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RESUMO

A producéo de radicais livres € um processo comum e necessario dos organismos
Vivos, e como consequéncia disso, 0s mesmos podem reagir e causar danos oxidativos
que sdo responsaveis pelo envelhecimento e doencas degenerativas. De forma a combater
estes efeitos o organismo consegue desenvolver defesas antioxidantes, porém algumas
atitudes e hébitos podem ajudar nestes mecanismos de defesa. Sendo assim, uma dieta
rica em compostos fendlicos pode ser de suma importancia devido as suas propriedades
antioxidantes. As frutas, vegetais e seus derivados s@o as principais fontes destes
compostos. Além disso, os polifenois também influenciam a qualidade dos produtos, pois
atuam no processo de oxidacédo, tendo um papel importante na cor e evolucdo da sensagédo
gustativa (adstringéncia). Sendo assim a determinacdo destes compostos € uma tarefa
importante a fim de avaliar a potencial aplicacdo destes produtos como fonte de
antioxidantes. O presente trabalho descreve a monitorizacdo de polifenois em bebidas
comercias disponiveis no mercado. A presenca dos polifenois traduz o potencial de
inibicdo de processos de oxidag&o caracteristico dessas bebidas. Esta medida foi efetuada
por detecdo Otica e permite estimar quantitativamente os teores de compostos fendlicos
totais medidos pela atividade enzimatica da Horseradish peroxidase (HRP) e uma enzima

artificial de nanocubos de Azul de Pruassia (NCAP).

Foi realizado um estudo para avaliar a linearidade e os limites de detecdo para
ambos os ensaios. Os resultados foram calculados com base em antioxidantes de
referéncia. Neste trabalho utilizaram-se o0 acido galico (AG) e acido tanico (AT). Em
termos gerais, 0s NCAP mostraram ser eficientes na atividade mimética da peroxidase na
reacdo tipica de H20- e 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB). O mecanismo catalitico foi

confirmado por analise colorimétrica.

Para o desenvolvimento da metodologia foram realizadas otimizacGes de
temperatura, concentracao, pH e tempo de reacdo. Com a enzima natural verificou-se que
a melhor condicao de reagdo foi 0,4 mM de TMB, 4,0 mM de H20>, 0,03 ug/mL de HRP,
pH 4, temperatura ambiente e um tempo de reacdo de 2 minutos. Os compostos fenolicos
foram detetados até niveis uM, com um LOD = 6,62 uM para acido géalico (AG) e 0,41
UM para &cido tanico (AT). Os valores de R? de 0,9856 e 0,9912 para detecdo de AG e

AT, respetivamente, sugerem uma boa linearidade.



A mesma metodologia foi reproduzida com a enzima artificial, neste caso, NCAP.
Foram otimizados parametros como o pH, temperatura e tempo de reacdo para um valor
de concentracdo de NCAP de 0,01 pg/mL. Os compostos fendlicos foram também
detetados em niveis uM com um LOD =5,63 uM para AG e 1,51 uM para AT. Os valores
de R? de 0,986 e 0,977 para detecdo de AG e AT, respetivamente, sugerem uma boa
linearidade.

Por fim, ambas as metodologias foram aplicadas na avaliacdo de compostos
fendlicos em bebidas comerciais. Os resultados através da metodologia com HRP
sugerem resultados proximos para os diferentes antioxidantes analisados, por outro lado,
os resultados com NCAP apresentam algumas discrepancias. No entanto, apesar dos
resultados obtidos serem promissores, podemos concluir que a etapa de andlise de
amostras reais com a metodologia NcAP ainda carece de otimizagGes para seguimento

em trabalhos futuros.

Palavras-chaves: Detecdo colorimétrica; Compostos fendlicos; peroxidase;
Nanoenzimas.



ABSTRACT

The production of free radicals is a common and necessary process of living
organisms, and consequently, they can react and cause oxidative damage that is
responsible for aging and degenerative diseases. To combat these effects, the body can
develop antioxidant defenses, but some attitudes and habits can help in these defense
mechanisms. Thus, a diet rich in phenolic compounds can be of paramount importance
due to their antioxidant properties, fruits, vegetables, and their derivatives are the main
sources of these compounds. In addition, polyphenols also influence the quality of the
products, as they act in the oxidation process, playing an important role in the color and
evolution of the taste (astringency). Therefore, the determination of these compounds is
an important task to evaluate the potential application of these products as a source of

antioxidants.

The goal of this work was to develop a colorimetric enzymatic methodology for
the determination of phenolic compounds present in commercial beverages and to
reproduce this methodology with the use of an artificial enzyme that mimics the activity
of peroxidase since the mimetic enzymes are of scientific and practical significance as
they present greater stability and low cost. Here it was reported that Prussian blue
nanocubes (NCAP) exhibited interesting peroxidase-like activity in the typical reaction of
H202 and 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB).

For the development of the methodology, optimizations of temperature,
concentration, pH, and reaction time were performed. With the natural enzyme, it was
found that the best reaction condition was 0,4 mM of TMB, 4,0 mM of H20,, 0,03 pg/mL
of HRP, pH 4, room temperature, and a reaction time of 2 minutes. Phenolic compounds
were detected up to uM levels, with a LOD = 6,62 uM for gallic acid (AG) and 0,41 uM
for tannic acid (AT). R? values of 0,9856 and 0,9912 for detection of AG and AT,

respectively, suggest good linearity.

The same methodology was reproduced with artificial enzyme, in this case, NCAP,
where optimizations of the conditions were also performed, but the only change was in
the concentration of the nanoenzyme, which in this case was 0,01 pg/mL. Phenolic

compounds were also detected at uM levels with a LOD = 5,63 uM for AG and 1,51 uM



for AT. R? values of 0,9861 and 0,9769 for detection of AG and AT, respectively, suggest
good linearity.

Finally, both systems were used in the evaluation of phenolic compounds in
commercial beverages. The results through the methodology with HRP suggest similar
results for the different antioxidants analyzed, whereas the results with NCAP show
discrepancies. Therefore, despite promising results, the analysis of real samples with the
NcAP methodology still needs optimizations for follow-up in future works.

KeyWords: Colorimetric detection; Phenolic compounds; Peroxidase; Nanoenzymes
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1.INTRODUCAO
1.1.  Bebidas e beneficios para a saude humana

Nos dltimos anos o mercado de alimentos saudaveis tem vindo a crescer por
consequéncia das tendéncias de habitos saudaveis por parte dos consumidores [1]. Muitas
destas tendéncias estdo relacionadas com a procura de solugbes relativamente aos
problemas de salde causados em organismos em stress oxidativo, onde os radicais livres
(RL) formados podem causar danos as (bio)moléculas e consequentemente causar
patologias como doencas vasculares, cancro e doengas autoimunes. Sendo assim,
pesquisas confirmam que alimentos como vegetais, frutas e outros, possuem efeito
antioxidante (AO) sobre os RL.

Neste sentido, bebidas comercias como vinhos, chas e sumos naturais sdo
reconhecidas como fontes de AOs ao organismo que podem gerar beneficios para a saude
humana [2]. Estas fontes antioxidantes podem ser os polifendis, que na maioria dos casos
sdo benéficos para saude, mas exigem um certo controlo, pois em excesso podem causar
efeitos colaterais. Sendo assim, é de extrema importancia analisar os teores de polifendis
em bebidas e produtos alimentares [3]. Além da importancia de controlar esses compostos
em decorréncia de um futuro impacto na saude dos consumidores, 0s mesmos apresentam
um papel fundamental na cor, aroma e sabor das bebidas, sendo entéo o teor de compostos

fenolicos totais um indice de avalia¢do importante para a qualidade desses produtos [4].

Vinho e sumo de uva

O vinho é uma bebida alcodlica obtida a partir da fermentacdo da uva fresca e
madura. Dentro da Unido Europeia o vinho é definido legalmente como um produto
obtido exclusivamente pela fermentacdo parcial ou total de uvas frescas, inteiras ou
esmagadas. Os vinhos apresentam diferentes tipos de classificacdo, podendo ser: tinto,
branco, rosé e espumantes. Os mais comuns, 0s vinhos tintos, sdo obtidos a partir de uvas
tintas ou de uvas que apresentam polpa com pigmentacdo escura. J& 0s vinhos brancos
podem ser obtidos a partir de uvas brancas ou até mesmo de uvas tintas desde que ocorra
a retirada da casca no processo de fabricacdo e a polpa ndo apresente coloracdo escura

[5]-[9]. Em Portugal, o vinho é considerado um produto de referéncia com uma grande



carga historica acumulada e de alto consumo, os portugueses no ano de 2020/2021
consumiram em média por habitante 52,1 L [10].

Os vinhos apresentam altos teores de compostos fendlicos, os quais tém
propriedades AQOs associadas que apresentam beneficios a salde humana e além disso
também sdo responsaveis pela cor, estrutura e adstringéncia dos vinhos. Estes compostos
estdo presentes principalmente nas uvas e 0s seus teores podem variar de acordo com a
espécie, maturidade, condicdo climéatica e tipo de cultivo. Também variam em
distribuicdo nas diferentes partes do fruto, podendo estar nas grainhas, polpa, pelicula e
casca com diferentes quantidades. As uvas apresentam diferentes tipos de compostos
fendlicos na sua composicdo. Estes compostos tém implicacdo nos fendémenos de
oxidacdo e apresentam um papel importante na cor (acastanhamento) e evolucao do gosto
(modificacdo da adstringéncia) [5], [6], [8].

O consumo de sumo de uva também € uma opcéo para 0s consumidores que
procuram alternativas para uma vida saudavel. Por ser uma bebida obtida do mosto
simples de uvas frescas, 0 sumo de uva também é fonte de compostos fendlicos e
apresenta caracteristicas semelhantes ao vinho, porém com uma vantagem pelo fato de
ndo apresentar alcool na sua férmula, 0 que permite assim 0 consumo por criangas e

pessoas que ndao podem ingerir alcool [5], [8].

Cha verde

O ché ¢ a segunda bebida mais consumida a nivel mundial, ficando atras apenas
da &gua [11]. O cha verde apresenta destaque de rendimento de producdo em relacao aos
demais tipos de chés existentes. Esse tipo de cha é obtido a partir de folhas da planta
C.sinensis, as quais sdo submetidas a um processo de secagem para inibir as enzimas
polimerizantes presentes e evitar variagdes/perdas do contetdo fendlico. Sendo assim é
um tipo de cha pouco processado, o que também auxilia no controlo dos teores dos AOs
[4], [12], [13].

