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RESUMO 

Um estudo comparativo da atividade antioxidante de seis compostos fenólicos padrões 

de diferentes classes e suas misturas foi realizado por distintos métodos analíticos. Utilizou-se 

um planejamento experimental de misturas do tipo Simplex Centróide com concentração total 

de compostos fenólicos de 1mM. A atividade antioxidante foi avaliada pelas metodologias de 

Folin-Ciocalteu (FC), do seqüestro do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH), do TEAC 

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), do ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) 

e pela determinação do potencial de oxidação por voltametria cíclica. A partir dos resultados 

obtidos, pôde-se afirmar que os flavonóides são mais antioxidantes que os ácidos fenólicos e 

que o meio reacional da técnica analítica afeta significativamente a reatividade dos 

compostos. Os potenciais de oxidação observados para a quercetina (0,616V) e para o ácido 

ferrúlico (0,916V), de alta e baixa atividade antioxidante, respectivamente, confirmaram que 

quanto menor o potencial maior a força antioxidante do composto. Os métodos ORAC e FC 

apresentaram a menor e a maior reprodutibilidade, respectivamente. Evidenciou-se que a 

expressão do conteúdo total de compostos fenólicos pelo método de FC em um único 

composto fenólico pode ser importante fonte de erro, além de ser pouco sensível às 

interações. Foram observadas algumas correlações estatisticamente significativas (p<0,05) 

entre os métodos, porém relativamente fracas, reforçando a necessidade da utilização de no 

mínimo dois métodos para a avaliação da atividade antioxidante. Interações entre compostos 

fenólicos foram detectadas pelos métodos TEAC, DPPH e ORAC e modificações nos 

espectros de absorção das misturas reforçaram a teoria da existência de sinergismo e 

antagonismo. 
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ABSTRACT 

A comparative study of the antioxidant activity of six standards of phenolic compounds of 

different classes and their mixtures was performed by different analytical assays. An 

experimental design of mixtures of Simplex Centroid type was used at a final and total 

concentration of phenolic compounds of 1mM. The antioxidant activity was evaluated by the 

methods of Folin-Ciocalteu (FC), inhibition of radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), Oxygen Radical Absorbance Capacity 

(ORAC) and the oxidation power by cyclic voltammetry. From the results, it could be pointed 

out that flavonoids are more antioxidants than the phenolic acids and that the reaction medium 

of the analytical assay significantly affects the reactivity of the compounds. The oxidation 

power of quercetin (0.616 V) and ferulic acid (0.916 V) negatively correlated with the highest 

and lowest antioxidant activity, respectively, confirming that the lower is the potential, the 

higher the antioxidant activity of the compound. The ORAC and FC assays showed the lowest 

and highest reproducibility, respectively. Interestingly, the only expression of the total content 

in phenolic compounds by FC method in gallic acid equivalents is an important source of 

error and is not very sensitive to interactions. Significant correlations (p<0.05) between 

methods could be observed, meanwhile very low, reinforcing the need to use at least two 

methods for evaluating the antioxidant activity. Interactions between phenolic compounds 

were detected with TEAC, DPPH and ORAC assays and registered changes in the 

spectrophotometric profiles of mixtures reinforced the existence of synergism and 

antagonism. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 Evitar fenômenos de degradação dos constituintes dos alimentos tem sido uma 

preocupação constante na indústria. A oxidação lipídica é um deles. Ela se inicia com a 

formação de radicais livres e os hidroperóxidos formados podem causar alterações sensoriais 

indesejáveis em óleos, gorduras ou alimentos que os contêm, produzindo odor e sabor 

desagradáveis, diminuindo seu tempo de vida útil (SHAHIDI; JANIYHA, e 

WANASUNDARA, 1992; FRANKEL, 2005). Porém, com a utilização de antioxidantes nos 

produtos alimentares uma conservação prolongada é alcançada, uma vez que são substâncias 

capazes de reduzir a velocidade de oxidação ou retardar a mesma. Os antioxidantes permitem, 

com isso, manter as qualidades nutricionais dos alimentos (HALLIWELL et al., 1995).  

Como o emprego de antioxidantes sintéticos na indústria de alimentos tem sido alvo 

de questionamentos quanto a sua inocuidade, as pesquisas encontram-se voltadas para a busca 

de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional (MELO e GUERRA, 2002). 

Destacam-se, nesse sentido, os compostos fenólicos. A Amazônia tem um grande potencial a 

ser explorado de maneira sustentável como fornecedora desses compostos com alta atividade 

antioxidante. Tem-se, por exemplo, o açaí que é uma fonte rica em compostos fenólicos 

bioativos e as folhas de Inga edulis, que apresentam elevada capacidade antioxidante 

relacionada aos compostos fenólicos identificados. 

Os compostos fenólicos constituem um dos mais numerosos e amplos grupos de 

substâncias distribuídos no reino vegetal. Os flavonóides e os ácidos fenólicos são os mais 

comuns. São poderosos antioxidantes naturais, atuando de maneira eficiente na captura de 

radicais livres e sua atividade depende da estrutura química (VILLAÑO et al., 2005).  

Para se determinar a eficiência dos antioxidantes, uma diversidade de métodos in vitro 

vem sendo usada. Substratos, meios e mecanismos reacionais diferentes são aplicados nos 

testes. Vários artigos de síntese já foram publicados sobre este tema e os pareceres divergem 

consideravelmente. Além disso, alguns estudos vêm mostrando que misturas de fenólicos 

podem interagir e assim afetar a capacidade antioxidante total de uma mistura (IACOPINI et 

al., 2008).  Faz-se necessário, então, um maior conhecimento a respeito de quais são essas 

interações, em que métodos elas são detectadas e quais mecanismos regem a sua atuação. 

Com base nessas considerações, o objetivo desse estudo é classificar os compostos 

fenólicos de diferentes classes em função de sua atividade antioxidante, verificando se há 

presença de interação, através de diferentes métodos analíticos, aplicando o planejamento 

experimental de misturas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Compostos fenólicos 

 
Os compostos fenólicos são aqueles que apresentam em sua estrutura pelo menos um 

anel benzênico com uma ou mais hidroxilas diretamente ligada(s) ao anel (MELLO e 

GUERRA, 2002). Eles constituem o maior e mais distribuído grupo de metabólitos do reino 

vegetal, desempenhando papel importante no crescimento e no metabolismo das plantas e 

fazendo parte da alimentação humana e animal (TEISSEDRE et al., 1996).  

  A importância que apresenta o estudo de substâncias fenólicas é considerável no que 

se refere às áreas da saúde e agro-alimentar. Essas substâncias intervêm nas reações de 

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

 

2.1.1 Estrutura e classificação 

Os compostos fenólicos se caracterizam pela enorme diversidade de formas 

encontradas nas suas estruturas, levando a sua subdivisão em vários subgrupos. 

Dentre as milhares de estruturas fenólicas atualmente conhecidas, que vão desde 

moléculas simples a moléculas altamente polimerizadas, destacam-se os flavonóides e os 

ácidos fenólicos, que são os antioxidantes fenólicos naturais mais comuns (MADHAVI; 

SINGHAI e KULKARNI, 1995; SCALBERT e WILLIAMSON, 2000). Os polifenóis de alto 

peso molecular são os taninos condensados (proantocianidinas) e os taninos hidrolisáveis. 

Eles estão presentes em grãos, legumes, frutas, ervas e bebidas derivadas de plantas 

(HAGERMAN et al., 1998). 

 

2.1.1.1 Os ácidos fenólicos 

Os ácidos fenólicos podem ser subdivididos em dois grupos: os derivados do ácido 

cinâmico e os derivados do ácido benzóico (HELLER, 1986).  

Os ácidos benzóicos apresentam uma estrutura C6-C1. Eles são amplamente 

distribuidos na natureza, possivelmente por sua simplicidade estrutural química e por estarem 

no início da síntese dos compostos fenólicos (ROBARDS et al., 1999). 

Os ácidos cinâmicos apresentam estrutura química C6-C3. Assim como os ácidos 

benzóicos, eles são largamente distribuídos (ROBARDS et al., 1999), sendo o ácido caféico e 

o ferrúlico, os mais encontrados (YANG et al., 2001). 
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O Quadro 1  apresenta as estruturas básicas, os principais exemplos e algumas fontes 

alimentares  dos ácidos fenólicos. 

 
Quadro 1.  Estrutura e principais exemplos e fontes alimentares dos ácidos fenólicos. 

Estrutura Exemplos Fontes alimentares 

Derivados do ácido benzóico 

O

OH

R2

R3

R1

 

Ácido gálico R1= R2= R3=OH  

Ácido Protocatecúico R1= H, R2=R3= 
OH 

Ácido Vanílico R1= H, R2= OH, R3= 
OCH3 

 

Chocolate, vinho, soja 

Derivados do ácido cinâmico 

R3

R2

R4

O

OHR1  

Ácido caféico R1= R4=H, R2=R3=OH  

Ácido ferrúlico R1=R2=H, R3=OH, 
R4= OCH3 

Ácido p-cumárico R1=R2=R4=H, 
R3=OH 

Tomate, espinafre, 

aspargos, milho, arroz, 

vinho branco, maça, 

azeitona, café 

Fonte: RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997; PENNINGTON, 2002. 

 

2.1.1.2 Os flavonóides 

Os flavonóides representam um vasto grupo de substâncias fenólicas de baixo peso 

molecular com estruturas químicas e características diversas (HEIM; TAGLIAFERRO e 

BOBILYA, 2002). A estrutura dos flavonóides é a C6-C3-C6 que consiste em dois anéis 

benzênicos, A e B e um anel C com um átomo de oxigênio substituindo o carbono, como se 

pode visualizar na Figura 1. 

 

Figura 1. Estrutura geral dos flavonóides. 
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Essa estrutura permite diversas substituições nos anéis A, B e C, resultando numa 

grande série de compostos. Os flavonóides são divididos em classes de acordo com seu nível 

de oxidação no anel C: antocianidinas, flavanóis, flavanonas, flavonóis, entre outros, 

conforme mostra a Figura 2 (MADHAVI; SINGHAI e KULKARNI, 1995). 

