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RESUMO

O consumo de vinhos tem sido associado a beneficios a saude por conter alto teor
de compostos fendlicos, 0 que os torna uma importante fonte alimentar de
antioxidantes. Bebidas fermentadas de jabuticaba, assim como os vinhos, também
apresentam alto teor de compostos fendlicos. No presente trabalho, foram utilizados
meétodos espectrofotométricos classicos (ABTS, DPPH, Folin-Ciocalteu) bem como
meétodos inovadores (voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e
voltametria de onda quadrada) para avaliacéo da atividade antioxidante de vinhos de
diferentes origens e de bebidas fermentadas de jabuticaba e de uma aguardente de
jabuticaba. Além disso, foi proposto um indice eletroanalitico (El) que permite a
comparacao da atividade antioxidante medida pelos métodos eletroanaliticos. Para
os fermentados de jabuticaba, foi demonstrado em todos os cinco métodos que
todas as trés variedades, a tinta, a rosé e a branca, apresentam potencial
antioxidante elevado, bastante semelhante ao de um vinho tinto seco, enquanto a
aguardente de jabuticaba ndo apresentou nenhum pico nas analises voltamétricas.
Nas andlises por DPPH, os vinhos tintos demonstraram possuir cerca de cinco vezes
mais capacidade antioxidante que os vinhos brancos; jA& para El, a diferenca
encontrada foi de cerca de duas vezes. Os vinhos rosé, branco, espumantes e
fortificados demonstraram El inferior ao dos vinhos tintos. Foi determinada uma
correlacdo de Pearson de -0,91097 entre o método de DPPH e o EIl. O El proposto
permite a comparacao entre a quantidade de compostos eletroativos encontrados
nas diferentes amostras de vinhos analisadas. Considerando-se a natureza
eletroativa que 0os compostos antioxidantes apresentam, os métodos eletroanaliticos
demonstraram ser métodos adequados, simples e rapidos para o estudo de tais
compostos. A principal desvantagem encontrada nas andlises por esse método foi a
forte adsorcdo dos compostos fendlicos devido ao processo de oxidacdo que eles
sofrem, formando um filme isolante na superficie do eletrodo, fato este contornado

pelo uso de eletrodos de pasta de carbono.

Palavras-chave: Vinhos. Fermentado de jabuticaba. DPPH. ABTS. Folin-Ciocalteu.
Voltametria.
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ABSTRACT

The consumption of wine has been associated with health promoting properties due
to the high content of phenolic compounds, what makes wines an important dietary
source of antioxidants. Jabuticaba fermented beverages, as much as wine, have a
high content of phenolic compounds. In this study, traditional spectrophotometric
methods (ABTS, DPPH, Folin-Ciocalteu) as well as novel methods (Cyclic
Voltammetry - CV, Differential Pulse Voltammetry - DPV and Square Wave
Voltammetry - SWV) have been used to evaluate the antioxidant activity of wines of
different origin a jabuticaba fermented beverages and a jabuticaba brandy.
Furthermore, an Electroanalytical Index (El) has been proposed in order to allow the
comparison of the antioxidant activity measured by electroanalytical methods. For the
fermented beverages of jabuticaba, it has been demonstrated in the five methods
that all three varieties, red, white and rose, have high antioxidant potential, very
similar to a red dry wine, while the brandy has not shown any peaks in voltammetric
analysis. In the analyzes by DPPH, red wines have shown about five times as much
the antioxidant capacity of white wines, while for the El it is twice as much when
compared to white wines. Rose, white and fortified wines have shown lower El than
the red wine. It has been determined a Pearson correlation of -0.91097 between the
DPPH method and the EI. The proposed EIl allows comparison of the amount of
electroactive compounds determined in the various wine samples analyzed.
Considering the electroactive nature of the antioxidant compounds, electroanalytical
methods have been demonstrated suitable for studying such compounds. Its main
disadvantage was the high adsorption process due to the phenolic oxidation on the
electrode’s surface, creating an isolating film on it. This process has been overcome

by the use of carbon paste electrode.

Keywords: Wine. Fermented beverage from jabuticaba. DPPH. ABTS. Folin-
Ciocalteu. Voltammmetry.



1 INTRODUCAO

Os vinhos séo bebidas muito apreciadas nas mais variadas regiées do mundo
e seu consumo propicia diversos beneficios a saude devido a presenca de uma
grande quantidade de compostos fendlicos, que séo considerados 0s principais

antioxidantes naturais.

Tradicionalmente os vinhos séo produzidos na Europa, sendo que Franca,
ItAlia e Espanha s&o os principais produtores mundiais. Entretanto, a partir da
década de 1980, outros paises comegaram a se destacar nessa area, dentre eles,
Austréalia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Argentina, Chile e Uruguai.

Além dos vinhos, bebidas fermentadas feitas a partir da uva, é possivel se
produzir bebidas fermentadas de outras frutas, dentre elas, a jabuticaba, uma fruta
originaria do Brasil, encontrada em diversas regides do pais. A producdo de bebidas
fermentadas de jabuticaba merece destaque, tanto como forma de aproveitamento
das frutas quanto de agregacdo de valor a um agroproduto. Assim como 0s vinhos,
as bebidas fermentadas de jabuticaba também apresentam altos teores de

compostos fendlicos e, portanto, atuam no combate aos radicais livres.

Os meétodos classicos para determinacdo de atividade antioxidante de
amostras complexas sdo os espectrofotomeétricos, dentre eles o ABTS (2,2'-azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), o DDPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e o
método de Folin-Ciocalteu. Eles sdo métodos eficientes para essa determinacao e ja

consagrados pelo uso, mas apresentam algumas limitacdes.

Os métodos eletroanaliticos, por sua vez, representam uma alternativa para
determinacao da atividade antioxidante de amostras complexas. Eles sdo métodos
simples, baratos e “limpos”, por consumirem pouca quantidade de reagentes, sendo
a maioria deles nado téxicos. A voltametria € uma das técnicas eletroanaliticas que
pode ser usadas para a determinagao da atividade antioxidante de amostras. Esta
técnica estuda os fenbmenos que ocorrem na interface entre o eletrodo e solugéo e
se baseia em trés parametros que ocorrem durante a eletrolise: a corrente elétrica, a
voltagem e o tempo. Algumas variagbes na forma de se aplicar o potencial ao

eletrodo determinam variacfes nas técnicas eletroanaliticas, dentre elas voltametria



ciclica (CV), a voltametria de pulso diferencial (DPV) e a voltametria de onda
quadrada (SWV).

No presente trabalho, foi proposto um indice Eletroanalitico quantitativo,
determinado com base no potencial de oxidacdo e na intensidade dos picos
observados, os principais parametros voltamétricos. Para a proposicdo do indice,
uma vasta gama de amostras de vinhos (n = 52) de diferentes origens foi utilizada
com o intuito de se avaliar e comparar o indice obtido para eles e, assim, avaliar a
influéncia de diversos fatores como a regido produtora, a variedade e o tipo de uva
exercem na atividade antioxidante dos vinhos. Além disso, foi avaliada também a
atividade antioxidante de bebidas fermentadas de jabuticaba comparando-a com a

dos vinhos tradicionais.

Nessas analises, foram utilizados métodos consagrados para a determinacéo
da atividade antioxidante e também métodos eletroanaliticos, ainda considerados

inovadores para esse fim e em amplo desenvolvimento.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Vinhos e fermentados

Os vinhos sao definidos pela Organizacdo Internacional do Vinho
(Organisation Internationale de la Vigne et du Vin — OIV) como sendo bebidas
fermentadas feitas exclusivamente a partir de uvas frescas, amassadas ou néo e
com teor de alcool ndo inferior a 8,5%. As uvas (Vitis vinifera L. ssp sativa) sao frutas
ricas em compostos fendlicos, que podem sem encontrados tanto na casca quanto

na polpa e nas sementes (Bail et al, 2008).

A producdo e o consumo dos vinhos datam de periodos remotos. Os
primeiros relatos sobre o vinho séo da era neolitica (8.500-4.000 a. C.), quando seu
consumo representava uma alternativa ao consumo de agua, bebida que apresenta
condicbes propicias ao crescimento de diversos micro-organismos, enquanto o
vinho, gracas ao seu teor alcodlico, € capaz de inibir em parte o desenvolvimento
microbiano. A condicdo de bebida “segura” foi dada aos vinhos por muitos milénios,
sendo que eles foram considerados a bebida principal de tropas do exército romano.
Nesta situacéo, sua forma mais comum de consumo era diluido em agua, para que
conseguisse tanto matar a sede como também de exercer algum efeito
antimicrobiano. O vinho foi, também, o anti-séptico mais potente por muitos séculos,

até o desenvolvimento da destilagdo (Estreicher, 2004).

Outra faceta interessante do vinho é sua forte relagcdo com muitas religides,
sendo associado a divindades, dentre eles os conhecidos Dionisio, da cultura grega
e seu correspondente Baco, da cultura romana, além de ser a bebida da Igreja
Catolica, representando um componente importante das liturgias catélicas (Munsie,
2002).

Os vinhos sao bebidas muito apreciadas, sendo consumida por diversos
povos, hacionalidades e culturas. Além do prazer proporcionado por eles, o
consumo de vinhos é também associado a beneficios a saude. Esta constatacdo se
deu devido a estudos epidemiolégicos que observaram que a Franca apresenta uma

baixa taxa de mortalidade por doencas cardiovasculares quando comparado a



paises como Inglaterra e Estados Unidos. A populacdo de todos esses paises
anteriormente citados apresenta dieta rica em gorduras saturadas, que sao
consideradas grandes vilds para os processos de aterosclerose. Além disso, outros
fatores de risco importantes para as doencas cardiovasculares, como obesidade e
tabagismo sdo tdo altos na Franca quanto em outros paises. Dessa maneira, a
reducdo do risco das doencas cardiovasculares foi, entdo, associada a ingestao
diaria de doses moderadas de vinho pelos franceses, o que ficou conhecido como o

“Paradoxo Francés” (Renaud; Lorgeril, 1992).

Os beneficios da ingestédo de vinhos sao associados ao fato deles serem ricos
em compostos fendlicos, o que os torna uma importante fonte alimentar de
antioxidantes (Makhotkina; Kilmartin, 2012).

A vantagem que os vinhos apresentam como fonte de fendis, mesmo quando
comparado as proprias uvas que os originaram, é o fato destes compostos ja se
encontrarem solubilizados, facilitando o processo de absorcdo pelo organismo,
enquanto nos vegetais (como nas uvas), além destas substancias ndo estarem
solubilizadas, elas podem se encontrar fortemente ligadas a outros compostos,

dificultando ainda mais o processo de absorcéo (Alonso et al, 2004).

E interessante notar, também, que o perfil de polifendis apresentados pelos
vinhos é diferente daquele apresentado pelas uvas a partir das quais eles foram
produzidos visto que, na producdo dos vinhos, ocorre tanto um aumento na
guantidade desses compostos devido ao processo de extragdo, quanto uma
mudanca na composicéo devido as reacdes de fermentagcdo (Makhotkina; Kilmartin,
2012).

Além dos beneficios & saude, a presenca de compostos fendlicos no vinho
merece destaque, pois eles sdo determinantes de varias caracteristicas
organolépticas, como a coloracdo, o0 aroma, o sabor adstringente e levemente
amargo. Os polifendis também estéo relacionados com a preservacéo dos vinhos e
com o processo de envelhecimento deles, sendo que a oxidagao dessas substancias
pode levar a perda do sabor e a mudanca de coloracéo dessas bebidas (Franquet-
Griell et al, 2012, Makhotkina; Kilmartin, 2012; Makhotkina; Kilmartin, 2010).



Os vinhos tintos apresentam teor de compostos fendlicos superior ao dos
vinhos brancos, fato explicado tanto pela diferen¢ca no teor de compostos fenodlicos
entre as uvas vermelhas e verde quanto pelo processo producédo, que, no caso dos
vinhos tintos, inclui o processo de maceracdo, em que as cascas sao utilizadas,

enguanto nos vinhos brancos apenas a polpa € usada (Borriello et al, 2010).

Dentre os diversos flavonoides e &cidos fendlicos presentes nas uvas, 0
resveratrol (3,5,40-trihydroxystilbene) merece destaque por estar presente em
grandes quantidades. Ele € um composto fendlico de baixo peso molecular, presente
em maior quantidade nos vinhos, sendo considerado o principal composto
antioxidante deles. Muitos estudos vém demonstrando que seu consumo € benéfico
a saude. Entretanto, ao contrario de muitos compostos fendlicos, sua a¢do ndo se
da pela varredura de radicais livres. Ele é capaz de induzir o organismo a produzir
mais antioxidantes enddgenos, em um mecanismo conhecido como “upregulation”
(Li; Xia; Forstermann, 2012).

Os vinhos sé@o as mais populares bebidas fermentadas, todavia, ndo sdo as
Unicas. E possivel que sejam feitas bebidas fermentadas a partir de quaisquer frutos
que tenham umidade, acucares e nutrientes (Martinelli Filho, 1983).

Na literatura, € possivel encontrar relatos sobre a producdo de bebidas
fermentadas feitas de diversas frutas, dentre elas abacaxi (Oliveira et al, 2012),
banana, mandioca, cereais (Ramos et al, 2010; Aloys; Angeline, 2009), camu camu
(Maeda; Andrade, 2003), laranja (Corazza; Rodrigues; Nozaki, 2001), acerola
(Santana et al 2010, Almeida et al, 2008), maca (Souza et al, 2011), manga (Silva et
al, 2011) e jabuticaba (Silva et al, 2008).

A Lei n°® 7.678, de 8 de novembro de 1988, dispde sobre a produgéo,
circulacdo e comercializacdo do vinho no Brasil. Assim como a Organizacéo
Internacional do Vinho - OIV, ela também define vinho como sendo uma bebida
obtida exclusivamente a partir da uva. Entretanto, é frequente que bebidas
fermentadas de outras frutas sejam erroneamente denominadas de vinhos (exemplo:
vinho de jabuticaba). A denominacéo correta, de acordo com o Decreto n° 2.314, de

04 de setembro de 1997 é fermentado (exemplo: fermentado de jabuticaba).



2.1.1 Jabuticaba e bebidas fermentadas de jabuticab a

A jabuticaba € uma planta da familia Myrtaceae, sendo representada por
quatro espécies: Myrciaria Cauliflora, M. jaboticaba Berg, M. tenella Berg, M.
trunciflora Berg (Morton, 1987). E uma fruta pequena, de formato esférico e casca
com coloragdo que vai do roxo ao preto (Figura 1). Sua polpa tem sabor doce,
levemente acido, sendo consumida fresca (Cavalcanti; Veggi; Meireles, 2011; Veqgi;
Santos; Meireles, 2011).

Figura 1 : Jabuticaba (Myrciaria Cauliflora) A) frutas; B) arvore.

Fonte: autoria propria.