As propriedades quimicas do cha, que determinam principalmente as propriedades
sensoriais como sabor, aroma e qualidade sdo dependentes dos teores de compostos

fenolicos. O cha verde € rico em polifendis, sendo predominante a presenca de catequinas

[4].



O teor de compostos fenolicos presente em uma bebida € dependente da composicéo da
mesma, porém para um mesmo tipo de bebida, com os mesmos compostos podem ocorrer
variagles, uma vez que outros fatores como o cultivo de matéria-prima e condicgdes
ambientais também influenciam nos teores de polifendis. Sendo assim, a tabela 1.1
apresenta diferentes valores de contetido fendlico para vinhos, chas e sumos do mesmo
tipo, porém de diferentes regides evidenciando as diferencas que ocorrem provavelmente

pelos fatos citados anteriormente [14].

Tabela 1.1 - Teor de compostos fendlicos em especificas amostras de vinhos de diferentes paises, cha verde
(2 marcas diferentes) e sumos de uva [14].

BEBIDA

Teor de compostos fendlicos totais

Vinho tinto 1615
(Portugal)?

Vinho tinto (Italia) 3314-4177
Vinho tinto (Brasil) 2 1947-1984

Vinho branco 256-353
(Brasil) #
Vinho branco (Italia) 439-854

a

Vinho branco 216
(Argentina) 2

Sumo de uva 519

(branco) ?

& —mg equivalente de acido galico/L

® _mg equivalente de acido galico/g matéria seca



Sumo de maca

A presenca de polifendis na maca pode ser comprovada atraves da coloragdo
escura formada na superficie da mesma depois de cortada. Essa coloracgdo € resultado da
reacdo destes compostos com o ar. A maca no geral € um alimento rico em fibras,
vitaminas e minerais e 0s principais compostos fendlicos presentes na sua composicao
sdo os taninos e os flavonoides, presentes em maior teor na casca. Sendo assim o melhor
sumo seria 0 que apresenta presenca de polpa, pois teoricamente teria maior teor de AOs.
Além disso, de modo geral, o teor de polifendis presentes em sumos de frutas depende da
composicao e processamento [15-16].

Cervejas

A cerveja € considerada uma das bebidas mais antigas, uma vez que existem
evidéncias histéricas da sua producdo desde os primeiros registos das civilizagbes. A
cerveja é basicamente produzida com leveduras, que S0 micro-organismos responsaveis
por transformar os agUcares presentes em alcool e CO», ou seja, pela fermentacdo. O
lupulo € responsavel pelo amargor e as notas aromaticas (muitas variacées), além disso
também € responsavel por uma parte dos antioxidantes presentes na cerveja. Outro
ingrediente importante das cervejas € o malte, ou seja, 0s grdos utilizados na fabricacao
da cerveja. Geralmente sdo gréos de cevada, mas também sdo muito utilizados trigo e
centeio. Esses grdos sdo maltados e torrados na maioria das vezes, o malte consiste em
induzir a germinacdo do gréo para que aumente a disponibilidade dos agucares presentes.
Estes processos influenciam na cor e sabor da cerveja. Outro componente é a 4gua, que
representa a maior parte da composicdo desta bebida, entre 90-95%. As propriedades da
agua (p.e. dureza e pH) podem influenciar no sabor, cor e amargor, variando assim o tipo

de cerveja a ser produzido [17-18].

A cerveja, assim como 0s vinhos, apresenta beneficios para a salde, desde que
consumida de forma moderada. Os efeitos positivos geralmente estdo relacionados com
a presenca de AOs, uma vez que a cevada, comumente utilizada, é rica em polifenois. A
sociedade europeia de cardiologia indica que as cervejas sdo ricas em vitaminas do
complexo B que apresentam diversas atuacdes no corpo e auxiliam no equilibrio do
metabolismo. Ha evidéncias de que o consumo de cerveja do tipo artesanal € melhor para

a reducdo de incidéncia de doencas cardiacas e diabetes em compara¢do com as cervejas



tradicionais, isso é explicado uma vez que este tipo de cerveja apresenta um processo
produtivo com algumas etapas a menos, como filtragdo e pasteurizacdo, o que permite
uma maior concentra¢do de compostos vegetais, leveduras e bactérias benéficas a saude
[19-20].

Aguas aromatizadas

Como resposta a procura de produtos mais naturais e saudaveis, uma alternativa
do mercado para consumidores que querem evitar refrigerantes sdo as aguas saborizadas.
Esse tipo de bebida é classificado como refrescante e combina a hidratagcdo da agua com
frescor e nutrientes de frutas/condimentos. O mercado aposta que esse produto € a melhor
opcdo para pessoas que apresentam dificuldades em beber dgua pura no dia a dia. A
portaria 703/96 de 6 de dezembro classifica &gua aromatizada como um refrigerante que
resulta da mistura em agua de aromatizantes, porém sem a presenca de agucares e

edulcorantes [21].

Existem diferentes receitas e combinacOes para este tipo de bebida, podendo a
mesma ser realizada de maneira caseira. Industrialmente ha misturas que chegam a conter
até 12 % de sumo de fruta presente na composi¢do, geralmente os principais compostos
adicionados séo os aromas, reguladores de acidez, acidificantes, conservantes e vitaminas
[22].

1.2.  Stress oxidativo

O corpo humano apresenta mecanismos para manter o equilibrio entre a producédo de
RL e defesas antioxidantes para remover espécies ativas de oxigénio, estes mecanismos
sdo fundamentais para o pleno funcionamento do organismo. Quando as espécies de
oxigénio ativo ou RL sdo gerados em maior quantidade, deixa de haver equilibrio e

afirma-se que o organismo esta em estado de stress oxidativo [5][6].

E comum em organismos aerobios a formacdo de RL, que sdo espécies com eletrdes
desemparelhados que aumentam a reatividade quimica do atomo ou molécula,
principalmente em formas reativas de oxigénio (ER), porém a maior parte destes
compostos sdo removidos pela defesa antioxidante da célula. Estes subprodutos de
oxigénio nem sempre configuram uma ameaca aos organismos em concentracdes baixas
ou moderadas, sdo fundamentais no funcionamento e manutencdo do equilibrio do
organismo [23]-[25]. O estado de stress oxidativo pode ocorrer por meios naturais
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(atividade fisica exagerada ou processos de inflamagdo), ou causas ndo naturais como

tabagismo e alcoolismo, hébitos que sdo relacionados com a formacéo exagerada de RL.

Na tabela 1.2 s&o apresentados diferentes tipos de doencas e sua relagdo com a formagéo

da ER. O envelhecimento também é associado a producdo em excesso de ERs [23].

Tabela 1.2 - Exemplos de doengas relacionadas com o stress oxidativo [26].

DOENCA

Aterosclerose, sindrome de
Bloom, Sindrome de Down,
Kwarshiokor, Doenca de Keshan

Doenca de Parkinson, estados
téxicos causados por alcoom,
fumo, CCL4 etc.

Doenca de Alzheimer, asma,
artrite reumatoide, asbestose,
sindrome de insuficiéncia
respiratéria do adulto

Esclerose multipla

Doenga granulomatosa cronica

Diabetes mellitus, anoxia, injaria
da reperfusao, pré-eclampsia

Hipertensao arterial sistémica

Hemocromatose idiopatica,
talassemia, anemia falciforme,
doenca de Wilson

Doenca granulomatosa cronica,
deficiéncia de enzimas
antioxidantes.

Natureza do envolvimento com ER

Falha ou consumo excessivo de defesas
antioxidantes.

Uso de drogas e toxinas. Na doenca de
Parkinson as toxinas produzidas estariam
envolvidas com a producédo de RL.

Producéo de O,*, H,O, e HCIO por células
fagociticas ativadas.

Perturbacdo estrutural da célula. As hemacias
tornam-se mais suscetiveis a acdo dos radicais
livres.

Defeito genético no sistema antioxidante.

Oxidacdo anormal de substratos ou mudancas
na concentracao de oxigénio.

Producéo de O2*" por NADPH/NADP oxidase.

Transferéncia de electrdes ao oxigénio por
metais de transicao.

Defeito genético no sistema antioxidante,
especificamente o sistema NADPH oxidase.

E notavel a importancia da manutencio do equilibrio do organismo, para evitar que

ocorra o stress oxidativo, uma vez que 70 % das doencas cronicas e todos problemas

associados as mesmas podem ser evitadas. O controlo da producéo excessiva de EROs

pode ser realizado com niveis adequados de antioxidantes no organismo, que podem ser
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obtidos com uma melhoria na qualidade na alimentagéo, ou evitando comportamentos
que facilitam a producdo destas espécies, como 0 tabaco ou exposi¢do excessiva a

poluentes ambientais [24]-[26].

1.2.1. Espécies oxidativas de oxigénio

Os sistemas bioldgicos para apresentarem um bom funcionamento necessitam da
formacéo de radicais livres. Existem diferentes espécies reativas que variam conforme o
atomo energético, compostos reativos de oxigénio, enxofre, cloro, nitrogénio e espécies
reativas de metais de transicdo. A classe mais importante é de ER que derivam do
oxigénio molecular, que apesar de ser fundamental para um ser aerébio pode apresentar

toxicidade em algumas condi¢bes. As principais ERs sdo apresentadas na tabela 3

[51[6][8].

Tabela 1.3 - Principais espécies reativas de oxigénio [24].

(O Superoxide radical
H.O, Hydrogen peroxide
HO* Hydroxyl radical
'O, Singlet oxygen
HOO* Hydroperoxyl radical
LOOH Alkylhydroperoxide
LOO* Alkylperoxyl radical
LO® Alkoxyl radical
Clo Hypochlonite 1on
Fe''O Ferryl ion

Fe''O Periferryl ion

NO* Nitric oxide

Normalmente € na cadeia respiratdria mitocondrial que ocorre a formacéo dos
RLs, sendo assim é onde ocorre a formacéao do anido superdéxido (Oz+"), considerado uma
ER priméria. Neste caso ocorre a adicdo de um eletrdo que reduz o O, causando a
formacéo do anido que é relacionado com diferentes tipos de doencas. Apesar do O2™ nao
ser muito reativo, este anido pode realizar interacdo com outras moléculas e formar RL
conhecidos como ERs secundarias, como peroxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxilo (HO-). O radical hidroxilo € o RL que apresenta maiores danos, pois consegue
atacar o DNA [23], [26].