 

O

O

OH

OH

OH

R

R

flavanonas

O

O

OH

OH

OH
R

R

flavonas

O
+

OH

OH

OH

OH

R

R

O

O

OH

OH

OH

OH

R

R

O

OH

OH

OH

OH

R

R

flavanóis 
(flavan-3-ol)

antocianidinas

OH

OH O

O
OH

R

R

isoflavonas

flavonóis

 

Figura 2. Principais classes de flavonóides. 
 

Os flavonóides estão presentes em um grande número de alimentos de origem vegetal 

tal como legumes, frutas, cereais, além de bebidas como vinho, cerveja e chá verde (MARTIN 

e ANDRIANTSITOHAINA, 2002).  

O principal flavanol é a catequina, o qual é abundante em folhas, chá verde, vinho 

tinto, chocolate, maçã. A quercetina é o principal flavonol da dieta humana e está presente em 

vários legumes, particularmente em cebolas, verduras e frutas (Quadro 2) (YANG et al., 2001; 

ROSS e KASSUM, 2002). 
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Quadro 2. Principais grupos de flavonóides, componentes individuais e fonte alimentícia. 

Grupo Exemplo de composto Fonte 

Flavonas 

Apigenina Casca de maçã, aipo 

Luteolína Morango, pimenta 

Tricetina Brócolis 

Flavonóis 

Campferol Aipo, maçã, pêssego, pêra, ameixa 

Miricetina Cascas de frutas, vinho tinto 

Rutina Uvas, cebola 

Quercetina 
Alface, azeitonas, cebola, maçã, salsa, 

brócolis, ameixa 

Flavanonas 
Hesperidina Frutos cítricos 

Narigina Casca de cítricos 

Flavanóis 

Epicatequina Vinho tinto, maçã 

Catequina Chá verde, vinho, maçã, chocolate 

Galocatequina Chá verde 

Antocianinas 

Cianidina Amora, açaí 

Delfinidina Cerejas 

Malvidina Uvas 

Perlagonoidina Framboesa 

Peonidina Vinho tinto 

Petunidina 
Morango, cascas de frutas com pigmentos 

escuros 
Fonte: RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997; NIJVELDT et al., 2001; PENNINGTON, 2002. 

 

2.1.2 Compostos fenólicos no contexto amazônico 

A Amazônia, com sua biodiversidade enorme, tem um grande potencial a ser 

explorado de maneira sustentável como fornecedora de biocompostos com alta atividade 

antioxidante, em particular os compostos fenólicos.  

Tem-se, por exemplo, o açaí (Euterpe oleracea), um fruto regional que vem ganhando 

destaque, principalmente por apresentar capacidade antioxidante elevada devido a sua alta 

concentração de antocianinas e tocoferóis (Rogez, 2000). A Tabela 1 apresenta a composição 

e concentração em compostos fenólicos dos frutos de açaí, segundo Pacheco-Palencia, 

Duncan e Talcott (2009). 
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 Tabela 1. Composição e concentração de compostos fenólicos em frutos de açaí.  

Composto fenólico Concentração (mg/Kg de açaí) 
Ácido protocatecuico 1,77 ± 0,11 

Ácido p-hidroxi benzóico 1,80 ± 0,13 
(+)-catequina 5,11 ± 0,22 
Ácido vanílico 5,05 ± 0,27 
(-)-epicatequina 1,07 ± 0,10 
Ácido ferrúlico 0,98 ± 0,10 
Ácido siringico 10,1 ± 0,93 

Isoorientina 23,6 ± 1,07 
Orientina 47,7 ± 2,04 

Cianidina-3-rutinosídeo 1.256 ± 38,1 
Cianidina-3-glicosídeo 947 ± 29,0 

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

 

Pode-se afirmar que a cianidina-3-rutinosídeo é o composto encontrado em maior 

concentração no açaí, sendo ela pertencente ao grupo das antocianinas. A cianidina-3-

glicosídeo é o segundo composto em maior quantidade. Dentre os flavanóis, a (+)-catequina 

aparece em quantidade aproximadamente cinco vezes superior a (-)-epicatequina. 

As folhas de Inga edulis, árvore difundida na floresta secundária tropical da região 

amazônica, também se mostraram como boa fonte das substancias fenólicas. Um estudo 

realizado por Souza et al. (2007) identificou diversos destes compostos, dentre eles o  ácido  

gálico,  a  catequina e a epicatequina, e indicou que a elevada atividade antioxidante medida 

pelo método ORAC do extrato seco dessas plantas tem contribuição significativa desses 

fenólicos (cerca de 10%). 

Adicionalmente, sabe-se que na flora amazônica muitas plantas, geralmente 

desconhecidas dos cientistas, são usadas há muitos anos por povos nativos para curar doenças 

degenerativas. O estudo destas plantas medicinais pode conduzir à descoberta de novas fontes 

antioxidantes, com um incentivo simultâneo à preservação das plantas e um desenvolvimento 

sustentável na região (SILVA et al., 2007). 

 

2.2 Antioxidantes 

 
2.2.1 Aspectos gerais 

Como conceito geral, os antioxidantes são substâncias que, ao estarem presentes em 

pequenas concentrações quando comparadas ao substrato oxidável (lipídios, proteínas, 



19 
 

DNA ou carboidratos) retardam ou previnem significativamente a oxidação do mesmo 

(HALLIWELL, 1994). 

Os alimentos estão sujeitos a sofrerem, durante o processamento e a estocagem, 

reações químicas que podem alterar, indesejavelmente, as características do produto final. 

Uma destas reações é a oxidação dos lipídeos, que ocorre com os ácidos graxos insaturados 

por ataque do oxigênio reativo e é geradora de radicais livres. Radicais livres são quaisquer 

espécies capazes de existir independentemente, que contêm um ou mais elétrons 

desemparelhados, o que as torna altamente reativas (JADHAVI et al., 1995). 

No organismo humano, o metabolismo normal produz constantemente radicais livres 

que podem reagir acidentalmente com proteínas, DNA e RNA, promovendo, assim, vários 

tipos de doenças degenerativas, como câncer, aterosclerose e outras (HALLIWELL, 1996). 

As reações radicalares são iniciadas por espécies químicas denominadas espécies oxigenadas 

reativas (Reactive Oxygen Species ou ROS). Estas são responsáveis pela maioria das 

degradações radicalares, entre elas, a degradação de compostos fenólicos in vivo, em razão de 

numerosas vias que conduzem à sua formação (ROBARDS et al., 1999). O Quadro 3 

apresenta as espécies oxigenadas reativas mais importantes in vivo (ARUOMA et al., 1997). 

 

Quadro 3. Espécies oxigenadas reativas importantes in vivo. 
Espécie 

O2
•-(radical superóxido) 

O2 singleto 
H2O2 (peróxido de hidrogênio) 

ROOH (peróxidos derivados de lipídeos) 
HOCl (ácido hipocloroso) 

RO• (radical alcoxila) 

RO2
• (radical peroxila) 

NO•,NO2
•,ONOO- (peroxinitrito) 

OH• (radical hidroxila) 

 

Um grande número de antioxidantes, sintetizados pelas células ou ingeridos através 

dos alimentos, fornecem uma defesa natural contra as espécies oxigenadas reativas 

(NUTTAL; KENDALL e MARTIN, 1999; ALHO e LEINONEN, 1999). Os antioxidantes 

apresentam-se, então, como uma alternativa para minimizar os danos oxidativos nos seres 

vivos e prevenir a deterioração oxidativa dos alimentos. No entanto, o interesse pelos 

antioxidantes naturais tem destaque diante da comprovação de efeitos maléficos causados por 

doses elevadas de antioxidantes sintéticos. 
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Os compostos antioxidantes atuam sobre a formação dos radicais livres, durante o 

processo oxidativo, através de diversos mecanismos de ação, entre eles: 

a) Captura de oxigênio singleto 

As moléculas inibidoras do efeito do oxigênio singleto impedem a iniciação de uma 

parte importante de reações de degradação e podem, então, ser consideradas como 

antioxidantes preventivos (FRANKEL e MEYER, 2000). 

Certas moléculas naturais são caracterizadas por esta propriedade antioxidante, como 

por exemplo, o β-caroteno, o ácido ascórbico e os flavonóides (HALLIWELL, 1994; RICE-

EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997).  

b) Inibição de enzimas oxidantes 

A atividade de certas enzimas pode gerar espécies iniciadoras de reações 

radicalares, isto é o caso especial da xantina oxidase. As moléculas capazes de inibir estas 

enzimas podem ser consideradas como antioxidantes (FRANKEL e MEYER, 2000). A 

xantina oxidase é inibida pelos flavonóides, particularmente pelas flavonas (HARBONE e 

WILLIAMS, 2000). 

c) Enzimas antioxidantes 

Dentre os numerosos meios de proteção dos seres vivos perante as espécies químicas 

reativas, existe uma bateria de enzimas capazes de reconhecer especificamente as 

biomoléculas degradadas (DNA e proteínas), de eliminá-las e substituí-las (HALLIWELL, 

1994). Certas enzimas se encarregam também de neutralizar diretamente os iniciadores de 

reações radicalares, ou reduzindo as espécies radicalares, ou reciclando os antioxidantes 

oxidados. As principais enzimas que intervêm nesses mecanismos são: superóxido dismutase 

(na presença do cofator), catalase e glutationa peroxidase. 

d) Quelação de íons metálicos 

Os íons metálicos, em particular o cobre e o ferro, são iniciadores muito importantes 

de reações radicalares e sua imobilização sob a forma de complexos organometálicos é, por 

isso, um mecanismo antioxidante muito importante (FRANCIS, 1989). Os flavonóides que 

possuem um anel B substituído por dois grupos hidroxilas em posição orto são, sob esse 

aspecto, muito eficazes (RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1996).  

Outras moléculas como o ácido cítrico, o etileno diamino, o ácido fosfórico e o ácido 

ascórbico são também complexantes do cobre e ferro (HAMILTON et al., 1997). 

e) Captura de radicais livres 
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A família mais importante de antioxidante é aquela que agrupa as moléculas capazes 

de transferir um átomo de hidrogênio para uma espécie radicalar, seguindo um esquema 

reacional do tipo: 

R + A-H A + R-H (A -H é o antioxidante)

 

Esses antioxidantes agem durante as etapas de propagação das reações radicalares. O 

poder antioxidante é influenciado pela força da ligação A-H. Assim, quanto mais fraca a 

energia de ligação da ligação A-H, mais a atividade antioxidante será importante (RICE-

EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996; ROBARDS et al., 1999). 