Nativa do Brasil, a jabuticaba é encontrada em grande parte do pais, com
destaque para os estados de Sao Paulo, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de
Janeiro e, além de ser consumida fresca, também pode ser utilizada para producéo
de sucos, geleia, licores (Oliveira et al, 2012; Duarte et al, 2010) e bebidas

fermentadas (Silva et al, 2008).

A producdo desse tipo de derivados é bastante interessante quando se fala
da jabuticaba devido ao fato de ela ser perecivel em um prazo curto, de trés a quatro



dias, em decorréncia de processos fermentativos naturais que ocorrem mesmo em

temperatura ambiente (Reynertson et al, 2006; Morton, 1987).

Extratos de jabuticaba demonstram boa atividade de varredura de elétrons no
método de DPPH e foram identificados neles compostos fendlicos como
antocianinas, quercetina, rutina, miricitrina, acido cinamico, acido cumarico, acido
galico, acido elagico e depsideos (Reynertson et al, 2006), um indicativo da
potencial capacidade antioxidante que essas frutas, bem como seus derivados,
podem apresentar. A grande quantidade de antocianinas que a jabuticaba apresenta
pode ser facilmente observada até mesmo visualmente, devido a sua coloracao
escura. Ela, assim como seus derivados, representa uma importante fonte desses

flavonoides (Santos; Veggi; Meireles, 2010; Santos; Meireles, 2009).

Outro composto fendlico presente em grandes quantidades na jabuticaba,
principalmente na casca, sdo os taninos, substancias conhecidas pela capacidade
cicatrizante e de precipitagdo de proteinas (Adamczyk et al, 2011; Vasconcelosa et
al, 2010; Morton, 1987).

A composicdo de bebidas fermentadas de jabuticaba € semelhante a dos
tradicionais vinhos de wuva, demonstrando o potencial deles como bebida

fermentada, inclusive como fonte de compostos antioxidantes (Duarte et al, 2010).

As bebidas fermentadas produzidas a partir de fontes variadas normalmente
apresentam sabor e cheiro que remetem ao da fruta a partir da qual foram
produzidos e, quando se investe na qualidade da producéo, € possivel que sejam
produzidas bebidas com caracteristicas organolépticas peculiares e que agradam
aos consumidores. Outrossim, a producéo de bebidas fermentadas representa uma
forma de melhorar o aproveitamento de frutos visto que, quando produzidos de
maneira adequada, apresentam uma longa durabilidade. Além disso, a producédo de
fermentados merece destaque como uma fonte alternativa de emprego e renda para
pequenos trabalhadores rurais (Fortes et al, 2011; Silva et al, 2011; Souza et al,
2011; Santana et al, 2010; Asquieri; Silva; Candido, 2009; Silva et al, 2008).



2.1.2 Produtores de vinhos

Existem no mundo diversas regides produtoras de vinhos, sendo que na
Europa estéo localizados os mais tradicionais paises produtores. A Franca, a Itélia e
a Espanha representaram, até a década de 1980, os principais produtores no
mundo, entretanto, a partir desta década, o cenario mundial da producdo e
exportacdo de vinhos vem sofrendo profundas mudancas (Cusmano; Morrison;
Rabellotti, 2009; Anderson; Norman; Wittwer, 2001).

Paises que ndo apresentavam qualquer destaque na producdo de vinhos
estdo conquistando parte do espago antes monopolizado pelos paises europeus.
Investimentos em novas tecnologias para a producdo de vinhos, bem como a
realizacdo de parcerias entre empresas e universidades propiciaram uma melhoria
significativa na qualidade dos vinhos produzidos por paises como Africa do Sul,
Australia, Argentina, Chile, EUA, Nova Zelandia e Uruguai e, com isso, eles vém
conquistando crescente participagdo no mercado vinicola (Giuliani et al, 2010;
Aylward, 2003).

A falta de tradicdo na producao de vinhos, ao contrario de um empecilho, vem
sendo apontada com um trampolim para a qualidade das bebidas produzidas pelos
“novos produtores” de vinhos, visto que, exatamente por ndo terem tradicédo, eles
sdo mais abertos a adocdo de novas tecnologias que tornam a producdo dos vinhos
mais flexivel e que permitem a manufatura de bebidas de qualidade, com maior
uniformidade dentro da marca e a pre¢cos mais atrativos aos consumidores (Aylward,
2003).

Nos Estados Unidos, o estado da Califérnia representa o maior produtor de
vinho, respondendo por 90% da producdo. Em nivel mundial, os EUA representam o
quarto maior produtor, ficando atras apenas da Franca, Italia e Espanha (Figura 2) e,
dentro dos EUA, ela chega a ser responsavel por 61% do mercado de vinho (OIV,
2012; AVF, 2011; Wine Institute, 2011).

A Califérnia despontou como produtora de vinhos a partir da década de 1960

e sua significativa lideranca dentre os “novos produtores” certamente € determinada



pelo massivo investimento em pesquisa e desenvolvimento nas industrias de vinhos
e uvas (AVF, 2011; Aylward, 2003).

A Africa do Sul, pais cujas primeiras producdes ligadas a vitivinicultura datam
de 1652, segundo a OIV, representa o nono maior produtor mundial de vinhos
(Figura 2). O governo sul africano fomenta a producdo de vinho através de uma
agéncia, a South African Wine Industry Trust (SAWIT), que tem o intuito de promover
os produtos fora do pais, bem como fazer investimentos no desenvolvimento e
qualidade (SAWIT, 2012).

Figura 2 : Ranking dos 10 maiores produtores de vinho no mundo.
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Fonte: Adapatado de: Statistiques du Secteur Vitivinicole Mondial. Organizacéo internacional do vinho
- OIV.

A Australia, por sua vez, concentra varios esfor¢cos no intuito de promover a
pesquisa, o desenvolvimento, a extensdo, a rentabilidade, a sustentabilidade e a
competitividade da producao de vinho e se destaca pela flexibilidade e inovacéo
nesse setor. A existéncia de 6rgdos governamentais e ndo governamentais (Grape
and Wine Research and Development Corporation e Australian Wine Research
Institute, respectivamente) de fomento e pesquisa representam fortes pilares para a
viticultura (AWRI, 2012), que comecou em 1790 e esta em intenso crescimento (OIV,
2012; Aylward, 2003).
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J& a Nova Zelandia, apesar de ndo estar entre os dez maiores produtores de
vinho no ano de 2011, merece destaque pelo crescente aumento na producao de
vinho, sendo que no periodo de 2007 a 2011 teve sua producdo aumentada em
59% (Tabela 1), liderando o ranking deste quesito (OIV, 2012; New Zealand
Winegrowers, 2009).

Tabela 1: Evolugcao da producéo de vinho no periodo de 2007-2011.

Pais Mhl* Taxa de Crescimento
Argentina 15473 3%
Australia 11010 14%

Brasil 3458 -1%
Bulgaria 1268 -29%
Chile 10572 29%
China 13200 6%
Franca 49633 9%
Grécia 2587 -26%
Hungria 2447 -24%
Italia 41580 -10%
Nova Zelandia 2350 59%
Portugal 5925 -2%
Roménia 4708 -11%
Russia 6353 -13%
Africa do Sul 9336 -1%
Espanha 34300 -1%
EUA 18740 -6%

*Mhl=milh&es de litros.
Fonte: Adapatado de: Statistiques du Secteur Vitivinicole Mondial. Organizacédo Internacional do
Vinho - OIV.

Na Ameérica do Sul, Argentina, Chile e Uruguai sé&o os principais produtores de
vinho. A Argentina aparece como o0 5° pais no ranking mundial (Figura 2) (OIV,
2012), e maior produtor da América Latina; 21% da sua producédo é vendida para o
mercado externo, um indicativo da boa aceitacdo internacional de seu produto,

comumente preparado a partir de uvas Malbec (Vino Argentino, 2012).

Segundo maior produtor de vinhos da América Latina de acordo com a OIV
(2012) (Figura 2), o Chile também se destaca pelos investimentos na vitivinicultura
tanto no que diz respeito a melhoria da qualidade do produto quanto no
desenvolvimento de técnicas de produgdo menos agressivas ao meio ambiente
(Wines of Chile, 2012). Em 2011, o Chile apresentou um significativo aumento em
sua producédo (29%) e se destaca por ser o 5° maior exportador de vinho, ficando
atrds apenas de tradicionais produtores (Itdlia, Espanha e Franca) e da Australia
(OlV, 2012).
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Grande parte do vinho produzido no Uruguai é feito a partir da uva Tannat,
levada por imigrantes espanhdis no final dos anos 1800 e que gera bebidas tintas
com coloracédo intensa e bastante encorpadas (Wines of Uruguay, 2012). Apesar da
crescente valoracdo do vinho uruguaio no mercado internacional, este pais ainda

nao se destaca quanto ao volume de sua producao ou exportacao (OlV, 2012).

Por sua vez, o Brasil embora apresente um volume de produgao
relativamente alto, ainda ndo tem destaque no cendrio internacional da producédo de
vinhos. Grande parte do produto aqui produzido é de variedade comum, ou seja,
produzido a partir de uvas comuns e nao de uvas viniferas, como € o caso dos
vinhos finos, produtos de melhor qualidade e maior valor agregado (IBRAVIN, 2012;
UVIBRA, 2012).

A primeira tentativa de implantacdo da vitivinicultura no Brasil se deu em
1532, pouco depois da chegada dos portugueses, com 0 objetivo de trazer um
pouco da cultura europeia. O proximo marco da producdo nacional de vinhos foi a
chegada dos imigrantes italianos, que trouxeram conhecimento para a producao,
mudas de uvas viniferas e também a cultura de consumo. Entretanto, em ambos
esses momentos, as dificuldades de adaptacdo das videiras ao clima e solo
brasileiro foram fatores limitantes ao avanco da producao de vinho no Brasil (Wines
of Brasil, 2012).

A partir da década de 1980, investimentos em novas formas e variedades de
cultivos comecaram a impulsionar a industria brasileira de vinhos, de forma que hoje
ja é possivel encontrar vinhos brasileiros de boa qualidade. As principais regifes
produtoras de vinho no Brasil se encontram no Rio Grande do Sul (Serra Gaucha,
Campanha, Serra do Sudeste e Campos de Cima da Serra); Santa Catarina
(Planalto Catarinense) e no Nordeste (Vale do Sao Francisco), sendo que todas elas
somam 83,7 mil hectares, divididas em mais de 1100 vinicolas (Wines of Brasil,
2012).

O governo brasileiro vem estimulando o aumento do consumo de vinhos,
utiizando como estratégia o aumento do espaco ocupado por eles nos

supermercados (Mercer, 2012).
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2.2 Antioxidantes

Antioxidantes sdo moléculas capazes de impedir a oxidacdo de outras
moléculas ou de diminuir a velocidade com que essa reacdo ocorre, mesmo quando
em pequenas quantidades em relacdo ao substrato oxidavel (Suh et al, 2011; Jaitak
et al, 2010, Blasco; Gonzalez; Escarpa, 2004; Harman, 1956).

Eles sdo considerados importantes agentes no combate aos radicais livres,
espécies altamente reativas que sdo formadas pelo organismo durante 0s processos
enzimaticos do metabolismo como a respiracdo celular, através de estimulos
enddgenos e exdgenos como radiacdo ionizante, radiacdo ultravioleta ou
substancias quimicas (Takashima et al, 2012; Kumar; Ganesan; Subba-Rao, 2008;
Halliwell, 1996).

A grande preocupacéo com relacdo aos radicais livres, principalmente com as
espécies reativas do oxigénio (ROS), deve-se ao fato de eles estarem relacionados
a ocorréncia de processos que causam danos ao organismo como a degradacéo de
DNA, peroxidacdo de membrana, destruicdo de células endoteliais, envelhecimento,
além de um grande numero de doencas como o cancer, diabetes, doencas
inflamatorias, problemas neurolégicos, aterosclerose e outras doencas
cardiovasculares (Manzano; Williamson, 2010; Fu et al, 2010; Perez-Tortosa et al,
2012; Pinchuk et al, 2012; Mbaebie; Edeoga; Afolayan, 2012; Marathe; Rajalakshmi;
Jamdar, 2011; Miranda-Vilela et al, 2011; Suh et al, 2011; Kumar; Ganesan; Subba-
Rao, 2008; Harman, 1956).

A acdo dos antioxidantes, em geral, se da pela inibicdo do inicio ou da
propagacdo de reacdes de oxidacdo, promovendo a formagdo de compostos mais
estaveis (Mbaebie; Edeoga; Afolayan, 2012; Sun et al, 2011). E possivel que uma
mesma substancia antioxidante atue por um Unico mecanismo ou por um conjunto
de mecanismos, i.e. transferéncia de proton e/ou elétron, acado quelante, inibicdo
seletiva de oxidases, dependendo do meio ou espécies envolvidas (Prior et al,
2004).

Devido a capacidade dos antioxidantes evitarem a formacé&o de radicais livres
ou de capturarem aqueles ja formados, inimeros estudos demonstram atividade

protetora que eles desempenham na saude e no retardo do processo natural de
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envelhecimento (Marathe; Rajalakshmi; Jamdar, 2011; Rahman, 2006; Horton, 2003;
Macnee; Rahman, 1999).

A geracao de radicias livres, dentre eles as ROS, é decorrente dos processos
aerébios e é inevitavel (Valko et al, 2006). O proprio organismo tenta se defender
deles através da producdo de algumas substancias antioxidantes como algumas
enzimas (ex.. superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase); proteinas
(ex.: albumina, ferritina e ceruloplasmina), alguns horménios (ex.: melatonina,
angiotensina e estrogeno) e outras biomoléculas antioxidantes de baixo peso
molecular (Prior et al, 2005). Todavia, nem sempre elas sao suficientes para
combater todos os radicais livres formados, fazendo com que a suplementacédo de
antioxidantes pela alimentacdo mostre-se necessaria na tentativa de diminuir os
efeitos danosos provocados pelos radicais livres (Cabello-Hurtado; Gicquel; Esnault,
2012; Perez-Tortosa et al, 2012; Miranda-Vilela et al, 2011; Marathe; Rajalakshmi;
Jamdar, 2011; Halliwell, 1996; Harman, 1956).

Substancias de origem natural, em geral, sdo consideradas mais seguras que
aguelas sintéticas (Suh et al, 2011) e isso vem aumentando o0 interesse na
descoberta de fontes naturais de substancias antioxidantes (Mbaebie; Edeoga;
Afolayan, 2012; Suh et al, 2011). As plantas representam importantes fontes de
substéancias antioxidantes de origem natural (Fu et al, 2010; Wojdyto; Oszmianski;
Czemerys, 2007), tanto para uso industrial, quanto nutracéutico (Nair;
Panneerselvam; Gopi, 2012).