A mitocondria além de ser onde ocorre a formacdo de RLs, também pode
sofrer ataque dos mesmos apesar de ser um dos locais da célula com elevado teor de

antioxidantes. As ERs formadas tém acesso aos lipidos presentes na membrana da célula

-7-



e onde ocorre a peroxidacgdo lipidica. Esta peroxidagdo inicia-se com uma espécie reativa
como o hidroxilo ou o peréxido de hidrogénio (H202) retirando um atomo de hidrogénio
da cadeia de um lipido (LH), formando assim um radical lipidico (Le), seguido por uma
acdo de uma molécula de O2, formando radical peroxil (LOOe). Uma vez ndo
neutralizado pelas defesas do organismo ocorre o que é conhecido como propagacao da
peroxidacdo lipidica, que é a reacdo do radical pirdxilo com outros lipidos presentes
formando lipidos hidroperdxidos (LOOH). Estes radicais podem causar danos superiores
comparado com as EROs iniciais [23].

1.2.2. Defesas antioxidantes

Com a presenca de RLs no organismo ha necessidade de mecanismos de defesa
para a eliminacdo dos mesmos. Estas defesas sdo 0s compostos antioxidantes, uma
substancia em baixas concentracdo que através da sua oxidacao preferencial, retarda ou
previne a oxidacdo de outras substancias presentes no meio. Para garantir um bom
funcionamento, um antioxidante deve ter, (i) potenciais substituintes doadores de
eletrbes ou radicais hidrogénio, (iii) capacidade de deslocamento do radical formado na

estrutura e (iii) capacidade de quelar metais de transicdo e acesso ao local de acéao [5][9].

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis do processo de oxidacéo envolvendo
moléculas de lipidos. Estas atuam diminuindo a concentracdo de oxigénio evitando a
primeira fase do estado de oxidacdo, também podem atuar como quelantes de ides

metélicos e decompondo produtos primarios em compostos ndo radicais [5][9].

As defesas antioxidantes podem ser classificadas como enzimaticas ou néo
enzimaticas. As enzimaticas encontram-se em todo organismo, no meio intercelular e
extracelular, exemplos destas defesas sdo a superoxido dismutase (SOD) que converte o
anido superdéxido em perdxido de hidrogénio e oxigéenio, estes compostos depois sdo
convertidos em agua por outros dois exemplos de antioxidantes, a catalase e a glutationa

peroxidase [5][9].

Os antioxidantes enziméticos sdo formados por elementos que podem ser
encontrados na alimentacao, como a glutationa (GSH) que é um tripéptido de baixo peso

molecular que atua como quelante de RLs. Outros exemplos sdo a vitamina E (a-



tocoferol), a vitamina C (&cido ascOrbico), caratendides (vitamina A) e 0s
flavonoides[5][9].

1.3. Compostos Fenolicos

Existem inGmeros compostos antioxidantes e 0s mesmos sdo classificados em
grupos conforme suas caracteristicas principais. Os fitoquimicos sdo compostos
antioxidantes bioativos que podem ser encontrados nas plantas e derivados (sementes,
vegetais, frutas, folhas, raizes, ervas, etc). Os compostos mais estudados desse grupo sao
os fendlicos, que apresentam uma férmula quimica com pelo menos um anel aromético
ligado a um ou mais hidroxilo(s). Podem apresentar também outros grupos funcionais

ligados ao anel aromatico como ésteres, glicosideos e metil ésteres [23], [27], [28].

Estes compostos ndo séo estudados apenas pela sua capacidade antioxidante, mas
também pela importancia das suas propriedades relacionados com a qualidade de certos
alimentos, podendo a sua presenca apresentar influéncia na cor, gosto e aroma. Os
compostos fendlicos apresentam diferentes tipos de classificacdo, porém a mais comum
divide estes compostos em flavondides e ndo flavondides (Fig.1.1). Os flavondides
apresentam uma estrutura bésica formada por Ce-Cs-Cs € as subdivisfes deste grupo
resultam da variacdo do numero e localizagcdo do grupo hidroxilo, como também a
natureza da alquilacdo e/ou glicosilacdo destes grupos, basicamente compreende as
espécies de flavonais, flavonas, flavanois, flavanonas, antocianidinas e isoflavondides.
Dentro dos ndo flavondides ha destaque para os acidos fenolicos, que séo divididos em
dois grupos, o primeiro dos acidos hidroxibenzdicos (Ce-C1), que sdo os mais simples
encontrados na natureza, e o segundo grupo que representa os acidos hidroxicindmicos
com uma estrutura Ce-Cs [28]-[30].



vanilico, siringico

Acidos galico, protocatéquico.
hidroxibenzéicos

Acidos /
fenodlicos marico
Acidos mlco ferGlico,
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quercetina,

canferol, miricetina,
Fitoquimicos | —» | Compostos | galangina, fisetina
O = s
| Flavonas | < CR00 Cieoina
catequina,

] |7
epigalocatequina
eriodictol,
o
naringenina

== @ X

cianidina,
Pelargonidina,
Antocianidinas s
| Antoclanidings | - genina. peonssina
malvidina
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[ {""’“’“‘"
formononetina

Figura 1.1 - Principais classificacdes dos compostos fendlicos, com exemplos para grupos mais estudados. Adaptado de
[23].

1.3.1. Compostos flavondides

Os flavonoides s@o os compostos com maior possibilidade de variacdo dentro do
reino vegetal em questdo de estrutura, porém sempre mantendo o esqueleto do difenil
propano. Os compostos apresentam uma estrutura caracteristica (Fig.1.2) formada por
dois anéis aromaticos interligados por trés atomos de carbono que pode formar uma
estrutura heterociclica oxigenada [31].

Figura 1.2 - Estrutura caracteristica de um composto Flavondide, com indicacGes dos anéis aromaticos A, Be C e
respetivas numeragdes das posi¢cdes dos carbonos da estrutura [31].
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Os subgrupos dos flavondides e suas respetivas estruturas quimicas e alguns
exemplos séo apresentados na tabela 1.4. Alguns dos compostos apresentam 0 grupo
hidroxila que influencia na degradacdo do mesmo, a qual pode variar conforme o grau de
hidroxilagdo. A auséncia do grupo hidroxila previne essa degradacdo, assim como
também o grupo metila causa uma diminuicdo na degradacdo do composto [23], [29],
[32].

A maioria dos flavondides encontrados nos alimentos sdo glicosilados o que
consequentemente influencia nas propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas destes
compostos. O agucar que participa desta estrutura geralmente é a glucose e também pode

variar em numero e localiza¢do na estrutura do polifenol [32].
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Tabela 1.4 - Diferentes subgrupos dos compostos fendlicos flavonoéides e alguns exemplos para cada um dos
grupos. Adaptado de [32].

ESTRUTURA S W\V/e]\[e][p] =] ESTRUTURA EXEMPLOS
PRINCIPAL QUIMICA

Apigenina,crisina,

FLAVONAS o luteonina, nobiletina,
tangeritina

Quercetina, canferol,

FLAVONOIS miricetina, galangina,
= fisetina

Eriodictol, hesperitina,

FLAVANONAS naringenina
Catequina,
FLAVANOIS e
epigalocatequina,

galocatequina

Cianidina,
pelargonidina,
delfinidina, peonidina,
malvidina

ANTOCIANIDINAS

Genisteina, daidzeina,
gliciteina,

ISOFLAVONOIDE
formononetina
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1.3.2. Compostos ndo flavondides

Dos compostos ndo flavondides destacam-se os acidos fendlicos que podem ser
divididos em derivados do acido benzdico e derivados do &cido cindmico (Fig.1.3). Os
acidos hidrocinamicos sdo mais comum e amplamente distribuidos em plantas e graos, e
podem ocorrer nos tecidos destes compostos de forma conjugada e raramente como livre.
Podem ser sollveis ou lipossollveis e apresentam baixo peso molecular. Os compostos
mais abundantes deste grupo sdo os acidos ferdlico e o &cido cafeico. Os &cidos
hidrobenzdicos sdo componentes com estrutura complexa como os taninos hidrolisaveis
e ndo apresentam comum presenca em alimentos ingeridos pelos humanos. Sendo assim,
por consequéncia, s&0 compostos pouco estudados e de baixo interesse nutricional. A
principal fonte de &cido hidroxibenzoico é o cha, que apresenta na sua composicéo até
4,5 g/kg de acido galico [32][33].

Acidos hidroxibenzéicos Acidos hidroxicinamicos
R, Ry
]
R_r Ft.! l:}
oM Ry

R! oH
R, = R.= OH, Ry = H: Profocatechuic acid R, = OH : Coumanc acid
R,= R,= R;= OH ; Galic acld R, =R;= 0H ; Calfeic acid

R, =0CH,, R; = OH : Ferulic acid

Figura 1.3 - Estruturas quimicas dos acidos fendlicos - acidos hidroxibenzdicos e acidos hidroxicinamicos [33].

Os taninos, outra subdivisdo dos compostos ndo flavondides importante, sdo
compostos com elevado peso molecular, com grandes estruturas e alta capacidade de
associacdo com outros compostos biologicos essenciais como carboidratos e proteinas, e
por consequéncia disso sdo compostos que apresentam caracteristicas antinutriente. Os
taninos séo divididos em dois grupos, os taninos hidrolisaveis, que sdo estruturas mais
simples, formados geralmente a partir de unidades de acido galico esterificado e os
taninos condensados, formados a partir de flavanois (flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol)
[29].
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- Acido galico

Comumente conhecido como um antioxidante fenolico, o &cido galico (AG),
também conhecido como 3,4,5-triidroxibenzdico (Fig.1.4), faz parte do grupo dos &cidos
hidrobenzdicos e representa a familia dos metabolitos secundérios vegetais. Além de ser
antioxidante, este composto apresenta outras caracteristicas como antifingicas,
antimicrobiana e anticancerigenas. O AG pode ser obtido através de uma hidrélise &cida

dos taninos hidrolisaveis, uma vez que é o principal componente destes compostos.

Este composto pode ser encontrado em frutas, vegetais e derivados
(bebidas), estando presente em todas as partes da planta como casca, madeira, folha, fruto,
raiz e semente [34]-[37].

