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RESUMO

A cachaga é uma bebida tipicamente brasileira e pode ser envelhecida em barris de diferentes
madeiras visando agregar valor ao produto final. O processo de envelhecimento de cachacas
em barris de madeira leva a extracdo de diversos compostos em sua maioria com propriedades
antioxidantes, os quais, dependem do tipo de madeira e do tempo de envelhecimento. Dessa
maneira, foi avaliada a capacidade antioxidante de cachagas envelhecidas em barris de
diferentes espécies de madeiras em fungédo do tempo (2 anos) e do reuso dos barris. As cachacas
envelhecidas foram avaliadas quanto ao teor de compostos fendlicos totais (Folin-Ciocalteau)
e a capacidade antioxidante foi medida a partir dos métodos de ABTS*, DPPH' e sequestro do
radical ‘NO, além da capacidade de reducdo do Fe(lll) (FRAP). Como sistema controle os
resultados foram comparados a cachacas ndo envelhecidas. O acido galico, quercetina e Trolox
foram empregados como padrdes e os resultados expressos em seus respectivos equivalentes
(mg L™?). As cachacas envelhecidas em umburana, balsamo e jatoba apresentaram a maior
concentracdo de compostos fendlicos totais, sendo que para todas as cachagas a concentracao
destes compostos foi proporcional ao tempo de envelhecimento. O processo de reutilizacdo dos
barris levou a reducdo da concentragdo de compostos fendlicos extraidos. Comportamento
similar foi obtido para a capacidade antioxidante pelos métodos de ABTS ™, DPPH e FRAP. A
capacidade de sequestro do radical ‘NO foi cerca de 70% ap6s 150 min para todas as amostras.
Os resultados do ABTS ™ foram superiores aos do DPPH' indicando uma maior concentracgdo
de compostos antioxidantes hidrofilicos. Por fim, o tipo de madeira, 0 tempo e 0s processos
envolvidos no envelhecimento da bebida sdo determinantes no perfil antioxidante da cachaca.
O desenvolvimento de métodos para determinar a Cao e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio tem sido um desafio diante da complexidade amostras. Desta forma, procura-se o
desenvolvimento de métodos que mimetizem as condicdes fisiologicas empregando moléculas
biologicamente ativas como sondas. Uma vez que em elevadas concentracdes de HOCI podem
estar associadas a processos inflamatdrios, a segunda etapa deste trabalho objetivou-se no
desenvolvimento de um método simples, rapido e sensivel para determinacéo da capacidade de
sequestro (Csc) de HOCI de diferentes compostos e anti-inflamatdrios baseada na inibi¢do da
oxidacdo da tiamina a tiocromo mediada pelo HOCI em condic¢des fisiologicas simuladas. O
método fundamenta-se na inibicdo da formacdo do tiocromo (Aex = 370 Nnm € Aem = 440 nm),
produto da oxidacgdo da tiamina pelo HOCI. Espécies que possam reagir com 0 HOCI diminuem
a formacéo de tiocromo e como consequéncia da intensidade do sinal de fluorescéncia. O acido
galico foi utilizado padrdo e o percentual de inibicdo de fluorescéncia como resposta analitica.
A seletividade da sonda foi analisada frente a sete espécies reativas biologicamente ativas e o
parametro avaliado foi a sensibilidade analitica (S = u.a.F pmolL™), sendo os resultados
obtidos: HOCI (23,4 = 1,2), °NO (1,4 =+ 0,2), H202 (1,8 £ 0,2), HO* (4,2 + 0,2), t-BuOOH (0,6
+0,1), t-BuOOH* (0,70 + 0,05), 10, (0,50 + 0,07), O>* (0,100 + 0,007) e ONOO" (0,30 + 0,03).
A sonda empregada mostrou-se seletiva para HOCI. O método permitiu avaliar a Csc de 25
compostos de diferentes classes: fendlicos (n = 14); tidlicos (n = 5) e anti-inflamatoérios nédo
esteroides (n = 6). A sonda foi aplicada em neutréfilos humanos, em condicdes inflamatorias
mostrando-se seletiva a HOCI e permitindo determinar a Csc de compostos em meio celular.
Assim, 0 metodo proposto mostrou-se seletivo e adequado para avaliacdo da capacidade de
sequestro HOCI frente a compostos naturais e sintéticos.

Palavras-chave: Cachaca envelhecida. Capacidade antioxidante. Sonda seletiva. Acido
hipocloroso. Neutrofilos.



ABSTRACT

Cachaga is a typically Brazilian drink and can be aged in barrels of different types of wood in
order to add value to the final product. The aging process of cachaca in wooden barrels leads to
the extraction of several compounds, mostly with antioxidant properties, which depend on the
type of wood and the aging time. Thus, the antioxidant capacity of cachaca aged in barrels of
different wood species was evaluated as a function of time (2 years) and barrel reuse. The aged
cachacas were evaluated for the content of total phenolic compounds (Folin-Ciocalteau method)
and the antioxidant capacity was measured using the ABTS™, DPPH' and ‘NO radical
scavenging methods, in addition to the ability to reduce Fe(lll) ) (FRAP assay). As a control
system, the results were compared to non-aged cachaga. Gallic acid, quercetin and Trolox were
used as standards and the results expressed in their respective equivalents (mg L™). The
cachagas aged in umburana, balsam and Jatoba showed the highest concentration of total
phenolic compounds, and for all cachaca the concentration of these compounds was
proportional to the aging time. The process of reusing the barrels led to a reduction in the
concentration of extracted phenolic compounds. Similar behavior was obtained for the
antioxidant capacity by the ABTS™, DPPH" and FRAP methods. The “NO radical scavenging
capacity was about 70% after 150 min for all samples. The results of ABTSe+ were superior to
those of DPPHe indicating a higher concentration of hydrophilic antioxidant compounds.
Finally, the type of wood, the time and the processes involved in the aging of the beverage are
determinant in the antioxidant profile of the cachaca. The development of methods to determine
the total antioxidant capacity (TAC) and reactive oxygen and nitrogen species has been a
challenge given the complexity of the samples. Thus, the development of methods that mimic
physiological conditions using biologically active molecules as probes is required. Since high
concentrations of HOCI can be associated with inflammatory processes, the second step of this
work aimed to develop a simple, fast, and sensitive method to determine the HOCI scavenging
capacity (Csc) of different compounds and anti-inflammatory drugs based on the inhibition of
HOCI-mediated thiamine to thiochrome oxidation under simulated physiological conditions.
The method is based on the inhibition of thiochrome formation (Aex = 370 nm € Aem = 440 nm),
a product of the oxidation of thiamine by HOCI. Species that can react with HOCI reduce the
formation of thiochrome and, therefore, the intensity of the fluorescence signal. Gallic acid was
used as standard, and the percentage of fluorescence inhibition was used as an analytical
response. The probe selectivity was analyzed against seven biologically active reactive species
and the parameter evaluated was the analytical sensitivity (S = uaF pmolL™), with the results
obtained: HOCI (23.4 £ 1.2), 'NO (1.4 £ 0.2), H202 (1.8 £ 0.2), HO" (4.2 £ 0.2), terc-BuOOH
(0.6 +0.1), terc-BuOO" (0.70 + 0..05), 10, (0.50 + 0.07), 02" (0.100 + 0.007) and ONOO- (0.30
+ 0.03). The probe used was selective for HOCI. The method allowed evaluating the Csc of 25
compounds from different classes: phenolics (n = 14); thiolics (n = 5) and non-steroidal anti-
inflammatory drugs (n = 6). The probe was applied to human neutrophils, under inflammatory
conditions, showing selective HOCI and allowing to determine the Csc of compounds in cell
media. Thus, the proposed method proved to be selective and suitable for evaluating the
scavenging ability of HOCI against natural and synthetic compounds.

Keywords: Aged cachaca. Antioxidant capacity. Selective probe. Hypochlorous acid.
Neutrophils.
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1 INTRODUCAO GERAL

A prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo pelo uso de substancias
antioxidantes tem contribuido para pesquisas nas areas de qualidade de alimentos, planejamento
de farmacos e avalia¢fes de substancias biologicamente ativas. A geracdo de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs) e de Nitrogénio (ERNSs) nas células ocorrem naturalmente durante as
reacOes metabolicas essenciais a obtencdo de energia e manutencdo de uma série de fungdes
fisiologicas (ELMASTAS et al., 2018). Em condicGes de homeostase, as EROs e ERNs
exercem diversas fungdes fisioldgicas importantes como neurotransmissores, sinalizadores e
reguladores (VINCENT, 2010; SEILER et al., 2008; JABUREK et al., 2004; VALKO et al.,
2007). Alem de serem produzidas pelas células de defesa para eliminar agentes invasores
(KANG et al, 2017; VASCONCELOS et al., 2007). A Tabela 1.1 apresenta as principais EROs
e ERNs de interesse bioldgico.

Diversos fatores exdgenos contribuem para 0 aumento da concentracdo de Espécies
Reativas (ERs) no organismo. Entre os principais, se destaca a poluicédo, a nutricdo inadequada,
a exposicdo a radiacdo ultravioleta, o habito de fumar e/ou ingerir bebidas alcodlicas em
excesso, a pratica inadequada de exercicios fisicos, 0 uso de anestésicos e quimioterapicos e a
exposicdo excessiva a pesticidas (NUNEZ-SELLES, 2005; BIANCHI; ANTUNES, 1999;
SOARES, 2002; NAGENDRAPPA, 2005). O excesso de ERs causa danos oxidativos as
celulas, inativando proteinas e enzimas e comprometendo a funcéo de lipidios de membrana,
carboidratos e acidos nucleicos (HUSAIN et al, 1987; BIRBEN, et al., 2012; GULCIN, 2020).

Para inibir os efeitos deletérios causados pelas espécies reativas, 0 organismo produz
compostos antioxidantes, contudo, os fatores exdgenos tém sido determinantes para 0 aumento
da incidéncia de diversas patologias. Antioxidantes sdo substancias que quando presentes em
pequenas concentragdes inibem ou impedem a oxidacdo de biomoléculas como lipidios,
carboidratos, proteinas, DNA e outros substratos oxidaveis in vivo e in vitro (HALLIWELL et
al., 1995). Diversos estudos fazem a correlagéo entre o estresse oxidativo e os variados fatores
de risco a saude publica. Além do envelhecimento precoce, esta condicdo também tem sido
relacionada a fisiopatologia de doengas crbnicas, como as cardiopatias, neuropatias, doencas
autoimunes, pulmonares, cancer e a propagacéo do virus da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) em soropositivos e da COVID-19 (BARREIROS et al.,, 2006;
VASCONCELOS et al, 2007; LAFORGE et al., 2020).
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(Continua...)

Espécie reativa

Formacéo

Parametros
cinéticos (k ou tup)

Comentarios

Anion radical superoxido
(O2%)

Enzimaética a partir do sistema xantina/NADPH oxidase e,
adicionalmente, pela reducdo monoeletrénica do O
molecular.

~5x10°mol* L s?
(pH 7,0)

Em fagocitos, € um dos microbicidas mais importantes,
capaz de inativar proteinas ferro-sulfurosas das bactérias
(BARBIOR, 2000; RIBEIRO et al., 2005).

Perdxido de hidrogénio
(H202)

Via enzimas como peréxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e peroxidases ligadas a tioredoxina.

10°s

E pouco reativo frente a moléculas organicas na auséncia
de metais de transi¢do, os quais catalisam a
decomposi¢do do H,O0, a HO* (BARREIROS, et al.,
2006; RIBEIRO et al., 2005).

Radical hidroxila
(HO?)

Gerado a partir do Oy*e H,O. na presenca de ions
metalicos de ferro e cobre. Também pode ser gerado pela
reacdo entre O,*", *NO e HOCI, nesta ordem.

10°s

Radical mais deletério para as células, tendo como
consequéncia dano ou morte celular, quando gerado no
meio  biolégico (BARREIROS, et al, 2006;
HALLIWELL; CROSS, 1994; RIBEIRO et al., 2005).

Radical alcoxila
(RO")

Gerado como intermedidrio da peroxidacdo lipidica.

106s

Possui efeitos nocivos a salde e esta associado a
deterioracdo de alimentos e lipideos (HALLIWELL;
CROSS, 1994; RIBEIRO et al., 2005).

Radical peroxila
(ROO")

Formado a partir de hidroperdxidos gerados a em fungéo
da peroxidacao lipidica.

7s

Esta espécie possui efeito deletério no organismo,
causando morte celular por necrose ou apoptose,
alteracBes da permeabilidade da membrana da
mitocdndria, dano oxidativo que favorece a liberacdo de
fatores pré-apoptéticos (BARREIROS, et al., 2006;
RIBEIRO et al., 2005).

Acido hipocloroso
(HoCI)

O HOCI é formado a partir da reacdo do H.0, com o CI~
mediada/catalisada pela mieloperoxidase (MPO).

E produzido por neutréfilos e mondcitos ativados, reage
com Oy* para formar HO*, sendo fundamental em
processos inflamatérios (BARBIOR, 2000).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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.................................. (Continuacéo...)

Espécie reativa

Formacéo

Parametros
cinéticos (k ou tup)

Comentarios

Oxigénio singleto
(‘O2)

Gerado pela reacéo entre 0 H,O2e o HOCI produzido pela
MPO

4-6 pus

Gerado em processos de terapia fotodinamica.
(BARREIROS, et al., 2006; RIBEIRO et al., 2005;
RONSEIN, et al., 2006)

Oxido nitrico
(*NO)

Gerado pela acdo das enzimas 6xido nitrico sintases
(NOS), que catalisam a conversdo do aminoacido L-
arginina a *NO e L-citrulina.

10s

Relaxamento muscular, neurotransmissao,
vasoregulacdo, sendo um potente vasodilatador,
envolvido na regulacdo da pressdo arterial (HUANG, et
al., 2007; FRANCA et al. 2013).

Peroxinitrito
(ONOO)

E formado a partir da reag&o do 6xido nitrico com o radical
superoxido.

10° molt L st

O papel principal do peroxinitrito é a modificacdo de
proteinas por oxidag&o ou nitracdo de aminoécidos como
tirosina, cisteina, metionina e triptofano
(GABRUSIEWICZ; COLWELL; HEIMBERGER,
2017)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021
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A concentracdo de compostos antioxidantes enddgenos ndo tem sido suficiente para
conter os danos causados pelo excesso de ERs geradas e absorvidas pelo organismo, e este
desbalanco redox é denominado estresse oxidativo (HALLIWELL; CROSS, 1994; RIBEIRO
etal., 2005; OLIVEIRA, etal., 2009; EKINCI et al., 2016). Em fun¢éo de um desbalanco redox,
€ necesséaria a ingestdo de substancias capazes de controlar a concentracdo de ERS no
organismo. A ingestdo de alimentos e bebidas ricas em compostos antioxidantes como a
vitamina C, E e A, carotenoides e compostos fendlicos tem diminuido a incidéncia de danos
relacionados ao estresse oxidativo, como o envelhecimento, as doencas cardiovasculares, o
cancer e as inflamagdes (HUANG et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2009).

1.1 O consumo moderado de bebidas ricas em compostos antioxidantes pode estar

associado a prevencao de doencas decorrentes do estresse oxidativo?

Os dados da literatura vém mostrando a presenca de compostos antioxidantes em
bebidas alcodlicas como vinho, cerveja e uisque. Existem varios relatos sobre a relacdo entre o
consumo moderado destas bebidas e a prevencao de doencas cardiovasculares, tipos de cancer,
doencgas neurodegenerativas, diabetes, alergias, osteoporose, entre outras. Estas propriedades
estdo associadas a diversidade de compostos antioxidantes presentes nestas bebidas, como
acidos fendlicos, flavonoides, lignanas e estilbenos. A diversidade de compostos antioxidantes
possibilita, em determinadas bebidas, diferentes interacfes/protecdo dos principais alvos
bioldgicos, sendo crucial para alguns efeitos benéficos e promotores da satide (FERNANDES
etal., 2017; SOCHA et al., 2017; BARTOSZEK; POLAK, 2012).

Estudos realizados em amostras de uisque relatam a presenca de compostos fendlicos
como vanilina, siringaldeido, coniferaldeido, acido vanilico e acido galico, encontrados na
madeira que constitui o barril de carvalho. Assim, alguns pesquisadores tém avaliado a
capacidade antioxidante destas bebidas in vivo e in vitro (NG; LAFONTAINE; HARNOIS,
2000; JELEN; MAJCHER; SZWENGIEL, 2019). Nesse caso, Duthie et al. (1998) analisaram
a capacidade antioxidante de vinho e uisque em processos de oxidagdo no plasma, apontando
que a capacidade antioxidante do uisque foi 40% menor quando comparada a do vinho.
Contudo, o efeito redutor e a concentracdo de compostos fenolicos perduraram por mais tempo
(120 min.).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2018), as bebidas destiladas s&o as
mais consumidas no mundo (44,8%), seguida pela cerveja (34,3%) e o vinho (13,5%). Nas

Americas, a cerveja é a bebida mais consumida, seguida pelos destilados (31,7%) e o vinho
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(13,5%). O padrdo de consumo de bebidas alcodlicas no Brasil segue a mesma tendéncia do
continente americano: cerveja (62%), destilados (34%) e vinho (3%) (WHO, 2018).

Ainda no Brasil, a bebida destilada mais consumida é a cachaca. Os principais estados
consumidores sdo: Sdo Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Ceara, Bahia e Minas Gerais. Em
2020, apesar da pandemia de COVID-19, a bebida brasileira foi exportada para 70 paises por
meio de 50 empresas exportadoras, gerando uma receita de US$ 9,52 milhdes (equivalente a
7,75 milhdes de litros). Em 2020, os principais paises de destino em valor foram: Estados
Unidos, Alemanha, Paraguai, Portugal e Italia (Figura 1.1, com base na IBRAC, 2019).

