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APRESENTAÇÃO

A obra Meio Ambiente, Sustentabilidade e Agroecologia vem tratar de um conjunto 
de atitudes, de ideias que são viáveis para a sociedade, em busca da preservação dos 
recursos naturais.

Em sua origem a espécie humana era nômade, e vivia integrada a natureza, 
sobreviviam da caça e da colheita. Ao perceber o esgotamento de recursos na região 
onde habitavam, migravam para outra área, permitindo que houvesse uma reposição 
natural do que foi destruído. Com a chegada da agricultura o ser humano desenvolveu 
métodos de irrigação, além da domesticação de animais e também descobriu que a 
natureza oferecia elementos extraídos e trabalhados que podiam ser transformados 
em diversos utensílios. As pequenas tribos cresceram, formando cidades, reinos e até 
mesmo impérios e a intervenção do homem embora pareça benéfica, passou a alterar 
cada vez mais negativamente o meio ambiente.

No século com XIX as máquinas a vapor movidas a carvão mineral, a Revolução 
Industrial mudaria para sempre a sociedade humana. A produção em grande volume 
dos itens de consumo começou a gerar demandas e com isso a extração de recursos 
naturais foi intensificada. Até a agricultura que antes era destinada a subsistência 
passou a ter larga escala, com cultivos para a venda em diversos mercados do mundo. 
Atualmente esse modelo de consumo, produção, extração desenfreada ameaça não 
apenas a natureza, mas sua própria existência. Percebe-se o esgotamento de recursos 
essenciais para as diversas atividades humanas e a extinção de animais que antes 
eram abundantes no planeta. Por estes motivos é necessário que o ser humano adote 
uma postura mais sustentável.

A ONU desenvolveu o conceito de sustentabilidade como desenvolvimento 
que responde as necessidades do presente sem comprometer as possibilidades das 
gerações futuras de satisfazer seus próprios anseios. A sustentabilidade possui quatro 
vertentes principais: ambiental, econômica, social e cultural, que trata do uso consciente 
dos recursos naturais, bem como planejamento para sua reposição, bem como no 
reaproveitamento de matérias primas, no desenvolvimento de métodos mais baratos, 
na integração de todos os indivíduos na sociedade, proporcionando as condições 
necessárias para que exerçam sua cidadania e a integração do desenvolvimento 
tecnológico social, perpetuando dessa maneira as heranças culturais de cada povo. 
Para que isso ocorra as entidades e governos precisam estar juntos, seja utilizando 
transportes alternativos, reciclando, incentivando a permacultura, o consumo de 
alimentos orgânicos ou fomentando o uso de energias renováveis.

No âmbito da Agroecologia apresentam-se conceitos e metodologias para estudar 
os agroecossistemas, cujo objetivo é permitir a implantação e o desenvolvimento de 
estilos de agricultura com maior sustentabilidade, como bem tratam os autores desta 
obra. A agroecologia está preocupada com o equilíbrio da natureza e a produção de 
alimentos sustentáveis, como também é um organismo vivo com sistemas integrados 
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entre si: solo, árvores, plantas cultivadas e animais.
Ao publicar esta obra a Atena Editora, mostra seu ato de responsabilidade com 

o planeta quando incentiva estudos nessa área, com a finalidade das sociedades 
sustentáveis adotarem a preocupação com o futuro. 

Tenham uma excelente leitura!

Tayronne de Almeida Rodrigues
João Leandro Neto

Dennyura Oliveira Galvão
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GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS NA FOTOCATÁLISE 
HETEROGÊNEA PARA APLICAÇÃO AO 

DESENVOLVIMENTO DE ENSAIOS ANTIOXIDANTES

CAPÍTULO 14
doi

Anallyne Nayara Carvalho Oliveira 
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Universidade Federal do Piauí - UFPI, 64049-550 
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RESUMO: As evidências que comprovam 
o envolvimento do estresse oxidativo na 
patogênese de vários distúrbios e doenças 
revelou o importante papel das substâncias 
antioxidantes na manutenção da saúde humana, 
na prevenção e tratamento de doenças, bem 
como, na preservação e aumento da vida útil dos 
alimentos. Devido a isso, o interesse por fontes 
externas de antioxidantes tornou-se uma área 
de pesquisa ativa, levando ao desenvolvimento 
recente de numerosos métodos para avaliar a 

capacidade antioxidante. No entanto, a grande 
maioria dos métodos desenvolvidos apresentam 
desvantagens que incluem elevado custo dos 
reagentes, alta complexidade das reações, uso 
de equipamentos caros, entre outros. Sendo 
assim, nesse trabalho de revisão, os conceitos, 
mecanismos e importância dos antioxidantes 
para manutenção da saúde dos sistemas in 
vivo são brevemente descritos, em seguida, 
o desenvolvimento de métodos in vitro para 
determinação de atividade antioxidante são 
abordados, destacando suas vantagens e 
desvantagens, e por fim, discute-se o uso da 
fotocatálise heterogênea como tecnologia de 
geração de espécies reativas de oxigênio para 
desenvolver métodos de avaliação de atividade 
antioxidante.
PALAVRAS-CHAVES: fotocatálise 
heterogênea; geração de espécies reativas; 
ensaios antioxidantes.
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Resumo gráfico:

ABSTRACT: Evidence supporting the involvement of oxidative stress in the 
pathogenesis of various disorders and diseases has revealed the important role of 
antioxidant substances in maintaining human health, preventing and treating diseases, 
preserving and increasing the shelf life of foods. Because of this, interest in external 
sources of antioxidants has become an area of ​​active research, leading to the recent 
development of numerous methods for assessing antioxidant capacity. However, the 
great majority of the developed methods present disadvantages that include high 
cost of the reagents, high complexity of the reactions, use of expensive equipment, 
among others. Thus, in this review work, the concepts, mechanisms and importance 
of antioxidants to maintain the health of in vivo systems are briefly described, and the 
development of in vitro methods for antioxidant activity determination are addressed, 
highlighting their advantages and disadvantages, and finally, we discuss the use of 
heterogeneous photocatalysis as a technology for the generation of reactive oxygen 
species to develop methods for evaluating antioxidant activity.
KEYWORDS: heterogeneous photocatalysis; generation of reactive species; 
antioxidant trials.