HO
OH

HO
OH

Figura 1.4 - Estrutura quimica do acido galico (3,4,5-triidroxibenzoico)[34].
- Acido téanico

Representa um tanino (CzeHs2046) especifico, que contém na sua estrutura 10
unidades de 3,4,5-trihidroxifenil em torno de uma glucose (Fig.1.5). Apesar deste
composto ndo apresentar grupos carboxilicos, é considerado um acido fraco por
consequéncia da presenca das hidroxilas fendlicas. Desta forma, este composto é
totalmente solivel em agua. O &cido tanico (AT) pode ser encontrado em diversas frutas
e alimentos, com destaque para os vinhos e cha preto. Nos vinhos este composto é
responsavel pelo amargor e adstringéncia da bebida e realiza a clarificacdo e estabilizacao
da cor do produto [38]-[41].
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Figura 1.5 - Estrutura quimica do acido tanico [40].

1.4.  Metodologias de analise de compostos fendlicos

Existem diferentes metodologias de quantificacdo de compostos fenolicos em
alimentos e bebidas, uma vez que esses compostos apresentam uma vasta diversidade em
numero, tipo e concentracdo. Os ensaios utilizados para essa determinacdo podem ser
classificados como os que quantificam um grupo ou classe especifica de um composto
fenolico ou os que determinam o teor total presente na amostra. A quantificacdo €
influenciada pelas variantes basicas presentes em praticamente todos 0s ensaios de
quantificagdo como tamanho da amostra, condigdes de armazenamento, selecdo de
padrdes, presenca de interferentes e tempo de ensaio. No caso da analise dos polifenois
ha também influéncia da natureza quimica do composto, 0 método de extracdo empregado

(se necessario), e 0 método de ensaio [42-43].

1.4.1. Meétodos espectrofotométricos

Existem varios métodos espectrofotométricos para a determinacdo de compostos
fenolicos totais em alimentos. Os métodos espectrofotométricos estudam de modo geral
a interacdo dos diferentes tipos de radiacdo com a matéria, sendo assim, estes ensaios sao
elaborados com base em diferentes principios para determinar os grupos estruturais dos
compostos fendlicos. Os métodos espectrofotométricos resultam numa estimativa bruta,
sendo muito empregado em estimativas aproximadas de compostos fendlicos em vinhos

e sumos [42-43]. Dentro dos métodos espectrofotométricos existem diferentes
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metodologias, as quais podem ser divididas por métodos para a determinacdo dos
compostos fenolicos totais, os mais utilizados, que englobam o método Folin-Ciocalteu,
ou metodologias mais especificas, como por exemplo, para a determinacdo de taninos
condensados e compostos fendlicos relacionados, o0 método de Vanilina. Outros exemplos
sdo empregues para a determinacdo de taninos condensados insollveis, de taninos

hidrolisaveis, antocianidinas e dos &cidos clorogénicos.

- Métodos Folin-Ciocalteu

Este método serve para a determinacdo de compostos fenolicos totais em material
de origem vegetal. Funciona a partir da avaliacdo da quantidade de substancia necesséaria
para inibir a oxidacao do reativo. E utilizado um reagente especifico, formado por uma
mistura de acido fosfotlngstico e acido fosfomolibdico (H3PMo012040), que apds a
oxidacdo dos polifenois € reduzido a uma mistura de azuis de tungsténio (WsO23) e
molibdénio (MogO23), a reacdo colorimétrica (Fig.1.6) é evidenciada pelas equactes 1 e
2. A coloracdo azul produzida neste ensaio apresenta um maximo de absor¢cdo num
comprimento de onda de 750 nm e é considerada proporcional a quantidade total de
compostos fendlicos originalmente presentes na amostra. Uma desvantagem deste
método é que ele ndo é especifico, logo mede a capacidade redutora total, uma vez que o
reagente Folin-Ciocalteu (FC) reage com todas as substancias passiveis de serem
reduzidas. Assim o ensaio sofre interferéncia de outras substancias, como por exemplo o
acido ascorbico [29], [42], [44].

Na,WO4/NazMoO4 » (fenol - MoW11040) Equacéo 1

Mo (VI) (amarelo) + e 5 Mo(V) (azul) Equacédo 2
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o Folin Reagent

Mos’ow&

Reduced Folin Reagent
6+, 6+

Mo, W

.a!’/

Figura 1.6 - Reacdo do método Folin-Ciocalteu e respetivas coloragGes formadas com a variagdes de intensidade
conforme presenca de polifendis. Adaptado de [45].

OH
R
o o)
R

1]

- Método Vanilina

Consiste num método de caracter especifico para compostos flavandis (catequina),
dihidrochalconas e proancitocianidinas, que apresentam uma ligacéo simples na posicao
2,3 e grupos meta-hidroxi livre no anel aromatico B (Fig.1.2). Além de especifico, esse
método é considerado simples e sensivel. Neste método, ocorre a condensacdo do
reagente vanilina em meio acido, geralmente acido cloridrico. Na reacdo com o composto
fenolico, no anel aromatico na posi¢do 6 ou 8, formando um condensado, o produto
intermediario dessa reacdo é um composto cor de cereja/vermelho cuja intensidade
permite estimar o teor de compostos fenolicos na amostra em um comprimento de onda
de 500 nm. A vantagem deste método é a possibilidade de determinacdo de taninos
condensados, porém apresenta custo elevado. Algumas interferéncias foram relatadas
nesse método, principalmente na determinacdo de taninos pelas antocianinas, uma vez
que apresentam pico de absorcdo idénticos. Além disso, o acido ascorbico e clorofilas
também podem gerar interferéncias. Em ambos os casos a solucdo para eliminar as

interferéncias € a extracdo/remocdo destes compostos[42], [43], [45].
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Este método é afetado pela natureza acida e concentracdo do substrato, tempo de
reacdo, teor de agua, temperatura e concentracdo do reagente vanilina. Alguns estudos
comprovam que obtiveram melhor rendimento e sensibilidade do ensaio quando
utilizaram o reagente em meio 4cido substituindo o &cido cloridrico por &cido sulfirico
[42].

1.4.2. Métodos Cromatogréaficos

Diferentes tipos de técnicas cromatograficas sdo utilizados para a quantificacao,
separacdo, isolamento e purificacdo de compostos fendlicos. A cromatografia permite
separar componentes de misturas complexas. A amostra é sempre transportada numa fase
movel (gas, liquido ou fluido supercritico), e é forcada a percorrer em uma fase
estacionaria imiscivel e fixa, geralmente em uma coluna. Nos primordios da aplicacao
desta técnica foi utilizado a cromatografia gasosa (GC), técnica bastante complicada para
compostos fendlicos uma vez que estes compostos apresentam baixa volatilidade,

havendo necessidade de fases intermediarias.[42], [43], [46].

Outra técnica cromatografica atualmente bastante aplicada e considerada como
padrdo para analise de compostos fenolicos € a cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) que apresenta vantagens como a aplicacdo direta de amostras, excluindo a
necessidade de um pré-tratamento e um tempo de analise menor comparado com outros
métodos. Alguns estudos de determinacdo de compostos fenolicos por HPLC sdo
apresentados na tabela 1.5, bem como as caracteristicas da técnica empregada, o tipo de

coluna utilizada, o método de eluicdo e o detetor empregado[29], [42], [33].

As técnicas HPLC sdo amplamente utilizadas para separacao e quantificacdo de
compostos fendlicos, uma vez que ha suportes e fases mdveis disponiveis capazes de
detetar e analisar ancitocinas, procianidinas, favonois, flavandis, flavonas e acidos
fenolicos. Alguns estudos comprovam que a utilizacdo de colunas em fase reversa
melhorou significantemente a separacéo por HPLC em analises realizadas com diferentes
compostos fenolicos [42], [43], [47].

Apesar da técnica HPLC apresentar vantagens, ainda assim € uma técnica bastante
cara que exige grandes quantidades de solventes organicos, o que configura uma técnica

ndo sustentavel. Embora seja uma técnica considerada facil, sdo necessarios

-18 -



conhecimentos complexos pois h& grande variabilidade de modulos, colunas e fases

moveis conforme a necessidade de analise.

Tabela 1.5 - Exemplos de procedimentos de HPLC para determinagdo de polifendis em diferentes amostras.

Amostra Preparacdo amostra

Desalcoolizado sob

de procianidinas e
catequinas usando
dois cartuchos
C s Sep Pak em série

Vinho [48]

Vinho tinto
[49]

Injecao direta

Desalcoolizacao do
vinho em vacuo;
diluicao do sumo em
agua; Separacao das
ancitocinas usando
C18 Sep-Pak

Vinho tinto
e Sumos de
frutas [50]

1.4.3.

vacuo; fracionamento

Fase estacionaria

Superesfera 100 RP18
(250 x 4 mm; 4 um)

Ultraesfera (C18) ODS
(250 mm x 4,6 mm;
5 um)

SPLC-18-DB (250 x 10 mm
5 um) preparado em fase
reversa com pré-injecao de
C18 saturado com silica (75
X 4,5 mm, 12 um) e
protecao de Cupelco LC-18
fase reversa empacotada
(50 x 4,6 mm, 20-40 um).
Superesfera (C18) ODS
(250 x 4,6 mm)

Método tiras colorimétricas

Fase movel
A: H20 ; B: H20 . acido acético

(90:10, v/V); catequinas : 10—80

% B, 0—5 min; 80—100 % B, 5—
29 min; 100 % B, 29—

45 min; prociaidinas: 10—70 %
B, 0—40 min; 70-85 % B, 40—
55 min; 85—100 % B, 55—
74 min

A: H20 - 4cido formico (9:1,
v/v); B: cH3cN —H20 - acido
féormico (3:6:1,

v/v/v); gradiente: 20—85 %; B,
0—70 min - 85—-100 % B, 70—
75 min - 100 %; B, 75—85 min

A: 5% acido formico em H20; B:
acido fomico-H20-MeOH
(5:5:90,v/v/v); Gradiente
linear:5-20 % B em A,0-1
min;20-25 % B em A,1-12

min;25-32 % B em A, 12-32 min,;

55-100 % B em A, 38-44 min:
100 % B, 44-46 min; 100-5 % B
em A, 46-47 min.

