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RESUMO

Neste trabalho foi proposto um sistema de analises por injecdo sequencial
(SIA) para determinacdo espectrofotométrica da capacidade antioxidante em
amostras de bebidas, a partir da geracao “in situ” do radical derivado do
reagente N-fenil-1,4-fenilenodiamino (NFFD™). O radical NFFD™ foi produzido
em linha pela oxidacdo do NFFD empregando o Fe®*' como oxidante. Na
otimizacao do sistema SIA foram avaliados os seguintes parametros: ordem de
aspiracdo dos reagentes e amostra, estabilidade da solucdo de NFFD, pH da
amostra, proporcdo NFFD/Fe**, volumes das solucdes dos reagentes e
amostra e tempo de interrup¢édo do fluxo. O acido galico foi empregado como
padrdo de calibracdo para os ensaios. Apds as etapas de otimizacdo
univariada do método proposto obteve-se faixa linear de 10 a 40 mg L™, com
limites de deteccéo (30) de 1,0 mg L™ e quantificagcdo (100) de 3,3 mg L™,
respectivamente. Para avaliar o método proposto, foram realizados testes de
reatividade do radical NFFD™ frente a compostos fendlicos, tidlicos e de outra
natureza. A reducdo do sinal analitico frente a inibicdo do radical derivado do
NFFD foi mais pronunciada para acido ascorbico, acido tanico e cisteina, nesta
ordem. A capacidade antioxidante com o radical derivado do NFFD foi avaliada
em amostras de vinhos e chéas, e os resultados foram concordantes com os
métodos de referéncia (Folin-Denis, ABTS e DPPH), de acordo com o
coeficiente de correlacdo, além do ensaio com radical DMPD™, baseado no
teste t. Assim a amina NFFD por ser utilizada para avaliagdo da atividade
antioxidante em amostras de bebidas. Adicionalmente, as amostras de vinhos
foram submetidas a testes de estabilidade temporal e avaliagdo do efeito do

processo de ozonizacdo em relacdo a variacao da capacidade antioxidante.

Palavras chave: atividade antioxidante; N-fenil-1,4-fenilenodiamino; radical;
SIA; vinhos; infusdes e chas.



ABSTRACT

In this work was proposed a sequential injection system for spectrophotometric
determination of antioxidant capacity in beverage samples with “in situ” radical
generation from N-phenyl-1,4-phenylenediamine (NFFD™). The radical NFFD™
was produced by on line oxidation of NFFD employing Fe®*" as oxidant. The
optimization of SIA system evaluated: aspiration order of reagents and sample,
stability of the NFFD solution, sample pH, NFFD/Fe*" proportion, reagents and
sample volumes and stopped flow time. The gallic acid was used as standard of
antioxidant compound for proposed sequential injection method. After chemical
and physical univarieted optimization the linear range obtained in gallic acid
concentration was from 10 to 40 mg L™, with detection (30) and quantification
(100) limits of 1.0 and 3.3 mg L™, respectively. To evaluate selective of radical,
studies of reactivity were performed with NFFD™ and phenolic and thiol
molecules and others compounds. The reducing capacity of NFFD™ radical was
observed preferentially for ascorbic acid, tannic acid and cysteine in this order.
The antioxidant capacity with NFFD™ radical was measured in samples of
wines, infusions and teas. The results were agreement with the references
methods (Folin-Denis, ABTS and DPPH), in accord with correlation coefficient,
and additionally with the radical DMPD™, based on t test. This way, the SIA
spectrophotometric method exploring the radical NFFD™ can be employed for
the antioxidant capacity measured. Additionally, temporal stability and the
ozonization effect in wine samples were evaluated using antioxidant capacity as
parameter .

Keywords: Antioxidant capacity; N-phenyl-1,4-phenylenediamine; radical; SIA,
wines; teas infusions.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da exposicdo a fatores de risco para saude (dieta
inadequada, poluicdo, fumo, consumo de alcool, exercicios fisicos realizados
de forma extrema, exposicdo a radiacao ultravioleta e outras ondas curtas), a
incidéncia de doencas cronicas associadas ao estresse, como hipertensao,
envelhecimento precoce, distlrbios nervosos e até mesmo o cancer, véem se
tornando comuns na sociedade contemporanea. Diante disto, uma boa
alimentacdo suprida de compostos com atividades antioxidantes é de grande

valia para auxiliar, em parte, a manutencao da saude (OLIVEIRA et al. 2009).

Uma dieta balanceada pode ser caracterizada pela ingestdo de alimentos
gue possuem compostos com atividade antioxidante como vitaminas (C, E e A),
produtos naturais (carotendides, tidis, furandides, flavondides e outros
polifendis) e produtos sintéticos (N-acetilcisteina) (OLIVEIRA et al., 2009).
Compostos como estes auxiliam na eliminacdo dos agentes oxidantes
presentes no organismo, ou seja, as espécies reativas oriundas dos processos
metabdlicos, normal ou patoldgico, ou proveniente de fontes exdgenas fisicas
ou quimicas, pois 0s componentes celulares ndo sao totalmente protegidos

pelos antioxidantes endégenos (CERQUEIRA et al., 2007) .

Portanto, torna-se fundamental a identificacdo e caracterizacdo de
bebidas, alimentos e medicamentos capazes de fornecer compostos ou classes
de substancias que apresentem atividade antioxidante para suprir
nutricionalmente as caréncias individuais, fornecendo conhecimentos sobre
estes alimentos funcionais, facilitando sua insercdo na dieta e auxiliando o
organismo na prevencao de doencas associadas ao estresse oxidativo. Para

quantificacdo da atividade antioxidante, o desenvolvimento de um método
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simples, rapido e de baixo custo é importante, com isto, o N-fenil-1,4-
fenilenodiamino (NFFD) é uma amina que pode ser utilizada para avaliar a

capacidade antioxidante em um sistema de analise por inje¢do sequencial.

Uma variedade de métodos analiticos estdo disponiveis para
determinacao da atividade antioxidante, os quais diferem entre si em relacao as
reagOes e padrdes utilizados para calibragdo. Isto incorreu em uma falta de
padronizacao para avaliagdo da atividade antioxidante frente as distintas areas
de aplicacdo (fisiolégica, farmacoldgica, nutricional e agroquimica) as quais
desenvolvem os métodos de acordo com suas amostras e intencbes de

resultados (MAGALHAES et al., 2008).

1.1 Atividade Antioxidante

Estudos epidemiologicos mostraram, consistentemente, que a ingestao de
frutas e vegetais, bem como gréos, esta fortemente associada a reducédo do
risco de desenvolvimento de doencas cronicas (LIU, FELICE, 2007) como
inflamacdes, doencas cardiovasculares, cancer e disturbios relacionados com
envelhecimento (HUANG et al., 2005). Associado a estas doencas cronicas, 0
estresse redox pode ser caracterizado pelo desequilibrio da producédo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e a remocao destas espécies por
parte dos sistemas quimicos e enziméatico torna-se a defesa antioxidante do

organismo (OLIVEIRA et al., 2009).

A oxidacdo de uma substancia pode ser definida, atualmente, como
conversdo desta substancia quimica em um derivado com nimero menor de
elétrons, em outras palavras, € a perda de um ou mais elétrons para outra

substancia e o processo inverso pode ser considerado como reducdo (DAVID

et al., 2010). A auto-oxidacdo ocorre amplamente em alimentos que contém
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gorduras, Oleos ou lipidios o que ocasiona deterioracdo do alimento e
concomitante perda de nutrientes, odor desagradavel e formacdo de

substancias téxicas potenciais (SHAHIDI, HO, 2007).

Nos sistemas biologicos, os radicais livres sdo atomos ou moléculas
produzidos continuamente durante os processos metabdlicos e atuam como
mediadores para a transferéncia de elétrons em varias rea¢des bioquimicas
desempenhando fungdes relevantes ao metabolismo. Contudo, 0 excesso
destas espécies reativas apresenta efeitos deletérios, provocando alteractes
na estrutura e fungbes celulares, estando assim envolvidos em patologias
(DAVID et al., 2010). Além destes, pré-oxidantes sdo substancias enddgenas
ou exdgenas que possuem a capacidade de oxidar moléculas alvo, induzindo

danos oxidativos (CERQUEIRA et al., 2007; MAGALHAES et al., 2008).

Em nivel bioquimico, para minimizar a acdo dos oxidantes, o0s
antioxidantes contemplam enzimas ou substancias organicas capazes de
neutralizar os efeitos danosos da oxidacao nos tecidos animais; esta habilidade
de sequestrar espécies reativas, como os radicais livres pode ser obtida de
fontes externas como os alimentos, que fornecem substéncias as quais
diminuem significativamente o efeito adverso de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio na funcdo fisiolégica normal dos humanos. Estes adjuvantes
oriundos de fontes externas auxiliam os antioxidantes enddgenos, ja que estes
sao insuficientes para esta tarefa, reduzindo assim acOes degenerativas
através do disturbio conhecido como estresse oxidativo (DAVID et al., 2010;

HUANG, 2005).

Halliwell e colaboradores (1995), definiram antioxidantes bioldégicos como

“‘moléculas que, quando presentes em pequenas concentragbes, comparada
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com as biomoléculas que supostamente devem proteger, podem prevenir ou
reduzir a extensdo da destruicdo oxidativa destas biomoléculas”. De acordo
com esta definicdo, nem toda espécie com caracteristicas redutoras s&o
antioxidantes, quer dizer, somente 0S compostos que sao capazes de proteger
alvos biologicos se adequam a este critério, e esta protecdo deve ser baseada
em alguns mecanismos de acdo: (i) inibicdo da geracdo e capacidade
sequestrante contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (do inglés,
‘reactive oxigen ou nitrogen species” - ROS e RNS, respectivamente); (i)
capacidade redutora; (iii) capacidade de complexar ions metélicos; (iv)
apresentar atividade semelhante a enzimas com capacidade antioxidante e (v)

inibicdo da enzima oxidativa (MAGALHAES et al., 2008).

A protecdo antioxidante de sistemas biolégicos contra os danos oriundos
da acdo de radicais livres é vital para integridade das estruturas celulares e
macromoléculas. Com o envelhecimento celular, ocorre um declinio do sistema
imune frente a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio além de processos
que conduzem a elevacdo do estresse oxidativo podem agravar este
decaimento; reduzindo a protecdo contra os danos causados pelas ROS e
RNS, onde se pode incluir radical anion superdxido (0O27), peréxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH’), oxigénio singlete (;0%), &nion
hipoclorito (OCI’), anion peroxinitrito (ONOQO’) e radical 6xido nitrico (NO)

(MAGALHAES et al., 2009a; SHAHIDI, HO, 2007).

Carotendides e compostos (poli)fendlicos sdo antioxidantes majoritarios
na dieta. Carotendides sao pigmentos naturais lipossoliveis que fornecem uma
coloragéo brilhante as plantas e animais e atuam como antioxidante — a cadeia

principal de polienos consiste no modelo de duplas ligacbes conjugadas, o0 que
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confere afinidade por ROS e RNS, usualmente os radicais livres (SHAHIDI,

HO, 2007).

Compostos fendlicos possuem um ou mais anéis aromaticos, sendo o
ndamero de grupos hidroxilas variavel e geralmente sdo categorizados como
acidos fendlicos, flavondides, estilbenos, cumarinas ou taninos (LIU, FELICE,
2007). Os flavondides (quercetina, por exemplo) sao polifendis mais
abundantes e estdo presentes em frutas, vegetais folhosos, raizes, bulbos,
ervas, pimentas, legumes, chas, cafés, cacau, chocolate, vinhos, entre outros.
Quase todos os flavondides possuem diversas propriedades biolégicas e
guimicas em comum: (i) capacidade antioxidante; (ii) habilidade de sequestrar
ROS; (iii) capacidade de sequestrar eletréfilos; (iv) habilidade de inibir
nitrosacao; (v) habilidade de quelar metais; e (vi) capacidade de modular a

atividade enzimatica celular (SHAHIDI; HO, 2007).

1.2 Métodos Analiticos para Determinacado da Atividade Antioxidante

Com a diversidade de tipos de radicais livres e suas diferentes formas de
atuacdo nos organismos vivos, ha dificuldade e falta de consenso sobre a
existéncia de um método simples e universal que permita avaliar a atividade
antioxidante de forma precisa e quantitativa nos diferentes sistemas de
interesse. Diante disto, a busca por novos métodos através da variedade de
sistemas geradores de radicais livres é uma vertente na busca por testes mais
rapidos e eficientes, proporcionando atualmente uma variedade de métodos

para avaliar a atividade de antioxidantes naturais (DAVID et al., 2010).

Muitos protocolos e diretrizes tém sido estabelecidos para determinagéo
da atividade antioxidante visando proporcionar ordem e concordancia devido as

divergéncias dos resultados em muitos ensaios, e isto pode ser aperfeicoado
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se metodologias mais seletivas forem utilizadas, sendo capazes de definir
quais produtos sdo formados e inibidos pelos antioxidantes (DAVID et al.,

2010).

Uma grande variedade de compostos (poli)fendlicos existem em plantas e
muitos destes possuem capacidade antioxidante. Em amostras reais, ha uma
grande dificuldade de quantificar individualmente os compostos antioxidantes,
com isto a maioria dos métodos existentes fornece a concentracdo total dos
componentes antioxidantes em plantas ou amostras bioldgicas, sendo este tipo
de ensaio comumente designado como avaliacdo da capacidade antioxidante
“total” (PRIOR, WU, 2007), devido ao sinergismo ocasionado pelos compostos

presentes.

Os métodos analiticos “in vitro” para a determinacdo da capacidade
antioxidante possuem duas abordagens. Os métodos competitivos: em que a
espécie alvo (composto que representa a biomolécula que deveria ser atacada
in vivo) e o antioxidante competem pela espécie reativa (radical ou nao-radical);
e a avaliacdo da capacidade antioxidante, neste caso, € verificada através de
uma sonda analitica, composto responsavel por facilitar a quantificacao através
de seu consumo pelas espécies reativas remanescentes; Para os métodos néo
competitivos, supostos compostos antioxidantes interagem com espécies
reativas sem a presenca de qualquer outra molécula alvo concorrente, e a

sonda para monitorar a reacdo é a espécie reativa (MAGALHAES et al., 2008).

Entre os ensaios para avaliacdo da capacidade antioxidante, podem-se
citar os ensaios de sequestro de radicais, 0s quais ocorrem por meio de
mecanismos baseados em transferéncia de atomos de hidrogénio ou elétrons.

Os ensaios capacidade de absorgédo do oxigénio radical (do inglés, “oxygen
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radical absorbance capacity” - ORAC), parametro antioxidante para captura
total de radical (TRAP) e clareamento da crocina (do inglés, “bleaching of
crocin”) sdo os principais métodos utilizados baseados em transferéncia do
atomo de hidrogénio. Os ensaios capacidade de antioxidante equivalente de
Trolox (TEAC) (baseado nas sondas ABTS™ ou DPPH), fendlicos totais (Folin-
Ciocauteu), poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP), ensaio para
potencial antioxidante total utilizando Cu" como oxidante (CUPRAC), e ensaios
sequestrantes de radical de ABTS™, DPPH’ representam os métodos baseados
em transferéncia de elétrons. (HUANG, et al., 2005; PRIOR; et al., 2005;

SHAHIDI, ZHONG, 2007).

Ha ainda o método quimioluminescente (CL), modificacdo mais sensivel
do TRAP, em que o ensaio € baseado na reacdo de radicais oxidantes com
compostos marcadores que produz espécies em estados excitados as quais
emitem quimioluminescéncia (PRIOR et al., 2005). Ja o método eletroquimico,
baseia-se nas propriedades eletroquimicas de compostos puros, alimentos e
amostras bioldgicas, sendo utilizadas para avaliagdo da sua capacidade
redutora/antioxidante, uma vez que o valor relativo ao potencial de oxidacao
tem relacdo com a capacidade antioxidante esperada (MAGALHAES et al.,
2008). Em seguida, serdo relatadas os principios e as principais caracteristicas

dos métodos previamente citados.

1.2.1 Capacidade de Absorvancia do Radical Oxigénio (ORAC)
O ensaio ORAC é uma medida de inibicdo antioxidante induzida por

oxidacdo através do radical peroxil. Verificando a atividade antioxidante por
meio da cadeia radical classica, quer dizer, pela transferéncia do atomo de

hidrogénio. O método tem como principio basico a reagdo do radical peroxil
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com uma sonda fluorescente, formando no fim um produto n&o fluorescente,
com monitoramento por espectrofluorimetria. A capacidade antioxidante de
uma determinada substancia ou amostra € relacionada a taxa de reducédo da

fluorescéncia através do tempo (PRIOR, 2005).