Segundo o Instituto Brasileiro de cachaca (IBRAC), o Brasil tem uma capacidade
instalada de producdo de aproximadamente 1,2 bilhdes de litros por ano, todavia, tem produzido
menos de 800 milhdes de litros. Os dados do censo do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) apontam a existéncia de 11.024 estabelecimentos produtores no pais. Porém,
apenas 1.086 destes sdo devidamente registrados no Ministério de Agricultura e Receita Federal
(IBRAC, 2021; IBGE, 2016).

Figura 1.1 — Principais paises importadores de cachaga em 2020 em circulagédo de capital (valor
total: US$ 9.522.400,00)

2341%

2,68% 16,77%

y

 ESTADOS UNIDOS
1 ALEMANHA

4 FRANCA

# PARAGUAI

# [TALIA

® PORTUGAL

.1 PAISES BAIXOS (HOLANDA)
# URUGUAI

i ESPANHA

1 BELGICA

11,86% i OUTROS PAISES

3,15%

3.45% 13,99%

4,12%

4.41%

10,79%

Fonte: Adaptado de IBRAC (2020).

Em termos conceituais, a legislacdo brasileira na forma do Decreto n°® 6871/2009, define
cachaca em seu art. 53 como “denominacao tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida
no Brasil, com graduacdo alcodlica de trinta e oito a quarenta e oito por cento em volume, a
vinte graus Celsius, obtida pela destilacdo do mosto fermentado do caldo de cana-de-agucar”
(BRASIL, 2009), com caracteristicas organolépticas proprias, podendo ser adicionada de até

seis gramas de agUcares por litro.
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O Ministério da Agricultura e Pecuéria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu
pardmetros minimos para a classificacdo da bebida envelhecida produzida a partir da cana-de-
acucar, na qual é classificada como uma bebida que contém 50% da bebida envelhecida em um
barril (de uma determinada madeira) de capacidade maxima de 700 litros por um periodo néo
inferior a um ano. Ainda h& a classificacdo premium, relacionada a bebida com 100% da
aguardente envelhecida em barril (700 L de capacidade maxima) por um periodo ndo inferior a
um ano. E, por fim, a extra premium, que é analoga a premium, porém com o tempo de
envelhecimento no barril ndo inferior a trés anos (BRASIL, 2005).

A qualidade da cachaga premium e extra premium depende de diversos fatores: a
qualidade inicial do destilado, o tipo de madeira do barril de armazenamento e o tempo de
envelhecimento. O armazenamento das bebidas em barris garante a migracdo entre as
substancias presentes na madeira e na bebida. A troca entre os componentes da madeira e a
cachaga promovem reacdes entre 0s componentes volateis ndo alcodlicos gerados na destilagcdo
melhorando aspectos sensoriais da bebida (NISHIMURA; MATSUYAMA, 1989).

Devido ao elevado custo dos barris de carvalho, que sdo importados dos Estados Unidos
e da Europa, os produtores de cachaca compram barris ja usados na maturacdo de outras
bebidas, comprometendo a qualidade do produto brasileiro. Deste modo, 0 uso de barris de
madeiras nativas da flora brasileira tem sido uma alternativa avaliada para o envelhecimento da
cachaga, pois além da reducdo dos custos, reforca a identidade da cachaca como uma bebida
tipicamente brasileira.

Entre as madeiras nativas mais utilizadas estdo: amendoim (Pterogyne nitens), cerejeira
(Amburana cearensis), cedro (Cedrela fissilis), jatoba (Hymenaea carbouril), ipé (Tabebuia
sp), freijo (Cordia goeldiana), garapa (Apuleia leiocarpa), balsamo (Myroxylon peruiferum),
vinhatico amarelo (Plathymenia foliosa) e jequitiba (Cariniana legalis), entre outras (MORI, et
al., 2003; VICENTE, 2011). Apesar de ser uma bebida tradicionalmente brasileira e bastante
exportada para o exterior, a producdo de cachaca ndo € padronizada. Assim, estudos sdo
essenciais para o controle e o0 aprimoramento da bebida produzida e estes fatores possibilitam
0 aumento da aceitabilidade da cachaca por diversos publicos bem como do seu valor agregado
(MIRANDA et al., 2006; MENDONCA-FILHO, 2014).

Diante do contexto, motivado pela demanda do mercado externo, existe uma
preocupacao entre os produtores e 0s pesquisadores para estabelecer parametros qualitativos e
quantitativos quanto & composi¢do organica das bebidas para 0 monitoramento e melhoramento

do produto final. Neste contexto, diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar
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a composi¢do quimica das bebidas envelhecidas em barris de diferentes madeiras, para garantir
uma maior variabilidade do produto (ODELLO et al., 2009).

Nesse sentido, Silva et al. (2009) avaliaram a composicdo quimica de amostras de
cachaca envelhecidas em barris de diferentes madeiras nativas da flora brasileira e carvalho
(americano e europeu). Os autores identificaram a boa variedade de compostos fendlicos e
também a existéncia de dezesseis compostos antioxidantes: catequina, coniferaldeido,
cumarina, acido elagico, epicatequina, eugenol, acido galico, miricetina, quercetina,
escopoletina, sinapaldeido, siringaldeido, acido siringico, trans-resveratrol, &cido vanilico e
vanilina.

Diante do exposto, este trabalho buscou avaliar e responder as seguintes questfes: Os
compostos fendlicos extraidos durante o processo de maturacdo das bebidas agregam a
cachaca caracteristicas antioxidantes? Ha uma proporcionalidade entre o tempo de maturacao
e a capacidade antioxidante de cachacas envelhecidas? A reutilizagdo dos barris para o
envelhecimento de novas bebidas produz perdas significativas quanto ao perfil antioxidante?
Qual a influéncia do tempo e da madeira neste processo quanto as propriedades antioxidantes

da cachaca?

1.2 Métodos para determinacéo da capacidade antioxidante: aplicabilidade, limitagdes
e desafios

H& uma grande diversidade de metodologias analiticas para a determinagdo da
capacidade antioxidante (Cao) de bebidas, alimentos e amostras bioldgicas. Ndo ha um
consenso quanto as metodologias e 0s parametros reacionais para a avaliacdo das amostras de
interesse. Fatores como a diversidade e a reatividade de EROs e ERNs, bem como os diferentes
mecanismos de oxidac¢do dificultam o desenvolvimento de um método padronizado que possa
quantificar a capacidade antioxidante nos diversos sistemas de interesse (DAVID et al., 2010).
A Tabela 1.2 apresenta as condicfes reacionais de uma série de metodologias aplicadas para
determinacdo da Cao em diferentes sistemas.

De forma geral, as metodologias se baseiam na capacidade de sequestro de EROs e
ERNSs especificos, na habilidade de sequestrar radicais ndo biolégicos e na capacidade redutora
da amostra frente a agentes oxidantes. Os mecanismos comumentemente explorados sdo por
transferéncia de elétrons (TE) e/ou de 4&tomo de hidrogénio (TAH). Os ensaios empregados para
determinacdo da capacidade antioxidante in vitro se pautam em dois principios: (i) O principio

competitivo, onde o alvo — que pode ser representado por uma biomolécula que deveria ser
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atacada in vivo ou uma sonda — e 0s compostos antioxidantes competem pela espécie reativa
(radicalar ou ndo). Nesse sistema, a capacidade antioxidante € verificada a partir da variagdo do
sinal analitico obtido pela sonda e/ou biomolécula alvo e (ii) Os ensaios ndo competitivos, onde
0s compostos antioxidantes interagem diretamente com as espécies reativas sem que haja uma
espécie alvo concorrente, e a sonda analitica para monitorar a reacdo € a espécie reativa
(MAGALHAES et al., 2008) (Figura 1.2).

Figura 1.2 - Principios das metodologias analiticas para determinacdo da capacidade

antioxidante.
/ Competitivo ) #

Alvo,

, AOoxi
Método
\ Niio competitivo g ig& Tijﬁﬂ{
AO
Aonxi

Fonte: Elaborado pelo autor (2021) — Adaptado de Magalhaes et al., 2008

Métodos e estratégias vém sendo desenvolvidos para minimizar as divergéncias dos
resultados obtidos pelos diferentes ensaios empregados. A complexidade das amostras de
alimentos e bebidas tem dificultado a quantificacdo da capacidade individual dos compostos
antioxidantes, com isso, grande parte das metodologias determinam a capacidade antioxidante
total (HUANG et al., 2005). De maneira geral, ha uma dificuldade de comparacao entre os
resultados obtidos, pois ndo hd uma padronizacdo dos métodos empregados.

Um dos problemas mais criticos estd no composto empregado como padrdo de
calibragdo, que muitas vezes ndo tem correlagdo com a amostra analisada (MAGALHAES et
al., 2008). Os compostos mais empregados sdo: trolox, acido galico, quercetina, acido cafeico,
acido ascorbico, entre outros. E isto varia de acordo com o método, o grupo de pesquisa € a
natureza da amostra. Segundo David et al. (2010), as divergéncias apresentadas na literatura
serdo minimizadas devido ao desenvolvimento e aperfeicoamento de métodos mais seletivos
capazes de definir em quais condigdes e quais produtos sdo inibidos e formados pelos
antioxidantes.

Em funcéo dos aspectos abordados anteriormente, Prior et al. (2005) propuseram uma
série de requisitos para padronizacdo de métodos analiticos desenvolvidos para a determinagéo

da capacidade antioxidante in vitro. Para os autores, um método para determinar a Cao deve:
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(i) utilizar de espécies (radicalares ou ndo) de relevancia biolégica, (ii) de aplicagdo simples e
rapida, (iii) ter mecanismo de agdo e ponto final definido, (iv) instrumentacdo prontamente
disponivel, (v) boa reprodutibilidade, (vi) ser adaptavel para antioxidantes de carater hidrofilico
e lipofilico e (vii) que apresente alta frequéncia analitica visando anélises de rotina e controle
de qualidade. Além disso, devem ser considerados aspectos relativos a faixa analitica de
trabalho, efeito de matriz, repetitividade e reconhecimento de possiveis interferentes.

Como pode ser observado na Tabela 1.2, de modo geral, as metodologias analiticas para
determinacdo da capacidade antioxidante ndo mimetizam as condic¢fes fisiologicas. Esta
condigdo limita a qualidade dos resultados, pois ndo avaliam a eficiéncia das moléculas de
forma anéloga as condicbes que elas vao atuar apds a sua ingestdo. Alguns métodos citados
empregam condicdes fisiologicas e espécies reativas presentes no meio fisiologico. Contudo, 0
custo pode ser elevado. Em meio a estes métodos, se ressalta o ensaio da capacidade de absor¢édo
de oxigénio (ORAC, do inglés, “Oxygen Radical Absorbance Capacity”) que utiliza a R-
ficoeritrina como sonda fluorescente (1,0 mg custa R$ 1.412,00), a capacidade antioxidante
total (TRAP, do inglés, “Total Radical Trapping Antioxidant Parameter Assay”), a inibi¢éo da
peroxidacao lipidica (1,0 g de acido linoleico custa R$ 534,00) e o ensaios quimioluminescentes
que empregam luminol como sonda analitica (5 g custam R$ 376,00) (Sigma Aldrich, 2021).

O ensaio para avaliar radical *NO por fluorescéncia molecular (ndo descrito na Tabela
1.2) usa como sonda analitica o 4,5-diaminofluoresceina (DAF, sendo 1 mg por R$ 4.898,00)
e como fonte de geracdo do radical com cinética de primeira ordem o 3-(aminopropil)-1-
hidroxi-3-isopropil-2-oxo-1-triazino (NOC-5). O NOC-5 foi descontinuado pela Sigma Aldrich
no Brasil, sendo importado por US$ 438.09 por 10 mg (Sigma Aldrich, 2021). Assim, o
desenvolvimento de métodos seletivos, rapidos e simples que possam avaliar a capacidade

antioxidante em sistemas bioldgicos simulados é de fundamental importancia.
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(Continua...)
Método Espécie reativa pH Técnica Mecanismo Pargr.netro ol Amostras Vantagens e desvantagens
analitico usado
A Chao € medida a partir da variacdo da fluorescéncia da R-
. ; Fluorescéncia Bebidas, ficoeritrina (R-PE). Este método pode ser aplicado a
ROO, HO, molecular Area sobre a alimentos, antioxidantes hidro e lipofilicos. Contudo, requer um
ORAC HOO*, ONOO" e 7,4 _ THA S : o o -
0" (ERO) dex = 485 nm curva sangue e  sistema com temper_atura controlada _(3.7. C), pois variacdes
dem =538 nm plasma. de temperatura diminuem a reprodutibilidade (PRIOR et al
2005; KARADAG et al., 2009; HUANG et al., 2005).
O ensaio TRAP envolve o inicio da peroxidacdo lipidica
gerando radicais peroxil soliveis em agua e é sensivel a
Fluorescéncia praticamente todos os antioxidantes que inibem o processo.
ROO* molecular Soro e E relativamente complexo e demorado, exigindo elevada
TRAP (ERO) T4 Aex =495 nm THA ECso plasma experiéncia do analista. A instabilidade dos antioxidantes e
Aem =575 nm a presenca de proteinas e acido Urico no fluido biolégico
possuem efeito significativo no método (PRIOR et al. 2005;
MACDONALD-WICKS et al., 2006).
O método de FC é simples, rapido e reproduzivel, assim tem
sido amplamente utilizado no estudo de antioxidantes
fendlicos. Vale salientar que o reagente FC ndo € seletivo a
Fendlicos totais . L Bebidas, = compostos fendlicos. Compostos redutores geram
. UV-vis Variagdo do . o . , . .
(Folin-Ciocalteau Fenolatos 10 here = 765 nm TE sinal analitico alimentos  resultados positivos, pois 0 método baseia-se na capacidade
(FC)) abs e extratos  de transferéncia de elétrons. As medidas sdo realizadas em
meio basico para induzir a formagdo dos respectivos ions
fenolato, capaz de reduzir o reagente de FC (PRIOR et al.
2005; MACDONALD-WICKS et al., 2006).
E uma metodologia simples, rapida, de baixo custo,
reprodutivel, de facil automatizacdo, empregada para
Bebidas avaliacdo da capacidade antioxidante de diversas amostras
FRAP UV-vis Variagdo do . ' (DEEPSHIKHA, 2015; BADARINATH et al., 2010). Este
_ - 6,6 ~ TE . o alimentos ) ) . x .
(azul da Prussia) Aabs = 700 Nm sinal analitico e extratos método é baseado na capacidade de reducgéo de ions Fe(lll),

contudo, as condi¢des experimentais do sistema (pH, forca
ibnica, complexo de Fe(ll)) ndo mimetizam as condicGes
fisiologicas.

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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(Continuag&o...)

Método Espécie reativa pH Técnica Mecanismo Quantificacdo ~ Amostras Vantagens e desvantagens
O FRAP é simples, rapido, barato e robusto. Pode ser
automatizado ou manuais. No entanto, o ponto final da
Bebidas,  reacdo entre o complexo de ferro e com &cido cafeico, acido
FRAP i 36 UV-vis TE Variacdo do alimentos, tanico, acido ferulico, acido ascérbico, e quercetina, pode
(Fe-TPTZ) ' Aabs = 595 nm sinal analitico extratos,  durar horas, comprometendo a aplicacdo da metodologia.
plasma. Outra limitagcdo importante é que compostos tiélicos como
a glutationa néo reduzem o complexo (BADARINATH et
al., 2010; PRIOR et al 2005; KARADAG et al., 2009).
O CUPRAC tem vantagens sobre o FRAP para ensaios
antioxidantes em que todas as classes de antioxidantes,
incluindo tidis. A cinética é mais rapida, contudo, como no
. L Bebidas, @ FRAP, antioxidantes volumosos e amostras complexas
36a UV-vis Variacao do . .
CUPRAC - B TE . - alimentos, reagem lentamente (30-60 min) com o complexo de cobre,
10,0 habs = 450 nm sinal analitico L L .
extratos.  requerendo a otimizacgdo da cinética reacional das amostras
analisadas (BADARINATH et al., 2010; PRIOR et al 2005;
KARADAG et al., 2009; MACDONALD-WICKS et al.,
2006).
O ABTS™ reage com grande variedade de compostos
Bebidas,  antioxidantes (30 min) e pode ser usado em uma ampla faixa
ABTS™ UV-vis alimentos, de pH. No entanto, tem mostrado limitacBes quanto a
TEAC 74 Aabs = 735 nm TE/THA ECso extratose  analise de amostras complexas, pois o ponto final é
(ERN) p p p
amostras  comprometido. Outra limitacdo é a oxidacdo prévia do
biolégicas. ABTS com persulfato por 16 h para a formag&o do radical
(KARADAG et al., 2009; DEEPSHIKHA, 2015).
Método é simples, rapido e de instrumentagdo disponivel a
grande parte dos laborat6rios. O DPPH* é comercial. Muito
DPPH - Ams=515nm  THA/TE ECso alimentos A entes, pois ap ¢
(ERN) e extratos, MesSma  regiao. Antioxidantes  volumosos  reagem

lentamente, ou sequer reagem com o radical, devido ao
impedimento estérico (PRIOR et al 2005; KARADAG et
al., 2009).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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.................................. (Continuagéo...)

Método Espécie reativa

pH

Técnica

Mecanismo Quantificacdo

Amostras

Vantagens e desvantagens

Clareamento de
crocina e de f3-
caroteno

ROO"
(ERO)

7,0

UV-vis
)\,abs = 440 nm

TAH ECso

Bebidas e
alimentos

Esta metodologia permite a avaliagdo da capacidade
antioxidante das amostras baseado em parametros cinéticos.
O controle da temperatura € um ponto critico. A crocina ndo
é comercialmente disponivel. A sonda é extraida da planta
Crocus sativus L. Muitos pigmentos alimentares absorvem
na mesma regido da sonda. O B-caroteno, frequentemente
usado como alvo (sonda), pode sofrer descoloracdo por
multiplas vias dificultando a interpretacdo dos resultados
(MACDONALD-WICKS et al., 2006; PRIOR et al 2005;
KARADAG et al., 2009).

