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RESUMO

Um estudo comparativo da atividade antioxidanteaie compostos fenélicos padrées
de diferentes classes e suas misturas foi realizaddistintos métodos analiticos. Utilizou-se
um planejamento experimental de misturas do tipgp&ix Centréide com concentracao total
de compostos fenélicos de 1mM. A atividade antiamtd foi avaliada pelas metodologias de
Folin-Ciocalteu (FC), do sequestro do radical 2f@ril-1-picrilidrazil (DPPH), do TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), do ORAOXygen Radical Absorbance Capacity)
e pela determinacdo do potencial de oxidacdo pltetnaetria ciclica. A partir dos resultados
obtidos, pode-se afirmar que os flavondides sde mmatioxidantes que os acidos fendlicos e
que o meio reacional da técnica analitica afetanifgigtivamente a reatividade dos
compostos. Os potenciais de oxidacdo observadasapguercetina (0,616\e para o acido
ferrulico (0,916V), de alta e baixa atividade axitiante, respectivamente, confirmaram que
quanto menor o potencial maior a for¢a antioxidalteeomposto. Os métodos ORAC e FC
apresentaram a menor e a maior reprodutibilidaglgpectivamente. Evidenciou-se que a
expressdo do conteudo total de compostos fenépeds método de FC em um Unico
composto fendlico pode ser importante fonte de,ealém de ser pouco sensivel as
interacbes. Foram observadas algumas correlacdasssamente significativas (p<0,05)
entre os métodos, porém relativamente fracas,gafoio a necessidade da utilizacdo de no
minimo dois métodos para a avaliacado da atividatiexadante. Interacbes entre compostos
fendlicos foram detectadas pelos métodos TEAC, DRPBORAC e modificacbes nos
espectros de absorcdo das misturas reforcaram ra t@a existéncia de sinergismo e

antagonismao.



ABSTRACT
A comparative study of the antioxidant activity 9k standards of phenolic compounds of
different classes and their mixtures was perfornigd different analytical assays. An
experimental design of mixtures of Simplex Centroyge was used at a final and total
concentration of phenolic compounds of 1mM. Thecadant activity was evaluated by the
methods of Folin-Ciocalteu (FC), inhibition of radi 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), Oxgig Radical Absorbance Capacity
(ORAC) and the oxidation power by cyclic voltamnyetfrom the results, it could be pointed
out that flavonoids are more antioxidants thanpthenolic acids and that the reaction medium
of the analytical assay significantly affects tleaativity of the compounds. The oxidation
power of quercetin (0.616 V) and ferulic acid (B94) negatively correlated with the highest
and lowest antioxidant activity, respectively, daming that the lower is the potential, the
higher the antioxidant activity of the compoundeT@RAC and FC assays showed the lowest
and highest reproducibility, respectively. Intenaglty, the only expression of the total content
in phenolic compounds by FC method in gallic adghiealents is an important source of
error and is not very sensitive to interactionggn8icant correlations (p<0.05) between
methods could be observed, meanwhile very low,foesing the need to use at least two
methods for evaluating the antioxidant activitytehactions between phenolic compounds
were detected with TEAC, DPPH and ORAC assays awistered changes in the
spectrophotometric profiles of mixtures reinforceéde existence of synergism and

antagonism.
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1 INTRODUCAO

Evitar fendbmenos de degradacdo dos constituintss alimentos tem sido uma
preocupacdo constante na industria. A oxidacaditi@ié um deles. Ela se inicia com a
formacao de radicais livres e os hidroperoxidomémios podem causar alteragfes sensoriais
indesejaveis em oOleos, gorduras ou alimentos queoaggm, produzindo odor e sabor
desagradaveis, diminuindo seu tempo de vida UutiHAISIDI; JANIYHA, e
WANASUNDARA, 1992; FRANKEL, 2005). Porém, com alisacdo de antioxidantes nos
produtos alimentares uma conservacédo prolongatizagcada, uma vez que sao substancias
capazes de reduzir a velocidade de oxidacao owaeta mesma. Os antioxidantes permitem,
com isso, manter as qualidades nutricionais dosealios (HALLIWELL et al., 1995).

Como o emprego de antioxidantes sintéticos na tridide alimentos tem sido alvo
de questionamentos quanto a sua inocuidade, asipas@ncontram-se voltadas para a busca
de compostos naturais que exibam esta propriedadgohal (MELO e GUERRA, 2002).
Destacam-se, nesse sentido, os compostos fendicdsiazonia tem um grande potencial a
ser explorado de maneira sustentavel como fornegatisses compostos com alta atividade
antioxidante. Tem-se, por exemplo, 0 acai que € fomte rica em compostos fendlicos
bioativos e as folhas dinga edulis que apresentam elevada capacidade antioxidante
relacionada aos compostos fendlicos identificados.

Os compostos fendlicos constituem um dos mais msosere amplos grupos de
substéancias distribuidos no reino vegetal. Os flaides e os acidos fendlicos sdo 0os mais
comuns. S&0 poderosos antioxidantes naturais, gdud® maneira eficiente na captura de
radicais livres e sua atividade depende da estriguimica (VILLANO et al., 2005).

Para se determinar a eficiéncia dos antioxidaotes, diversidade de métodiosvitro
vem sendo usada. Substratos, meios e mecanisnmenada diferentes sdo aplicados nos
testes. Varios artigos de sintese ja foram pulbieatbre este tema e os pareceres divergem
consideravelmente. Além disso, alguns estudos vé@sirando que misturas de fendlicos
podem interagir e assim afetar a capacidade ad#doie total de uma mistura (IACOPINI et
al., 2008). Faz-se necessario, entdo, um maior conbatina respeito de quais sao essas
interacdes, em que métodos elas sdo detectadassenqgcanismos regem a sua atuacgao.

Com base nessas consideracdes, 0 objetivo desso astclassificar 0s compostos
fendlicos de diferentes classes em funcdo de sudaate antioxidante, verificando se ha
presenca de interacdo, através de diferentes nsetmuiticos, aplicando o planejamento

experimental de misturas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo aqueles que apresenmasaa estrutura pelo menos um
anel benzénico com uma ou mais hidroxilas diretaendigada(s) ao anel (MELLO e
GUERRA, 2002). Eles constituem o maior e mais ithisido grupo de metabdlitos do reino
vegetal, desempenhando papel importante no crestmneeno metabolismo das plantas e
fazendo parte da alimentacdo humana e animal (EDRE et al. 1996).

A importancia que apresenta o estudo de subakfendlicas € consideravel no que
se refere as areas da saude e agro-alimentar. Eiskagncias intervém nas reacfes de

escurecimento e, em geral, possuem propriedadiesidantes (ROBARDS et al., 1999).

2.1.1 Estrutura e classificacéo

Os compostos fenolicos se caracterizam pela enodimersidade de formas
encontradas nas suas estruturas, levando a susisabaeém varios subgrupos.

Dentre as milhares de estruturas fendlicas atuaémeonhecidas, que vao desde
moléculas simples a moléculas altamente polimeagzadestacam-se os flavonoides e os
acidos fendlicos, que sdo os antioxidantes ferm®licaturais mais comuns (MADHAVI;
SINGHAI e KULKARNI, 1995; SCALBERT e WILLIAMSON, 200). Os polifendis de alto
peso molecular sdo os taninos condensados (préamtiinas) e os taninos hidrolisaveis.
Eles estdo presentes em graos, legumes, frutaas exvbebidas derivadas de plantas
(HAGERMAN et al., 1998).

2.1.1.1 Os acidos fenolicos

Os éacidos fendlicos podem ser subdivididos em dnipos: os derivados do acido
cindamico e os derivados do acido benzoico (HELLEFB6).

Os éacidos benzdicos apresentam uma estrutur&,;.CEles sdo amplamente
distribuidos na natureza, possivelmente por sualgidade estrutural quimica e por estarem
no inicio da sintese dos compostos fendlicos (ROB3Rt al., 1999).

Os éacidos cinamicos apresentam estrutura quimge@s.CAssim como os acidos
benzdicos, eles sdo largamente distribuidos (ROBARDal., 1999), sendo o acido caféico e

o ferrdlico, os mais encontrados (YANG et al., 2001
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O Quadro 1 apresenta as estruturas basicas,mippis exemplos e algumas fontes

alimentares dos acidos fenoélicos.

Quadro 1. Estrutura e principais exemplos e fontes alimestdos acidos fendlicos.
Estrutura Exemplos Fontes alimentares
Derivados do acido benzéic()?‘C'dO galico R= Ry= Ry=OH
Ry Acido Protocatecutico R H, R=Rs=
0 OH . .
. - Chocolate, vinho, soja
Ry Acido Vanilico R=H, R=OH, R=
oH OCH;
R3
Derlvgdos do acido CINAMICOAcido caféico R= Ri=H, R=R;=OH Tomate, espinafre,
4 4 . ' n
Acido ferrulico R=R,=H, RgZOH, aspargos, mi|h0, arroz,
Rs= OCH; .
R3 0o o . vinho branco, maga,
\ Acido p-cumarico R=R,=R4=H,
R;=OH azeitona, café
R, R, OH

Fonte: RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997, PENNIN®IN, 2002.

2.1.1.2 Os flavonoides

Os flavonodides representam um vasto grupo de sutiatafenolicas de baixo peso
molecular com estruturas quimicas e caracteristivaarsas (HEIM; TAGLIAFERRO e
BOBILYA, 2002). A estrutura dos flavondides é a-@-Cs que consiste em dois anéis
benzénicos, A e B e um anel C com um atomo de oiagéubstituindo o carbono, como se

pode visualizar na Figura 1.

Figura 1. Estrutura geral dos flavonéides.
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Essa estrutura permite diversas substituicbes néis &, B e C, resultando numa
grande série de compostos. Os flavondides sdoidipgdem classes de acordo com seu nivel
de oxidacdo no anel C: antocianidinas, flavandiayahonas, flavonois, entre outros,
conforme mostra a Figura 2 (MADHAVI; SINGHAI e KUIARNI, 1995).

flavonoéis antocianidinas

OH HO
IO |
HO O .

OH O
flavanonas isoflavonas

R

OH
HO (@] W
R R
OH
OH
flavonas flavanois
(flavan-3-ol)

Figura 2. Principais classes de flavonoides.

Os flavondides estdo presentes em um grande nideeathmentos de origem vegetal
tal como legumes, frutas, cereais, além de beloila® vinho, cerveja e chi verde (MARTIN
e ANDRIANTSITOHAINA, 2002).

O principal flavanol € a catequina, o qual € abutel@m folhas, cha verde, vinho
tinto, chocolate, maca. A quercetina € o princifgaionol da dieta humana e esta presente em
varios legumes, particularmente em cebolas, vesceifeutas (Quadro 2) (YANG et al., 2001,
ROSS e KASSUM, 2002).
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Quadro 2.Principais grupos de flavonoides, componentes iddais e fonte alimenticia.

Grupo Exemplo de composto Fonte
Apigenina Casca de maga, aipo
Flavonas Luteolina Morango, pimenta
Tricetina Brocolis
Campferol Aipo, maca, péssego, péra, ameixa
Miricetina Cascas de frutas, vinho tinto
Flavonois Rutina Uvas, cebola
Quercetina Alface, azeitpna_s, cebo_la, maca, salsa,
brocolis, ameixa
Hesperidina Frutos citricos
Flavanonas - .
Narigina Casca de citricos
Epicatequina Vinho tinto, maga
Flavanois Catequina Ché verde, vinho, maca, chocolate
Galocatequina Cha verde
Cianidina Amora, acai
Delfinidina Cerejas
Malvidina Uvas
Antocianinas Perlagonoidina Framboesa
Peonidina Vinho tinto
Petunidina Morango, cascas de frutas com pigmentos

eSCuros

Fonte: RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997; NIJVELD®t al, 2001; PENNINGTON, 2002.

2.1.2 Compostos fendlicos no contexto amazdénico

A Amazobnia, com sua biodiversidade enorme, tem uandg potencial a ser

explorado de maneira sustentdvel como fornecederdiacompostos com alta atividade
antioxidante, em particular os compostos fendlicos.

Tem-se, por exemplo, o ac&uterpe oleracer um fruto regional que vem ganhando
destaque, principalmente por apresentar capacidatiexidante elevada devido a sua alta
concentracdo de antocianinas e tocoferéis (Ro@¥X))2A Tabela 1 apresenta a composi¢ao
e concentragdo em compostos fendlicos dos frutosagdé, segundo Pacheco-Palencia,

Duncan e Talcott (2009).
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Tabela 1.Composicdo e concentracdo de compostos fenélindauos de acai.