1 | 	INTRODUÇÃO

Os produtos advindos do metabolismo oxidativo, tais como as espécies reativas 
de oxigênio, de nitrogênio e de enxofre, entre outras, quando em excesso no organismo, 
causam vários tipos de danos celulares que podem comprometer a manutenção da 
saúde dos sistemas biológicos. Nos seres humanos, esses danos estão sendo cada 
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vez mais relacionados ao desenvolvimento de diversos distúrbios patológicos como 
câncer, depressão, Parkinson e Doença de Alzheimer (Badarinath et al., 2010; Cömert 
and Gökmen, 2017; Bao, et al. 2017; Omar, et al. 2017; Barroso, et al. 2018). 

O corpo humano possui um sistema complexo de defesas naturais, composto 
por antioxidantes endógenos que trabalham em equilíbrio com a geração de espécies 
reativas (Pisoschi and Pop, 2015; Rajan and Muraleedharan, 2016; Bao, et al. 2017; 
Carocho, et al. 2018). No entanto, essa rede de antioxidantes não consegue manter 
o equilíbrio adequado quando a produção de espécies reativas ocorre de forma 
descontrolada, devido a estímulos externos como, exposição ao tabagismo, ingestão 
de álcool, exposição à radiação e a poluição ambiental (Chand, et al. 2017; Canabady-
Rochelle, et al. 2017; Farhat, et al. 2018). A proteção contra esses danos pode ser 
intensificada por meio do consumo de fontes exógenas de antioxidantes, presentes 
em alimentos, suplementos, cosméticos e produtos farmacêuticos (Alam, Bristi and 
Rafiquzzaman, 2013; Pisoschi and Pop, 2015).

O grande interesse por fontes exógenas de compostos antioxidantes veio 
acompanhado pelo desenvolvimento de novos métodos analíticos in vitro para 
determinação do potencial dessas fontes (Roginsky and Lissi, 2005; Ge, et al. 2018). 

Entre os métodos de eliminação de radicais livres, os ensaios ABTS•+, DPPH• e 
ORAC são os mais citados na literatura (Floegel, et al. 2011; Schaich, Tian and Xie, 
2015). No entanto, os ensaios apresentam desvantagens que vem sendo contestadas 
pela literatura, como o fato de utilizar radicais não biológicos e estericamente impedido, 
dificultando o acesso dos antioxidantes ao centro do radical, o que causam reações 
lentas e que podem não condizer com a rapidez das reações que ocorrem in vivo 
(Apak, et al. 2013; López-Alarcón and Denicola, 2013).

Nesse contexto, muitas pesquisas no campo de desenvolvimento de novas 
metodologias in vitro têm sido realizadas nos últimos anos. Os pesquisadores buscam 
um método que seja simples, de baixo custo, confiável e reprodutível nos sistemas in 
vivo.

Dessa forma, métodos baseados na geração de radicais OH• a partir da reação 
entre peróxido de hidrogênio (H2O2) e Fe (II) (reação do tipo Fenton) ganharam 
destaque. No entanto, o uso de reações de Fenton no desenvolvimento de ensaios 
antioxidantes apresenta desvantagens, uma vez que muitos antioxidantes também 
são quelantes de metais que alteram a atividade do Fe (II) após a quelação (Rui-Jie 
et al., 2016). Dessa forma, a fotocatálise heterogênea utilizando catalisadores como 
óxido de zinco (ZnO) ou óxido de titânio (TiO2), surgem como alternativa de geração 
de espécies reativas para aplicação a ensaios de atividade antioxidante (Chen et al., 
2014).

As espécies reativas de oxigênio (ROS) geradas pela oxidação fotocatalítica da 
água utilizando  TiO2  são radical hidroxilo (HO•), ânion superóxido (O2

•-) e oxigênio 
singlete  (1O2) (Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf, et al. 2009; Rui-Jie, et al. 2016; Nagarajan, 
et al. 2017). Estas espécies estão biologicamente presentes in vivo e desempenham 



Meio Ambiente, Sustentabilidade e Agroecologia 7 Capítulo 14 127

ações essenciaiss em inúmeras reações bioquímicas fisiológicas. 
Em um sistema composto por TiO2 e solução aquosa de corante para determinar 

a atividade antioxidante de um composto, as espécies reativas de oxigênio reagem 
com as moléculas do corante e  degradam sua cor, transformando-o em H2O e CO2. 
A redução da cor é seguida opticamente, e quando há a presença de composto com 
atividade de neutralização de espécies reativas, ocorre diminuição da perda de cor ou 
mesmo a ausência total da atividade das ROS sobre o corante. Os ensaios podem ser 
realizados com amostras únicas em cubetas, ou podem ser miniaturizados em sistema 
de microplacas, com economia de reagentesutilizando os princípios da química verde.

Sendo assim, este trabalho de revisão da literatura tem como objetivo apresentar 
brevemente os conceitos, mecanismos e importância dos antioxidantes para 
manutenção da saúde dos sistemas in vivo, os métodos in vitro para determinação 
de atividade antioxidante também são abordados, destacando suas vantagens e 
desvantagens. Discute-se posteriormente o uso da fotocatálise heterogênea por meio 
de catalisadores como o TiO2, a qual é utilizada  para geração de espécies reativas 
de oxigênio no desenvolvimento de métodos analíticos para avaliação de atividade 
antioxidante.

2 | 	ESPÉCIES REATIVAS E ESTRESSE OXIDATIVO

Em 1954, Gerschman et al. propuseram que os efeitos nocivos do O2, poderiam 
ser atribuídos à formação de radicais de oxigênio. Esta hipótese foi popularizada e 
convertida na “teoria do superóxido” em consequência da descoberta de enzimas de 
superóxido dismutase (SOD) por McCord e Fridovich em 1978. Esta teoria afirma que 
a toxicidade do oxigênio é devida ao excesso de formação de radical superóxido (O2•-
) (Sartori, et al. 2014), o qual é convertido rapidamente em peróxido de hidrogênio 
(H2O2) de forma espontânea ou por meio da enzima superóxido dismutasse. O H2O2, 
por sua vez, pode ser transformado em radicais hidroxílicos (HO•) e radicais peroxilo 
(ROO•) por meio das interações de H2O2 com metais de transição (Gomes, et al. 
2006; Chisté, et al. 2012).