Inibicéo de
peroxidagéo
lipidica

ROO
(ERO)

7,4

UV-vis
}\,abs = 234 nm

Variagéo do

TAH . .
sinal analitico

Amostras
de
alimentos
e extratos

Este método induz artificialmente a auto oxidacdo do 4cido
linoleico, LDL ou proteinas séricas sem isolamento prévio.
A reacdo pode ser em sistemas micelares ou aquo-
organicos. Em agua, o acido linoleico pode formar micelas
e dificultar a medida direta. A utilizaco de Cu(ll) como
gerador de radical ROO", é um limitante, pois 0s compostos
antioxidantes  podem  atuar como  pré-oxidantes
(MACDONALD-WICKS et al, DAVID et al., 2010).

Capacidade de
sequestro de "NO ‘NO
(reagente de (ERN)
Griess)

7,4

UV-vis
)\,abs = 446 nm

% Inibicdo e
TE variacdo do
sinal analitico

Bebidas,
alimentos
e amostras
biolégicas

Neste método, o oxido nitrico (‘'NO) é gerado a partir
decomposi¢do do nitroprussiato em pH fisiologico. A
medida ¢é feita de forma indireta, pois o reagente de Griess
reage com nitrito, gerado a partir da oxidagdo do ‘NO néo
sequestrado pela amostra. A medida da capacidade
antioxidante das amostras € comprometida, pois 0s
compostos podem ser oxidados pelo radical e/ou pelo
nitroprussiato. O ensaio antioxidante tem a duragdo de ~3 h
para cada amostra, dificultando a sua automatizagéo, bem
como a aplicacdo para avaliagdo de parametro de qualidade
(ALAM et al., 2012).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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.................................. (Continuagéo...)

Método Espécie reativa Ph Técnica Mecanismo Quantificacdo ~ Amostras Vantagens e desvantagens
Este método tem como vantagem a utilizacdo de um alvo
bioldgico para monitorar a eficiéncia do antioxidante

Lipoprotefna de _ _ frente ao radical ROO‘._Contydo, a reprodutibilidade dos
) . ROO’ UV-vis Variacdo do Extratos de  resultados é comprometida, visto que a LDL é extraida de
baixa densidade 7,4 B THA . e . Lo . - )

(LDL) (ERO) Aabs = 234 nm sinal analitico vegetais !ndIVIdLAIOS _dlferentes. Aler_n disto, o0 método sofre grande
interferéncia espectral, pois grande parte dos compostos
organicos absorvem préximo a 234 nm (MACDONALD-
WICKS et al., 2006; ALAM et al., 2012).

O método é baseado na oxidacdo do &cido a-ceto- y-

metiolbutirico (KMBA) gerando etileno. E um método

robusto, pois permite a avaliacdo da Cao frente a ERs de

Capacidade ‘OH, LO(O) e Cromatografia Alimentos interesse bioldgico. Contudo, 0 método ndo é facilmente
antioxidante total ONOO- - THA % Inibicdo adaptavel para analises de alto rendimento, pois requer

(TOSC) (ERO e ERN) gasosa & extratos multiplas injecBes de uma Unica amostra em CG. Néo
existe uma relacéo linear entre a cinética reacional e a
inibicdo das amostras (HUANG et al., 2005; KARADAG
et al., 2009)

A variacdo do TRAP permite a avaliagdo dos compostos
antioxidantes frente a ERs de interesse biolégico

Ensaio Oz, “OH, HOCI. Luminescéncia emprggando Iuminol como sopc_ia analitica. (_)_mét~odo é

I . ) ) I Amostras  adaptavel a sistemas autométicos e a utilizacdo de
quimioluminescente  LO(0)’, OONO molecular THA % Inibigdo bioloégicas  microplacas. Contudo, a variagdo do sinal do luminol é
(CL) e 10, (430-455 nm) ) '

dependente da espécie reativa no sistema, assim, o uso de
varios oxidantes simultaneamente pode dificultar a
intepretacdo dos resultados (PRIOR et al., 2005).

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Moléculas presentes no sistema fisiolégico que possuem propriedades espectroscopicas
diferentes quando oxidadas podem ser uma alternativa para o desenvolvimento de sondas e
métodos para determinar a capacidade antioxidante (MAGALHAES et al., 2008). Nesta
perspectiva, a tiamina (vitamina B1) surge como uma possibilidade de sonda para o
desenvolvimento de métodos analiticos para determinacao da Cao. Em meio bioldgico a tiamina
sofre reacOes de oxidacdo por via enzimética ou pelo ataque de espécies reativas. Entre os
produtos de oxidacdo, se destaca o tiocromo, que diferente da tiamina, apresenta rigidez
estrutural, planaridade e elevada conjugacdo (FUJIWARA; MATSUI, 1953; LIDDICOAT et
al., 2015). Portanto, este composto apresenta fluorescéncia intrinseca e quando excitado com
radiacdo eletromagnética na regido do UV (Aex = 370 nm / ¢ = 0,28) tem sido utilizado como
sonda para quantificacdo de vitamina B1 em amostras de alimentos e fluidos bioldgicos. Entre
0s oxidantes mais utilizados para determinacdo da tiamina in vitro € o KsFe(CN)s que se
sobressai (PREEDY, 2013; TAN, et al., 2015).

Dentre as espécies reativas de oxigénio produzidas pelo organismo, o acido hipocloroso
(HOCI) tém se destacado nos altimos anos. Em elevadas concentragcdes, esta ERO esta
associada a processos inflamatérios que podem causar danos a tecidos mesmo na auséncia de
um agente infeccioso (KOCH et al., 2021). Dentre as patologias associadas ao excesso de HOCI
destacam-se doencas inflamatdrias como artrite reumatoide (PROKOPOWICZ et al., 2012),
doencgas neurodegenetativas (PANASENKO et al., 2013), cardiovasculares (XXXX), diabetes
(ZANG etal., 2011), aterosclerose (GURODKO et al., 2016) colite ulcerativa (CERANOWICZ
etal., 2017) e COVID-19 (LAFORGE et al., 2020).

Diante do exposto, estudos tém sido desenvolvidos para avaliacdo da atividade de MPO
como biomarcador assim como possivel alvo terapéutico. Assim, em funcdo da demanda,
diversas estratégias tém sido utilizadas para a sintese de sondas fluorescentes seletivas a HOCI.
A maioria das sondas sintetizadas sao baseadas no conceito OFF-ON, ou seja, a oxidacdo da
sonda pelo HOCI gera um produto fluorescente. Grande parte das sondas sintetizadas possuem
em sua estrutura mais de um centro fluoréforo. O design das estruturas sintetizadas permite que
a reacdo destas moléculas com o HOCI (ou CIO") provoque aumento ou diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia para cada centro emissor, permitindo assim, a avaliagcdo
raciométrica, aumentando a seletividade dessas sondas e suas possibilidades de aplicagdo como
marcadores para imageamento para sistemas in vivo. Como pode ser observado na Tabela SB7
(Apéndice B), as variagdes nos sinais de fluorescéncia ocorrem por meio de diversos
mecanismos como a clivagem de ligagdes C=C conjugadas, a oxidacdo de grupos tidlicos, a

formagéo de cloroaminas, reacdes de desformilagdo, dentre outros.
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A oxidagéo da tiamina a tiocromo foi utilizada para determinacdo de CIO™ em amostras
de &gua. A partir do estudo que Zhu et al. (2014) desenvolveram, chegaram-se a constatacdo
que a concentracdo de CIO ocorre de forma indireta. Para a quantificacdo, os autores usaram a
seguinte estratégia: inicialmente o CIO™ oxida o Fe(CN)s* em excesso, em seguida, o produto
oxidado (Fe(CN)s>) reage com a tiamina em meio basico (pH 12) gerando tiocromo. Porém, os
autores indicaram que o CIO™ ndo € capaz de oxidar a tiamina a tiocromo nas condicGes
avaliadas, além disso, ndo foi avaliada e eficiéncia do HOCI nesse processo. Adicionalmente,
ndo existem sondas comerciais seletivas a quantificacdo de acido hipocloroso.

Logo, em fungdo do que foi exposto nesta etapa do trabalho, se buscou avaliar as
seguintes questdes: A inibicdo da oxidacao da tiamina a tiocromo pode ser utilizado principio
de um método para avaliacdo da capacidade sequestradora de HOCI frente a compostos
antioxidantes, tiolicos e anti-inflamatorios em condic¢oes fisiologicas simuladas? A tiamina ira
apresentar seletividade ao HOCI comparada a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio? A
tiamina pode ser utilizada como uma sonda fluorimétrica para determinagdo do HOCI em meio

celular? A segunda etapa do trabalho desenvolvido buscou avaliar tais aspectos.
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1.3 Objetivos gerais

Diante da importancia dos compostos antioxidantes na preven¢do dos danos causados

pelo estresse oxidativo, 0s objetivos gerais deste trabalho foram:

(i) Avaliar a capacidade antioxidante de cachacas envelhecidas em nove barris de madeiras,
sendo a maioria nativas na flora brasileira, como: jequitibd (Cariniana sp., Lecythidaceae),
balsamo (Myroxylon balsamum, Leguminosae), peroba (Paratecoma peroba, Bignoniaceae),
jatobd (Hymenaea spp., Leguminosae), itauba (Mezilaurus itauba, Lauraceae), jaboti
(Erisma uncinatum, Vochysiaceae), timborana (Piptadenia suaveolens, Leguminosae) e
umburana (Amburana cearenses, Leguminosae);

(if) Desenvolver e otimizar uma metodologia analitica simples, rapida, sensivel e de baixo
custo, utilizando uma molécula biologicamente ativa para determinacdo da capacidade de
sequestro de HOCI de compostos antioxidantes, tiélicos e anti-inflamatérios.

1.4  ContribuicGes para a sociedade

A avaliacdo da capacidade antioxidante de cachacas envelhecidas em madeiras nativas
da flora brasileira é de suma relevancia para o aprimoramento da qualidade da bebida produzida
no Brasil. Além dos beneficios associados a protecéo contra os danos causados pelo estresse
oxidativo, a presenca dos diversos compostos antioxidantes caracteristicos das madeiras
propicia a producdo de uma maior variedade de bebidas e reforca a identidade da bebida como
tipicamente brasileira. Todos estes beneficios podem levar ao aumento da rentabilidade
produtiva através da exportacdo e da abrangéncia de diferentes publicos.

Nessa perspectiva, o estado de Alagoas tem um grande potencial para a producgéo deste
tipo de bebida, pois tem tradicdo na producdo de produtos oriundos da cana-de-agucar. De
acordo com os dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), em decorréncia da
crise financeira sofrida pelas usinas de cana-de-acUcar no territorio alagoano, a produtividade
vem diminuindo, todavia, os dados também apontam que em 2018/19, cerca de 293,2 mil
hectares de terra, foram destinados ao plantio da cana, apesar do estado ndo ser 0 maior
representante entre os grandes produtores de cachaca.

O desenvolvimento de sondas e metodologias analiticas para a avaliagdo da capacidade
antioxidante e sequestradora de espécies reativas é essencial para o desenvolvimento de

diversas areas, como qualidade de alimentos, planejamento de farmacos e avaliacdo de
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substancias biologicamente ativas. A determina¢édo da capacidade antioxidante frente a espécies
reativas presentes no meio bioldgico em condicdes fisioldgicas tem sido um grande desafio para
pesquisadores em todo o mundo. Diversas sondas tém sido sintetizadas para a determinacéo
seletiva de EROs e ERNs. No entanto, elas possuem estruturas complexas que dificultam a sua
obtencéo e elevam o custo da sintese.

Outra grande limitacdo é a possivel toxicidade das moléculas sintetizadas que
inviabilizam a realizacao de estudos in vivo. Entre as espécies reativas mais relevantes no meio
biolégico destaca-se 0 acido hipocloroso que possui um papel fundamental no organismo,
atuando no sistema imunoldgico, na sinalizagdo celular e na homeostase. Entretanto, elevadas
concentracfes de HOCI estdo associadas a processos inflamatorios. Estudos relacionados a
COVID-19, mostram uma relagdo muito importante entre as complicacdes e mortalidade de
pessoas acometidas com a doenca em decorréncia do excesso de HOCI produzido pelo processo
inflamatorio causado pelo virus SARS COV-2 (LAFORGE et al., 2020; GOUD; BAI; ABU-
SOUD, 2021).

Ainda ndo h& uma sonda comercial seletiva para a determinacdo de HOCI. Neste
sentido, a determinacdo seletiva da capacidade sequestradora de HOCI de diferentes compostos
e anti-inflamatorios, empregando a tiamina como sonda, possibilita a avaliacdo destas
moléculas diante de um sistema composto por substancias que estdo presentes e sao atuantes
em condicBes de estresse oxidativo real. Métodos com estas caracteristicas, podem ser aplicados
para a selecdo de novas substancias naturais e sintéticas capazes de inibir o efeito danoso de

concentracdes elevadas de HOCI no organismo.
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2. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE CACHACAS ENVELHECIDAS: EFEITO
DO TEMPO E DO TIPO DE MADEIRA NO PROCESSO DE ENVELHECIMENTO

2.1  Introdugéo

A cachaga € um produto tipicamente brasileiro obtido a partir da destilacdo simples do
caldo da cana-de-agUcar (Saccharum officinarum L.) fermentado. Este produto possui teor
alcoolico entre 38 a 48% (v/v) a 20 °C e caracteristicas sensoriais préprias, como cor, aroma e
sabor (PARAZZI et al., 2008; CASTRO et al., 2020). O processo de envelhecimento €
determinante para as caracteristicas organolépticas da bebida devido a extracdo de compostos
organicos a partir da madeira dos barris, a reducéo do teor alco6lico do destilado o que acentua
o0 sabor, além de melhorar sua qualidade quimica, levando a um produto final de maior valor
agregado (CARVALHO et al., 2020; CASTRO et al., 2020). Em 2019, o consumo de cachaca
ocupou o segundo lugar no ranking do mercado de bebidas alcodlicas do Brasil. Em 2020, o
pais exportou a cachaca (envelhecida e ndo envelhecida) para 70 paises gerando receita de US$
10 milhdes (6 milhdes de litros), sendo os Estados Unidos, Alemanha, Franga, Paraguai, Italia
e Portugal os maiores paises importadores (IBRAC, 2021).

Os efeitos do envelhecimento na cachaca sdo influenciados por varios fatores, tais como
0 tipo de madeira empregada, o tempo de maturacdo e a qualidade da bebida usada
(VERRUMA-BERNARDI et al, 2012). Além dos componentes majoritarios agua, etanol e
acucares da cachaca, o processo de maturacdo no barril é determinante para adicdo de
compostos secundarios, uma vez que ocorrem interacBes fisico-quimicas cachaca-barril,
permitindo a transferéncia de compostos volateis e ndo volateis da madeira para a bebida
durante o processo de envelhecimento. Assim, contribuindo para a riqueza e complexidade
sensorial (ou organoléptica) da cachaca (ALCARDE et al., 2014; PARAZZI et al., 2008). Além
da extracdo direta de componentes da madeira do barril, podem ser introduzidos novos
compostos a partir da decomposicao de algumas macromoléculas ou reacfes entre 0s compostos
secundarios da destilacdo com compostos provenientes da madeira (BORTOLETTO et al.,
2016; SILVELLO et al., 2021).

Diferentemente de outras bebidas destiladas (vodka, tequila, rum, uisque, licor e gim,
entre outras), a cachaca € a Unica bebida na qual sdo utilizados mais de 30 tipos de madeira para
armazenamento e envelhecimento, o que lhe confere uma rica variedade de cores, aromas e
sabores. O carvalho é a madeira tradicionalmente empregada na manufatura dos barris para o
processo de envelhecimento, fornecendo qualidade sensorial ao destilado por extragéo de

compostos aromaticos e taninos hidrolisaveis da madeira (BORTOLETTO et al., 2016;
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MIRANDA et al., 2006). Contudo, além do elevado custo, o carvalho ndo é uma planta nativa
do Brasil e, desta forma, é necessario importa-lo da Europa e América do Norte. Devido a
grande diversidade da flora brasileira, outras madeiras tém sido testadas como alternativa para
o envelhecimento da cachaca, tais como amburana, balsamo, jequitiba, jatoba e ipé (DIAS et
al., 1998; VICENTE et al., 2011; BORTOLETTO et al., 2013). De forma geral, a cachaca
envelhecida possui uma elevada concentracdo de compostos fendlicos antioxidante que séo
extraidos da madeira (BETTIN et al, 2002; Dias et al., 1998), com destaque para o acido galico,
acido elagico, acido vanilico, acido siringico, quercetina, trans-resveratrol, catequina,
epicatequina, eugenol, miricetina, dentre outros (AQUINO et al., 2006; BETTIN et al 2002;
SILVA et al., 2009).

Diversos estudos demonstram a relacdo entre o consumo moderado de bebidas
alcoolicas como vinho, cerveja e uisque e a prevencdo de doencas cardiovasculares, alguns
tipos de cancer, doencas neurodegenerativas, diabetes, alergias, osteoporose, entre outras. Estas
propriedades estdo associadas a diversidade de compostos antioxidantes presentes nestas
bebidas como &cidos fendlicos, flavonoides, lignanas e estilbenos. A diversidade de compostos
antioxidantes possibilita a protecdo de alvos bioldgicos, sendo crucial para alguns efeitos
benéficos e promotores da saude (FERNANDES et al., 2017; SOCHA et al., 2017;
BARTOSZEK; POLAK, 2012).