Conforme as necessidades de métodos rapidos, baratos, seletivos e simples

surgem novas alternativas para a determinacdo de polifenois em alimentos/bebidas. Os

sistemas analiticos baseados em papel sdo uma 6tima alternativa para essas necessidades

de verificacdo rapida atraves de correlagdes colorimétricas quantitativas possiveis através

da medicédo da intensidade da cor gerada. Esse tipo de metodologia é bastante aplicado

em avalia¢Oes de polifendis em bebidas. Das aplica¢des encontradas ha um sensor para

analise de café, que combina a periodato de sodio, substituto da enzima tirosinase que

funciona como agente oxidante de compostos fendlicos. O produto da oxidacéo reage
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com hidrazona de 3-metil-2-benzotiazolinona (MBTH) formando um composto
colorimétrico que pode ser quantificado espectrofotometricamente. Sendo assim, o
trabalho consiste na elaboracdo de um biossensor numa base de papel, um teste de tira
simples, para determinacdo de polifendis totais, que resultou sensibilidade ao éacido
clorogénico formando um composto cor de rosa que € analisado e medido pelo software
ImageJ [50]. Outro estudo que relata o desenvolvimento de um teste em tira colorimétrica
baseado em papel para a determinacdo de compostos fendlicos, utilizando a mesma
metodologia apresentada, onde a enzima tirosinase € imobilizada na superficie de um
filtro de papel simples com MBTH, permitindo assim a detecdo de compostos fendlicos,
através da formacdo de compostos colorimétricos que variam a intensidade da cor
proporcionalmente & concentracdo de analito, ou seja, quanto maior a concentracdo de

compostos fenolicos, maior a intensidade da cor encontrada no ensaio [51].

Considerando o ensaio FC o método colorimétrico mais aplicado para andlise de
composto fenolicos totais, como vinho e cha, surgem novos estudos a tentar trazer
simplicidade e sensibilidade ao método. A combinagédo do ensaio FC com a tecnologia
microfluidica (sistemas que permitem uma pequena quantidade de liquido através de
microdispositivos) a base de papel, mais comumente conhecida como dispositivos micro
analiticos a base de papel (WPADs) que combina vantagens na simplicidade de obtencéo
de resultado. Esta tecnologia combina o conjunto de reacdes FC realizadas em um mesmo
sensor de papel através de uma distribuicdo simultanea em papel. Este estudo realizou

uma medicdo valida para teores de acido galico [52].

Outra metodologia colorimétrica aplicada em papel € uma plataforma que analisa
simultaneamente a capacidade antioxidante e conteudo fenodlico total. Para isso é
necessaria a aplicacdo de ensaios especificos para avaliacdo de atividade antioxidante,
neste caso o0 2,2'-azino-di(acido 3-etilbenztiazolina-6-sulfénico (ABTS) e ensaio de
capacidade antioxidante redutora cuprica (CUPRAC) e ensaios de analise FC (Fig.1.7).
O dispositivo apresenta uma zona central para colocacdo da amostra que esta conectada
a quatro zonas de pré-tratamento seguidas por zonas de detecdo que contém os reagentes
armazenados referentes a cada ensaio. Os resultados colorimétricos obtidos através deste
dispositivo foram analisados com auxilio de software ImageJ e as intensidades das cores
foram proporcionais a concentracdo da atividade antioxidante e a presenca de compostos
fenolicos [53-54].
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Figura 1.7 - Dispositivo para avaliagdo simultanea de atividade antioxidante e conteudo fendlico total em tiras de
papel colorimétrica conforme descrito em [54].

1.6 Enzimas

As enzimas sao classificadas como proteinas, e sdo compostas por longas cadeias
de aminoacidos de elevado peso molecular. As enzimas apresentam uma complexa
estrutura tridimensional de uma ou mais cadeias polipeptidicas, ndo excluindo a
possibilidade de serem tambeém constituidas por componentes nao-peptidicos. As enzimas
atuam como catalisadores, ou seja, aceleram as rea¢fes quimicas promovendo o alcance
do equilibrio através da diminuicdo da energia de ativacdo. Além da habilidade catalitica
as enzimas também apresentam alta especificidade. As enzimas possuem diferentes tipos
de classificacdo, sendo mais comum uma classificagdo em grupos conforme o tipo de
reacao que é catalisada, variando em seis diferentes grupos: oxido-redutase; transferases;
hidrolases; liases: isomerases e ligases. As mais comuns sdo as Oxido-redutases, que
catalisam reacdes redox, onde envolve uma etapa de transferéncia de eletrdes no ciclo da
enzima. As enzimas redox necessitam a presenca de um composto, o co-fator, para
ocorrer a atividade catalitica, que pode ser uma molécula organica (co-enzima) ou um ido
metéalico. Os tipos de enzima que apresentam destaque dentro deste grupo séo as oxidases,

desidrogenases e as peroxidases [55],[56].

- Peroxidases

As enzimas classificadas como peroxidases sao as mais utilizadas e apresentam
uma larga escala de producdo por consequéncia do seu alto uso comercial. Este tipo de
enzima é caracterizado pela presenca do grupo prostético heme no centro ativo, que é
oxidado na presenga de H2O, ocasionando assim a formagao de radicais I1, que podem

oxidar outros substratos (organicos e inorganicos). A peroxidase horseradish peroxidase,
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HRP, é uma glicoproteina globular obtida a partir de uma planta conhecida como raiz
forte, bastante caracteristica em regides de climas temperados. Esta planta é rica em
isoenzimas, sendo a tipo C a mais abundante. A HRP apresenta na sua composicéo Fe(l11)
e protoprofirina IX (heme) conforme apresentado na figura 1.8. A utilizagio de HRP tem
sido empregada em quimica bioanalitica e clinica uma vez que este tipo de enzima
apresenta propriedades relativamente estaveis, baixo custo, atividade catalitica eficaz e

alta variedade de substratos comparado com outras enzimas oxi-redutoras.

Figura 1.8 — Representac¢do tridimensional da estrutura da HRP, neste caso o grupo heme é representado pela
estrutura vermelha entre moléculas de célcio (esferas azuis) [57].

A presenca do ido de calcio na estrutura da HRP garante a sua estabilidade e
realiza um certo controlo na atividade desta enzima. Entre este ido fica localizado o grupo
heme em um ambiente hidrofébico. A HRP apresenta um ponto isoelétrico (PI) de 7,2 e
um pH o6timo entre 5,0 e 6,5. A atividade enzimatica é afetada pela temperatura, tornando-
se mais sensivel para temperaturas acima de 50°C. As HRPs sdo amplamente utilizadas
na composicdo de sensores enzimaticos por consequéncia da sua capacidade redox
elevada, sendo assim a fundamentacdo para uso deste tipo de enzima envolve o
mecanismo de catalise representado na figura 1.9. Neste mecanismo um dos oxigénios
presentes na molécula de H>O> ¢é eliminado em forma de agua, enquanto o outro fica
retido no grupo heme, onde ha presenca do Fe3* que sofre oxidagdo causada pelo H2O;
formando o composto I. Em consequéncia da falta de doadores fortes de eletrGes o
composto | sofre uma reducdo formando o composto I, que aceita um eletrdo de outra

molécula de substrato podendo retornar a forma nativa da enzima. A reducdo do composto
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Il é geralmente considerada a etapa determinante da velocidade da reagio. E preciso ter
atencdo que o excesso de H20- pode inibir o ciclo catalitico, causando a inativacdo da

enzima de forma irreversivel, causando a perda da atividade total [60], [57],[58].

Figura 1.9 - Mecanismo do ciclo catalitico da HRP na presenca do agente oxidante (H,0,), onde AH é o substrato
redutor e o A* o radical livre formado [55].

Para o desenvolvimento de técnicas direcionadas para leituras de sinais
colorimétricos é comum a utilizacdo de enzimas, neste caso HRP, com diversos tipos de
substratos cromogénicos, sendo o TMB (3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina) um dos mais
utilizados. Normalmente o TMB € incolor, mas oxidado durante a degradacdo enzimatica
do H20:> é responsavel pela formagéo de uma coloracdo azul intensa e/ou amarela. No
esquema de oxidacdo do TMB existem dois produtos quimicamente distintos (Fig.1.10),
que consistem em um radical positivo de TMB e o outro em um complexo de transferéncia
de carga constituido por um doador de eletrdes na forma de diimina, que estd em
equilibrio quimico com o radical cationico. Conforme o esquema apresentado, as
estruturas formadas apresentam propriedades proprias de absorvancia molar maxima,
sendo a do TMB nativo 285 nm, seguido pelo complexo de transferéncia de carga com
uma absorvancia maxima de 652 nm (coloragdo azul) e a ultima, a forma diimina que

através da perda de dois eletrdes apresenta uma absorvancia maxima de 450 nm [59]
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Figura 1.10 — Produtos intermediarios da oxida¢do o TMB formados apds a oxida¢do da HRP, podendo ser formada
uma coloragdo azul (652 nm) ou amarelada (450 nm) [59].

O funcionamento da enzima no substrato varia conforme a composi¢do do mesmo,
pois pode afetar a reacdo de maneira positiva ou negativa. Como citado anteriormente, 0s
compostos fenolicos apresentam altas capacidades antioxidantes, sendo assim em
metodologias colorimétricas que envolvam reacbes redox com HRP/TMB/H;0O. a
presenca destes compostos em solugdo podem causar um efeito inibidor na formacéao da
cor esperada, impedindo entdo a oxidacdo do TMB pela enzima/nanoenzima. A figura
1.11 mostra este funcionamento, onde o TMB inicialmente incolor, na presenca do H20:
e HRP sofre oxidacdo, porém com a presenca do composto fendlico a cor é amenizada,
esse mecanismo permite assim a quantificacdo de teores de polifendis relacionando a

absorvancia formada conforme a concentracdo de composto fenolico presente [60].
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Figura 1.11 - Esquema da reagdo de oxidagdo do TMB pela peroxidase na presenga do perdxido de hidrogénio
formando uma coloragdo azul forte, que com a presenga de compostos fendlicos sofre inibigdo permitindo a detegdo
dos mesmos. Adaptado de [60].

- Enzima artificial - NcCAP

As enzimas por serem macromoléculas bioldgicas acabam por ndo fornecer uma
estabilidade completa a longo prazo para a formulacdo de metodologias desenvolvidas
que dependem do uso de HRPs, por exemplo. As enzimas apresentam uma instabilidade
inerente, causada principalmente pelo processo de desnaturacdo. Uma solucdo valiosa
para esse problema € a utilizacdo de enzimas sintéticas que mimetizem a atividade da
peroxidase. Esta tecnologia j& é uma realidade bastante aplicada, conhecida como
nanoenzimas, que consistem em nanomateriais com atividades enzimaticas de elevado
desempenho. Este tipo de material apresenta maior estabilidade estrutural em comparagéo

com as enzimas naturais [60-61].