Os compostos fenólicos possuem esse mecanismo de ação. Podem, por conjugação, 

estabilizar o radical fenoxil formado (Figura 3) (RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 

1996). 

Figura 3. Mecanismo de ação de um antioxidante fenólico. 

 

2.2.2 Atividade antioxidante dos ácidos fenólicos e flavonóides puros  

De um modo geral, as características químicas dos compostos fenólicos definem sua 

atividade antioxidante. As duas condições básicas obrigatórias para uma substância fenólica 

ser definida como um antioxidante são: a) quando presente em pequenas concentrações em 

relação ao substrato oxidável retarda ou evita a oxidação do mesmo e b) o radical resultante 

formado após a transferência de elétrons e/ou átomos de H deve ser estável. 

Sabe-se que a capacidade de seqüestro de radicais é devido à habilidade de doação de 

elétrons e/ou H. Sendo assim, quanto maior o número de hidroxilas, maior a possibilidade de 

atividade de seqüestro de radicais livres. A disponibilidade das hidroxilas depende da 

estrutura química e da conformação espacial, a qual pode modificar a reatividade das 

moléculas (PINELO et al., 2004). 

A atividade antioxidante dos ácidos fenólicos depende basicamente do número de 

hidroxilas. Em geral, a atividade antioxidante dos derivados do ácido cinâmico é maior que do 
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ácido benzóico. A presença do grupo –CH=CH–COOH na estrutura do ácido cinâmico 

aumenta sua capacidade de estabilizar radicais livres, pois há conjugação possível da dupla 

ligação com as duplas ligações do anel (Figura 4) (RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 

1996). 

 

Figura 4. Indicação da conjugação possível na estrutura geral dos ácidos cinâmicos. 

 

Sabe-se também que a metoxilação de hidroxila(s) ligada(s) ao anel fenólico, como o 

ácido ferrúlico (Figura 5), resulta no decréscimo na capacidade de sequestro de radicais 

(RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1996). 

  

 

Figura 5. Indicação da metoxilação na estrutura do ácido ferrúlico. 

 

Os flavonóides são os mais eficientes entre as moléculas antioxidantes e sua eficácia 

nessa função tem sido o objeto de várias pesquisas. Sua atividade depende de vários fatores, 

dentre os quais a substituição de átomos de hidrogênio, no anel B, por hidroxilas, desempenha 

o papel mais importante (RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997; ROBARDS, 1999). 

A deslocalização eletrônica entre o anel B e o resto da molécula permite uma boa 

estabilização do radical formado e contribui assim para o aumento da atividade antioxidante 

da molécula.  

Segundo Robards (1999), três características na estrutura dos flavonóides são 

indicadas como as responsáveis pela eficiência máxima no potencial antioxidante (Figura 6): 

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

participando do deslocamento do elétron; 

2) Uma dupla ligação entre os carbonos 2 e 3 em conjugação com a função 4-oxo no 

anel C, responsável pelo deslocamento do elétron do anel B; 

3) Os grupos 3 e 5-OH com a função 4-oxo. 
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Figura 6. Indicação das características estruturais dos flavonóides responsáveis pela 

eficiência máxima no potencial antioxidante. 

 

Vale ressaltar que os flavonóides têm sua atividade diminuída quando são glicosilados 

na posição 3 (RICE-EVANS; MILLER e PAGANGA, 1997; ROBARDS, 1999). 

 
2.3 Métodos de avaliação da atividade antioxidante  

 
2.3.1 Introdução 

 
Como há um crescente interesse na eficácia e na função de antioxidantes naturais nos 

alimentos e sistemas biológicos, o teste da atividade antioxidante tem recebido mais atenção. 

Diversos métodos têm sido propostos, no entanto não existe ainda um método de 

referência. Para se obter uma avaliação correta da atividade antioxidante é necessária a 

utilização de testes distintos, incluindo diferentes mecanismos de inibição da oxidação, como 

no amplo estudo realizado recentemente por Seeram et al. (2008) que comparam  a atividade 

antioxidante de diversas matrizes alimentares através de quatro ensaios diferentes. Porém, 

pode-se encontrar equívocos na interpretação de resultados devido à ausência de um método 

consistente, assim como à complexidade dessas amostras, que muitas vezes apresentam 

interações potenciais entre diferentes antioxidantes (HUANG; OU e PRIOR, 2005; CAO e 

PRIOR, 1999). 

As análises são normalmente classificadas em duas categorias, em função das reações 

implicadas: baseadas em reações de transferência de átomo de hidrogênio (TAH) e 

transferência de elétron (TEL) (HUANG; OU e PRIOR, 2005; PRIOR; WU e SCHAICH, 

2005). Entretanto, o mecanismo da reação pode ser difícil de distinguir, já que, 

aparentemente, a reação de transferência de átomo de hidrogênio pode ser o resultado de uma 
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transferência acoplada de elétron–próton (HUANG; OU e PRIOR, 2005; WICKS; WOOD e 

GARG, 2006).  

A maioria das análises baseadas no TAH implica um conjunto de reações, onde ocorre 

a competição entre os antioxidantes e o substrato com os radicais peroxil produzidos 

termicamente pela decomposição de compostos azo. As análises baseadas no TEL medem a 

capacidade de um antioxidante de reduzir um oxidante, que altera de cor uma vez reduzido. O 

grau de descoloração ou mudança de cor é proporcional à capacidade antioxidante (HUANG; 

OU e PRIOR, 2005; PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

Em função desses mecanismos, a habilidade dos compostos fenólicos em liberar um 

elétron e/ou um átomo de H pode ser quantificada pelo potencial redox padrão (E0) e pela 

energia de dissociação de ligação para a ligação O-H (DANGLES, 2006). 

Entre os protocolos de medida da capacidade antioxidante, o Quadro 4 enumera os 

principais métodos de análises utilizados atualmente, mostrando a diferença entre os mesmos 

quanto ao mecanismo, ao gerador de radicais livres, ao meio reacional, ao ponto final, ao 

método de quantificação e ao tipo de antioxidante avaliado (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

 
Quadro 4. Comparação de métodos de avaliação da capacidade antioxidante. 

Método Mecanismo Gerador Meio Ponto final Quantificação 
Tipo de 

antioxidante 
ORAC TAH AAPH pH 7,4 Tempo fixo AUC L e H 
TRAP TAH AAPH pH 7,4 Fase de latência IC50, tempo de latência H 
FRAP TEL TPTZ/Fe3+ pH 3,6 Tempo variável ∆DO tempo fixo H 
TEAC TEL e TAH ABTS pH 7,0/EtOH Tempo ∆DO tempo fixo L e H 

FC TEL Reagente de FC pH > 10 Tempo fixo ∆DO tempo fixo H 
DPPH TEL DPPH MeOH IC50 ∆DO tempo fixo H 
TOSC TAH KMBA-ABAP pH 7,4 IC50 AUC H 

TBARS-LDL TAH AAPH pH 7,4 Fase de latência Tempo de latência H 
Dienos-LDL TEL Cu2+ pH 7,4 Fase de latência Tempo de latência H 

Hemólise TAH AAPH pH 7,4 Fase de latência ∆DO tempo fixo H 
AAPH: 2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride; ABAP: 2'-azobis-amidinopropane; ABTS: 2,2’-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonate; AUC: Area under the curve (Área sob a curva); DO: Densidade óptica; DPPH: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl; FC: Folin-Ciocalteu; FRAP: Ferric reducing ability of plasma; KMBA: α-keto-γ-methiolbutyric acid; LDL: Low 
density lipoprotein (Lipoproteina de baixa densidade); L: Lipofílico; H: Hidrofílico; ORAC: Oxygen radical absorbance capacity; 
TAH: Transferência do átomo de hidrogênio; TBARS: Thiobarbituric acid reactive substances; TEL: Transferência de elétron; 
TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity; TOSC: Total oxidant scavenging capacity;  TPTZ: 2,4,6-Tripyridyl-1,3,5-Triazine ; 
TRAP: Total radical-trapping antioxidant parameter. 

 

2.3.2 Método Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) 

Embora o TEAC seja na maioria das vezes classificado como reação de transferência 

de elétrons, na realidade o seu radical pode ser neutralizado através desse mecanismo e por 

transferência de átomo de hidrogênio. Os mecanismos de reatividade são, assim, difíceis de 
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serem interpretados sem informação detalhada sobre a composição e estruturas de 

antioxidantes que são testados (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

O princípio deste método baseia-se na captura do radical ABTS+• (ácido 2’-azinobis 

(3-etilbenzeno-tiazolina-6-sulfônico)) azul-esverdeado, relativamente estável, pelo 

antioxidante, convertendo-o num produto incolor (Figura 7). O radical ABTS+• é gerado via 

reação de oxidação do ABTS com o persulfato de potássio (RE et al., 1999). O grau de 

descoloração reflete a cinética de diminuição da concentração do radical ABTS+•, podendo 

ser caracterizado por um máximo de absorbância a 415, 645, 734 e 815 nm. Dentre eles, 415 e 

734 nm são adotados para o acompanhamento espectrofotométrico da reação. O valor TEAC 

é determinado pela comparação à capacidade de captura do Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilchroman-2-ácido carboxílico) em um tempo fixo (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

O Trolox, de fórmula molecular C14H18O4, é o equivalente hidrossolúvel da vitamina E e 

possui propriedades antioxidantes poderosas. 

 

 
Figura 7. Princípio do método TEAC. 

 
 

O valor TEAC pode não ser o real para reações lentas, pois usando-se um ponto final 

de curta duração (4 ou 6 minutos) é possível resultar em valores menores. 

 

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

O DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) é um radical orgânico que tem absorbância 

no UV- visível a 515 nm (Figura 8). Este radical é bastante estável em solução alcoólica. O 

método baseia-se na facilidade com que a forma radicalar recebe um elétron (e um átomo de 

hidrogênio) retirado de um substrato (PRAKASH, 2001). A descoloração resultante é 

monitorada a 515 nm por espectrofotometria, à temperatura ambiente, eliminando o risco de 

degradação térmica das moléculas testadas (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

Acreditava-se que o método DPPH era uma medida de transferência de átomos de 

hidrogênio; no entanto, Foti, Daquino e Geraci (2004) verificaram que esta metodologia 
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está baseada principalmente em uma reação de transferência de elétrons, visto que a 

mudança do átomo hidrogênio é uma reação marginal, porque acontece muito lentamente 

em solventes como metanol e etanol. 