Embora seja uma bebida de grande tradigdo nacional, um produto de exportagédo
crescente e de bom retorno econémico, ainda ndo se tem totalmente estabelecida uma
padronizacdo quanto a producdo. Assim, € primordial o investimento no aprimoramento e no
controle de qualidade da bebida para atender melhor aos padrdes do mercado internacional e
aumentar o consumo de cachaga por classes sociais mais altas e com maior grau de exigéncia
(MIRANDA et al., 2007).

Desta forma, diante do que foi apresentado, se avaliou o perfil fitoquimico e
antioxidante de cachagas envelhecidas em carvalho e em madeiras nativas da flora brasileira
para verificar a influéncia destas na qualidade do produto maturado. Estudos desta natureza sao
necessarios para o beneficiamento do produto, possibilitando a produgdo de uma bebida de
qualidade a nivel internacional a partir de insumos nativos e refor¢ando a identidade da bebida

brasileira.
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2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o perfil fitoquimico de cachacas envelhecidas em madeiras da flora nativa brasileira
por espectrometria de massas (ESI-);

b) Quantificar os compostos fendlicos totais das bebidas envelhecidas empregando o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau;

c) Determinar a capacidade antioxidante das amostras de bebidas frente a espécies reativas de
nitrogénio em meio hidro e lipofilico por meio dos métodos do ABTS™" e DPPH";

d) Comparar o perfil do sequestro do radical 6xido nitrico (‘NO) dos extratos (cachacas) em
funcdo do tempo de envelhecimento e da madeira do barril;

e) Avaliar a capacidade de reducdo de ions Fe(lll) das amostras de cachaca empregando o
método do azul da Prussia;

f) Avaliar os resultados os resultados da capacidade antioxidante das madeiras de forma

multivariada.

2.3  Experimental

2.3.1 Reagentes, solugcdes e amostras

Todos os reagentes utilizados nos ensaios sdo de grau analitico de pureza, sem a
necessidade de etapas de purificacdo prévia. As solugdes foram preparadas em agua ultrapura
(condutividade < 0,1 puS cm™) obtidas a partir de purificador Mater System MS2000
(GEHAKA, S&o Paulo, Brazil). As solugdes de acido 2,2 -aziobis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) (ABTS) (Sigma-Aldrich, EUA), Folin—Ciocalteau (Vetec, Brasil),
hexacianoferrato(l11) de potéassio (Merk, EUA), sulfato ferroso (Vetec, Brasil), cloreto de
ferro(111) (Sigma-Aldrich, EUA), &cido tricloroacético (Vetec, Brasil), nitropussiato de potassio
(Merk, EUA), carbonato de sddio (Merk, EUA), monohidrogenofosfato de sodio (Merk, EUA),
acido fosforico (Merk, EUA), acido cloridrico (Merk, EUA), acido ascorbico (Merk, EUA),
acido galico (Sigma-Aldrich, EUA), hidroxido de sédio (Merk, EUA), persulfato de potassio
(Merk, EUA) e cloridrato de naftiletilenodiamino (Sigma-Aldrich, EUA) foram solubilizados
em &gua ultrapura. A solugdo de sulfonilamida (Vetec, Brasil) foi solubilizada em acido
fosforico 5% (v/v) (Vetec, Brasil). As solugdes de quercetina (Sigma-Aldrich, EUA), acido
cafeico (Sigma-Aldrich, EUA) e Trolox® (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) (Sigma-Aldrich, EUA). As solugdes de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH") foram
preparadas diretamente em metanol (Merk, EUA).
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2.3.2 Amostras de cachaca analisadas

As amostras de cachaca utilizadas neste estudo foram cedidas pela empresa Nunes e
Goes Beneficiamento e Comércio de Bebidas Ltda. As bebidas foram envelhecidas em nove
barris de 20 L cada, com dimensdes 33 cm de diametro da base, 28 cm de diametro de topo e
44 cm de altura, todos com a mesma geometria (tronco de cone). Os barris adquiridos, foram
construidos com madeiras nativas da flora brasileira, com excecdo do barril de carvalho
(europeu) que foi reformado para a maturacao da bebida. As madeiras usadas nos barris foram
identificadas botanicamente pelo Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT, S&o Paulo, Brazil).
As madeiras constituintes dos nove barris foram: carvalho (Quercus sp., Fagaceae), jequitiba
(Cariniana sp., Lecythidaceae), balsamo (Myroxylon balsamum, Leguminosae), peroba
(Paratecoma peroba, Bignoniaceae), jatoba (Hymenaea spp., Leguminosae), italba
(Mezilaurus itauba , Lauraceae), jaboti  (Erisma uncinatum, VVochysiaceae), timborana
(Piptadenia suaveolens, Leguminosae) e umburana (Amburana cearensis, Leguminosae).

A cachaca armazenada nos barris utilizados neste estudo foi adquirida de uma destilaria
local, J. Gomes Neto — Me (Joaquim Gomes, Alagoas, Brasil). A bebida foi armazenada nos
barris por 12 meses (primeira utilizacdo, Ciclo 1) na posicdo vertical e no mesmo ambiente de
envelhecimento, com pouca iluminacao, temperatura entre 19 e 26,5°C, e umidade relativa do
ar entre 67 e 80%, registrada trés vezes por semana, sempre nos mesmos dias e horarios. Apds
esse periodo a cachaca envelhecida foi retirada e os barris, lavados com &gua potavel e, apos a
drenagem de todo o liquido, foi entdo, reutilizado em um novo ciclo de envelhecimento
(segunda utilizacdo, ciclo 2). Para todos os ciclos de reuso dos nove barris adotou-se 0 mesmo
procedimento. As amostras inseridas nos barris eram sempre do mesmo lote. A cada ciclo, 20
L de cachaca ndo envelhecida (CNE) foram armazenados, em reservatorios de vidro, e mantidos
como padréo de comparacao.

Vale salientar que todos os ciclos de envelhecimento foram conduzidos de forma
convencional, ou seja, sem aditivos de qualquer natureza, como lascas de madeira, po de serra,
extrato, entre outros. O processo de envelhecimento foi acompanhado a partir de amostragens
mensais, durante os doze meses do ano e 0s parametros fisico-quimicos das cachacas
envelhecidas eram comparados a CNE (mantida em condi¢Ges similares as cachagas em
processo de envelhecimento). Todas as amostras coletadas foram armazenadas em freezer a -8
°C.
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Das amostras armazenadas em freezer, foram retiradas aliquotas de 30 mL e
armazenadas a temperatura ambiente antes de proceder as anélises. Foram analisadas um total
de 56 amostras de cachaca, considerando as CNE e as cachagas em envelhecimento nos barris
de nove diferentes tipos de madeiras. Neste estudo foram analisadas a amostras com 3, 6 e 12

meses nos ciclos 1 e 2 de envelhecimento.

2.3.3 Preparo das amostras para espectroscopia de massas

Para a avaliacdo do perfil fitoquimico das amostras por espectrometria de massas foram
coletados 5 mL das bebidas envelhecidas por 12 meses e da cachaca ndo envelhecida. As
amostras foram colocadas em sistema de rotaevaporador para a remocéo da fracdo alcoodlica da
bebida. Em seguida as amostras foram resfriadas a -80°C por 24 h e liofilizada por mais 24 h.
A amostra foi entdo diluida em 1,00 mL de metanol. Para andlise se empregou a mistura
compotas por 250 pL da amostra, 650 pL de metanol e 100 pL de NH4OH (10% m/v). Por fim,
injetou-se 2 pL da solucdo em um espectrometro de massa Thermo Fisher LTQ (Massachusetts,

USA) TOF-MS/MS modo negativo com fonte de ionizacdo eletrospray.

2.3.4 Ensaios antioxidantes

Para esta avaliacdo da capacidade antioxidante das amostras de cachaca envelhecida e
nédo envelhecidas foram escolhidos trés compostos como padrdes de referéncia antioxidante de
diferentes classes e grau de hidrofobicidade. Assim, selecionou-se dois compostos fendlicos
naturais ja reportados na literatura em amostras de cachaca envelhecida: acido galico (AG)
(&cido fendlico) e quercetina (QU) (flavonoide). Buscando um composto de hidrofobicidade
intermediaria optou-se pelo Trolox® (TR), que é um mimético da vitamina E, tradicionalmente
utilizado para determinacdo da capacidade antioxidante em diversas metodologias. Todos 0s

resultados foram expressos em equivaléncia de cada composto (mg L™?).

2.3.4.1 Determinacdo de compostos fenolicos totais

A concentragdo de compostos fendlicos totais foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteau. Para este ensaio utilizou-se 500 pL do reagente de Folin—Ciocalteau previamente
diluido (1:10) e da solucéo de Na2COs (75 g L), respectivamente. Em seguida adicionou-se

2,0 mL da amostra ou solucdo de referéncia. O volume final foi ajustado para 5 mL com &gua
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deionizada e aguardou-se 30 min. As medidas espectrofotométricas foram realizadas em 770
nm (SANTOS et al., 2015).

2.3.4.2 Ensaio do sequestro do radical DPPH

Para avaliagdo da capacidade de sequestro do radical DPPH" transferiu-se 0,2 mL da
solugdo metandlica do radical DPPH" (600 pmol L), 1,0 mL da amostra previamente diluida
ou solucdo de referéncia e 2,80 mL de uma solucdo metanolica 30% (v/v). Ap6s 30 min de
incubacéo ao abrigo da luz, realizou-se a medida espectrofotométrica em 527 nm (GRANJA et
al., 2018). A capacidade antioxidante foi calculada a partir da inibi¢éo do radical pela seguinte

equacao:

Absamostra)] ~
L] — N it
%l [1 ( AbS,or x 100 Equacédo 2.1

2.3.4.3 Ensaio do sequestro do radical ABTS™

Para a realizacdo do método empregando o radical ABTS ™ procedeu-se de forma similar
ao DPPH'. Adicionou-se 0,22 mL da solucdo do radical ABTS™ (5 mmol L) a 1,0 mL da
solucdo padrdo ou da amostra previamente diluida e 2,80 mL de agua deionizada. Apds 15 min
realizou-se a medida espectrofotométrica em 734 nm. O sinal de referéncia foi obtido a partir
de uma solugéo semelhante a anterior, no entanto, a amostra foi substituida por 4gua (GULCIN
et al., 2010). A capacidade antioxidante foi calculada de forma analoga ao método DPPH" a
partir da equacdo 1. A solucdo estoque do radical ABTS™* 5 mmol L? foi preparada pela
dissolucéo de 26 mg de ABTS e 4 mg de K2S20g em 10 mL de agua. Apds 16 h de incubacéo
ao abrigo da luz, a soluc&o foi diluida para 25 mL com tampao fosfato 0,05 mol L™ com pH
ajustado para 7,4 £ 0,1 (SANTOS et al., 2015).
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2.3.4.4 Ensaio do sequestro do radical NO

Para avaliacdo do sequestro do radical ‘'NO adicionou-se 0,5 mL da solucdo de
nitroprussiato de sodio 5,0 mmol L em tampao fosfato (0,1 mol L%, pH 7,0) e 2,5 mL das
amostras ou padrdes (200 mg L™1). O volume final foi ajustado para 5,0 mL. A solug&o resultante
foi incubada a temperatura ambiente por 150 min (MAIA et al., 2010). O sinal de referéncia
(branco) foi obtido a partir de uma solucdo semelhante a anterior, no entanto, a amostra ou
padrdo foi substituido por agua ultrapura. Em intervalos de 30 min aliquotas de 1,0 mL das
amostras incubadas foram coletadas e misturadas a 1,0 mL do reagente de Griess. O croméforo
gerado foi medido em 546 nm (GULCIN et al., 2010).

2.3.4.5 Ensaio de reducéo de Fe(lll)

A avaliacdo da capacidade de reducdo de Fe(ll1) foi realizada a partir da adi¢éo de 0,75
mL das solugdes das amostras ou dos padrdes, 1,25 mL da solucdo Ks[Fe(CN)e] a 1,0% (m/v)
previamente diluida em tampéo fosfato pH 6,0 e, 1,25 mL de agua ultrapura. A mistura foi
incubada por 20 min a 50°C. Em seguida, adicionou-se 1,25 mL de &cido tricloroacético 10%
(m/v) e 0,5 mL de FeClza0,1% (m/v) para a formacéo do complexo denominado azul da Prissia
(cromdforo), o qual apresenta méaxima absorvancia em 700 nm (GULCIN et al., 2010). O

branco foi preparado a partir da substituicdo do padrdo ou da amostra por dgua ultrapura.

2.3.4.6 Tratamento estatistico dos dados

Os resultados obtidos foram expressos em termo de média £ SD, para analises em
triplicata (n = 3). A avaliacdo estatistica dos resultados para os diferentes métodos empregados
foi realizada a partir do teste t pareado de Student, ANOVA (Analise de Variancia) e a partir
de andlise correlacdo baseado em procedimentos de regressao linear. Para todos 0s
procedimentos foi considerada uma distribuicdo normal dos dados (erro aleatorio) e um
intervalo de confianca igual a 95%. Para verificar a correlacdo dos resultados em funcéo dos
padrdes usados nos métodos para determinacdo da capacidade antioxidante empregou-se 0
coeficiente de correlacdo linear de Pearson.

Na Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada a de uma matriz contendo
nove linhas (representando as madeiras dos nove barris), e quatro colunas (resultados dos
métodos antioxidantes: fendlicos totais, ABTS™, DPPH e FRAP). Cada PCA foi determinada
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em funcdo do tempo de envelhecimento, neste sendo avaliou-se para cada ciclo de
envelhecimento 3, 6 e 12 meses, perfazendo um total de seis periodos distintos de avaliacdo.
Os resultados referentes as diferentes metodologias foram auto escalonados a partir da média e
desvio padrio global. Em todas as avalicbes empregou-se o programa Origin® 9.0 (EUA) foi

utilizado para tratamento estatistico dos resultados.

2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Caracterizacdo das amostras de cachacas quanto ao tipo de madeira e parametro de
qualidade

O processo de envelhecimento das cachacas em barris de diferentes madeiras levou a
extracdo de diferentes compostos, 0s quais atuam como marcadores quimicos (BORTOLETTO;
ALCARDE, 2014). Para tanto, utilizou-se ESI/TOF-MS/MS para identificar os principais
compostos extraidos de cada madeira, uma vez que esta técnica permite analise de uma grande
variedade de moléculas com alta polaridade, termicamente instaveis e massa molar variavel
(BANERJEE; MAZUMDAR, 2011). Neste trabalho, o perfil fitoquimico das amostras foi
investigado no modo negativo (ESIY), sendo possivel identificar a presenca de compostos de
diferentes classes. Dentre 0s principais compostos encontrados nas amostras, destacam-se 0
acido galico (m/z 169), siringaldeido (m/z 181), coniferaldeido (m/z 177) e sinapaldeido (m/z
207), os quais sdo considerados marcadores quimicos de envelhecimento de cachagas
(AQUINO et al., 2006). Além destes, compostos antioxidantes como quercetina (m/z 301),
acido feralico (m/z 193), dihidrokaempferol (m/z 287), &cido elagico (m/z 301), narigenina
(m/z 271), liquirigenina (m/z 255) e isoliquerigenina (m/z 255), dentre outros, foram
identificados. A sumariza¢do dos principais compostos e marcadores quimicos encontrados nas
amostras de cachagas envelhecidas em diferentes madeiras € descrita e comparada com a
literatura (Tabela SAl e Fig. SAL).

Um dos principais parametros de qualidade da cachaga € a acidez acética, a qual foi
avaliada nas amostras de cachaca ndo envelhecida (CNE) e nas bebidas envelhecidas nos nove
barris para cada ciclo (1 e 2). A acidez acética (expressa em &cido acético) das amostras de
CNE apresentou concentragdes de 53 a 101 mg / 100 mL de alcool anidro, enquanto as amostras
de cachagas envelhecidas variaram de 63,3 (itatba) a 199,1 (umburana) mg / 100 mL. De acordo
com a legislacéo brasileira vigente a acidez volatil de cachacas ndo deve ser superior a 150 mg
/ 100 mL de alcool anidro expressa em &cido acético (BRASIL, 2005). Portanto, todas as
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amostras apresentaram resultados dentro dos limites da legislacdo nacional, exceto as cachagas
envelhecidas em umburana no ciclo 1, em que o teor de acidez acética variou entre 182 e 199,1
mg / 100 mL. Alcarde et al. (2010) também encontraram perfis semelhantes em seu trabalho
com cachaca envelhecida por 24 meses em barris de diferentes madeiras (amendoim, araruna,
jequitiba, cabrelva, pereira, carvalho, umburana, grapia e ipé-roxo), sendo que o aumento da
acidez foi relacionado a oxidacao do etanol a &cido acético. Além disso, compostos originarios
da madeira como acidos organicos nao volateis, componentes secundarios, taninos e compostos

fenolicos, favorecem o aumento da acidez da aguardente no processo de envelhecimento.