2.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas, ou seja, eles
sdo substancias ndo essenciais ao metabolismo basico, mas que desempenham
funcdes importantes para a sobrevivéncia dos vegetais, auxiliando no combate a
patdgenos, em situacfes de stress e na protecdo contra agressfes externas, como
por exemplo a radiacdo UV (Arribas; Martinez-Fernandez; Chicharro, 2012; Borielo
et al, 2010).
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Na natureza, uma ampla variedade de compostos fendlicos pode ser
encontrada, sendo que mais de dez mil compostos ja foram identificados; eles sdo
tidos como 0s mais importantes antioxidantes naturais (Perez-Tortosa et al, 2012;
Nair; Panneerselvam; Gopi, 2012; Oueslati et al, 2012; Sun et al, 2011; Fu et al,
2010; Kumar; Ganesan; Subba-Rao, 2008; Le; Chiu; Ng, 2007; Wojdyto; Oszmianski;
Czemerys, 2007; Lotito; Frei, 2004; Hattenschwiler; Vitousek, 2000).

A relac@o entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante pode ser
evidenciada pelo fato de haver correlagédo direta entre o teor de compostos fendélicos
e a capacidade antioxidante, o que ja foi demonstrado por inimeros autores (Lu et
al, 2011; Marathe; Rajalakshmi; Jamdar, 2011; Mbaebie; Edeoga; Afolayan, 2012;
Sun et al, 2011; Lotito; Frei, 2004; Llorach et al, 2003).

Diversos fatores podem influenciar no teor de compostos fendlicos presente
nas plantas, dentre eles, fatores genéticos, o estagio de maturidade da planta e as
condicdes edafoclimaticas em que a planta foi cultivada (Perez-Tortosa et al 2012,

Marathe; Rajalakshmi; Jamdar, 2011; Wojdyto; Oszmianski; Czemerys, 2007).

Os compostos fendlicos séo classificados em varias classes diferentes, dentre

elas acidos fendlicos, flavonoides, taninos, dleos volateis fendlicos (Lu et al, 2011).

Os flavonoides representam a maior classe de compostos fendlicos e sao
encontrados em grande parte dos vegetais, podendo estar presentes em diversas
partes dos vegetais, como flores, frutos, sementes e principalmente na casca dos
frutos; a eles é atribuida parte da cor e sabor das plantas (Nair; Panneerselvam,;
Gopi, 2012; Le; Chiu; Ng, 2007; Erlund, 2004; Silva et al, 2002). Na natureza, eles
podem se apresentar isolados na forma de agliconas ou conjugados a agucares
diversos como a glicose, galactose, ramnose e arabinose, bem como em estruturas
condensadas, i.e. acido elagico, proantocianidinas ou polimerizados, i.e taninos (Le;
Chiu; Ng, 2007).

A maioria dos flavonoides é sintetizado pela via metabodlica do &acido
chiquimico e, estruturalmente, eles apresentam um esqueleto basico constituido por
dois anéis benzénicos (denominados A e B), ligados por um anel pirano (C), que se
apresenta fundido ao anel A (Figura 3).
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Figura 3 : Estrutura basica dos flavonoides

Anéis benzénicos (A e B) conectados por anel pirano (C).

As atividades antioxidante e antirradicalar dos flavonoides estdo diretamente
ligadas a sua estrutura e dependem da presenca e da posicdo de determinados
grupos funcionais, embora possa haver alguma contradicdo com relacdo a este
tema. A presenca de uma hidroxila na posi¢cdo 3, bem como de uma ligacdo dupla
entre os carbonos 3 e 4, de uma carbonila no carbono 4 e polihidroxilagdo dos anéis
A e B sao fatores determinante na atividade bioldgica dos compostos fendlicos,
sendo que quanto maior a quantidade de hidroxilas livres, maior sera a atividade
antiradicalar ou redutora (Nair; Panneerselvam; Gopi, 2012; Sun et al, 2011;
Wojdyto; Oszmianski; Czemerys, 2007; Le; Chiu; Ng, 2007; Montoro et al, 2005;
Erlund, 2004; Silva et al, 2002; Cook; Samman, 1996).

A acao antioxidante dos flavonoides se da por diferentes mecanismos, dentre
eles a varredura de radicais livres, a doacdo de elétrons, a reacdo direta para
formacdo de produtos menos reativos e a quelacdo de elementos de transicao,
sendo que esta € importante devido ao fato de que metais como o ferro e o cobre
poderem participar da geragao de radicais livres (Nair; Panneerselvam; Gopi, 2012,;
Sun et al, 2011; Le; Chiu; Ng, 2007; Cheng; Breen, 2000; Mira et al, 2002; Holland et
al, 2000).

Outra importante acéo dos flavonoides € a inibicdo da acdo de algumas das
enzimas que geram como produtos radicais livres, dentre elas a cicloxigenase,
lipoxigenase, a monoaminoxigenase e enzimas detoxificadoras de fase | e Il (Le;
Chiu; Ng, 2007; Holland et al, 2000).
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Os flavonoides podem apresentar diversas atividades biolégicas relacionadas,
dentre elas acédo antibacteriana, antineoplasica (Yu et al, 2011) antiviral (Du et al,
2003), antialérgica (Shin et al, 2005), anti-inflamatéria e analgésica (Gené et al,
1998).

Apesar de todos os potenciais beneficios apresentados pelos flavonoides, em
determinadas situacdes eles podem se comportar como pro-oxidantes, levando a
efeitos danosos ao invés de beneficios. Dessa maneira, seu uso deve ser feito de

maneira racional (Simic et al, 2007; Labuda et al, 2003).

Devido a grande variedade estrutural apresentada, os flavonoides podem
ainda ser subclassificados em flavonas (ex. apigenina e luteolina), flavonadis (ex.
quercetina), flavanadis, flavanonas, isoflavonas, catequinas e antocianinas (Figura 4),
sendo que a posi¢cdo dos grupamentos funcionais ligados aos anéis centrais € que

determina a subclasse que o composto pertence (Lu et al, 2011; Le; Chiu; Ng, 2007).

As antocianinas representam uma importante classe de flavonoides, sendo
responsaveis pela coloracdo que vai do vermelho ao roxo em diversos vegetais.
Além disso, elas estdo relacionadas a diversas atividades biologicas, como
atividades antioxidante e anti-inflamatéria (Veggi; Santos; Meireles, 2011; Santos;
Albuquergue; Meireles, 2011).

Ao lado dos flavonoides, os &cidos fendlicos representam também
importantes compostos fendlicos, sdo amplamente distribuidos nas espécies
vegetais e apresentam pronunciada capacidade antioxidante, sendo considerados
por alguns autores como a maior classe de compostos fendlicos (Wojdyto;
Oszmianski; Czemerys, 2007). Os acidos fendlicos podem ser subdivididos em duas
classes: os acidos hidroxicinamicos — sendo alguns exemplos o acido cafeico, acido
ferrdlico e acido cumarinicos — e acidos hidroxibenzdico, com o acido galico e acido

vanilico como representantes (Lu et al, 2011).
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Figura 4 : Subclasses de flavonoides.
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2.2.1.1 Oxidacéo eletroquimica dos flavonoides

A capacidade dos flavonoides atuarem como antioxidantes em meios
bioldgicos exercendo, assim, o papel protetor da saude, pode ser explicada pelo fato
de que eles apresentam maior facilidade para doar elétrons do que para ganhar,
sendo que as reacdes de transferéncia de elétrons das quais eles participam
ocorrem em um potencial préximo aquele encontrado nos meios biologicos. Além
disso, a energia de ativacdo necessaria para que eles realizem a transferéncia do

elétron é baixa (Havsteen, 2002).

As técnicas eletroanaliticas sdo capazes de demonstrar o potencial em que 0s
flavonoides realizam a transferéncia de elétrons, prevendo, assim, a atuacdo deles
como antioxidantes nos meios biologicos (Masek; Zaborski; Chrzescijanska, 2011),

sendo que os compostos considerados melhores antioxidantes sao aqueles cuja
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oxidacdo ocorre em potenciais menores, ou seja, que se oxidam com maior

facilidade (Arribas; Martinez-Fernandez; Chicharro, 2012; Mannino et al, 1998).

O inicio da oxidacdo eletroquimica dos fenois e seus derivados, como 0s
flavonoides, se da com a transferéncia de um elétron dele para o eletrodo, podendo
gerar tanto a formagéo de fenolatos quanto a de radicais fenoxil (Figura 5) (Arslan;
Yazici; Erbil, 2005).

Figura 5 : Vias de oxidacdo eletroquimica para compostos fendlicos.
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Fonte: Adaptado de: Do Couto, R.O. and Gil, E.S., Flavonoide Electrochemistry, a review on the

electroanalytical applications, Rev. Bras. Farmacog. in press.

Ambas as espécies formadas podem sofrer novamente processos de
oxidacdo ou sofrer processo de conjugacdo, formando compostos poliméricos ou

oligdbmeros semelhantes as quinonas (Arslan; Yazici; Erbil, 2005).

A polimerizagdo de fendis se da a partir dos fenolatos formados, que podem
reagir com outras espécies em solugdo ou com outras moléculas de fenol, neste
caso, formando um radical para-dimérico. Esse radical, por sua vez, pode ser
oxidado com a perda de um proton para formar um dimero neutro ou pode se ligar a
outra molécula. No caso dos dimeros, eles podem ser oxidados levando a formacéo

de oligbmeros e polimeros (Arslan; Yazici; Erbil, 2005; Gattrell; Kirk, 1992).
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Os polimeros formados, por sua vez, podem gerar a formacdo de filmes
insolaveis e inertes na superficie do eletrodo, o que resulta na passivacédo dele e
leva & uma rapida diminuicdo na corrente elétrica. E importante ressaltar que alguns
fatores influenciam na via oxidativa e, consequentemente, na quantidade de cada
um dos produtos a serem formados. Dentre eles, pode-se citar o pH, o solvente
utilizado, os aditivos, o potencial do eletrodo, a densidade de corrente e a
concentracdo de espécies em solucdo. Nos casos em que a concentracdo de
compostos fenodlicos é mais alta, a via de polimerizacao dos fendis na superficie do
eletrodo é favorecida, enquanto que a formacéo de quinonas é favorecida quando as
concentracfes sdo menores (Ferreira et al, 2006; Arslan; Yazici; Erbil, 2005; Gattrell;
Kirk, 1992).

As reacOes de oxidagdo dos flavonoides sdo, normalmente, acopladas a
mecanismos de reacdes quimicas homogéneas (em solucdo), em que processos de
primeira ordem e de ordem zero sdo encontrados (Hendrickson; Kaufman; Lunte,
1994).

O grupamento catecol no anel B € uma caracteristica de compostos com alta
capacidade antioxidante visto que a oxidacdo do grupamento 3'4’-di-hidroxil ocorre
em potenciais inferiores a 0,5V, considerado um potencial baixo. Esta reacédo €&
reversivel e envolve a transferéncia de dois elétrons e dois prétons (Jovanovic et al,
1998).

Em pH basico, a deprotonacdo ocorre mais facilmente que em pH &acido, o
que indica uma forte influéncia do pH na oxidagédo dos flavonoides. Em meios
acidos, essa reagdo ocorre em potencias maiores que 0,8 V e tal caracteristica €
importante para a estabilidade dos flavonoides no estbmago, que apresenta pH em
torno de 1,5 e 2,0, garantindo biodisponibilidade desses compostos ap0s a ingestao

(Jovanovic et al, 1998).

O fendbmeno de ressonancia nas formas quindnicas com substituintes nas
posicdes para e orto é responsével pela reversibilidade das reagfes visto que ela é

capaz de estabilizar os compostos formados (Nasr, 2005).

Os compostos derivados do resorcinol, por sua vez, sofrem processos

irreversiveis de oxidacdo, o que pode ser explicado pela auséncia de ressonancia



20

nos compostos meta substituidos, fazendo com que ndo haja estabilizacdo do
radical, elevando, assim, o potencial em que ocorre a oxidagéo para cerca de 1,0 V.
Ao contrario do resorcinol, os produtos de oxidacdo formados sao capazes de sofrer

processos reversiveis (Janeiro; Oliveira-Brett, 2005).

A diferenca na reversibilidade da reacédo do catecol e do resorcinol pode ser
observada através da voltametria de onda quadrada, em que a auséncia do pico
catddico no voltamograma do resorcinol € um indicativo da irreversibilidade da

reacéo de oxidagao.

Os monofendis, por sua vez, sdo oxidados em potenciais altos, assim como o
compostos derivados do resorcinol, e apresentam oxidacao irreversivel em todo o
intervalo de pH (Corduneanu, 2006). Os produtos resultantes da oxidacéo tendem a
formar filmes eletroativos na superficie do eletrodo, e estes, por sua vez, se oxidam
de forma reversivel em potenciais menores (Enache; Oliveira-Brett, 2011; Janeiro;
Oliveira-Brett, 2007).

2.3Métodos para avaliacdo da capacidade antioxidan te

Existe hoje uma ampla variedade de métodos disponiveis para a avaliacdo da
capacidade antioxidante de diversos tipos de amostras, baseados em diferentes
principios (Hayes et al, 2011). Em verdade, uma Unica técnica ndo garante a
avaliacao fidedigna de todos os compostos envolvidos no poder antioxidante de uma
amostra complexa. Deste modo, é frequente a utlizacdo de métodos

complementares, capazes de medir diferentes caracteristicas (Terpinca et al, 2012).

Essa variedade de métodos tem como desvantagem a dificuldade na
comparacao dos resultados obtidos em diferentes laboratorios, visto que cada
laboratério pode se valer de um determinado método a que ele tenha acesso e nem
sempre existe uma boa correlacdo entre os diferentes métodos (Nair;
Panneerselvam; Gopi, 2012; Pinchuk et al, 2012). Embora, a baixa ou falta de
correlacdo seja inerente a métodos que se baseiam em critérios diferentes, esse
problema também pode ocorrer em métodos baseados em principios comuns (Nair;
Panneerselvam; Gopi, 2012; Pinchuk et al, 2012).
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Dentre os métodos mais comumente utilizados, pode-se citar o FRAP (Ferric
Reducing Ability of Plasma), a Avaliacdo da Atividade Quelante de fons Fe*, o
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), o Folin-Ciocalteu, o ABTS (2,2'-
azino-bis(3-etilbenzoiltiazolina-6-sulfénico), e o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)
(Pinchuk et al, 2012).

No método FRAP, mede-se a capacidade da amostra em reduzir ions férricos
em ions ferrosos (Balogh; Hegedus; Stefanovits-Banyai, 2010). JA no método do
tiocianato férrico, mede-se a capacidade da amostra em reduzir a peroxidacdo do
acido linoleico. No teste do Cianeto Férrico, mede-se a capacidade da amostra em
reduzir o complexo Fe*(CN")®to Fe?*(CN")°, sendo que mede-se a absorbancia do
complexo formado apés a adicdo de excesso de Fe*' (Giilcin, Elmastas; Aboul-
Enein, 2012).

Na avaliacdo da atividade quelante de fons Fe®*, a formacdo do complexo
Fe®*-ferrozina confere uma coloracdo résea a solucdo. Quanto maior a quantidade
de antioxidantes presentes na amostra, maior sera a reacdo deles com os fons Fe®*
e, portanto, menor a absorbéancia a 562 nm (Gulg¢in; Elmastas; Aboul-Enein, 2012;
Lima et al, 2010; Santos et al, 2007).