A quantidade de DPPH• removida do meio, acompanhada pela diminuição na 

absorbância da solução do radical, é proporcional à atividade “sequestradora” da amostra, 

sendo possível, portanto, assumir que a inibição de DPPH• é equivalente à atividade 

antioxidante das substâncias presentes na amostra (ESPÍN et al., 2000). Essa inibição pode ser 

comparada ao Trolox e a atividade antioxidante expressa em µMolar de equivalentes Trolox 

(FERNÁNDEZ-PACHÓN et al., 2006). 

 

Figura 8. Radical DPPH 

 

2.3.4 Método de Folin-Ciocalteu (FC) 

O método de Folin-Ciocalteu vem sendo usado há décadas para quantificar os 

fenóis totais em produtos naturais, mas o mecanismo básico é uma reação de 

oxidação/redução e, como tal, pode ser considerado um método de medida da atividade 

antioxidante (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

A metodologia original foi desenvolvida em 1927, na qual a oxidação dos fenóis é 

feita por um reagente de molibdotungstênio, resultando em produtos coloridos com λMÁX 

de 745 a 750nm. Singleton e Rossi (1965) propuseram um método que utiliza o reagente 

molibdotungstênio-forfórico heteropoliânion, que reduz mais especificamente os fenóis, 

em meio básico (com solução de carbonato de sódio, pH~10), sendo empregado o ácido 

gálico como padrão de referência. 

A dissociação de um próton do fenol conduz a um ânion fenolato que é capaz de 

reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu. Acredita-se que o molibdênio é o mais fácil a ser 

reduzido no complexo, ocorrendo, então, a reação de transferência do elétron entre os 

redutores e Mo (VI) (Equação 1) (HUANG; OU e PRIOR, 2005). 

 

                                     Mo (VI) (amarelo) + e- →→→→ Mo (V) (azul)                       (1) 
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O método de Folin-Ciocalteu pode sofrer interferência de algumas substâncias (ex. 

vitamina C, Cu(I), aminoácido, etc.) (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

 

2.3.5 Método Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) 

A análise ORAC tem sido freqüentemente utilizada para avaliar a atividade 

antioxidante relativa de diferentes amostras biológicas e de alimentos. Baseia-se na medida da 

diminuição da concentração de um substrato oxidável durante o tempo, por fluorescência e o 

seu mecanismo de reação consiste na transferência de um átomo de hidrogênio. Diferenças na 

velocidade de decaimento relativo da fluorescência em relação aos controles são indicativos 

de atividades anti ou pró-oxidantes do material testado (CAO e PRIOR, 1999; CALDWELL, 

2003 e PRIOR et al., 2003). 

A fluorescência do substrato diminui na presença de radicais peroxil produzidos pela 

decomposição térmica do 2,2’-azinobis (-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) em fase 

aquosa. O período de proteção do substrato contra o AAPH é diretamente ligado à 

concentração de antioxidante. Mais recentemente, a fluoresceína (FL), um substrato não 

protéico, substituiu progressivamente a β-ficoeritrina (CAO e PRIOR, 1999; CALDWELL, 

2003; PRIOR et al., 2003). 

O método utiliza uma técnica de medida da área sob a curva (Area Under the Curve-

AUC) para a quantificação, o que permite combinar ao mesmo tempo a percentagem de 

inibição e a medida do tempo de inibição da ação dos radicais livres pelos antioxidantes, em 

só um valor (Figura 9). Esse é um dos fatores que torna este um método de referência (CAO 

et al., 1995; PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Gráfico da área sob a curva. 
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Enfim, o método ORAC permite estudar a atividade antioxidante em condições 

particulares de temperatura (37°C), pH (7,4), substrato oxidável e na presença de uma 

substância que provoque a oxidação (AAPH). 

A formação dos radicais a partir do AAPH e o mecanismo reacional podem ser 

observados segundo esquema a seguir: 

 O2 
R-N=N-R    ∆       N2 + 2ROO• 

ROO• + Fluoresceína→ ROOH + Fluoresceína oxidada (perda de fluorescência) 

ROO• + AH→ ROOH + A• 

ROO• + A•→ ROOA 

 

Os valores de ORAC são relatados geralmente como equivalentes de Trolox. Uma 

curva padrão é gerada usando a área sob a curva para várias concentrações padrões de Trolox, 

e os equivalentes da amostra são calculados usando regressão linear (Y = a + bX) entre a 

concentração de Trolox (Y) e a área sob a curva de decaimento da fluoresceína (X) 

(AUCamostra - AUCbranco) (PRIOR; WU e SCHAICH, 2005). 

 

2.3.6 Voltametria cíclica 

Os diversos métodos envolvendo radicais propostos para testar as propriedades 

antioxidantes não informam quantitativamente a facilidade relativa de oxidação, um fator 

importante na atividade antioxidante (KILMARTIN; ZOU e WATERHOUSE, 2001).  

Os compostos são antioxidantes em virtude de sua habilidade de se comportar como 

redutores em solução, tendendo serem oxidados na presença de eletrodos inertes 

(KILMARTIN; ZOU e WATERHOUSE, 2001).  

A voltametria cíclica é um método eletroanalítico usado extensamente para determinar 

as propriedades redox de moléculas em solução e vem sendo utilizado para avaliar a 

capacidade antioxidante de amostras biológicas e alimentos. As informações geradas por este 

método indicam quantitativamente a habilidade do composto em doar elétrons (CHEVION; 

ROBERTS e CHEVION, 2000). 

A capacidade antioxidante total da amostra é uma função da combinação de dois 

parâmetros analíticos, o primeiro é o potencial de oxidação (anódico Ea e catódico Ec), que 

reflete especificamente o poder redutor do composto. O segundo é a intensidade da corrente 

gerada (I), refletindo a concentração do(s) componente(s) (CHEVION; ROBERTS e 

CHEVION, 2000). 
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Experimentalmente, inicia-se a aplicação do potencial de um valor no qual nenhuma 

redução ocorre. Com o aumento do potencial para regiões mais negativas (catódica) ocorre a 

redução do composto em solução, gerando um pico de corrente proporcional à concentração 

deste composto. Quando o potencial já tiver atingido um valor no qual nenhuma reação de 

redução ocorre, o potencial é varrido no sentido inverso, até o valor inicial, e no caso de uma 

reação reversível, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizam 

ainda próximos à superfície do eletrodo) serão oxidados, gerando um pico simétrico ao pico 

da redução (CHEVION; ROBERTS e CHEVION, 2000). Tem-se como exemplos de reações 

reversíveis a catequina e a rutina dissolvidas em solução de 12% etanol, 0,033 M de ácido 

tartárico com adição de NaOH a pH 3,6 (KILMARTIN; ZOU; WATERHOUSE, 2002). 

Em reações eletroquímicas reversíveis as espécies são estáveis e trocam elétrons 

rapidamente com o eletrodo de trabalho. Neste caso, o potencial redox padrão (E0) é a média 

entre o potencial anódico e catódico, como mostra a Equação 2 (CHEVION; ROBERTS e 

CHEVION, 2000). 

                                          E0 = (Ea + Ec)                                                             (2) 

             2 

 

2.4 Mistura de antioxidantes  

 
Atualmente, é possível encontrar na literatura vários estudos que tentam esclarecer o 

comportamento antioxidante de alguns compostos individualmente. Porém, muito pouco é 

conhecido sobre os resultados da mistura deles nas propriedades antioxidantes e, como 

conseqüência, na estabilidade dos alimentos (PINELO et al., 2004). Sabe-se, contudo, que os 

compostos antioxidantes podem apresentar interação dependendo da sua concentração e da 

metodologia aplicada para avaliar a atividade antioxidante (HEO et al., 2007). 

A capacidade antioxidante total em frutas, legumes e seus produtos processados é 

atribuída a diferentes tipos de interação: sinergística , antagônica e ao efeito aditivo (HEO et 

al., 2007). 

Como exemplo, uma interação sinergística foi reportada por Rosseto et al. (2002) em 

que, segundo os autores, a malvidina-3-glucosídeo após se tornar um radical (M•), resultado 

da doação de H para o radical peroxila, era regenerado pela catequina, sendo possível 

seqüestro de mais radicais livres e conseqüentemente um incremento significativo na 

eficiência antioxidante da mistura desses compostos (Figura 10) medida pela inibição da 

peroxidação lipídica.  
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Figura 10. Reciclagem entre catequina (CH) e malvidina-3-glucosideo (MH) na inibição da 

peroxidação lipídica. 

 

Um acréscimo também foi notado na atividade antioxidante, medida pela captura do 

radical peroxinitrito (ONOO-), da combinação de 25µM de quercetina, rutina e resveratrol, 

totalizando uma mistura de 75µM (IACOPINI, 2008).  

A mistura entre catequina, resveratrol e quercetina, todas com concentração de 10-4 M 

em etanol, promoveu um efeito antagônico na atividade antioxidante, medida pelo método 

DPPH, no trabalho realizado por Pinelo et al. (2004).  

Esse mesmo tipo de interação ocorreu entre algumas misturas que eram compostos 

pelo ácido elágico, catequina, cianidina, ácido caféico e quercetina na avaliação da oxidação 

de LDL, em concentrações de 2,5 µM cada, totalizando misturas de 5 µM com dois 

componentes e 7,5 µM com três componentes. Os autores do estudo chegaram a conclusão 

que o acido elágico exerce um significativo efeito antagônico na atividade antioxidante em 

todas as combinações contendo catequina devido à ponte de hidrogenio formada entre o grupo 

o-difenol da catequina e a carbonila do acido elágico (MEYER; HEINONEN e FRANKEL, 

1998). 

Chama-se de efeito aditivo quando a capacidade antioxidante total de uma mistura de 

compostos fenólicos é equivalente a soma das atividades individuais de cada composto. Esse 

efeito foi observado por Heo et al. (2007), através do método de sequestro do radical ABTS, 

em misturas de vários compostos fenólicos, assim como no trabalho realizado por Meyer, 

Heinonen e Frankel (1998).  