2.4.2 Avaliacdo da capacidade antioxidante

2.4.2.1 Compostos fendlicos totais

A concentracdo de compostos fendlicos totais foi determinada pelo método de Folin-
Ciocalteau. Os resultados foram expressos em equivalentes de acido gélico (eq. AG / mg L),
quercetina (eq. QU / mg L) e Trolox® (eq. TR / mg L™?) (Fig. 2.1). As concentragdes das
amostras de cachaca foram calculadas a partir das seguintes equacdes:

A77onm = 0,050(x0,001)"Cac + 0,020(x0,005), r = 0,9995 (n = 7) (Eq. 2.2)
Az70nm = 0,030(20,001)"Cqu + 0,03(x0,01), r = 0,9971 (n = 10) (Eq. 2.3)
A77onm = 0,010(x0,001)"Ctr + 0,010(x0,004), r = 0,9971 (n = 11) (Eq. 2.4)

onde A corresponde ao sinal analitico e Cac, Cqu e Ctr concentragdes (mg L) de acido galico,
quercetina e Trolox®, respectivamente. A diferencas entre os parametros analiticos dos padrdes
ocorrem em funcdo da variacdo estrutural e propriedades fisico-quimicas, como solubilidade e
potencial redox, por exemplo. Por ser um método baseado na transferéncia de elétrons os
antioxidantes com maior tendéncia a oxidacao sao oxidados mais eficientemente pelo reagente
de Folin-Ciocalteau (GULCIN, 2020). Assim, de acordo com as curvas analiticas, 0 AG (E¢ =
0,550 V / Ag|AgCl) apresentou maior sensibilidade, seguido pela QU (E¢ = 0,505 V / Ag|AgCl)
e 0 TR (E¢ = 0,480 V / radidlise de pulso) (KILMARTIN, 2001; JOVANOVI et al., 1996).
Assim, os resultados expressos em equivalentes dos padrdes seguem a seguinte sequéncia que
os valores dos potencias formais quanto a forca de reducéo (TR < QU < AG).

A concentracdo de compostos fendlicos aumentou proporcionalmente com o tempo de
envelhecimento das bebidas em ambos os ciclos de uso dos barris (Fig. 2.1 e Tabela SA2). As
maiores concentracGes de compostos fenolicos totais foram determinadas no ultimo més do

primeiro ciclo (1.12) de envelhecimento. Destacando-se as bebidas envelhecidas em barris de
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balsamo (802 + 16 AG, 1206 = 40 QU e 3625 + 362 TR), jatoba (756 £ 15 AG, 1134 + 38 QU
e 3417 £ 342 TR), umburana (548 + 11 AG, 814 + 20 QU e 2483 + 248 TR), jequitiba (422
8 AG, 636 + 21 QU e 1908 + 191 TR) e timborana (405 + 8 AG, 610 + 20 QU e 1833 + 183
TR), nesta ordem. Analogamente, estas amostras apresentaram as maiores concentracfes de
compostos fendlicos totais para o segundo ciclo de envelhecimento. Apenas para a cachaca
envelhecida em umburana as concentragdes de compostos fendlicos totais ndo apresentaram
variacdo entre os ciclos de envelhecimento (tca = 2,26 < teri = 4,30, p = 0,054 > a = 0,05). Vale
destacar que o barril de carvalho utilizado neste estudo foi reformado para uso. Assim, a
extracdo de compostos organicos pode ter sido comprometida. Portanto, fatores associados ao
processo de reuso do barril (ciclo 2), como raspagem e lavagem, possivelmente comprometeram
0 processo de extracdo dos compostos organicos entre o ciclo 1 e 2, levando a reduc¢éo do teor

de compostos fenolicos totais para o ciclo 2.
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Figura 2.1 — Concentracdo de compostos fendlicos totais em equivalentes (mg L) das amostras de cachaca analisadas. Sendo: a) acido galico; b)

quercetina e ¢) Trolox®.

Ciclo 1

Ciclo 2

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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Vale ressaltar que, mesmo com o decréscimo da concentracdo de fenolicos totais no
segundo ciclo, as amostras de umburana, balsamo e jatoba apresentaram niveis proximos a
amostras de em vinho branco (295 mg L eq. AG) e tinto (1538 mg L eq. AG) (SANTOS et.
al, 2015). Além disto, ja tem sido reportado o potencial de cachacas envelhecidas em barris de
balsamo, umburana, jequitiba, jatoba e timborana quanto a capacidade antioxidante destas.
Vicente et al. (2011), determinaram a concentracdo de fendlicos totais (eq. AG) em cachagas
envelhecidas em barris de diferentes madeiras brasileiras, sendo as amostras envelhecidas em
de balsamo (777 mg L), peroba (727 mg L) e timborana (405 mg L) apresentaram elevada
concentracdo de compostos fenolicos. Rodrigues et al. (2016) determinaram o teor de fenolicos
totais (eg. AG) em amostras envelhecidas em carvalho (96,0 mg L), umburana (73,3 mg L™),
balsamo (31,1 mg L) e jequitiba (23,0 mg L™?). Adicionalmente, Silva et al. (2009) analisaram
amostras envelhecidas de cachaca (eq. AG) em barris de carvalho (236 £ 12 a 488 £ 24 mg L~
1y e jatoba (169 + 8 a 800 + 40 mg L™). Por fim, a variabilidade dos resultados apresentados
esta associada a diferencas nos protocolos experimentais estabelecidos, aos fatores sazonais que
exercem influéncia na composicdo de extrativos nas madeiras e ao tempo de envelhecimento

das amostras de cachaca analisadas.

2.4.2.2 Capacidade de reducéo de Fe(lll) (FRAP)

Elevadas concentracdes de Fe(ll) no organismo podem desencadear o aumento da
concentracdo de espécies deletérias como o radical hidroxila ("OH) por meio da reacdo de
Fenton (SUN; PHAM; WAITE, 2016). Assim buscou-se avaliar a capacidade redutora de ions
Fe(ll) das amostras de cachaca pelo método espectrofotométrico do azul da Prissia
(RODRIGUES et al., 2016). A capacidade redutora das amostras foi determinada a partir das

curvas analiticas apresentadas abaixo:

Azoonm = 0,040(0,002) Cag + 0,10(x0,02), r = 0,9915 (n = 9) (Eq. 2.5)
Azoonm = 0,030(0,001) Cou + 0,10(0,01), r = 0,9975 (n = 10) (Eq. 2.6)
Azoonm = 0,010(0,001) Crr + 0,10(0,04), r = 0,9990 (n = 11) (Eq. 2.7)

onde Az Nm, corresponde ao sinal analitico e C a concentracdo dos compostos antioxidantes.
As curvas analiticas foram similares as obtidas pelo método de Folin-Ciocalteau, uma vez que,
0s mecanismos dos métodos séo baseados na transferéncia de elétrons. As amostras de cachaca
com maiores concentragdes de fendlicos totais se destacaram no ensaio de capacidade de
reducdo de ions Fe(l1l). No primeiro ciclo (Figura 2; Tabela SA2), as amostras mais eficientes

(eq. mg L) foram as cachagas envelhecidas em barris de balsamo (693 + 35 AG; 818 + 27 QU
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e 2600 + 260 TR), jatoba (783 + 39 AG; 924 + 31 QU e 2906 + 290 TR), timborana (405 + 20
AG; 479 £ 16 QU e 1538 + 154 TR), jequitiba (363 £ 18 AG, 430 + 14 QU e 1396 + 140 TR)
e umburana (215 + 11 AG; 256 =9 QU e 888 + 89 TR). As cachacas envelhecidas em carvalho,
peroba e itaiba foram cerca de 90% menos eficientes que as demais.

Considerando a média geral dos resultados em relacdo a cada madeira, a capacidade
redutora dos ions Fe(l11) das cachagas diminuiu ~50% para o segundo ciclo. Os resultados para
as cachacas envelhecidas nos barris de umburana (285 + 14 AG; 339 + 11 QU e 1129 + 113
TR), bélsamo (334 £ 17 AG; 396 + 13 QU e 1296 + 130 TR) e jatoba (276 + 14 AG; 328 + 11
QU e 1096 + 110 TR) no segundo ciclo apresentaram a mesma tendéncia que o primeiro ciclo
de envelhecimento. Por fim, as amostras envelhecidas em umburana mantiveram a capacidade
redutora nos dois ciclos, uma vez que a variagdo total foi inferior a 5%.

Rodrigues et al. (2016) verificaram que cachacas envelhecidas em carvalho (15 anos),
balsamo (3 anos) e umburana (8 anos) apresentaram eficiéncia similar ao acido ascérbico (200
mg L7). Duthie et al. (1998) realizaram experimentos de FRAP em sistemas bioldgicos,
verificando que o consumo de vinho e uisque envelhecido em barris de carvalho levou a reducgéo
de ions Fe(lll) em amostras de plasma humano. As amostras de uisque apresentaram maior
eficiéncia (~60% maior) quando comparadas as de vinho. Além disto, o efeito redutor do uisque
(2 h) foi mais prolongado em relagdo ao do vinho (1 h). Desta forma, estes resultados mostram
o potencial benéfico que as amostras de cachaca envelhecida podem apresentar como bebida

envelhecida.
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Figura 2.2 — Capacidade de reducéo de Fe(111) em equivalentes (mg L*) das amostras de cachaca analisadas. Sendo: a) 4cido galico; b) quercetina e c)

Trolox®.

Ciclo 1

Ciclo 2

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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2.4.2.3 Capacidade antioxidante frente ao radical ABTS™

Para avaliar o potencial antioxidante das amostras de cachagas em meio hidrofilico (pH
7,4), empregou-se 0 método do radical ABTS™. Os resultados obtidos foram expressos em
equivalentes dos padrdes (mg L™?) calculados a partir das respectivas curvas analiticas. Os

parametros analiticos sdo apresentados nas seguintes equagdes:

%I = 34,6(+ 1,1) Cac + 4,0(x 1,6), r = 0,9970 (n = 9) (Eq. 2.8)
%I = 19,6 (£ 0,7) Cou + 3,9(+ 1,9), r = 0,9954 (n = 7) (Eq. 2.9)
%I =4,2 (£0,2) Crr + 1,5(x 1,6), r = 0,9962 (n = 7) (Eq. 2.10)

As amostras mais eficientes (eq. mg L) frente ao radical ABTS™* foram as de jatoba
(172 £ 6 AG, 304 £ 11 QU e 1548 + 72 TR), jequitiba (106 + 3 AG, 187 + 7 QU, 1002 + 47
TR), umburana (100 = 3 AG, 178 £ 6 QU e 958 + 44 AG) e balsamo (91 + 3 AG, 161 +6 QU
e 881 + 41 TR) (Figura 2.3; Tabela SA2). Estas amostras ndo apresentaram variacoes
significativas da capacidade antioxidante no primeiro ciclo de maturacdo em funcdo dos
diferentes padrdes utilizados para expressar 0s resultados (ANOVA, Fea = 0,09 < Fei=29a
95% de confianca). Para o segundo ano as cachacas envelhecidas nos barris de balsamo, jatoba
e jequitiba reduziram em 49, 75 e 43%, respectivamente, os valores de capacidade antioxidante,
comparando o ultimo més de cada ciclo. Adicionalmente, a cachaca envelhecida em barril de
balsamo apresentou a menor variacdo média da capacidade antioxidante entre dois ciclos
(26%).
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Figura 2.3 — Capacidade antioxidante das amostras de cachaca analisadas em equivalentes (mg L*) pelo método ABTS™*. Sendo: a) &cido gélico; b)

quercetina e ¢) Trolox®.

Ciclo 1

Ciclo 2

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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Com o objetivo avaliar o efeito da composicao de cada cachaca em relagdo a capacidade
antioxidante de acordo com as caracteristicas das madeiras, realizou-se o ensaio de ABTS™
normalizando a concentracdo de fendlicos totais de todas as amostras (1.12) em 1.0 eq. AG (mg
L) a partir dos resultados pelo método de Folin-Ciocalteau. Neste estudo, o perfil cinético (até

120 min) quanto a capacidade de sequestro do radical ABTS ™ foi estabelecido (Figura 2.4).

Figura 2.4 — Curva de consumo percentual do radical ABTS™* em funcdo do tempo para as
cachacas envelhecidas no primeiro ciclo de envelhecimento (més 12).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021

O sequestro do radical ABTS* variou de forma mais significativa nos primeiros 20 min.
De forma analoga aos ensaios anteriores as cachacgas envelhecidas em jatoba, umburana e
jequitiba apresentaram maior capacidade de reducao da espécie radicalar. A bebida envelhecida
em jatoba apresentou inibicdo superior a 50%, enquanto para o balsamo foi 0 menos efetivo.
Vale salientar que as cachacas envelhecidas em jaboti e itatba foram eficientes, indicando que
a composi¢do quimica da amostra, como a concentragdo dos compostos sdo parametros

determinantes quanto ao sequestro de espécies reativas.

2.4.2.4 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH'

Para avaliar a capacidade antioxidante das amostras de cachagas em meio aquo/organico
e avaliar a capacidade dos compostos presentes nas bebidas como doadores de atomos de
hidrogénio (H"), empregou-se 0 método de sequestro do radical DPPH". Os resultados obtidos

foram calculados a partir das seguintes relagdes matematicas:
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%I = 6,0 0,3) Cac + 0,9(+ 1,2), r = 0,9913 (n = 6) (Eg. 2.11)
%I = 4,3 (+ 0,2) Cou + 7,3(% 2,6), r = 0,9917 (n = 6) (Eq. 2.12)
%I = 3,7 (£0,2) Crr — 3,8(x 2,2), r = 0,9961 (n = 6) (Eg. 2.13)

De forma geral, os resultados para 0 método do DPPH' foram menores, entre 12 e 72%
quando comparados o ABTS'*. Esta variacdo pode ser justificada pela natureza dos compostos
antioxidantes extraidos das madeiras no processo de envelhecimento das bebidas, os quais
apresentam compostos de baixa massa molar e menor grau de lipofilicidade (PRIOR et al.,
2005). Uma vez que fatores como a polaridade e volume molar dos compostos afetam a
eficiéncia do método do DPPH" em funcdo da composicdo das amostras (KARADAG,;
OZEELIK; SANER, 2009). Os resultados obtidos para este 0 método do DPPH', de forma geral,
seguiu tendéncia similar aos ensaios anteriores (Figura 2.5; Tabela SA2), sendo que as amostra
mais efetivas em reagir com radical (eq mg L) foram de balsamo (601 + 30 AG, 418 + 19 QU
e 871 £ 40 TR) e jatoba (590 + 30 AG, 409 + 19 QU e 854 + 40 TR). Contudo, as cachagas
envelhecidas em barris de umburana e jequitiba apresentaram menor eficiéncia comparando o
perfil geral em relacdo ao método do ABTS™. Por fim, para o segundo ciclo de uso dos barris
houve diminuicdo nos valores de capacidade antioxidante das amostras de cachaca,
especialmente para balsamo (87%) e jatoba (69%).

Rodrigues et al. (2016) avaliaram extratos alcodlicos de amostras de cachagas
envelhecidas em umburana (8 anos), balsamo (3 anos), carvalho (15 anos) e jequitiba (2 anos).
Neste estudo, as amostras de umburana e carvalho apresentaram inibicdo entre 50 e 67%,
superiores ao BHT (500 mg L%; %I ~ 45%). Contudo, as amostras de balsamo e jequitiba, ndo
apresentaram inibicdo significativa do radical DPPH". Vicente et al. (2011) reportaram que
amostras de cachaca envelhecidas (18 meses) em timborana, balsamo e peroba sequestraram
mais de 90% do radical, enquanto as amostras de carvalho e jaboti sequestaram 34 e 19%,

respectivamente.
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Figura 2.5 — Capacidade antioxidante das amostras de cachaga analisadas em equivalentes (mg L*) pelo método DPPH’. Sendo: a) acido galico; b)

guercetina e ¢) Trolox®.

Ciclo 1

Ciclo 2

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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2.4.2.5 Capacidade de sequestro de oxido nitrico (‘"NO)

O "NO é uma espécie reativa produzida no organismo associada a uma série de funcdes
fisioldgicas, atuando como neurotransmissor, relaxante muscular e vasodilatador (COOMBS et
al., 2021). Contudo, em elevadas concentracfes apresenta efeitos deletérios, pois é capaz de
reagir com macromoléculas, compostos tiolicos e gerar outras especies reativas, como 0
peroxinitrito (ONOO") (KURIN; MUCAIJI; NAGY, 2012). Rebelo et al. (2014), avaliaram a
capacidade de extrados de vinho para o sequestro de "NO produzido por macréfagos. Neste
estudo, as amostras analisadas apresentaram inibi¢cdo maxima de ~ 70%. Assim, tendo em vista,
a realizacdo do ensaio para amostras de bebida com elevada concentracdo de compostos
fenolicos, e em funcdo dos resultados anteriores, avaliou-se o perfil das cachacas envelhecidas
frente a capacidade de sequestro do radical "NO.

Neste estudo, empregaram-se as amostras no periodo de maior concentracdo de
compostos fenolicos (més 12 dos ciclos 1 e 2). Os resultados foram expressos em percentual de
sequestro do radical "NO e em concentracao de nitrito remanescente. Assim como nos
resultados anteriores, observou-se 0 aumento da capacidade antioxidante das amostras de
umburana, jatoba e balsamo no decorrer do ciclo de maturacdo (Figura 2.6; Tabela SA3). A
reutilizacdo dos barris, levou a diminui¢do da capacidade antioxidante (teri = 2,30 < tca = 3,08
para 95% de confianca). Contudo, a reducédo do radical ‘"NO no meio ainda assim, foi superior
a 66%. As amostras de cachaca envelhecidas em umburana (88,2%), balsamo (82,4%) e
carvalho (82,3%) (ciclo 1) apresentaram resultados similares aos obtidos para os padrdes AG
(%l = 87,9%), QU (%l = 83,6%) e TR (%Il = 86,8%) a 100 mg L™ ndo possuem diferenca
significativa para 95% de confianca (tei = 2,78 > tca = 0,77), indicando a eficiéncia das bebidas

avaliadas.



Figura 2.6 — Capacidade de sequestro de “NO das amostras de cachaca envelhecidas ap6s 150 min
de ensaio. Sendo: a) amostras de umburana, balsamo e jatoba no ciclo 1 e b) amostras de

umburana, balsamo e jatoba no ciclo 2; ¢) todas as amostras no més de ciclo 1 e d) todas as
amostras no més de ciclo 2.
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2.4.2.6 Analise de correlacao entre os dados

A partir dos resultados dos compostos fendélicos totais, capacidade redutora de Fe(lll) e
capacidade antioxidante pelos métodos de ABTS ™ e DPPH" foram calculados os coeficientes
de correlacdo linear entre todas as amostras do primeiro e do segundo ciclo em fungéo do padrdo
usado (Tabela SA5). Todas as correlagdes foram positivas indicando a proporcionalidade dos
métodos empregados em relacdo aos compostos extraidos. De forma geral a concentracdo de
fendlicos totais apresentou elevada correlagdo (r > 0,8051) comparando-o aos demais métodos.