Composto fendlico Concentragdo (mg/Kg de acai)
Acido protocatecuico 1,77 £0,11
Acido p-hidroxi benzéico 1,80 £ 0,13
(+)-catequina 5,11 + 0,22
Acido vanilico 5,05 + 0,27
(-)-epicatequina 1,07 £0,10
Acido ferrulico 0,98 +0,10
Acido siringico 10,1 +0,93
Isoorientina 23,6 +1,07
Orientina 47,7 + 2,04
Cianidina-3-rutinosideo 1.256 £ 38,1
Cianidina-3-glicosideo 947 £ 29,0

Fonte: Pacheco-Palencia, Duncan e Talcott (2009).

Pode-se afirmar que a cianidina-3-rutinosideo émposto encontrado em maior
concentracdo no acai, sendo ela pertencente a® glap antocianinas. A cianidina-3-
glicosideo € o segundo composto em maior quantidagietre os flavandis, a (+)-catequina
aparece em quantidade aproximadamente cinco veges® a (-)-epicatequina.

As folhas delnga edulis,arvore difundida na floresta secundaria tropicalregiao
amazobnica, também se mostraram como boa fonte uletaacias fenolicas. Um estudo
realizado por Souza et al. (2007) identificou dsesrdestes compostos, dentre eles o &cido
galico, a catequina e a epicatequina, e indiemajelevada atividade antioxidante medida
pelo método ORAC do extrato seco dessas plantasctarmibuicdo significativa desses
fendlicos (cerca de 10%).

Adicionalmente, sabe-se que na flora amazbnica amuplantas, geralmente
desconhecidas dos cientistas, sdo usadas ha randegor povos nativos para curar doengas
degenerativas. O estudo destas plantas mediciodés gonduzir a descoberta de novas fontes
antioxidantes, com um incentivo simultaneo a presgio das plantas e um desenvolvimento

sustentavel na regiao (SILVA et al., 2007).

2.2 Antioxidantes

2.2.1 Aspectos gerais
Como conceito geral, os antioxidantes sdo substagie, ao estarem presentes em
pequenas concentragcdes quando comparadas ao tulmstidével (lipidios, proteinas,
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DNA ou carboidratos) retardam ou previnem signiiiganente a oxidacdo do mesmo
(HALLIWELL, 1994).

Os alimentos estdo sujeitos a sofrerem, duranteooepsamento e a estocagem,
reacdes quimicas que podem alterar, indesejavedmantcaracteristicas do produto final.
Uma destas reacgfes é a oxidagdo dos lipideos,oqueeaom os &cidos graxos insaturados
por ataque do oxigénio reativo e é geradora deasdlivres. Radicais livres sdo quaisquer
espécies capazes de existir independentemente, cqu#m um ou mais elétrons
desemparelhados, o que as torna altamente re@iB$1AVI et al., 1995).

No organismo humano, o metabolismo normal produstemtemente radicais livres
que podem reagir acidentalmente com proteinas, ENANA, promovendo, assim, Varios
tipos de doencas degenerativas, como cancer, @enase e outras (HALLIWELL, 1996).
As reacdes radicalares séo iniciadas por espégiasags denominadas espécies oxigenadas
reativas Reactive Oxygen Speciesi ROS). Estas sdo responsaveis pela maioria das
degradacdes radicalares, entre elas, a degradagammpostos fendlicas vivo,em razao de
numerosas vias que conduzem a sua formacdo (ROBA&DA&., 1999). O Quadro 3

apresenta as espécies oxigenadas reativas maigamipain vivo (ARUOMA et al., 1997).

Quadro 3. Espécies oxigenadas reativas importaimesvo.
Espécie
O, "(radical supero6xido)
O, singleto
H.O, (perdxido de hidrogénio)
ROOH (peréxidos derivados de lipideos)
HOCI (acido hipocloroso)
RO’ (radical alcoxila)
RO, (radical peroxila)
NO",NO,",ONOQO (peroxinitrito)
OH’ (radical hidroxila)

Um grande namero de antioxidantes, sintetizadogspetlulas ou ingeridos atraves
dos alimentos, fornecem uma defesa natural consraespécies oxigenadas reativas
(NUTTAL; KENDALL e MARTIN, 1999; ALHO e LEINONEN, 299). Os antioxidantes
apresentam-se, entdo, como uma alternativa pareninam os danos oxidativos nos seres
vivos e prevenir a deterioracdo oxidativa dos alitoe No entanto, o interesse pelos
antioxidantes naturais tem destaque diante da avagiio de efeitos maléficos causados por

doses elevadas de antioxidantes sintéticos.
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Os compostos antioxidantes atuam sobre a formag&aatlicais livres, durante o
processo oxidativo, através de diversos mecanisimegéo, entre eles:
a) Captura de oxigénio singleto
As moléculas inibidoras do efeito do oxigénio satglimpedem a iniciacdo de uma
parte importante de reacfes de degradacdo e poelaidy, ser consideradas como
antioxidantes preventivos (FRANKEL e MEYER, 2000).

Certas moléculas naturais sdo caracterizadas ppespriedade antioxidante, como
por exemplo, ¢3-caroteno, o acido ascérbico e os flavondides (HAMELL, 1994; RICE-
EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997).

b) Inibicdo de enzimas oxidantes

A atividade de certas enzimas pode gerar espécigsadoras de reacdes
radicalares, isto € o caso especial da xantinaasgidAs moléculas capazes de inibir estas
enzimas podem ser consideradas como antioxidaRRANKEL e MEYER, 2000). A
xantina oxidase € inibida pelos flavonéides, paldicnente pelas flavonas (HARBONE e
WILLIAMS, 2000).
c) Enzimas antioxidantes

Dentre os numerosos meios de protecdo dos seres pérante as espécies quimicas
reativas, existe uma bateria de enzimas capazegedenhecer especificamente as
biomoléculas degradadas (DNA e proteinas), de mdiflas e substitui-las (HALLIWELL,
1994). Certas enzimas se encarregam também delimartrdiretamente os iniciadores de
reacfes radicalares, ou reduzindo as espéciesala@®is, ou reciclando os antioxidantes
oxidados. As principais enzimas que intervém nessEsnismos sao: superoxido dismutase
(na presenca do cofator), catalase e glutatiorajuse.

d) Quelacdo de ions metélicos

Os ions metalicos, em particular o cobre e o fes@o, iniciadores muito importantes
de reacdes radicalares e sua imobilizacdo sobnzafde complexos organometalicos €, por
iSso, um mecanismo antioxidante muito importanlRARCIS, 1989). Os flavonoides que
possuem um anel B substituido por dois grupos kildso em posicdmrto sdo, sob esse
aspecto, muito eficazes (RICE-EVANS; MILLER e PAGAHN, 1996).

Outras moléculas como o acido citrico, o etilerardno, o acido fosférico e o acido
ascorbico sao também complexantes do cobre e(féABILTON et al., 1997).

e) Captura de radicais livres
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A familia mais importante de antioxidante é aqugla agrupa as moléculas capazes
de transferir um atomo de hidrogénio para uma ésp@clicalar, seguindo um esquema

reacional do tipo:

Ae + R-H (A-H é o antioxidante)

Re + A-H

Esses antioxidantes agem durante as etapas degpgdpadas reacoes radicalares. O
poder antioxidante é influenciado pela forca dad&p A-H. Assim, quanto mais fraca a
energia de ligacdo da ligagdo A-H, mais a atividadgoxidante sera importante (RICE-
EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996; ROBARDS et all999).

Os compostos fenolicos possuem esse mecanismoade Rgdem, por conjugacao,
estabilizar o radical fenoxil formado (Figura 3)ICE-EVANS; MILLER e PAGANGA,

1996).
OH o 0 0 0
H H
R © — > RH + @ Hini?H\@
H

radical livre  composto acido graxo
de &cido graxo fendlico

radical antioxidante

Figura 3. Mecanismo de a¢do de um antioxidante fendlico.

2.2.2 Atividade antioxidante dos &cidos fendlicdiseondides puros

De um modo geral, as caracteristicas quimicas dogpastos fendlicos definem sua
atividade antioxidante. As duas condi¢cfes béasibagatorias para uma substancia fendlica
ser definida como um antioxidante séo: a) quanésgmte em pequenas concentracbes em
relacdo ao substrato oxidavel retarda ou evitaidag&o do mesmo e b) o radical resultante
formado apds a transferéncia de elétrons e/ou &aedl deve ser estavel.

Sabe-se que a capacidade de sequestro de rada=iglé a habilidade de doacéo de
elétrons e/ou H. Sendo assim, quanto maior o nunketadroxilas, maior a possibilidade de
atividade de sequestro de radicais livres. A digplisiade das hidroxilas depende da
estrutura quimica e da conformacdo espacial, a pade modificar a reatividade das
moléculas (PINELO et al., 2004).

A atividade antioxidante dos acidos fenodlicos deeebasicamente do numero de

hidroxilas. Em geral, a atividade antioxidante desvados do acido cinamico é maior que do
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acido benzédico. A presenca do grupo —CH=CH-COOHestautura do &cido cinamico
aumenta sua capacidade de estabilizar radicaes]iyois ha conjugacdo possivel da dupla
ligacdo com as duplas ligacbes do anel (FigurdRiGE-EVANS; MILLER e PAGANGA,

1996).
R4
“3();\ /
Ri \91 \DH

Figura 4. Indicacédo da conjugacéo possivel na estruturd gesaacidos cinamicos.

Sabe-se também que a metoxilagdo de hidroxilafayldi(s) ao anel fendlico, como o
acido ferralico (Figura 5), resulta no decréscimm gapacidade de sequestro de radicais
(RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1996).

HO

Figura 5. Indicacdo da metoxilacao na estrutura do acidalfeo.

Os flavondides s@o os mais eficientes entre asaulae antioxidantes e sua eficacia
nessa funcdo tem sido o objeto de varias pesquisasatividade depende de varios fatores,
dentre os quais a substituicdo de atomos de hidimg& anel B, por hidroxilas, desempenha
o papel mais importante (RICE-EVANS; MILLER e PAGSNK, 1997; ROBARDS, 1999).

A deslocalizagéo eletronica entre o anel B e oordst molécula permite uma boa
estabilizacdo do radical formado e contribui aggara 0 aumento da atividade antioxidante
da molécula.

Segundo Robards (1999), trés caracteristicas natwest dos flavonodides sao
indicadas como as responsaveis pela eficiénciama@érod potencial antioxidante (Figura 6):

1) Duas hidroxilas (3’ e 4°) no anel B conferem alséabilidade ao radical formado,

participando do deslocamento do elétron;

2) Uma dupla ligacéo entre os carbonos 2 e 3 em cagfisgcom a funcao 4-0xo no

anel C, responsavel pelo deslocamento do elétr@ameloB;

3) Os grupos 3 e 5-OH com a funcgé&o 4-oxo.
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Figura 6. Indicacdo das caracteristicas estruturais dogoritides responsaveis pela

eficiéncia maxima no potencial antioxidante.

Vale ressaltar que os flavonoides tém sua atividim@uida quando séo glicosilados
na posicédo 3 (RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997OBARDS, 1999).

2.3 Métodos de avaliacao da atividade antioxidante
2.3.1 Introducgéao

Como ha um crescente interesse na eficacia e gadute antioxidantes naturais nos
alimentos e sistemas bioldgicos, o teste da atiedatioxidante tem recebido mais atencao.

Diversos métodos tém sido propostos, no entantoexéie ainda um método de
referéncia. Para se obter uma avaliacdo corretatiselade antioxidante € necessaria a
utilizacdo de testes distintos, incluindo diferenteecanismos de inibicdo da oxidagéo, como
no amplo estudo realizado recentemente por Sedram(2008) que comparam a atividade
antioxidante de diversas matrizes alimentares @drale quatro ensaios diferentes. Porém,
pode-se encontrar equivocos na interpretacao déadss devido a auséncia de um método
consistente,assim como a complexidade dessas amostras, quasnugzes apresentam
interagdes potenciais entre diferentes antioxida(ttJANG; OU e PRIOR, 2005; CAO e
PRIOR, 1999).

As andlises sdo normalmente classificadas em duegarias, em funcéo das reacdes
implicadas: baseadas em reacdes de transferénciataeo de hidrogénio (TAH) e
transferéncia de elétron (TEL) (HUANG; OU e PRIOGRO5; PRIOR; WU e SCHAICH,
2005). Entretanto, o mecanismo da reacdo pode #agil dde distinguir, ja que,

aparentemente, a reacao de transferéncia de awmdrdgénio pode ser o resultado de uma
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transferéncia acoplada de elétron—préton (HUANG; ©PRIOR, 2005; WICKS; WOOD e
GARG, 2006).