 

2.5 Planejamento experimental de misturas  

 
O experimento com misturas é aquele no qual dois ou mais componentes são 

misturados, em quaisquer proporções, obtendo-se uma resposta para cada conjunto de 
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componentes. Duas considerações são importantes: as propriedades de uma mistura são 

determinadas pelas proporções de seus componentes e as proporções dos diversos 

componentes são dependentes entre si. Para otimizar as propriedades de uma mistura 

mudando a sua formulação, deve-se sempre obedecer a regra de que a soma dos componentes 

tem que resultar em 100% (BARROS NETO; SCARMINIO e BRUNS, 2003; CORREA; 

HOTZA e SEGADÃES, 2004). 

Para uma mistura qualquer de q componentes, pode-se escrever: 

q 

Σxi = x1 + x2 +......+ xq = 1    (3) 

i=1 

Onde q é o número de componentes na mistura e xi é a proporção dos componentes na 

mistura (Equação 3). 

Em sistemas com três fatores independentes, a figura básica seria um cubo e os 

experimentos corresponderiam a qualquer ponto dentro desse cubo. Entretanto, como os 

componentes da mistura devem obedecer à restrição x1 + x2 + x3 = 1, um triângulo eqüilátero 

inscrito no cubo é definido, como mostra a Figura 11 (BARROS NETO; SCARMINIO e 

BRUNS, 2003; CORREA; HOTZA e SEGADÃES, 2004). 

 

Figura 11. Espaço experimental para três fatores independentes (cubo) e mistura de três 

componentes (triângulo). 

 

Em um planejamento de mistura, as proporções de cada elemento estão restritas por 

uma fronteira. Combinando-se estas fronteiras cria-se o que se denomina “Região Simplex”. 

Os tipos principais são: 

a) Planejamento em rede simplex: representado por seis pontos no triângulo. Neste tipo de 

planejamento os pontos dos experimentos estão distribuídos nos vértices (componentes puros) 

e nos lados (misturas binárias) do triângulo. 
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b) Planejamento simplex centróide: este planejamento acrescenta ao simplex em rede um 

ponto central no triângulo que correspondente à mistura em partes iguais. 

A função resposta (Y) pode ser expressa como um polinômio de primeiro, segundo ou 

terceiro grau e é calculada por regressão, a partir de valores da propriedade obtida 

experimentalmente envolvendo os componentes puros e outras misturas de composição 

variada. 

Segundo Barros Neto, Scarminio e Bruns (2003), o modelo mais simples é o linear, 

que procura explicar o comportamento de uma propriedade apenas com os resultados obtidos 

com a utilização de cada componente individualmente (Equação 4). Pode-se ter, além deste, o 

modelo quadrático, que considera os efeitos das interações de dois componentes (Equação 5), 

e modelo cúbico especial que considera os efeitos das interações dos três componentes 

(Equação 6). 

Yi = b1 * x1 + b2 * x2 + b3 * x3                         (4) 

Yi = b1*x1 + b2*x2 + b3*x3 + b12*x 1*x2 + b13*x 1*x3 + b23*x 2*x3     (5) 

Yi = b1*x1 + b2*x2 + b3*x3 + b12*x 1*x2 + b13*x 1*x3 + b23*x 2*x3 + b123*x1*x2*x 3   (6) 

Onde: 

Yi = Variável resposta do modelo; 

bi = Coeficientes da equação; 

xi = Proporção do componente na mistura. 

 

O modelo ajustado a partir do planejamento de mistura pode ser representado 

graficamente por uma superfície de resposta.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Reagentes 

 
Folin-Ciocalteu 2N, 2,2’-azinobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), Trolox 

(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-ácido carboxílico), fluoresceína sódica, 2,2-difenil-1-

picrihidrazila (DPPH) e 2,2´-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS) foram 

comprados da Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO). Persulfato de potássio, nitrato de sódio 

e etanol foram adquiridos da Synth (Diadema, SP). Metanol foi obtido da CRQ (Diadema, 

SP).   

 

3.2 Compostos fenólicos 

 
Os seis compostos fenólicos padrões utilizados para o plano de mistura foram: o ácido 

caféico (Fluka, Buchs, Suíça), o ácido ferrúlico (Sigma, Steinhelm, Alemanha), o ácido gálico 

(Sigma, Steinhelm, Alemanha), a catequina (Fluka, Buchs, Suíça), a quercetina (Sigma, 

Steinhelm, Alemanha) e a rutina (Sigma, Steinhelm, Alemanha). Uma descrição mais 

detalhada desses compostos é apresentada no Quadro 5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 5. Descrição dos compostos fenólicos utilizados. 
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3.3 Planejamento experimental  

 
Uma planificação experimental do tipo Simplex-Centróide contendo 63 soluções foi 

utilizada, considerando a mistura de seis variáveis (Ácido gálico, Ácido ferrúlico, Ácido 

caféico, Catequina, Quercetina e Rutina). Essas soluções tinham um total de 1mM de 

compostos fenólicos. Todas as combinações foram testadas (seis soluções 1 a 1, quinze 2 a 2, 

vinte 3 a 3, quinze 4 a 4, seis 5 a 5 e uma com os 6 compostos) (Tabelas 2, 3, 4, 5, 6 e 7, 

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

concentração de i-1 mM. 

Composto Estrutura Classe Massa molar (g/mol) 

Ácido caféico 
OH

COOH
OH

 

Ácido cinâmico 180,16 

Ácido ferrúlico 

OH

COOH
MeO

 

Ácido cinâmico 194,20 

Ácido gálico 

OH

OH

OH

COOH

 

Ácido benzóico 170,10 

Catequina 

 

Flavanóis 290,28 

Quercetina 

 

 

Flavonóis 338,2 

Rutina O

ORutinose

O

OH

OH

OH

OH  

Flavonóis 664,60 
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Foram feitas quatro replicatas das soluções puras dos ácidos caféico e gálico, da 

catequina, quercetina, rutina e da mistura contendo todos os seis compostos e três repetições 

da solução pura de ácido ferrúlico. O preparo das soluções foi feito aleatoriamente. Elas 

foram mantidas a -20ºC e sob atmosfera de nitrogênio até análise. 

 

 Tabela 2. Soluções 1 a 1 de compostos fenólicos com concentração total de 1 mM. 

 

 

Tabela 3. Soluções 2 a 2 de compostos fenólicos com concentração total de 1 mM. 

 

 

 

Tabela 4. Soluções 3 a 3 de compostos fenólicos com concentração total de 1 mM. 

Ensaio Ac. caféico Ac. ferrúlico Ac. gálico Catequina Quercetina Rutina 
1 1 - - - - - 
2 - 1 - - - - 
3 - - 1 - - - 
4 - - - 1 - - 
5 - - - - 1 - 
6 - - - - - 1 

Ensaio Ac. caféico Ac. ferrúlico Ac. gálico Catequina 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 
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Ensaio Ac. caféico Ac. ferrúlico Ac. gálico Catequina 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 
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Tabela 5. Soluções 4 a 4 de compostos fenólicos com concentração total de 1 mM. 

 
 

Tabela 6. Soluções 5 a 5 de compostos fenólicos com concentração total de 1 mM. 

 
 

 

 

 
3.4 Medida da atividade antioxidante 

 

3.4.1 Método TEAC 

O protocolo TEAC utilizado foi o adaptado por Silva et al. (2007) a partir do proposto 

por Re et al. (1999), usando o radical cátion ABTS+• e microplacas. A análise foi conduzida 

em espectrofotômetro Biotrak (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) a 750 nm. 

A solução estoque de 10 mL de ABTS+• (7 mM) foi preparada em água ultra-pura 

usando 1mL de perssulfato de potássio (25,4 mM) como agente oxidante. Esta solução foi 

mantida ao abrigo de luz por no mínimo 16 horas em temperatura ambiente, para permitir a 

Ensaio  Ac. caféico Ac. ferrúlico Ac. gálico  Catequina  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 

Ensaio  Ac. caféico Ac. ferrúlico Ac. gálico  Catequina 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. ferrúlico Ac. gálico  Catequina  Quercetina Rutina  
63 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167 0,167 
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formação total dos radicais. A solução de trabalho do ABTS+• foi obtida diluindo-se a solução 

estoque em etanol até atingir absorbância entre 0,39-0,42. 

O valor TEAC é determinado pela comparação à capacidade de captura do 

antioxidante Trolox. Assim, a cada dia de análise preparou-se uma curva de calibração. A 

solução estoque de Trolox (40 mM) foi preparada em etanol e armazenada a –20ºC sob 

atmosfera do nitrogênio. A partir desta solução foram feitas diluições para obter-se a reta de 

calibração com 5 concentrações diferentes: 4 µM, 8 µM, 12  µM, 16µM, 20  µM.  

Uma alíquota de 10 µL da amostra diluída em etanol ou Trolox foi colocada na 

microplaca (96 poços, transparente, Nalge Nunc International, Rochester, NY) e a reação 

começou após a adição de 190 µL da solução de trabalho do ABTS+•. O grau de descoloração 

reflete a cinética de diminuição da concentração do radical e foi acompanhado por 6 minutos. 

O valor TEAC foi calculado pela medida da área sob a curva derivada da porcentagem 

de inibição da absorbância em função do tempo. O cálculo da área sob a curva foi realizado 

para a diluição da amostra que teve uma porcentagem de inibição final entre 20% e 80%. As 

amostras foram analisadas em triplicata. 

A atividade antioxidante das amostras foi expressa em µM ET (Equivalentes Trolox), 

calculada pela Equação 7.   

                                                              

Em que: 

AUCAMOSTRA = a área sob a curva de inibição da amostra 

α Trolox = coeficiente angular obtido da curva de calibração 

  O calculo da área sob a curva (AUC) da amostra e do Trolox é dado na Equação 8. 

                      10%5.0%
36

2
)10()0( ×






 +×= ∑
=

×==
i

itt InbInbAUC                               (8)                

 
Sendo % Inb a porcentagem de inibição no tempo t(s) e que é dada ela Equação 9:  

 

                                   

Onde: AB e AA são valores de absorbância do branco e da amostra, respectivamente. 