Inicialmente utilizava-se a B-ficoeritrina (B-PE, proteina fluorescente)
como sonda espectrofluorimétrica, mas a B-PE apresentou alguns aspectos
negativos como: variacéo da qualidade em funcéo do lote produzido por ser um
produto natural, extraido da Porphyridium cruentum; fotossensibilidade sob as
condi¢cdes de medida do sinal analitico; interagdo nao seletiva com polifendis e
perda da fluorescéncia intrinseca, mesmo sem adicdo do radical gerado
(HUANG, 2005). Atualmente, utiliza-se como sondas a fluoresceina ou
diclorofluoresceina, por serem mais estaveis e menos reativas, e os valores
sdo usualmente reportados como equivalentes de trolox (acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromana-2-carboxilico), analogo hidrossoluvel do tocoferol -

figura 1.1) (PRIOR, 2005).

a)
HO 0

OH

Figura 1.1 — Estrutura do (a) Trolox e (b) Tocoferol (vitamina E), respectivamente. (vitamina E).

Este ensaio ainda pode ser aplicado a compostos antioxidantes hidro-ou
lipofilicos, utilizando fonte geradora de radical peroxil e solvente(s) adequados
(MAGALHAES et al., 2008). Assume-se que 0S mecanismos antioxidantes e
protecdo da B-PE pelo antioxidante mimetizam substratos bioldgicos.
Entretanto, pequenas variacdes de temperatura nos pogos externos das

microplacas podem afetar a reprodutibilidade do ensaio (PRIOR et al., 2005).
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1.2.2 Parametro Antioxidante da Captura Total do Radical (TRAP)

O método TRAP foi inicialmente introduzido por Wayner e colaboradores
para monitorar as condi¢cBes antioxidantes do plasma humano (MAGALHAES
et al., 2008). O método TRAP caracteriza-se por monitorar a capacidade dos
compostos com atividade antioxidante em interferir na reacdo entre o radical
peroxil gerado pelo AAPH (2,2’-azobis-2-metil-propanimidamida dicloridrato) ou
ABAP (2,2’-azobis-2-amidinopropane dicloridrato), (Figura 1.2) e a sonda
fluorescente R-ficoeritrina (R-PE), que pode ter sua oxidacdo acompanhada por
espectrofluorimetria, ou espectrofotometricamente, monitorando a formacéo do
radical derivado do ABTS (2,2’-azinobis(3- etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico)
com resultados usualmente expressos em equivalentes de trolox (PRIOR,

2005; HUANG, 2005).

Na fase de inibicdo (fase lag), quando se adiciona uma amostra com
atividade antioxidante ou o padrdo ndo se observa alteracdo do sinal analitico,
visto que os antioxidantes sdo consumidos ao invés da sonda. Esta etapa é
utilizada como referéncia para determinar a capacidade antioxidante da

amostra ou padrédo (PRIOR, 2005; HUANG, 2005).

a) b)
NH \H
JJ\/N\ NN
S 2 N NN
N _N

Figura 1.2 — Estrutura do (a) AAPH e (b) ABAP
O ensaio TRAP é mais frequentemente utilizado para medidas e

avaliacao in vivo da capacidade antioxidante no soro ou plasma, pois este
método mensura antioxidantes nao-enzimaticos (como, glutationa, acido

ascorbico, a-tocoferol e B-caroteno). O ensaio se baseia na seguinte equacéo,
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Ctrolox = (X.Ttrolox)/Tplasma onde, Ctrolox corresponde a concentragcdo de trolox;
Twrolox € a fase de inibicdo (fase lag) do trolox; X é a capacidade antioxidante do
plasma em equivalente de trolox e Tplasma € a fase de inibicdo na presenca do
plasma (HUANG, 2005). Contudo, o maior problema no ensaio TRAP é
monitorar com precisdo os diferentes pontos finais das curvas cinéticas
associadas as reacdes empregadas, dificultando a expressdo dos resultados

por diferentes laboratérios (PRIOR et al., 2008).

1.2.3. Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro (FRAP)
Este ensaio foi originalmente desenvolvido para mensurar o poder redutor

no plasma, mas posteriormente foi adaptado e utilizado para medir a
capacidade antioxidante em extratos vegetais (PRIOR et al., 2005). A reacéo é
baseada na reducdo do complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) férrico, de
[Fe**-(TPZT),]** para [Fe**-(TPZT),]** (Figura 1.3), o qual apresenta coloracéo
azul intensa (Amax = 593 nm) em meio acido (pH 3,6) (MAGALHAES et al.,

2008).

E’“ »
O (\»LT f‘“\l b ,N N®
F ) + antioxidante
N ﬂ\é e S ﬁ
- N =
U‘ ¢ -y U >
[Fe{lll}[TPTZ};]“* [Fe[ll]lTPTZ}zF*, Amax = 593 nm

Figura 1.3 — Reacgéo de redugéo do FRAP

Pulido e colaboradores (2000) mensuraram valores de FRAP para

diversos compostos (poli)fendlicos em meio aquoso e metandlico. Contudo, o
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sinal relativo a absorvancia do complexo reduzido (Asgz nm) Na0 estabilizou apos
4 min, como preconiza 0 método. Ao contrario disto, aumentou lentamente
apos algumas horas, para 0s seguintes compostos avaliados &cido caféico,
acido tanico, acido ferrulico e quercetina, além do &cido ascoérbico, requerendo
assim um longo tempo para analise, pois um Unico ponto de absorcdo pode

nao representar uma reacao concluida (HUANG, 2005).

Mesmo assim o ensaio FRAP pode ser considerado simples, rapido, de
baixo custo e robusto, além de ndo requisitar equipamento especifico, podendo
utilizar métodos automaticos, semiautomaticos ou manuais (PRIOR et al.,
2005). O potencial redox do sal de Fe®*" (~0,70 V) é comparavel ao do ABTS™
(0,68 V). Portanto, essencialmente, ndo ha muita diferenca entre os métodos
TEAC e FRAP, exceto pelo TEAC ser desenvolvido em meio neutro (HUANG et

al., 2005).

1.2.4 Ensaios de Reducéo do Cobre (CUPRAC)
Este ensaio baseia-se inicialmente na formacdo de um complexo entre

Cu?* com os ligantes cromogénicos batocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-
fenantrolina - Amax = 490 nm) ou neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina -
Amax = 450 nm) na proporcao de 2:1 (Figura 1.4), ligante em relacdo ao metal.
Em seguida, na presenca de compostos com atividade antioxidante (agentes
redutores) o fon complexado Cu®** é reduzido a Cu®, alterando a cor do
complexo. Este ensaio permite medir a acao total de compostos com atividade

antioxidante em uma determinada amostra (HUANG, 2005; PRIOR, 2005).
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Batocuproina Neocuproina

Pmax = 450 nm

Figura 1.4 — Estruturas quimicas da Batocuproina e Neocuproina.

O emprego do complexo de Cu®* tem vantagem sobre os complexos de
Fe® para ensaios de atividade antioxidante em todas as classes de
substancias, incluindo tiois, pois apresenta pouca interferéncia dos radicais
reativos e a cinética de reducdo do Cu?* é mais rapida que a do Fe**. O Cu®,
livre ou em complexo com fenantrolina possui baixo potencial redox em relacao
ao Fe®*", o que torna sua reacdo mais seletiva; aclicares e acido citrico sdo
interferentes para o FRAP, mas ndo sdo oxidados no CUPRAC. Solucdes
preparadas por diluicdo de padréo de &cido Urico sdo utilizadas para converter
absorvancia em equivalentes de acido Urico.

Em geral, os valores mensurados para polifendis sdo comparaveis ao de
TEAC empregando o radical ABTS™; além disto o CUPRAC é réapido,
ocorrendo em minutos para acido ascorbico, acido Urico, acido galico e
quercetina, mas requer de 30 a 60 min para moléculas mais complexas

(PRIOR, 2005).

1.2.5 Fendlicos Totais pelo Reagente de Folin-Ciocalteu (FC)
O meétodo de Folin-Ciocalteu foi desenvolvido em 1927 a partir de

metodologia empregada para analise de tirosina. Este método é baseado na
oxidacdo de compostos fenodlicos pelo reagente de FC, o qual € constituido

principalmente por uma mistura de molibdato e tungstato. A reducdo destes
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compostos leva a formacdo de produto de cor azul com Anszx = 750 nm
(HUANG, 2005). O processo quimico associado ao ensaio de FC baseia-se na
transferéncia de elétrons de compostos fendlicos ou outras espécies redutoras
para 0 Mo>* em meio alcalino, e, geralmente, o &cido gélico é utilizado como
composto padrao de referéncia, sendo o resultado expresso como equivalente
de Aacido galico (mg L") (MAGALHAES et al., 2008). O esquema da reacéo

para formacao do produto colorido é (PRIOR et al., 2005):

Na,WO4/Na,MoO, = (fenol — MoW11040)
Mo(VI) (amarelo) + e > Mo(V) (azul)
O método FC é simples, sensivel e preciso, mas a reacdo demonstrou-se
lenta em meio acido, levando a falta de especificidade (PRIOR et al., 2005).
Singleton e Rossi (1965) melhoraram o0 método com o0s reagentes

heteropolianion molibdico-tungsto-fosférico:
3H,0 — P,0O5 — 13W0O3; — 5M0o03 — 10H,0; e
3H20 — P205 — 14WO3 — 4MOO3 — 10H20

Boa correlagéo linear foi observada entre o ensaio de FC e outros
métodos para medir a capacidade antioxidante baseados em transferéncia de
elétrons. Uma comparacao dos resultados obtidos entre o ensaio TEAC e o FC
para amostras de vinhos tintos, cervejas, infusbes de ervas e chas e
apresentou uma boa correlacdo (r > 0,9) para o teor de fendlicos totais e
atividade antioxidante (MAGALHAES et al., 2008; HUANG et al., 2005). Mesmo
assim, o método de FC sofre com o numero de substancias interferentes
[particularmente aclcares, aminas aromaticas, dioxido de enxofre, acido
ascorbico, acidos organicos e Fe?'] e a correcdo para substancias interferentes

devera ser feita, com o intuito de evitar valores superestimados (PRIOR, 2005).



31
1.2.6 Capacidade Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC ou ABTS™)

O ensaio de TEAC foi inicialmente reportado por Mille e colaboradores
(1993) sendo baseado na habilidade sequestrante do radical cation ABTS™
(acido 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico). No ensaio o ABTS é
oxidado através de reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica levando a
formacdo da espécie reativa ABTS™ (Figura 1.5). Para geracdo do radical
ABTS™ por reagdo quimica emprega-se o radical peroxil, perssulfato de
potassio ou outro oxidante na oxidacdo do ABTS para do ABTS™, que possui
coloracdo verde intensa (Amax = 734 nm). A avaliacdo da capacidade
antioxidante é mensurada através da habilidade dos compostos ou amostras
avaliadas de reduzir a coloracdo da solucdo do radical ABTS™, reagindo
diretamente com o radical levando a formacédo de ABTS de cor verde clara ou
incolor. A amostra a ser testada devera ser adicionada ao meio reacional
depois da formacdo do radical; os resultados dos testes sdo expressos em

equivalente de Trolox (MAGALHAES, 2009b; PRIOR, 2005).

-035\@;‘}_ NN—‘(SJ\\T/:‘\/SK‘ + antioxidante U }—NN—< ’O/

\ Csz T K805 N C:Hs
CyHs CaHs

ABTS (Amax = 734 nm) ABTSZ(incolor)

Figura 1.5 — Estrutura molecular e reagéo de sequestro do ABTS*

A ordem de adicdo dos reagentes e amostra constitui uma das principais
criticas a este ensaio, pois 0s compostos com atividade antioxidante podem
reagir com o oxidante (responséavel pela geracéo do radical ABTS™), levando
assim a superestimacéo da capacidade antioxidante. Outro aspecto importante
a ser considerado é o comprimento de onda de medida do radical ABTS™. A

medida a 734 nm, é preferencial a 415 nm (o radical ABTS™ apresenta dois
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méaximos de absorcdo) pois evita a interferéncia de outros compostos
absorventes em menores valores de comprimentos de onda, além de minimizar
efeitos da turbidez da amostra. Além disto, 0 ensaio espectrofotométrico &
tecnicamente simples, que justifica o amplo emprego deste método e suas

aplicacbes para triagens e determinages rotineiras (MAGALHAES, 2008).

O radical ABTS™ reage rapidamente com compostos com atividade
antioxidante, de 1 a 30 min, mas para verificar o ponto final da reagédo, nos
casos de uma reacdo com cinética mais lenta, utiliza-se o maior tempo, o que
torna o método TEAC inadequado. Pois, os resultados obtidos para amostras
sdo relacionados a padrdes de compostos antioxidantes que apresentam
diferentes comportamentos cinéticos, o que torna o resultado por este método
dependente do tempo de andlise. Pode ser utilizado em uma ampla faixa de pH
podendo auxiliar em estudos de interferéncia do pH sobre mecanismo de
atividade antioxidante; em pH acido ha uma maior facilidade para transferéncia
de elétrons, demonstrando assim uma maior versatilidade para o TEAC

(MAGALHAES et al., 2008; PRIOR et al., 2005).

Além disto, apresenta solubilidade em solu¢cbes de natureza aquosa e
organica e nao sofre efeito da forca ibnica do meio. Logo, 0 ensaio
empregando o radical ABTS™ pode ser utilizado em multiplos meios para
determinar capacidade antioxidante de espécies com caracteristicas hidro- e
lipofilicos em diferentes amostras. Mas, mesmo assim ndo o torna
representativo em relagcdo a biomoléculas por néo ter sido encontrado em
algum sistema biolégico. Por fim, o ensaio TEAC, por sua rapida reacdo, pode
ser automatizado e adaptado a microplacas e sistemas de analises por injecéo

em fluxo (MAGALHAES et al., 2008; PRIOR et al., 2005).
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1.2.7 Ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

O DPPH' é um dos poucos e comercialmente disponiveis radical organico
nitro gerado, possuindo absorcdo maxima na regido do UV-Vis em 515 nm
(HUANG, 2005). A capacidade sequestrante do radical DPPH" é geralmente
avaliada em meio organico (metanol ou etanol) através do monitoramento do
decréscimo da absorvancia (515 nm) pela adicdo de um composto ou amostra
com atividade antioxidante, até que o sinal se mantenha constante
(MAGALHAES, 2008). O ensaio baseia-se na medida da capacidade
antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical DPPH',
reduzindo-o a respectiva hidrazina (Figura 1.6); mudando a coloracdo de

violeta para amarelo palido (MAGALHAES, 2009b).
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N—ﬁ@—mz + antioxidante _ N—H@NDE
o !

N oM

Figura 1.6 — Estrutura molecular e reagdo de sequestro do DPPH'
A acessibilidade estérica ao radical DPPH" é o fator determinante da

reagcdo com compostos com atividade antioxidante. Logo, pequenas moléculas
tem maior acesso ao sitio do radical DPPH’ o que leva, relativamente, a uma
maior atividade antioxidante (MAGALHAES, 2008). Em funcdo de estudos
cinéticos da reagdo entre compostos fendlicos e o radical DPPH’, Foti e
colaboradores (2004) sugeriram que a reacdo de fato comporta-se como
transferéncia de elétrons. Observou-se que a etapa determinante para esta
reacao consiste em uma rapida transferéncia de elétrons do anion fenoxido
para o DPPH’ ja que a abstracdo do atomo de H do fenol associado (ArOH)

pelo DPPH" mostrou ser uma rota reacional desfavoravel, pelo fato desta
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ocorrer lentamente em solventes polares que admitam ligacdes de hidrogénio,
como metanol e etanol (HUANG, 2005). O emprego de métodos baseados na
reacdo do DPPH" com compostos ou amostras que apresentam atividade

antioxidante tem sido publicado.

Contudo em funcado da cinética que um determinado composto ou classe
de compostos possa apresentar frente a reacdo com o radical DPPH" foi
sugerida uma classificagdo em fungcao da velocidade da reagdo em atingir o
estado estacionario (steady state), podendo esta ser rapida, intermediaria ou
lenta (MUNOZ, 2010), ou seja, a coloracédo pode ser por ambas reacdes com
os radicais, por transferéncia de atomos de H ou transferéncia de elétron, e o

impedimento estérico serd o determinante para a reacao (PRIOR et al., 2005).