A maioria das analises baseadas no TAH implica omjuato de reacdes, onde ocorre
a competicdo entre os antioxidantes e o substrato os radicais peroxil produzidos
termicamente pela decomposi¢do de compastasAs analises baseadas no TEL medem a
capacidade de um antioxidante de reduzir um oxajante altera de cor uma vez reduzido. O
grau de descoloracdo ou mudanca de cor € propat@arepacidade antioxidante (HUANG;
OU e PRIOR, 2005; PRIOR; WU e SCHAICH, 2005).

Em funcdo desses mecanismos, a habilidade dos stospiendlicos em liberar um
elétron e/ou um atomo de H pode ser quantificada petencial redox padrdo {Ee pela
energia de dissociacdo de ligacdo para a ligacAo(@ANGLES, 2006).

Entre os protocolos de medida da capacidade ad#éioteé, 0 Quadro 4 enumera 0s
principais métodos de analises utilizados atualeyentstrando a diferenca entre 0s mesmos
guanto ao mecanismo, ao gerador de radicais lia@sneio reacional, ao ponto final, ao
meétodo de quantificacéo e ao tipo de antioxidanddiado (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005).

Quadro 4. Comparacao de métodos de avaliacdo da capa@dédridante.

. . . , o Tipo de
Método Mecanismo Gerador Meio Ponto final Quardif&o anticF;xidante
ORAC TAH AAPH pH 7,4 Tempo fixo AUC LeH
TRAP TAH AAPH pH 7,4 Fase de laténcia siCtempo de laténcia H
FRAP TEL TPTZ/F& pH 3,6 Tempo variavel ADO tempo fixo H
TEAC TEL e TAH ABTS pH 7,0/EtOH Tempo ADO tempo fixo LeH
FC TEL Reagente de FC pH > 10 Tempo fixo ADO tempo fixo H
DPPH TEL DPPH MeOH 16 ADO tempo fixo H
TOSC TAH KMBA-ABAP pH 7,4 1Go AUC H
TBARS-LDL TAH AAPH pH 7,4 Fase de laténcia Tempoldé&ncia H
Dienos-LDL TEL cg* pH 7,4 Fase de laténcia Tempo de laténcia H
Hemolise TAH AAPH pH 7,4 Fase de laténcia ADO tempo fixo H

AAPH: 2,2'-azobis (2-amidinopropane) dihydrochl@jd ABAP: 2'-azobis-amidinopropane; ABTS: 2,2-adig{3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonate; AUC: Area unttee curve (Area sob a curva); DO: Densidade 6pid@PH: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl; FC: Folin-Ciocalteu; FRAP: Ferrieducing ability of plasma; KMBAu-ketoy-methiolbutyric acid; LDL: Low
density lipoprotein (Lipoproteina de baixa densmad.: Lipofilico; H: Hidrofilico; ORAC: Oxygen radal absorbance capacity;
TAH: Transferéncia do atomo de hidrogénio; TBAR®uobarbituric acid reactive substances; TEL: Traréfcia de elétron;
TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity; TOSItal oxidant scavenging capacity; TPTZ: 2,4,6¥ynidyl-1,3,5-Triazine ;
TRAP: Total radical-trapping antioxidant parameter.

2.3.2 Método Trolox Equivalent Antioxidant Capag¢iEAC)
Embora o TEAC seja na maioria das vezes classdicatho reacédo de transferéncia
de elétrons, na realidade o seu radical pode sdratizado através desse mecanismo e por

transferéncia de atomo de hidrogénio. Os mecanisteagatividade sao, assim, dificeis de
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serem interpretados sem informacdo detalhada sabreomposicdo e estruturas de
antioxidantes que sao testados (PRIOR; WU e SCHARDES).

O principio deste método baseia-se na capturaaicataABTS™ (4cido 2'-azinobis
(3-etilbenzeno-tiazolina-6-sulfénico))  azul-esvexde, relativamente estavel, pelo
antioxidante, convertendo-o num produto incolog(fa 7). O radical ABTS é gerado via
reacdo de oxidacdo do ABTS com o persulfato despmdRE et al., 1999). O grau de
descoloracéo reflete a cinética de diminuicdo dacentracdo do radical ABTS podendo
ser caracterizado por um maximo de absorbanci®a64b, 734 e 815 nm. Dentre eles, 415 e
734 nm sdo adotados para o acompanhamento esptatéfrico da reacédo. O valor TEAC
é determinado pela comparagdo a capacidade deraagtu Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico) em um terfipo (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005).

O Trolox, de formula molecular 1¢H:504, € 0 equivalente hidrossoluvel da vitamina E e

possui propriedades antioxidantes poderosas.

CZH5 -K2308 Csz Csz

s S0 1" S 503
038 038 s. N=(
3 S N:< + ANTIOXIDANTE _ o
T - e
N !

CoHs
2-
ABTS*® ABTS

Figura 7. Principio do método TEAC.

O valor TEAC pode nao ser o real para reacfesdeptas usando-se um ponto final

de curta duracdo (4 ou 6 minutos) é possivel @seth valores menores.

2.3.3 Método 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

O DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) € um radicaianico que tem absorbancia
no UV- visivel a 515 nm (Figura 8). Este radicdlaistante estavel em solucéo alcoodlica. O
método baseia-se na facilidade com que a formaaiadirecebe um elétron (e um atomo de
hidrogénio) retirado de um substrato (PRAKASH, 2004 descoloracao resultante é
monitorada a 515 nm por espectrofotometria, a teatype@ ambiente, eliminando o risco de
degradacédo térmica das moléculas testadas (PRIQRe BCHAICH, 2005).

Acreditava-se que o método DPPH era uma medideadsféréncia de &tomos de

hidrogénio; no entanto, Foti, Daquino e Geraci @0&rificaram que esta metodologia
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esta baseada principalmente em uma reacdo deem@dmst de elétrons, visto que a
mudanca do atomo hidrogénio é uma reacdo margioejue acontece muito lentamente
em solventes como metanol e etanol.

A quantidade de DPPHremovida do meio, acompanhada pela diminuicdo na
absorbancia da solucdo do radical, € proporciorativddade “sequestradora” da amostra,
sendo possivel, portanto, assumir que a inibicioD8®H ¢é equivalente a atividade
antioxidante das substancias presentes na amBSRIN et al., 2000). Essa inibi¢do pode ser
comparada ao Trolox e a atividade antioxidante esgar enuMolar de equivalentes Trolox
(FERNANDEZ-PACHON et al., 2006).

N=N NO,

Figura 8. RadicalDPPH

2.3.4 Método de Folin-Ciocalteu (FC)

O método de Folin-Ciocalteu vem sendo usado haddécpara quantificar os
fendis totais em produtos naturais, mas o0 mecanif@sico € uma reacdo de
oxidacao/reducdo e, como tal, pode ser considenadonétodo de medida da atividade
antioxidante (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005).

A metodologia original foi desenvolvida em 1927,queal a oxidagdo dos fendis &
feita por um reagente de molibdotungsténio, resdlisem produtos coloridos ColRyax
de 745 a 750nm. Singleton e Rossi (1965) propuseranmétodo que utiliza o reagente
molibdotungsténio-forférico heteropolianion, qualue mais especificamente os fenais,
em meio basico (com solucdo de carbonato de spHiel0), sendo empregado o acido
galico como padrao de referéncia.

A dissociagdo de um proton do fenol conduz a uroréfénolato que é capaz de
reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu. Acreditagge o molibdénio é o mais facil a ser
reduzido no complexo, ocorrendo, entdo, a reacatramsferéncia do elétron entre os
redutores e Mo (VI) (Equacéo 1) (HUANG; OU e PRIQRO5).

Mo (V1) (amal® + € - Mo (V) (azul) Q)
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O método de Folin-Ciocalteu pode sofrer interfei@ile algumas substancias (ex.
vitamina C, Cu(l), aminoacido, etc.) (PRIOR; WUE@HRAICH, 2005).

2.3.5 Método Oxygen Radical Absorbance CapacityAOR

A andlise ORAC tem sido frequentemente utilizadaapavaliar a atividade
antioxidante relativa de diferentes amostras bioigge de alimentos. Baseia-se na medida da
diminuicdo da concentracdo de um substrato oxiddwelnte o tempo, por fluorescéncia e o
seu mecanismo de reacgdo consiste na transferéncia éitomo de hidrogénio. Diferencas na
velocidade de decaimento relativo da fluorescéamiarelacdo aos controles sao indicativos
de atividades anti ou pro-oxidantes do materidhtks (CAO e PRIOR, 1999; CALDWELL,
2003 e PRIOR et al., 2003).

A fluorescéncia do substrato diminui na presenceade&ais peroxil produzidos pela
decomposicéo térmica do 2ginobis (-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPHN ase
aquosa. O periodo de protecdo do substrato contrsABH é diretamente ligado a
concentracdo de antioxidante. Mais recentementidjoaesceina (FL), um substrato nao
protéico, substituiu progressivament@-&coeritrina (CAO e PRIOR, 1999; CALDWELL,
2003; PRIOR et al., 2003).

O método utiliza uma técnica de medida da areaasalrva Area Under the Curve-
AUC) para a quantificacdo, o que permite combinar &mo tempo a percentagem de
inibicdo e a medida do tempo de inibicdo da ac&orddicais livres pelos antioxidantes, em
s6 um valor (Figura 9). Esse é um dos fatores guateste um método de referéncia (CAO
et al., 1995; PRIOR; WU e SCHAICH, 2005).
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Figura 9. Grafico da area sob a curva.
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Enfim, o método ORAC permite estudar a atividadéo&idante em condicbes
particulares de temperatura (37°C), pH (7,4), sabstoxidavel e na presenca de uma
substancia que provoque a oxidacao (AAPH).

A formacdo dos radicais a partir do AAPH e o mezraoi reacional podem ser

observados segundo esquema a seguir:

O,
R-N=N-R—>N; + 2ROO

ROQO + Fluoresceina ROOH+ Fluoresceina oxidada (perda de fluorescéncia)

ROO + AH- ROOH+ A’
ROO + A’ ROOA

Os valores de ORAC séao relatados geralmente comivadentes de Trolox. Uma
curva padréao é gerada usando a area sob a cuevagras concentracfes padrdes de Trolox,
e 0S equivalentes da amostra sdo calculados usegdessao linear (Y = a + bX) entre a
concentracdo de Trolox (Y) e a area sob a curvadetmaimento da fluoresceina (X)
(AUCamostra - AUCbranco) (PRIOR; WU e SCHAICH, 2R05

2.3.6 Voltametria ciclica

Os diversos métodos envolvendo radicais propostra pestar as propriedades
antioxidantes nao informam quantitativamente alifkde relativa de oxidagdo, um fator
importante na atividade antioxidante (KILMARTIN; X0 WATERHOUSE, 2001).

Os compostos sédo antioxidantes em virtude de soifidagle de se comportar como
redutores em solucdo, tendendo serem oxidados paerga de eletrodos inertes
(KILMARTIN; ZOU e WATERHOUSE, 2001).

A voltametria ciclica € um método eletroanaliticado extensamente para determinar
as propriedades redox de moléculas em solucdo e semrdo utilizado para avaliar a
capacidade antioxidante de amostras biologicasrmeiaios. As informacdes geradas por este
método indicam quantitativamente a habilidade dopmsto em doar elétrons (CHEVION;
ROBERTS e CHEVION, 2000).

A capacidade antioxidante total da amostra é umagaiu da combinacdo de dois
parametros analiticos, o primeiro € o potenciabxidacdo (anddic&a e catddicoEc), que
reflete especificamente o poder redutor do comp@3teegundo é a intensidade da corrente
gerada I), refletindo a concentracdo do(s) componente(SHE@ON; ROBERTS e
CHEVION, 2000).
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Experimentalmente, inicia-se a aplicacdo do po&rig um valor no qual nenhuma
reducdo ocorre. Com o aumento do potencial paiGaggnais negativas (catodica) ocorre a
reducdo do composto em solucdo, gerando um piammente proporcional a concentracao
deste composto. Quando o potencial ja tiver atmgioh valor no qual nenhuma reacéo de
reducdo ocorre, o potencial é varrido no sentiderso, até o valor inicial, e no caso de uma
reacdo reversivel, os produtos que tiverem sidadgsr no sentido direto (e se localizam
ainda proximos a superficie do eletrodo) serdoamad, gerando um pico simétrico ao pico
da reducdo (CHEVION; ROBERTS e CHEVION, 2000). Teeneomo exemplos de reacdes
reversiveis a catequina e a rutina dissolvidas @ocdo de 12% etanol, 0,033 M de &cido
tartarico com adi¢cdo de NaOH a pH 3,6 (KILMARTIND@; WATERHOUSE, 2002).

Em reacdes eletroquimicas reversiveis as espéamsesaveis e trocam elétrons
rapidamente com o eletrodo de trabalho. Neste capotencial redox padréo Qg a média
entre o potencial anddico e catodico, como moste@acao 2 (CHEVION; ROBERTS e
CHEVION, 2000).