As correlagdes mais elevadas foram obtidas para FTXFRAP (0,9490 < r < 0,9179),
possivelmente devido ao mecanismo de transferéncia de elétrons, o qual € comum para ambos

os métodos. As mais baixas correlagfes foram observadas entre os métodos de DPPH xABTS™
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(0,6743 < r < 0,7077). Estas diferencas sdo justificadas pelas caracteristicas entre as
metodologias como mecanismos de reacdo, que podem ocorrer por transferéncia de elétrons
e/ou de protons, reatividade, polaridade do meio, estereoquimica dos radicais € composicao
quimica das amostras analisadas (GULCIN, 2020).

Por fim, entre os padrées empregados, 0 AG e a QU apresentaram alta correcdo entre
0s métodos empregados, indicando que independentemente do padrdo usado na calibragdo dos
métodos, os resultados obtidos terdo a mesma tendéncia, ndo comprometendo a interpretacédo e

aplicabilidade dos mesmos.

2.4.2.7 Analise multivariada da capacidade antioxidante em funcdo do tempo de

envelhecimento da cachaca

A partir da analise exploratoria multivariada pode-se inferir sobre as similaridades e
diferencas entre as amostras de cachaca, considerando a influéncia da variacdo do tempo de
envelhecimento e dos ciclos de utilizacéo dos barris apds a raspagem e lavagem dos recipientes
avaliados. Assim, empregou-se a analise de componentes principais (PCA) a partir da
concentracdo de fendlicos totais e dos resultados obtidos pelos métodos de FRAP e sequestro
dos radicais ABTS* e DPPH' como variaveis. Para este estudo a relagdo PC1xPC2 variou de
94,2 a 98,8% em relacéo a variancia total dos diferentes sistemas avaliados (Fig. 2.7 e Fig SA5).
Esta avaliacdo sugere que a capacidade antioxidante total das amostras de cachaca sofre
influéncia ndo s6 da concentracdo das espécies, mas também das caracteristicas dos compostos
extraidos durante o envelhecimento das bebidas. Para os ciclos iniciais 1.3 e 2.3 observou-se a
discriminacdo do grupo formado pelas cachagas envelhecidas em ITA, PER, OAK, JAB e TIM
(G1) (Fig. 2.7a e 2.7d). As cachacas envelhecidas em JAT (G2) e BAL (G3) se mantiveram
discriminados das demais amostras durante os dois ciclos (Fig. 2.7a-¢).

As amostras de TIM separaram-se do grupo inicial apos seis meses de envelhecimento
em ambos os ciclos (G5) (Fig. 7b-c e 7e-f). A principal variavel para a discriminacao dessa
amostra foram os ensaios de DPPH'. Essas variacOes podem ser justificadas pela maior
concentracdo de compostos antioxidantes de baixa massa molecular gerada durante o ciclo, pois
antioxidantes volumosos reagem lentamente, ou sequer reagem com o radical DPPH’, devido
ao impedimento estérico (PRIOR et al, 2005; GOLCIN, 2020). As amostras de UMB e JEQ
(G2) apresentaram similaridades durante o primeiro ciclo de envelhecimento. Contudo, a

amostra de UMB se discriminou no segundo ciclo (G6) (Fig. 7d-f). O principal fator que
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influenciou nessa mudanga foram os resultados para o ensaio de fenolicos totais, uma vez que
este parametro praticamente n&o variou entre os ciclos de reuso.

Entre cada ciclo, os recipientes foram raspados e tratados termicamente e as
caracteristicas dos compostos extraidos dependem das madeiras utilizadas. Neste sentido,
LEAO et al (2011), avaliaram a influéncia do tratamento térmico das madeiras na composicao
dos extrativos presentes em amostras de cachaca envelhecidas em umburana, balsamo e
carvalho. Neste estudo, observou-se que este procedimento levou a diminuicao da concentragdo
de extrativos totais (12-19%) e de compostos hidrossollveis (18-71%) e o aumento da
concentracdo de compostos de baixa solubilidade (18-20%). Estas variacdes ocorreram devido
a volatilizacdo de algumas classes de compostos e a degradacao térmica de outros. Além disto,
compostos fenolicos de baixa massa molecular derivados da lignina da madeira dos barris
influenciam na composicao de bebidas destiladas e o tempo de maturacdo leva ao aumento da
concentracéo destes. Assim o tempo de envelhecimento de bebidas como whisky, conhaque e
destilados de vinho influencia no teor de compostos fendlicos derivados de lignina (Castro et

al., 2020). Logo, tais parametros podem estar associados a discriminacdo dos grupos.



Figura 2.7 — Andlise dos componentes principais: graficos dos scores para relagdo PC1 x PC2 nos dois ciclos de envelhecimento das cachacas.
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2.5 Concluséao

A partir da analise fitoquimica por espectrometria de massas foi possivel verificar
a presenca de compostos considerados como marcadores quimicos de envelhecimento de
cachagas como, o acido galico, sinrigaldeido, coniferaldeido e sinapaldeido, Além destes,
compostos antioxidantes como quercetina, &cido ferulico, dihidrokaempferol, &cido
elagico, narigenina, liquiritigenina e isoliquiritigenina, dentre outros, foram identificados.
Todas as amostras apresentaram resultados dentro dos limites da legislacdo vigente, para
a acidez acética (< 150 mg / 100 mL de acido acético), exceto as cachacgas envelhecidas
em umburana no primeiro ciclo.

A capacidade antioxidante das cachacas envelhecidas, de forma geral, aumentou
com passar do tempo durante os ciclos de utilizacdo dos barris. Os melhores resultados
foram encontrados para amostras envelhecidas em barris de umburana, jatoba, jequitiba
e timborana no primeiro ciclo. A partir do inicio do segundo ciclo observou-se a
diminuicdo da capacidade antioxidante das bebidas. Estes resultados estdo associados a
menor concentracdo de compostos extrativos nas madeiras, bem como a
degradacdo/oxidacdo dos compostos antioxidantes passiveis de extracdo. Nesse sentido,
as amostras de umburana se destacaram, pois mantiveram a capacidade antioxidante
similar entre os dois ciclos de reuso.

As metodologias empregadas mostraram correlacdo positiva entre os resultados.
As cachagas com maiores concentracGes de compostos fenélicos foram mais eficientes
frente as espécies reativas analisadas (ABTS™, DPPH e ‘NO). No entanto, quando
avaliadas em condicOes equivalentes (FT = 1,0 mg L), amostras como jaboti e itatba
que estavam entre as bebidas com menor capacidade antioxidante apresentaram % | >
35% do radical ABTS™, indicando que mesmo em baixas concentracdes as amostras

possuem em sua composicao antioxidantes eficientes.
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Figura SA1 — Espectros de massa (ESI-) das amostras de cachaca envelhecidas por 12 meses
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Figura SA1 — Espectros de massa (ESI") das amostras de cachaca envelhecidas por 12 meses
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Figura SA1 — Espectros de massa (ESI") das amostras de cachaca envelhecidas por 12 meses
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Figura SA1 — Espectros de massa (ESI") das amostras de cachaca envelhecidas por 12 meses
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Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

Amostra Composto proposto Massa [M-H] Referéncia
. , Silva et al., 2009.
Sinapaldeido 208 207 Sanz et al., 2012.
Acido pentadecan6ico 242 241 Tosato et al., 2018
Acido palmitoléico 254 253 Tosato et al., 2018.
A(.:'dc.) P?"m'F'CO_? Tosato et al., 2018.
Liquiritigenina; 256 255 .
. e Lietal., 2016
Cachaca nédo Isoliquiritigenina
envelhecida Acido oleico 282 281 Tosato et al., 2018
Biochanina A: Santos et al., 2007.
Wogonina ' 284 283 Zhar_lg et al., 2008.
Lietal, 2016
Rhazinilam; Normacusina B; 294 293 Lyonetal., 1973.
Longistilina CB Liuetal., 2010
Hidrato de estaquiose ou isdbmeros 720.5 719.5 Tosato et al., 2018

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida
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(Continua...)

Amostra Composto proposto Massa [M-H] Referéncia
Acido vanilico 168 167 Vicente et al., 2011;
Sanz et al., 2012
.. , Sanz et al., 2012.
S::':rgrﬁgﬁédo Silva et al., 2019;
e 182 181 Bortoletto; Alcarde,
D-iditol;
D-glucitol 2013,
9 Azevedo et al., 2016.
Genisteina; Santos et al., 2007.
Apigeninaa 210 269 Liuetal., 2010
o " ) Oliveira et al., 1978.
(+)'7'H'droxlz:r;r?"eetrﬁ’iﬁf"ﬂa"anona’ 272 271 Fathoni et al., 2017.
Balsamo g Lietal., 2016
Biochanina A 284 283 Souza et al., 2007.
(%) -7,3’-Diidroxi-4’-metoxiisoflavonona 988 287 Oliveira et al., 1978
Dihidrokaempferol Said et al., 2017
Dimetilgenisteina 298 297 Santos et al., 2007
Acido elagico Souza et al., 2007;
Quercetina 302 301 Fathoni et al., 2017.
Dimetoxiluteolina 314 313 Fathoni et al., 2017.
Acido trihidroxi-octadecadiendico 328 327 Said et al., 2017
Acido trihidroxi-octadecanoico 330 329 Said et al., 2017
Cicloolivil; 376 375 Sanz et al., 2012,
Olivil.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.



Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida
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(Continua...)
Amostra Composto proposto Massa [M—-H] Referéncia
Bortoletto; Alcarde,
Coniferaldeido 178 177 2013.
Sanz et al., 2012.
.. , Sanz et al., 2012.
S':":rgnf:ﬁg?'o Silva et al., 2019;
e 182 181 Bortoletto; Alcarde,
D-iditol;
D-glucitol 2013
9 Azevedo et al., 2016.
Acido hidroxigalico 188 187 Fathoni et al., 2017
< . . Dias, et al., 1998.
Carvalho Acido ferllico 194 193 Sanz et al., 2012.
Souza et al., 2007.
Etil galato Bortoletto; Alcarde,
Acido siringico 198 197 2013.
Sanz et al., 2012.
Silva et al., 2009.
Sinapaldeido 208 207 Sanz et al., 2012.
Acido palmitico;
Liquiritigenina; 256 255 Tosato etal., 2018,

Isoliquiritigenina

Lietal.,, 2016

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.



Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

Amostra Composto proposto Massa [M—-H]~ Referéncia
Genisteina; Santos et al., 2007.
Apigenina 270 269 Liuetal., 2010
. . . _ Oliveira et al., 1978.
(+)'7'H'drox,'\;:ri':"fetr‘]’i)r‘l:SOf'a"anona’ 272 271 Fathoni et al., 2017.
9 Lietal., 2016
5,7-dihidroxi-3- (p-tolil) cromen-4-ona; 284 283 Souza et al., 2007.
Rhazinilam; Normacusina B; 294 293 Lyonetal., 1973.
Carvalho Longistilina CB Liuetal., 2010
Acido el4gico Souza et al., 2007;
Quercetign : 302 301 Fathoni et al., 2017;
Said et al., 2017.
Dimetoxiluteolina 314 313 Fathoni et al., 2017.
Acido trihidroxi-octadecanoico 330 329 Said et al., 2017
Acido cafeO|_I—2—h|dr,o_X|etano—1,1,2— 340 339,20 Said et al., 2017
tricarboxilico
Acido sinéapico 224 223 Sinosaki et al., 2020
. . . . Oliveiraetal., 1978.
(+)'7'H'droxl'\;:ri'r:nitr:’i):]fo“avanona’ 272 271 Fathoni et al., 2017.
9 Lietal., 2016
Luteolina 286 285 Fathoni et al., 2017
Derivado do acido cafeico 296 295 Francescato et al.,
ltauba
2013
Dimetoxiluteolina 314 313 Fathoni et al., 2017.
(3S)-2-(1,3-benzodioxol-5-yI)-3,5,7-trimetil- 340 339 Yanez, et al., 1986.
2,3-dihidrobenzofuran-6-ol
Conidendrina 356 355 Sanz et al., 2012.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

Amostra Composto proposto Massa [M-H] Referéncia
Siringaldeido S_anz etal., 2012.
Harmane: Silva et al., 2019;
e 182 181 Bortoletto; Alcarde,
D-iditol;
D-glucitol 2013.
Azevedo et al., 2016.
- - Dias, et al., 1998.
Acido ferulico 194 193 Sanz et al., 2012,
Fathoni et al., 2017.
Jequitiba Kaempferol 286 285 Said et al. 2017.
Lietal., 2016
(%) -7,3’-Diidroxi-4’-metoxiisoflavonona; 988 287 Oliveiraetal., 1978
Dihidrokaempferol Said et al., 2017
Gliricidina; .
3-O-metilorobol: 300 299 Saidetal,, 2017.
L Zhang et al. 2008
Baicaleina Z
Skullcapflavona Il 374 373 Zhang et al., 2008
Dimero da Sakuranetina 552 551 Chenetal., 2016

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

Amostra Composto proposto Massa [M-H] Referéncia
Acido el4gico Souza_et al., 2007;
Quercetina 302 301 Fath_onl et al., 2017.
Said et al., 2017.
Acido Labd-8(20),13-dien-15-6ico (4cido
copalico), metil ester;
Acido Labd-8,13-dien-15-6ico, metil ester; 318 317 Doménech-Carbb et
Jatoba Acido Labd-7,13-dien-15-6ico, metil ester; al., 2009
Acido cleroda-3,13-dien-15-0ico;
Acido kolavenic, metil éster.
Acido trihidroxi-octadecadienoico 328 327 Said et al., 2017
Acido trihidroxi-octadecanoico 330 329 Said et al., 2017
5,4’-d|h|drOX|-_7,3’-dlmetOX|8-met|I 344 343 Ye et al., 2005
homoisoflavanona
. . .. ] Oliveiraet al., 1978.
(+)'7'H'droxl'\;:ri'r%it;’iﬁgs"f'a"anona’ 272 271 Fathoni et al., 2017.
Lietal., 2016
Umburana 5,7-dihidroxi-3- (p-tolil) cromen-4-ona; 284 283 Souza et al., 2007.
Dimetoxiluteolina 314 313 Fathoni et al., 2017.
5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-3-(p tolil)croman- 378 377 Souza et al., 2007

4-ona

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

82

(Continua...)
Amostra Composto proposto Massa [M—-H] Referéncia
Fathoni et al., 2017.
Acido galico 170 169 Lietal., 2016
Zhang et al., 2008
.. , Sanz et al., 2012.
S'gg?;ffédo Silva et al., 2019:
e 182 181 Bortoletto; Alcarde,
D-iditol;
D-glucitol 2013.
Azevedo et al., 2016.
Acido hidroxigalico 188 187 Fathoni et al., 2017
Harmanocarboxylic acid 226 225 Pereira et al., 2007
Peroba ——
Gen_lstel_na, 270 269 San_tos et al., 2007.
Apigenina Liuetal., 2010
. . .. . Oliveira et al., 1978.
(+)'7'H'droxl'\;:ri':;it:ﬁ!”f'a"anona’ 272 271 Fathoni et al., 2017.
Lietal.,, 2016
5,7-dihidroxi-3- (p-tolil) cromen-4-ona; 284 283 Souza et al., 2007.
Rhazinilam; Normacusina B; 294 293 Lyonetal., 1973.
Longistilina CB Liuetal., 2010
Dimetoxiluteolina 314 313 Fathoni et al., 2017.
Acido trihidroxi-octadecanoico 330 329 Said et al., 2017

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.



Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

Amostra Composto proposto Massa [M—-H] Referéncia
Siringaldeido S_anz etal., 2012.
Harmane: Silvaetal., 2019;
e 182 181 Bortoletto; Alcarde,
D-iditol;
D-glucitol 2013.
Azevedo et al., 2016.
Timborana Acido glicarico 210 209 Fernan;izégcl)gatos et
Acido palmitico;
Liquir?tigenina" 256 255 Tosa_to etal., 2018.
ooy Lietal., 2016
Isoliquiritigenina
(%) -7,3’-Diidroxi-4’-metoxiisoflavonona 288 287 Oliveira et al., 1978
Dihidrokaempferol Said et al., 2017
Dimetoxiluteolina 314 313 Fathoni et al., 2017.
Siringadeido S_anz etal., 2012.
Harmane- Silvaetal., 2019;
e 182 181 Bortoletto; Alcarde,
. D-iditol;
Jaboti D-glucitol 2013.
Azevedo et al., 2016.
Sinapaldeido 208 207 Silva etal., 2009.

Sanz et al., 2012.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

83

(Continua...)



Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

Amostra Composto proposto Massa [M—-H] Referéncia
?f'iﬂiﬁ?"::.fﬁ 256 255 Tosatoetal,, 2018,
quiritigenina, Lietal., 2016
Isoliquiritigenina
Formononetina 268 267 Lietal., 2016
Genisteina; Santos et al., 2007.
Apigenina 270 269 Liuetal., 2010
. . .. . Oliveira et al., 1978.
(+)'7'H'droxl'\;:ri'r']“itﬁiflgs‘)f'avanona’ 272 271 Fathoni et al., 2017.
Jaboti g Lietal., 2016
5,7-Dihidrdxi-3- (p-tolil) cromen-4-ona; 284 283 Souza et al., 2007.
Biochanina: Santos et al., 2007.
Wo onina’ 284 283 Zhang et al., 2008.
g Li etal, 2016
Catequina 200 289 Said et al., 2017
Epicatequina
Rhazinilam; _qu_macusma B; 294 993 Lypn etal., 1973.
Longistilina B Liuetal., 2010
Derivado de dimetilpelargonidina 301 300 Said et al., 2017

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA1 - Sinais m/z atribuidos a partir de dados (ESI°) para as amostras de cachaca envelhecida

85

................................. (Conclusao)

Amostra Composto proposto Massa [M-H]- Referéncia
Acido el4gico Souza_et al., 2007;
Quercetina 302 301 Fath_onl et al., 2017;
Said et al., 2017.
Cajanol 316 315 Liuetal., 2010
Acido 5-O-p-cumaroilhiquimico (5-p-CoSA); .
Acido 4—0—?)—cumaroilhi(c11uimico ((3—T)—COSA)) 320 319 Said etal., 2017
Acido trihidroxi-octadecadienoico 328 327 Said et al., 2017
Acido trihidroxi-octadecanoico 330 329 Said et al., 2017
5,4’—d|h|drOX|—_7,3’—dlmetOX|8—met|I 344 343 Ye et al., 2005
homoisoflavanona
Acido Pentahidroxi-octadecanioco 348 347 Said et al., 2017
Conidendrina 356 355 Sanz et al., 2012.
Secoisolariciresinol 362 361 Sanz et al., 2012.
Jaboti Skullcapflavona Il 374 373 Zhang et al., 2008
Cicloolivil; 376 375 Sanz et al., 2012.
Olivil.
Oleosideo 390 389 Sanz et al., 2012
Mangiferina; 422 421 Zhang et al. 2008
Isomangiferina
Crisoeriol hexosiceo; Said et al., 2017.
. o 462 461 Sanz et al.,2012.
2,3-Dihidro-oroxilosideo; Zhang et al. 2008
2,3-Dihidro-wogonosideo '
Oxipaeoniflorina 496 495 Lietal., 2016
Acido 3,4-Di-O-(E)-cafeoilquinico 516 515 El Sayed et al., 2016
Acido 5-O-p-coumaroil-4-O-cafeoil-4- 694 693 Said et al., 2017

metilpentandico-5-hidroxi-3-quinato

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA2 — Capacidade antioxidante das amostras de cachaca envelhecida em diferentes madeiras pelos métodos de Folin-Ciocalteau, ABTS™*, DPPH
e FRAP.

(Continua...)
Resultados dos métodos (eq, mg L™2)
Amostras FC ABTS** DPPH* FRAP
Madeiras Ciclo.més AG QU TR AG QU TR AG QU TR AG QU TR

1.3 26915 400+13 1221+122 73+2 12945 732134 10045 66+3 143+7 9845 119+4 488+49

UMB 16 401+8 81427 1813+181 9343 164+6 895+42 125+6 834 17948 204+10 243+8 850+85
1.12 548+11 603+20 2483+248 100+3 17846 958+45 132+7 88+4 18949 21511 256+9 888+89
1.3 47249 697+23 21424214 7242 12745 724434 412421 282413 594428  468+23 553+18 1754175

BAL 16 611+12 911+30 2767277 T7+2 13645 767+36  409+20 280+13 589+27  580+29 686+23 2213+221
1.12 802+16 120640 3625362 91+3 161+6 881+41 601+30 417419 871+40 69335 818+27 2600+260
1.3 331+7 480+16 1508+151 59+2 104+4 615+29 214+11 14047  304+14  394+20 466+16 1500+150

JAT 16 369+7 537+18 1675+167 82+3 14545 804+37 273x14 18348  391+18  385%19 456+15 1471+147
1.12 756+15 1134438  3417+342 17245  304+11 1548+72 590+29 409+19 854+40  783+39 924+31 2906+291
1.3 2265 33311 1025+102 T74+2 130+4 737134 9745 63+3 13746 194+10 23248 817+82

JEQ 16 213+4 313+10 967+97 7142 12645 719433 131+7 87+4 18749 88+4 108+4 454445
1.12 42248 636+21 1908+191 106+3 187+7 1003+47 177 +9 12146  255+12  363+18 430+14 1396+140
1.3 95+2 131+4 438+44 6+0,2 11+0,4 56+3 7614 48+2 106£5 774 95+3 417+42

TIM 16 187+4 27319 850+85 12+0,4 21408 12446 192410 13146  276+13  199+10 238+8 833483
1.12 4058 610+20 1833+183 31+1 5542 282+13 354+18 247411 514424 40520 479+16 1538+154
1.3 55+1 8243 249125 6,4+0,2 1104 66+3 49+2 34+2 71+3 146+7 17246 530+53

JAB 1.6 73£2 11044 331+33 58+0,2 1004 61+3 56+3 39+2 82+4 774 9143 293+29
1.12 14743 211+7 671167 10+0,3  19+0,7 9915 9215 65+3 13446 9515 116+4 479+48

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA2 — Capacidade antioxidante das amostras de cachaca envelhecida em diferentes madeiras pelos métodos de Folin-Ciocalteau, ABTS™, DPPH*

e FRAP.
(Continua...)
Resultados dos métodos (eq. mg L?)
Amostras FC ABTS** DPPH* FRAP
Madeira Ciclo.Més AG QU TR AG QU TR AG QU TR AG QU TR
1.3 16+0,3 22+1 75+7 1,1+0,1 2,0+0,2 10+1 4,4+0,3 2,0£0,3 6%1 11+1 14+0,5 69+7
CAR 1.6 26+0,5 36x1 117412 1,6%0,1 2,8+0,2 14+1 16+1 10+1 22+1 22+1 27+1 106+11
1.12 29+0,6 411 130+13 1,7¢0,1  3,0%0,2 15+1 3242 22+1 46+2 31+2 37+1 135+14
13 12+0,2 18+0,5 5415 2,5+0,1 4,3+0,2 271 45+0,3 3+04 7+1 8+0,5 9+0,4 29+3
PER 1.6 29+0,6 41+1 131+#13 3,6+0,1 6,4+0,3 36+2 5,6+0,3 404 8+1 10+05 12+0,5 38+4
1.12 742 833 35+3 2,5+0,1 4,4+0,2 27+1 57+0,3 4%05 8+1 30+1 361 132+13
1.3 12+0,2 17+0,6 5245 2,6£0,1 4,6+0,2 28+1 57+0,3 404  8%1 8+0,4 11+0,4 31+3
ITA 1.6 13+0,3 19+0,6 58+6 2,6£0,1 4,6%0,2 28+1 6,0£0,3 4+0,5 91 8+0,4 10+0,4 8+1
1.12 21+0,4 29+1 97+10 3,4+0,1 6,0£0,3 3412 10+1 70,6 15%1 20+l 24+1 98+10
CNE 1 50,1 70,2 2212 0,2£0,1 0,401 2105 20,2 1+0,2 2+1 1+0,1 20,1 1+0,1

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA2 — Capacidade antioxidante das amostras de cachaca envelhecida em diferentes madeiras pelos métodos de Folin-Ciocalteau, ABTS™, DPPH*
e FRAP.

(Continua...)
Resultados dos métodos (eq. mg L)
Amostras FC ABTS** DPPH* FRAP
Madeira  Ciclo.Més AG QU TR AG QU TR AG QU TR AG QU TR

23 333+7  499+17  1508+151 4742 84+3 454421 53+3 603 78+4 15348 18246 63063

UmB 26 435+9  656%22  1967+197 69+2 122+4 632429 47 ,4+2 5243 69 +3 218+11 2609 900+90
212 578+12  860+29 26174262 89+3 158+6 80137 53+3 59+3 78+4 285+14  339#11  1129+113
23 2004 27749 917492 35+1 62 +2 35517 10945 3642 9945 206410 2468 858+86

BAL 26 274+5  391#13  1250+125 40+1 71+3 396+18 163+8  108+5 1869  254+13  302+10  1021+102
212 36747 534+18  1667+167 46+1 8243 447+21  225#11  191+9  287+#13 33417 39613  1296+130
23 15643 20947 717472 14+0,4 251 12946 78+4 5+0,5 492 17449 20947 75075

JAT 26 22244 311#10  1017+102 1705 301 15347 80+4 10,3 53+3 280+14  333+11  1113+111
212 2655  377+13  1208+121 201 361 17948 191410 14627  232+11  276+14  328+12  1096x110
23 76+2 101+3 350435 26+1 4642 278+13 50+3 13+1 4342 4042 52+2 292+29

JEQ 26 92+2 12644 421442 36+1 64+2 364+17 36+2 6+1 20+1 4942 62+2 321432
212 192+4 2809 871487 42+1 7543 413419 11146 9444 141+7 12846 15545 592459
23 43+1 5042 20020 12+0,4 21+1 12446 33+2 10+1 15+1 23+1 3241 23323

TIM 26 78+2 104+3 358+36 1620,5 28+1 15547 11546 9945 148+7 81+4 9943 429+43
212 14743 21147 67167 18+0,6 321 17448 10845 90+4 13746 16848 202+7 72973
23 61 7+1 3043 4+0,1 743 38+2 10,2 1041 61 1541 18+1 81+8

JAB 26 18+1 24+1 81+8 4+0,1 60,3 3742 15,11 9+1 17+1 19+1 23+1 96+10
212 291 42+1 134+13 4+0,1 7+0,3 39+2 26+1 24+1 35+2 3242 38+1 14014

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA2 — Capacidade antioxidante das amostras de cachaca envelhecida em diferentes madeiras pelos métodos de Folin-Ciocalteau, ABTS™, DPPH*

e FRAP.
................................. (Conclusao)
Resultados dos métodos (eq. mg L)
Amostras FC ABTS** DPPH* FRAP
Madeira Ciclo.Més AG QU TR AG QU TR AG QU TR AG QU TR
2.3 80,2 9+1 36+4 0,9+0,1 2+0,2 8+0,6 16,7+1 18+1 24¥1  10+05 12405 63+6
CAR 2.6 17+1 24+1 80+8 1+0,1 30,2 13+1 19,3+1 21+1 28+1 13+1 17+1 7748
2.12 3441 4942 155416 240,1 40,2 18+1 16,31 11+1 19+1 362 44+1 155415
2.3 50,1 70,2 212 0,740,1 1,340,2 8+0,5 30,2 2+0,4 3+1 2+0,1 30,2 11+1
PER 2.6 7+0,2 10+0,3 3243 0,9+0,1 1,620,2 9+1 6+0,3 61 8+1 60,3 70,3 24+2
2.12 24+1 34+1 110+11 2,0£0,1 3,8+0,2 19+1 8+0,4 9+1 11+1 12+1 13+0,5 44 +4
23 10,1 0,4%0,02 5+1 0,720,1 1,240,2 7+1 30,2 30,4 4+1 30,1 30,2 13+1
ITA 2.6 4+0,1 5,6+0,2 212 0,940,1 1,4%0,2 8+1 40,3 40,5 5+1 420,2 50,3 18+2
2.12 70,2 90,3 31£3 0,920,1 1,620,2 9+1 70,4 8+1 10£1 80,4 10+0,4 3143
CNE 2 2+0,1 30,1 11+1 0,240,1 0,4+0,1 2+0,5 1+02 0,602 103 10,1 2+0,1 7+1

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.



Tabela SA3 — Resultados da avaliacdo da capacidade de sequestro de oxido nitrico (‘NO)

90

(Continua...)
Padrdes se amostras / CenolM
_ Terr-lpo Ref, @ QU ) UMB UMB UMB BAL BAL BAL JAT JAT JAT
(min) CenopM 1.3 1.6 1.12 1.3 1.6 1.12 1.3 1.6 1.12
0 2,48+0,05 0,77+0,02 0,81+0,02 0,82+0,02 1,12+0,03 1,01+0,03 1,13+0,03 1,40+0,04 1,11+0,03 1,84+0,04 1,50+0,04 1,44+0,04 2,23+0,05
30 4,70+0,1 0,85%0,02 0,84+0,03 0,93+0,02 1,26+0,03 1,11+0,03 1,26%0,03 1,35+0,03 1,42+0,04 1,28+0,03 1,62+0,04 1,46+0,04 2,33%0,05
60 6,24+0,1 0,95+0,02 0,99+0,02 0,95+0,02 1,41+0,03 1,09+0,03 1,25£0,03 1,63+0,03 1,57+0,04 1,68+0,03 1,61+0,03 1,73+0,04 2,51+0,05
Anod 90 7,40+0,2 0,96+0,03 1,13+0,03 1,02#0,03 1,25+0,03 1,35+0,04 1,32£0,04 1,69+0,04 1,83+0,04 1,60+0,04 1,65+0,05 2,00£0,05 2,36+0,05
120 8,19+0,2 0,98+0,03 1,34+0,03 1,08+0,03 1,34+0,03 1,42+0,03 1,33+0,03 1,81+0,04 1,555+0,04 1,63+0,04 1,76+0,04 2,04+0,05 2,41+0,05
150 8,49+0,2 1,02+0,03 1,39+0,03 1,12+#0,04 1,67+0,04 1,33+0,03 1,00£0,02 1,66+0,04 1,80+0,04 1,49+0,04 2,03+0,05 1,90+0,04 2,52+0,06
0 2,52+0,06 0,75+0,03 0,83+0,03 0,82+0,03 1,36+0,03 1,48+0,04 1,51+0,04 1,49+0,04 1,66+0,04 1,9+0,04 15+0,04 157004 1,47+0,04
30 4,65+0,1 0,85+0,03 0,87+0,03 0,95+0,03 1,81+0,4 1,74+0,04 1,66+0,04 1,74+0,04 1,83+0,04 2,13+0,05 2,27+0,05 1,89+0,04 1,71+0,04
60 6,48+0,1 0,97+0,03 0,99+0,03 0,99+0,02 1,8+0,04 1,77+0,04 1,82+0,04 2,05+0,05 2,13+0,05 232+0,05 2,05+0,05 2,14+0,05 1,93+0,04
Ano2 90 7,36£0,1 0,99+0,03 1,17+0,03 1,06+0,03 2,09+0,05 1,85+0,04 1,97+0,04 2,29+0,05 1,99+0,04 2,32+0,05 2,30+0,05 2,26+0,05 2,09+0,05
120 8,22+0,2  1,1+0,03 1,29+0,03 1,13+0,03 2,25+0,05 2,09+0,05 209+0,05 2,4+0,05 2,23x0,05 2,57+0,06 2,53+0,06 2,38+0,05 2 23+0,05
150 8,53+0,2 1,16+0,03 1,33+0,03 1,2+0,03 2,29+0,05 2,2+0,05 2,17+0,05 2,45+0,05 2,40+0,05 2,76+0,06 2,95+0,06 2,67+0,06 2,29+0,05

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA3 — Resultados da avaliagdo da capacidade de sequestro de oxido nitrico ("NO)

................................. (Conclusao)

0 2,48+0,2 0,77+0,03  0,81+0,03 0,82+0,03  1,08+0,05 1,99+0,05 1,23+0,05 0,76+0,05 1,18+0,05  1,12+0,06
30 4,70+0,1 0,85+0,03 0,840,038 0,93+0,03 1,07+0,03 2,38+0,05 1,53+0,04 1,01+0,03 1,32£0,03  1,25+0,03
60 6,24+0,1 0,950,038  0,99+0,038 0,95+0,03  1,28+0,03 2,46x0,05 1,53+0,04 1,38+0,03 1,39+0,04  1,50+0,04

Ciclo 1 90 7,40+0,2 0,96+0,03  1,13+0,03 1,02+0,03  1,64+0,04 2,43+0,05 1,79+0,04 1,22+0,03 1,41+0,04  1,58+0,04
120 8,19+0,2 0,98+0,03  1,34+0,03 1,08+0,03 1,70+0,04 2,51+0,05 1,67+0,04 1,56+0,04 1,51+0,04  1,68+0,04

150 8,49+0,2 1,02+0,03  1,39+0,03 1,12+0,03  1,65+0,04 2,69+0,06 1,99+0,04 1,5+0,05 1,70+0,04  1,91+0,04

0 2,52#0,1 0,75+0,03 0,830,038 0,82+0,03  1,26+0,03 1,34+0,03 1,23+0,03 1,26+0,03 1,25+0,03 1,21+0,03

30 4,65+0,1 0,85+0,03 0,87+0,03 0,95+0,03 1,91+0,04 1,81+0,04 1,55+0,04 1,47+0,04 1,64+0,04  1,47+0,04

Silo% 60 6,48+0,1 0,97+0,03  0,99+0,03 1,11+0,03  2,42+0,05 2,12+0,05 1,64+0,04 1,7+0,04 1,75+0,04  1,79+0,04

90 7,36£0,1  0,99+0,03  1,17+0,08 1,06+0,03  2,55+0,06 2,41+0,05 2,07+0,05 1,74+0,04 1,97+0,05  2,04+0,06
120 8,22+0,2 1,1+0,03 1,29+0,03 1,13+0,03  2,49+0,05 2,40+0,05 2,17+0,05 1,95+0,04 2,13+0,05  2,04+0,05
150 8,53+0,2 1,16+0,03  1,33+0,03 1,20+0,03  2,90+0,06 2,58+0,06 2,37+0,05 2,18+0,05 2,2+0,05 2,18+0,05

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SA4 - Matriz de correlacio entre compostos fendlicos totais e os resultados para os diferentes métodos e padrdes avaliados.