No método ORAC, mede-se a inibicdo que os antioxidantes promovem na
oxidacdo de uma proteina fluorescente (ou da fluoresceina, em uma versdo mais
moderna do método) quando em presenca de ions cobre ou AAPH, um radical
indutor de radicais livres. A oxidacao deles promove a diminui¢cao da fluorescéncia, o
que permite a analise da cinética de oxidacao. O principio do método se baseia na
captura de radicais livres, sendo o mais utilizado dentre as técnicas que apresentam
mecanismo de acdo semelhante (Pinchuk et al, 2012). A principal desvantagem
desse meétodo esta relacionada a necessidade de utilizacdo de equipamento

especifico para analise da amostra (Thomas et al, 2011).

2.3.1 Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu destina-se a determinacdo dos fendis totais

presentes em amostras. Ele foi desenvolvido em 1965 a partir de modificacdes de
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um método previamente existente, o Folin-Denis, que tinha como objetivo a
determinacdo de tirosina em proteinas e apresentava uma séria desvantagem: a
precipitacdo, que interfere na leitura por espectrofotometria (Ndhlala; Moyo; Staden,
2010; Singleton; Rossi-Jr, 1965).

No método de Folin-Ciocalteu, os compostos fendlicos sdo oxidados por uma
mistura de acido fosfotungstico (HzPW1,040) com &cido de fosfomolibdico tungstico
(HsPMo01,040), também chamado reagente de Folin-Ciocalteu, formando ions
superéxido. Estes ions reagem com os Oxidos de tungsténio (WgOy3) e de
molibdénio (MogO»3), que, por sua vez, apresenta coloracdo azul intensa e boa
absorbancia no comprimento de onda de 725 nm. O teor de compostos fendlicos é
expresso em equivalentes de acido galico (GAE), que normalmente é usado como o
padrao para esta reacdo (Georgé et al, 2005; Prior et al, 2005).

Para que a determinacdo dos fendis totais seja confiavel, algumas condi¢des
devem ser obedecidas: o pH deve ser alcalino; deve-se utilizar a quantidade certa de
reagente; a temperatura bem como o tempo da reacdo devem ser adequados para o

desenvolvimento de cor (Ndhlala; Moyo; Staden, 2010; Prior et al, 2005).

A principal desvantagem relacionada a esse método deve-se ao fato de que o
reagente de Folin-Ciocalteu pode reagir também com outras substancias
potencialmente presentes em amostras complexas, como, por exemplo, o acido
ascorbico, acucares, acidos organicos, aminas aromaticas, proteinas e também
algumas substancias inorganicas como sulfato de ferro, nitrito de potassio, fosfato de

sédio e sulfato de manganés (Ndhlala; Moyo; Staden, 2010).

2.3.2 ABTS"-

Outro método bastante popular para avaliagdo da atividade antioxidante € o
método de atividade antirradicalar ABTS™. Neste método o radical é previamente
gerado a partir de reacdo na qual se emprega um oxidante forte, em geral o
persulfato de amonia. Uma vez gerado, o radical 2,2’-azino-bis(3-etilbenzoiltiazolina-
6-sulfénico) reage com os antioxidantes da amostra, regenerando a sua forma mais

estavel. Ao final, é determinada a concentracdo do ion ABTS'- remanescente por
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espectrofotometria, a 734 nm, e o valor é comparado com a absorbancia de
antioxidantes conhecidos, como o BHA, BHT, a — tocoferol e Trolox, um analogo
hidrossoluvel do a — tocoferol. Esse método apresenta as vantagens de ser estavel
em uma ampla faixa de pH (0 a 7) e o fato de o radical ser soluvel em meios
aguosos e alcodlicos, entretanto, uma desvantagem reside no fato de o radical ter de
ser gerado previamente a realizagdo do teste, reacdo que s6 se completa apos 16
horas (Caiconte, 2012; Gulgin, Elmastas; Aboul-Enein, 2012).

2.3.3 DPPH-

O 2,2-difenil-1-picril-hidrazila, mais conhecido pela sigla DPPH-, € um radical
comercial estavel capaz de sofrer reacdes de reducdo quando da presenca de
substancias antioxidantes (Nair; Panneerselvam; Gopi, 2012). Esse método segue

um principio similar ao ABTS"- e foi desenvolvido por Blois, em 1958.

Dois mecanismos podem estar envolvidos no processo de reducao do DPPH:-:
a transferéncia de atomos de hidrogénio ou de um unico elétron, como pode ser
demonstrado pelas reacdes 1 e 2 abaixo (Milardovic¢; Ivekovic; Grabari¢, 2006; Prior
et al, 2005):

DPPH- + AH > DPPH-H + A- (1)

DPPH- + R- > DPPH-R ()

Quando as substancias antioxidantes potencialmente presentes na amostra
realizam tais transferéncias, seja do hidrogénio ou do elétron, o DPPH- é convertido
no radical o—a—difenil-B—picrilhidrazina, que é mais estavel. O radical DPPH- é
inicialmente roxo e a reagdo faz com que a cor mude para amarelo, 0 que gera uma
diminuicdo na absorbéancia da amostra na faixa de 515 a 517 nm (Hayes et al, 2011,
Gulcin, Elmastas; Aboul-Enein, 2012).

A capacidade antioxidante da amostra pode ser determinada pela diminui¢éo
da absorbancia da solucdo, que apresenta correlagdo direta com a a capacidade
antioxidante dos compostos que estao presentes na amostra em analise, sendo que
esta segunda forma de avaliacdo € a mais comumente utilizada (Mbaebie; Edeoga;
Afolayan, 2012).
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Um dos poucos radicais estaveis de Nitrogénio, o DPPH- apresenta a
vantagem de nao ter que ser gerado previamente a realizacdo do teste, ao contrério
do que acontece no método de ABTS':. A ampla utilizacdo da técnica pode ser
explicada por ela ser simples e rapida além de necessitar de um Gnico equipamento

para realizacdo dos testes, um espectrofotdmetro (Prior et al, 2005).

Dentre as desvantagens da técnica de DPPH-, est4 o fato de ele ser soluvel
apenas em meio alcodlico (Caiconte, 2012). Além disso, muitos antioxidantes
reagem com ele de maneira muito lenta ou, até mesmo, ndo reagem devido ao
impedimento estérico, enquanto moléculas menores tendem a reagir mais facilmente

com o radical (Cabello-Hurtado; Gicquel; Esnault, 2012).

Outra desvantagem reside no fato de que pode haver interferéncia de outras
moléculas que possuam absor¢do na mesma faixa que o DPPH+, como por exemplo,
0s carotenoides, o que pode dificultar a interpretacdo dos resultados (Balogh;
Hegedus; Stefanovits-Banyai, 2010; Prior et al, 2005).

Apesar da grande variedade de métodos disponiveis para avaliacdo da
capacidade antioxidante, ainda ndo existe um meéetodo que seja considerado padréo
ouro para tais analises. Na auséncia de um método padrdo ouro, 0s métodos mais
comumente utilizados acabam sendo considerados padrdo ouro, ainda que nao
sejam melhores, mais faceis, precisos e exatos que outros métodos (Pinchuk et al,
2012).

2.3.4 Métodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos despontam como uma ferramenta muito util na
determinacdo de antioxidantes presentes em amostras (Reis et al, 2009; Oliveira-
Roberth et al, 2012) devido ao fato de que esses compostos atuam como agentes
redutores, sendo facilmente oxidados na superficie de eletrodos (Blasco; Gonzalez;
Escarpa, 2004).

Os métodos eletroanaliticos se valem das propriedades elétricas dos analitos

presentes em uma determinada amostra para fornecer dados qualitativos ou
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guantitativos (Reis et al, 2009; Goncalves et al, 2011; Skoog et al, 2009). Eles séo
capazes de fornecer informacdes acerca da transferéncia de elétrons que ocorre na
superficie do eletrodo de trabalho e apresentam varias vantagens quando
comparado a outros meétodos, dentre elas, um baixo limite de deteccdo (alta
sensibilidade), boa seletividade, rapidez, simplicidade de analise e um baixo
consumo de reagentes, o que implica em um menor impacto ambiental (Goncgalves

et al, 2011, Blasco; Gonzélez; Escarpa, 2004).

Outra grande vantagem das técnicas eletroanaliticas quando comparadas aos
meétodos espectrofotométricos para determinacdo da atividade antioxidante de
amostras reside no fato de que estes dependem da geracédo de substratos oxidados
para que os antioxidantes atuem e, assim, seja determinada a presenca, quantidade
e/ou capacidade antioxidante desses compostos. Os métodos eletroanaliticos, por
outro lado, se baseiam nas propriedades elétricas dos analitos (antioxidantes), ndo
sendo necessaria a geragdo prévia ou uso de espécies oxidadas (He et al, 2009;
Huang, Gao; Hageman, 2004; Reis et al, 2009; Blasco; Gonzéalez; Escarpa, 2004;
Mannino et al, 1998).

Dentre as técnicas eletroanaliticas, as voltamétricas ganham destaque nas
andlises de atividade antioxidante (Oliveira-Roberth et al, 2012). A voltametria se
baseia em trés parametros que ocorrem durante a eletrélise: a corrente elétrica, a
voltagem e o tempo (Reis et al, 2009) e estudam os fenbmenos que ocorrem na
interface entre o eletrodo e a fina camada de solucdo que o circunda (Skook et al,
2009).

7

O primeiro passo na voltametria € representado pela aplicagdo de um
potencial a uma célula eletroquimica, composta por trés eletrodos, o de referéncia, o
de trabalho e o auxiliar. O potencial é aplicado na forma de varredura, ou seja, a
velocidade dele varia de forma constante em fungdo do tempo decorrido. A
aplicacado do potencial promove a ocorréncia de reagfes de oxirreducao (reacoes
faradaicas) na superficie do eletrodo de trabalho, o que gera uma corrente elétrica. A
medida dessa corrente em funcédo do tempo da origem uma curva, o voltamograma.
A intensidade da corrente gerada estd relacionada com a quantidade de
antioxidantes ou espécies eletroativas presentes na amostra (Skoog et al, 2009;
Castro et al, 1997; Gil, 2007).
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A voltametria permite tanto a andlise de substéancias isoladas quanto de
amostras complexas, como medicamentos fitoterapicos, comidas e bebidas. No
primeiro caso, sdo geradas informacdes importantes acerca da caracterizacao
eletroquimica dessas substancias, mecanismo de acéo e relacdo estrutura- -
atividade (Makhotkina; Kilmartin, 2012; Reis et al, 2009), sendo possivel que seja
avaliada a influéncia de fatores intrinsecos, (ex. das ligagbes duplas e de
substituintes), bem como extrinsecos, (ex. influéncia do pH e dos solventes
utilizados (Reis et al, 2009).

Por outro lado, apesar de fornecer importantes informacdes acerca dos
compostos antioxidantes presentes em uma amostra complexa, a voltametria por si
s6 ndo é capaz de definir ao certo quais sdo as espécies ali presentes (Oliveira-
Roberth et al, 2012). Entretanto, € possivel que seja feita uma previsdo acerca dos
COmMposStos ou grupos que originaram um determinado pico com base no potencial
em que ocorre a oxidacao deles (Enache; Oliveira-Brett, 2011). A comparacao entre
voltamogramas de espécies puras e amostras complexas também permite que
sejam feitas presunc¢des acerca da natureza dos antioxidantes presentes na amostra
(Reis et al, 2009).

Além disso, é possivel que seja avaliada a eficiéncia desses antioxidantes,
sendo que, como ja foi dito anteriormente, quanto menor é o potencial em que
ocorre a oxidacdo, maior € sua capacidade doadora de elétrons e,
consequentemente, seu poder redutor (Arribas; Martinez-Fernandez; Chicharro,
2012; Mannino et al, 1998).

Por sua vez, considerando-se a natureza eletroativa dos compostos fendlicos,
€ possivel, segundo a Lei de Faraday, determina-los quantitativamente (Makhotkina,;
Kilmartin, 2012; Reis et al, 2009).

Para tanto, existem diversos tipos de métodos eletroanaliticos, a destacar os
métodos volta-ampero-métricos, que dividem-se em amperometria, voltametria
ciclica (CV), voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada

(SWV). Elas seréo detalhadas nos tépicos a seguir.
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2.3.4.1 Voltametria ciclica (CV)

Dentre as técnicas voltamétricas mais comumente utilizadas, pode-se citar a
CV (Makhotkina; Kilmartin, 2010; Blasco; Gonzalez; Escarpa, 2004).

A voltametria ciclica, originalmente, consiste em um método de varredura em
gue um potencial com forma triangular € aplicado a um eletrodo, nomeadamente
eletrodo de trabalho, imerso em uma solugédo, até que seja atingido o potencial de
inversdo, retornando ao potencial de partida (Figura 6). Essa inversado dos potenciais
€ chamada de ciclizacdo do potencial e gera voltamogramas em que podem ser
observadas tanto a onda de oxidacdo (anodica) quanto a de oxidac&do (catodica).
Hoje, com a sofisticagdo de softwares, € possivel em CV submeter o eletrodo e,
consequentemente, a amostra a programas de varredura diferenciados, podendo

iniciar e findar a varredura em potenciais distintos (Brett; Oliveira-Brett, 1993).

Figura 6 : Variacdo do potencial aplicado ao eletrodo na voltametria ciclica.

E in

Fonte: Brett; Oliveira-Brett, 1993.

A rampa de potencial pode ser aplicada no sentido de reducédo (catddico) ou
oxidacao (anddico), polarizando o eletrodo negativa ou positivamente. Na auséncia

de espécies eletroativas, a célula eletroquimica funciona como capacitor, de modo
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gue cations e anions migram respectivamente para catodo e anodo, sem transferir
efetivamente suas cargas. As curvas tensdo-corrente (voltamogramas) séao
acompanhadas, portanto, pela auséncia de picos, sendo que, quanto mais resistivo
for o meio eletrolitico e mais positivos ou negativos forem os potenciais aplicados,

maior sera o nivel de corrente capacitiva observado.

Por sua vez, a presenca de compostos eletroativos na amostra em que o
eletrodo esta imerso leva a formagéao de picos de corrente, I,, gerados no respectivo

potencial de reducéo e/ou oxidacao relativo a espécie em analise.

Os métodos voltamétricos estudam os fenbmenos que ocorrem na interface
entre o eletrodo e a fina camada de solugéao que o circunda (Skook et al, 2009). Em
outras palavras, caso uma espécie eletroativa em sua forma reduzida seja
submetida a potenciais cada vez mais positivos, ao encontrar no eletrodo nivel de
polarizacdo suficientemente positivo (Epa), transfere para este elétron(s), se
oxidando. Em se tratando de processos redox reversiveis, ao reverter o potencial, as
espécies recém oxidadas nesta interface sédo reduzidas a forma original, quando o
eletrodo atinge nivel de polarizacdo suficientemente negativo. O eletrodo, neste
caso, atua como um catalisador eletroquimico de reacao redox, cuja reversibilidade
é avaliada em fungéo da diferenca de potenciais anodicos e catodicos (AE = Ep. -
Eya) € picos de corrente de reducédo e oxidagdo. Em teoria, valores de AE < 60 mV e
razdes lpa/lpc ~1 corresponderiam a processos reversiveis, valores intermediarios a
processos quase irreversiveis (Figura 7). Ja 0s processos irreversiveis sao aqueles
em que, uma vez oxidada ou reduzida, a espécie ndo se regenera ao reverter o

potencial aplicado ao eletrodo (Brett; Oliveira-Brett, 1993).