OE (Ea+Eo) 2)
2

2.4 Mistura de antioxidantes

Atualmente, é possivel encontrar na literaturaogaeistudos que tentam esclarecer o
comportamento antioxidante de alguns compostovithdilmente. Porém, muito pouco é
conhecido sobre os resultados da mistura delespriggiedades antioxidantes e, como
consequéncia, na estabilidade dos alimentos (PIN&L&., 2004). Sabe-se, contudo, que 0s
compostos antioxidantes podem apresentar interdggendendo da sua concentracdo e da
metodologia aplicada para avaliar a atividade amtante (HEO et al., 2007).

A capacidade antioxidante total em frutas, legumeseus produtos processados é
atribuida a diferentes tipos de interacdo: singcgis antagonica e ao efeito aditivo (HEO et
al.,2007).

Como exemplo, uma interacao sinergistica foi regqgartpor Rosseto et al. (2002) em
gue, segundo os autores, a malvidina-3-glucosigée se tornar um radical (Me), resultado
da doacdo de H para o radical peroxila, era regdoepela catequina, sendo possivel
sequestro de mais radicais livres e consequentemamt incremento significativo na
eficiéncia antioxidante da mistura desses compo@tmgira 10) medida pela inibicdo da

peroxidacao lipidica.
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ROO* MH c*

ROOH Me* CH

Figura 10. Reciclagem entre catequina (CH) e malvidina-Zgideo (MH) na inibicdo da

peroxidacao lipidica.

Um acréscimo também foi notado na atividade ardemie, medida pela captura do
radical peroxinitrito (ONOQ, da combinacdo de @M de quercetina, rutina e resveratrol,
totalizando uma mistura de @ (IACOPINI, 2008).

A mistura entre catequina, resveratrol e quercetddms com concentracéo de*1d
em etanol, promoveu um efeito antagénico na atikedantioxidante, medida pelo método
DPPH, no trabalho realizado por Pinelo et al. (2004

Esse mesmo tipo de interagcdo ocorreu entre algummstsras que eram compostos
pelo acido elagico, catequina, cianidina, acideicafe quercetina na avaliagcdo da oxidacao
de LDL, em concentracdes de 281 cada, totalizando misturas de |BM com dois
componentes e 7/M com trés componentes. Os autores do estudo @ragarconcluséo
que o acido elagico exerce um significativo ef@itdagdnico na atividade antioxidante em
todas as combinacdes contendo catequina devidota ge hidrogenio formada entre o grupo
o-difenol da catequina e a carbonila do acido eEYER; HEINONEN e FRANKEL
1998.

Chama-se de efeito aditivo quando a capacidadexafdnte total de uma mistura de
compostos fendlicos € equivalente a soma das atigglindividuais de cada composto. Esse
efeito foi observado por Heo et al. (2007), atrad@snétodo de sequestro do radical ABTS,
em misturas de varios compostos fendlicos, assimocoo trabalho realizado pddeyer,
Heinonen e Frank€1998).

2.5 Planejamento experimental de misturas

O experimento com misturas € aquele no qual doismais componentes sdo

misturados, em quaisquer proporcdes, obtendo-se m@s@osta para cada conjunto de
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componentes. Duas consideragfes sao importantepropsedades de uma mistura s&o
determinadas pelas proporcbes de seus componentas propor¢cdes dos diversos
componentes sdo dependentes entre si. Para otim&gropriedades de uma mistura
mudando a sua formulacéo, deve-se sempre obedesgiraade que a soma dos componentes
tem que resultar em 100% (BARROS NETO; SCARMINI@RUNS, 2003; CORREA,
HOTZA e SEGADAES, 2004).
Para uma mistura qualquer de g componentes, poes:sever:

q

IXi=Xp+ X+t %=1 (3)

i=1

Onde g € o numero de componentes na mistura a prépor¢cdo dos componentes na
mistura (Equacao 3).

Em sistemas com trés fatores independentes, aafigésica seria um cubo e o0s
experimentos corresponderiam a qualquer ponto @letesse cubo. Entretanto, como 0s
componentes da mistura devem obedecer a restrichooxt+ x3 = 1, um triangulo equilatero
inscrito no cubo é definido, como mostra a Figuta(RARROS NETO; SCARMINIO e
BRUNS, 2003; CORREA; HOTZA e SEGADAES, 2004).

A X1

N

X3

X2

Figura 11. Espaco experimental para trés fatores indepeesigeubo) e mistura de trés

componentes (triangulo).

Em um planejamento de mistura, as propor¢des de el@thento estdo restritas por
uma fronteira. Combinando-se estas fronteirassgia-que se denomina “Regido Simplex”.
Os tipos principais séo:

a) Planejamento em rede simplex: representado @®rpentos no trianguldleste tipo de
planejamento os pontos dos experimentos estadbdisktns nos vértices (componentes puros)

e nos lados (misturas binarias) do triangulo.
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b) Planejamento simplex centrdide: este planejamantescenta ao simplex em rede um
ponto central no tridngulo que correspondente &unaiem partes iguais.

A funcéo resposta (Y) pode ser expressa como umd@moio de primeiro, segundo ou
terceiro grau e € calculada por regressdo, a pdeirvalores da propriedade obtida
experimentalmente envolvendo os componentes purosit@s misturas de composicao
variada.

Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (2003), delmomais simples € o linear,
que procura explicar o comportamento de uma proade apenas com o0s resultados obtidos
com a utilizacdo de cada componente individualm@ggeiacao 4). Pode-se ter, além deste, 0
modelo quadratico, que considera os efeitos dasaigiies de dois componentes (Equacao 5),
e modelo cubico especial que considera os efeitss interacdes dos trés componentes

(Equacéo 6).

Yi=bi*xg+bp*xo+ by*x3 (4)

Yi=b*Xy + p*X2 + b3*X3 + bio*X 1*X 2 + bi3*X 1*X 3 + bpa*X2*X 3 (5)

Yi=br*Xy + p*X2 + b3*X 3 + Dio*X 1*X2 + D13*X 1*X 3 + pa*X 2*X 3 + Dr23"™X 1*X 2*X 3 (6)
Onde:

Yi = Variavel resposta do modelo;
bi = Coeficientes da equacéo;

Xi = Proporgao do componente na mistura.

O modelo ajustado a partir do planejamento de miispode ser representado

graficamente por uma superficie de resposta.

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Reagentes

Folin-Ciocalteu 2N, 2,2’-azinobis (2-amidinopropamihidrocloreto (AAPH), Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido carfior), fluoresceina sddica, 2,2-difenil-1-
picrihidrazila (DPPH) e 2,2 -azinobis(3-etilbenaatlina-6-acido sulfénico) (ABTS) foram
comprados da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, M@jsuffato de potassio, nitrato de sodio
e etanol foram adquiridos da Synth (Diadema, SRtakbl foi obtido da CRQ (Diadema,
SP).

3.2 Compostos fendlicos

Os seis compostos fendlicos padrdes utilizados @adano de mistura foram: o acido
caféico (Fluka, Buchs, Suica), o acido ferrulicm(®, Steinhelm, Alemanha), o acido galico
(Sigma, Steinhelm, Alemanha), a catequina (FlukachB, Suica), a quercetina (Sigma,
Steinhelm, Alemanha) e a rutina (Sigma, Steinheiktemanha). Uma descricdo mais

detalhada desses compostos € apresentada no Guadro

Quadro 5. Descricado dos compostos fendlicos utilizados.
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Composto

Estrutura

Classe

Massa molar (g/mol)

Acido caféico

Acido ferrulico

Acido galico

Catequina

Quercetina

Rutina

X ~COCH
HO
X\ -COOH
MeO
HO

HO
HO‘@*COOH
HO

CH

CC
HO. O on
OH
O OH
| OH
OH

OH

o

Acido cinamico

Acido cinamico

Acido benzéico

Flavanois

Flavonois

Flavonois

180,16

194,20

170,10

290,28

338,2

664,60

3.3 Planejamento experimental

Uma planificacdo experimental do tipo Simplex-Céide contendo 63 solucdes foi

utilizada, considerando a mistura de seis variagdisdo galico, Acido ferrdlico, Acido

caféico, Catequina, Quercetina e Rutina). Essasc@e$ tinham um total de 1mM de

compostos fendlicos. Todas as combinacgdes foraiadees (seis solugbes 1 a 1, quinze 2 a 2,

vinte 3 a 3, quinze 4 a 4, seis 5 a 5 e uma coi® aampostos) (Tabelas 2, 3, 4,5, 6 e 7,

respectivamente). Para misturas de i compostesi(2 6), cada composto encontrou-se na

concentracéo dé'imM.
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Foram feitas quatro replicatas das solu¢des pupasadidos caféico e galico, da
catequina, quercetina, rutina e da mistura contéodas os seis compostos e trés repeticbes
da solucédo pura de acido ferrdlico. O preparo adisc8es foi feito aleatoriamente. Elas

foram mantidas a -20°C e sob atmosfera de nitrog@gianalise.

Ensaio  Ac. caféico  Ac.ferrilico Ac.galico Catemmi Quercetina  Rutina
1 - - - - -
- 1 - - - -
- - 1 - - -

1 - -

- - - - 1 -

DO WN PR
1
1

Tabela 2 Solugdes 1 a 1 de compostos fendlicos com coraagiat total de 1 mM.

Tabela 3 Solucdes 2 a 2 de compostos fendlicos com coraggd total de 1 mM.

Ensaio  Ac. caféico  Ac.ferrilico  Ac.galico Catemmi Quercetina  Rutina
7 0,50 0,50 - - - -
8 0,50 - 0,50 - - -
9 0,50 - - 0,50 -
10 0,50 - - - 0,50 -
11 0,50 - - - - 0,50
12 - 0,50 0,50 - -
13 - 0,50 - 0,50 -
14 - 0,50 - - 0,50 -
15 - 0,50 - - - 0,50
16 - - 0,50 0,50 -
17 - - 0,50 - 0,50 -
18 - - 0,50 - - 0,50
19 - - - 0,50 0,50 -
20 - - - 0,50 - 0,50
21 - - - - 0,50 0,50

Tabela 4 Solugdes 3 a 3 de compostos fendlicos com coraagit total de 1 mM.
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Ensaio  Ac.caféico  Ac. ferrilico  Ac.galico Categmi Quercetina  Rutina
22 0,33 0,33 0,33 - - -
23 0,33 0,33 - 0,33 - -
24 0,33 0,33 - - 0,33 -
25 0,33 0,33 - - - 0,33
26 0,33 - 0,33 0,33 - -
27 0,33 - 0,33 - 0,33 -
28 0,33 - 0,33 - - 0,33
29 0,33 - - 0,33 0,33 -
30 0,33 - - 0,33 - 0,33
31 0,33 - - - 0,33 0,33
32 - 0,33 0,33 0,33 - -
33 - 0,33 0,33 - 0,33 -
34 - 0,33 0,33 - - 0,33
35 - 0,33 - 0,33 0,33 -
36 - 0,33 - 0,33 - 0,33
37 - 0,33 - - 0,33 0,33
38 - - 0,33 0,33 0,33 -
39 - - 0,33 0,33 - 0,33
40 - - 0,33 - 0,33 0,33
41 - - - 0,33 0,33 0,33




Tabela 5 Solugdes 4 a 4 de compostos fendlicos com coraagt total de 1 mM.
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Ensaio  Ac.caféico Ac.ferrilico Ac.gélico Catétp  Quercetina  Rutina
42 0,25 0,25 0,25 0,25 - -
43 0,25 0,25 0,25 - 0,25 -
44 0,25 0,25 0,25 - - 0,25
45 0,25 0,25 - 0,25 0,25 -
46 0,25 0,25 - 0,25 - 0,25
47 0,25 0,25 - - 0,25 0,25
48 0,25 - 0,25 0,25 0,25 -
49 0,25 - 0,25 0,25 - 0,25
50 0,25 - 0,25 - 0,25 0,25
51 0,25 - - 0,25 0,25 0,25
52 - 0,25 0,25 0,25 0,25 -
53 - 0,25 0,25 0,25 - 0,25
54 - 0,25 0,25 - 0,25 0,25
55 - 0,25 - 0,25 0,25 0,25
56 - - 0,25 0,25 0,25 0,25

Tabela 6 Solugdes 5 a 5 de compostos fendlicos com coraagit total de 1 mM.

