada para encher a cavidade de 

2 mm de diâmetro 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 

μAutolab III® integrado ao software GPES 4,9®, Eco-Chemie, Utrecht, Países Baixos. As 

medidas foram realizadas em uma célula eletroquímica de 5,0 mL, com três eletrodos: um 

biossensor de pasta de carbono a base de lacase e modificadores (Ø = 2 mm), um fio de 

Pt e Ag/AgCl/ KCl(sat.) 3M (ambos adquiridos a partir de soluções de laboratório, São 

Paulo, Brasil), representando o eletrodo de trabalho, o contra-eletrodo e eletrodo de 

referência, respectivamente. A pasta de carbono foi renovada mecanicamente antes de 

cada experiência, a fim de assegurar a reprodutibilidade dos resultados. As condições 

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-1. As condições 

experimentais para a voltametria cíclica (CV) foram: velocidade de varredura de                 

100 mV s-1 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 experiências foram realizadas à temperatura 

ambiente (21 ± 1°C) em triplicata (n = 3) e a solução de eletrólito principal utilizado foi o 

tampão de fosfato (PBS). 

 

3.3.4 Ensaios espectrofotométricos 

As medidas de absorbância foram realizadas com o espectrômetro Q798U2VS o 

(Quimis Aparelhos Científicos, São Paulo, Brasil). Todas as amostras foram analisadas 

numa célula vítrea de 1 cm à temperatura ambiente (21 ± 1°C).  

 

3.3.4.1 Ensaio com o radical livre DPPH 

Foram analisadas seguindo o método padrão a atividade de eliminação dos 

radicais livres de DPPH das diferentes amostras de café. Foram misturados 2,5 mL de 

uma solução etanólica de DPPH (0,1 mM) e uma alíquota de 0,5 mL de etanol puro para 

atingir o volume final de 3,0 mL  que foi repetido para todas as amostras analíticas de 

café. A solução da reação foi incubada durante 5 minutos no escuro à temperatura 

ambiente e mediu-se a absorbância da solução 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 soluções, foi utilizado para ajustar a linha de base (A = 0,000). A 

atividade antioxidante foi expressa como EC50, que representa a quantidade de café para 

produzir 50% de descoloração de DPPH em contraste com o branco. 

 

3.3.4.2 Ensaio de fenóis totais pelo método de Folin-Ciocaulteu 

Para a determinação do teor de polifenóis totais aplicou-se o método ajustado de 

Folin-Ciocauteu (FC). Em 100 µL de amostras e soluções padrão de ácido gálico foram 

adicionados 2 mL de água e 0,5 mL de reagente fenólico de Folin-Ciocalteu,e em seguida, 

deixou-se reagir durante cinco minutos. Posteriormente foi adicionada 1,5 mL de solução 

de carbonato de sódio a 20% e completada com água destilada para o volume total de 

10mL. Após1 h de reação à temperatura ambiente, no escuro, a absorbância da solução 

foi medida em 765 nm. Todas as determinações foram realizadas em triplicata. Os 

resultados são expressos em equivalentes de ácido gálico (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 Goiânia-GO/Brasil; 

Coimbra/Portugal e Auckland/Nova Zelândia. As amostras de café foram identificadas de 

acordo com as novas formas de consumo tecnológico envolvida em três tipos principais: 

grânulos solúveis (SG, n = 7); poder para perfusão (PI, n = 3); cápsulas 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 códigos ISO 

(http://userpage.chemie.fu-berlin.de/diverse/doc/ ISO_3166.html) em BR, PT, NZ, CO e 

IN, respectivamente para o Brasil , Portugal, Nova Zelândia, Colômbia e Índia. 

 

3.4.2 Ensaios eletroanáliticos 

A fim de assegurar a reprodutibilidade dos resultados preparou-se a pasta de 

carbono mecanicamente antes de cada experiência para ser utilizada como eletrodo de 

trabalho. As condições 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-1. As condições experimentais para a voltametria cíclica (VC) foram: velocidade de 
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varredura de 100 mV s -1 e intervalo de varredura de 0 a 1 V. As condições experimentais 

para a voltametria de onda quadrada (VOQ) foram: frequência de 30 Hz, amplitude de 

pulso de 50 mV e velocidade de varredura efetiva de 100 mV s-1. Os voltamogramas 

obtidos pela técnica de PD foram subtraídos e a linha de base corrigida e em seguida, 

todos os dados foram analisados e tratados com o software Origin 8. Todas as 

experiências foram realizadas à temperatura ambiente (21 ± 1 ºC) em triplicata (n = 3) e o 

principal eletrólito utilizado nas análises foi o tampão fosfato de pH 5. 