As espécies reativas mais comuns em sistemas biológicos estão descritos na 
Tabela 1.
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Nome Fórmula Observações Referência 
Bibliográfica

Ânion 
superóxido O2

•-

Gerado continuamente 
por diversos processos 
celulares (cadeia de 
transporte de elétrons 
na mitocôndria, no 
microssomo, utlizando 
enzimas como xantina 
oxidase e NADPH 
oxidase), ou pela redução 
monoeletrônica de O2. 
Meia-vida 10-6 segundos.

Sartori, et al. (2014); 
Kelly et al. (2002); Luo 
et al. (2004); López-
Alarcón and Denicola, 
(2013); Carocho et al. 
(2018)

Peróxido de 
hidrogênio H2O2

Intermediário 
formado pela reação 
de dismutação de 
O2

– catalisada pela 
enzima SOD, pela 
redução de 2 elétrons 
na molécula de O2 e 
pela ação de diversas 
enzimas oxidases in 
vivo, localizadas nos 
peroxissomas. É um 
fraco agente oxidante e 
um fraco agente redutor, 
reage lentamente com 
tióis, com sais de ferro 
e cobre reduzidos, 
com proteínas heme e 
peroxidases para iniciar 
reações radicalares e 
peroxidações lipídicas. 
Em presença de metal 
de transição gera OH•, 
através da reação de 
Fenton.

Mozafari et al. (2006); 
Gomes, et al. (2006); 
Chisté, et al. (2012).

Radical 
hidroxilo HO•

É o mais reativo e mais 
lesivo radical conhecido 
e para o qual, uma vez 
formado, o organismo 
humano não dispõe de 
mecanismo de defesa, 
reage com uma série 
de endobióticos, causa 
modificação no DNA (com 
modificação das bases 
e quebras das fitas), 
danos nas proteínas e 
inativação enzimática, 
peroxidação lipídica. 
Âmbito limitado de ação 
(poucos diâmetros 
moleculares).

Mozafari et al. (2006); 
Gomes, et al. (2006); 
Chisté, et al. (2012)

Radicais 
peroxila e 
alcoxila

ROO•

RO•

Formados durante 
a decomposição de 
peróxidos orgânicos 
e reações de carbono 
radicalar com oxigênio, 
como na peroxidação 
lipídica.

Mozafari et al. (2006); 
Gomes, et al. (2006); 
Chisté, et al. (2012)
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Oxigênio 
singleto

1O2

Estado eletronicamente 
excitado do oxigênio, 
produzido por reações 
fotoquímicas ou por 
outras radiações; 
reage com um grande 
número de moléculas 
biológicas, incluindo 
lipídeos da membrana, 
iniciando processos de 
peroxidação.

Mozafari et al. (2006); 
Costa, et al. (2007); 
Prior (2015)

Ácido 
hipocloroso HOCl

Espécie não radicalar, 
membrana-permeável, 
oxida um grande número 
de compostos biológicos, 
como tióis e tioéteres, 
aminas, fenóis e ligações 
insaturadas, mais seletivo 
que o radical hidroxila, 
oxida ferro e proteínas. É 
produzido no miocárdio, 
como resultado de 
invasão de células 
inflamatórias.

Mozafari et al. (2006);

Óxido 
nítrico ou 
monóxido 
de 
nitrogênio 

NO•

Sintetizado nos 
organismos vivos 
pela ação da enzima 
óxido nítrico sintase 
(NOS), que converte o 
aminoácido L-arginina 
a NO• + L-citrulina 
(outro aminoácido). É 
um radical abundante 
que age em uma 
variedade de processos 
biológicos, incluindo 
relaxação muscular, 
neurotransmissão 
e regulação imune. 
Difunde-se rapidamente 
entre e dentro das 
células. Quando exposto 
ao ar, reage com oxigênio 
para formar dióxido de 
nitrogênio

Kelly et al. (2002); Luo 
et al. (2004); Carocho 
et al. (2018)

Dióxido de 
nitrogênio NO2•

Formado a partir da 
exposição de NO• ao 
ar ou da protonação de 
peroxinitrito. Potente 
iniciador da peroxidação 
lipídica em fluidos 
biológicos.

Mozafari et al. (2006);

Cloreto de 
nitrila NO2Cl

Formado a partir de 
misturas de NO2

– e HOCl. 
Oxidante, agente de 
cloração e de nitração.

Mozafari et al. (2006);
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Peroxinitrito ONOO–

Instável, tempo de 
vida curto, oxidante 
potente, propriedades 
semelhantes ao radical 
hidroxila, causa danos 
a muitas moléculas 
biológicas, inclusive 
a grupos S-H das 
proteínas, provoca 
hidroxilaçao e nitração de 
compostos aromáticos. 
Forma HO• independente 
da presença de metal de 
transição

Kelly et al. (2002); Luo 
et al. (2004); Carocho 
et al. (2018)

Cloraminas

Oxidantes mais suaves 
e de vida mais longa 
que HOCl, reagem 
com tióis, tioéteres 
e centros metálicos 
de ferro. Toxicidade 
variável, dependendo 
da polaridade e da 
permeabilidade da 
membrana. Cloraminas 
de α-aminoácidos 
sofrem degradação para 
aldeídos potencialmente 
tóxicos

Mozafari et al. (2006);

Radical tiíla RS•

Denominação genérica 
para um grupo de 
radicais com o elétron 
desemparelhado 
residindo no enxofre. 
Formado quando um 
grupo tiol (RSH) reage 
com uma espécie 
radicalar.