Ensaio  Ac. caféico  Ac.ferrilico Ac.gélico Catétp  Quercetina  Rutina
57 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 -
58 0,20 0,20 0,20 0,20 - 0,20
59 0,20 0,20 0,20 - 0,20 0,20
60 0,20 0,20 - 0,20 0,20 0,20
61 0,20 - 0,20 0,20 0,20 0,20
62 - 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

Ensaio  Ac.caféico Ac.ferrilico Ac.gdlico Catetp  Quercetina  Rutina
63 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167

3.4 Medida da atividade antioxidante

3.4.1 Método TEAC
O protocolo TEAC utilizado foi o adaptado por Siktaal. (2007) a partir do proposto

por Re et al. (1999), usando o radical cation ABT&Smicroplacas. A andlise foi conduzida

em espectrofotdmetro Biotrak (Molecular Devicemai8wale, CA) a 750 nm.

A solucéo estoque de 10 mL de ABTE7 mM) foi preparada em agua ultra-pura

usando 1mL de perssulfato de potassio (25,4 mM)ocagente oxidante. Esta solugéo foi

mantida ao abrigo de luz por no minimo 16 horagemperatura ambiente, para permitir a
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formac&o total dos radicais. A solucdo de trabdh@BTS"™ foi obtida diluindo-se a solucgéo
estoque em etanol até atingir absorbancia entee@42.

O valor TEAC é determinado pela comparacdo a cdpdei de captura do
antioxidante Trolox. Assim, a cada dia de andlissparou-se uma curva de calibracdo. A
solucéo estoque de Trolox (40 mM) foi preparadaetamol e armazenada a —20°C sob
atmosfera do nitrogénio. A partir desta solucaarforfeitas diluicbes para obter-se a reta de
calibragdo com 5 concentracoes diferentgdvi48 uM, 12 uM, 16uM, 20 uM.

Uma aliquota de 1@L da amostra diluida em etanol ou Trolox foi colieana
microplaca (96 pocos, transparente, Nalge Nunaratmnal, Rochester, NY) e a reacao
comecou apos a adicdo de 180da solucéo de trabalho do ABTSO grau de descoloracdo
reflete a cinética de diminuicdo da concentracaradial e foi acompanhado por 6 minutos.

O valor TEAC foi calculado pela medida da areaachrva derivada da porcentagem
de inibicdo da absorbancia em funcdo do tempo.l€locadda area sob a curva foi realizado
para a diluicdo da amostra que teve uma porcentdgembicao final entre 20% e 80%. As
amostras foram analisadas em triplicata.

A atividade antioxidante das amostras foi expressgiM ET (Equivalentes Trolox),

calculada pela Equacgéo 7.
U

TEAC (uM ET) = =222 ¥ Diluigio (7)

Em que:

AUCamosTrA = @ area sob a curva de inibicdo da amostra

a Trolox = coeficiente angular obtido da curva de calibragao

O calculo da area sob a curva (AUC) da amosti@ Erolox € dado na Equacao 8.

AUC:(%Inb(tzo) x05+ i%lnb(tzlomjxw (8)
i=2
Sendd% Inba porcentagem de inibicao no tenifx) e que é dada ela Equacao 9:
04Inb = % X 100 (9)
Onde: A e Axsao valores de absorbancia do branco e da amesipgctivamente.
3.4.2 Método DPPH

O método DPPH de Brand-Williams, Cuvelier e Bed&95) foi modificado para

este trabalho.
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A mistura reacional foi composta pela adicdo d2539. da solucdo metandlica de
DPPH (25 mg/L, preparada ao abrigo da luz) gi£Z5da amostra apropriadamente diluida em
metanol. A absorbancia foi lida em espectrofotdbmetultrospec 2000, UV/Visible—
Pharmacia Biotech, Suécia) a 515 nm até 20 mirdg¢ogacdo, sendo as amostras diluidas de
maneira a apresentarem absorbancia constante pergsdo (valor final equivalente a menos
de 1% da absorbancia inicial). As leituras foraitageem duplicata.

Solucdes padrdes de Trolox foram analisadas pewasirucao da curva de calibracao.
A partir de uma solucéo estoque de 5 mM, prepacada metanol e armazenada a — 20°C,
foram feitas cinco concentrac¢des: 800, 500, 250,e1@5uM. A curva foi preparada a cada
dia de analise. As atividades de sequestro doatadiéiccada amostra foram calculadas como a
porcentagem de inibicdo do radical DPRPbInb), segundo a Equacdo 9 acima, em que a
absorbancia do branco e da amostra sé@o as lidésmimo da reacao.

O valor da atividade antioxidante foi expresso ewhEII' (Equivalentes Trolox) a
partir do coeficiente de regressa) ¢alculado da curva de calibracdo (Equacéo 10):

o4 Inibicio
DPPH (uM ET) = % % Diluicio (10)

3.4.3 Método de Folin-Ciocalteu

Foi utilizado o método de Singleton e Rossi (196Bpdificado para uso em
microplacas.

A mistura para a reagdo € composta de: @25@le amostra (dgua destilada para o
branco), 125uL de solucdo de Folin-Ciocalteu 1N e 6a5de carbonato de sodio (M2Os)
a 75 g/L. Apo6s o periodo de incubacédo de 30 min@@3 uL foram repassados para 0S pogos
da microplaca (96 pocos, transparente, Nalge Numerrational, Rochester, NY) e a
absorbancia lida a 750 nm em espectrofotdmetrordiofMolecular Devices, Sunnyvale,
CA). A analise foi realizada em duplicata.

O resultado foi calculado a partir de uma curvaradie acido galico e expresso
como mM de Equivalentes Acido Galico (EAG) ou mg@&A em funcdo da discusséo a ser

feita.

3.4.4 Método ORAC
O protocolo ORAC usado neste trabalho foi o adaptad partir do método
desenvolvido por Ou, Hampsch-Woodill e Prior (20@1)o modificado por Huang et al.

(2002), para uso em microplacas, usando fluoreacein
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A analise foi realizada em microplacas para fluetila de 96 pocos (Greiner -
Alemanha) e em fluorimetro de microplaca (Bio-Te&tluments, Inc, USA). Um volume de
25 puL da amostra foi misturada com 150 pL de flsceéna (55,5 nM) e incubada por 15
minutos a 37°C na microplaca antes da injecdo atioande 25 pL da solucdo de AAPH
(153 mM). A fluorescéncia foi acompanhada duraifteriinutos por leituras com intervalos
de 1 minuto Xexcitagas 485 NM Aemissaz 520 nm). Solucdes de Trolox foram preparadas para
a curva de calibracdo (4, 8, 20 e 32 uM), sendadea cada dia de analise. Todas as solucdes
foram diluidas em tampéao fosfato (75 mM, pH 7,4).

As amostras foram analisadas em trés diluicbesiderando-se a média como valor
ORAC final, como recomendado por Huang et al. (20@2 quantificacdo da atividade
antioxidante esta baseada no célculo da area salva de decaimento da fluorescéncia como
proposto por Cao e Prior (1999).

A partir da curva padréo, os equivalentes de Tralaxamostra foram calculados
utilizando a seguinte equacéo: y = ax + b; entcerecentracdo de Trolox (x) (LM) e a area
sob a curva de decaimento da fluoresceina (y) (Ad®stra — AUC branco). Os valores
ORAC foram expressos como micromolar de equivaseritelox (UM ET).

3.4.5 Voltametria ciclica

O protocolo utilizado por Kilmartin, Zou e Watertsa (2001) foi usado para avaliar
a atividade antioxidante por voltametria ciclicateEanalise foi realizada apenas com as
solucdes de compostos fendlicos puros diluidos etamol. As solu¢cdes metandlicas foram
feitas com 0,1M de nitrato de sédio para servielggrolito. Os sais utilizados para o preparo
dos tampdes ja desempenham esse papel.

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos atravésirdePotenciostato/Galvanostato
Autolab (Eco Chemie Bv, Utrecht, Holanda) (Figueag 8 uma taxa de varredura de 100 mV/s
e a varredura feita de -100 mV a 1200 mV, rep&i(taés) vezes em seqiéncia.

Os eletrodos utilizados foram: carbono vitreo @ide 3 mm polido com alumina),
como eletrodo de trabalho; Ag/AgCl como referémrcde platina como auxiliar (Figura 12b).
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Figura 12. Potenciostato/Galvanostato (a) e eletrodos @jasna voltametria ciclica.

3.5 Tratamento estatistico

Os resultados obtidos foram submetidos a andliseuincia, estudo de correlacéo
e teste de diferenca de médias (Teste de Tukey)acxilio dos programas STATISTICA
release 7.0 (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK) e Exceldiidsoft Corporation, 2003).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Atividade antioxidante dos compostos fendlicgmdroes
O resultado da atividade antioxidante medida pelétodos ORAC, TEAC, DPPH e
FC para cada solugéo analisada encontra-se em.anexo
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A Tabela 8 mostra os resultados da anélise dencai§ANOVA) para cada método

utilizado, indicando o modelo que foi estatisticateesignificativo (p<0,001) para predizer a

resposta (atividade antioxidante), assim como &dace do mesmo.

Tabela 8 Andlise de variancia dos resultados de atividadi®xidante obtidos por diferentes

métodos analiticos.

O modelo cubico especial significativo para os mi@soTEAC e DPPH indica a

presenca de interacdes estatisticamente sigmfasat(p<0,05) entre trés componentes,

enquanto que para o método ORAC, o modelo quadrdtidica interacbes entre dois

compostos apenas; por fim, o modelo linear paraétodo de FC indica que ndao houve

Soma dos Graus de Quadrado

quadrados liberdade médio F P
TEAC (Modelo Cubico Especial)
Modelo 25364491 40 634112 3,71 <0,001
Falta de Ajuste 4573378 25 207881 156 0,153
Erro Puro 2935177 25 133417
Erro Total 7508555 50 170649
Total Ajustado 32873046 90 391346
DPPH (Modelo Cubico Especial)
Modelo 33388804 40 834720 8,99 <0,001
Falta de Ajuste 2602021 26 118274 1,83 0,091
Erro Puro 1296040 24 64802
Erro Total 3898061 50 92811
Total Ajustado 37286865 90 454718
FC (Modelo Linear)
Modelo 17,99975 5 3,599950 204,480,001
Falta de Ajuste 0,78915 57 0,013845 0,54 0,974
Erro Puro 0,68972 28 0,025545
Erro Total 1,47887 85 0,017606
Total Ajustado 19,47862 90 0,218861
ORAC (Modelo Quadratico)
Modelo 523515386 20 26175769 6,83 <0,001
Falta de Ajuste 168681346 42 4016223 1,13 0,371
Erro Puro 95706603 28 3544689
Erro Total 264387949 70 3831709
Total Ajustado 787903336 90 8852846
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nenhuma interagéo estatisticamente significativ®,Qb) detectada por este método.

Os resultados indicam também que o modelo sigtificpara cada método apresenta
um bom ajuste para os dados experimentais atravéaatsignificancia da ‘Falta de Ajuste’
(p>0,05).

Nas Figuras 13, 14, 15 e 16 estdo representada®dias e os desvios padrdes dos

valores de atividade antioxidante dos seis compgsicos.

4000
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15001 I
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TEAC (UM ET)
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Ac. Cafeico  Ac.Ferrtlico  Ac.Galico  Catequina Quercetina Rutina

Figura 13. Atividade antioxidante de compostos fendlicos padrmedida pelo método
TEAC (Colunas com a mesma letra representam valwdiessignificativamente diferentes

pelo teste de Tukey para p<0,05; as barras de gigogicam t¥desvio padrao).
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Figura 14. Atividade antioxidante de compostos fendlicos padrmedida pelo método
DPPH (Colunas com a mesma letra representam vah@@ssignificativamente diferentes

pelo teste de Tukey para p<0,05; as barras de gigogicam t¥desvio padrao).
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Figura 15. Atividade antioxidante de compostos fenélicos padmedida pelo método de
Folin-Ciocalteu (Colunas com a mesma letra reptaservalores nao significativamente
diferentes pelo teste de Tukey para p<0,05; asapale erros significam *desvio

padrao).
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Figura 16. Atividade antioxidante de compostos fendlicos padrmedida pelo método
ORAC (Colunas com a mesma letra representam vat@@significativamente diferentes

pelo teste de Tukey para p<0,05; as barras de gigogicam t¥desvio padrao).

Constata-se que, no geral, os flavondides tém predmcia no topo da classificacéo,
indicando que essa classe tem maior potencialxaaiote que os acidos fendlicos. Esse fato
€ explicado pela estrutura quimica dos flavondides, quais: 1) a presenca de mais grupos
hidroxilas leva a uma maior possibilidade de déamés de hidrogénio, e 2) o maior nimero
de ligacdes duplas € responsavel por um maior cheslento de elétrons (Rice-Evans, Miller
& Paganga, 1996).