 

3.4.3 Análises no CLAE 

A determinação dos principais componentes do café: ácido caféico, o ácido 

clorogênico e cafeína em todas as amostras foram realizadas no sistema de CLAE 

Shimadzu (Shimadzu, Quioto, Japão) que consiste em uma bomba LC-20AT, DGU-20A5 

desgaseificador, detector SPD-M20A PDA, forno de coluna CTO-20A e mostrador 

automático de amostras SIL-20 A. A temperatura do forno da coluna foi ajustada para               

30°C. A separação dos analitos foi realizada usando coluna de aço inoxidável 

empacotada com ACE®C18 (250 x 4,6mm x 5µm). A fase móvel utilizada consistiu em 

uma mistura, a 80:20 v/v, de tampão fosfato de potássio 50 mM (pH 3,0) em etanol. A 

fase móvel foi filtrada antes da utilização através da membrana de Nylon 0,45 µm 

(Millipore, Milford, MA, EUA) e desgaseificada em banho ultrasônico (Unique® USC-2800) 

durante 20 minutos. A taxa de fluxo foi de 1,0 mL min-1 e 20 µL de amostra foram 

utilizados para injeção no CLAE. Realizou-se a detecção em um comprimento de onda 

específico de 280 nm e os dados obtidos para padrões externos e as amostras foram 

processados e comparados no  software LC Solutions. As soluções de ácido clorogênico, 

ácido caféico e cafeína (1 mg mL-1) foram solubilizados em metanol e armazenadas a 

8°C. Essas soluções estoque de trabalho foram preparadas por diluição diária numa fase 

móvel compatível com esses analitos. 

 
 



Resultados 
 

53 

4     RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados e discussão neste trabalho serão apresentados a partir dos artigos 

publicados referentes ao desenvolvimento científico deste trabalho. 

 

Os resultados e discussão sobre sensores eletroquímicos a base de carbono são 

mostrados em três artigos publicados nas revistas "Food analytical methods" , “Food 

chemistry” e “International Journal of Electrochemical Sciences”. 

 

Os resultados e discussão 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 detecção da 

capacidade antioxidante de diferentes amostras de café. 
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  5    CONCLUSÕES 

O trabalho desenvolvido e apresentado nesta tese, resumiu atividades executadas 

durante a pesquisa e permitiu visualisar o constante desenvolvimento dos biossensores 

amperométricos de pasta de carbono, ao avaliar a atividade antioxidante pelo conteúdo 

total de polifenóis, o que é frequente na pesquisa com lacase. 

A análise dos resultados obtidos no presente trabalho, nas condições testadas, 

permitiu concluir que: 

 O uso do índice eletroquímico mostrou ser uma ferramenta rápida e apropriada 

para expressar a atividade antioxidante de amostras de café e apresentou uma boa 

correlação com o método de sequestro do radical. Também é possível 

correlacioná-lo com os conteúdos de ácidos hidroxicinâmicos, a partir da CLAE, 

presentes nessas amostras, assim comprovando a eficácia do uso das técnicas 

eletroanalítias na determinação do poder antioxidante dessa bebida. 

 O índice eletroquímico aqui proposto está de acordo com os métodos tradicionais 

(DPPH) de capacidade antioxidante e da VPD, também foi empregado na 

quantificação do ácido ascórbico em todas as amostras de acerola e produtos 

comerciais. O baixo limite de quantificação e boa recuperação são consistentes 

com o alto nível de acurácia do método eletroanalítico, apresentou boa correlação 

comparada com a técnica de CLAE-DAD. 

 A rutina foi escolhida como padrão entre os demais biossensores, como por 

exemplo, EPCL-DNA:CN, por apresentar o melhor desempenho. Dessa forma, este 

biossensor foi aplicado na avaliação da capacidade antioxidante e determinação 

total de fenol em amostras de café. 

 O biopolímero com DNA confere grande estabilidade e boas propriedades elétricas 

aos biossensores lacase, enquanto os eletrodos de nanotubos aumentam a área 

eletroativa, levando a picos de altas correntes faradáicas. 

 O biossensor e o método Folin Ciocalteu (FC) apresentaram resultados de valores 

de Fenóis Totais (FT) correlacionados. Além disso, o RSD% obtido para o 

biossensor foi menor, do que o obtido pelo método FC. Finalmente, como esperado 

para amostras de café o conteúdo de FT concordou com valores de EC50 obtidos 

para o ensaio de DPPH. 
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