As nanoenzimas tem como definicdo a presenca de atividade catalitica e um dos
primeiros materiais testados com essa caracteristica foi o 6xido de ferro em meados de
2007, e desde entdo a investigacdo referente a este tipo de material apresentou avancos
significativos, apresentando resultados como baixo custo, producdo facilitada em larga
escala e alta estabilidade e durabilidade. Um dos materiais comumente utilizados que
apresenta destaque é o azul de prussia (AP), que tem capacidade de mimetizar varias

enzimas, principalmente as peroxidases.
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O AP apresenta uma estrutura metal-organica composta por ferros, férricos e
ferrosos alternados e coordenados por cianetos. A obtencdo deste nanomaterial pode ser
realizada de diversas maneiras, apresentando assim uma alta variagdo em termos de custo
e processo sustentavel. Este composto apresenta atividade semelhante a HRP em meios
acidos devido a grande presenca de ferro férrico e ferroso disponivel, uma vez que estes
compostos oxidam varios substratos como 0 TMB e o ABTS. O TMB quando oxidado
na presenca do peroxido de hidrogénio apresenta pico de absor¢do a 652 nm (cor azul),
sendo a intensidade do pico proporcional ao substrato e a concentragdo de enzima. A
utilizacdo do AP apresenta comportamento igual/semelhante a HRP nestas condicGes de
oxidacéo (Fig.1.12) [60-61].

TMB + H,0,

H,0 + TMB oxidado

Figura 1.12 - Reag¢do da nanoenzima tipo AP mimetizando HRP. Adaptado de [61].
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2.DESCRICAO EXPERIMENTAL

De forma geral, o trabalho desenvolvido inicia-se pelo desenvolvimento de um
método colorimétrico enzimatico, para avaliacdo de teores de compostos fendlicos em
bebidas comerciais. Para tal, foi avaliada a atividade catalitica da enzima HRP e de um
nanomaterial capaz de mimetizar a atividade catalitica desta enzima, NCAP.

Ao longo deste capitulo sdo referidas as metodologias desenvolvidas e todos 0s

materiais, reagentes e equipamentos envolvidos.

2.1. Equipamento e materiais

Todas as solucdes foram preparadas em baldes volumétricos, com capacidades de
10,00 a 1000,00 mL. Para as medi¢cbes de volumes rigorosos foram utilizadas pipetas
automaticas da marca Gilson, modelos P10 a P5000, de volume reguléavel. As leituras de
absorvancia foram realizadas num espectrofotometro UV-Vis da marca Thermo
Scientific, modelo Evolution 220 (Fig.2.13), em cuvetes plasticas descartaveis de 1 cm
de percurso 6tico com capacidade maxima de 2,5 mL. O pH foi ajustado e controlado por
um potenciometro da marca Crison, modelo pH Meter GLP 22, com um elétrodo de vidro
combinado. Para facilitar a dissolucdo de algumas solugbes foi utilizado banho de
ultrassons da marca Fungilab, com regulacéo de temperatura e tempo.

Figura 2.13 - Espetrofotémetro UV-Vis da marca Thermo Scientific, modelo Evolution 220.

A anélise morfologica do nanomaterial de grafeno modificado com NcAP foi
realizada usando um Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) de Alta Resolucdo
(Schottky) com Microanalise de Raios-X e Anélise de Difracdo Retrodifusa de
Eletronicos: Quanta 400 FEG ESEM/EDAX Genesis X4M.
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2.2. Reagentes e solugdes

A &gua utilizada para preparacgdo das solu¢des aquosas em geral foi ultra-pura com
uma condutividade igual ou inferior a 0.054 pS cm™ a 25 °C. Os reagentes utilizados
neste trabalho ndo passaram por processos de purificagdo adicional, sendo eles: Pastilha
para tampao salina de fosfato (PBS) (Fisher BioReagents), acido tanico (Riedel-de-Haen),
acido galico (>99 %, Panreac), peroxido de hidrogénio (35 %, Labchem), 3,3,5,5 -
tetramethilbenzidina (TMB) (>99 %, TCI), horseradish peroxidase (HRP) (Sigma),
dimetilsulfoxido (DMSO) ((>99.9 %, Sigma Aldrich), &cido fosforico (85 %, Riedel-de-
Haen), cloreto de potassio (Merck), hexacianoferrato de potassio 111 (KsFe(CN)s (Fluka),
grafite (99 %), polietilenoimina (PEI) (Aldrich).

- Amostras

Foram avaliados seis diferentes tipos de bebidas comerciais de diferentes marcas
(Fig. 2.14). Todas as bebidas analisadas foram adquiridas no comércio nacional e foram
as seguintes: (i) Agua aromatizada Vitalis lim&o magnésio; (ii) Sumo Compal 100% fruta
sabor maca; (iii) Vinho Contemporal tinto 2020; (iv) Vinho Contemporal branco 2020;

(v) Cerveja SuperBock mini; (vi) Cha verde marca Froiz e marca Tetley.

Figura 2.14 - Bebidas comerciais utilizadas para avaliagdo dos compostos fendlicos.
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2.3. Procedimentos experimentais

2.3.1 Sintese NcCAP

Os nanocubos de azul de prussia (NCAP) foram sintetizados de acordo com um
método descrito anteriormente na literatura com algumas modificagdes [62]. O composto
sintetizado consiste num nanomaterial compdsito a base de oxido de grafeno modificado
com os NCAP, sintetizado através de uma técnica de refluxo. Esta técnica foi utilizada
com o objetivo de manter o material sob aquecimento durante vérias horas, evitando
assim perde de materiais (solvente, reagentes e/ou produtos) por evaporacdo. Neste
procedimento é necessaria a utilizacdo de (bio)grafeno (Figura 2.15A). Este nanomaterial
foi produzido no BioMarkISEP de acordo com a referéncia [63]. Em resumo, cristais de
grafite (100 mg/mL) s&o adicionados em 200 mL de solucéo de proteina bovina sérica
albumina (3 mg/mL) diluida em &gua a pH 7. Esta mistura é submetida a uma agitacéo e
cisalnamento num liquidificador domeéstico durante 30 minutos e posteriormente
centrifugada de forma a obtermos folhas de (bio)grafeno. Nesta etapa é fundamental o
acompanhamento da temperatura do sistema, para evitar sobreaquecimentos. A partir
deste nanomaterial, foi entdo desenvolvido o composito de (bio)grafeno modificado com
NCcAP conforme o procedimento descrito em [62], onde 10 mL FeCls.6-H20 (pH 1.1; 5
mM), 1 mL de PEI (3%) e 10 mL KsFe(CN)s (pH 1.1; 5 mM) séo adicionados em 10 mL
de (bio)grafeno (6,7 mg/mL, pH 1.1) com agitacdo e aquecimento durante 3 horas. A cor
da mistura inicialmente castanha-amarelada, passa a azul-escuro conforme ocorre a
reacao, sugerindo a formacdo dos NCAP em torno do grafeno (figura 2.15B). No final é

recomendado que o material passe por lavagens e seja (re)disperso em 10 mL de agua.

A figura 2.15 representa a analise morfoldgica através do equipamento MEV do

biografeno (A) e do 6xido de grafeno modificado com as nanoparticulas de NCAP (B).
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Figura 2.15 - Imagens MEV (A) biografeno e (B) 6xido de grafeno modificado com NcAP.

2.3.2. Metodologia para determinacdo colorimétrica de compostos fenélicos — HRP

A determinacdo colorimétrica de compostos fendlicos foi realizada em cuvetes de
plastico descartaveis de 2,5 mL contendo HRP (0,03 pg/mL), H202 (4,0 mM), TMB (400
UM), PBS e diferentes quantidades de compostos fenolicos alvo (&cido galico e acido
tanico). Numa primeira fase, foi realizado um estudo para a determinacdo das
concentracdes 6timas dos componentes da reacdo, as propor¢des adotadas como iniciais
foram seguidas conforme descrito no estudo [64], porém foram necessarias algumas
alteracdes conforme as necessidades do sistema até se chegar a conclusdo das
concentracdes Otimas. Também foram otimizadas condi¢des de tempo de reacdo e pH.
Para esse estudo, 10-200 uM de solucdo de AG foi preparada a partir de uma solugéo
stock de 4000 puM, e 0,5-10 uM de AT a partir de uma solugdo stock de 200 uM. A
mistura foi incubada por 2 minutos a temperatura ambiente, e a absorvancia foi
monitorizada no espectro UV-Visivel (652 nm). Os valores de limite de detecdo (LOD)
para ambos os compostos foram calculados pelo desvio padrdo do branco sobre a

inclinacdo da curva de calibracdo. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

Através deste método foram analisadas diferentes amostras de bebidas comerciais

para determinacdo da concentracdo de compostos fenolicos em relagdo ao AG e AT.
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2.3.3. Atividade mimética da peroxidase dos NcAP

A atividade do tipo peroxidase dos nanomateriais sintetizados foi investigada num
ensaio a temperatura ambiente usando TMB como substrato na presenca de H2Oz. O
ensaio foi realizado com 4 diferentes sistemas de reacdo formados por diferentes
componentes, sendo eles (i) PBS + TMB + H20, + NCAP; (ii) PBS + TMB; (iii) H202+
TMB; (iv) TMB. Através dos resultados destes ensaios é possivel verificar a importancia
dos constituintes para a rea¢ao de oxidacdo e se o0 material sintetizado tem capacidade de
catalisar a reagdo conforme ocorre com a HRP, formando um composto azul sem

influéncia dos outros componentes da reagdo [65].

2.3.4. Metodologia para determinacdo colorimétrica de compostos fendlicos utilizando

enzima artificial NcCAP

A determinacdo de compostos fenolicos com a utilizacdo de enzima artificial
seguiu 0s mesmos padrdes conforme descrito no item 2.3.2, porém com algumas
alteracdes. O ensaio também foi realizado em cuvetes de 2,5 mL contendo NcAP (0,01
pg/mL), H202 (4,0 mM), TMB (400 puM), com diferentes concentragdes de AG e AT.
Tambem foi analisado o tempo de reacdo da mistura, sendo determinado um tempo de
incubacdo ideal igual a 2 minutos a temperatura ambiente. A gama de concentragdo para
0 AG foi de 10-200 uM, partindo de uma solucdo stock de 4000 puM. Para o AT as
concentragdes de foram de 1.0-20,0 uM, preparadas a partir de uma solugéo stock de 400
M. As absorvancias das solucdes foram monitorizadas no espectro UV-Visivel (652 nm)
e os valores de LOD para ambos os compostos foram calculados pelo desvio padréo do
branco sobre a inclinacdo da curva de calibracdo. O método desenvolvido foi utilizado
para determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos em teores de AG e AT

presentes nas bebidas comerciais utilizadas como amostra conforme descrito no item 2.2,
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo
deste trabalho, tendo como finalidade responder ao objetivo proposto de desenvolver uma
metodologia colorimétrica para a determinacdo de compostos fendlicos em bebidas
comerciais utilizando uma enzima natural, e avaliar a possibilidade de mimetizagéo desta
técnica através de uma enzima artificial. O nanomaterial utilizado como enzima artificial,
NCAP ja se encontrava testado e validado pelo grupo BioMark ISEP em termos de
desenvolvimento e sintese para diferentes aplicacBes. A utilizacdo deste material para

mimetizar a atividade enzimatica de uma peroxidase consiste num estudo inédito.