 

3.4.2 Método DPPH 

 O método DPPH de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) foi modificado para 

este trabalho. 
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 A mistura reacional foi composta pela adição de 2925 µL da solução metanólica de 

DPPH• (25 mg/L, preparada ao abrigo da luz) e 75 µL da amostra apropriadamente diluída em 

metanol. A absorbância foi lida em espectrofotômetro (Ultrospec 2000, UV/Visible–

Pharmacia Biotech, Suécia) a 515 nm até 20 minutos de reação, sendo as amostras diluídas de 

maneira a apresentarem absorbância constante nesse período (valor final equivalente a menos 

de 1% da absorbância inicial). As leituras foram feitas em duplicata. 

Soluções padrões de Trolox foram analisadas para a construção da curva de calibração. 

A partir de uma solução estoque de 5 mM, preparada com metanol e armazenada a – 20ºC, 

foram feitas cinco concentrações: 800, 500, 250, 100 e 25 µM. A curva foi preparada a cada 

dia de análise. As atividades de seqüestro do radical de cada amostra foram calculadas como a 

porcentagem de inibição do radical DPPH• (%Inb), segundo a Equação 9 acima, em que a 

absorbância do branco e da amostra são as lidas no término da reação. 

O valor da atividade antioxidante foi expresso em µM ET (Equivalentes Trolox) a 

partir do coeficiente de regressão (α) calculado da curva de calibração (Equação 10): 

   

3.4.3 Método de Folin-Ciocalteu 

Foi utilizado o método de Singleton e Rossi (1965), modificado para uso em 

microplacas. 

A mistura para a reação é composta de: 250 µL de amostra (água destilada para o 

branco), 125 µL de solução de Folin-Ciocalteu 1N e 625 µL de carbonato de sódio (Na2CO3) 

a 75 g/L. Após o período de incubação de 30 minutos, 200 µL foram repassados para os poços 

da microplaca (96 poços, transparente, Nalge Nunc International, Rochester, NY) e a 

absorbância lida a 750 nm em espectrofotômetro Biotrak (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA). A análise foi realizada em duplicata. 

O resultado foi calculado a partir de uma curva padrão de ácido gálico e expresso 

como mM de Equivalentes Ácido Gálico (EAG) ou mg EAG/L em função da discussão a ser 

feita. 

 

3.4.4 Método ORAC 

O protocolo ORAC usado neste trabalho foi o adaptado a partir do método 

desenvolvido por Ou, Hampsch-Woodill e Prior (2001) e do modificado por Huang et al. 

(2002), para uso em microplacas, usando fluoresceína.  
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A análise foi realizada em microplacas para fluorimetria de 96 poços (Greiner - 

Alemanha) e em fluorímetro de microplaca (Bio-Tek Instruments, Inc, USA). Um volume de 

25 µL da amostra foi misturada com 150 µL de fluoresceína (55,5 nM) e incubada por 15 

minutos a 37°C na microplaca antes da injeção automática de 25 µL da solução de AAPH 

(153 mM). A fluorescência foi acompanhada durante 50 minutos por leituras com intervalos 

de 1 minuto (λexcitação= 485 nm ; λemissão= 520 nm). Soluções de Trolox foram preparadas para 

a curva de calibração (4, 8, 20 e 32 µM), sendo feitas a cada dia de análise. Todas as soluções 

foram diluídas em tampão fosfato (75 mM, pH 7,4). 

As amostras foram analisadas em três diluições, considerando-se a média como valor 

ORAC final, como recomendado por Huang et al. (2002). A quantificação da atividade 

antioxidante está baseada no cálculo da área sob a curva de decaimento da fluorescência como 

proposto por Cao e Prior (1999). 

A partir da curva padrão, os equivalentes de Trolox da amostra foram calculados 

utilizando a seguinte equação: y = ax + b; entre a concentração de Trolox (x) (µM) e a área 

sob a curva de decaimento da fluoresceína (y) (AUC amostra – AUC branco). Os valores 

ORAC foram expressos como micromolar de equivalentes Trolox (µM ET). 

 

3.4.5 Voltametria cíclica 

 O protocolo utilizado por Kilmartin, Zou e Waterhouse, (2001) foi usado para avaliar 

a atividade antioxidante por voltametria cíclica. Esta análise foi realizada apenas com as 

soluções de compostos fenólicos puros diluídos em metanol. As soluções metanólicas foram 

feitas com 0,1M de nitrato de sódio para servir de eletrólito. Os sais utilizados para o preparo 

dos tampões já desempenham esse papel. 

 Os voltamogramas cíclicos foram obtidos através de um Potenciostato/Galvanostato 

Autolab (Eco Chemie Bv, Utrecht, Holanda) (Figura 8a) a uma taxa de varredura de 100 mV/s 

e a varredura feita de -100 mV a 1200 mV, repetida 3 (três) vezes em seqüência.  

Os eletrodos utilizados foram: carbono vítreo (disco de 3 mm polido com alumina), 

como eletrodo de trabalho; Ag/AgCl como referência e de platina como auxiliar (Figura 12b).  
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(a) 

 

 

(b) 

 

Figura 12. Potenciostato/Galvanostato (a) e eletrodos (b) usados na voltametria cíclica. 

 

3.5 Tratamento estatístico 

 
Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância, estudo de correlação 

e teste de diferença de médias (Teste de Tukey), com auxílio dos programas STATISTICA 

release 7.0 (Stat-Soft Inc., Tulsa, OK) e Excel (Microsoft Corporation, 2003). 

 

 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 
4.1 Atividade antioxidante dos compostos fenólicos padrões 

O resultado da atividade antioxidante medida pelos métodos ORAC, TEAC, DPPH e 

FC para cada solução analisada encontra-se em anexo. 
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A Tabela 8 mostra os resultados da análise de variância (ANOVA) para cada método 

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

resposta (atividade antioxidante), assim como a qualidade do mesmo.  

  

Tabela 8. Análise de variância dos resultados de atividade antioxidante obtidos por diferentes 

métodos analíticos. 

O modelo cúbico especial significativo para os métodos TEAC e DPPH indica a 

presença de interações estatisticamente significativas (p<0,05) entre três componentes, 

enquanto que para o método ORAC, o modelo quadrático indica interações entre dois 

compostos apenas; por fim, o modelo linear para o método de FC indica que não houve 

 
Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

F p 

 
TEAC (Modelo Cúbico Especial)    

  

Modelo 25364491 40 634112 3,71 <0,001 
Falta de Ajuste 4573378 25 207881 1,56 0,153 
Erro Puro 2935177 25 133417   
Erro Total 7508555 50 170649   
Total Ajustado 32873046 90 391346   
 
DPPH (Modelo Cúbico 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 204,48 <0,001 
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 Quadrático)    

  

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 interação estatisticamente significativa (p<0,05) detectada por este método. 

Os resultados indicam também que o modelo significativo para cada método apresenta 

um bom ajuste para os dados experimentais através da não-significância da ‘Falta de Ajuste’ 

(p>0,05). 

Nas Figuras 13, 14, 15 e 16 estão representadas as médias e os desvios padrões dos 

valores de atividade antioxidante dos seis compostos puros. 
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Figura 13. Atividade antioxidante de compostos fenólicos padrões medida pelo método 

TEAC (Colunas com a mesma letra representam valores não significativamente diferentes 

pelo teste de Tukey para p<0,05; as barras de erros significam ±1*desvio padrão). 
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Figura 14. Atividade antioxidante de compostos fenólicos padrões medida pelo método 

DPPH (Colunas com a mesma letra representam valores não significativamente diferentes 

pelo teste de Tukey para p<0,05; as barras de erros significam ±1*desvio padrão). 
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Figura 15. Atividade antioxidante de compostos fenólicos padrões medida pelo método de 

Folin-Ciocalteu (Colunas com a mesma letra representam valores não significativamente 

diferentes pelo teste de Tukey para p<0,05; as barras de erros significam ±1*desvio 

padrão). 
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Figura 16. Atividade antioxidante de compostos fenólicos padrões medida pelo método 

ORAC (Colunas com a mesma letra representam valores não significativamente diferentes 

pelo teste de Tukey para p<0,05; as barras de erros significam ±1*desvio padrão). 

 

Constata-se que, no geral, os flavonóides têm predominância no topo da classificação, 

indicando que essa classe tem maior potencial antioxidante que os ácidos fenólicos. Esse fato 

é explicado pela estrutura química dos flavonóides, nos quais: 1) a presença de mais grupos 

hidroxilas leva a uma maior possibilidade de doar átomos de hidrogênio, e 2) o maior número 

de ligações duplas é responsável por um maior deslocamento de elétrons (Rice-Evans, Miller 

& Paganga, 1996).  

Analisando mais detalhadamente os resultados de cada método, pode-se comprovar 

o fato de a reatividade de alguns compostos diferirem. Há compostos antioxidantes que não 

reagem com determinadas espécies oxidantes. É o caso da rutina, que mostra pouca 

reatividade com o radical ABTS, resultando em baixa atividade no método TEAC, assim 

como já observado por Villaño et al. (2005) que justifica esse fato pela presença de 

glicosilação na posição 3 do anel C na estrutura desse flavonol. 
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4.2 Influência do meio reacional do método analítico sobre a atividade antioxidante 

 

Um comportamento que se pode observar é a forte influência do meio reacional da 

técnica analítica na reatividade dos compostos. No ORAC e FC, que empregam meios 

aquosos e mais básicos, os três ácidos fenólicos apresentaram as menores atividades. Porém, 

nos métodos TEAC e DPPH, que empregam meios alcoólicos, o ácido gálico consegue 

destaque. Stratil, Klejdus & Kubán (2006) também verificaram a alta capacidade de reação 

deste ácido fenólico com os radicais nesses dois últimos métodos, justificando o fato pelo seu 

maior número de hidroxilas ativas (3 grupos OH).   