Os testes com DPPH’ sdo simples e rapidos, necessitando apenas de
espectrofotometro UV-Vis para execucdo. Mas a interpretacdo dos resultados
pode ser prejudicada, pois podem haver compostos teste que sobreponham o
espectro do DDPH em 515 nm (ex. carotenoides) (PRIOR et al.,, 2005). O
ensaio DPPH" ndo é adequado para mensurar a capacidade antioxidante no
plasma, pois as proteinas precipitam no meio reacional alcodlico, além disto, o
ensaio consome bastante tempo de analise, podendo levar de 20 min a 6 h.
Mesmo assim, o radical DPPH" é estavel, comercialmente disponivel, e néo
necessita ser gerado antes do ensaio, o que confere a propriedade de ser um
método espectrofotométrico facil e atii no que se refere a “screening”
(rastreamento)/anadlise da capacidade antioxidante de compostos puros a

misturas complexas (MAGALHAES et al., 2008).
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1.2.8 Ensaio de DMPD (N,N-dimetil-p-fenilenodiamina)

Abordagens baseadas na geracdo de radicais cations tém sido
introduzidas para mensurar a atividade antioxidante total em fluidos humanos,
extratos alimenticios e compostos puros. A producao do cation radical derivado
do DMPD (DMPD™) forma a base de métodos espectrofotométricos que foram
aplicados previamente para avaliar a capacidade antioxidante em amostras de
vinhos e estado oxidativo do plasma humano. Este ensaio € baseado na
geracdo do cation radical DMPD™ de coloracéo violeta (Amax = 520 nm) e a
extensdo da descoloracdo com a adicdo de amostra com atividade antioxidante

(Figura 1.7) (KHAN et al., 2007).
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Figura 1.7 — Formagé&o e mecanismo de atuagéo do radical DMPD*.

Fogliano e colaboradores (1999) verificaram que os resultados referentes
a capacidade antioxidante de vinhos (expressos em equivalentes de Trolox)
empregando o ensaio do radical DMPD™ foram comparaveis ao ABTS,
proposto por Miller e Rice-Evans (1997), além de parametros como
sensibilidade e reprodutibilidade, mesmo apresentando-se menos sensivel.
Semelhante ao ensaio com radical DPPH’, o método baseado no sequestro do
radical DMPD™, utilizando Trolox como padrdo, foi pratico e simples para
avaliar caracteristicas dos vinhos de mesa da llha da Madeira (PAIXAO et al.,

2007). O ensaio com o radical DMPD™ demonstrou-se adequado para analise
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em larga escala de extratos aquosos alimenticios, porém apresenta baixa
sensibilidade e reprodutibilidade quando aplicado a antioxidantes lipofilicos,
como a-tocoferol e BHT, ou quando metanol é empregado como solvente

(FOGLIANO et al., 1999).

1.2.9 Comparacdo entre Métodos para Anélise da Atividade Antioxidante
Até o presente momento, uma grande variedade de métodos para

determinacdo da atividade antioxidante esta disponivel. Os ensaios diferem
entre si em termos de mecanismos de reacdo, oxidantes e espécies
alvo/sonda, condicbes de reacdo, e a forma de expressdo dos resultados.
Mesmo considerando um UuUnico ensaio, diferentes padres de compostos
antioxidantes, solventes, tempos de reacdo e pH sédo frequentemente
aplicados, principalmente devido ao largo espectro de areas em que estes
métodos sdo realizados em que pode-se incluir fisiologia, farmacologia,

nutricdo e agroquimica (MAGALHAES et al., 2008).

A grande variedade de métodos é vantajoso no sentido de selecionar
agueles que sdo comumente aceitos, validados e padronizados, com um
grande conjunto de dados comparaveis disponiveis em literatura. Contudo, os
esforcos realizados, nos Ultimos anos, para padronizacdo dos métodos
analiticos e fornecimento de guias validos, sdo da mais elevada importancia
para fornecer alguma ordem para este campo, e deve ser perseguida pelos

pesquisadores (MAGALHAES et al., 2008).

A Tabela 1.1 apresenta uma comparacdo entre os métodos mais
difundidos para analise da capacidade antioxidante e 0s principais pontos

relacionados a aplicacdo dos mesmos.
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Tabela 1.1 - Comparagéo De Métodos Para Avaliar A Capacidade Antioxidante

Ensaio Instrumentagdo  Relevancia Ponto RO?
- Simplicidade . o Mecanismo X Quantificagdo  Lipofilica e
antioxidante requerida Biologica Final hidrofilica
ORAC + +a + +++ HAT T‘%Tg)o AUCd ++ 4+
e L . L .
FRAP +++ +++ - - SET Tempo ASAe ---
CUPRAC +++ +++ SET Tempo ASA ---
TEAC + + - SET Tempo ASA +++
DPPH + + - SET/HAT ICso ASA -
DMPD + + - SET/HAT  Tempo IC +
NFFD + + ++ SET/HAT  Tempo IC +
a+ + + + + + = desejavel a muito desejavel; b-, - -, - - - = pouco desejavel a muito indesejavel; cACO:

avaliagao da capacidade antioxidante; JAUC: area sob a curva; eASA: variagdo do sinal analitico (adaptada de
PRIOR et al., 2005).

1.3 Sistemas de Andalises em Fluxo

A exploragcdo da dispersao controlada em tubos estreitos gerou ampla
atividade de investigacao, métodos analiticos e solu¢ces para problemas reais.
As técnicas analiticas em fluxo, foram inicialmente descritas por Skeggs em
1957. Independentemente, Ruzicka e Hansen, e Stewart, desenvolveram o
conceito de analise por injecao em fluxo (do inglés, “flow injection analysis”,
FIA) em 1975, o que foi uma notavel transformacao e a implementacdo de uma
ferramenta para ensaios em série, sendo de imediato aceito como reforgo para
andlise instrumental. Posteriormente, a utilidade das técnicas em fluxo,
especificamente para processos analiticos automatizados, recebeu um maior
impeto com a definicdo de Ruzicka e Marshall para andlise por injecao
sequencial (do inglés, “sequential injection analysis”, SIA) (IVASKA, RUZICKA,

1993; MARSHALL, 2003).

A automagdo dos métodos analiticos surgiu com a necessidade de
aumentar o numero de analises de rotina laboratorial, de modo a responder de
uma forma mais rapida e eficaz, com menor dependéncia do analista,

acarretando em menor custo operacional. Os sistemas analiticos automaticos
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comercializados contemplam as areas de controle de processos industriais
(farmacéuticos e alimenticios) e a monitorizagdo (ambiental, por exemplo), pois
havendo a necessidade de efetuar um grande nimero de medidas rotineiras, a
automatizacdo pode reduzir drasticamente o tempo de andlise e o custo

pessoal (PRIOR, 2005).

De acordo com as indicacdes da IUPAC (do inglés, “International Union of
Pure and Applied Chemistry”) de 1994, um sistema quimico automatizado
constitui uma colecdo de moédulos e instrumentos analiticos configurados para
automatizar uma andlise completa, desde a insercdo da amostra até a
obtencdo da informacgdo. Quanto a classificacdo preconizada pela IUPAC os
sistemas podem ser classificados como mecanizados, 0s quais ndo possuem
capacidade de decisao e determinadas acdes sao realizadas sequencialmente
e repetidas sem intervencdo humana. Os sistemas automaticos ou
automatizados se caracterizam por serem controlados ou regulados por
dispositivos de retroalimentacdo (combinacdo de sensores e atuadores que
podem alterar a tarefa determinada), desta forma, possuindo independéncia de
atuacao. Os sistemas em fluxo (FI) constituem um método de analise continuo,
pois as amostras sdo introduzidas, consecutivamente, em um fluxo de liquido.
Desde o0 ponto de introducdo ao de deteccdo sofrem dispersao e
eventualmente reacdo, resultando nos sinais analiticos monitorados e

registrados para cada amostra (KINGSTON, KINGSTON, 1994).

Nos sistemas de andlises por injecdo em fluxo (FIA), as amostras sao
aspiradas de forma intermitente, de seus recipientes individuais, para o tubo do
analisador em fluxo (amostragem). Em seguida sdo bombeadas e tornam-se

parte da corrente continua do fluido carreador e, em determinados pontos,
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reagentes sdo adicionados em quantidades fixas. O produto da reacao flui até
o detector, onde o sinal analitico € medido continuamente; usualmente a
propriedade medida é relacionada diretamente com a concentracéo (RUZICKA,

HANSEN, 1975).

Em seu trabalho classico, Skeggs introduziu a técnica de anélise em fluxo
continuo segmentado (do inglés, “segmented continuos flow analysis” — SCFA),
com o fluxo carreador segmentado por bolhas de ar. Os segmentos de ar
tinham por objetivo reduzir a dispersdo longitudinal da amostra durante o
percurso analitico, fator que propicia um maior tempo de residéncia da amostra
no fluxo, favorecendo o uso de reacdes relativamente lentas (PASQUINI,

OLIVEIRA, 1985).

A analise em fluxo monossegmentado (do inglés, “monosegmented flow
analysis” — MSFA) inicialmente descrita em 1985, baseia-se na introducao da
amostra entre duas bolhas de ar ou gas inerte no sistema em fluxo. Este
processo gera um monossegmento reprodutivel da amostra, tendo a mistura
por conveccao restrita dentro do segmento, resultando numa baixa dispersao
da amostra durante o transporte para o detector, mesmo com longos tempos

de residéncia (PASQUINI, 1999).

Vélvulas solenoide atuando como comutadores independentes foram
introduzidas na andlise em fluxo com multicomutacdo (do inglés,
“‘multicommutation in flow analysis” — MCFA), e permite que a adicdo de
amostras e reagentes no caminho analitico sejam realizadas pelas valvulas
nele posicionadas, a fim de proporcionar insercdo de pequenas porcdes de
amostras e reagentes de forma alternada. Enquanto séao transportados para o

detector, ocorre uma dispersdo mutua nas interfaces dos liquidos,
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proporcionando que melhor mistura, permitindo o desenvolvimento da reacéo

qguimica e do derivado a ser medido (REIS, et al., 1994).

O desenvolvimento de sistemas em fluxo que empregam o conceito de
multi-impulsédo n&o requer o uso de outros dispositivos para insercéo, selecao
de solugbes e bombeamento. As micro-bombas s&o bombas de diafragma
controladas por uma solenoide que, através de uma mola interna mantém o
diafragma fechado ou aberto, e o seu acionamento leva a impulsédo do liquido
contido na camara, gerando um pulso de volume fixo correspondente ao
volume interno (os dispositivos comercializados podem ser de 3, 8, 25 e 50 pL).
O emprego destes dispositivos possibilita uma configuragdo do sistema de
fluxo mais simples, considerando que as operacdes em uma andlise quimica
em fluxo, tais como amostragem, adicdo de reagentes, mistura de solugdes e
transporte da zona reacional sao efetuados pelo mesmo componente (LAPA et

al., 2002).

1.3.1 Sistemas de Analises por Injecdo Sequencial (SIA)
Em 1990, Ruzicka e Marshall introduziram o conceito de analise por

injecdo sequencial (SIA) como segunda geracao das analises por injecdo em
fluxo. O SIA consiste em uma valvula de sele¢cdo multiporta controlada por
computador e um sistema de bombeamento bidirecional das solucbes, embora
a bomba seja de canal Unico. Aliquotas das amostras e reagentes sao
aspiradas sequencialmente para a bobina de armazenamento conectada a
porta central da valvula. Em seguida esta aliguota zona da amostra é
enderecada ao detector, passando pela bobina de reacdo, onde as

sobreposicdes das zonas ocorrem por uma combinacdo de efeitos de
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dispersdo - difusdo e conveccédo (IVASKA, RUZICKA, 1993; MASINI, 2008;

MIYAMOTO et al., 2006).

O SIA foi concebido no sentido de simplificar mecanicamente o sistema
FIA, facilitando a implementagcdo dos métodos de fluxo no monitoramento “on-
line” de processos industriais, para manipulacdo de amostras e processos de
pré-tratamento, pois a automacéao no sistema SIA proporciona vantagens como
versatilidade, robustez, estabilidade por longos periodos, economia de
amostras e reagentes, producéo reduzida de residuos e baixa necessidade de
reconfiguracdo (ECONOMOU, 2005; MASINI, 2008; PINTO et al., 2005). Em
relacdo ao método FIA, além de a valvula seletora possuir valor elevado, ha
uma reducao dos numeros de determinacdo em torno de 30 — 50 %, pois o
tempo necessario para a analise de uma determinada amostra é resultado nao
s6 do tempo de reacdo e medida, mas como também do tempo consumido na
aspiracdo de diferentes solugbes (PRIOR, 2005). Os mais amplos estudos
sobre aplicacdo do SIA nos campos farmacéutico, ambiental, alimenticio e de
bioprocessamento, demonstraram que a natureza quimica das espécies
estudadas é diversificada e o detector mais frequentemente empregado é o
UV-Vis, embora a versatilidade propicie que o sistema SIA possa ser acoplado

a varios outros instrumentos analiticos (PASAMONTE, CALLAO, 2006).

Nos sistemas FIA, a adicdo dos reagentes pode ser feita por confluéncia,
mas nos sistemas SIA somente ocorre mistura pelos processos de dispersao,
fazendo com que o tempo de residéncia no sistema e o0 grau de sobreposicao
das zonas de reagentes e amostra definam a extensao da reacdo. Volumes e
concentracfes dos reagentes devem permitir excesso de reagente em relagcéo

a quantidade estequiométrica na zona de reacdo; além disso, diametro,
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comprimento e geometria do reator também influenciam na sobreposi¢cdo das

zonas (MASINI, 2008).

Uma vez projetado, o sistema SIA em contraste ao FIA, n&o requer ser
fisicamente reconfigurado, mesmo que 0S parametros essenciais como vazao
do carregador, volumes de amostras e reagentes, tempo de reagdo tenham
que ser reconfigurados, pois todas as mudancas podem ser realizadas
computacionalmente. Pelo fato de Unica bomba propelir o carregador, a
frequéncia de amostragem do SIA é sempre menor que a correspondente ao
FIA, devido ao tempo de residéncia das solu¢cdes no percurso analitico, pois
zona da amostra sempre € aspirada para a bobina de armazenamento
(IVASKA, RUZICKA, 1993), a Figura 1.8 apresenta diagramas esquematicos de

sistemas Fl.

a) b)

Ba Am

c 1 Br
a Lx
Vi e SO

BP BP o* “ D Ly

Figura 1.8 - Diagramas esquematicos tipicos de sistemas em fluxo. (a) Sistema de anélise por inje¢do em
fluxo (b) Analise por injecdo seqiencial (¢) Multicomutagdo e (d) Multi-impulsdo. Ca = solugéo
transportadora, Am = amostra, BP = sistema de propulséo,Vi = valvula injetora, Br = bobina
reacional/mistura, x = confluéncia, V1 e V2= vavulas solenoide, P1e Pz2= micro-bombas solenoide, Ba =
bobina de armazenamento, D = detector, Lx= descarte.

No funcionamento do sistema SIA, o computador serve para O

interfaceamento da bomba (aspira e propele os reagentes) com a valvula



43

seletora. Durante a aspiracdo, a bobina de armazenamento protege o liquido
carregador de contaminagao e a bobina de reacdo permite a interpenetracéo
das solucdes para desenvolvimento da reacdo. Por fim, o detector é
posicionado ao fim do processo analitico, podendo assim verificar o sinal

analitico referente ao produto formado (PRIOR, 2005).

1.3.2 Sistemas de Andlises por Injecdo em Fluxo para Avaliacdo da
Atividade Antioxidante

Usualmente, os métodos para andlise da atividade antioxidante utilizam o
tempo como parametro fundamental para determinagdo do fim da reacdo do
antioxidante com a sonda analitica. Métodos FI, por meio da automacao,
possibilitam que erros humanos relacionados a manipulacdo das amostras
sejam minorados, possibilitando assim uma melhor reprodutibilidade dos
resultados. A seguir, serdo apresentados alguns métodos para avaliacdo da

atividade antioxidante com sistemas FlI.

Um método para avaliacdo quase simultdnea da capacidade antioxidante
de alguns compostos contra o anion superoxido (Oy) e 6xido nitrico (NO)
combinando os sistemas SIA e FIA com detecgdo por quimiluminescéncia (CL)
foi proposto por Myamoto e colaboradores (2007). Dois sistemas SIA foram
utilizados para geracdo das espécies reativas O, e NO, as quais eram
encaminhadas para o sistema FIA, de forma sequencial, reagindo com o
luminol para gerar o sinal relativo a quimiluminescéncia de cada espécie. Para
avaliacdo da atividade antioxidante dos diferentes compostos, estes eram
misturados em linha com as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e em
funcdo do “sequestro” pelos compostos com atividade antioxidante, ocorria
reducdo do sinal analitico. Desta forma, era possivel estabelecer uma relacao

entre capacidade antioxidante frente a diferentes padrdes de calibracdo com
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O, e NO, empregando acido ascorbico, a-tocoferol, trolox, C-PTIO [2-(4-
carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido] e superoxido
dismutase. As amostras avaliadas foram suplementos multivitaminicos que
continham &acido ascérbico, a-tocoferol e retinol (MIYAMOTO et al., 2007).
Assim o meétodo proposto permitiu verificar, na mesma amostra, atividade
antioxidante contra ROS e RNS, quase-simultaneamente, avaliando assim

duas variaveis com respostas distintas em Unica amostra.