A corrente de difusdo gerada pela CV € proporcional a concentracdo do
analito, o que permite fazer estimativas sobre a quantidade de antioxidantes
presentes na amostra (Oliveira-filho, 2006).

Dentre as vantagens oferecidas pela CV pode-se citar uma boa sensibilidade,
nao destruicdo das amostras, possibilidade de avaliacdo do comportamento dos
antioxidantes em uma amostra, da reversibilidade das reacdes envolvidas, da
presenca de reacOes acopladas e de mecanismos de transferéncia de carga e

préton (Diculescu et al, 2012; Blasco; Gonzalez; Escarpa, 2004).
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Figura 7 : Voltamogramas ciclicos caracteristicos de reagao reversivel (__) e irreversivel (___).
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Fonte: Brett; Oliveira-Brett, 1993.

2.3.4.2 Voltametria de Pulso Diferencial (DPV)

A DPV representa uma outra técnica voltamétrica bastante Gtil para realizacao
de andlises eletroanaliticas. Para realizacdo desta técnica, inicialmente € escolhido
um potencial inicial (Epase), NOrmalmente em que n&o haja corrente faradaica e, em
sequéncia, pequenos pulsos com amplitude crescente séo aplicados. A duracdo dos
pulsos, em geral, varia de 5 a 100 ms, sendo que a corrente € medida ao inicio e ao
final dele e a diferenca entre eles é registrada. Outra caracteristica importante do
pulso de potencial aplicado € que o incremento dele deve ser constante e igual ao
Enase (Brett; Oliveira-Brett, 1993). Na Figura 8 podem ser observados dois esquemas
referentes a DPV.

A DPV apresenta algumas vantagens em relacéo a CV, sendo a principal uma
maior sensibilidade, conquistada através da diminuicdo da corrente capacitiva, um
fenbmeno decorrente da dupla camada elétrica. Essa diminuigdo ocorre devido ao
pequeno intervalo de amostragem das correntes, fazendo com que esses valores

sejam bastante proximos um do outro (Oliveira; Reis, 2010).
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Figura 8 : a) esquema de aplicacdo dos pulsos a partir do Ey,se; b) esquema da corrente (i) em funcéo
do potencial (E).
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Fonte: Brett; Oliveira-Brett, 1993.
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Além disso, a DPV permite melhor observacdo dos processos de
transferéncia de elétron, identificando quando eles estdo ou nao acoplados a
transferéncia de prétons e a formacdo de produtos eletroativos (Diculescu et al,
2012), além de que a DPV apresenta a melhor resolugdo de picos quando
comparada a outras técnicas eletroanaliticas, o que possibilita a caracterizacéo
deles (Masek; Zaborski; Chrzescijanska, 2011).

2.3.4.3 Voltametria de onda quadrada (SWV)

Na SWYV, a curva voltamétrica corresponde a uma onda quadrada sobreposta
a um degrau de potencial, sendo que um ciclo completo de onda quadrada
corresponde a um degrau da escada. A corrente é amostrada tanto no sentido da
oxidacao (positivo) quanto no da reducao (negativo), gerando, assim, um pico para
cada um dos processos, 0 que representa uma vantagem — a possibilidade da
analise do processo de oxidacéo e reducdo em um Unico escaneamento da amostra.
A taxa de varredura da SWV pode chegar a 1V s™, valor bem superior ao da DPV (1
a 10 mV s™) e essa maior velocidade confere algumas vantagens a SWV, como um
menor consumo de espécies eletroativas, o que leva a menor adsorcao de espécies

na superficie do eletrodo (Janeiro; Oliveira-Brett, 2005; Brett; Oliveira-Brett, 1993).



31

Na Figura 9, podem ser observados o esquema de aplicacdo dos pulsos em
forma de escada na SWV, bem como um voltamograma tipico da técnica de onda

guadrada.

Outra vantagem da SWV, dessa vez em relagdo a CV, € uma maior
capacidade de discriminagcédo da corrente capacitiva, o que lhe confere um intervalo
dindmico mais amplo e uma maior sensibilidade. Devido a maior sensibilidade, é
possivel que as analises por SWV sejam feitas em concentracdes menores que nas
outras voltametrias. Ademais, ela apresenta uma corrente elétrica mais intensa,
tanto no sentido da oxidagéo quanto da reducéo, gerando picos mais definidos, mais
facilmente identificaveis, melhorando, assim, a exatiddo do método (Dogan-Topal et
al, 2010).

Figura 9 : A) esquema de aplicacdo dos pulsos em forma de escada ; B) voltamograma tipico.
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Fonte: Brett; Oliveira-Brett, 1993.
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2.3.5 Justificativa

A producdo de bebidas fermentadas representa tanto uma alternativa para
melhor aproveitamento de frutas, especialmente aquelas cuja perecibilidade
acontece em um periodo curto apds o amadurecimento e colheita, como também
uma forma de geracdo de renda para pequenos trabalhadores rurais, através da

manufatura de produtos de alto valor agregado.

A determinacdo da presenca e da quantidade de compostos fenolicos em
vinhos e bebidas fermentadas é importante do ponto de vista do controle de
qualidade, visto que eles desempenham funcdo nas caracteristicas organolépticas

desses produtos e também na avaliagcdo do potencial nutracéutico delas.

Existem, hoje, uma gama de métodos capazes de avaliar a atividade
antioxidante de diversos tipos de amostras, mas, ainda assim, existe demanda para
o desenvolvimento de novos métodos para essa finalidade em virtude de falhas e

desvantagens inerentes a cada um dos métodos existentes.

As técnicas voltamétricas sdo capazes de determinar a presenca de
compostos eletroativos, como é o caso dos compostos fendlicos, além de serem
faceis, baratas e reprodutiveis, representando, assim, uma ferramenta em potencial

para a analise da presenca de compostos fenélicos em vinhos.

Blasco, Gonzélez e Escarpa (2004) levantaram a necessidade de criacdo de
um indice eletroanalitico que propiciasse uma melhor e mais facil comparacéo entre
diferentes amostras com atividade antioxidante. Tais autores chegaram a propor um
indice, entretanto, o indice por eles proposto apresentava uma abordagem
estritamente qualitativa, classificando apenas compostos puros como tendo alto
poder antioxidante ou baixo poder antioxidante, considerando-se o potencial em que

a reacao ocorre.

Os trabalhos que analisam a atividade antioxidante de amostras de vinho em
geral se valem de um pequeno numero de amostras que, normalmente, pertencem a
regido de origem do trabalho em questéo; poucos sao os trabalhos encontrados na

literatura que estudam uma grande variedade de amostras de vinhos de diferentes
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nacionalidades e qualidade, a fim de comparar a atividade antioxidante por eles
apresentadas.
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3 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar o potencial antioxidante de
vinhos de diferentes nacionalidades e variedades (tinto, branco, rosé, espumante
etc), bem como de bebidas fermentadas de jabuticaba, comparando-se os

resultados obtidos para cada um.

3.1 Objetivos especificos

» Comparar a atividade antioxidante de bebidas fermentadas de jabuticaba nas
variedades tinta, rosé e branca bem como a atividade antioxidante de bebida
destilada (aguardente) de jabuticaba.

« Comparar a atividade antioxidante de diversas bebidas de uva (vinhos, sucos
e bagaceira) utilizando-se de diferentes métodos.

 Comparar os resultados de voltametria com o de técnicas mais conhecidas
para avaliagdo da atividade antioxidante.

* Avaliar a influéncia do pH nas analises por voltametria.

e Propor um indice eletroanalitico que permita a comparacdo do potencial
antioxidante determinado por DPV entre diferentes amostras.

 Comparar a atividade antioxidante de vinhos de diferentes nacionalidades e
produzidos a partir de diferentes uvas determinada por um método classico
(DPPH) e inovador (DPV).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Andlises da atividade antioxidante de bebidas d e jabuticaba

4.1.1 Amostras

Foram analisadas quatro bebidas produzidas a partir da jabuticaba, sendo
trés fermentados nas variedades tinto, rosé e branco e também uma bebida

destilada (aguardente) produzida a partir da jabuticaba.

O fermentado de jabuticaba é uma bebida tradicionalmente caseira, sendo
produzida em pequena escala por agricultores e pequenos proprietarios rurais. Hoje
€ possivel encontrar essa bebida industrializada, entretanto, ainda sao poucas as
variedades comerciais encontradas. Dada a escassez de fabricantes ou marcas
disponiveis nos mercados locais, apenas uma amostra de cada variedade foi

avaliada. Tais amostras sédo produzidas no municipio de Hidrolandia — GO.

Todas as amostras foram adquiridas no Mercado Central de Goiania - GO. As
amostras foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C até o momento da andlise. Na

Figura 10 sdo mostrados os fermentados tinto e branco.

4.1.2 Reagentes

O ABTS, o reagente de Folin-Ciocalteu, o Trolox e o acido géalico (GA), foram
todos adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Para o preparo das
solugdes eletroliticas, foram utilizados cloreto de potassio, fosfato de potassio
monobasico e fosfato de potassio dibasico.

Todas as solucbes de eletrdlitos de suporte e solugbes-tampao utilizadas
eram de grau analitico e foram preparadas usando agua purificada de um sistema
Millipore Milli-Q (condutividade <0,1uScm™) (Millipore S.A., Molsheim, Franca).
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4.1.4 Analises eletroquimicas

4.1.4.1 Equipamentos e acessorios

As medidas foram feitas em uma célula eletroquimica monocompartimental
com trés eletrodos, sendo eles o eletrodo de carbono vitreo (ECV - /7 = 4 mm) como
eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl (3 mol L™ KCI) como eletrodo de
referéncia e um eletrodo de Platina como eletrodo auxiliar.

As analises voltamétricas foram feitas em potenciostato/galvanostato
pAutolab 111® integrado ao software GPSE 4,9® (Eco-Chemie, Utrecht, The
Netherlands). Na Figura 11 sdo mostrados os eletrodos, a célula eletroquimica e o
potenciostato/galvanostato utilizados para as analises.

Figura 11 : Aparatos e equipamentos usados nas analises eletroanaliticas.

a) Célula eletroquimica com os trés eletrodos; b) eletrodo auxiliar, eletrodo de referéncia e eletrodo de
trabalho (eletrodo de carbono vitreo - ECV); ¢) ECV visto de frente; d) potenciostato/galvanostato
MAutolab me.

Fonte: Autoria prépria.
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Previamente a realizacdo de cada uma das analises, o ECV foi polido com
uma suspensédo de alumina de 3 um (Arotec) (Figura 12) e, logo em seguida, foi
rinsado com agua Milli-Q®. O polimento foi feito com o intuito de garantir a
reprodutibilidade das analises. Apdés o tratamento mecanico, os eletrodos foram
colocados em solucao de KCI (0,5 M; pH 6,5) como eletrélito de suporte para

obtencéo dos voltamogramas.

Figura 12 : Polimento do eletrodo de carbono vitreo com suspensédo de Alumina 3 pm.

Fonte: Autoria prépria.

As condi¢cbes experimentais estdo detalhadas nos Quadros 1, 2 e 3 para a
CV, SWV e DPV respectivamente. Todos experimentos foram realizados a
temperatura ambiente.

As medidas de pH foram feitas com um pH-metro QUIMIS® (Quimis Aparelhos
Cientificos, Sao Paulo, Brasil), com um eletrodo de Ag/AgCl KCI 3M.
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4.2 Anéalises de vinhos

4.2.1 Amostras

No presente trabalho foram analisadas um total de cinquenta e dois (52)
vinhos de diversas nacionalidades e categorias (Figura 13), sendo trinta (30) vinhos
tintos, dez (10) vinhos brancos, quatro (4) vinhos rosé, oito (8) vinhos fortificados
sendo eles um (1) vinho Vermouth, um (1) vinho Marsala, trés (3) vinhos do porto,
dois (2) vinhos madeira e um (1) vinho Jerez, além de uma (1) bagaceira
(aguardente de vinho), cinco (5) sucos de uva, sendo dois (2) sucos tipo integral de
uva vermelha, um (1) tipo integral de uva verde e dois (2) sucos tipo néctar de uva

vermelha.

Todas as amostras foram adquiridas no comércio local (supermercados e
adegas), em Goiania - GO. As amostras foram mantidas sob refrigeracéo a 4°C até o

momento da analise.

A escolha das amostras foi feita de forma que pudessem ser analisadas
bebidas produzidas em diferentes regibes do mundo e produzidas a partir de
diferentes uvas. Dentre os dez (10) maiores paises produtores de vinhos, apenas
amostras da China ndo foram analisadas por ndo terem sido encontradas no
mercado local. Por sua vez, a producao nacional foi bem representada por 10 (dez)
amostras de diferentes categorias. Os valores das amostras variaram de R$10,00 a
R$ 80,00.

4.2.1.1 Preparo das amostras

Os vinhos e sucos foram diluidos em solucdo tampéao de eletrélito de modo a

obter uma diluicdo na proporcéo 2:3.



Figura 13 : Nacionalidade dos diferentes vinhos analisados.
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4.2.2 Andlises espectrofotométricas

4.2.2.1 Atividade antirradicalar de DPPH

A atividade antirradicalar de diferentes vinhos foi determinada com base na
habilidade dos extratos em capturarem os radicais DPPH, método que foi descrito
por Blois (1958). As analises pelo método de DPPH foram feitas com o
espectrofotometro Q798U2VS (Quimis Aparelhos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil), em

cubetas de vidro de 1 cm, a temperatura ambiente.

Inicialmente, foi preparada uma solu¢cdo alcodlica de DPPH- cuja
concentracdo foi ajustada para uma absorbancia de 0,7 no comprimento de onda de
515 nm. Diferentes volumes de amostra foram diluidos em alcool de forma que o
volume final fosse de 3 mL, ao qual foi adicionado 0,5 mL da solu¢cdo de DPPH-.
Essa mistura foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e no escuro; em

seguida, foi medida a absorbéancia da solucao.

A atividade antioxidante determinada pelo método de DPPH- foi expressa
como a quantidade de vinho (amostra) necessaria para produzir 50% de
descoloracao da solugéo de DPPH- (ECsp).

4.2.3 Analises voltamétricas

4.2.3.1 Equipamentos e acessorios

Assim como na analise dos fermentados de jabuticaba, as medidas foram
feitas em uma célula eletroquimica monocompartimental com trés eletrodos.
Entretanto, como eletrodo de trabalho foi utilizado o eletrodo de pasta de carbono
(EPC - @ =2 mm).
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O EPC foi preparado pela mistura de 70 mg de grafite em p6 com 20 mg de
6leo mineral na proporcdo. Previamente a cada analise, o eletrodo foi renovado de

forma a garantir a reprodutibilidade das analises.