Analisando mais detalhadamente os resultados dermnéatbdo, pode-se comprovar
o fato de a reatividade de alguns compostos diferiHa compostos antioxidantes que néo
reagem com determinadas espécies oxidantes. E o dsasutina, que mostra pouca
reatividade com o radical ABTS, resultando em baitteidade no método TEAC, assim
como ja observado por Villafio et dR005) que justifica esse fato pela presenca de

glicosilacdo na posicao 3 do anel C na estrutusaal#favonol.
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4.2 Influéncia do meio reacional do método analitecsobre a atividade antioxidante

Um comportamento que se pode observar é a foig€mdia do meio reacional da
técnica analitica na reatividade dos compostos.ORAC e FC, que empregam meios
aguosos e mais basicos, os trés acidos fendlicesaagaram as menores atividades. Porém,
nos métodos TEAC e DPPH, que empregam meios atosflio acido galico consegue
destaque. Stratil, Klejdus & Kuban (2006) tambémificaram a alta capacidade de reacéo
deste acido fendlico com os radicais nesses disad métodos, justificando o fato pelo seu
maior numero de hidroxilas ativas (3 grupos OH).

Possivelmente, um fator determinante responsaveéssga conduta € o efeito do pH
na atividade antioxidante dos acidos fendlicos. plé's dos métodos ORAC e FC (7,4 e ~10
respectivamente) o acido carboxilico da estrutarancontra-se em forma dissociada (como
por exemplo o acido caféico na Figura 17). Baseaedoa lei de interacfes eletrostaticas
(Lei de Coulomb), o elétron, que encontra-se ersorgncia na estrutura do composto apos
ficar desemparelhado com a transferéncia de seuapaesenta uma forca de repulsdo
proximo ao grupo carregado §Oja que ambos possuem carga negativa, diminuimda
possibilidade de ressonancia nesta posicao. Assisimeios mais acidos (TEAC e DPPH), o
acido galico consegue apresentar um maior poteactaixidante, jA que na forma protonada

€ possivel um maior deslocamento do elétron.

HO—QR— coon PX Hopﬁ—cocr pKa -op—wcocr pKS-O@_R_COO'
< < -
HO > H — H —~ -0

R = CH = CH. Acido galico (pK= 4,26, pk = 8,7); Acido caféico (pK= 4,43, pk =
8,69); Acido ferrulico (pK = 4,52, pk = 9,39).

Figura 17. Equilibrio protolitico do acido caféico e pKa désidos fenodlicos estudados
(Fonte: IUPAC (1979a), IUPAC (1979b); Smith e MHrt&989); Beltran et al. (2003)).

4.3 Potencial de oxidacdo dos compostos fendlicaalpdes

Foi possivel obter voltamogramas tipicos para s femolicos padrbes apenas em

meio metandlico (Figura 18).
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos para solu¢cdes de 1 mMAJ&c¢ido caféico, (B) acido ferrulico, (C) acido

galico, (D), catequina, (E) quercetina e (F) ruénametanol. Taxa de varredura: 100 mVs
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Na voltametria ciclica com o aumento do potenciatapregifes mais positivas
(anddicas) ocorre a oxidacdo do composto em salugérando um pico de corrente
proporcional a concentracdo deste composto. Quaipadbencial ja tiver atingido um valor no
qual nenhuma reacdo de oxidacdo ocorre, o poteé@ciarrido no sentido inverso (regiao
catodica), até o valor inicial, e no caso de unagde reversivel, os produtos que tiverem sido
gerados no sentido direto (e se localizem aindaimpas a superficie do eletrodo) serdo
reduzidos, gerando um pico simétrico ao pico dalapdo. O potencial observado no pico
gerado na regido anddica € o chamado potenciakidagéio. Na Tabela 9 encontram-se os
valores dos potenciais de oxidagdo dos seis comgpdehdlicos em meio metandlico. Os
valores apresentados nesta tabela mostraram etecedgmnodutibilidade, com desvios padrbes

menores que 0,02 V.

Tabela 9 Potencial de oxidagdo dos compostos fendlicosidadbs em metanol com

concentracédo de 1mM.

Composto fendlico Pico observado Potencial de g@d4V)*
Acido caféico Primeiro 0,698
Acido ferrulico Primeiro 0,916
Acido galico Primeiro 0,696
Segundo 0,935
Catequina Primeiro 0,75§’
Segundo 1,017
Quercetina Primeiro 0,616i
Segundo 0,977
Rutina Primeiro 0,802)

* Valores de potencial com a mesma letra represent&lores ndo significativamente diferentes pestetele
Tukey para p<0,05.

O potencial de oxidacao medido desta forma esa@icglado com a forca redutora do
fendlico. Isto é relevante para a sua acao antokéd Aqueles com menor potencial de
oxidacdo seriam capazes de capturar facilmentadisais livres, bem como a reconstituicao
de outras espécies oxidadas (Blasco, Gonzalez &gmc2004).

Segundo Kilmartin, Zou & Waterhouse (2002), molésutjue apresentam o0 grupo
orto-difenol, possuem potencial de oxidacdo maigscbé um grupo facil de ser oxidado).
Esse fato pode ser observado para o acido galiaogeercetina, dando destaque para a

quercetina que apresentou 0 menor potencial deag&aldentre todos os compostos (Tabela
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9), esperando-se, com isso, que apresente um el&vader antioxidante”. Essa confirmacao
vem pela elevada atividade demonstrada por ess@osbonnos métodos utilizados neste
trabalho (Figuras 13, 14, 15 e 16). A rutina e ®aana sdo excecdes, pois apresentaram
potencias mais elevados dentre as moléculas qsegmoso grupo orto-difenol, como também
visto por Kilmartin, Zou & Waterhouse (2002).

No presente trabalho, o acido ferrulico apreseat@omo o composto fendélico de
maior potencial (Tabela 9), episédio ja esperadaddea falta do grupo orto-difenol e
principalmente pela presenca do grupo metil em estautura, que € responsavel pelo
aumento significativo no potencial de oxidac&o (@agt al, 2009). E esperado, portanto, que
este composto seja menos ativo como antioxidaate, éste confirmado pela sua baixa
atividade antioxidante nos quatro metodos aquiadas (Figuras 13, 14, 15 e 16).

Vale ressaltar que o poder redutor dos antioxida@teonhecido por ser regulado por
propriedades quimicas como seus potenciais deaigdnz(Pl) e as energias de dissociacao da
ligacdo O-H, com o Pl como o maior contribuinter Batro lado, 0s mecanismos especificos
da oxidacdo de fenois também envolvem complexosepsms termodinamicos como
transporte de massa, absorcado e reacles eletrogalquimicas (por exemplo, reacdo de
dimerizagéo) (Cheng & Li, 2004).

O comportamento eletroquimico das moléculas esasdesta de acordo com trabalho
realizado por Kilmartin, Zou & Waterhouse (2001)egavaliou as propriedades redox de
diversos compostos, dentre eles os seis aqui ektsida também observou a quercetina com
baixo potencial de oxidacdo e o acido ferralico camm dos maiores potenciais dentro do
grupo de moléculas.

O voltamograma do acido caféico mostra que suaag&l foi reversivel, ou seja, os
produtos desta reacdo foram reduzidos no eletredoadoono vitreo, gerando um pico de
corrente negativa (catédico) na varredura invelesse fato foi também observado com a
guercetina e a rutina (Figura 6). A reversibilidade esta relacionada com a estabilidade dos
compostos fendlicos, mas fornece um parametroawditique pode ajudar a identificar os
compostos fenodlicos presentes em uma mistura camgl€iimartin, Zou & Waterhouse,
2002).

4.4 Comparagao entre os métodos

Segundo Prior, Wu & Schaich (2005) caracteristicamo extensao analitica e

reprodutibilidade sdo fundamentais para um método agtaliacdo da capacidade
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antioxidante, assim como 0 reconhecimento de smemtes. Estes mesmos autores
propdem os métodos ORAC, TEAC e FC como os padgidesessa funcdo em alimentos.
Porém, os resultados deste estudo, indicados pajasas 13, 14, 15 e 16 e pela Tabela
10, mostra que a analise ORAC, mesmo apresentandomaior amplitude de valores,
possue altos desvios entre as replicatas, assim o0rtAC. O método de Folin-Ciocalteu
possui a melhor reprodutibilidade de valores desdrquatro metodologias.

Certos autores reconhecem a fragilidade do métod®AG quanto a
reprodutibilidade dos resultados por ser um ens#t@mente sensivel a temperatura.
Seerum et al. (2008) verificaram que uma pequemsgZd da temperatura na placa
utilizada na leitura das amostras leva a uma sogiiva reducéo na reprodutibilidade dos
resultados. Thaipong et al. (2006) também chegarassa afirmacao quando verificaram
diferencas significativas entre as replicatas ndode ORAC, assim como no método
ABTS, para amostras de extratos de goiaba. Elestatanam também que o valor da
leitura tende a ser maior na parte superior e mge @squerda dos 96 pocos da placa,
afirmando, com isso, que a localizacdo das amos#&rgdaca induz a um aumento da taxa

de erro nos ensaios.

Tabela 10 Amplitude de valores obtidos em quatros métodtsdados.

Método Valor minimo-valor maximo
ORAC 1172 — 17059 (UM ET)
FC 0,88 — 2,82 (MM EAG)
TEAC 644 — 3570,8 (UM ET)
DPPH 726,2 —3901,4 (UM ET)

ET: Equivalente Trolox; EAG: Equivalente Acido Gali

Vale destacar que o proposito inicial do métodé-olen-Ciocalteu, na maioria dos
trabalhos cientificos, € de expressar a concemragial em compostos fendlicos numa
solucdo. Porém, o fato de ele ter proporcionaddatestos de 0,88 a 2,82 mM Equivalentes
Acido Galico para os compostos aqui estudados, dsimoclaramente que a estimacéo
usual desse conteudo baseada em um Unico padraossgeiga, tornando o método
comprovadamente debilitado para este fim. Para oneliepresentar este evento,

guantificou-se pelo método os seis compostos fem®litilizados neste estudo em quatro
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concentracgdes distintas, sendo os resultados exgsresn mg EAG/L como € usualmente
encontrado na literatura (Figura 19).

1000 1 x Quercetina
< Rutina
800 A .
+ Catequina
x Ac. Caféico
L 600 - i .
G a Ac. Ferrulico
£ ® Ac. Galico
?n 400 A
200 4
0 L) L) L] 1
0 0,5 1 1,5 2

mM

Figura 19. Curvas de quantificacdo do conteudo de seis csiopdendlicos pelo método
de FC.

Através da figura, observa-se a diferenca do deefie angular dos &acidos
fendlicos e dos flavonoides. Assim, a expressaaemdtados como equivalentes molares
de &cido gélico para a avaliagdo do conteudo tletadmostras, como matrizes vegetais,
resultara em erros significativos se a maioria cimapostos fendlicos ndo forem acidos
fendlicos como o acido gélico. Souza (2007) tamldmagou a essa conclusdo. Seu
trabalho comparou coeficientes obtidos por regeeis&ar de oito compostos fendlicos,
incluindo o &cido galico, dosados pelo método denFdiocalteu. O acido géalico também
apresentou coeficiente angular distinto (0,0198)akmais fendlicos (em media 0,03).

Na Tabela 11 encontram-se os valores dos coeksedé correlacdo entre o0s

meétodos da medida da capacidade antioxidante.
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Tabela 11 Coeficientes de correlacdo entre os métodost@oaliestudados.

Coeficiente de n
correlagcao

ORAC vs TEAC 0,0188 90

ORAC vs DPPH 0,2037* 90
ORAC vs FC 0,3374* 90

TEAC vs DPPH 0,3618* 90
TEAC vs FC 0,0343 90
DPPH vs FC 0,6234* 90
VC vs ORAC 0,0361 6
VC vs TEAC - 0,5664 6
VC vs DPPH - 0,5502 6

VCvs FC - 0,2846 6

(*) Estatisticamente significativo para p<0,05; Mltametria Ciclica.

Correlacbes estatisticamente significativas (p<0,880 encontradas entre alguns
meétodos, porém pouco representativas, ja que si&asbalsso reforca a necessidade da
utilizagdo de no minimo dois métodos para uma agati mais apropriada da atividade
antioxidante. Recomenda-se, entdo, 0os que naoeapaesm correlacdo significativa, como
TEAC e ORAC ou TEAC e FC, sendo bastante pertisepte serem de mecanismos (no
primeiro caso) e meios reacionais diferentes. Guatdores também sugerem a utilizacao de
um conjunto de métodos como a forma ideal de avalaividade antioxidante, por exemplo,
Tabart et al. (2009), propuseram um meio de nomagho da capacidade antioxidante,
utilizando uma média ponderada dos resultados deéameétodos baseados em principios
diferentes: DPPH , ORAC, hemdlise e ressonéanctebeliea de spin.