Possivelmente, um fator determinante responsável por essa conduta é o efeito do pH 

na atividade antioxidante dos ácidos fenólicos. Nos pH’s dos métodos ORAC e FC (7,4 e ~10 

respectivamente) o ácido carboxílico da estrutura já encontra-se em forma dissociada (como 

por exemplo o ácido caféico na Figura 17). Baseando-se na lei de interações eletrostáticas 

(Lei de Coulomb), o elétron, que encontra-se em ressonância na estrutura do composto após 

ficar desemparelhado com a transferência de seu par, apresenta uma força de repulsão 

próximo ao grupo carregado (O-), já que ambos possuem carga negativa, diminuindo uma 

possibilidade de ressonância nesta posição. Assim, nos meios mais ácidos (TEAC e DPPH), o 

ácido gálico consegue apresentar um maior potencial antioxidante, já que na forma protonada 

é possível um maior deslocamento do elétron. 

 

 

R = CH = CH. Ácido gálico (pK1 = 4,26, pK2 = 8,7); Ácido caféico (pK1 = 4,43, pK2 = 

8,69); Ácido ferrúlico (pK1 = 4,52, pK2 = 9,39). 

 

Figura 17. Equilíbrio protolitico do ácido caféico e pKa dos ácidos fenólicos estudados 

(Fonte: IUPAC (1979a), IUPAC (1979b); Smith e Martell (1989); Beltrán et al. (2003)). 

 

4.3 Potencial de oxidação dos compostos fenólicos padrões 

 

Foi possível obter voltamogramas típicos para os seis fenólicos padrões apenas em 

meio metanólico (Figura 18). 
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Figura 18. Voltamogramas cíclicos para soluções de 1 mM de (A) ácido caféico, (B) ácido ferrúlico, (C) ácido 

gálico, (D), catequina, (E) quercetina e (F) rutina em metanol. Taxa de varredura: 100 mVs-1. 
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Na voltametria cíclica com o aumento do potencial para regiões mais positivas 

(anódicas) ocorre a oxidação do composto em solução, gerando um pico de corrente 

proporcional à concentração deste composto. Quando o potencial já tiver atingido um valor no 

qual nenhuma reação de oxidação ocorre, o potencial é varrido no sentido inverso (região 

catódica), até o valor inicial, e no caso de uma reação reversível, os produtos que tiverem sido 

gerados no sentido direto (e se localizem ainda próximos à superfície do eletrodo) serão 

reduzidos, gerando um pico simétrico ao pico da oxidação. O potencial observado no pico 

gerado na região anódica é o chamado potencial de oxidação. Na Tabela 9 encontram-se os 

valores dos potenciais de oxidação dos seis compostos fenólicos em meio metanólico. Os 

valores apresentados nesta tabela mostraram excelente reprodutibilidade, com desvios padrões 

menores que 0,02 V. 

 

Tabela 9. Potencial de oxidação dos compostos fenólicos estudados em metanol com 

concentração de 1mM.  

Composto fenólico Pico observado Potencial de oxidação (V)* 

Ácido caféico Primeiro 0,698a 

Ácido ferrúlico Primeiro 0,916c 

Ácido gálico Primeiro 0,696a 

 
Segundo 0,935 

Catequina Primeiro  0,755b 

 
Segundo 1,017 

Quercetina Primeiro  0,616d 

 
Segundo 0,977 

Rutina Primeiro  0,802b 
* Valores de potencial com a mesma letra representam valores não significativamente diferentes pelo teste de 
Tukey para p<0,05. 
 
 

O potencial de oxidação medido desta forma está relacionado com a força redutora do 

fenólico. Isto é relevante para a sua ação antioxidante. Aqueles com menor potencial de 

oxidação seriam capazes de capturar facilmente os radicais livres, bem como a reconstituição 

de outras espécies oxidadas (Blasco, González & Escarpa, 2004). 

Segundo Kilmartin, Zou & Waterhouse (2002), moléculas que apresentam o grupo 

orto-difenol, possuem potencial de oxidação mais baixo (é um grupo fácil de ser oxidado). 

Esse fato pode ser observado para o ácido gálico e a quercetina, dando destaque para a 

quercetina que apresentou o menor potencial de oxidação dentre todos os compostos (Tabela 
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9), esperando-se, com isso, que apresente um elevado “poder antioxidante”. Essa confirmação 

vem pela elevada atividade demonstrada por esse composto nos métodos utilizados neste 

trabalho (Figuras 13, 14, 15 e 16). A rutina e a catequina são exceções, pois apresentaram 

potencias mais elevados dentre as moléculas que possuem o grupo orto-difenol, como também 

visto por Kilmartin, Zou & Waterhouse (2002). 

 No presente trabalho, o ácido ferrúlico apresenta-se como o composto fenólico de 

maior potencial (Tabela 9), episódio já esperado devido à falta do grupo orto-difenol e 

principalmente pela presença do grupo metil em sua estrutura, que é responsável pelo 

aumento significativo no potencial de oxidação (Gaspar et al, 2009). É esperado, portanto, que 

este composto seja menos ativo como antioxidante, fato este confirmado pela sua baixa 

atividade antioxidante nos quatro métodos aqui avaliados (Figuras 13, 14, 15 e 16). 

Vale ressaltar que o poder redutor dos antioxidantes é conhecido por ser regulado por 

propriedades químicas como seus potenciais de ionização (PI) e as energias de dissociação da 

ligação O-H, com o PI como o maior contribuinte. Por outro lado, os mecanismos específicos 

da oxidação de fenóis também envolvem complexos processos termodinâmicos como 

transporte de massa, absorção e reações eletroquímicas/químicas (por exemplo, reação de 

dimerização) (Cheng & Li, 2004). 

O comportamento eletroquímico das moléculas estudadas está de acordo com trabalho 

realizado por Kilmartin, Zou & Waterhouse (2001), que avaliou as propriedades redox de 

diversos compostos, dentre eles os seis aqui estudados, e também observou a quercetina com 

baixo potencial de oxidação e o acido ferrúlico como um dos maiores potenciais dentro do 

grupo de moléculas. 

O voltamograma do ácido caféico mostra que sua oxidação foi reversível, ou seja, os 

produtos desta reação foram reduzidos no eletrodo de carbono vítreo, gerando um pico de 

corrente negativa (catódico) na varredura inversa. Esse fato foi também observado com a 

quercetina e a rutina (Figura 6). A reversibilidade não está relacionada com a estabilidade dos 

compostos fenólicos, mas fornece um parâmetro adicional que pode ajudar a identificar os 

compostos fenólicos presentes em uma mistura complexa (Kilmartin, Zou & Waterhouse, 

2002). 

 

4.4 Comparação entre os métodos 

 
Segundo Prior, Wu & Schaich (2005) características como extensão analítica e 

reprodutibilidade são fundamentais para um método de avaliação da capacidade 
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antioxidante, assim como o reconhecimento de interferentes. Estes mesmos autores 

propõem os métodos ORAC, TEAC e FC como os padrões para essa função em alimentos. 

Porém, os resultados deste estudo, indicados pelas Figuras 13, 14, 15 e 16 e pela Tabela 

10, mostra que a análise ORAC, mesmo apresentando uma maior amplitude de valores, 

possue altos desvios entre as replicatas, assim como o TEAC. O método de Folin-Ciocalteu 

possui a melhor reprodutibilidade de valores dentre as quatro metodologias.  

Certos autores reconhecem a fragilidade do método ORAC quanto à 

reprodutibilidade dos resultados por ser um ensaio altamente sensível a temperatura. 

Seerum et al. (2008) verificaram que uma pequena variação da temperatura na placa 

utilizada na leitura das amostras leva a uma significativa redução na reprodutibilidade dos 

resultados. Thaipong et al. (2006) também chegaram a essa afirmação quando verificaram 

diferenças significativas entre as replicatas no método ORAC, assim como no método 

ABTS, para amostras de extratos de goiaba. Eles constataram também que o valor da 

leitura tende a ser maior na parte superior e na parte esquerda dos 96 poços da placa, 

afirmando, com isso, que a localização das amostras na placa induz a um aumento da taxa 

de erro nos ensaios. 

 

Tabela 10. Amplitude de valores obtidos em quatros métodos estudados. 

Método Valor mínimo-valor máximo 

ORAC  1172 – 17059 (µM ET) 

FC  0,88 – 2,82 (mM EAG) 

TEAC 644 – 3570,8 (µM ET) 

DPPH 726,2 – 3901,4 (µM ET) 

ET: Equivalente Trolox; EAG: Equivalente Ácido Gálico. 

 

Vale destacar que o propósito inicial do método de Folin-Ciocalteu, na maioria dos 

trabalhos científicos, é de expressar a concentração total em compostos fenólicos numa 

solução. Porém, o fato de ele ter proporcionado resultados de 0,88 a 2,82 mM Equivalentes 

Ácido Gálico para os compostos aqui estudados, demonstra claramente que a estimação 

usual desse conteúdo baseada em um único padrão é grosseira, tornando o método 

comprovadamente debilitado para este fim. Para melhor representar este evento, 

quantificou-se pelo método os seis compostos fenólicos utilizados neste estudo em quatro 
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concentrações distintas, sendo os resultados expressos em mg EAG/L como é usualmente 

encontrado na literatura (Figura 19). 
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Figura 19. Curvas de quantificação do conteúdo de seis compostos fenólicos pelo método 

de FC. 

 

Através da figura, observa-se a diferença do coeficiente angular dos ácidos 

fenólicos e dos flavonóides. Assim, a expressão dos resultados como equivalentes molares 

de ácido gálico para a avaliação do conteúdo total de amostras, como matrizes vegetais, 

resultará em erros significativos se a maioria dos compostos fenólicos não forem ácidos 

fenólicos como o acido gálico. Souza (2007) também chegou a essa conclusão. Seu 

trabalho comparou coeficientes obtidos por regressão linear de oito compostos fenólicos, 

incluindo o ácido gálico, dosados pelo método de Folin-Ciocalteu. O acido gálico também 

apresentou coeficiente angular distinto (0,0197) dos demais fenólicos (em media 0,03). 

Na Tabela 11 encontram-se os valores dos coeficientes de correlação entre os 

métodos da medida da capacidade antioxidante. 
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      Tabela 11. Coeficientes de correlação entre os métodos analíticos estudados. 

 
Coeficiente de 

correlação 

n 

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 

VC vs FC - 0,2846  6 

 (*) Estatisticamente significativo para p<0,05; VC: Voltametria Cíclica. 