Lü et al. (2010); 
Carocho et al. (2018)

Metais Fe, Cu, 
Mn, etc

Catalisam reações de 
radicais livres. Mozafari et al. (2006);

Tabela 1.  Produção e importância para o corpo humano das principais espécies reativas 
(radicalares e não radicalares).

Em baixas concentrações a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), 
espécies reativas de nitrogênio (ERNs) e espécies reativas de enxofre (EREs), é 
necessária para o funcionamento do metabolismo humano (Barroso, et al. 2018). A 
concentração vital dos radicais livres e espécies reativas é mantida pelos antioxidantes 
enzimáticos produzidos naturalmente pelos organismos vivos, tais como glutationa 
peroxidase, superóxido dismutase, glutationa redutase, catalase e antioxidantes não 
enzimáticos, como alfa-tocoferol e ácido ascórbico (Pisoschi and Pop, 2015; Chand, et 
al. 2017; Sarangarajan, et al. 2017). No entanto, esses antioxidantes endógenos não 
conseguem manter o equilíbrio adequado quando a produção de espécies reativas 
ocorre de forma descontrolada, devido a estímulos externos como, exposição ao 
tabagismo, ingestão de álcool, exposição a radiação e a poluição ambiental, entre 
outros (Chand, et al. 2017; Canabady-Rochelle, et al. 2017; Farhat, et al. 2018). Essa 
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produção descontrolada perturba o equilíbrio entre oxidação e antioxidação (Figura 
1) resultando em danos que estão sendo correlacionados a doenças crônicas e 
degenerativas, como por exemplo, aterosclerose, câncer, diabetes tipo 2, doenças 
cardiovasculares, inflamação crônica, acidente vascular cerebral, entre outras (Cömert 
and Gökmen, 2017; Barroso, et al. 2018).

Figura 1 - Representação esquemática do estresse oxidativo.

3 | 	ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias que, quando presentes 
em baixas concentrações em comparação as do substrato oxidável, atrasam ou inibem 
significativamente a oxidação desse substrato, agindo de acordo com a reação 1: 
(Niki, 2010; López-Alarcón and Denicola, 2013; Kumar, et al. 2017; Carocho, et al. 
2018; Barroso, et al. 2018)

AH + FR• ⟶ A• + FRH       (1)

Onde AH e FR• representam um antioxidante e um radical livre, respectivamente.
A reação 1 é considerada a base da mecânica clássica da ação de antioxidantes 

e pode explicar a inibição (ou atraso) de muitos processos prejudiciais induzidos por 
FR• em lipídios, proteínas ou DNA (Lü, et al. 2010; López-Alarcón and Denicola, 2013; 
Ataie, et al. 2016).
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3.1	Mecanismo De Ação Dos Antioxidantes

A química dos antioxidante e radicais livres é baseada em um equilíbrio entre 
ambos. Os radicais livres são compostos reativos que tendem a capturar elétrons 
de moléculas biológicas estáveis ​​para se estabilizarem. Em condições patológicas, 
há uma superprodução de radicais livres devido à fatores externos como tabagismo, 
excesso de atividade física, estresse, entre outros (Carocho, et al. 2018).

Todos os antioxidantes seguem um dos sete mecanismos de ação detalhados 
na Figura 2 (Kumar and Pandey, 2013; López-Alarcón and Denicola, 2013; Zou et al., 
2016; Cömert and Gökmen, 2017).

Figura 2 - Mecanismos de ação dos antioxidantes.

No sequestro de radical livre, os antioxidantes atuam principalmente em relação 
aos radicais HO• e O2

-•. O mecanismo ocorre pela transferência de um elétron (TE) ou 
de um átomo de hidrogênio (HAT) de seus grupos hidroxilos, estabilizando o radical. O 
ácido ascórbico (vitamina C) e os polifenóis são exemplos de antioxidantes que agem 
por esse mecanismo (Treml and Smejkal, 2016; Carocho, et al. 2018).

O mecanismo de quelação dos metais, como Fe2+, Fe3+, Cu2+ e Cu+ é crítico para o 
corpo humano, dado que estes metais reagem com H2O2 que é previamente produzido 
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pela enzima superóxido dismutase, levando à produção dos radicais HO• e O2
-•, os 

quais são altamente reativos. Além disso, os íons ferrosos (Fe2+) podem catalisar a 
formação de HO• pela reação de Haber-Weiss, a qual ocorre na presença de ânion 
superóxido. Estas espécies reativas, por sua vez, podem reagir com biomoléculas 
adjacentes e serem responsáveis por sérios danos no tecido biológico (Lü, et al. 2010; 
Canabady-Rochelle, et al. 2017).

Em relação às enzimas antioxidantes, três das mais importantes são superóxido 
dismutase, glutationa peroxidase e catalase (Mozafari, et al. 2006), que trabalham em 
conjunto para equilibrar a produção e neutralização de espécies reativas. A superóxido 
dismutase catalisa a dismutação do radical superóxido em oxigênio molecular e H2O2, 
a catalase decompõe H2O2 em oxigênio e hidrogênio (Farhat, et al. 2018).

A peroxidação lipídica consiste na destruição das duplas ligações de lipídios 
insaturados das membranas celulares por meio da captura de elétrons pelos 
espécies reativas (Bikkad, et al. 2014; Barroso, et al. 2018). Esse mecanismo pode 
ser interrompido pela ação dos antioxidantes, como por exemplo a vitamina E, a 
qual apresenta uma relação sinérgica com a vitamina C (ácido ascórbico), sendo 
regenerada sucessivamente, protegendo os lipídios da ação oxidante das espécies 
reativas (Carocho, et al. 2018). Muitas doenças no corpo humano estão relacionadas 
à peroxidação lipídica, como a aterosclerose, câncer e distúrbios cardiovasculares 
(Cömert and Gökmen, 2017).

O DNA e o RNA também são propensos a serem danificados por espécies reativas, 
como por exemplo, NO• e O2

-•, que reagem com o DNA do plasmídeo, dividindo a dupla 
hélice e podendo gerar câncer e doenças neurodegenerativas, além de, anormalidades 
cromossômicas (Carocho, et al. 2018; Farhat, et al. 2018).