Observa-se também que a voltametria ciclica n&esaptou correlagdo com nenhum
dos outros métodos, corroborando o fato de a egdel entre potencial redox e métodos
baseados na transferéncia de elétrons ainda n&wteconsistentemente demonstrada. As
correlacbes negativas com os metodos baseadosnséenéncia de elétrons (DPPH, TEAC e
FC), apesar de néao significativas, sugerem umatena inversamente proporcional, ou seja
quanto menor o potencial de oxidacdo maior a a&dedantioxidante. Ja a correlacdo mais
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baixa com o0 método ORAC ja era esperada por estens@nsaio baseado em transferéncia
de &tomo de hidrogénio.

4.5 InteracOes antioxidantes

O planejamento experimental de misturas utilizaglste trabalho permite, com auxilio
do programa STATISTICA, indicar as possiveis mesuide compostos fendlicos que
apresentam efeito sinergistico ou antagénico. Hegamcdes, nos quatro métodos analiticos,
sdo aqui indicadas pelo grafico de Pareto (Fige@a21 e 22), que mostra a contribuicao real
na atividade antioxidante de cada substancia enddaras que apresentam efeito positivo ou
negativo sobre a resposta. Apenas as variaveisséstanente significativas sdo apresentadas
(p<0,05).

(C) Ac. Galico

(E) Quercetina

(D) Catequina 12,60375

(B) Ac. Ferrulico ,692906
(A) Ac. Caféico
(F) Rutina
BDE

BCD 277884

CD

Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 20. Efeito estimado das variaveis e suas interaghlee sa atividade antioxidante

medida pelo método TEAC.
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(F) Rutina

(E) Quercetina 0,36538
(C) Ac. Galico

(D) Catequina

(A) Ac. Caféico

(B) Ac. Ferrulico ,091696
CF
BEF

CEF

Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 21. Efeito estimado das variaveis e suas interagiiae | atividade antioxidante
medida pelo método DPPH.

(D) Catequina 10,5206
(F) Rutina

(E) Quercetina '
(A) Ac. Caféico
DE

(B) Ac. Ferrulico :

BD

DF |

Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 22. Efeito estimado das variaveis e suas interagiiae | atividade antioxidante
medida pelo método ORAC.
O método de FC nao demonstrou sensibilidade pacanhecer possiveis
interacdes. Observa-se que os métodos ORAC, TEAPRH apresentaram interacdes
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entre compostos fendlicos estatisticamente sigtifias, em geral, positivas,

demonstrando possivel sinergismo. No entanto, fonaoucas combinacdes que
apresentaram essa interacdo, considerando o tetalochbinacbes possiveis entre 0s
compostos fendlicos.

Vale ressaltar que mesmo com a presenca dessaacgds, tanto com efeito
positivo quanto negativo sobre a resposta, a ti¢do € minima (valores absolutos de 2
a 4) se comparada aos efeitos dos compostos gpanaks

Um maior efeito da mistura catequina com a queraato método ORAC (valor
absoluto de 4,2) é observada devido a alguma atleiddos produtos de reacdo desta
ultima, como j& comprovado na literatura (Haeneal.e2006).

Hidalgo, Sanchez-Moreno e Pascual-Teresa (201@éamnobservaram interacdes
entre compostos fendlicos, os flavondides, utililtaBPPH e FRAP. Com o ensaio DPPH,
a maioria das combinagcbes promoveu efeitos anteg@nicom excecdo de algumas
interagdes sinérgicas como a mistura kaempferatieatina.

Uma possivel explicacdo para as interacbes comsaeré na atividade
antioxidante seria a regeneracdo entre os antiobddaem que um composto fendlico
regeneraria o radical resultante da oxidacdo dm dendlico, aumentando assim a sua
atividade, como ocorreu no trabalho feito por Rtussé al. (2002) em que a malvidina-3-
glucosideo era regenerada pela catequina, comemartstrado na Figura 10 promovendo
um incremento significativo na eficiéncia antioxita desses compostos. Porém, para
avaliar essa hipotese, analises mais especifioaggéeridas.

Para melhor visualizar os efeitos sinergisticontagbnicos das misturas apontadas

pela analise estatistica, estas, assim como ososbogppuros, foram submetidas a andlise de

varredura espectrofotométrica. Uma caracteristadiqular da lei de Lambert-Beer € a

aditividade das absorbancias. Teoricamente, o eepede absor¢cdo observado pela mistura

sera a soma dos espectros individuais que serididosbcaso cada uma das espécies

estivesse presente sozinha na solugdo e sob asamesindicdes experimentais, néo

ocorrendo nenhuma interacdo entre as espéciesmAsdguma alteracdo no perfil

espectrofotométrico destas misturas pode indigaesenca de interacdes entre as moléculas.

As misturas que tiveram efeito sobre o ORAC fordmidhs em tampéo pH 7,4, sobre o

DPPH, em metanol e sobre o TEAC, em etanol, nasmasediluicbes em que se encontravam

em cada método.

Os gréficos das varreduras espectrofotométricaalglemas misturas podem ser

visualizados nas Figuras 23, 24, 25, 26 e 27.
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Figura 23. Varredura espectrofotométrica das solucfes padiéeatequina, quercetina e
das misturas (tedrica e pratica) em tampao foghdt@,4, 75 mM.
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Figura 24. Varredura espectrofotométrica das solucdes paddie acido ferrdlico,

catequina e das misturas (tedrica e pratica) eméaarfosfato pH 7,4, 75 mM.
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Figura 25. Varredura espectrofotométrica das solucfes padiéecatequina, rutina e das

misturas (tedrica e pratica) em tampao fosfato g 75 mM.
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Figura 26. Varredura espectrofotométrica das solucdes padiéeacido gélico, rutina e

das misturas (tedrica e pratica) em metanol.
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Figura 27. Varredura espectrofotométrica das solucbes paddie acido ferrulico,

catequina, acido galico e das misturas (teéricatcp) em etanol.

Observa-se que as misturas diluidas em tampaotdogfel 7,4 apresentaram
modificacdes no perfil espectrofotométrico. Naguras 23 e 25, verifica-se claramente que o
perfil de absorbancia da mistura de compostos i@k maior que o esperado, chamado
efeito hipercrobmico. O efeito oposto, o hipocrémi@diminuicdo da absorbancia), foi
visualizado na mistura acido ferrulico/catequinaFfa 24). Umdeslocamento das bandas de
absorcdo para um comprimerde onda maior, o efeito batocrémico, também paievisto
nas Figuras 23 e 25. Essas mudancas reforcam aaddéexisténcia de interacdo entre as
moléculas combinadas. Esse aumento na intensidad@sbrcao, por exemplo, pode estar
sendo operado, aparentemente, por pontes de hidoogiétre as moléculas. Com isso, pode-
se dizer que a analise de varredura espectrofatcméias misturas que tiveram efeito sobre
0 ORAC conseguiu apoiar a idéia da presenca dexgites entre os compostos fendlicos.

Na mistura acido galico/rutina em meio metandlisses deslocamentos ndo sao
observados (Figura 26). Pelo grafico, percebe-sglamiente que o pico maximo de
absorbancia apresentado pouco difere do tedrid@?6)-1

O efeito hipercrébmico também pode ser observadomigtura catequina/acido

ferrdlico/acido galico em etanol (Figura 27).
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5 CONCLUSOES

Os flavondides confirmaram-se como mais poderosoantq a atividade
antioxidante, se comparados aos acidos fendliamsp@ssuirem uma estrutura quimica
gue favorece a estabilidade do radical formado.

O acido galico foi uma excecdo dentre os &cidolifeos por apresentar elevada
atividade antioxidante, comparavel a dos flavor&idguando medida pelos métodos
TEAC e DPPH, ambos de meios alcodlicos, o que dewralicios da forte influéncia do
meio reacional da técnica analitica na reatividdde compostos em relacdo a sua
atividade antioxidante.

Os potenciais de oxidacdo observados nos voltammagraforam menores para a
quercetina e maiores para o0 acido ferrulico, seesies de elevada e baixa atividade
antioxidante, respectivamente, reforcando a idéiguhnto menor o potencial maior a forca
antioxidante do composto.

Os resultados demonstraram a fragilidade de algo&odos estudados e
consequentemente das discussfes e conclusdesesstvadas, em que: o método ORAC,
mesmo apresentando uma larga amplitude de valoites eompostos (de 1172 a 17059
UM ET), possuiu altos desvios; o método de Folioe@iteu mostrou uma boa
reprodutibilidade, podendo ser recomendado pardiaava capacidade antioxidante de
substancias fenolicas individualmente, mas debditpara quantificar o contetdo total de
fendlicos, além de parecer pouco sensivel as giesa

Fracas correlacdes entre métodos foram observ&iRAE e DPPH, ORAC e FC,
TEAC e DPPH e DPPH e FC), devendo, assim, seraditi no minimo dois métodos para
uma avaliacdo mais consistente da atividade adaoxe, por exemplo: ORAC e TEAC ou
FC e TEAC. A medicdo do potencial de oxidacdo pamtametria ciclica ndo apresentou
correlacdo estatisticamente significativa (p<O@sh nenhum dos demais métodos.

0 aparecimento de efeitos hipercromico, hipocréreit@tocromico, bem visualizados
nas misturas que tiveram efeito sobre o ORAC, cefor a idéia de sinergismo e
antagonismo. Contudo, houve, no gera,l a preseacpodcas e irrisorias interacdes entre

compostos fendlicos sobre a atividade antioxidtaoite.



60

BIBLIOGRAFIA

ALHO H.; LEINONEN J. Total antioxidant measured by chHeminescence methods,
Methods in Enzymology 299, 3-15, 1999.

ARUOMA, O.l; SPENCER, J.P.E.; WARREN, D.; BUTTER, HALLIWELL, B.
Characterization of food antioxidants illustrateding commercial garlic and ginger
preparationFood Chemistry, 60, 149-156, 1997.

BARROS NETO, B.; SCARMINIO, I.S.; BRUNS, R.EComo fazer experimentos.
Pesquisa e desenvolvimento na ciéncia e na indusiri2® edi¢do, Editora da Unicamp,
Campinas, 2003.

BELTRAN, J.L.; SANLI, N.; FONRODONA, G.; BARRON, DOZKAN, G.; BARBOSA,
J. Spectrophotometric, potentiometric and chronrajagc pk, values of polyphenolic acids
in water and acetonitrile-water medfnalytica Chimica Acta, 484, 253-264, 2003.

BONDET, V.; BRAND-WILLIAMS, W.; BERSET, C. Kineticsand mechanisms of
antioxidant activity using the DPPH free radicalthoel. Lebensmittel Wissenschaft und
Technologie 30, 609-615, 1997.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E; BERSET, C. Usef a free radical method to
evaluate antioxidant activity.ebensmittel Wissenschaft und Technologj&8, 25-30, 1995.

CALDWELL, C.R. Alkylperoxyl radical scavenging aetly of red leaf lettuce Lactuca
satival.) phenolicsJournal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 4589-4595, 2003.

CAO, G.; PRIOR, R.L. Measurement of oxygen rad@bsorbance capacity in biological
samplesMethods in Enzymology 299, 50-62, 1999.

CAO, G.; VERDON, C.P.; WU, A.H.B., WANG, H., PRIORR.L. Automated Assay of
Oxygen Radical Absorbance Capacity with COBAS FARACIinical Chemistry, 41, 1738-
1744, 1995.

CHEVION, S; ROBERTS, M.A.; CHEVION, M. The use ofdlic voltammetry for the
evaluation of antioxidant capacitiyree Radical Biology e Medicing28, 860-870, 2000.



61

CORREA, S.L.; HOTZA, D.; SEGADAES, AM. Uso de témas de planejamento
experimental e programacdo nao linear para otifAizage massas ceramicas triaxiais.
Revista Matéria, 9, 271-279, 2004.

DANGLES, O. The physico-chemical properties of pbignols. How do they relate to their
roles in plants, foods and human healtrofood industry hi-tech, 4, 64-67, 2006.

ESPIN,J.C.; SOLER-RIVAS, C.; WICHERSH. J. Characterization of the total free radical
scavenger capacity of vegetables oils and oil ifvast using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
radical.Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48, 648-656, 2000.

FOTI, M.; DAQUINO, C.; GERACI, C. Electron-transfegaction of cinnamic acids and their
methyl esters with the dpph radical in alcoholituions. Journal Organic Chemistry, 69,
2309-2314, 2004.

FRANCIS, F.J. Food colorants: anthocyanir@itical reviews in Food Sience and
Nutrition , 28, 273-314, 1989.

FRANKEL, E.Lipid Oxidation . 2nd edn. Bridgwater: The Oily Press Lipid Libra2905.

FRANKEL, E.N.; MEYER, A.S. The problems of usingesdimensional methods to evaluate
multifunctional food and biological antioxidantkurnal of Food Science and Agricultura)
80, 1925-1941, 2000.