 

Correlações estatisticamente significativas (p<0,05) são encontradas entre alguns 

métodos, porém pouco representativas, já que são baixas.  Isso reforça a necessidade da 

utilização de no mínimo dois métodos para uma avaliação mais apropriada da atividade 

antioxidante. Recomenda-se, então, os que não apresentaram correlação significativa, como 

TEAC e ORAC ou TEAC e FC, sendo bastante pertinentes por serem de mecanismos (no 

primeiro caso) e meios reacionais diferentes. Outros autores também sugerem a utilização de 

um conjunto de métodos como a forma ideal de avaliar a atividade antioxidante, por exemplo, 

Tabart et al. (2009), propuseram um meio de normalização da capacidade antioxidante, 

utilizando uma média ponderada dos resultados de quatro métodos baseados em princípios 

diferentes: DPPH , ORAC, hemólise e ressonância eletrônica de spin. 

Observa-se também que a voltametria cíclica não apresentou correlação com nenhum 

dos outros métodos, corroborando o fato de a correlação entre potencial redox e métodos 

baseados na transferência de elétrons ainda não ter sido consistentemente demonstrada.  As 

correlações negativas com os métodos baseados na transferência de elétrons (DPPH, TEAC e 

FC), apesar de não significativas, sugerem uma tendência inversamente proporcional, ou seja 

quanto menor o potencial de oxidação maior a atividade antioxidante. Já a correlação mais 
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baixa com o método ORAC já era esperada por este ser um ensaio baseado em transferência 

de átomo de hidrogênio.  

 

4.5 Interações antioxidantes 

 
 O planejamento experimental de misturas utilizado neste trabalho permite, com auxílio 

do programa STATISTICA, indicar as possíveis misturas de compostos fenólicos que 

apresentam efeito sinergístico ou antagônico. Essas interações, nos quatro métodos analíticos, 

são aqui indicadas pelo gráfico de Pareto (Figuras 20, 21 e 22), que mostra a contribuição real 

na atividade antioxidante de cada substância e das misturas que apresentam efeito positivo ou 

negativo sobre a resposta. Apenas as variáveis estatisticamente significativas são apresentadas 

(p<0,05). 
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Figura 20. Efeito estimado das variáveis e suas interações sobre a atividade antioxidante 

medida pelo método TEAC. 



54 
 

2,014224

2,054362

-2,57222

5,091696

10,40279

18,01888

19,02549

20,36538

22,93513

p=,05

Efeito Estimado (valor absoluto)

CEF

BEF

CF

(B) Ac. Ferrulico

(A) Ac. Caféico

(D) Catequina

(C) Ac. Gálico

(E) Quercetina

(F) Rutina

 

Figura 21. Efeito estimado das variáveis e suas interações sobre a atividade antioxidante 

medida pelo método DPPH. 
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Figura 22. Efeito estimado das variáveis e suas interações sobre a atividade antioxidante 

medida pelo método ORAC. 

O método de FC não demonstrou sensibilidade para reconhecer possíveis 

interações. Observa-se que os métodos ORAC, TEAC e DPPH apresentaram interações 



55 
 

entre compostos fenólicos estatisticamente significativas, em geral, positivas, 

demonstrando possível sinergismo. No entanto, foram poucas combinações que 

apresentaram essa interação, considerando o total de combinações possíveis entre os 

compostos fenólicos.  

Vale ressaltar que mesmo com a presença dessas interações, tanto com efeito 

positivo quanto negativo sobre a resposta, a contribuição é mínima (valores absolutos de 2 

a 4) se comparada aos efeitos dos compostos quando puros.  

Um maior efeito da mistura catequina com a quercetina no método ORAC (valor 

absoluto de 4,2) é observada devido a alguma atividade dos produtos de reação desta 

última, como já comprovado na literatura (Haenen et al., 2006).  

Hidalgo, Sánchez-Moreno e Pascual-Teresa (2010) também observaram interações 

entre compostos fenólicos, os flavonóides, utilizando DPPH e FRAP. Com o ensaio DPPH, 

a maioria das combinações promoveu efeitos antagônicos, com exceção de algumas 

interações sinérgicas como a mistura kaempferol e miricetina.  

Uma possível explicação para as interações com acréscimo na atividade 

antioxidante seria a regeneração entre os antioxidantes, em que um composto fenólico 

regeneraria o radical resultante da oxidação do outro fenólico, aumentando assim a sua 

atividade, como ocorreu no trabalho feito por Rosseto et al. (2002) em que a malvidina-3-

glucosídeo era regenerada pela catequina, como já demonstrado na Figura 10 promovendo 

um incremento significativo na eficiência antioxidante desses compostos. Porém, para 

avaliar essa hipótese, análises mais específicas são requeridas. 

Para melhor visualizar os efeitos sinergísticos e antagônicos das misturas apontadas 

pela análise estatística, estas, assim como os compostos puros, foram submetidas à análise de 

varredura espectrofotométrica. Uma característica particular da lei de Lambert-Beer é a 

aditividade das absorbâncias. Teoricamente, o espectro de absorção observado pela mistura 

será a soma dos espectros individuais que seriam obtidos caso cada uma das espécies 

estivesse presente sozinha na solução e sob as mesmas condições experimentais, não 

ocorrendo nenhuma interação entre as espécies. Assim, alguma alteração no perfil 

espectrofotométrico destas misturas pode indicar a presença de interações entre as moléculas. 

As misturas que tiveram efeito sobre o ORAC foram diluídas em tampão pH 7,4, sobre o 

DPPH, em metanol e sobre o TEAC, em etanol, nas mesmas diluições em que se encontravam 

em cada método. 

Os gráficos das varreduras espectrofotométricas de algumas misturas podem ser 

visualizados nas Figuras 23, 24, 25, 26 e 27. 
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Figura 23. Varredura espectrofotométrica das soluções padrões de catequina, quercetina e 

das misturas (teórica e prática) em tampão fosfato pH 7,4, 75 mM. 

 

Figura 24. Varredura espectrofotométrica das soluções padrões de ácido ferrúlico, 

catequina e das misturas (teórica e prática) em tampão fosfato pH 7,4, 75 mM. 
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Figura 25. Varredura espectrofotométrica das soluções padrões de catequina, rutina e das 

misturas (teórica e prática) em tampão fosfato pH 7,4, 75 mM. 

 

 

Figura 26. Varredura espectrofotométrica das soluções padrões de ácido gálico, rutina e 

das misturas (teórica e prática) em metanol. 
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Figura 27. Varredura espectrofotométrica das soluções padrões de ácido ferrúlico, 

catequina, ácido gálico e das misturas (teórica e prática) em etanol. 

 

Observa-se que as misturas diluídas em tampão fosfato pH 7,4 apresentaram 

modificações  no perfil espectrofotométrico. Nas Figuras 23 e 25, verifica-se claramente que o 

perfil de absorbância da mistura de compostos fenólicos é maior que o esperado, chamado 

efeito hipercrômico. O efeito oposto, o hipocrômico (diminuição da absorbância), foi 

visualizado na mistura ácido ferrúlico/catequina (Figura 24). Um deslocamento das bandas de 

absorção para um comprimento de onda maior, o efeito batocrômico, também pode ser visto 

nas Figuras 23 e 25. Essas mudanças reforçam a idéia da existência de interação entre as 

moléculas combinadas. Esse aumento na intensidade de absorção, por exemplo, pode estar 

sendo operado, aparentemente, por pontes de hidrogênio entre as moléculas. Com isso, pode-

se dizer que a análise de varredura espectrofotométrica nas misturas que tiveram efeito sobre 

o ORAC conseguiu apoiar a idéia da presença de interações entre os compostos fenólicos.  

Na mistura ácido gálico/rutina em meio metanólico esses deslocamentos não são 

observados (Figura 26). Pelo gráfico, percebe-se nitidamente que o pico máximo de 

absorbância apresentado pouco difere do teórico (~10%).  

O efeito hipercrômico também pode ser observado na mistura catequina/ácido 

ferrúlico/ácido gálico em etanol (Figura 27). 
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5 CONCLUSÕES  

 

Os flavonóides confirmaram-se como mais poderosos quanto à atividade 

antioxidante, se comparados aos ácidos fenólicos, por possuírem uma estrutura química 

que favorece a estabilidade do radical formado. 

O acido gálico foi uma exceção dentre os ácidos fenólicos por apresentar elevada 

atividade antioxidante, comparável a dos flavonóides, quando medida pelos métodos 

TEAC e DPPH, ambos de meios alcoólicos, o que leva a indícios da forte influência do 

meio reacional da técnica analítica na reatividade dos compostos em relação a sua 

atividade antioxidante. 

Os potenciais de oxidação observados nos voltamogramas foram menores para a 

quercetina e maiores para o ácido ferrúlico, sendo estes de elevada e baixa atividade 

antioxidante, respectivamente, reforçando a idéia de quanto menor o potencial maior a força 

antioxidante do composto. 

Os resultados demonstraram a fragilidade de alguns métodos estudados e 

conseqüentemente das discussões e conclusões às vezes tiradas, em que: o método ORAC, 

mesmo apresentando uma larga amplitude de valores entre compostos (de 1172 a 17059 

µM ET), possuiu altos desvios; o método de Folin-Ciocalteu mostrou uma boa 

reprodutibilidade, podendo ser recomendado para avaliar a capacidade antioxidante de 

substâncias fenólicas individualmente, mas debilitado para quantificar o conteúdo total de 

fenólicos, além de parecer pouco sensível às interações. 

Fracas correlações entre métodos foram observadas (ORAC e DPPH, ORAC e FC, 

TEAC e DPPH e DPPH e FC), devendo, assim, ser utilizado no mínimo dois métodos para 

uma avaliação mais consistente da atividade antioxidante, por exemplo: ORAC e TEAC ou 

FC e TEAC. A medição do potencial de oxidação por voltametria ciclica não apresentou 

correlação estatisticamente significativa (p<0,05) com nenhum dos demais métodos. 

o aparecimento de efeitos hipercrômico, hipocrômico e batocrômico, bem visualizados 

nas misturas que tiveram efeito sobre o ORAC, reforçam a idéia de sinergismo e 

antagonismo. Contudo, houve, no gera,l a presença de poucas e irrisórias interações entre 

compostos fenólicos sobre a atividade antioxidante total.  
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