Buratti e colaboradores (2008), com o intuito de determinar compostos
fendlicos totais e poder antioxidante de infusdes de diversos chas,
desenvolveram um sistema FIA com uma célula eletroquimica tubular contendo
um eletrodo de carbono de baixo custo (grafite de lapis). Na etapa de
calibracdo utilizou trolox e &cido caféico, para a determinacdo da capacidade
antioxidante e fendlica total, respectivamente. As amostras foram preparadas
pesando-se inicialmente 2 g de material vegetal (conteddo dos sachés). Em
seguida, foram adicionados 200 mL de agua fervente e o sistema permaneceu
em ebulicdo por 4 min. Apés este tempo, resfriou-se a temperatura ambiente e
a solucao final foi filtrada. Mesmo considerando as distintas amostras, 0s
resultados para poder antioxidante e fendlicos totais empregando o método
eletroquimico apresentaram boa correlacdo com os ensaios de DPPH" (r =

0,92) e Folin-Ciocauteu (r = 0,97) (BURATTI et al., 2008).

Por meio de um sistema FIA Milardovic e colaboradores (2007)
desenvolveram um método para determinacdo da capacidade antioxidante total
em bebidas alcoolicas (aguardentes e vinhos) produzindo o radical ABTS™ por
via enzimatica empregando glicose oxidase e peroxidase. A inibicdo do sinal

analitico frente a compostos com atividade antioxidante foi efetuada por



45

biamperometria empregando trolox como padrao e expressos como TEAC. Os
resultados obtidos foram equivalentes aos de TEAC realizados de forma
convencional com um bom coeficiente de correlacdo linear entre os métodos (r

= 0,997) (MILARDOVIC, et al., 2007).

Nalewajko-Sieliwoniuk e colaboradores (2010) desenvolveram um sistema
em fluxo para a determinacdo de compostos fendlicos totais contidos em
bebidas (sucos, chas, vinhos tinto e branco) com detec¢cdo por
quimiluminescéncia, baseada na reacdo com Mn® em presenca de
formaldeido. O método foi desenvolvido para estimar o conteddo de compostos
fenodlicos totais expressos em equivalentes de &cido galico (mg L™) na bebida
analisada. Os resultados foram comparaveis com os métodos de FC (r = 0,925)
e DPPH’ (r = 0,974), para amostras de sucos de frutas, chas e vinhos, o
método proposto demonstrou ser sensivel, rapido, simples, robusto e seletivo,
principalmente pelo alto fator de diluicdo que permitiu a eliminacéo do efeito de

matriz (NALEWAJKO-SIELIWONIUK, et al., 2010).

Em condi¢cdes otimizadas, estudos utilizando SIA, explorando a geracao
“in situ” do radical DMPD™, possibilitaram a determinacdo espectrofotométrica
da atividade antioxidante em amostras de bebidas (vinhos, chas e cafés), com
a geracao “in situ” do radical, sendo os resultados comparaveis ao método FC,
expressos em mg L™ de &cido galico. Os estudos cinéticos indicaram que a
solucdo de DMPD néo era estavel, quando preparada segundo o protocolo de
Fogliano e colaboradores (1999), mas, quando a solucdo de DMPD foi
preparada em tampé&o acetato 0,1 mol L™* com pH ajustado para 4,0 mostrou-se

estavel. Apos otimizacdo do método, compostos fendlicos e o acido ascorbico
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apresentaram maior capacidade de inibicdo do radical DMPD™ (SANTOS,

2008).

A Tabela 1.2 apresenta uma revisdo de métodos FI utilizados para
avaliacdo da atividade antioxidante como também métodos para polifenolicos
totais e capacidade sequestrante, abordando as sondas, padrdes de calibragéo

e deteccdo para os métodos.



Tabela 1.2 - Métodos em fluxo destinados a determinagéo da capacidade antioxidante e/ou (poli)fendis totais.
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Entrada Amostra Objetivo! Sonda de detecgao Padrao de Detecgdo? Sistema®  Referéncia
Calibragao
1 Bebidas diversas AA DPPH Acido ascorbico EPR FIA Ukeda et al., 2002
2 Vinhos PT 4-AAP/ Fe(CN)g3 Acido galico ESP FIA Schoonen, Sales, 2002
3 Vinhos AA KMnQO4 Compostos fenolicos Qul FIA Costin et al., 2003
4 Bebidas AA ABTS Trolox DAD FIA Pelligrini et al., 2003
5 Vinhos AA ABTS Trolox ESP SIA Pinto et al., 2005
CS H20,/Acido homovanilico FLU
6 Bebidas e alimentos AA ABTS Acido ascorbico ESP SIA Lima et al., 2005
7 Extratos de alimentos AA Tereftalato/Co%*/H20; - FLU FIA Tang et al., 2005
8 Formulagoes Farmacéuticas AA Luminol e Lucigenina Acido Ascorbico Qul MUP Meneses et al., 2005
Extratos de chas
9 Bebidas diversas AA ABTS Trolox ELE FIA lvekovic et al., 2005
10 Bebidas Diversas PT - Quercetina ELE FIA Volikakis, Efstathiou, 2005
11 Bebidas diversas AA DPPH Acido ascorbico ESP MSFIA  Magalhaes et al., 2006a
13 Bebidas diversas AA Folin-Ciocalteu Acido galico ESP MSFIA  Magalhaes et al., 2006b
13 Suplementos de vitaminas AA 10, — oxigénio singleto  Acido ascorbico QUI SIA Miyamoto et al., 2006
14 Farmaco AA ABTS Trolox ESP SIA Garcia et al., 2006
15 Extratos de plantas AA Fe(CN)e3- / Fe(CN)e* Acido ascorbico POT FIA Shpigun et al., 2006
16 Mel e prépolis AA - Galangina ELE FIA Buratti et al., 2007
17 Bebidas diversas AA ABTS Trolox ELE FIA Milardovic et al., 2007
18 Antiinflamatérios CS Luminol/HCIO Antiinflamatérios Qul MSFIA  Magalhaes et al., 2007a
19 Bebidas diversas AA ABTS Trolox ESP MSFIA  Magalh&es et al., 2007b
PT Reag. Folin-Ciocalteu  Acido galico
20 Compostos diversos CS Luminol/ONOO- Substancias redutoras QuI MUP Ribeiro et al., 2007
21 Vinhos AA ABTS Trolox ELE FIA Milardovic et al., 2007
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Entrada Amostra Objetivo? Sonda de detecgao Padrao de Detecgdo? Sistemad Referéncia
___ calibragao
22 Suplementos Vitaminicos AA - Acido ascérbico Qul SIA-FIA  Miyamoto et al., 2007
23 Extratos de  plantas AA Luminol/lz Acido caféico QuI FIA Nalewajko-Sieliwoniuk et al.,
Formulagdes farmacéuticas 2008.
24 Oleo de oliva AA Luminol/p--iodofenol Acido galico QuI FIA Minioti, Georgiou, 2008
25 Chas AA - Trolox ELE FIA Buratti et al., 2008
Acido caféico
26 Bebidas diversas PT Reagente Folin-Denis Acido Tanico ESP MUP Infante et al., 2008
27 Curcuma AA DPPH Acido ascorbico ESP FIA Thongchai et al., 2009
Quercetina
28 Bebidas diversas AA Mn (IV) Acido Galico Qul FIA Nalewajko-Sieliqoniuk et al.,
2010
29 Vegetais AA Luminol Acido ascérbico Qul FIA Nie et al., 2010

Acido urico

1 AA - atividade antioxidante; CS, capacidade scavenging, PT - (poli)fendis totais // 2 POT - potenciométrica; ESP — espectrofotométrica; FLU — fluorimétrica; EPR - ressonancia paramagnética eletronica, ELE —
eletrogquimica; QUI - quimioluminescente //  FIA — anélise por inje¢do em fluxo, SIA — analise por injecéo seqiiencial, MSFIA — analise por inje¢do em fluxo com multiseringa, MUP — multi-impuls&o (atualizada de

SANTOS, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sistema de analise por injecao sequencial (SIA) para a
determinacdo espectrofotométrica da capacidade antioxidante em bebidas

empregando a geracao in situ do radical N-fenil-p-fenilenodiamino (NFFD™).

2.2. Objetivos Especificos

i) Avaliar a amina aromatica N-fenil-p-fenilenodiamino (NFFD) como sonda
espectrofotométrica para determinacdo da capacidade antioxidante em

bebidas;

i) Otimizar o sistema de andlise por injecao sequencial (SIA) desenvolvido
quanto aos parametros fisicos (ordem de aspiracdo, volume dos reagentes e
amostra, vazao da solugéo carregadora e comprimento da bobina de mistura) e
quimicos (oxidante, concentracdo dos reagentes, propor¢cdo entre NFFD e
oxidante, pH das solucbes reagentes e amostra), empregando modelo

univariado;

iii) Avaliar a capacidade de inibicdo do radical gerado no sistema SIA frente a

diferentes substancias (compostos fendlicos, sulfurados e sulfito);

iv) Determinar a capacidade antioxidante de bebidas (vinhos e chas)

empregando o sistema de andlise por injecao sequencial proposto;

v) Comparar estatisticamente os resultados obtidos empregando o sistema SIA
proposto quanto ao teor de compostos fendlicos totais (método de Folin-Denis)
e capacidade antioxidante de acordo com meétodos estabelecidos pela literatura

baseados nos radicais ABTS™, DPPH e DMPD™;
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vi) Realizar uma avaliacdo da estabilidade de vinhos (tinto e branco)
considerando os valores relativos a capacidade antioxidante (mg L™ em &cido
gélico) em funcdo do tempo e temperatura da amostra apds exposicdo as

condi¢gbes ambientes.

vii) Realizar uma avaliacdo da capacidade antioxidante de vinhos apéds
exposicdo das amostras ao processo de ozonizagdo em diferentes intervalos

de tempo.



CAPITULO 3

EXPERIMENTAL

52



53

3. EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solucbdes

Foram utilizados reagentes de grau analitico de pureza em todos os
ensaios realizados. As solucdes preparadas para o desenvolvimento do
trabalho descrito utilizaram como solvente majoritario agua purificada
(condutividade < 0,1 uS cm™) obtidas a partir de purificador EasyPure RF 1051

(EUA).

A solucdo estoque de referéncia de &cido galico 1000,0 mg L™ foi
preparada solubilizando-se 0,050 g de acido gélico (Sigma) em 50 mL de uma
solugéo tampéo acetato (CH3CO,H/CH3;COONa) 0,025 mol L™ com valor de pH
ajustado para 4,0 = 0,1. As solucbes de trabalho foram preparadas de acordo
com a diluicdo adequada da solucdo estoque empregando uma solucao 0,025

mol L™ de tamp&o acetato com pH ajustado para 4,0 + 0,1.

A solugdo de N-fenil-p-fenilenodiamino (NFFD) 2,0x10-3 mol L™ foi
preparada diariamente dissolvendo-se 18,5 mg de NFFD (CgHsNHCgH4NH,,
Aldrich) em 10 mL de acetona, em seguida foi diluida em tampéo acetato (pH
4,0 + 0,1) até 50 mL. Esta solucéo foi armazenada em frasco ambar. A solucdo
estoque de Fe** 2,0x10° mol L™ foi preparada solubilizando-se 27,0 mg de
FeCls.6 H,O (Sigma) em 50 mL de HCI 0,5 mol L™. A solucéo de trabalho de
Fe®* 2,0x10™ mol L™ foi preparada pela diluicdo adequada da solucéo estoque
em &gua, ajustando assim também a concentragéo final de HCI para 0,05 mol
L. Em todos os estudos empregando-se o sistema SIA se utilizou 4gua como

solugéo transportadora.
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As solugfes estoque de compostos fendlicos, compostos tidlicos e outras
substancias (1000 mg L™) para a avaliacdo da reacdo com o radical NFFD™*
foram preparadas de forma usual a partir de reagentes de grau analitico de
pureza. Os compostos avaliados foram: cisteina (Ferosa), glutationa (Sigma),
N-acetil-L-cisteina (Galena), penicilamina (Galena), acido ascoérbico (Sinth),
acido tanico (Merck), acido cinamico (ACROS Organics), &acido o-
hidroxicinamico (ACROS Organics), acido m-hidroxicinamico (ACROS
Organics), acido p-hidroxicinamico (ACROS Organics), guaicol (Carlos Erba),
quercetina (Sigma), &cido caféico (Sigma), resorcinol (Merck), hematoxilina
(Sigma), captopril (Galena) e Na,SO3; (Merck). As solugbes estoque para 0s
compostos acido cinamico, acido o-hidroxicinamico, acido m-hidroxicinamico,
acido p-hidroxicinamico foram preparadas em acetona 20% (v/v); acido caféico
e quercetina em acetona 50% (v/v), enquanto o guaiacol em etanol 5% (v/v). As
solucées de trabalho foram diluidas em tamp&o acetato 0,025 mol L™ com pH

ajustada para 4,0 £ 0,1.

O reagente de Folin-Denis foi preparado pesando-se 10 g de
Na,W0,4.2H,0 (Merck), 0,25 g de HsMoO, (Merck) e acrescentando 5 mL de
HsPO,4 em um baldo de fundo redondo de 250 mL. A esta mistura adicionou-se
100 mL de agua e o sistema foi colocado em refluxo a 110 °C por 2 h. Em
seguida, retirou-se o baldo do sistema de aquecimento, deixando-o atingir a
temperatura ambiente, sendo o volume final ajustado para 200 mL com &gua
(HORWITZ, 2002; FOLIN, DENIS, 1915; FOLIN, CIOCALTEU, 1927). A
solucdo Na,COs (75 g L™) empregada para alcalinizar o meio foi preparada a

partir da dissolucéo de 7,5 g de Na,CO3 (Synth) em 100 mL de agua.
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A solucéo estoque do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") 600 umol
L™ foi preparada pela dissolucéo de 11,83 mg de DPPH’ (C1gH12N506, Sigma)

em 50 mL de metanol (SHARMA, BHAT, 2009).

A solugdo estoque do radical derivado do 4&cido 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS™) 5 mmol L™ foi preparada pela dissolucao
de 26 mg de ABTS (C1sH18N4O6S4, Sigma) e 4 mg de K;S,0g (Merck) em 10
mL de agua. Apés 16 h de incubagdo ao abrigo da luz, a solucdo foi diluida
para 25 mL com tampé&o fosfato 0,05 mol L™ com pH ajustado para 7,4 + 0,1

(ARTS et. al., 2004).

A solucdo de DMPD 2,5x10™° mol L™ foi preparada dissolvendo-se 29,30
mg de DMPD (CgH12N,SO,, Aldrich) em 50 mL de uma solugdo tampéo acetato
0,05 mol L™ (pH 4,0 + 0,1) e armazenada em frasco Ambar. A solucéo estoque
de Na,S,05 2,5x107° mol L™ foi preparada dissolvendo-se 28,8 mg de Na,S,0g
(Fluka) em 50 mL em &gua. A solucéo de trabalho de Na,S,0g a 2,5x10™ mol
L™ foi preparada pela diluicdo da solucdo estoque em uma solucdo 0,025 mol
L de NaOH (Sinth). Foi empregada 4gua como solucgéo transportadora nos

procedimentos no sistema SIA (SANTOS, 2008).

Para a estimativa dos coeficientes de dispersao (D) e grau de penetracao
entre zonas (P) das solu¢cdes de amostra e reagentes no sistema de analise
por injecdo sequencial proposto uma solugéo de azul de bromotimol (ABT) foi
preparada a partir da diluicdo em &gua de solucdo estoque de ABT (0,5 g L™)

preparada em etanol 40% (v/v).
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As amostras de vinhos (brancos e tintos) e chas analisadas foram
adquiridas no comércio local. ApGs abertas ou preparadas (cha), as amostras

eram acondicionadas em refrigerador a 4 °C por no maximo 48 h.

3.2 Equipamentos

Foi empregado um espectrofotometro Femto 700 (Sao Paulo, Brasil)
equipado com uma cela de fluxo de vidro com 10 mm de caminho o6tico e
volume de 120 pL. Um potencidmetro Digimed DM21 (Sdo Paulo, Brasil)

equipado com eletrodo combinado de vidro foi empregado nas medidas de pH.

Uma valvula multiposicéo de oito vias modelo Cheminert™ 25C-3188EMH
(VCI, Valco Instruments) foi empregada para gerenciar as solu¢des associadas
aos diferentes canais do sistema em fluxo. Uma bomba peristaltica Gilson
Minipuls 3 (Villiers-Le-Bell, Franca) foi utilizada na aspiracéo/propulsdo dos
fluidos. Tubos de propulsdo de Tygone e de transmissédo de PTFE (0,8 mm d.i)

foram empregados no sistema em fluxo.