HAENEN, G.R.M.M.; ARTS, M. J.T.J.; BAST, A.; COLEMA M.D. Structure and activity
in assessing antioxidant activity in vitro and imoz A critical appraisal illustrated with the
flavonoids.Environmental Toxicology and Pharmacology 21, 191-198, 2006.

HAGERMAN, A.E.; RIEDL, K.M.; JONES, G.A.; SOVIK, W.; RITCHARD, N.T;
HARTZFELD, P.W.; RIECHEL, T.L. High molecular weigplant polyphenolics (tannins) as
biological antioxidantsJournal of Agricultural and Food Chemistry, 46, 1887-1892, 1998.

HALLIWELL, B. Free Radicals and Antioxydant: A persal view.Nutrition Reviews, 52,
253-265, 1994.

HALLIWELL, B.; AESCHBACH, R.; LOLIGER J.; ARUOMA, d. The characterization of
antioxidantsFood and Chemical Toxicology 33, 601-617, 1995.



62

HALLIWELL, B. Antioxidants in human health and dase.Annual Review of Nutrition,
16, 33-50, 1996.

HAMILTON, R.J. ; KAMU, C. ; PRISK, E.; PADLEY, F.B. PIERCE, H. Chemistry of free
radicals in lipidsFood Chemistry, 60, 193-199, 1997.

HARBONE, J.B.; WILLIAMS, C.A. Advances in flavonoidesearch since 1992.
Phytochemistry, 55, 481-504, 2000.

HEIM, K.E.; TAGLIAFERRO, A.R., BOBILYA, D.J. Flavooid antioxidants: chemistry,
metabolism and structure-activity relationshipeurnal of Nutritional Biochemistry, 13,
572-584, 2002.

HELLER, W. Flavonoid bioshyntesis: an overview. :In.MIDDLETON, E,;
HARBORNE, J.B. Plant flavonoids in biology and medicine: biochemial,
pharmacological, and structure-activity relationshps, 213. New York: Alan R. Liss, 1986.

HEO, H.J.; KIM, Y. J.; CHUNG, D.; KIM, D. Antioxidat capacities of individual and
combined phenolics in a model systdrnod Chemistry, 104, 87-92, 2007.

HIDALGO, M.; SANCHEZ-MORENO, C.; PASCUAL-TERESA, Flavonoid—flavonoid
interaction and its effect on their antioxidantiatg. Food Chemistry. Article in Press,
2010.

HUANG, D.; OU, B.; PRIOR, R.L. The Chemistry behiAdtioxidant Capacity Assays.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 53, 1841-18562005.

HUANG, D.; OU, B.; HAMPSCH-WOODILL, M. F.; JUDITHA.; PRIOR, R. L. High-
throughput assay of oxygen radical absorbance tg&RAC) using a multichannel liquid
handling system coupled with a microplate fluoreseereader in 96-well formalournal of
Agricultural and Food Chemistry, 50, 4437-4444, 2002.

IACOPINI, P.; BALDI, M. ; STORCHI, P.; SEBASTIANI,L. Catechin, epicatechin,
quercetin, rutin and resveratrol in red grape: €ontlIn vitro antioxidant activity and
interactionsJournal of Food Composition and Analysis21, 589-598, 2008.

IUPAC. Stability constants of metal-ion complex@art B. Organic Ligands€Pergamom
Press Oxford, 1979a.

IUPAC. lonization constants of organic acids in emus solutionsPergamom Press
Oxford, 1979b.



63

JADHAVI, S.J.; NIMBALKAR, S.S.; KULKARNI, A.D.; MADHAVI, D.L. Lipid oxidation

in biological and food systems. In: MADHAVI, D.LDESHPANDE, S.S.; SALUNKHE,
D.K. Food antioxidants — technological, toxicological athhealth perspectivesNew York:

Marcel Dekker, Inc., 5-63, 1995.

KILMARTIN, P.A.; ZOU, H.; WATERHOUSE, A.L. A cyclicvoltammetry method suitable
for characterizing antioxidant properties of wineadawine phenolics.Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 49, 1957-1965, 2001.

KILMARTIN, P.A.; ZOU, H.; WATERHOUSE, A.L. Correlan of wine phenolic
composition versus cyclic voltammetry respongenerican Journal of Enology and
Viticulture , 53, 2002.

LU, Y.; FOO, L. Y. The polyphenol constituents ahge pomancd-ood Chemistry, 65, 1-
8, 1999.

MADHAVI, D.L.; SINGHAI, R.S.; KULKARNI, P.R. Techntogy aspects of food
antioxidants. In: MADHAVI, D.L.;, DESHPANDE, S.S.; AAUNKHE, D.K. Food
antioxidants — technological, toxicological and hd#n perspectives New York: Marcel
Dekker, Inc., 159-265, 1995.

MARTIN, S.; ANDRIANTSITOHAINA, R. Mécanismes de larotection cardiaque et
vasculaire des polyphénols au niveau de I'endathéliAnnales de cardiologie et
d’angéiologie 51, 304-315, 2002.

MELO, E.A.; GUERRA, N.B. Acdo antioxidante de corspms fendlicos
naturalmente presente em alimen®asletim da SBCTA, 36, 1-11, 2002.

MEYER, A. S.; HEINONEN, M.; FRANKEL, E.N. Antioxida interactions of catechin,
cyanidin, caffeic acid, quercetin, and ellagic ammdhuman LDL oxidation-ood Chemistry,
61, 71-75, 1998.

NIJVELDT, R.J.; VAN NOOD, E.; HOORN, D.E.C.; BOELE} P.G.; NORREN, K.V.;
LEEUWEN, A.M. Flavonoids: a review of probable manisms of action and potential
applicationsJournal Clinical and Nutrition , 74, 418-425, 2001.

NUTTAL, L.; KENDALL, M.; MARTIN, U. Antioxidant theapy for the prevention of
cardiovascular diseas®JM: An International Journal of Medicine , 92, 239-244, 1999.



64

OuU, B.; HAMPSCH-WOODILL, M.; PRIOR, R.L. Developmerand validation of an
improved oxygen radical absorbance capacity assatygufluorescein as the fluorescent
probe.Journal of Agricultural and Food Chemistry, 49, 4619-4626, 2001.

PACHECO-PALENCIA, L.; DUNCAN, C.E.; TALCOTT, S. Pkgchemical composition
and thermal stability of two commercial acgai spegciButerpe oleraceaand Euterpe
precatoria Food Chemistry, 115 (4), 1199-1205, 2009.

PENNINGTON, J.A.T. Food composition databases foattive food componentdournal
of Food Composition and Analysis15, 419-434, 2002.

PINELO, M.; MANZOCCO, L.; NUNEZ, M.J.; NICOLI, M. Cinteraction among phenols in
food fortification: negative synergism on antioxil@apacity.Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 52, 1177-1180, 2004.

POZO-INSFRAN, D. D., BRENES, C.H., TALCOTT, S.T.ybchemical composition and
pigment stability of Acai Euterpe oleraceaviart.). Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 52, 1539-1545, 2004.

PRAKASH, A. Antioxidant activity.Medallion Laboratories-Analytical Progress Press
19, 1-6, 2001.

PRIOR, R.L.; HUANG, H.; GU, L.; WU, X.; BACCHIOCCAM.; HOWARD, L.;
HAMPSCH-WOODILL, M.; HUANG, D.; OU, B.; JACOB, R. #says for hydrophilic and
lipophilic antioxidant capacity (oxygen radical aldsance capacity (ORAQ)) of plasma and
other biological and food samplekurnal of Agricultural and Food Chemistry, 51, 3273-
3279, 2003.

PRIOR; R.L.; WU, X.; SCHAICH, K. Standardized medlsofor the determination of
antioxidant capacity and phenolics in foods andtadye supplementsJournal of
Agricultural and Food Chemistry, 10, 4290-4302, 2005.

RE, R.; PELLIGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A YANG, M.; RICE-
EVANS, C. Antioxidant activity applying an improve®BTS radical cation decolorization
assayFree Radical Biology and Medicine26, 1231-1237, 1999.

RICE-EVANS, C.A.; MILLER, N.J; PAGANGA, G. Structerantioxidant activity
relationship of flavonoids and phenolic and phendalcids. Free Radicals Biology and
Medicine, 20, 933-956, 1996.



65

RICE-EVANS, C.A.; MILLER, N.J; PAGANGA, G. Antioxidnt properties of phenolic
compoundsTrends in plant science 2, 152-159, 1997.

ROBARDS, K.; PRENZLER, P.D.; TUCKER, G., SWATSITAN@., GLOVER, W.
Phenolic compounds and theirs roles in oxidativaEess in fruitsFood Chemistry, 66, 401-
436, 1999.

ROSS, J.A.; KASSUM, C.M. Dietary flavonoids: Biodahility, metabolic effects, and
safety.Annual Review of Nutrition, 22, 19-34, 2002.

ROSSETTO, M.; VANZANI, P.; MATTIVI, F.; LUNELLI, M; SCARPA, M.; RIGO, A.
Synergistic antioxidant effect of catechin and ndilv 3-glucoside on free radical-initiated
peroxidation of linoleic acid in micellegrchives of Biochemistry and Biophysics 408,
239-245, 2002.

SCALBERT, A.; WILLIAMSON, G. Dietary intake and hkawailability of polyphenols.
Journal of nutrition , 2000.

SEERAM, N. P.; AVIRAM, M.; ZHANG, Y.; HENNING, S. M FENG, L.; DREHER, M;
HEBER, D. Comparation of antioxidant potency of eoomly polyphenol-rich beverages in
the United Stateslournal of Agricultural and Food Chemistry, 56, 1415-1422, 2008.

SHAHIDI, F.; JANIYHA, P. K.; WANASUNDARA, P.D. Pharlic antioxidants.Critical
Reviews in Food Science and Nutrition32, 67-103, 1992.

SILVA, E.M.; SOUZA, J.N.S.; ROGEZ, H.; REES, J.EARONDELLE, Y. Antioxidant
activities and polyphenolic contents of fifteenestéd plant species from the Amazonian
region.Food Chemistry, 101, 1012-1018, 2007.

SINGLETO, V.L.; ROSSI, J.A. Colorimetry of total @holic with phosphomolybdic-
phosphotungstic acid reagemsnerican Journal Enology Viticulture, 16, 144-158, 1965.

SMITH, M.; MARTELL, E. Critical stability constants6 (supplement sectionRlenum
Press New York, 1989.

SOUZA, J.N.S.Etude des propriétés antioxydantesin vitro d’extraits de feuilles de
Byrsonima crassifolia et Inga edulis et caractérisation partielle des composes
phénoligues Tese (Doutorado em Ciéncias Agronémicas e EngenhBioldgica).
Universidade Catdlica de Louvain. Louvain la Nel2@)7.



66

SOUZA, J.N.S.; SILVA, E.M.; SILVA, M.N.; ARRUDA, M5.P.; LARONDELLE, Y.;
ROGEZ, H. Identification and antioxidant activitf several flavonoids dinga edulisleaves.
Journal of the Brazilian Chemical Society 18, 1276-1280, 2007.

STRATIL, P.; KLEJDUS, B.; KUBAN, V. Determinationfototal content of phenolic
compounds and their antioxidant activity in vegetakiEvaluation of spectrophotometric
methodsJournal of Agricultural and Food Chemistry, 54 (3), 607-616, 2006.

TABART, J.; KEVERS ,C.; PINCEMAIL, J.; DEFRAIGNE,.;JDOMMES, J. Comparative
antioxidant capacities of phenolic compounds meaklny various testdzood Chemistry,
113, 1226-1233, 2009.

TEISSEDRE, P.L.; FRANKEL, E.N.; WATERHOUSE, A.L.EREG, H.; GERMAN, J.B.
Inhibition of in Vitro human LDL oxidation by phetho antioxidant from grapes and wines.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 70, 55-61, 1996.

THAIPONG, K; BOONPRAKOBA, U.; CROSBYB, K.; CISNER®ZEVALLOS, L.;
BYRNE, D. H. Comparison of ABTS, DPPH, FRAP, and AIR assays for estimating
antioxidant activity from guava fruit extract®ournal of Food Composition and Analysis,
19, 669-675, 2006.

VILLANO, D.; FERNANDEZ-PACHON, M.S.; TRONCOSO, A.MGARCIA-PARRILLA,
M.C. Comparison of antioxidant activity of wine plodic compounds and metabolites in
vitro. Analytica Chimica Acta, 538, 391-398, 2005.

YANG C.S.; LANDAU, J.M.; HUANG M.T., NEWMARK, H.L. Inhibition of
carcinogenesis by dietary polyphenolic compourdasual Review Nutrition, 21, 381-406,
2001.