3.1. Otimizacao das condigdes da reacdo com HRP

Num primeiro momento foi investigada a atividade catalitica da HRP na reacéo
de oxidacdo do TMB através de diferentes solu¢fes e monitorizagcdo das suas respetivas
absorvancias em espectroscopia de UV-Visivel. Inicialmente os testes foram preparados
conforme descrito no estudo [64], com TMB (816 uM), H.0. (8,8 mM) e diferentes
concentracdes de HRP (0,010; 0,005 e 0,0025 pg/mL), em um meio com pH entre 3,5-
4,5 e temperaturas entre 25-37 °C. Os testes realizados nestas condi¢des apresentaram
uma minima revelacdo de cor (Fig.3.16), ou seja, valores de absorvancia muito baixos,
0,06, 0,04 e 0,03 u.a respetivamente, sendo a maxima absorvéancia obtida bastante inferior
para 0 que se pretende no futuro que é a avaliacdo da capacidade antioxidante de um

composto fenolico neste meio.

Figura 3.16 — Cuvetes resultantes da avaliagdo inicial das condigdes 6timas para reacdo de oxidagdo do TMB
catalisada através da enzima HRP. Sendo A solugdo com HRP [0,01 ug/mL] e absorvancia de 0,06 u.a; B solugdo com
HRP [0,005 pg/mL] e absorvancia de 0,04 u.a, e C solugdo com HRP [0,0025 pg/mL] e absorvancia de 0,03 u.a.
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Sendo assim, por consequéncia dos baixos valores de absorvancia foram
necessarias algumas alteragcdes nas condi¢des da reacdo. Manteve-se as condi¢des de pH
4 e temperatura ambiente, porém alterou-se as concentracdes de TMB e H20, para 400
MM e 4,0 mM respetivamente, e testou-se concentragdes superiores de HRP (0,02; 0,03 e
0,06 pg/mL), os resultados de absorvéancia com estas condi¢des foram respetivamente
0,80; 1,19 e 2,31 u.a. Nesta situacdo, os valores de absorvancia obtidos consoante as
alteracOes realizadas ja se enquadram com o que se pretende. De acordo com os resultados
obtidos decidiu-se realizar os ensaios de avaliagdo da capacidade antioxidante com a
concentragdo de 0,03 pg/mL de HRP, pois apresentou uma coloracdo azul adequada,
inferior a 2 u.a, 0 que é imprescindivel uma vez que o equipamento utilizado para as
medi¢Oes de absorvancia resulta em saturacéo do sinal para absorvancia superiores a 1,5
u.a, 0 que causaria um maior viés no resultado final. Sendo assim, foi definido que as
concentragdes dos compostos da reacdo sdo 400 uM de TMB, 4,0 mM de H>O; e 0,03
pg/mL de HRP.

Depois de determinadas as condigdes ideias dos compostos da reacdo, fez-se uma
avaliacdo do comportamento da absorvancia da reacdo em relagcdo ao tempo. A amostra
foi analisada durante 10 minutos conforme apresentados os resultados na Figura 3.17. Os
resultados confirmam que o tempo ideal para avaliacdo da reagdo s@o 2 minutos, uma vez
que apos esse tempo as absorvancias obtidas ultrapassam 1,5 u.a e apresentam maior Viés,
além disso, foi detetado com que com passar do tempo, a partir de 3 minutos ocorre a
formacéo de particulados na solucdo (Fig.3.18), situacdo que também afeta a avaliacédo

da absorvancia.

3.0

2.5 Y

2.0

15

abs (u.a)

1.0

0.5

(] 2 4 6 8 10 12
Tempo (minutos)

Figura 3.17 - Avaliagdo da absorvancia da reagdo de oxidagdo do TMB (400 uM de TMB; 4,0 mM de H,0, e 0,03 pg/mL
de HRP) em relagdo ao tempo, para determinagdo do tempo ideal de reagdo.
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Figura 3.18 - Cuvetes de avaliagdo da reagdo em relagdo ao tempo, acima de 2 minutos com formagdo de
particulados.

3.2 Determinacéo colorimétrica de compostos fenédlicos - HRP

Como o é&cido géalico e o acido tanico sdo compostos fendlicos comumente
encontrados em diversos produtos alimentares é importante avaliar as quantidades
presentes destes antioxidantes, pois sdo compostos com excelentes propriedades
benéficas para a salde, porém se estiverem em excesso podem apresentar efeito reverso.
Sendo assim, justifica-se uma abordagem que permita realizar detecGes em niveis uM.
Neste estudo uma faixa de 10-200 uM de AG foi incorporado no sistema de reacéo,
indicado no item 3.1, e a evolucdo das absorvancias foi controlada conforme apresentado
no espectro da figura 3.19A, onde comprova-se que com o0 aumento da concentracéo de
AG o0 pico em 652 nm diminui gradativamente devido a capacidade antioxidante deste
composto, interrompendo assim a reacéo de oxidacdo do TMB na presenca do H20.. Ou
seja, a solucdo vai perdendo a forca corante azul conforme o aumento da concentragéo do
composto fendlico. Uma relacdo linear foi estabelecida através dos maximos de
absorvancia em 652 nm para as diferentes concentracdes de AG (Fig.3.19B), obtendo-se
uma equacdo de Y= -0,0140x+0,960, com um R? igual a 0,9856, com um LOD de 6,62
MM.

-34-



o @

1.9 1 =10 uM
1.7 T 30 IJ.M
> —40 pM
1.5 - 0-200 um —50uM
—60 uM
1.3 ' _70 'J-M
11 ——80 uM
© ] 90 uM
2 100 uM
0.9 -
£ 200 M
0.7 - M
0.5 -
0.3 4
0.1 - = ==

-0.1500 550 600 650 700 750
wavelength (nm)

0.9 ()

0.8

{ y =-0,0140x + 0,960
R? = 0,9856

0.7

0.6

Abs (u.a)

0.5

0.4 -

0.3

.
%e
e
e
%o
e
9

0.2 T T B I T T B I T T B I T T B I T T B I T T B I
10 20 30 40 50 60

Concentragdo de Ac.Galico (uM)

o

Figura 3.19 - Espectro de absorgdo (A) para reagdo com HRP e AG, e curva de calibragdo (B) para a determinagdo
colorimétrica de AT entre 10 - 50 uM.

Também foi estudada uma faixa de 0,5-10 uM de &cido tanico incorporado no
sistema de reacdo apresentado no item 3.1. O comportamento da reacdo também foi
avaliado através das absorvancias, o espectro é apresentado na Figura 3.20A onde
comprova-se que 0 com 0 aumento da concentragdo de AT, 0s picos em 652 nm
diminuem, o que é esperado uma vez que 0 composto atua como antioxidante, ou seja

causa uma reducdo significativa na intensidade da cor azul, enquanto amostras com menor
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concentragdo apresentam uma resposta de cor azul intensa. Uma relacdo linear foi

estabelecida através dos maximos de absorvancia em 652 nm para as diferentes
concentragdes de AT (Fig.3.20B), obtendo-se uma equagéo Y= -0,153x+1,0677, com um
R? igual a 0,9912 e um LOD de 0,41 uM.
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Figura 3.20 - Espectro de absorgdo (A) para reagdo com HRP e AT, e curva de calibragdo (B) para a determinagdo
colorimétrica de AT entre 0,5 — 4,5 puM.
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3.3. Otimizacao das condicgdes da reacao - NCAP

A atividade do nanomaterial selecionado para mimetizar a peroxidase foi
investigada através da reacdo de oxidacdo do TMB na presenca de NCAP com H202, com
objetivo de ocorrer a formagédo de um produto azul. Este estudo foi realizado com quatro
diferentes sistemas de reacdo, com diferentes componentes (Fig.3.21), porém as
condicOes gerais como concentragdo de TMB, H202, pH e temperatura foram mantidas
conforme o ensaio com HRP descrito no item 3.1. Conforme mostrado na Figura 3.21, na
reacdo com participacdo dos NCAP (cuvete A) observou-se a formacao de uma coloragéo
azul percetivel o que significa que o nanomaterial tem capacidade de catalisar a reagdo
de oxidagdo do TMB na presenca de H20.. No entanto, 0s outros trés diferentes sistemas
de reacdo (B, C e D) ndo apresentaram desenvolvimento de cor na auséncia de NCAP e/ou
H20,, indicando assim que ambos 0s constituintes sdo essenciais para a reacdo de
oxidacdo catalitica. Sendo assim estes resultados confirmaram que NCAP exibiu uma

atividade intrinseca do tipo HRP.

B c D
AMOSTRA A B C D
PBS + + + +
PB + +
H,0, + - +

Figura 3.21 - Representacio visual da cuvete dos diferentes sistemas de reagdo: (A) PBS (buffer) + NCAP + H,0+
TMB; (B) PBS + NCAP + TMB; (C) PBS + H,0, + TMB; (D) PBS + TMB.

Depois de confirmado que o material escolhido mimetizava a atividade da HRP
foram testadas as condicdes indicadas no item 3.1 para diferentes concentracdes de NCAP
(0,01; 0,009; 0,006 e 0,003 pg/mL, respetivamente). O espectro de absorvancia para as
diferentes concentracdes € apresentado na Figura 3.22, sendo o valor méximo de
absorvancia obtido para um valor de concentracdo de 0,01 pg/mL, de + 1,1 u.a, valor

considerado como 6timo para seguimento da metodologia, pois é adequado aos objetivos
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futuros de avaliacdo da capacidade antioxidante dos compostos fendlicos. Foram
avaliadas outras concentracGes de NCAP, porém as absorvancias ultrapassavam 1,5, o que
ndo é recomendado por consequéncia do viés causado pelo equipamento. Também foi
avaliado o tempo de reacdo, que neste caso também ficou definido como 2 minutos, uma
vez que para tempos superiores os valores de absorvancia ultrapassavam o limite de 1,5
u.a e apresentavam o mesmo problema de particulas suspensas, conforme citado

anteriormente no sistema com HRP.