Um microcomputador Pentium | equipado com uma interface PCL 711S
da marca Advantech (Taipei, Taiwan) foi empregado para controle da vazao,
sentido de rotacdo da bomba peristaltica, controle da valvula multiposicédo e
aguisicdo de dados. Um programa escrito na linguagem QuickBasic 4.5 foi
desenvolvido para controle do sistema de propulséo e direcionamento das vias

da véalvula multiposicéao.

Para retirar o CO, dissolvido nas amostras de vinho foi empregado banho
ultra-sénico (40 kHz e 90 W) Aquasonic 75D (VWR, EUA). Os estudos cinéticos
foram realizados empregando-se espectrofotometro Cary 100 (Varian) usando-

se cubetas de quartzo com 10 mm de caminho Optico.
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3.3 Procedimentos

Um diagrama esquematico do sistema de analise por injecao sequencial
(SIA) empregado esta ilustrado na Figura 3.1. Na Tabela 3.1 sdo apresentados
0s passos empregados na determinacdo espectrofotométrica da capacidade
antioxidante pelo sistema SIA proposto. Inicialmente, todas as linhas eram
preenchidas com as respectivas solucdes e o excedente era encaminhado ao

descarte pela via 3 da valvula multiposicao.

—> B, Branco

Descarte

BP

A=520 nm

Amostra

NFFD Descarte

Fe(lll)

Figura 3.1 - Diagrama SIA para a determinagdo espectrofotométrica da capacidade antioxidante. BP =
bomba peristaltica, Br = bobina de reagdo (115 cm), Ba = bobina de armazenamento (300 ¢cm) e D =
detector.

Aliquotas de 200 puL da amostra ou solugdo de referéncia, 100 uL da
solugdo de NFFD e 100 pL da solucdo de Fe*', nesta ordem, eram aspiradas
para bobina de armazenamento (BA). ApOs a aspiracao havia interrupcédo do
fluxo por 90 s. Em seguida, estas aliquotas eram direcionadas para bobina de
reacao (Bgr) e consecutivamente para a deteccao espectrofotométrica (D) a 520

nm.
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Tabela 3.1 - Etapas envolvidas na determinagdo da capacidade antioxidante empregando o sistema SIA
proposto..

Entrada Etapa Posi¢ao Vazao, mL min Tempo, s
1 Aspiragdo da amostra 8oub 1,2 10,0
2 Aspiracdo da solugdo NFFD 1 1,2 5,0
3 Aspiragdo da solugao Fe' 2 1,2 50
4 Interrupcao de fluxo 4 0,0 90
5 Bombegmento para a célula 4 25 60
de medida

Os estudos cinéticos a 520 nm foram realizados a partir da adaptacéo do
protocolo de Fogliano e colaboradores (1999). Misturou-se 1,0 mL de NFFD
(0,2 mol L") e 200 uL de Fe* (0,05 mol L") em um baldo de 100 mL,
avolumando-se com tampéo acetato 0,1 mol L™ ajustado para pH 4,0 + 0,1.
Imediatamente apds a afericdo do baldo a solucéo resultante era colocada em
uma cubeta de vidro e transferida para realizacdo da medida dos sinais no
espectrofotometro. Alternativamente, empregou-se solucdo de Na,S,0g a 0,05
mol L™ como oxidante em substituicdo a solucdo de F**. A esta condicéo foi
atribuido tempo zero, os dados subsequentes foram obtidos sem que a cubeta
fosse retirada do espectrofotbmetro, para tempos compreendidos entre 0,5 a
15 min. Solugdes aquosas de &acido galico (30 mg L™?), acido tanico (30 mg L™)
e acido ascorbico (5 mg L™) foram empregadas na avaliacdo da cinética de

reacdo com o radical formado, sendo adicionadas na cubeta de leitura.

Antes que as amostras de vinhos fossem diluidas, estas eram sonicadas
para eliminar o CO, dissolvido. Adicionava-se cerca de 10 mL de amostra em
um béquer de 50 mL e sonicava-se por 2 min em um banho ultra-sénico com o

nivel da solucdo mantido igual ao nivel de agua do banho.

As amostras de ché foram preparadas a partir da extragdo dos compostos
por infusdo, como segue: cada sache de um determinado tipo de cha ou

infusdo foi transferido para um béquer de 250 mL e em seguida adicionou-se
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100 mL de agua aquecida (~ 90 °C). O sistema foi deixado em repouso por 10
min. Apds o tempo de extragdo, o sache de cha era retirado da solucéo e
aguardou-se a solucdo (ch& ou infuséo) esfriar a temperatura ambiente. Assim
realizou-se o preparo da infusdo de modo a reproduzir o método de preparo
dos chas determinado em suas embalagens. Por fim, as amostras eram
diluidas e, em seguida, analisadas no sistema SIA. Pesou-se individualmente

os sachés para verificacdo do seu conteudo e foi calculada a massa média.

A inibicdo do sinal analitico (%l) pela presenca de substancias
antioxidantes frente ao radical NFFD™ foi calculada a partir da equacgéo: %l = (1
— Aamostra/Areferéncia) X 100, onde Aamostra corresponde a absorvancia apés a
adicdo da amostra ou padrdo a solucéo contendo o radical NFFD™ e Areferencia @

absorvancia relativa ao branco analitico (Fogliano et al., 1999).

O método de Folin-Denis foi empregado como referéncia para avaliacdo
da concentracdo de (poli)fendis totais. Em um baldo volumétrico de 5,00 mL
adicionou-se 1,0 mL do reagente de Folin-Denis, 1,0 mL da solugéo de Na,COs3
75 g L™?, 1,0 mL da solucdo padrdo ou da amostra previamente diluida e aferiu-
se com 4gua. Aguardou-se 30 min apos a mistura dos reagentes e procedeu-se
a leitura em 760 nm empregando-se cubetas de vidro com 1 cm de caminho
optico. A curva analitica foi construida empregando-se &cido géalico como

padréo de calibragao.

Os métodos a partir da reacdo de descoloragdo com os radicais DPPH™ e
ABTS™ foram empregados para avaliacdo da capacidade antioxidante das
amostras analisadas. Quanto aos procedimentos relativos ao método com
DPPH procedeu-se da seguinte forma: em um baldo volumétrico de 5,00 mL

adicionou-se 0,42 mL da solucédo estoque do radical DPPH, 1,0 mL da solucéo
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padrdo ou da amostra previamente diluida e aferiu-se com agua. Aguardou-se
30 min ap6s a mistura dos reagentes e procedeu-se a leitura em 517 nm
empregando-se cubetas de vidro com 1 cm de caminho Optico. Para 0 método
empregando o radical ABTS™ procedeu-se de forma similar, sendo que em um
baldo volumétrico de 5,00 mL adicionou-se 0,22 mL da solucdo estoque do
radical ABTS™, 1,0 mL da solucdo padrdo ou da amostra previamente diluida e
aferiu-se com 4gua. Aguardou-se 10 min apés a mistura dos reagentes e
procedeu-se a leitura em 734 nm empregando-se cubetas de vidro com 1 cm
de caminho Optico. A curva analitica para ambos o0s procedimentos
empregando DPPH' e ABTS™ foi construida empregando-se acido galico como

padréo de calibragao.

O método empregando o radical DMPD™ foi de acordo com sistema de
andlise por injecdo sequencial (SIA) descrito por Santos (2008). Desta forma,
aliquotas de 110 yL da amostra ou solucao de referéncia, 140 pyL da solucao
de DMPD e 140 uL da solugédo de Na,S,0g, nesta ordem, foram aspiradas para
bobina de armazenamento. Apds a aspiracdo da amostra e solucbes dos
reagentes ocorria a interrupcdo do fluxo por 120 s. Em seguida, esta mistura
era direcionada para a bobina de reacdo e depois para deteccdo
espectrofotométrica a 520 nm. De forma semelhante aos outros procedimentos

empregou-se acido galico como padrdo de calibracao.

Seguido das andlises das amostras no sistema SIA para NFFD, as
mesmas foram submetidas a dois testes: analise da estabilidade temporal e
avaliacdo ao processo de ozonizacdo. Para analise da estabilidade temporal,
amostras de vinhos (tinto e branco) foram avaliadas por um periodo maximo de

de 5 h, verificando a diminui¢édo do sinal analitico frente ao radical NFFD™. As
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amostras foram armazenadas de duas formas, uma resfriada a temperatura de
15°C em banho termostéatico (TE184 - Tecnal) e a outra foi mantida a
temperatura ambiente (25 °C), durante todo o tempo do teste. No intervalo de 0

— 5 h, as amostras foram analisadas a cada 1 h.

O ensaio com ozonizagdo (Ozonizer, HLO-100) da amostra procedeu,
inicialmente, realizando a analise inicial de verificagdo do equivalente em (mg
L") de 4cido gélico da amostra de vinho. Em seguida, 30 mL da amostra foi
inserida em recipiente, que proporcionasse borbulhamento com ozbnio, e
realizou-se um ciclo de 10 min de ozonizacdo a 100%. Apos esta primeira
etapa verificou-se a inibicdo do sinal analitico nos tempos de 30 e 60 min
depois do inicio do ciclo de ozonizagdo. Seguida da tomada da aliquota da

amostra em 60 min, repetiu-se o teste.

Para verificar taxa de ozonizacado do equipamento Ozonizer (HLO-100) a
100% de geracdo de Oz por 10 min, padronizou-se inicialmente a solugéo de
tiossulfato com KlOs/I' em meio acido (10 mL de HCI 36%), ficando esta
molaridade de 0,1003 + 0,0004 M. Em seguida ozonizou-se massa de 1,01 g
de KIO3 por 10 min a 100% de geragéo de O3; em seguida titulou-se o triiodeto
formado com a solucéo de tiossulfato 0,1003 M, verificando o resultado de 7,46

+1,95 mg L™ de Os.

O coeficiente de dispersao (D) foi estimado segundo a equacdo, D =
AYA™ onde A° corresponde ao sinal no estado estacionario e Amax ao sinal
maximo nas condicbes de analise (RUZICKA, HANSEN, 1988). O grau de
penetracdo entre zonas (P) foi calculado segundo a equacgao: P = 2L¢/(Ls + L)),
onde Lg corresponde a largura na base do pico da zona sobreposta, L, e L,

corresponde a largura na base do pico da zona da amostra e reagente,
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respectivamente (GUBELI et al., 1991). Os calculos dos valores de D e P foram
realizados através da injecdo de solucdo de azul de bromotimol diluida em

agua (Amax = 428 nm) nas condi¢des otimizadas do sistema SIA proposto.

Os célculos relativos aos limites de deteccdo (30) e de quantificacdo
(100) foram realizados de acordo com as seguintes equacdes, LOD = Cpranco +
3sp/ac € LOQ = Cpranco + 10sp/ac, onde Cyranco = CONcentracao relativa ao sinal
do branco, sb equivale ao desvio padrdo do branco analitico (N = 10), enquanto
ac corresponde ao coeficiente angular da curva analitica correspondente. O
desvio padrao relativo (RSD) foi calculado de acordo com a equacao: RSD =
(sp/xp) x 100, onde sp equivale ao desvio padrao referente a um determinado
padrdo analitico e xp corresponde ao valor médio encontrado para este padréo

(N = 10) (MILLER, MILLER, 2002).
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos Cinéticos

Antes de se proceder aos estudos cinéticos para avaliar a formacao do
radical NFFD*" realizou-se uma investigacdo sobre o melhor solvente organico
para solubilizacdo do NFFD. O NFFD demonstrou-se insollivel em 4gua e em
solugdes muito acidas (pH entre 1 e 2,5), mas soluvel em etanol. Contudo, foi
observada precipitacdo apos adicdo de dgua para diluicdo da solucdo estoque
preparada em etanol. Em acetona o NFFD apresentou-se solUvel, contudo para
solugbes aquosas com concentragbes de acetona inferiores a 20% (v/v) de
forma semelhante ao meio etandlico, ocorria precipitacdo. Desta forma, a
preparacado das solucdes de NFFD foi realizada em acetona 20% (v/v). Nos
testes iniciais a diluicdo da solugéo estoque foi realizada empregando tampéo

acetato com pH ajustado para 4,0.

Os estudos cinéticos para a formacao do radical NFFD** foram realizados
adaptando-se o protocolo de Fogliano e colaboradores (1999), com o intuito de
avaliar a geracao do radical frente a diferentes oxidantes e sua inibicdo apés
reacao com alguns compostos com atividade antioxidante em funcéo do tempo.
De acordo com este protocolo experimental, o radical NFFD*", na presenca de
compostos antioxidantes (HCA), reage via transferéncia de &atomos de
hidrogénio levando a formacéo do cation NFFD™, de cor verde claro. A redugdo
da intensidade da coloragdo da solucdo contendo o radical NFFD*" era
proporcional & concentragdo do composto antioxidante (HCA) avaliado. A
Figura 4.1 apresenta as reacgOes referentes as etapas de formacao e inibi¢cdo

do radical cation NFFD"".
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Figura 4.1 - Formagao e mecanismo de atuagéo do radical NFFD** (adaptado de Fogliano et al., 1999).

O primeiro parametro reacional avaliado foi a formac&o do radical NFFD**
frente a diferentes oxidantes em funcdo do tempo de reacdo. Agentes
oxidantes como H,0,, Cu®**, NaOCI, ABAT (2,2 -azobis(2-aminodipropano)) e
Fe®* foram empregados para oxidacdo do DMPD, sendo que os ions férricos
apresentaram a melhor desempenho para a producdo do radical
correspondente. A maioria dos trabalhos descritos na literatura que fazem uso
do radical DMPD"" empregam Fe** como oxidante para geracdo do radical.
Contudo Asghar e colaboradores (2007) substituiram o Fe** por Na,S,0g como
oxidante, e perceberam que ap6s 3 h a mistura mantinha o sinal constante por
alguns horas, se estocada a 4 °C. Desta forma para avaliacdo da formacéo do
radical NFFD** foram selecionados os oxidantes o Fe** e Na,S,0s, sendo que
a amina sempre era mantida em excesso em relacdo as espécies oxidantes. A
Figura 4.2 apresenta os resultados referentes ao estudo cinético quanto a

geracao do radical NFFD*".
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Figura 4.2 — Perfis da geracdo dos sinais analiticos (520 nm) relativos ao radical NFFD* frente a
diferente oxidantes em fung&o do tempo. (a) Fe" e (b) Na:S:0s . Condigdes: 1,0x10-* mol L' NFFD,
1,0x10“4 mol L-* Fe e 1,0x10*mol L-! Na;S20s.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 4.2 observou-se
que a geracdo do radical NFFD"" empregando Fe** (curva a) foi mais rapida
gquando comparada com o emprego do Na,S,0Og (curva b). Apesar de uma
rapida formacao do radical NFFD"* com o uso de Fe**, o sinal medido em 520
nm foi decaindo com o tempo. O sinal analitico monitorado se mostrou estavel
pelo periodo de 3 min apds a mistura dos reagentes, com uma reducao menor
que 5% do sinal inicial. Contudo ap6s 3 min foi observado decaimento do sinal
de aproximadamente 18% em relagcéo ao sinal inicial, para o intervalo de tempo
de 4 a 15 min. Este resultado mostrou-se concordante como o reportado por
Santos (2008) em relacdo & geracdo do radical DMPD** empregando Fe**,
onde foi observada uma rapida formacédo do radical e posterior reducédo do
sinal analitico apés 5 min de reacdo. Esta instabilidade no processo de
formac&o do radical DMPD*" foi apontada por Lachman e colaboradores (2007)
afirmando que o radical formado era instavel nas condigcbes ambientes,
ocorrendo variacdes acentuadas no sinal de referéncia, o que para o autor

tornava inviavel o emprego deste procedimento. Rivero-Pérez e colaboradores
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(2002) fizeram um estudo cinético da formac&o do radical DMPD** durante 48 h
e concluiram que o sinal analitico referente ao radical manteve-se estavel
somente durante 18 a 21 h apo6s sua formacdo, o0 que limitava

consideravelmente o emprego deste radical.

A reacdo do NFFD com fons Fe®*" apresentou uma cinética mais favoravel
(foi mais rapida) em relacdo ao Na,S,0g. O sinal referente a formacédo do
radical NFFD** empregando Na,S,0g mostrou um aumento linear em funcdo do
tempo de reacdo. Sendo que apdés 9 min ja era maior que para o sistema
empregando ions Fe® como oxidante. Este comportamento diferenciado
empregando o Na,S,0g (2,01 V) como oxidante em relacdo ao Fe*" (0,77 V)
pode estar associado ao potencial padrdo de reducdo e o numero de elétrons

transferidos por mol de oxidante.