Na Figura 14, podem ser observados a pasta de carbono utilizada para o
preparo do EPC e o eletrodo pronto para o uso. Os eletrodos de referéncia e auxiliar

foram os mesmos descritos em 4.1.4.1.

Figura 14 : a) Pasta de carbono; b) eletrodo de pasta de carbono.

Fonte: Autoria propria.

As analises foram feitas por DPV e as condi¢cbes experimentais estdo
detalhadas no Quadro 4. Todos os experimentos foram realizados a temperatura

ambiente.
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Quadro 4 : Parametros das andlises por voltametria de pulso diferencial das amostras de vinhos:

Parametro Valor
Amplitude de pulso 50 mV
Largura do pulso 0,4s
Velocidade varredura 5mVs

4.2.3.2 Aquisicao e apresentacao dos dados

A aquisicdo dos dados foi feita conforme descrito em 4.1.4.2. Durante o
tratamento no Origin® 8, os voltamogramas foram compilados de acordo com o tipo
de bebida, de modo que fosse obtida a média das leituras a fim de que os resultados
acerca das analises eletroquimicas sejam o0 mais confiaveis possivel para cada um

dos tipos de vinho.

4.2.4 indice eletroanalitico

Um indice eletroanalitico (El) foi proposto considerando-se 0s principais

parametros voltameétricos, o potencial de pico (Epa) e a intensidade de pico (lpa).

Considerando-se que, quanto menor o potencial em que ocorre a oxidacao,
maior € a habilidade de doar elétrons e que, quanto maior a intensidade do pico,

maior € a quantidade de espécies eletroativas, o El foi calculado pela seguinte

equagao:
I I I
EI:L‘I_F L‘Z+...+ _pan
Epal Epaz Epan

em que lya € Epa correspondem a corrente (diretamente proporcional a concentracao)
e ao potencial (inversamente proporcional a poder redutor) de pico para cada um
dos principais picos anddicos observados nos voltamogramas obtidos por DPV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises das bebidas de jabuticaba

A atividade antioxidante e antirradicalar de bebidas fermentadas de jabuticaba
nas variedades tinta, rose e branca e também da aguardente de jabuticaba foram

avaliadas por métodos espectrofotométricos e eletroanaliticos.

5.1.1 Andlises espectrofotométricas

5.1.1.1 Teor de fendis totais em bebidas de jabuti caba

Considerando-se que compostos fendlicos sédo potentes antioxidantes e que a
a determinacdo de fendis totais € uma abordagem Uutil para avaliar a capacidade
antioxidante de extratos brutos, alimentos e bebidas, foi determinado o teor de fendis
totais em bebidas fermentadas de jabuticaba através do método de Folin-Ciocalteu,

conforme ele foi descrito por Georgé, 2005.

Na Figura 15 pode ser observada a curva concentragcdo-resposta da analise
pelo método de Folin-Ciocalteu. Os resultados das andlises de fenois totais estdo
demonstrados na Tabela 2. O maior nivel de fenois dentre as bebidas fermentadas
de jabuticaba foi encontrado na bebida tinta (1105 £ 57 ug GAE/mL), enquanto o
menor foi encontrado na aguardente (19 + 2 ug GAE/mL). As bebidas rosé e branca
apresentaram teores moderados e similares de compostos fendlicos (406 + 2,9 ug
GAE/mL e 373 + 9,6 ug GAE/mL, respectivamente).
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Figura 15 : Curva concentragéo — resposta reagente de Folin-Ciocalteu x acido galico.
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Absorbancia (760 nm) do reagente de Folin-Ciocalteu em funcdo da concentracdo de solucdo de
acido galico (cinco solugbes padrédo preparadas separadamente.

5.1.1.2 Atividade antioxidante avaliada pelo método de captura do radical
ABTS '+

A poténcia antioxidante das bebidas fermentadas de jabuticaba foi expressa
como Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox (TEAC) e é mostrada na
Tabela 2.

Tabela 2. Teor de Fendis Totais (FT) e TEAC das bebidas feitas a partir da jabuticaba.

Fermentado Fermentado Fermentado Aguardente

tinto rosé branco
FT (ug GAE/ mL) 1105 £ 56,6 405,5+2,9 380,8+9,6 19,1+2,1
TEAC (umol TE/ mL) 6,9+0,5 3,8+0,14 4,1+0,09 1,14 +£0,01

Assim como o teor de fendis totais, a capacidade antioxidante variou bastante
nas quatro diferentes bebidas de jabuticaba analisadas por essa metodologia.
Dentre todas, o fermentado tinto foi a que apresentou maior capacidade

antioxidante, enquanto a aguardente foi a que apresentou a menor.
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Os resultados obtidos se correlacionam bem com o teor de fendis totais
(r* = 0,977 ) como pode ser evidenciado pelas Figuras 16 e 17 e sdo consistentes
com outros estudos que demonstram boa correlagédo linear entre a capacidade

antioxidante e o teor de fendis totais (Cai, 2004).

Figura 16: Relacao entre a capacidade antioxidante (analise pelo método ABTS) e o teor de  fenois
totais (analise pelo método de Folin-Ciocalteu) das quatro bebidas de jabuticaba.
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Figura 17: Relacao entre a capacidade antioxidante (analise pelo método ABTS) e o teor de  fenois
totais (analise pelo método de Folin-Ciocalteu) das quatro bebidas de jabuticaba.
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5.1.2 Anélises voltamétricas

Considerando-se a natureza eletroativa que 0S compostos antioxidantes
apresentam, os métodos eletroanaliticos representam métodos adequados e
indicados para estudos de tais compostos (Makhotkina; Kilmartin, 2010). No caso de
amostras complexas, como fitoterapicos, comidas e bebidas, por exemplo, a
complexidade inerente a essas amostras dificultam a exatiddo da caracterizacao
eletroquimica dos compostos majoritarios. Entretanto, ainda assim € possivel
desenvolver métodos adequados para determinar o teor de fendis totais e tambéem

estimar o poder antioxidante dessas amostras.

5.1.2.1 Voltametria ciclica (CV)

As analises por voltametria ciclica podem ser U(teis para avaliar o
comportamento redox dos antioxidantes. O perfil voltamétrico pode fornecer
informacdes sobre a reversibilidade, a cinética, 0 mecanismo de transferéncia de
protons e cargas assim como informacfes sobre o envolvimento de reagfes
quimicas acopladas (Reis et al, 2009). Essas informacdes podem oferecer um

entendimento exato sobre a atividade antioxidante esperada.

Uma analise completa dos voltamogramas comeca pelos dois principais
parametros eletroquimicos, a intensidade dos picos de oxidagéo (I,) e o potencial
(Ep) em que ocorre a reacao de oxidacdo e, consequentemente, o pico. Para esse
parametro, a correlacao feita se baseia no fato de que quanto menor o potencial de
oxidacdo, maior a habilidade de doar elétrons. J4 para o primeiro parametro, a
correlacdo se baseia no fato de que quanto maior € a intensidade da corrente maior
€ 0 numero de elétrons transferidos. De acordo com Lei de Faraday, a intensidade
do pico pode ser facilmente correlacionada com a concentragcdo de espécies
eletroativas. Em outras palavras, quanto maior os niveis de corrente, maior é a
concentracdo de espécies eletroativas na amostra. Por outro lado, a capacidade de
transferir elétrons representa a atividade antioxidante esperada (Reis et al, 2009,

Jorgensen, 1999).
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Na Figura 18 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos com ECV
para as diferentes bebidas alcodlicas produzidas a partir da jabuticaba.

Figura 18: Voltamogramas obtidos por voltametria ciclica a partir das diferentes bebidas de
jabuticaba.

0.0 0.5 1.0
E/V (vs Ag/AgCI/KCI gat)

Voltamogramas obtidos por CV em solucéo de tampéo fosfato 0,1 M, pH 6,0 com 5% v/v de amostra,
av =100 mV s™. Bebida fermentada tinta de jabuticaba (—); bebida fermentada rosé de jabuticaba (-
- -); bebida fermentada branca de jabuticaba (- [J-); aguardente de jabuticaba (- O0O-) e tampéo

fosfato (ML

A partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 18 é possivel observar
claramente que as bebidas fermentadas de jabuticaba apresentaram picos de
corrente mais intensos que a branca e a rosé. E evidente, também, que o perfil
voltamétrico apresentado pela aguardente é quase idéntico ao do branco,
representado pela solucao tampéao. Esses resultados sdo compativeis com o fato de
gue, no preparo da bebida tinta, a casca é utilizada, enquanto nas outras, a casca é
retirada (Roussis et al, 2008).

J& no processo de producdo das aguardentes, bem como de outras bebidas
destiladas, os polifendis sdo naturalmente removidos, de modo que o baixo teor de
antioxidantes encontrado pelo método eletroanalitico corresponde ao esperado para
essa bebida (Alonso et al, 2004).
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5.1.2.2 Voltametria de pulso diferencial (DPV)

Com o objetivo de melhor avaliar o processo de oxirreducao, foi utilizada

também a DPV para avaliagdo dos vinhos.

Na técnica de DPV, a forma de amostragem da corrente possibilita a
minimizag&o da corrente capacitiva, promovendo uma melhora na sensibilidade do
método e também na resolucdo dos picos. Dessa maneira, a DPV permite a

observacédo de picos que ndo podem ser visualizados na CV.

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solugcéo tampéao fosfato 0,1 M,
pH 5,0 para bebidas alcodlicas de jabuticaba sdo apresentados na Figura 19. A
partir deles, € possivel observar quatro picos de oxidacado consecutivos: pico 1a em
Epia O+ 0,32V, pico 2a em Epya U+ 0,43 V, pico 3a em Eyza O+ 0,74V e pico 4a em
Epsa O+ 0,89V. Ja para a aguardente, ndo foi observado qualquer pico, mesmo em

concentracOes altas de amostra (50% Vv/v).

No caso do fermentado tinto, foram observados trés picos bem definidos,
sendo eles o pico 1a, em E,1,0+ 0,38 V, pico 2a, em Ey»,0+ 0,55 V e 0 pico 3a em
Epsall+ 0,80 V.

Apesar de ndo ser possivel estabelecer qual composto € responsavel por
cada pico anddico, é possivel que sejam feitas suposi¢des. Os picos com potencial
anddico inferior a 0,5 V obtidos em pH levemente acido sdo consistentes com
compostos fenolicos que apresentam por¢cao catecolica, enquanto que 0s picos em
potencial de aproximadamente 0,7 V podem ser atribuidos ao grupamento
resorcinol. Ja os picos em potencial acima de 0,8 V podem ser atribuidos a
monofendis (Enache; Oliveira-Brett, 2011).

O grande numero de picos é indicativo ndo apenas da presenca de polifendis,
mas também de que esses polifendis podem apresentar um padrao diferente de
substituicdo, que esta de acordo com a natureza complexa dessas amostras (Gil;
Enache; Oliveira-Brett, 2012).
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Figura 19: Voltamogramas obtido por voltametria de pulso diferencial a partir das bebidas de
jabuticaba.

00 03 06 09
E/V (vs Ag/AGCIKCI_)

DPV feita solucédo de tampao fosfato 0,1 M, pH 5,0 como solucéo eletrolitica com 5% v/v de amostra
de fermentados de jabuticaba. Amplitude do pulso de 50 mV e taxa de scan de 5mV s
Fermentado tinto de jabuticaba (—); fermentado rose de jabuticaba (- - -); fermentado branco de
jabuticaba (- [}); aguardente de jabuticaba (- [T}).

E interessante observar, também, que apesar da diferenca bastante evidente
nos niveis de corrente, todas as bebidas fermentadas de jabuticaba apresentam
perfil semelhante. A Tabela 3 apresenta os picos de corrente obtidos para os trés
fermentados e a aguardente de jabuticaba e também de um vinho tinto para
comparacao.

Tabela 3: Corrente para o pico anddico (l,,) obtida em solugéo tampéo fostafo 0,1 M, pH 5,0 com 5%
v/v de diferentes bebidas de jabuticaba e vinho tinto.

Amostra lp1a (MA) lp2a (MA) lpza (MA) lpaa (A)
Aguardente 0 0 0 0
Fermentado Branco 4,0 3,6 3,0 3,4
Fermentado Rose 4,5 4,3 29 3,1
Fermentado Tinto 5,0 53 3,5 3,2
Vinho Tinto 4.8 5,5 3,4 -

(n=3),CV<5%



50

Exceto pela aguardente, todas as amostras demonstraram a presenca de um
grande numero de compostos eletroativos, como demonstrado na Tabela 3. A
auséncia de picos na aguardente € consistente com seu processo de producéo visto
que a destilacdo é capaz de remover os compostos fendlicos potencialmente
presentes (Schwarz et al, 2009). Em razdo da auséncia de espécies eletroativas na

aguardente de jabuticaba, ndo foram feitos mais testes com essa bebida.

Considerando-se que o0s picos de potencial Ep, obtidos para todos os
fermentados de jabuticaba foram bastante semelhantes, pode ser inferido que os
compostos majoritarios presentes em todas as amostras apresentam a mesma
natureza eletroativa. Por outro lado, a avaliagio comparativa da natureza

antioxidante deve levar em conta também a intensidade do pico de corrente (lpa).

Compostos radicalares, quando em pH fisiolégico, costumam ser reduzidos
em potenciais menores ou iguais a 0,8 V. Dessa maneira, 0S compostos
responsaveis pelos picos la e 2a (Epa< 0,5 V), assim como os compostos que deram
origem ao pico 3a (Epa ~ 0,7 V) serdo capazes de exercer atividade antiradicalar em
organismos vivos. Além disso, compostos eletroativos que apresentam potenciais
anodicos menores (<0,4 V) apresentam forca capaz de restaurar antioxidantes
enddgenos como é o caso do acido ascorbico e do tocoferol, que apresentam
potencial anddico em torno de 0,45 V (Jorgensen, 1999; Gil; Enache; Oliveira-Brett,
2012). Sendo assim, a capacidade de varrer radicais livres de um composto fendlico
pode estar relacionada com picos de corrente que ocorrem em potenciais inferiores
a 0,7 V, sendo 6tima quando inferior a 0,45 V. Um bom exemplo, € a rutina (vitamina
PP) que apresenta tal perfil eletroquimico (Epa < 0,4 V, pH 7,0) e ttém como funcdes

a de eliminar radicais livres e restaurar a vitamina C (Penteado, 2005).

Na Figura 20, pode ser observada a atividade antioxidante relativa
determinada por trés diferentes metodologias para as quatro bebidas alcodlicas
produzidas a partir da jabuticaba. Para efeito de comparacao, foi analisado também

um vinho tinto seco.

Correspondendo ao esperado, a bebida tinta produzida a partir da jabuticaba
apresentou atividade antioxidante maior que os fermentados branco e rosé. Além

disso, quando comparado com um vinho tinto, a atividade antioxidante mostrou ser
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ligeiramente mais elevada, o que destaca o grande potencial da jabuticaba como

fonte de antioxidantes naturais.