Adicionalmente, os açúcares também são alvos dos espécies reativas, os quais 
podem ser danificados durante primeiras etapas da glicosilação não enzimática. A 
fragmentação de açúcares produz espécies de pequenas cadeias que pode levar à 
formação de α e β-dicarbonilos, os quais são considerados compostos mutagênicos 
(Carocho, et al. 2018).

4 | 	METODOLOGIAS IN VITRO PARA AVALIAR A CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Levando em consideração a complexidade envolvida na ação in vivo dos 
antioxidantes, diferentes metodologias in vitro têm sido desenvolvidas para avaliar 
inicialmente, de forma simples e experimental, a capacidade de potenciais antioxidantes 
em interagir com radicais livres e espécies reativas (López-Alarcón and Denicola, 
2013).

Tentativas recentes de padronizar ensaios levantaram algumas questões sobre 
a confiabilidade e aplicações apropriadas dos ensaios com antioxidantes, como as 
explanadas por Apak, et al. (2013) e Schaich, Tian and Xie ( 2015):

1. Os ensaios refletem com precisão a cinética química das reações que 
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ocorrem in vivo?

2. A diversidade química dos antioxidantes naturais permite separar, detectar e 
quantificar antioxidantes individuais a partir de uma matriz biológica/alimentar 
complexa?

3. Como os ensaios podem ser usados ​​para prever a eficácia ou otimizar o uso 
de antioxidantes naturais nos alimentos?

A seguir são discutidas  as questões 1 e 2, com ênfase nos ensaios de sequestro 
de DPPH, ABTS•+, FRAP, CUPRAC e ORAC.

4.1	Atividade de eliminação do DPPH

A molécula 2,2-Difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) é caracterizada como um radical 
livre estável, solúvel em solventes orgânicos e apresenta uma banda de absorção 
típica a 515 nm  corresponde a cor violeta (Figura 3) (Floegel, et al. 2011; Apak, et al. 
2013; Schaich, Tian and Xie, 2015).

Por ação de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R•), o DPPH• é 
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloração amarela, podendo a mesma ser 
monitorada pelo decréscimo da absorbância. A partir dos resultados obtidos determina-
se a porcentagem de atividade antioxidante. (Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013; 
López-Alarcón and Denicola, 2013; Schaich, Tian and Xie, 2015; Shahidi and Zhong, 
2015).

Figura 3 - Estrutura química do DPPH•.

As vantagens desse método incluem, simplicidade, rapidez (30 minutos), podendo 
também ser usado para avaliar a atividade antioxidante de compostos sintéticos. 
No entanto, suas desvantagens incluem o fato do DPPH• ser um radical estável, 
estericamente impedido e hidrofóbico, portanto suas reações devem ser executadas 
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em solventes orgânicos (Schaich, Tian and Xie, 2015). Consequentemente, apenas 
reagentes redutores fortes são capazes de reagir com este radical em um modo 
estequiométrico. Além disso, o DPPH• apresenta uma fraca correlação entre a sua 
estrutura química com a estrutura das espécies reativas produzidas nos sistemas 
biológicos (López-Alarcón and Denicola, 2013).

4.2	Ensaio ABTS•+

Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é por meio 
da captura do radical 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS•+), 
que pode ser gerado por reação química, eletroquímica ou enzimática (Figura 4) (Niki, 
2010; Schaich, Tian and Xie, 2015). 

Figura 4 - Estabilização do radical ABTS•+ por um antioxidante e sua formação pelo persulfato 
de potássio.

A vantagem do teste ABTS•+ consiste na sua relativa simplicidade que permite 
a aplicação na rotina de qualquer laboratório. Além disso, com essa metodologia, 
pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofílica e lipofílica (Niki, 2010; 
Schaich, Tian and Xie, 2015). 

Contudo, assim como o DPPH, o ABTS•+ é um radical grande, estável, 
estericamente impedido e não é encontrado no corpo humano. Além disso, o resultado 
do ensaio é dependente do tempo de incubação, assim como da taxa da amostra 
quantificada, e esta dependência somada a pouca seletividade do ABTS•+ na reação 
com átomos doadores de hidrogênio, constituem em importantes limitações destee 
método (Niki, 2010; Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013; López-Alarcón and Denicola, 
2013; Schaich, Tian and Xie, 2015).

4.3	Redução de íons metálicos (ensaios FRAP e CUPRAC)

Esses métodos avaliam a capacidade da amostra em reduzir os íons férricos 
ou cúpricos em meio aquoso. O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power 
- Potencial Antioxidante Redutor Férrico), utiliza a reação do complexo 2,3,5-trifenil-
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1,3,4-triaza-2-azoniaciclopenta-1,4-cloreto de dieno (TPTZ) com antioxidantes (Figura 
5), enquanto o CUPRAC (Cupric ion-Antioxidant Capacity - Capacidade antioxidante-
iônica cúprica) determina a habilidade de uma amostra em reduzir o complexo cobre-
neocuproína (CuII–Nc) (Figura 6) (Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013; López-Alarcón 
and Denicola, 2013).

Figura 5 - Redução do complexo Fe(TPTZ)2
3+ a Fe(TPTZ)2

2+.

A base de ambas as metodologias é que os complexos de TPTZ ou Nc com a 
forma reduzida dos metais apresentam bandas de absorção visíveis características com 
intensidade máxima a 593 e 450 nm para o ensaio FRAP e CUPRAC, respectivamente. 
Assim, esta redução é monitorida medindo a alteração na absorção utilizando um 
espectrofotômetro de matriz de diodo (Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013; López-
Alarcón and Denicola, 2013).

Figura 6 - Redução do complexo Cu2+(Nc) a Cu+(Nc).
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A principal vantagem destes métodos é a simplicidade das condições 
experimentais. No entanto, o ensaio FRAP requer um pH ácido (3,6), que não se 
assemelha ao pH fisiológico. Em contraste, o ensaio CUPRAC, realizado em pH 7,0, 
simula adequadamente o pH fisiológico  (Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013; López-
Alarcón and Denicola, 2013).