O efeito da adicdo de substancias com atividade antioxidante foi avaliado
frente a inibicdo do sinal analitico relativo ao radical NFFD*" (Figura 4.3).
Observou-se que adicBes de acido gélico (AG), acido ascoérbico (AA) e acido
tanico (AT), compostos bastante difundidos para avaliacdo da atividade
antioxidante e presentes em diversos alimentos (OLIVEIRA et al., 2009),
levaram a inibicéo do sinal independente do oxidante empregado, Fe** (Figura

4.3a) ou Na,S,0s (Figura 4.3b) para geracdo do NFFD*".
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Figura 4.3 - Perfis dos sinais analiticos (520 nm) relativos a inibicdo do radical NFFD* frente a
compostos com atividade antioxidante. (a) Fe!" e (b) Na.S;0s como oxidante. Sendo: AG = acido galico,
AA = acido ascérbico e AT = acido tanico. Condigbes: 1,0x10-% mol L'* NFFD; 1,0x10+* mol L' Fel;
1,0x10+ mol L* Na,S,0s; 30 mg L' AG, 5mg L" AA, 30 mg L AT.

A inibicdo do radical NFFD** quando se empregando Fe®*" como oxidante
se mostrou mais rapida para os trés compostos avaliados quando comparou-se
com o sistema empregando Na,S,0g como oxidante para geracdo do radical. O
tempo para se atingir a estabilizacdo do percentual de inibicdo também foi
menor para o sistema empregando ions férricos para geracao do radical. Este
resultado pode estar associado a mais rapida formacédo do NFFD** (quando se
emprega Fe*") e por conseqiiéncia a concentracéo inicial do radical cation foi
maior o que favoreceu a reacdo e, por consequéncia, inibicdo do radical com

reducado da coloracéo purpura.

A cinética mais lenta de formac&o do radical cation NFFD** empregando
Na,S,0g como oxidante em relacdo ao Fe** mostrou ser uma grave limitacéo
para implementacdo deste procedimento em sistemas de analise em fluxo.
Principalmente em sistemas SIA, que apresentam restricdes quanto ao grau de
mistura entre os reagentes (MASINI, 2008). Aléem disto, a reducdo do sinal
analitico frente a compostos com atividade antioxidante foi maior quando se

empregou Fe®" para geracéo do radical cation. Desta forma, para os estudos
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subsequentes realizados em sistema SIA selecionou-se Fe*" como oxidante

para geracao “in situ” do radical cation NFFD*".

, 4.2 Ordem de Aspiracdo dos Reagentes e Amostra

No sistema SIA, a sequéncia de aspiracéo das solugdes envolvidas na
reagdo podem significantemente influenciar a forma e a intensidade do sinal
obtido, desde que isto determine o nivel de interdispersdo das solucdes
(PINTO et al., 2005). Em funcdo das caracteristicas da reacdo e considerando
que as solucdes do oxidante (Fe*") e da amostra ndo poderiam apresentar
interface de mistura, pois ocorreria oxidacdo dos compostos com atividade
antioxidante presentes na amostra, somente duas ordens de aspiragéo foram
avaliadas. Outras ordens ndo foram avaliadas para ndo permitir uma interface
entre o Fe®* e a amostra, pois isto possibilitaria uma possivel complexac&o do
Fe®*, deixando-o menos disponivel para possibilitar a geracdo do radial
NFFD™, ocasionando assim um menor sinal de referéncia. O &cido galico foi
selecionado como padréo de comparacéo e calibracdo para o desenvolvimento
do procedimento SIA, em virtude de ser um composto fendlico e apresentar

derivados amplamente encontrados nos alimentos (OLIVEIRA et al., 2009).

Com base nos estudos anteriores foram avaliadas duas ordens de
aspiracdo: amostra/NFFD/Fe®*" e Fe*/NFFD/amostra empregando-se 100 pL
para todas as solucdes. A primeira ordem de aspiracdo apresentou inibicdo do
sinal mais acentuada, sendo ca. 8% maior que a segunda. Desta forma, a
ordem de aspiracao amostra/NFFD/Fe®" foi selecionada para os estudos

futuros.
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4.3 Efeito do pH da Solucao de NFFD

Foram realizados estudos para avaliacdo do pH da solucdo tamponante
da solucdo de NFFD. Foram avaliados solucées com HCI com pH 1,0; 2,5 e
tampdo acetato nos valores de pH 3,5; 4,0 e 5,0 e o tampéo fosfato nos
valores de pH 6,0 e 7,0. Nos testes realizados nos valores de pH de 1,0 e 2,5
ocorreu precipitacdo do NFFD, evidenciado por uma turbidez na solucdo
preparada. Nos valores mais elevados de pH (5,0; 6,0 e 7,0) a solucdo nao
apresentou-se estavel devido ao aparecimento de uma coloracdo purpura,
sendo evidenciada em pH 7,0, ou seja, ocorreu oxida¢do da solu¢cdo de NFFD

antes da mistura de reagentes, e proporcionava altos valores de referéncia.

Para os valores de 3,5 e 4,0 a solucdo permaneceu estavel sem alteracao
aparente. Diante disto decidiu-se trabalhar em pH 4,0, pois este valor esta mais
préximo do o6timo de tamponamento (valor de pH 4,7), permitindo maior

capacidade tamponante.

4.4 Avaliacao da Estabilidade da Soluc&o de NFFD

A avaliacdo da estabilidade temporal da solucdo de NFFD preparada em
tamp&o acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0) foi realizada registrando-se o sinal de
referéncia gerado no sistema SIA proposto em funcdo do tempo de preparo da
solucdo da amina aromatica (Figura 4.4). O desvio padrdo relativo (RSD)
calculado considerando todas as medidas relativas ao sinal de referéncia que
corresponde ao radical NFFD*" na auséncia das espécies com atividade
antioxidante foi inferior a 2,5% para todas as medidas durante os 360 min de
avaliacdo. Este resultado indicou que a solucdo de NFFD manteve-se estavel
quanto a geracéo do radical NFFD*" (sinal de referéncia) durante o periodo de

avaliacao (Figura 4.4).
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Figura 4.4 - Avaliacéo da estabilidade temporal da solugdo de NFFD. Efeito sobre o sinal de referéncia
no sistema SIA proposto () e efeito da estabilidade da solu¢do de NFFD quanto a inibicdo de uma
solugéo de 4acido galico 30 mg L-'(®). Condigbes: NFFD 2,5x10-3mol L, Fel' 2,0x10~* mol L', 80 uL da
amostra ou 4gua e 40 uL de NFFD e Fe3, @caregador = 2,5 mL min-', Br = 115 cm e tempo de interrupgéo
de fluxo de 60 s (N = 3).

Em outro estudo, a influéncia da estabilidade temporal da solucdo de
DFFD foi avaliada em relacdo a inibicdo do radical gerado, empregando-se
acido galico como padréo. Neste estudo, para cada tempo avaliado era obtido
um novo sinal do branco, e desta forma foi calculado o percentual de inibicdo
relativo aquele determinado tempo (Figura 4.4). O desvio padrao relativo (RSD)
para os valores de inibicdo do NFFD*" nos 360 min de avaliacdo foi inferior a

1,1%, indicando uma boa estabilidade da solucdo NFFD e capacidade de

repeticdo dos resultados com uma baixa variagdo da porcentagem de inibicao.

4.5 Avaliacao do Efeito do pH da Amostra

Neste estudo foi avaliada a influéncia do pH da amostra e da
concentracdo da solugcéo tampao utilizada na preparacéo/diluicdo dos padrbes
e da amostra. Os valores de pH avaliados foram 3,5; 4,0 e 5,0 para tampéo
acetato e 6,0 e 7,0 para tampao fosfato. Para valores de pH superiores a 7,0
observou-se oxidacdo da solucdo de acido galico (Carvalho et al., 2004),
variando a coloracdo da solugdo de incolor para verde, ocasionada pela

mudanca da banda de absorcdo (Amax) para um maior comprimento de onda
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(deslocamento batocromico), o que pode ser evidenciada pela dissocia¢cdo dos

grupos fendlicos presentes na molécula (MIGUEZ, et al., 2006).

Mudanca batocrémica : é o deslocamento da banda de absorgéo para um

comprimento de onda maior devido a efeitos de substitui¢ao

Quando as solugbes de &cido galico tiveram os valores de pH ajustados
na faixa de 5,0 a 7,0; ndo foi observada inibicdo apreciavel do sinal analitico
relativo ao consumo de NFFD** (< 3%). Além disto, valores elevados de pH
poderiam conduzir a precipitagédo de ions férricos na forma de Fe(OH)3) (Kps =

' como oxidante em meio

2x10%) o que torna mais viavel o emprego de Fe
acido. Neste sentido, a otimizacdo deste parametro foi realizada com as

solucBes ajustadas para valores de pH 3,5 e 4,0 (Figura 4.5).
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Figura 4.5 — Avaliagdo do efeito do pH na solugéo de referéncia em fungéo da concentragdo do tampéo.
Sendo: (a) pH 3,5 (b) 4,0 (N = 3). Condigdes: Acido galico 30 mg L', NFFD 2,0x10-* mol L', Fe' 2,0x10+*
mol L, 200 wl da amostra/tampéo e 100 ul de NFFD e Fe, @aregador = 2,5 mL min’, Br = 115 cm e
tempo de interrupgéo de fluxo de 90 s.

A concentracdo da solucdo tampao acetato foi avaliada em pH 3,5 e 4,0
como apresentado na Figura 4.5. O comportamento para ambos os valores de
pH foi semelhante em relacdo a geracgéo do radical cation NFFD®*, assim como,

quanto a inibicdo deste frente ao acido gélico.
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De acordo com os resultados obtidos e apresentados na Figura 4.5 as
amostras e as solucdes de referéncia foram diluidas em tampao acetato com o
pH ajustado para 4,0. Este valor de pH foi selecionado por apresentar uma
maior capacidade tamponante em pH = 4,7 do que para pH = 3,5 e as
amostras analisadas apresentarem-se com pH préximo a 4,0. A concentracao
do tampdo acetato selecionada foi de 0,025 mol L™ em virtude de n&do se
observar diferenca significativa (para um nivel de confianca de 95%) entre as
outras concentragfes avaliadas. Para condicdo na auséncia do tampao foi
observada a maior inibicdo, este comportamento foi verificado para os dois
valores de pH avaliados. Esta reducédo pode estar associada a mudanca da
forca iGnica do meio, alterado a reacdo do radical com o acido galico, j& que
para formacdo do NFFD*' ndo foi observada diferenca. N&o foi selecionada
uma concentracdo maior para a solucdo tampao em funcao da elevada diluicdo
a que sao submetidas as amostra (pelo menos 10 vezes). Logo, a
concentracdo de 0,025 mol L™ era mais que suficiente para ajustar, quando

necessario, o pH do meio.

4.6 Avaliacdo da Concentragdo de HCI na Solucéo Estoque de Fe®*
Com o intuito de evitar a precipitacdo de ions férricos em solucao,
avaliou-se a concentragéo final de HCl na solugdo do oxidante na faixa de

0,025 a 0,1 mol L™* (Figura 4.6).
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Figura 4.6 — Avaliacéo do efeito da concentrago final de HCI na solugéo de Fe" (N = 3). Condigbes:
Acido gélico 30 mg L', NFFD 2,0x10-3 mol L, Fell 2,0x10+ mol L', 200 uL da amostra/tampéo e 100 uL
de NFFD e Fe", @saregador = 2,5 mL min'', Br = 115 ¢cm e tempo de interrupg¢éo de fluxo de 90 s.

Os resultados apresentados ndo demonstraram diferengas significativas
para um nivel de confianca de 95% em relacdo as concentracdes de HCI
avaliadas. Desta forma, a concentracéo final da solugéo de Fe®" foi fixada em
0,05 mol L. Esta concentracéo foi selecionada visando evitar a precipitacéo de
Fe(OH)ss que, em fungdo da concentracdo de Fe®" igual a 2x10™ mol L™
ocorreria a partir de pH proximo a 2,2. Desta forma, selecionou-se a
concentracdo de HCI de 0,05 e ndo 0,025 mol L™, j& que para geracéo ou
inibicdo do radical estas concentragdes néo levariam a diferencas significativas.
Também foram realizados testes com H,SO, nas concentracdes de 0,001;
0,025 e 0,010 mol L™, na solucéo de trabalho de Fe**, mas néo foi evidenciada

a inibicdo do sinal analitico frente a reacdo com 0s compostos antioxidantes.

4.7 Avaliacdo da Concentracéo de NFFD e Proporgdo de NFFD/Fe**

A magnitude do sinal do branco indicava a extensdo da formacao do
radical NFFD**, e quanto maior a formac&o do radical mais rapida era a reacgéo
com o composto antioxidante. Neste sentido, os paréametros otimizados

levavam em conta o sinal de referéncia e a diminuicdo do sinal causada pelo
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acido gélico. A Figura 4.7 apresenta os resultados referentes a otimizagcéo da

concentracédo de NFFD e da proporcéo entre Fe*" e a amina aromatica.

Com o aumento da concentracdo de NFFD observou-se um aumento
linear do sinal de referéncia (Figura 4.7a), todavia 0 comportamento em relacéo
a reducdo do sinal analitico para o &cido galico foi antagbnico, pois foi
observada reducéao da inibicdo. O valor do decaimento da inibicdo do sinal
produzida pelo &cido galico a partir de 4 mmol L™ de NFFD foi praticamente
constante. No entanto, com o aumento da concentragcdo de NFFD o sinal de
referéncia aumentava, enquanto a variagdo de absorvancia em relacdo a
inibicdo continuava constante, desta forma, reduzindo o valor do %l calculado.
Considerando os resultados obtidos, selecionou-se a concentragcdo de 2 mmol

L™* de NFFD que apresentou 17% de inibigdo do sinal analitico.
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Figura 4.7 — (a) Avaliagdo da concentragéo de NFFD e (b) Proporcdo da concentragdo Felll/NFFD (N =
3). Condigdes: 200 L da amostra/tampdo e 100 uL de NFFD e Fe%, @caregador = 2,6 mL min'!, Br = 115
cm e tempo de interrupgdo de fluxo de 60 s.

A proporcéo entre o NFFD e o Fe®" foi avaliada visando a obter reducéo
do sinal analitico e garantir que o oxidante (no caso Fe®") estivesse em baixas
concentracdes para nao atuar sobre os compostos antioxidantes. Desta forma,

os experimentos foram conduzidos sempre com excesso de NFFD e
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empregando-se volumes iguais para os reagentes (Figura 4.7b). Foi observado
que com o aumento da proporcdo do oxidante em relacdo ao NFFD ocorria
aumento do sinal de referéncia, o que era esperado ja que tinham uma maior
qguantidade do agente oxidante. Todavia, foi observada reducado linear da
inibicdo do sinal analitico pelo acido galico, de forma semelhante ao estudo da
concentracdo de NFFD. Assim, para garantir o maior excesso de NFFD em
relacdo ao oxidante e a maior reducdo do sinal analitico foi selecionada a

proporcéo molar de 1:10 do Fe** em relacdo ao NFFD.

4.8 Avaliagcao dos Volumes dos Reagentes e Amostra

Na otimizac&o dos volumes dos reagentes Fe** e NFFD os valores das
aliquotas avaliados foram mantidos iguais visando garantir sempre 0 excesso
do NFFD em relac&o ao oxidante na proporcéo molar de 10:1 (NFFD/Fe®*"). Em
seguida foi avaliado o volume da amostra (acido galico), de modo a se obter
um valor que promovesse a maxima reducdo do sinal. Os resultados para
avaliacdo dos volumes dos reagentes e amostra (acido galico) estdo

apresentados na Figura 4.8.
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Figura 4.8 - (a) Avaliagéo dos volumes das solugbes de NFFD e Fe* e (b) Avaliagédo do volume da
amostra/tampéo (N = 3). Condigdes: Acido galico 30 mg L', NFFD 2,0x10-3 mol L, Fe3* 2,0x10-* mol L,
Drarregador = 2,5 mL min', Br = 115 cm e tempo de interrupgéo de fluxo de 90 s.
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Verificou-se que o aumento dos volumes de NFFD e Fe*" conduziu ao
aumento do sinal de referéncia (Figura 4.8a), visto que uma maior quantidade
do radical NFFD*" era produzida. Para os volumes de 130 pL da solugdo de
NFFD e Fe** foi obtida a maior reducéo do sinal analitico, e um sinal de valor
intermediario para o sinal de referéncia. Desta forma, o volume de 130 pL foi

selecionado para as solucées de Fe®*" e NFFD visando os estudos posteriores.