Figura 20: Atividade antioxidante relativa determinada por diferentes métodos.
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Resultados obtidos por diferentes metodologias de avaliacdo da atividade antioxidante. Equivalente
de acido gélico (GAE), capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) e corrente total obtida
para os picos lae 2a (ly).

No entanto, pode ser claramente observado que, apesar da boa correlacéo,
cada método apresenta um perfil distinto, o que pode ser explicado pelo fato de os
métodos apresentarem principios diferentes, bem como pelas limitagdes inerentes a

cada ensaio diferente.

Dentre as principais limitacdes dos ensaios eletroquimicos, pode-se destacar
a adsorcdo de produtos de oxidacdo na superficie do elétrodo como a mais
importante. O processo adsortivo que ocorre durante a oxidacao eletroquimica leva
leva a formacdo de um filme isolante que, por sua vez, diminui a superficie do
elétrodo disponivel para os processos de oxirredugdo, o que pode conduzir a

importantes erros de interpretagéo.

Dessa maneira, as correntes de pico podem ser muito menores do que 0
esperado, caso o procedimento de limpeza da superficie do elétrodo (polimento) né&o

seja suficiente para remover o filme isolante formado.
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Na Figura 21, podem ser observados os voltamogramas referentes a anélises
sucessivas feitas na mesma solugdo, sem que a superficie do EPC fosse polida e o
decaimento da intensidade dos picos demonstraram a ocorréncia do fendbmeno de
passivacdo. Aléem disso, foi observado que o processo de adsorcdo pode ocorrer

também entre as etapas la e 2a de oxidagdo, afetando os picos 3a e 4a.

Figura 21 : Andlises sucessivas de fermentado branco.

la

2E 1V (vs Ag/AgCIKKCI_)

Voltamogramas corrigidos em relacao a linha de base obtido por DPV em andlises sucessivas em KCl
0,5 M, pH 6,5, com 2,5 % v/v de fermentado branco: primeiro (—), segundo (- - -) e terceiro (....) scan.
Amplitude de pulso de 50 mV, taxa de scan de 5 mV s™.

O mesmo perfil foi observado para os DPV’'s das bebidas tinta e rosé,
entretanto, devido a maior quantidade e variedade de compostos fendlicos na
primeira, 0 comportamento de adsorcdo foi maior, conduzindo a um bloqueio da

superficie do eletrodo mais rapidamente que no fermentado roseé.

Por outro lado, tal comportamento de adsorcdo € tipico para a oxidacao
eletroquimica de compostos fendlicos, reforcando, assim, a potencialidade das
técnicas de eletroanalise como ferramentas de identificacdo de compostos fendlicos,

mesmo para analise de amostras complexas (Gil; Enache; Oliveira-Brett, 2012).

O comportamento redox dos compostos organicos é sempre dependente das

condi¢cbes de pH, sendo que o processo de adsorcdo €, muitas vezes, mais baixo
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em meio alcalino. Para avaliar a influéncia do pH sobre o comportamento de
oxirreducdo, as bebidas fermentadas foram também estudadas sobre uma ampla
faixa de pH (entre 2 e 11) através de DPV.

Na Figura 22 s&o mostrados os graficos 3D do Eps, vs pH obtidos para

fermentados branco e tinto.

Verificou-se que os potenciais dos picos anodicos deslocaram linearmente
para valores menos positivos com o aumento de pH, indicando que eles foram
gradualmente desprotonando e, também, que a oxidacdo € independente do pH
(Figuras 22 A e B). A quebra das curvas pH vs Eya no pH préximo a 7,0, observado
na parte direita das Figuras 22 A e B, indicam um valor de pKa entre a neutralidade
e pH ligeiramente alcalino para os compostos fendlicos principais presentes nas

amostras (Janeiro; Oliveira-Brett, 2004).

No entanto, o0 aumento da corrente dos picos 3a e 4a pode estar associado
com a diminuicdo do processo de adsorcéo relacionado aos picos la e 2a em pH
mais elevado. Assim, o processo de adsorcdo em menor grau quando em meio

alcalino foi confirmado.

5.1.2.3 Voltametria de onda quadrada (SWV)

Dentre as principais vantagens da SWV em relacdo as demais técnicas
voltamétricas pode-se citar a sua maior velocidade de anélise e menor consumo das
espécies eletroativas. Sendo assim, quando comparado com a DPV, a SWV diminui
0s problemas relacionados ao envenenamento da superficie do eletrodo. Outra
vantagem desta técnica é o fato de que ela possibilita a verificagdo da

reversibilidade de cada processo de oxirreducédo (Diculescu et al, 2012).

Na SWYV a corrente é amostrada em ambos 0s processos, positivo e negativo,
e, dessa maneira, a oxidacao e reducdo das espécies eletroativas na superficie do
eletrodo podem ser estudadas em um mesmo experimento, o que permite analisar a
reversibilidade das reacdes de transferéncia de elétrons (Gil; Enache; Oliveira-Brett,
2012).
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Figura 22: Grafico 3D pH x Ep, grafico e Ey, vs. pH.
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Gréficos 3D obtidos através da plotagem dos voltamogramas obtidos por DPV e corrigidos em
relacéo a linha base e grafico Ep, vs. pH de solugbes de 5% v/v em tampé&o fosfato: (a) fermentado
branco (b) fermentado rosé. A linha pontilhada corresponde a 60 mV por unidade de pH. Taxa de
scan de 5 mVs™.
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Os voltamogramas de onda quadrada foram gravados com uma frequéncia de
20 Hz, em KCI 0,5 M, pH 6,5, utilizando-se sempre uma superficie de ECV recém

polida (Figura 23).

Figura 23: Voltamogramas obtidos por SWV para os fermentados tinto e branco de jabuticaba.

1 ' ' 1

03 O.EIS 0.9
E /V (vs Ag/ AgCl / KCI

06 0.9
E /V (vs Ag/AGCI /KCI_)

Voltamogramas obtidos por SWV em solugao tampao de KCI 0,5 M, pH 6,5 como solucao eletrolitica
com 1,5% v/v de: (A) fermentado branco e (B) fermentado tinto; I, — total, I; — catédico e I, — anddico, f
=20 Hz, AEq=1 mV, Vet =20 mVs™.



56

Quando plotados os voltamogramas relativos ao sentido direto ou anddico (I5)
e reverso ou catodico (lp), representados na Figura 23 por linhas tracejadas, podem
ser observados valores idénticos de corrente para processos de oxidacdo e de
reducdo. Tal perfil indica que as espécies envolvidas neste processo redox
apresentam comportamento reversivel, fato que somado ao baixo potencial de pico
(Epa ~0.4, pH 6), sugere envolvimento de flavonoides contendo grupo catecol no

anel B, os quais sdo reconhecidos pelo excelente poder antioxidante.

Por outro lado, uma vez que o método SWV apresenta maior sensibilidade
aos processos reversiveis, 0s ensaios SWV séo geralmente realizados em intervalos
de concentracdo mais baixos, o que pode explicar a auséncia de picos irreversiveis,

tais como picos 3a e 4a.

5.2 Vinhos de diferentes origens.

A atividade antioxidante de vinhos produzidos em diversas regides do mundo,
a partir de uvas variadas, bem como de sucos de uva foi avaliada por métodos

espectrofotométricos e eletroanaliticos.

5.2.1 Determinacéo da capacidade antioxidante por m eio do método DPPH e

Iindice Eletroanalitico.

A Tabela 4 apresenta os valores de ECsy e El obtidos para os vinhos
analisados. Com o objetivo de verificar alguns fatores que poderiam influenciar no
poder antioxidante dos vinhos bem como nos beneficios a salude relacionados com
seu consumo, a escolha das amostras foi efetuada com cuidado. Foram escolhidas
amostras das principais categorias de vinho (tinto, branco, rosé, espumante, vinho
do porto etc) tendo em conta as variedades de uva usadas na producédo do vinho, a

regido de origem e os parametros de qualidade.
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Tabela 4: ECs € indice eletroanalitico para as diferentes amostras de vinho analisadas.

*Regido °Categoria “Variedades ECso (L)  IE (LA/MV) Cédigos para Classificacdo

das Uvas
1. ARG T Mb 21,8 35,1 Regido/Nacionalidade :
2. ARG T-m Mb:ovl 26,4 27,7
3. ARG T-m Mb:ovl 22,1 33,8 América do Sul: Argentina (ARG),
4. ARG B Ch 74,8 200 |Brasil (BRA), Chile (CHI), Uruguai
5. BRA f-d-B (.)Vl 290,8 8.8 (URU). América do Norte: Estados
6. BRA B Ni:Lo 56,4 17.9 Unidos (EUA). Africa: Africa do Sul
7. BRA B-m Ni:Lo 132,0 16,9 4 T
8. BRA -m Ni:ls 80,6 18,9 (AFS) Oceania: Australia (AUS), Nova
9. BRA T-m Is:ovl 20,6 33,9 Zelandia (NZL). Europa: Austria (AUT),
10. BRA T-a Is:ovl 23,8 34,9 Franca (FRA), Alemanha (ALE), Grécia
11. BRA T-d Me:Cs 25,0 211 (GRE), ltalia (ITA), Portugal (PTG),
12. BRA T-m-d ovl 38,1 198 |Egpanha (ESP).
13. BRA T Me 22,9 27,6
14. BRA T Ta 16,2 28,9 Categoria do Vinho®: - Tinto (T); rosé
15. CHI T-d ovl 74,6 19,9
16. CHI T Cs 15.5 435 (r); branco (B); doce (d); mesa (m);
17. CHI T Me 19,1 28,3 artesanal (a); Fortificado (F); Vinho do
18. CHI T Cs:Me 17,1 335 Porto (VP); Vinho Madeira (VM); Vinjo
19. CHI T Ca 14,8 46,1 Marsala (ms); Jerez “Xerez” (xe);
20. CHI B Ri 57,6 20,2 Vermouth (vm); “Vinho Verde” (w);
21. URU T Ta 15,9 36,4 Frisante (f).
22. EUA B Ch 64,4 15,8
23. EUA T Me 26,9 257 ariedades das Uvas®:
24. EUA T Sy 22,5 27,5
gg ﬁt’g -Br R%\é)vvl 21054?9 28%8 Uvas Roxas- Agiorghjtikq (Ag); Barbera
27 ERA T Cs 16,9 27.0 (Ba); Cabernet Sauvingnon (Cs);
28. ERA r Sy:ovl 68,7 21,2 Carmenere (Ca); Isabella (Is); Malbec
29. GRE T Ag 18,5 27,3 (Mb); Merlot (Me); Periquita (Pe);
30. ITA T Ba:ovl 20,8 32,3 Pinotage (Pg); Pinot Noir (Pn); Syrah
31 ITA f-B Mo:ovl 95,1 150  (sy); Tannat (Ta); Tempranillo (Te);
32. ITA f-B Mo:ovl 96,5 14,2 Tinta C&o (Tc); Tinta Roriz (Tr); Touriga
S U ol Ba:Mo:ovl 78,6 158 Nacional (Tn); Touriga Franca (Tf);
34. ITA F-vm Ct:Th:Cb:Pq 304,1 10,6 A . ' . ’
35. ITA F-ms Ct:Griin 104,2 14,0  [Trincadeira (Td); Zwiegelt (Zw).
36. PTG f-B-vv Bc 118,1 16,5
37. PTG r Te:ovl 92,6 17.8 Uvas Verdes- Barcelo (Bc); Catarratto
38. PTG T TETr:Tn:ovl 18,6 24,7 (Ct); Chardonnay (Ch); Clairette
39. PTG T Tr:Tn:Pe 18,1 27,4 blanche (Cb); Grillo (Gr), Inzolia (In),
40. PTG T Sy:Te:Tn 17,5 28,3 |Lorena (Lo); Malvasia (Mv); Moscatel
41. PTG F-VP Tc:Tn:Tr:ovl 101,1 11,0 (MO), Niagara (Nl), Rlesllng (Rl),
42. PTG F-vP TeTn:Tr 90,6 15,5 Roupeiro (Ro); Palomino (Pa); Pedro
43. PTG F-VP Tc:Tn:Tr.ovl 96,9 12,3 . ’ . ’
44. PTG F-VM Mv:ov] 116,8 7,5  (Ximenez  (Px);  Piquepoul  (Pq);
45. PTG F-VM Mv:ovl 105,9 8,3 Trebbiano (Tb).
46. ESP T Te 20,1 24,3
47. ESP F-xe Pa:Px:Mo 255,1 10,8 Outras uvas locais (ovl).
48. AFS T Pg 19,5 31,5
49. AFS T Sy 18,9 34,0
50. AUS T Sy 23,9 29,2
51. AUS T Pg 22,1 33,8
52. NZL T Pn 20,4 31,1

Nota: ECso para 1 M de Acido Galico corresponde a 11,5 pL
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A primeira observagcédo que pode ser tomada a partir dessa tabela é que os
vinhos tintos apresentaram maior capacidade antioxidante do que os brancos, o que
esta de acordo com os resultados esperados (Roussis et al, 2008; Gorinstein; Caspi;
Zemser, 2000).

O ECs5p médio para os vinhos tintos e brancos secos foram, respectivamente,
de 20,1 mL (n =27) e 98,4 puL (n = 6) (Tabela 5). Na verdade, o pior (mais alto) ECsg
entre vinhos tintos secos, 26,9 mL, foi ainda menor que 56,4 mL, que representa o
melhor valor de ECsg entre 0s vinhos brancos aqui estudados. No que diz respeito a
atividade antiradicalar do DPPH, pode-se observar que 0s vinhos tintos apresentam

cerca de cinco vezes mais compostos antioxidantes que os vinhos brancos.

Por sua vez, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as
diferentes variedades de uva usadas na producdo dos vinhos, bem como entre

diferentes regides produtoras de vinho.

Por outro lado, as caracteristicas de processamento de alguns tipos
especificos de vinhos demonstraram exercer uma influéncia importante sobre o teor

de compostos fendlicos e, como consequéncia, sobre o poder antioxidante final.

Tabela 5: ECso médio de diferentes grupos de amostras.

Amostra ECso médio (uL)
Vinhos tintos: 20.1 pL (n =27)
Vinhos brancos: 98.4 uL (n = 6)
Vinhos rosé 80.6 pL (n =3)
Vinhos espumantes 134.9 uL (n =5)
Vinhos tintos doces 459 pL (n =3)
Vinhos Fortificados 146.8 uL (n = 8)

Os vinhos fortificados como, por exemplo, o porto, 0 madeira, 0 jerez, o
Vermouth, o Commandaria e vinhos do tipo Marsala, bem como os vinhos
gaseificados, como os espumante, o verde e o frisante, também podem apresentar
valores mais elevados ECsy. Sendo assim, conclui-se que a adicdo de aguardente e
acucar podem exercer um efeito de diluicdo e, além disso, talvez, a oxidacao natural
gue ocorre durante o processo de envelhecimento pode explicar a menor atividade
antiradicalar obtida para os oito vinhos fortificados (Porto, Madeira, Jerez e

Vermouth) aqui avaliados.
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No caso de vinhos espumantes, os valores mais elevados de ECsy quando
comparados com 0s seus analogos de branco e rosé pode ser também relacionados
com o efeito de diluicdo exercido pelas bolhas. Os valores médios obtidos para os
vinhos brancos e rosé foram de 98,4 mL (n = 6) e 80,6 mL (n = 3), respectivamente e
sdo mais baixos do que a média global de 134,9 mL (n = 5) obtidos para os vinhos

espumantes.