4.4	Ensaio ORAC

O ensaio ORAC é uma das metodologias mais reconhecidas dos ensaios 
antioxidantes in vitro, a reação é simples em conceito, porém, sua execução 
experimental é complexa (Schaich, Tian and Xie, 2015).

Este ensaio baseia-se na geração de radicais livres aquecendo um composto 
de azida, AAPH (dicloridrato de 2,2-azobis 2-amidopropano), esta se decompõe, 
eliminando o gás nitrogênio e gerando dois radicais de carbono (R•). Na presença de 
oxigênio, os R• gerados são convertidos em radicais peroxil (ROO•), que podem reagir 
com moléculas alvos ou com antioxidantes (Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013; 
Schaich, Tian and Xie, 2015).

Sendo assim, o ensaio baseia-se na competição entre as reações das moléculas 
alvos e dos antioxidantes com o ROO•. A fluoresceína, o alvo mais comum em uso atual, 
quando atacada por ROO•,  perde sua fluorescência. Adicionando um antioxidante 
a esse sistema, a perda da fluorescência é minimizada, neutralizando os radicais 
ROO•.(Niki, 2010; Schaich, Tian and Xie, 2015). A reação é seguida pela medição da 
fluorescência ao longo do tempo, sendo os resultados calculados como a área total 
sob as curvas de reação (AUC) para cada amostra antioxidante, subtraídada área de 
reação sem antioxidante. Os resultados são reportados como equivalentes de Trolox 
(um análogo solúvel em água de vitamina E), o valor ORAC é então calculado a partir 
do Trolox Equivalente e expresso como unidades ORAC. Quanto maior o valor de 
ORAC, maior será o “poder antioxidante” (Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013).

As vantagens desse método incluem o fato de ser um método simples e 
padronizado, utiliza radicais peroxil que são melhores modelos de reações antioxidantes 
com lipídios oxidantes e espécies reativas de oxigênio nos sistemas biológicos 
in vivo, e fornece geração contínua de radicais em uma escala de tempo realista. 
Além disso, o ensaio pode ser adaptado para detectar antioxidantes hidrofílicos e 
hidrofóbicos, apenas alterando a fonte de radicais, solventes e moléculas alvo, e tem 
sido rotineiramente automatizado (Niki, 2010; Alam, Bristi and Rafiquzzaman, 2013; 
Schaich, Tian and Xie, 2015).

A complexidade da reação ORAC, no entanto, significa que há muitos pontos 
problemáticos, os quais podem  causar dificuldades aos que utilizam este ensaio. O 
método exige rigoroso controle de temperatura, de ocigênio e das concentrações dos 
reagentes envolvidos no ensaio, quando tais exigências não são atendidas, as reações 
são lentas e incompletas, e os resultados são fracamente reprodutíveis (López-Alarcón 
and Denicola, 2013; Schaich, Tian and Xie, 2015).
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Considerando a diversidade de mecanismos que os antioxidantes podem exercer 
in vivo, ainda não é possível encontrar um único método analítico para avaliar sua 
capacidade antioxidante (López-Alarcón and Denicola, 2013). É necessário, portanto, 
aplicar mais de um ensaio químico in vitro que avalie diferentes aspectos da reatividade 
dos compostos para EROs/ERNs (López-Alarcón and Denicola, 2013; Schaich, Tian 
and Xie, 2015).

5 | 	GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO A PARTIR DA 

FOTOCATÁLISE

Biologicamente, os radicais HO• são gerados quando o H2O2 reage com Fe (II) 
(reação do tipo Fenton). No entanto, o uso de reações de Fenton no desenvolvimento 
de ensaios antioxidantes apresenta desvantagens, uma vez que muitos antioxidantes 
também são quelantes de metais que alteram a atividade do Fe (II) após a quelação 
(Rui-Jie et al., 2016).

Nesse contexto, a fotocatálise heterogênea que tem sido aplicada a inúmeros 
processos de mineralização de compostos orgânicos por meio de geração de espécies 
reativas de oxigênio, surge como uma alternativa ao uso das reações de Fenton para 
aplicação a metodologias de reconhecimento de atividade antioxidante (Chen et 
al., 2014). De acordo com pesquisas anteriores, o dióxido de titânio (TiO2) tem sido 
considerado o fotocatalisador mais eficiente e econômico devido à sua capacidade 
de mineralizar completamente a matéria orgânica, por ser de baixo custo, não-tóxico, 
além da elevada capacidade oxidativa, por meio da geração de espécies reativas 
como radical hidroxila (HO•), ânion superóxido (O2

•-) e oxigênio singlete (1O2). (Xiang, 
Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 2017; Chen, 
et al. 2017; Ali, et al. 2018; Sulaiman, et al. 2018).

5.1	Fotocatalisador dióxido de titânio (TiO2)

O TiO2 pode ser encontrado em três formas cristalinas: anatase, rutilo e bruquita. 
Em todas as três formas, os átomos de titânio (Ti4+) são coordenados a seis átomos de 
oxigênio (O2

−), formando octaedros de TiO6. Estas formas de TiO2 podem ser minerais 
naturais ou sintéticas. No entanto, somente as fases anatase e rutilo são produzidas 
comercialmente (Figura 11). A forma anatase é a forma que possui maior eficiência 
fotocatalítica e, é composta de octaedros de canto (vértices), resultando em uma 
estrutura tetragonal (Ali, et al. 2018; Sulaiman, et al. 2018).
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Figura 11 - Estrutura cristalina do TiO2 (a) anatase (b) rutilo.

Os efeitos fotocatalíticos são exercidos pelas reações redox causadas por elétrons 
fotoinduzidos (e−) e lacunas (h+) gerados nas superfícies sólidas heterogêneas dos 
fotocatalisadores (Guo et al., 2015). Várias espécies reativas são geradas por meio 
das reações com as lacunas e elétrons, os quais são considerados envolvidos nas 
reais reações oxidativas e redutivas da fotocatálise. Na fotocatálise da água ocorre a 
geração de espécies reativas de oxigênio, compreendendo o radical ânion superóxido 
(O2

•−), oxigênio singlete (1O2) e o radical hidroxila (•OH), além do não radical peróxido 
de hidrogênio (H2O2) (Figura 12)(Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et 
al., 2016; Nagarajan et al., 2017; Nosaka and Nosaka, 2017).