Na avaliagéo do volume da amostra (4cido galico 30 mg L™), observou-se
que o aumento do volume implicava em reducédo do sinal de referéncia até o
volume de 140 pL da amostra, provavelmente em funcdo do aumento da
dispersdo da zona contendo o radical NFFD*" (Figura 4.8b). Para volumes
superiores a 140 pL nado foi observada diferenca significativa para 95% de
confianca empregando teste t. Em relacdo a inibicdo do sinal analitico
observou-se aumento até o volume de 200 pL. Para volumes superiores a 200
puL foi observada estabilizacdo em relagdo a inibicdo do sinal de referéncia
(Figura 4.8b). Desta forma para os experimentos subsequentes selecionou-se o
volume de 200 pL de amostra.

4.9 Avaliacdo da Vazdo da Solugcdo Transportadora e do
Comprimento da Bobina de Reacéao (BR)

A vazao da solucéo transportadora (H,O) foi avaliada no intervalo de 1,2
a 2,5 mL min™ e os resultados sdo apresentados na Figura 4.9a. Os sinais
relativos ao sinal de referéncia foram semelhantes com excecao da vazéao de
2,5 mL min? que apresentou um aumento de aproximadamente 13% em

relacdo a média dos outros valores de vazao avaliados.
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Figura 4.9 — (a) Avaliagéo da vazéo da solugéo transportadora (H20) e (b) Avaliagéo do comprimento da
bobina reacional, Br (N = 3). Condigdes: Acido galico 30 mg L', NFFD 2,0x10-3 mol L, Fe3* 2,0x10-* mol
L7, 200 uL da amostra/tampéo e 130 uL de NFFD e Fe¥ e tempo de interrupgéo de fluxo de 90 s.

O comprimento da bobina reacional (Bgr) foi avaliado de 70 a 275 cm
conforme ilustrado na Figura 4.9b. Foi verificado que com o aumento do
comprimento da bobina para valores superiores a 155 cm ocorreu uma reducao
acentuada do sinal de referéncia (~39%) referente a formacao do radical cation
NFFD*". Este fato foi atribuido ao aumento do tempo de residéncia, que
proporcionou um estado estacionario, ocasionando uma falta do efeito da
formacdo do produto, aumentando o efeito dispersor das interfaces amostra-
reagentes, proporcionando uma queda na resposta. Quanto a inibicdo do sinal
analitico pela solucdo de &cido galico foi observada uma reduzida variacéo
entre os valores de bobina avaliados com excecdo de Brigual a 275 cm. Em
funcdo destes resultados optou-se pela selecdo de comprimento da bobina
reacional igual a 115 cm, em virtude de apresentar uma inibicdo do sinal

analitico superior (7,4%) em relacao ao valor de 75 cm de Bg.

4.10 Avaliacédo do Tempo de Interrupcao do Fluxo

A avaliacdo do tempo de interrupcdo do fluxo apdés a aspiracdo dos
reagentes e amostra era um parametro importante a ser avaliado, pois esta

associado a taxa de geracdo do radical NFFD*" e, em paralelo, a extensio da
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inibicdo do radical pelo acido galico. A Figura 4.10 apresenta os resultados

obtidos para a avaliacdo do tempo de interrupgéo do fluxo.
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Figura 4.10 — Avaliagdo do tempo de interrupgéo do fluxo (N = 3). Condicdes: Acido gélico 30 mg L,
NFFD 2,0x10- mol L1, Fe3* 2,0x10- mol L', 200 uL da amostra/tampéo e 130 uL de NFFD e
Fe3*, @carregador = 2,5 mL min'' e Br = 115 cm.

O sinal de referéncia apresentou uma reducdo de 10,3% apds 75 s de
interrupcéo do fluxo em relagcéo a 60 s, e de 16,5% quando comparado com 90
s de interrupcdo de fluxo. Conduto, quanto a inibicdo do radical NFFD*" pela
solucédo de &cido galico observou-se um aumento de aproximadamente 29%
quando se comparou os tempos de interrupcdo de fluxo de 60 e 90 s. Para
avaliar a influéncia efetiva dos dois tempos de interrupcdo de fluxo, 60 s (um
maior sinal de branco) e 90 s (maior inibicdo) foram construidas duas curvas
analiticas. A partir da comparacao dos coeficientes angulares (sensibilidade)
destas curvas analiticas para a mesma faixa de concentracéo (10 — 40 mg L™)
foi observado um aumento de aproximadamente 28% na sensibilidade quando
empregou-se o tempo de interrupgéo de fluxo de 90 s em comparagdo com 60

s. O aumento percentual da sensibilidade apresentou valor proximo ao

encontrado para o aumento de inibicdo (~29%) verificada para a solugdo 30 mg
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L' de é&cido galico no tempo de 90 s. Desta forma, o tempo de 90 s de

interrupgéo de fluxo foi selecionado para os estudos futuros.

4.11 Coeficiente de Disperséo (D) e Grau de Penetragdo entre Zonas

(P)
Consecutivo a otimizagdo das condicbes experimentais realizou-se a
estimativa dos coeficientes de disperséo (D) e o grau de penetracdo entre as

zonas (P) de reagentes e amostras. A Figura 4.11 apresenta o perfil de

dispersédo de cada reagente e amostra, bem como as zonas de penetracao.
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Figura 4.11 - Perfil de dispersdo das zonas de reagentes e amostras nas condigbes otimizadas do
sistema SIA proposto, sendo: (a) estado estacionario, (b) zona reacional total (amostra + NFFD + Fell),
(c) amostra, (d) NFFD e (e) Fe®. O valor da absorbancia correspondente ao estado estacionario foi de
0,625.

Os coeficientes de dispersao calculados foram Dngrp= 4,84; Dge" = 3,78;
Damostra=3,04. Pelos valores dos coeficientes de dispersdo -calculados
observou-se que as zonas correspondentes ao NFFD, Fe®" e amostra sofreram

dispersdo média (D = 2-10), comum a configuracdo e condi¢cdes do sistema

desenvolvido (GUBELI et al., 1991; RUZICKA, HANSEN, 1988).

O valor do grau de penetracdo calculado entre as zonas de amostra e

reagentes atingiu valores de P proximos de 1,0 indicando uma sobreposicéo
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guase que completa entre as zonas de reagentes e amostras (GUBELI et al.,
1991). O grau de penetracdo calculado entre as zonas do NFFD e Fe*" foi
Pneep-re® = 0,879, indicando uma bom grau de interpenetracdo entre as zonas,
0 que levou a uma mistura mais eficiente. Para as zonas de solugéo
correspondente a amostra e ao NFFD foi obtido Pnrep-amostra = 0,812, indicando
também uma boa mistura entre as zonas, o que contribuiu para uma reacgao

mais efetiva entre os compostos antioxidantes e o radical NFFD** formado.

4.12 Figuras de Mérito

Nas condicbes otimizadas o0 sistema proposto possibilitou a
determinacao de 21 amostras por hora. A faixa linear de trabalho foi 10 - 40 mg
L™ de acido galico, respondendo & equacdo %I =0,53[Acido Galico](mg L™) +

0,59 (r = 0,998), como pode ser visualizado na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — (i) Registro dos sinais analiticos para determinacdo espectrofotométrica da capacidade
antioxidante empregando o sistema SIA proposto nas condi¢des otimizadas: (a) Sinal de referéncia; (b)
10; (c) 20; (d) 30; (e) 40 mg L e (ii) Curva analitica (N = 3).

O procedimento em fluxo proposto apresentou boa precisdo, com desvio
padrao relativo inferior a 2,5% em todas as medidas. O limite de detecc¢éo (3c)
calculado para acido gélico foi estimado em 1,0 mg L, enquanto o limite de

quantificacéo (10c) em 3,33 mg L™.



82

O método de Folin-Denis utilizado para determinacéo de (poli)fendis totais
apresentou faixa linear de trabalho de 0,5 a 3,0 mg L (4cido galico),
respondendo a equacdo A = 0,08[Acido Galico](mg L™) + 0,02; r = 0,999). Este
procedimento apresentou boa precisdo, com desvio padréo relativo inferior a
2,9% em todas as medidas. Os métodos do DPPH e ABTS foram empregados
como métodos comparativos para avaliagdo da capacidade antioxidante. O
método de inibicdo do radical DPPH® apresentou faixa de trabalho de 0,2 a 1,0
mg L* (acido galico) respondendo a equacdo %l = 57,6[Acido Galicol(mg L™) +
2,4; r = 0,999 com desvio padréo relativo inferior a 3,7%. O método de inibicdo
do radical ABTS®" apresentou faixa de trabalho de 0,1 a 1,0 mg L™ (4cido
gélico) respondendo a equacédo %l = 83,1[Acido galico]l(mg L™) + 2,0; r = 0,998
com desvio padrédo relativo inferior a 3,2%. Para o método SIA empregando o
radical DMPD** (SANTOS, 2008) foi observada faixa de trabalho de 5 a 55 mg
L™ (4cido gélico) respondendo a equacéo %l = 0,81[Acido Galico](mg L™) + 1,2;
r = 0,9993 com desvio padréo relativo inferior a 2,3%.

4.13 Avaliacado de Reatividade do NFFD** Frente a Compostos com
Atividade Antioxidantes

A reatividade do radical NFFD*" foi avaliada frente a 19 substancias
organicas e uma substancia inorganica (Na,SO3) nas condi¢des otimizadas. A
Tabela 4.1 apresenta os resultados para as substancias que produziram

inibicdo do sinal em relac&o ao radical cation NFFD*"

Acido ascérbico, acido tanico e cisteina apresentaram maiores valores
de inibicdo do sinal analitico. Seguindo a estas substancias os compostos
fendlicos, acidos caféico e galico, e os tiolicos captopril e glutationa,

apresentaram uma inibicdo equivalente frente ao radical NFFD*",



Tabela 4.1 - Avaliacéo da reatividade do NFFD* frente a compostos antioxidantes (N = 3).
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. . A1 -1
Substancias Estrutura Fal)_(a Linear _ mmol L mgl ECso ]
mmol L+ mg L Equacao r Equacao r mmol L~
Comp. Fendlicos
Acido Galico %Q 0,06 -0,23 5-40 %I = 84,5 [CA] - 0,5 0,9985 %! = 0,5[CA]- 0,5 0,9987 0,59¢
Quercertina 0,03-0,16 5-50 %! =87,5[CA]-0,07  0,9997 %I = 0,29[CA] - 0,07 0,9998 0,574
Acido Caféico J@A\i 0,06 -0,28 5-50 %I =90,1 [CA]-0,1 0,9982 %I = 0,5[CA] - 0,01 0,9982 0,554
Acido Tanico o ?LQV@ 0,015-0,044 25-75 %I =372 [CA] - 0,26 0,9959 %I = 0,22[CA] - 0,29 0,9960 0,134
Hematoxilina O sy 0,07-0,33 20 - 100 %I = 25,9 [CA] - 0,45 0,9963 %I = 0,09[CA] - 0,44 0,9963 1,914
Comp. Tidlicos
Captopril HSVKD 0,05-0,19 10-40 %I = 80,7 [CA] -1 0,9957 %I = 0,37[CA] - 0,97 0,9961 0,614
Cisteina /\)L 0,04 -0,25 25-35 %I = 156[CA] - 0,08 0,9989 %I = 1,1[CA] - 0,08 0,9989 0,324
Glutationa . fg/\)kfydko 0,03-0,32 10-100 %I = 76[CA] - 2,6 0,9964 %I = 0,25[CA] - 2,6 0,9962 0,624
N-acetilcisteina ?A 0,06 - 0,046 10-75 %I =58 [CA]-2,5 0,9998 %I =0,36[CA] - 2,5 0,9998 0,824
Penicilamina 4* 0,07 -0,027 5-40 %I = 55[CA] - 0,03 0,9995 %I = 0,38[CA] - 0,02 0,9995 0,914
Outros Compostos
Sulfito de Sodio Naz2S03 0,08 -0,60 10-75 %I = 18[CA] - 2,5 0,9984 %l = 0,14[CA] - 2,5 0,9983 1,35¢
Acido Ascorbico HOJH_OSIiOHO 0,01-0,14 25-25 %I = 407[CA] - 0,6 0,9980 %I = 2,3[CA]- 0,6 0,9978 0,12

aconcentragdes em mmol L-'// ® CA = respectivo composto antioxidante // ¢ ECso = concentragdo necessaria para reducgdo do sinal em 50% // 4 valor extrapolado
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As moléculas fendlicas que ndo apresentaram inibicdo do sinal analitico
em relacdo ao radical NFFD** foram o acido cindmico e seus derivados orto-,
meta- e para-hidroxilados, além do guaiacol. O &cido Urico também néo
apresentou inibicdo de sinal analitico frente ao NFFD®" nas condicbes
otimizadas do sistema SIA proposto. Estas substancias avaliadas ndo inibiram
o sinal analitico até a concentracdo de 400 mg L. O composto fenélico
resorcinol, na concentracdo de 400 mg L™ inibiu apenas 2,3%, o que iria
ocasionar 0 uso de concentracdes elevadas para se observar uma maior

inibicdo, desta forma n&o se realizou estudos adicionais com este composto.

Em funcdo das moléculas avaliadas, o radical NFFD*" mostrou inibigc&o
por moléculas fendlicas que apresentaram hidroxilas vizinhas (o-hidroxilas) o
que facilita o processo de oxidacao por parte do radical. Para outras moléculas
fendlicas que ndo apresentaram este padrdo de substituicdo ndo se observou
inibicdo ou esta foi reduzida (resorcinol). Este fato pode estar associado a uma
menor reatividade do radical NFFD*", pois considerando o derivado DMPD*®*
observou-se inibicdo por compostos fendlicos como guaiacol. Em relacdo aos
compostos tidlicos, em geral, 0os potenciais padrao de reducdo destas espécies
sdo menores quando comparados com compostos fendlicos, desta forma, a
inibicdo do radical NFFD*" foi mais eficiente para estes compostos quando

comparado com as moléculas fendlicas.

Isto permitiu avaliar a reatividade do radical NFFD™ frente a diversos
compostos, e estas diferentes reatividades permitem a andlise da capacidade
antioxidante por meios distintos, fornecendo uma maior versatilidade ao

método frente a este parametro.
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4.14 Resumo dos Parametros Otimizados
Uma sinopse dos parametros quimicos e fisicos otimizados no sistema de

analise por injecdo sequencial proposto é apresentada na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Valores 6timos dos pardmetros quimicos e fisicos avaliados no sistema SIA proposto.

Parametro Faixa Avaliada Valor Selecionado
Concentragao dos reagentes, mmol L-*
NFFD 1-5 2
Fed* 01-05 0,2
Volume, L
NFFD 60 - 200 130
Fe3* 60 — 200 130
Amostra 60 - 300 200
pH da Amostra
pH 1,0-7,0 4,0
Concentragéo da solugdo tampéo, mol L
Concentragdo 0,025-0,1 0,025
[HCI] na solugéo Fe3* mol L
Concentragdo 0,025-0,1 0,05
Bobina reacional, cm
Br 70 - 275 115
Vazdo, mL min’!
Soluc&o transportadora (H20) 12-25 2,5
Interrupgéo de fluxo, s
Tempo 0-180 90

As condi¢des otimizadas foram empregadas no sistema SIA proposto
para determinacdo espectrofotométrica da capacidade antioxidante em

amostras de bebidas de diferentes tipos.

4.15 Analise da Capacidade Antioxidante em Bebidas

Observou-se que o radical NFFD** conseguiu atuar sobre uma variedade
de substancias, principalmente em relacdo a compostos fenélicos (Tabela 4.3).
Este fato tornou o método mais versétil, visto que nas amostras analisadas
houveram outras substancias com capacidade redutora, além dos compostos

fendlicos.
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O reagente de Folin-Denis (de forma semelhante ao reagente de Folin-
Ciocalteu) € comumente usado para determinacdo de compostos fendlicos
totais. Contudo, este reagente consegue reagir com uma grande variedade de
substancias (PRIOR et al., 2005; IKAWA et al., 2003), logo sua seletividade
para uma determinada classe de compostos ndo € garantida, assim tem sido
sugerido o emprego deste método para determinacdo da capacidade
antioxidante, do que para determinacdo de compostos fendlicos totais

(MAGALHAES et al., 2006; PRIOR et al., 2005).

O ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método
sequestrante com o DPPH’" (metanol e etanol) é verificado usualmente em meio
organico, o que permite avaliagdo de substancias lipofilicas. Semelhante a este
ha os ensaios sequestrante dos radicais ABTS™ e DMPD™, os quais também

podem verificar capacidade antioxidante de compostos hidro- e lipofilicos.