Embora os vinhos de mesa tenham apresentado valor médio de ECsy menor
gue os analogos de maior valor comercial, o nivel de qualidade foi melhor
evidenciado quando vinhos tintos secos foram comparados aos doces. Os vinhos
tintos doces apresentam um valor médio de ECsy de 45,9 pL (n = 3), 0 que

representa mais do que duas vezes o valor observado para os vinhos tintos secos.

Por sua vez, observou-se também que 0s vinhos tintos apresentam atividade
antioxidante mais elevada do que os sucos (Tabela 6), demonstrando que o
processo global de fabricacdo dos vinhos promove uma extracdo dos fendis

presentes na casca da uva superior ao processo de produgédo dos sucos.

Tabela 6: Capacidade antioxidante de sucos de uva brasileiros.

Amostra ECso (UL) IE (WA/MV)
Suco integral de uva vermelha 1 37,0 15,9
Suco integral de uva verde 31,1 12,1
Suco integral de uva vermelha 2 25,0 18,3
Suco de uva do tipo néctar 1 445 7,5
Suco de uva do tipo néctar 2 45,2 8,5

Além disso, como esperado, o suco de uva integral apresentou maior
atividade antioxidante do que o suco de uva do tipo néctar, ambos comumente
encontrado em supermercados. Na verdade, 0os sucos naturais integrais tém maior
teor de polpa que sucos do tipo néctar. Embora os acucares sejam geralmente
reconhecidos como agentes redutores fracos, tal propriedade € irrelevante frente ao
forte carater doador de elétrons dos compostos fendlicos. Portanto, a maior
quantidade de aclUcar no suco tipo néctar ou no vinho doce ndo exerce grande

influéncia positiva sobre a atividade antiradicalar dos vinhos.
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5.2.2 indice Eletroanalitico

Como ja foi dito anteriormente, devido ao fato de os antioxidantes serem
compostos eletroativos, a eletroanalise representa uma ferramenta util para a
avaliacdo deles. Bons agentes doadores de elétrons podem oxidar reversivelmente
em potenciais de pico inferiores (Eya <0,5 mV, pH 7). Seguindo esta ideia, o conceito
de Indice Electroquimico ja foi anteriormente proposto para qualificar os compostos

puros (Blasco; Gonzélez; Escarpa, 2004).

Além da informacéao direta de que os potenciais de pico podem fornecer sobre
0 poder redutor, a corrente de pico (lpa), outro parametro eletroquimico, também
pode ser muito util. De acordo com a Lei de Faraday, em que a quantidade de
espécies eletroativas pode ser estequiometricamente correlacionada com as
quantidades de elétrons transferidos, a intensidade do pico de corrente pode dar

uma ideia da concentracao de antioxidantes (Zou et al, 2002).

A formacé&o de um filme isolante na superficie do ECV, comum nos processos
de oxidacdo eletroquimica de compostos fendlicos, pode comprometer a
repetibilidade de analises quantitativas desses compostos. Com base nesse fato,
optou-se por utilizar EPC nas determinacfes eletroanaliticas por DPV dos diversos
vinhos a fim de minimizar o comprometimento da superficie do eletrodo devido ao

forte processo de adsorgéo que ele pode sofrer.

A Figura 24 mostra seis voltamogramas obtidos por DPV a partir da mesma
amostra de vinho tinto, sendo que em cada ensaio um eletrodo de pasta de carbono

diferente foi empregado.

O perfil voltamétrico de variedades diferentes de vinhos mostrou algumas
caracteristicas tipicas. Foi observado nos experimentos que 0s vinhos tintos
apresentam um ombro la,s em Epas ~ 0,3 V, alem de trés picos anodicos bem
definidos, sendo eles l1a, 2a e 3a nos potenciais de aproximadamente 0,37; 0,57 e
0,80 respectivamente. Por sua vez, os vinhos brancos apresentaram basicamente
dois picos bem definidos, 1la e 3a, em Ep1a~ 0,37 V e Epza~ 0,83 V. Ja o vinho rosé

demonstrou um perfil intermediario apresentando um pico 2a menos intenso.
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Figura 24 : Repetibilidade da analise da mesma amostra por diferentes EPC.

1 v

0.3 0.6
E/V (vs. Ag/AgCIKCI_)

v L]

0.9

Voltamogramas obtidos por DPV a partir de 2 mL de vinho tinto em 3 mL de tamp&o fosfato 0,1 M,
pH 5,0 utilizando-se seis diferentes EPC (@ = 2 mm). Largura do pulso: 5 mV; amplitude de pulso: 50
mV, taxa de scan: 5 mV s

Na Figura 25 séo representados os voltamogramas simulados com a meédia
para todos os vinhos tintos e média dos vinhos brancos aqui estudados. Os calculos

foram feitos pelo software Origin® 8.

Apesar de pequenas variacOes de resolucdo, tais como o aparecimento de
ombros e desdobramentos, o padrédo de dois ou trés picos principais para os vinhos
brancos e tintos, respectivamente, foi semelhante a uma impressao digital dos
vinhos. Alguns dos mais distintos perfis DPV voltamogramas sdo mostrados na

Figura 26.
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Figura 25 : Voltamogramas médios obtidos por DPV para vinhos tintos e brancos.

0.3 0.6 0.9
E/V (vs. Ag/AgCI/KCI_)

Voltamogramas médios obtidos por DPV em 3 mL de tampao fosfato 0,1 M, pH 5,0 e 2 mL de
amostra, sendo elas: vinho tinto (O ) e vinho branco (---). Largura de pulso: 5 mV; amplitude de pulso:
50 mV; taxa de scan 5 mV s™.

A visualizacdo de ombros e desdobramentos (Figura 26) esta relacionada
com a complexidade inerente a essas amostras e dependente dos procedimentos
experimentais, como a diluicdo, o eletrodo e as condicfes eletroliticas. No entanto, é
possivel padronizar o eletrélito e a diluicho da amostra a fim de garantir a
reprodutibilidade dos resultados e evitar erros de comparagéao.

Uma limitacdo importante para utilizacdo de métodos voltamétricos € o fato de
gue a padronizacdo da superficie do eletrodo néo € possivel visto que ela pode ser
modificada durante a oxidac&do devido ao processo de adsorcao. Tal processo varia
de acordo com a composicéo fendlica da amostra, sendo que pode ou ndo ocorrer a
passivacdo da superficie do eletrodo, o que dificulta a reprodutibilidade dos
voltamogramas. Consequentemente, considerando-se que 0s ombros e 0s picos
menores sdo mais dificeis de se reproduzir, eles ndo foram considerados no célculo
do EI.
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Figura 26 : Voltamogramas obtidos por DPV.

0.3 0.6 0.9
E/V (vs. Ag/AgCIKCI_)

Voltamogramas obtidos por DPV em 3 mL de tampéo fosfato 0,1 M, pH 5,0 e 2 mL de amostra, sendo
elas: vinho branco frisante ( 0 ), vinho rosé (- - -) e suco de uva tipo néctar (-[). Largura de pulso: 5
mV; amplitude de pulso: 50 mV; velocidade de varredura 5 mV s™.

O valor médio do El para os vinhos tintos é de 30,6 pJA/mV (n = 27) e de
16,5 pA/mV para os vinhos brancos (n = 6), e vao de 24,3 - 43,5 pA/mV a 8,5 -
20,2 pA/mV, respectivamente. Tais valores apresentaram uma correlagdo negativa
com os ensaios de DPPH. A mesma tendéncia foi observada para as outras
categorias de vinho. O resultado de correlacdo de Pearson foi de -0,91097 e esta

ilustrado na Figura 27.

Qualqguer desvio na correlacéo entre os dois métodos € claramente justificado
pelos distintos principios entre as analises espectrofotométricas e eletroanaliticas
(Nair; Panneerselvam; Gopi, 2012; Pinchuk et al, 2012).

Além do indice eletroanalitico proposto por Blasco et al (2004), foi encontrado
na literatura também um indice de Atividade Antioxidante, proposto por Scherer &
Godoy (2009), que também alegaram a necessidade de meios mais eficientes para a
comparacao dos resultados obtidos em diferentes estudos. Tal indice se baseia na

atividade antioxidante determinada pelo método de DPPH e, ao contrario do ECsg
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ele apresenta uma correlagéo positiva com o indice aqui proposto, pois neste caso o
DPPH foi expresso em equivalentes de um antioxidante padrao.

Figura 27 : Correlacdo de Pearson entre os métodos de DPPH e DPV, usados para medir

atividade antioxidante dos vinhos.
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Graficos representando ECs, (A) e El (B) de diferentes classes de vinhos (T = Tinto; R = Rosé; B =
branco; F = fortificado E = Espumante). *P<0,001 comparado com T. * Denota diferenca entre os
grupos (P<0,05).

Embora a producédo de vinhos siga alguns conceitos basicos, as variedades
de uvas e algumas tecnologias de processamento divergem bastante, levando a

uma grande diversidade de vinhos.

Uma vez que as principais acdes bioldgicas de vinhos estdo relacionados com

a sua capacidade antioxidante, tal propriedade tem sido extensivamente estudada.
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No entanto, ndo foi encontrado da literatura nenhum outro estudo que envolva

variedade e diversidade tao grandes.

Estudos sobre a utilizacdo de métodos eletroquimicos, como a voltametria e a
amperometria, para avaliacdo da atividade antioxidante sdo cada vez mais comuns
e tem se mostrado bastante Uteis para esse fim. Uma abordagem que vem sendo
utilizada é a fusdo de métodos tradicionais como o DPPH com a amperometria, em
que inicialmente é feita a reacdo da amostra com o o radical e, em seguida, a
atividade antioxidante da amostra € determinada com base no DPPH remanescente.
Entretanto, essa determinacdo nao € feita espectrofotometricamente como de
costume e sim através da amperometria. Essa abordagem tem basicamente as
mesmas limitagdes do teste de DPPH tradicional, exceto a interferéncia da
coloracdo e da turbidez da amostra, que ndo afetam a amperometria (Milardovic;
Ivekovic; Grabari¢, 2006; Milardovic¢ et al, 2005).

Constatou-se também que as variedades de uvas, bem como a parte do
mundo em que o vinho foi produzido ndo tem grande influéncia na capacidade
antioxidante. Por outro lado, esta propriedade é muito influenciada pela categoria
e/ou variedade do vinho, sendo que os vinhos tintos, ndo-espumantes e mais novos
representam as bebidas com acéo antioxidante mais poderosas. Apesar de algumas
excecOes, a qualidade mostrou ter influéncia menor, mas importante sobre o poder

antioxidante de vinhos.

E interessante observar também que o fermentado tinto de jabuticaba
apresentou baixo ECsg e alto El (Tabela 7), comparavel com o de vinhos tintos
secos, 0 que indica que essa bebida representa uma fonte de altos teores de
compostos antioxidantes. Ja a bagaceira apresentou indice Eletroanalitico nulo,
assim como a aguardente de jabuticaba, confirmando que os destilados apresentam

atividade antioxidante muito baixa.

O uso de metodologias distintas a fim de obter resultados mais completos e
precisos sobre o verdadeiro poder antioxidante é bastante til na andlise de

amostras com plexas.
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Tabela 7: ECs, e indice eletroanalitico médio para grupos de amostra.

Amostra Namero de IE (MA/mV)
amostras

Vinhos tintos 27 30,6
Vinhos brancos 6 16,5
Vinhos rosés 3 15,8
Vinhos fris antes 5 14,1
Vinhos tintos doces 3 20,3
Vinhos fortificados 8 11,25
Bagaceira 1 0
Fermentado tinto de jabuticaba 1 37,7
Fermentado rosé de jabuticaba 1 23,4
Fermentado branco de jabuticaba 1 19,0
Aguardente de jabuticaba 1 0

A grande importancia nutracéutica dos antioxidantes e as limitagoes
dificuldades apresentadas pelos métodos classicos para determinacdo da atividade
antioxidante justificam a necessidade de desenvolvimento de novos métodos para

esse fim.

Os métodos Folin-Ciocalteu, ABTS e DPPH sdo consagrados pelo uso.
Entretanto, as dificuldades de execucéo desses métodos sao inUmeras, além de que
podem sofrer interferéncia de outras substancias que ndo os compostos fenolicos de

interesse.

Os métodos eletroanaliticos sdo de execucao simples e rapida. Além disso,
nao envolvem o consumo de reagentes toxicos, algo relevante em um momento em

gue a busca por métodos limpos é incessante.

A principal desvantagem encontrada na execucdo das técnicas
eletroanaliticas foi o envenenamento do eletrodo de carbono vitreo devido a uma
forte adsorcdo de compostos fendlicos. Apos esse fato, observou-se que a
repetibilidade das analises foi comprometida, o que determinou a troca desse
eletrodo pelo de pasta de carbono, com o qual conseguimos uma repetibilidade

satisfatoria.

A necessidade do indice Eletroanalitico foi levantada devido ao fato de que os
voltamogramas resultantes da analise de amostras complexas sao igualmente

complexos, apresentando uma série de picos que ocorrem em potenciais diferentes
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e com intensidades também diferentes. Ambos pardmetros, corrente e potencial de
pico, sdo determinantes para expressar o0 poder antioxidante de amostras
complexas. Assim sendo, tal indice, da forma como foi proposto, deve estimar de
forma mais fidedigna a capacidade antioxidante de bebidas, extratos vegetais,
alimentos, cosméticos e fitoterapicos, indicados por seu reconhecido poder
antioxidante. Logo, nossa proposta abre caminho para que outros tipos de amostras
sejam avaliadas por este método eletroanalitico simples, rapido e eficiente,

permitindo uma boa comparacdo com resultados obtidos por analises tradicionais.
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CONCLUSOES

As bebidas fermentadas de jabuticaba apresentaram alto potencial
antioxidante, enquanto a aguardente, como era de se esperar devido ao
processo de destilacdo, ndo apresentou.

As bebidas de uva apresentaram alta atividade antioxidante, de acordo com o
gue ja é apresentado na literatura.

Houve boa correlagédo entre métodos eletroanaliticos e espectrofotométricos.
Os processos de oxidacdo e reducdo dos compostos organicos dependem
das condi¢des do pH, sendo que o processo de adsor¢cdo é menos intenso
em meio alcalino.

O indice Eletroanalitico possibilitou comparar a atividade antioxidante
determinada pela voltametria de pulso diferencial.

N&o houve diferenca significativa entre variedade de uva e regido produtora

de vinho.
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