Figura 12 - Espécies reativas de oxigênio geradas nas etapas de redução fotocatalítica e 
oxidação de oxigênio e água.

5.2	Processo de geração do ânion superóxido (O2
•−)

A quantidade de O2
•− gerada em suspensão aquosa durante a fotocatálise 

heterogênea é linearmente correlacionada com a dos elétrons aprisionados. A 



Meio Ambiente, Sustentabilidade e Agroecologia 7 Capítulo 14 140

evidência experimental sugere que a redução do O2 por meio dos elétrons da banda 
de condução gera O2

•− de acordo com a equação 1 (Hao, et al. 2016; Hayyan, Hashim 
and AlNashef, 2016; Chen, et al. 2017).

       (eq. 1)

Yamakata, Vequizo and Matsunaga (2015), estudaram a diferença no 
comportamento de elétrons e lacunas fotogerados na superfície do TiO2 anatase e 
TiO2 rutilo, por meio de espectroscopia de absorção de tempo visível. Os autores 
mostram o rápido decaimento dos elétrons na banda de condução para o TiO2 rutílico 
enquanto para o TiO2 anatase os elétrons têm uma vida mais longa. Na presença de 
O2 a quantidade de elétrons na banda de condução diminuiu significativamente, esse 
decaimento fornece evidência direta do mecanismo proposto pela equação 1.

Outro mecanismo de geração do O2
•−  é por meio da oxidação de H2O2 com uma 

lacuna  fotogerada da banda de valência (h+), em solução aquosa, como na equação 
2. O H2O2 é produzido pela oxidação em duas etapas da água ou pela redução de dois 
elétrons do O2 como mostrado na Figura 11 (Nosaka and Nosaka, 2017).

       (eq. 2)

	 Quanto aos fotocatalisadores, além do TiO2, o CdS, o ZnS e o In2S362 geram 
O2

•− (Rajendran, et al. 2010; He, et al. 2014)

5.3	Processo de geração do peróxido de hidrogênio (H2O2)

Duas vias fotocatalíticas geram o H2O2, como mostrado na Figura 12. Essas são 
a redução de dois elétrons de O2 e a oxidação da água por meio de dois h+. Por causa 
da baixa reatividade do O2

•−, a rota de redução parece dominante no processo de 
geração do H2O2. Para a geração de H2O2 a partir de O2

•−, existem dois caminhos de 
redução. Uma é a reação na qual  o O2

•− é simultaneamente oxidado e reduzido, como 
dito na equação 3. A outra é a redução do O2

•− por elétrons fotoinduzidos da banda de 
condução, equação 4 (Li and Selloni, 2013; Nosaka and Nosaka, 2017).

       (eq. 3)

       (eq. 4)

5.4	Processo de geração do oxigênio singlete (1O2)

Estudos experimentais utilizando o catalisador TiO2, sugerem que o O2
•− é 

provavelmente oxidado por lacunas da banda de valência, para gerar 1O2 como dito na 
equação 5 (Daimon, et al. 2008; He, et al. 2014; Hayyan, Hashim and AlNashef,, 2016; 
Nosaka and Nosaka, 2017).

        (eq. 5)
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Nos quais, pós mais finos proporcionam um maior rendimento de O2
•− gerando 

uma quantidade maior de 1O2. Para os fotocatalisadores CdS e ZnS, a transferência de 
elétrons de O2

•− para furos de banda de valência também é sugerida como mecanismo 
de geração de 1O2  (He, et al. 2014).

5.5	Processo de geração do radical hidroxila (•OH)

Na fotocatálise, quando a energia da radiação é maior que a energia de bandgap 
do semicondutor, um elétron da banda de valência é excitado para a banda de 
condução(Figura 12). No caso do TiO2 anatase, o intervalo de bandgap é de 3,2 eV, 
portanto, para gerar excitação de elétrons, se faz necessário o uso de luz UV (≤ 387 
nm) (Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; Nagarajan et al., 
2017; Chen, et al. 2017).

       (eq. 6)

Lacunas positivas podem oxidar a água na superfície do catalisador para produzir 
radicais •OH (Eq. 7 e 8), que são oxidantes extremamente poderosos. Os radicais 
hidroxila podem posteriormente oxidar espécies orgânicas produzindo, CO2 e H2O (eq. 
9) (Houas, et al. 2001; Xiang, Yu, Wong, 2011; Rauf et al., 2009; Rui-Jie et al., 2016; 
Nagarajan et al., 2017).

       (eq. 7)

	        (eq. 8)

       (eq. 9)

6 | 	GERAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO A PARTIR DA 

FOTOCATÁLISE APLICADA A ENSAIOS ANTIOXIDANTES 

Diante do que foi exposto, percebe-se que a grande vantagem do método ORAC 
em relação aos outros ensaios mais utilizados, consiste no fato deste ensaio utilizar 
radicais peroxil, que estão presentes em sistemas biológicos, como fonte de espécies 
reativas. As espécies reativas de oxigênio incluem os radicais livres, hidroxila (HO•), 
peroxilo (ROO•), ânion superóxido (O2

•-) e outras espécies não radicalares como 
oxigênio singlete (1O2), peróxido de hidrogênio (H2O2), ozônio (O3) e ácido hipocloroso 
(HOCl) (Almeida, et al. 20128; Pisoschi and Pop, 2015; Grzesik, et al. 2018). Estas 
espécies, são geradas constantemente nos sistemas in vivo, e sendo assim, se faz 
necessário o desenvolvimento de de metodologias analíticas in vitro para avaliação da 
capacidade antioxidante que utilizem estas espécies reativas.
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Portanto, o uso da fotocatálise heterogênea como tecnologia de geração in 
vitro das principais espécies reativas de oxigênio (•OH, 1O2, O2

•− e H2O2), presentes 
nos organismos vivos, surge como uma alternativa simples, barata e confiável para 
aplicação ao desenvolvimento de novos métodos para avaliação da capacidade 
antioxidante.