O procedimento proposto empregando andlise por injecao sequencial foi
aplicado na determinacdo espectrofotométrica da capacidade antioxidante de
bebidas. A Tabela 4.3 apresenta as caracteristicas das amostras analisadas e
os resultados obtidos para determinacdo da capacidade antioxidante
empregando o sistema SIA proposto e os métodos de comparagado (Folin-

Denis, DPPH, ABTS e DMPD).

Os resultados obtidos com o método proposto foram confrontados com
os dados oriundos do método de Folin-Denis, DPPH, ABTS e DMPD (Figuras
4.13 e 4.14). Esta comparacao foi realizada em relagdo aos resultados obtidos
para todas as amostras analisadas. A partir da analise de correlacdo dos
resultados verificou-se que o método proposto apresenta melhor correlacao

com o método do DPPH, Folin-Denis e ABTS, nesta ordem.
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O método de Folin-Denis tem como principio uma reacdo de
transferéncia de elétrons enquanto que para o método proposto (SIA-NFFD) o
mecanismo atuante seria por transferéncia de préton, contudo se observou
uma boa correlacdo entre estes métodos, sendo: Crolin-penis = 0,91Csja + 172, 1
= 0,863 (Figura 4.13). Este fato pode estar associado ao emprego do mesmo
padrdo de calibracdo (acido galico) para ambos 0s métodos, visto que
normalmente se emprega Trolox para métodos que usam de espécies reativas
de oxigénio ou nitrogénio, como os radicais livres DPPH, ABTS e o método
proposto. Outro fator a se considerar consiste no fato das amostras analisadas
apresentam compostos fendlicos ativos quanto a ROS e RNS (HUANG et al.,

2005; PRIOR et al., 2005).
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Figura 4.13 - Gréfico de correlagdo dos resultados obtidos pelo método SIA proposto com 0 método de
Folin-Denis
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Figura 4.14 - Grafico de correlagdo dos resultados obtidos pelo método SIA proposto com os resultados
do método do (a) DPPH e (b) ABTS.

Apesar dos radicais NFFD™, ABTS™ e DPPH’ atuarem pelo mesmo
mecanismo (transferéncia de préton) ndo existem evidéncias que a interacdo
(inibicao) entre os diferentes compostos com caracteristicas redutores em uma
determinada amostra seja similar, visto que em funcdo das diferencas
estruturais dos radicais avaliados aspectos quanto a cinética reacional, efeitos
estéricos e potencial redox sejam distintos. Todavia, tem-se observado uma
relacdo linear com relacdo aos valores obtidos para estes diferentes métodos
(Figura 4.14) com amostras distintas (BARROS NETO et al., 2007). Nesta
comparagdo, o método SIA empregando o radical NFFD™ mostrou melhor
correlacdo com os resultados obtidos para o método empregando o radical
DPPH’ (Cpppn = 0,95Cga + 55, r = 0,875) quando comparado com os resultados
para 0 ABTS™ (Cagrs = 0,72Cgia + 160, r = 0,852). Este fato pode estar
associado a semelhanca estrutural entre as moléculas e o maior grau de
lipofilicidade que ambas apresentam. Contudo, enquanto ndo houver uma

padronizacdo quanto a aspectos metodoldgicos (pH, faixa de concentracdo do
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reagente, forgca idnica, solvente, tempo de reacdo, natureza do padrao de
calibracdo, entre outros) toda compara¢éo dos resultados entre estes métodos
ainda pode estar estritamente dependente aos parametros experimentais

escolhidos.

A comparacdo dos resultados para o0 método com o radical DMPD*" foi
realizada somente com amostras de vinho (Tabela 4.14). Nesta comparacao os
resultados obtidos pelo procedimento SIA proposto sdo estatisticamente
concordantes para 95% de confiabilidade para as amostras de vinhos (branco e
tinto) com os resultados relativos ao método empregando DMPD, a partir da
aplicacao do teste t pareado. Considerando o universo amostral (N = 6), o valor
de t calculado para o método SIA proposto e o0 método do DMPD foi tpmpp =
0,44; enquanto o valor tabelado para 0 mesmo intervalo de confianca (95%)
corresponde a 2,57 (N — 1 = 5). A comparacao € permitida pois o teste t avalia
meédias populacionais para dados pareados, ou seja, moléculas semelhantes
foram utilizadas em um mesmo sistema (SIA), e a avaliacdo da atividade
antioxidante foi relacionada as mesma substancias frente a sonda gerada

(BARROS NETO et al., 2007).

As amostras de vinhos sdo tradicionalmente ricas em compostos
(poli)fendlicos e ja foi comprovado que o método de Folin-Ciocalteu (fendlicos
totais), e também houve quantificacdo pelos métodos DPPH, ABTS e DMPD, e
foram concordantes, quando comparou-se capacidade antioxidante (Trolox) e a
concentracdo de compostos fendlicos totais (FOGLIANO et al., 1999).
Adicionalmente, a presenca de sulfitos e acido ascorbico comum aos vinhos
seria computada de forma semelhante para todos os métodos (MAGALHAES

et al., 2006a; FOGLIANO et al., 1999). Os resultados encontrados sé&o
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concordantes aos reportados na literatura (INFANTE et al., 2008; MAGALHAES

et al., 2007b; SCHOONEN,SALES, 2002).
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Tabela 4.14 — Determinacdo da capacidade antioxidante (expressos em mg L' de acido galico) em bebidas empregando o método proposto (N = 3).

Caracteristicas das amostras Acido Galico, mg L

Amostra  Bebida Tipo AICO‘T.)‘I*i‘c’La, % Masgsab’ PIMIE0 g ANFFD F‘;:‘,‘t":i‘;‘c’s DPPH ABTS  DMPD¢
1 Vinho Branco 1 - 1:50 184 +£9 336+8 196+ 6 399+6 308 £ 12
2 Vinho Branco 12 - 1:50 273+ 28 318+ 10 2175 3755 3359
3 Vinho Branco 13 - 1:50 464 £ 10 225+7 107 +7 2878 252+ 10
4 Vinho Tinto 12 - 11125  1845+195 1518+ 84 1608 +85 1298 +41 1452+ 22
5 Vinho Tinto 11 - 1:125 1044 +88 1440+ 33 962 + 98 1425+ 24 1256 + 17
6 Vinho Tinto 13 - 1:125 1003+48 1573+ 67 133373 790+40 962 +14
7 Infuséo Boldo (Pneumus boldus) - 1,4 1:10 166 £ 15 526 £ 10 521+ 12 469 + 10
8 Cha Verde (Camelia sinenses) - 1,7 1:40 875 + 66 877 £ 14 1091 £ 24 765 + 22
9 Infuséo Carqueja (B. genistelloides) - 1,3 1:10 178 £ 6 252 + 17 24 +2 137 £ 11
10 Cha Preto (Camelia sinenses) - 2,6 1:20 424 + 20 757 £ 20 1015 £ 20 789 £ 23
11 Infus&o Horteld (Mentha piperita) - 1,3 1:20 350 + 41 297 £ 14 202+8 175+ 6
12 Infusdo  Camomila (Matricaria recutia) - 1,3 1:10 176 £ 17 77+5 42+ 6 113+5
13 Infusdo Mate (llex paraguriensis) - 1,9 1:40 358 £ 13 839 £ 15 487 £9 523 £ 12
14 Infusdo  Erva Doce (Pimpinella anisum) - 2,2 1:10 72+12 1557 22+3 88+3

adeclarado pelo fabricante // ® massa média por sache de cha (N = 3) //¢ Folin-Denis// drealizado em sistema SIA (SANTOS, 2008).
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4.16 Anélise Temporal da Estabilidade de Amostra de Vinho

A andlise temporal da estabilidade foi realizada com amostras de vinho
(tinto e branco) com concentracdo alcodlica de aproximadamente 10% (v/v).
Duas amostras, uma de vinho tinto e outra de vinho branco foram mantidas em
recipientes distintos, cada qual com temperatura controlada, sendo 15 °C em
banho termostatico, e a outra a temperatura ambiente do laboratério (25 °C).
Durante intervalos de 1 h, as amostras foram avaliadas quanto ao valor relativo
a atividade antioxidante expresso em &cido galico (mg L™) por um periodo de 5
h. O tempo maximo de 5 h foi selecionado de acordo com o tempo relativo ao
estudo de estabilidade da solu¢do de NFFD. Os resultados para este estudos

sao apresentados na Figura 4.13.
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Figura 4.15 — Avaliagdo da estabilidade temporal das amostras de vinho (a) branco e (b) tinto nas
condigdes otimizadas do sistema proposto (N = 3).

Diante dos resultados obtidos, se observou que a amostra de vinho
branco foi mais suscetivel ao efeito do tempo de exposi¢cdo as condicbes
ambientes (condicdes de consumo) em funcdo da temperatura de

armazenamento, e os produtos de degradagdo podem ter gerado compostos
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que permitissem a variagdo da atividade antioxidante do mesmo, ou seja,
permitam um aumento da capacidade antioxidante. Para a menor temperatura
avaliada (15 °C) foram verificados sistematicamente maiores valores em
relacdo & capacidade antioxidante expressa em é&cido gélico (mg L™) quando
comparada com a temperatura ambiente (25 °C). Para o vinho tinto n&o foi
observada diferenca significativa (para um nivel de confianca de 95%) entre os
valores reportados quanto & capacidade antioxidante (4cido galico, mg L™) para

as diferentes temperaturas avaliadas empregando teste t pareado.

Este estudo indicou que o vinho branco em relacdo ao vinho tinto foi mais
sensivel as condi¢cdes ambientes (luz, umidade, oxigénio atmosférico, entre
outros), possivelmente pela menos quantidade de compostos antioxidantes em
sua composicdo. Desta forma, uma garrafa de vinho branco apo6s aberta teria
uma menor estabilidade quanto aos compostos que apresentam atividade
antioxidante. Este comportamento pode estar associado a menor concentracao
de compostos fendlicos normalmente encontradas nos vinhos brancos
(FOGLIANO et al.,, 1999), além de que ha presenca de sulfito em sua
composicdo, que pode atuar como composto antioxidante. Contudo, a partir
deste estudo nao se pode inferir em possiveis alteracbes das amostras de
quanto as propriedades organolépticas (sabor e odor) em fun¢édo do tempo de
exposicao e temperatura de armazenamento.

4.17 Avaliacdo da Atividade Antioxidante de Amostras de Vinhos
Submetidas ao Processo de Ozonizagao

Os processos avancados de oxidagao utilizam o alto poder de oxidacéo
dos radicais livres para decompor substancias organicas, principalmente em

amostras liquidas. O método por ozononizacdo é o mais popular, para
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tratamento de &agua, por possuir alto poder oxidante do Ogs, rapida taxa de
reacao e por nao deixar residuos (CHIANG et al., 2006). Estas caracteristicas
permitiram verificar o efeito oxidante da ozonizag&o sobre amostras de vinhos.
As amostras de vinho (tinto e branco) analisadas foram inicialmente
ozonizadas (tempo zero) e depois ap6s 1 h. Em ambos os experimentos o
tempo de exposicdo foi de 10 min. ApGs a ozonizagdo, as amostras de vinho
foram analisadas apds 20 e 50 min para verificar o sinal analitico frente inibicao
do radical NFFD™. Foram avaliadas duas amostras de vinho tinto, uma recém
aberta e outra aberta a 48 h, por fim, uma amostra de vinho branco aberta a 48
h. As amostras analisadas que estavam abertas a 48 h estavam armazenadas

e fechadas sob refrigeragao.
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Figura 4.16 - Avaliagdo da capacidade antioxidante (acido galico, mg L-1) de amostras de vinho
submetidas ao processo de ozonizagdo empregando o método proposto (N = 3). Sendo VT — amostra de
vinho tinto recém aberto, VT48 — amostra de vinho tinto aberta a 48 h e VB48 — amostra de vinho branco
aberta a 48 h.

O processo de ozonizagdo das amostras de vinho levou a reducéo
significativa dos compostos que apresentam atividade antioxidante apos
exposicao de 1 h das amostras de vinho ao O3. Para tempos inferiores a 1 h
nao houve diferenca significativa entre os resultados para todas as amostras

analisadas. O decaimento mais efetivo foi observado para amostra de vinho
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tinto aberta a 48 h, onde a reducao foi de 81% em relacdo ao valor inicial, ja
para o vinho tinto recém aberto observou-se um decaimento de 57%. Estes
resultados foram atribuidos a maior quantidade de compostos fendlicos
presentes no vinho recém aberto quando comparado ao vinho tinto aberto a um
maior tempo. Para o vinho branco aberto a 48 h foi observada uma reducgao de
54% em relacdo a concentracdo inicial quando submetido ao processo de
ozonizagao. Estes resultados indicam que a presenca de oxidantes externos
conduz a diminuicao dréstica da atividade antioxidante das amostras avaliadas,
0 que leva a perda de qualidade do alimento, principalmente quando
comparado a avaliacdo da estabilidade do vinho em fungéo do tempo e da
temperatura, visto que a degradacédo frente ao O, do ambiente foi em menor
propor¢cdo quando comparado com o Os, devido ao poder oxidante deste

diretamente (O3) e indiretamente (radicais HO®) (GARCIA, et al., 2010).

Desta forma, o uso do O3 pode ser uma alternativa para estudos de
degradacédo acelerada de alimentos, visto que atualmente tem-se empregado o
O3 visando o preparo de amostras de alimentos como um auxiliar no processo
de decomposicdo de matéria organica mostra-se uma alternativa promissora
(SANTOS, 2009). Pois, a ozonizacdo demonstrou-se efetiva na degradacéo de
matéria organica no tratamento de aguas residuais de vinicolas. A degradacao
de compostos aromaticos e polifendlicos foi consideravelmente rapida, que sao
eficientemente removidos em meio acido; além disto a reacdo do 0z6nio com a
matéria organica natural propicia a formacdo do peréxido de oxigénio, o que
aumenta a capacidade oxidante do processo de ozonizagdo (LUCAS et al.,

2009).
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5 CONCLUSOES

O método proposto possibilitou a determinacdo espectrofotométrica da
capacidade antioxidante de amostras de bebidas (vinhos e chéas) explorando a
geracdo in situ do radical NFFD™ em sistema SIA, o que permite afirmar que o
NFFD pode ser inserido como nova estratégia para avaliagcdo da atividade

antioxidante.

O método apresenta uma caracteristica hidro- e lipofilica, o que permite
quantificacdo da atividade antioxidante em distintas amostras. Reatividades
distintas, frente a diferentes compostos (20 substancias), entre estes fendlicos,
tilicos, vitaminas, entre outros, com acido ascorbico, acido tanico e cisteina
apresentando maior reatividade. Além disto, segue 0s preceitos da quimica
verde, pois em 1 h realiza 21 determinacdes, gerando 2,1 mL de residuos de

NFFD (4,2x10° mol L) e Fe** (4,2x10™ mol L™).

Com o meétodo otimizado no sistema SIA, analisou-se 14 amostras de
bebidas (vinhos e chas), e o0 mesmo apresentou-se melhor correlagdo com o
método do DPPH, Folin-Denis e ABTS, nesta ordem; e concordante com o
método DMPD empregando o teste t pareado (95% de confianca). Os
resultados variaram de 72 + 12 mg L™ para uma amostra de cha (erva doce) a
1845 + 195 mg L™ para uma amostra de vinho tinto expressos em equivalente

de 4cido galico (mg L™).

O emprego do sistema SIA permitiu a avaliagdo temporal da estabilidade
de amostras de vinhos (branco e tinto), além da avaliacdo do efeito da

0zonizagao nas nestas amostras.
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5.1 Perspectivas Futuras

Considerando a tendéncia de desenvolvimento de métodos para
avaliacdo da capacidade antioxidante em diferentes tipos de amostras
associados a diferentes estratégias em fluxo as principais perspectivas deste

trabalho sao:

i) realizar uma avaliagdo comparativa de outras aminas aromaticas como N,N,
dietil-p-fenilenodiamino,  N-etil-N-(2-hidroxietil)-p-fenilenodiamino,  N-etil-N-
isopropil-p-fenilenodiamino,  Na-etil-N4-(2-hidroxietil)-2-metil-p-fenilenodiamino,
p-fenilenodiamino e p-aminofenol com os resultados obtidos para o NFFD e

DMPD (SANTOS, 2008);

ii) avaliar outras estratégias em fluxo como o uso de sistemas multicomutados
e minibombas solendides visando estabelecer configuracées com um grau de

mistura mais eficiente que os sistemas SIA;

iii) avaliar a geracédo e inibicdo de diferentes radicais derivados de aminas
aromaticas frente a diferente solventes e compostos com atividade antioxidante

com caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas.

iv) estender a avaliacdo de reatividade de diferentes radicais derivados de
aminas aromaticas frente a farmacos fendlicos, antiinflamatérios, fitoterapicos,

amostras bioldgicas (plasma, por exemplo), entre outras.
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