3.4 Determinacdo colorimétrica de compostos fendlicos - NCAP

Este estudo teve como objetivo reproduzir o que foi apresentado no item 3.2
porém utilizando a enzima artificial que em comparacdo com as naturais apresentam
vantagens como facilidade para producédo de grande escala e baixo custo. Para o AG foi
considerada a mesma gama de concentracdes de trabalho, entre 10-200 uM, adicionados
na reagdo indicada no item 2.3.4. Sendo assim os valores de abosorvancia das diferentes
solugdes foram avaliadas e 0 espectro resultante é apresentado na figura 3.21A, onde
comprova-se que quanto maior a concentracdo de AG, o pico em 652 nm apresenta
também o comportamento espectavel de diminuicdo devido a capacidade antioxidante,
causando uma diminuicdo na tonalidade de azul da reacdo. Neste sistema também foi
estabelecida uma relacdo linear através dos valores maximos de absorvancia para as
diferentes concentracdes de AG (Fig.3.22B), obtendo-se uma equacdo de Y= -0,0106 x +
0,704, com um R? igual a 0,9861, com um LOD de 5,63 uM.
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Figura 3.22 - Espectro de absorgdo (A) para reagdo com NcAP e AG, e grafico de calibragdo linear (B) para a
determinagdo colorimétrica de AG de 10-40 pM.

Também foi realizado o estudo para o acido tanico, em uma faixa de 1,0-20 uM.
O comportamento da reacdo foi monitorado em termos de absorvancia conforme
apresentado no espectro da Fig.3.23A. O espectro apresenta 0 comportamento esperado,
ou seja, de diminuicao dos valores de absorvancia consoante ao aumento da concentracao
de AT, causando assim uma diminui¢do da intensidade da cor azul da solucdo. Uma

relacdo linear foi estabelecida através dos maximos de absorvancia em 652 nm para as
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diferentes concentragdes de AT (Fig.3.23B), obtendo-se uma equacdo Y= -0,0471 x +

0,9539, com um R? igual a 0,9769, com um LOD de 1,51 pM.
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Figura 3.23 - Espectro de absorgdo (A) para reagdo com NcAP e AT, e grafico de calibragdo linear (B) para a

determinagdo colorimétrica de AG de 1-9 uM.
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3.5. Analise de amostras reais pelos métodos de HRP e NCAP

As metodologias desenvolvidas permitem a obtencdo de resultados relevantes que
possibilitam estimar o conteldo fendlico presente em uma amostra. Em bebidas
comerciais podem estar presentes diferentes compostos fenélicos que podem contribuir
para a quantidade global de antioxidantes presentes em uma certa bebida, neste caso as
amostras foram avaliadas como equivalente de AG e AT.

E importante destacar que na maioria dos alimentos/bebidas n&o héa a presenca de
um composto fendlico especifico, mas sim de uma mistura a qual pode ainda néo ter sido
totalmente caracterizada, além disso, muitas vezes 0 mesmo alimento pode apresentar
diferentes composi¢cdes em termos de polifendis dentro das suas diferentes tipologias.
Além da variedade, outros fatores que podem afetar o teor de compostos fenolicos nos
alimentos séo a maturacdo no tempo da colheita, fatores ambientais, o seu processamento
e armazenamento. Sendo assim, devido a grande quantidade de polifendis existentes e o
numero consideravel de fatores que podem modificar as suas concentragdes ainda nédo
foram elaboradas/criadas tabelas de composicdo de alimentos em termos de
concentragdes de polifendis, apenas algumas informacdes parciais sao publicas com base

em analises diretas de alimentos [33].

Desta forma, para verificacdo das amostras seguiram-se as metodologias descritas
nos itens 2.3.2 e 2.3.4. De acordo com os resultados obtidos através da metodologia com
HRP, apresentados na figura 3.24, as bebidas que apresentaram teores mais elevados de
compostos fendlicos em termos de AG e AT foram as amostras de vinho tinto e cha verde,
caracteristica esperada uma vez que esses tipos de bebidas apresentam uma elevada
capacidade antioxidante. Contudo, tal resultado também era esperado para a amostra de
vinho branco, no entanto a analise desta amostra resultou em concentracdes menores de

compostos fenolicos.
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Figura 3.24 —Resultado dos teores de compostos fendlicos avaliados pelo método HRP em teores de 4cido gélico (mg
(acido gélico)/L)[barras azuis]; e teores equivalentes a acido tanico (mg (acido tanico)/L) [barras laranjas] para
diferentes bebidas comerciais com erros de trés medi¢des independentes, sendo A — Sumo de maca; B — Agua
aromatizada; C — Cerveja; D — Vinho branco; E — Vinho tinto e F — Cha verde.

Os resultados das amostras analisadas conforme a metodologia com NCAP sdo
apresentados na figura 3.25. Neste caso, 0s resultados encontrados variaram
significativamente entre o ensaio com AG e AT, ndo permitindo uma analise concreta
destes valores. O esperado seria um comportamento semelhante aos resultados do método
com HRP (Fig.3.24), onde no mesmo método os teores calculados em equivaléncia de
AG e AT ndo apresentam grandes variacfes. Apesar desta discrepancia, as analises destas
amostras seguindo o método com NCAP apresentam resultados promissores e por
consequéncia disso através de algumas otimizagdes € possivel e esperado corrigir essa

diferenca e aproximar os resultados aos obtidos no método com HRP.

-42 -



=
o
[N]
i =

-

S~ < <

‘é‘ 512 B Acido Galico ™ Acido Tanico

‘g 256

“6_ 128

e

o 64

£

£ 32

o

o 16

o

g 8

3

] 4

>

.5 2 J

o

2 1

0 < .

£ Sumo Agua Cerveja Vinho Vinho Cha
maga aromatizada branco tinto verde

(A) (B) (€ (D) (E) (F)

Figura 3.25 — Resultado dos teores de compostos fendlicos avaliados pelo método NcAP em teores de acido galico
(mg (acido galico)/L)[barras azuis]; e teores equivalentes a acido tanico (mg (acido tanico)/L) [barras laranjas] para
diferentes bebidas comerciais com erros de trés medi¢des independentes, sendo A — Sumo de maca; B — Agua
aromatizada; C — Cerveja; D — Vinho branco; E — Vinho tinto e F — Cha verde.

Em relacéo aos teores de compostos fendlicos encontrados, ambos os resultados
dos dois métodos sdo inferiores aos teores encontrados na literatura para 0s mesmos tipos
de bebidas comerciais (sumo maca (+ 339 mg equiv.comp.fendélico/L); cha verde (61-220
mg equiv.comp.fenolico/g matéria seca); cerveja (452-875 mg equiv.comp.fenolico/L);
vinho branco (191-296 mg equiv.comp.fendlico/L); vinho tinto (£1615 mg
equiv.comp.fenolico/L)) [14][66]. Isto é, sdo inferiores aos valores teoricamente
esperados para estes tipos de bebidas. Porém existem diversos fatores que podem estar a
causar estas diferencas, uma vez que os resultados descritos na literatura sdo para os
mesmos tipos de bebidas, mas de regides e marcas diferentes das amostras analisadas
neste trabalho. Consequentemente, como o teor de compostos fendlicos é sensivel a essas
variacdes, o ideal seria analisar também as amostras com uma metodologia ja conhecida
e comumente usada para a determinacdo de compostos fendlicos, como o Folin-Ciocalteu
ou a cromatografia, garantindo assim que a comparagédo seré realizada para as mesmas
amostras, com um tratamento semelhante, eliminando o0s erros existentes com as

comparagcdes gerais.
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4. CONCLUSOES

Este trabalho consistiu no desenvolvimento de uma metodologia colorimétrica
enzimatica de origem bioldgica e sintética para avaliar a presenca de compostos fenélicos
em bebidas comerciais. Os parametros experimentais numa primeira fase foram testados
de acordo com estudos descritos na literatura e posteriormente otimizados consoante as
necessidades. Os parametros da reacdo como pH, temperatura e tempo foram estudados,
sendo determinado que as melhores condi¢6es foram a pH 4, temperatura ambiente e um
tempo de reagdo de 2 minutos, para ambas as metodologias. Para 0os componentes da
reacdo, as concentragfes Otimas foram 0,4 mM de H2O2 e 4,0 mM de TMB. Para a
metodologia com HRP, foi determinada uma concentracdo de enzima igual a 0,03 pg/mL.
O sistema preparado detetou com sucesso 0s compostos fenélicos com um LOD de 6,62
UM e 0,41 uM para AG e AT respetivamente, com uma boa linearidade, com R? de 0,9856
para AG e 0,9912 para AT.

Para a metodologia com NCAP, foi comprovado que o nanomaterial escolhido
exibe uma atividade intrinseca do tipo HRP, uma vez que avaliado em diferentes sistemas
a presenga da enzima e H,O> sdo fundamentais para o desenvolvimento da cor. Para essa
metodologia foi determinada uma concentracdo de 0,01 pg/mL de NCAP e as demais
condicdes da reacdo foram mantidas conforme realizado para HRP. Neste caso 0s
compostos fenolicos foram determinados com um LOD de 5,63 uM para AG e 1,51 para
AT, indicando uma boa linearidade, com valores de R? de 0,9861 e 0,9769

respetivamente.

A partir destas metodologias as bebidas comerciais foram avaliadas e o0s
resultados encontrados sdo considerados promissores para um futuro uso em aplicacao
pratica para determinacdo destes compostos. Contudo, a metodologia precisa de
otimizagGes principalmente na etapa de avaliacdo de amostras com NcAP. Como trabalho
futuro recomenda-se otimizar essa analise e sugere-se para fins comparativos analisar
também as amostras através de um outro método, como o Folin-Ciocalteu, pois nao
existem informacdes consistentes sobre o conteddo de compostos fendlicos presentes nas
amostras analisadas. Além disso, ndo é totalmente correta a comparacdo com valores
encontrados na literatura por consequéncia da variabilidade destes teores. Outro estudo

interessante para complementar o desenvolvimento da metodologia seria avaliar 0s

-44 -



pardmetros cinéticos através das constantes de Michaelis-Menten para o substrato TMB
e H20; para investigar a afinidade dos NCAP para eles, e comparar com a HRP.
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