Liu et al. (2005) desenvolveram eletrodos modificados com dióxido de titânio 
suportado em eletrodo de vidro (TiO2/ITO) para quantificar fotooxidativamente o ds-DNA 
adsorvido e estudar o efeito de antioxidantes como agentes de proteção ds-DNA. Os 
filmes de TiO2 foram utilizados para imobilizar ds-DNA, e consequentemente ocasionar 
a oxidação deste por meio de radicais hidroxila fotogerados. Danos ocorridos após 
a oxidação do ds-DNA são detectados pelo monitoramento da corrente de redução 
eletroquímica do azul de metileno. O método foi aplicado eficientemente na avaliação 
das propriedades antioxidantes da glutationa e do ácido gálico.

Ma et al. (2013) sintetizaram um novo sensor de avaliação de capacidade 
antioxidante eletroquímica, a partir de um catalisador composto por grafeno e dióxido 
de titânio (GO-TiO2) como gerador de radicais •OH e DNA como sonda molecular. 
A capacidade antioxidante foi mensurada utilizando a supressão do declínio da 
corrente de redução do azul de metileno utilizado. O método foi aplicado na avaliação 
da capacidade antioxidante do ácido gálico e apresentou valor de detecção de 0,85 
mg.L−1. O método também foi aplicado, com sucesso, a avaliação da capacidade 
antioxidante de chás.

Rui-Jie et al. (2016) desenvolveram um método baseado na fotogeração de 
radicais •OH em água a partir de nanopartículas de TiO2 para estudar a cinética de 
oxidação de moléculas orgânicas usadas como antioxidantes biológicos. A cinética de 
oxidação do ácido tereftálico como sonda de referência foi monitorizada por medições 
de fluorescência da concentração da sua forma oxidada. A cinética de oxidação de 
outras moléculas antioxidantes foram comparadas com base neste modelo cinético. 
Os resultados mostraram a seguinte ordem de potencial antioxidante das susbtâncias 
avaliadas: ácido lipóico, ácido gálico, glutationa, ácido úrico, vitamina C, vitamina E, 
trolox e bilirrubina.

Sonane, Moin and Satish (2017) utilizaram a fotocatálise heterogênea para 
determinar o efeito protetor dos antioxidantes curcumina e vitamina C contra a exposição 
às espécies reativas de oxigênio (EROs) geradas por meio de nanopartículas de TiO2 
e ZnO em Caenorhabditis elegans. A partir desse método os autores concluíram 
que ambos os antioxidantes eficientemente neutralizam as EROs induzidas por 
nanopartículas de TiO2 e ZnO.

Comparando os métodos de ensaio antioxidante baseado em geração de espécies 
reativas de oxigênio a partir da fotocatálise heterogênea com outros métodos relatados 
anteriormente, a geração de EROs a partir da fotocatálise heterogênea apresenta três 
vantagens: (a) utiliza-se radicais •OH, que proporcionam melhor biocompatibilidade à 
destruição oxidativa do que os radicais sintéticos nos organismos; (b) em contraste com 
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a reação de Fenton, não há confusão se os antioxidantes estão neutralizando EROs 
ou quelando o ferro; (c) a fotocatálise heterogênea simula as reações em cascata de 
EROs que ocorre nos sistemas biológicos a partir da geração simultânea e constante 
de •OH, 1O2 e O2

•-.
Sendo assim, a utilização da fotocatálise como fonte de geração EROs apresenta 

relevância biológica importante para desenvolvimento de novas metodologias simples, 
fáceis, rápidas e baratas, com aplicações na indústria alimentícia, médica e cosmética.

7 | 	CONCLUSÕES

Devido ao crescente interesse por fontes externas de antioxidantes, o 
desenvolvimento de métodos para avaliar a capacidade antioxidante tornou-se uma 
área de pesquisa ativa. Inúmeros ensaios vem sendo desenvolvidos, no entanto, a 
grande maioria apresenta desvantagens que incluem elevado custo dos reagentes, 
alta complexidade das reações, uso de equipamentos caros, entre outros. Sendo 
assim, nesse trabalho de revisão, foram elucidados a importância dos antioxidantes 
para manutenção da saúde nos sistemas biológicos, em seguida, o desenvolvimento 
de métodos in vitro para determinação de atividade antioxidante são abordados, 
destacando suas vantagens e desvantagens, e por fim, foi discutido o uso da fotocatálise 
heterogênea para desenvolver métodos de avaliação de atividade antioxidante, com 
foco nos mecanismos de geração das espécies reativas de oxigênio a partir de 
catalisadores como o dióxido de titânio.

Diante do panorama exposto, conclui-se que a grande desvantagem dos métodos 
DPPH e ABTS, que são os mais utilizados na literatura, consistem no fato de que estes 
são radicais grandes, estericamente impedidos e inexistentes nos sistemas in vivo. Já 
o método ORAC possui a grande vantagem de usar radicais gerados fisiologicamente, 
no entanto, este método utiliza reagentes caros e sua metodologia apesar de ser 
simples na execução, possui problemas no controle de temperatura, oxigênio e 
reagentes, podendo apresentar resultados não condizentes com a realidade.

Portanto, a geração in vitro das principais espécies reativas de oxigênio 
(•OH, 1O2, O2

•− e H2O2), presentes nos organismos vivos, por meio da fotocatálise 
heterogênea, surge como uma alternativa simples, barata e confiável para aplicação 
ao desenvolvimento de ensaios antioxidantes.	 Sendo assim, essa revisão teve como 
objetivo esclarecer os mecanismos que envolvem a geração de espécies reativas 
por meio da fotacatálise para que futuras pesquisas possam aplicar esta tecnologia 
ao desenvolvimento de métodos in vitro, que sejam confiáveis e que reproduzam as 
reações das espécies reativas que ocorrem nos sistemas biológicos.
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