Metodo-Padrao

FC-AG FC-QC FC-TR ABTS-AG ABTS-QC ABTS-TR DPPH-AG DPPH-QC DPPH-TR FRAP-AG FRAP-QC FRAP-TR

FC-AG -
FC-QC 0,9909 -
FC-TR 0,9293 10,9208 -

ABTS-AG 0,9009 0,899 0,8592 -

ABTS-QC 0,9009 0,8995 0,8592 @ 1,0000 -

ABTS-TR 0,8873 0,8855 0,8207  0,7616 0,7615 -

DPPH-AG 0,8294 10,8276 0,8216  0,7077 0,7077 0,7880 -

DPPH-QC 0,8196 0,8191 0,8051  0,7011 0,7010 0,7922 0,9883 -

DPPH-TR  0,8060 0,8082 0,8138  0,7533 0,7533 0,6743 0,9300 0,9133 -

FRAP-AG 0,9069 0,9037 0,8490  0,7895 0,7894 0,8315 0,9364 0,9064 0,8974 -

FRAP-QC 0,9081 0,9049 0,8505 0,7911 0,7911 0,8331 0,9364 0,9063 0,8968 1,0000 -

FRAP-TR 09179 09141 0,8630 0,8043 0,8042 0,8464 0,9351 0,9046 0,8889 0,9973 0,9978 -

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Ciclo.Més Madeiras
CNE BAL CAR JAB PER JAT JEQ ITA TIM UMB
Ciclo 1
13 58,3 119,4 69,5 66,1 80,8 105,3 84,5 63,3 81,5 199,1
1.6 56,7 118,7 69,9 68,9 82,2 104,2 86,2 65,6 79,3 196,6
1.12 53,7 1214 70,5 72,7 93,0 110,8 95,8 63,3 81,3 182,0
Ciclo 2
2.3 101,1 122,1 106,4 103,8 95,0 1228 106,5 108,1 113,0 128,8
2.6 99,8 124,6 109,2 103,9 96,0 120,1 109,4 108,0 115,1 1315
2.12 99,1 130,5 1115 103,4 95,9 116,2 118,1 105,9 1144 132,7

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.



Figura SA5- Andlise dos componentes principais: graficos dos scores e loadinng para relacdo PC1 x PC2 nos dois ciclos de envelhecimento das

cachacas.
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ANEXO A

Laudo da identificacdo das espécies das madeiras utilizadas para confeccao dos toneis de
envelhecimento da cachaca.

'
1 l INSTITUTO DE
PESQUISAS
TECNOLOGICAS

Laboratorio de Madeira e Produtos Derivados

RELATORIO DE ENSAIO N2 1 008 531 - 203

CLIENTE: Cecilia Dantas Vicente
Rua Dr. Pompeu de Miranda Sarmento, 163, apto 604 - Ponta Verde
57035-050 - Maceio, AL

NATUREZA DO TRABALHO: Identificagao Botanica.

REFERENCIA: Orgcamento CT-FLORESTA/LMPD-384/10 de 7 de abril de 2010,
aprovado em 7 de abril de 2010.
Ficha de controle de ensaio n® 53/10.

112

1 MATERIAL
Uma amosira fornecida pelo cliente constituida por 12 segmentos de madeira
codificados pelo cliente como: castanheira 20L, ipé 20L, balsamo 20L, carvalho 20L,
jequitiba 20L, peroba 20L, umburana 20L, timborana 20L, jatoba 20L,
castanheira 15 120L, carvalho 14 e jequitiba 30.
Segundo declaragéo do cliente os segmentos de madeiras foram extraidos de tonéis
para armazenamento de cachaga.

2 METODO UTILIZADO
2.1 Procedimento CT-FLORESTA-LMPD-ID-PE-001 - “ldentificagdo botanica de
madeiras”. De acordo com esse método, a identificagdo botanica foi obtida pelo
processo macroscopico e microscépio de exame da anatomia do lenho.

2.2 Os equipamentos, instrumentos e dispositivos utilizados no ensaio foram:

Descricao Codigo
faca para polimento nao ha
lupa conta fios (10 vezes de aumento) néo ha
micrétomo de deslize, Tipo B 111176, Reichert ID-MT-002
microscopio optico, Jenamed 2 Histology, Carl| ID-MC-007
Zeiss Jena

Observagdo: equipamentos ndo calibraveis.

3 RESULTADOS
3.1 segmento: castanheira 20L,
nome popular: cedrinho,
nome cientifico: Ensma uncinatum, Vochysiaceae.

3.2 segmento: ipé 20L,
nome popular: peroba-do-campo,
nome cientifico: Paratecoma peroba, Bignoniaceae.

3.3 segmento: balsamo 20L,
nome popular: cabriiva-vermelha,
nome cientifico: Myroxylon balsamum, Leguminosae.

3.4 segmentos: carvalho 20L e carvalho 14,

Atengdo: Este é um arquivo digital para consulta. O original deste Relatorio de Ensaio, impresso em papel
com a marca d'agua IPT e devidamente assinado, é o Unico documento que possui validade legal.
Instituto de Pesquisas Tecnolégicas do Estado de S3o Paulo S.A. - IPT
Av. Prof. Almeida prado, 532 — Butanti —05508-901- Sao Paulo — SP — Tel: (11) 3767-4000 — www.ipt.br
Servigo de Atendimento ao Cliente — SAC — Tel: (11) 3767-4126, 3767-4456 e 3767-4744 — Fax(11) 3767-4002 — sac@ipt.br
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-I l INSTITUTO DE
PESQUISAS
TECNOLOGICAS

Laboratério de Madeira e Produtos Derivados
2/2

Relatério de Ensaio n® 1 008 531 - 203

nome popular: carvalho,
nome cientifico: Quercus sp., Fagaceae.

3.5 segmentos: jequitiba 20L e jequitiba 30,
nome popular: jequitiba,
nome cientifico: Cariniana sp., Lecythidaceae.

3.6 segmento: peroba 20L,
nome popular: itauba,
nome cientifico: Mezifaurus itauba, Lauraceae.

3.7 segmento: umburana 20L,
nome popular: cerejeira,
nome cientifico: Amburana cearensis, Leguminosae.

3.8 segmento: timborana 20L,
nome popular: timborana,
nome cientifico: Piptadenia sp., Leguminosae.

3.9 segmento: jatoba 20L,
nome popular: jatoba,
nome cientifico: Hymenaea sp., Leguminosae.

3.10 segmento: castanheira 15 120L,
nome popular: castanheira,
nome cientifico: Bertholletia excelsa, Lecythidaceae.

Parte dos segmentos de madeira recebidos encontra-se a disposicdo do cliente. Os
segmentos ndo retirados até 60 dias da data de emissédo deste Relatério de Ensaio
serdo descartados pelo Laboratério.

Sao Paulo, 23 de abril de 2010.

CENTRO DE TECNOLOGIA DE RECURSOS FLORESTAIS
Laboratério de Madeira e Produtos Derivados

Mestre em Ciéncia e Tecnologia de Madeiras
Maria José de A. C. Miranda
Responsavel pelo Laboratério
CRANn™15245 - RE n®6121.8

EQUIPE TECNICA

Maria Jose de A. C. Miranda - Pesquisadora

Raphael Jaquier Bossler Pigozzo — Assistente de pesquisa
Antonio Carlos Franco Barbosa - Técnico

Claudia Janice Colombelli Agostini - Técnica

Francisco Pereira da Silva — Técnico

Richard Kleiber Soares — Técnico

Atengao: Este é um arquivo digital para consulta. O original deste Relatério de Ensaio, impresso em papel
com a marca d’agua IPT e devidamente assinado, é o Ginico documento que possui validade legal.
Instituto de Pesquisas Tecnolégicas do Estado de Sao Paulo S.A. - IPT
Av. Prof. Almeida prado, 532 — Butanta -05508-901- Sao Paulo - SP - Tel: (11) 3767-4000 — www.ipt.br
Servigo de Atendimento ao Cliente — SAC - Tel: (11) 3767-4126, 3767-4456 e 3767-4744 — Fax(11) 3767-4002 — sac@ipt.br

Fonte: VICENTE, 2011
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3 APLJCA(;AO DA TIAMINA COMO SONDA FLUORESCENTE PARA
AVALIACAO DA CAPACIDADE DE SEQUESTRO DE HOCI EM CONDICOES
SIMULADAS DE ESTRESSE OXIDATIVO.

3.1 Introducéo

O estresso oxidativo tem sido associado ao envelhecimento e a fisiopatologia de uma
série de doencas. Fatores genéticos, como exposicdo a agentes xenobioticos infecciosos,
poluicdo, luz UV, cigarro, entre outros, estdo associados ao aumento da producgéo e absorcéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS) no organismo.
A maior exposi¢do a estes agentes nocivos aumenta a ocorréncia de doengas associadas a
processos inflamatdrios, como o cancer, doencas pulmonares, sindrome metabdlica,
cardiopatias, doencas autoimunes, propagacao do virus da AIDS, complicacdes da COVID-19;
por exemplo (LIU et al., 2017; GOMES; FERNANDES; LIMA, 2007; ZHANG; SONG;
YUAN, 2018; LAFORGE et al., 2020).

Em processos inflamatdrios, as células endoteliais, células de Kupffer, neutréfilos e
macrofagos produzem EROs como mecanismo de defesa contra espécies patdgenas (ZHANG;
SONG; YUAN, 2018). Dentre as espécies reativas produzidas nesses processos destaca-se 0
acido hipocloroso (HOCI), o qual é gerando a partir da oxidacdo de ions cloreto na presenca de
peroxido de hidrogénio (H20.) mediada pela enzima mieloperoxidase, esta representa 5% do
total de proteinas dos neutrofilos. Devido a alta concentracdo de cloreto em fluidos bioldgicos
(100 a 400 mM), mais de 80% do H.O> é usado para a geracdo de 20 a 400 uM de HOCI por
hora. O HOCI em excesso no organismo reage com aminoacidos, proteinas (oxidando grupos
tidlicos e amino) e nucleotideos (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996; ZHANG; SONG;
YUAN, 2018). Além disso, o0 HOCI reage com o anion radical superéxido (O2™) levando a
formacéo do radical hidroxil ("OH), uma espécie ainda mais deletéria que o &cido hipocloroso
(ZHANG; SONG; YUAN, 2018).

O desequilibrio redox causado pelo excesso de espécies reativas em condi¢es
inflamatorias torna necesséria a ingestao/administracdo de compostos capazes de inativar ou
inibir a formacéo destas especies, protegendo assim, 0 organismo contra 0s possiveis danos que
possam a ser causados (HUANG et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2009;
SIWAK et al., 2013). Estudos relatam a eficiéncia de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(NSAIDs) frente a EROs, impedindo a superproducao de espécies reativas por meio da inibi¢do

de enzimas envolvidas na producdo destas espéecies reativas, bem como, pela inativacdo direta
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de espécies reativas, a exemplo do HOCI produzido por fagécitos (MAGALHAES et al., 2007;
NEVE; PARIJ; MOGUILEVSKY, 2001; PAINO et al., 2005).

Neste sentido, € de fundamental importancia o desenvolvimento de procedimentos
analiticos rapidos, simples e seletivos para a quantificacdo de HOCI em sistemas biologicos,
além de possibilitar a avaliacdo da capacidade de sequestro dessa espécie reativa por
substancias em condigBes inflamatorias. Assim, diversas estratégias e sondas tém sido
desenvolvidas para quantificar HOCI in vivo e in vitro empregando métodos
espectrofotométricos (LIU et al., 2011), eletroquimicos (ORDEIG et al., 2005),
potenciométricos (SOLDATKIN et al., 1997), cromatograficos (NEJDL et al., 2013),
quimioluminescentes (SONG et al., 2013) e baseados em fluorescéncia molecular (HU; YE;
YANG, 2017; ZHANG; SONG; YUAN, 2018).

Entre as técnicas mencionadas, a fluorescéncia molecular tem se destacado como uma
ferramenta para deteccdo de EROs em amostras bioldgicas e ambientais, devido a sua elevada
sensibilidade, rapidez e eficiéncia, permitindo também o monitoramento das espécies reativas
por meio de técnicas de imageamento em diferentes sistemas celulares (JIANG et al., 2018).
Assim, nos ultimos anos, diversas sondas fluorimétricas baseadas nos conceitos ON-OFF e
OFF-ON, tém sido desenvolvidas para detecgdo/quantificacdo seletiva de HOCI (CHENG et
al., 2014). Para a monitorar esta espécie reativa, as moléculas sondas desenvolvidas possuem
grupos passiveis de reacdo com o HOCI. De forma geral, as sondas possuem grupos doadores
de elétrons (-S—, —Se— e —Te-), derivados de oxima, aminas, dentre outros (HU; YE; YANG,
2017; ZHANG; SONG; YUAN, 2018). Contudo, de forma geral, as moléculas sondas
empregadas para 0 monitoramento de HOCI ndo séo biologicamente disponiveis.

Neste contexto, a vitamina Bl (tiamina) € uma substancia indispensavel para o
metabolismo de carboidratos e na geracdo de trifosfato de adenosisa (ATP) nas mitocondrias,
atuando como cofator do complexo enzimatico piruvato desidrogenase (NABOKIKHIN;
SUBRAMANIAN; SAID, 2016). Por ndo ser sintetizada pelo organismo, o suplemento de
vitamina B1 ocorre por meio da ingestao de gréos como feijdo e ervilha. No organismo humano
a concentracdo de tiamina mais elevada é encontrada nos rins (2,4 a 5,8 mg g1), no figado (2,0
a7,6 mgg?)enocérebro (1,4 a4,4mgg?l) (COSTAetal., 2014; SEBRELL; HARRIS, 1972;
LIMA etal., 2011).

No organismo, a tiamina pode sofrer reacdes de oxidacdo devido a acéo de enzimas, ou
0 ataque de espécies reativas. Dentre os produtos gerados pela oxidagdo da tiamina destaca-se
o0 tiocromo, que tem sido aplicado como sonda para quantificacdo direta da vitamina B1 em
amostras de interesse biologico (PREEDY, 2013; TAN, et al., 2015; TABRIZI, 2006). Além
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de ser empregada como sonda fluotimétrica, a reacdo da tiamina com diversos oxidantes tem
sido empregada para o desenvolvimento de métodos analiticos indiretos para determinacao da
capacidade antioxidante em bebidas e alimentos (OLIVEIRA; SANTOS, 2020; Nl et al., 2021,
tiois (YAO et al., 2020; Nl et al., 2018), farmacos (GAO et al., 2021), enzimas como a fosfatase
alcalina (ZHAO et al., 2021) e hipoclorito (ZHU et al., 2014). Todas essas aplicagdes ocorrem
devido as propriedades espectroscopicas do tiocromo, que diferente da tiamina, apresenta
rigidez estrutural, planaridade e conjugacdo com anel aromatico, desta forma, € um composto
fluorescente (@ = 0,28 / kem = 440 nm) quando excitado com radiagéo eletromagnética na regido
do UV (hex = 370 nm) (FUJIWARA; MATSUI, 1953; LIDDICOAT et al., 2015).
Considerando o0s aspectos apresentados neste trabalho foi desenvolvida uma
metodologia analitica utilizando uma sonda biologicamente disponivel. Assim, selecionou-se a
tiamina (vitamina B1) como sonda a qual esta presente no corpo humano e em uma variedade
de alimentos. A aplicacdo de uma molécula com estas caracteristicas como sonda fluorescente
para a avaliacdo da capacidade de sequestro de HOCI possibilita a analise de moléculas com

possibilidade de aplicacdo em condicdes de estresse oxidativo in vivo.

3.2  Objetivos especificos

a) Avaliar as condi¢6es reacionais para geracao e inibi¢do da formacéo de tiocromo como sonda
espectrofluorimétrica para avaliar o sequestro do HOCI;

b) Estudar e propor o mecanismo de reagdo da sonda com HOCI por espectrometria de massas;
c¢) Otimizar o método desenvolvido quanto aos parametros quimicos e fisicos: ordem de adi¢do
dos reagentes, cinética reacional, pH do meio, composicdo da solu¢do tampao, concentracdo da
solucdo tampado, concentracao e propor¢do (HOCI e tiamina);

d) Avaliar o sistema otimizado com tiaminas fosforiladas (monofosfato e pirofosfato de
tiamina) quanto ao sequestro do HOCI pelo acido galico;

e) Avaliar a seletividade da sonda frente a espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio
(ERN), a saber: &cido hipocloroso (HOCI), 6xido nitrico ("NO), perdxido de hidrogénio (H202),
radical hidroxil ("OH), terc-butil peréxido (t-BuOOH), radical terc-butil peroxila (t-BuOO"),
oxigénio singleto (*0,), anion radical superoxido (O2™) e peroxinitrito (ONOO").

f) Avaliar a capacidade de sequestro do HOCI usando tiamina como sonda
espectrofluorimétrica frente a diferentes substancias com atividade antioxidante, compostos

tiolicos e anti-inflamatérios ndo esteroides;
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g) Avaliar a capacidade de sequestro do HOCI usando tiamina como sonda
espectrofluorimétrica frente a diferentes substancias com atividade antioxidante em neutréfilos
humanos estimulados com Ca(ll);

h) Avaliar a seletividade da sonda em neutrofilos humanos em condigdes pré-inflamatoria
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3.3  Experimental
3.3.1 Desenvolvimento e aplicacdo do método in vitro

3.3.1.1 Reagentes, solugOes e amostras

Todos os reagentes utilizados nos ensaios sdo de grau analitico de pureza. As solucdes
foram preparadas em &gua ultrapura (condutividade < 0,1 puS cm™) obtidas a partir de
purificador Master System MS2000 (Gehaka, S&o Paulo, Brasil). As solucbes estoque de
cloridrato de tiamina, fosfato de tiamina, pirofosfato de tiamina, acido gélico, &cido ascérbico,
acido ferulico, acido tanico, N-acetilcisteina, glutationa, penicilamina, captopril e 2'7'-
diclorofluoresceina (DCF) (todos da Sigma, EUA) e cisteina (Vetec, Brasil) foram preparadas
em agua ultrapura. As solugfes de acido cafeico (Sigma, EUA), &cido o-cindmico (Acros
Organics) e &cido p-cindmico (Acros Organics), foram preparadas a partir da dissolucéo direta
dos reagentes em etanol e diluidas em agua deionizada. De forma, similar as solucdes estoques
de quercetina, &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox®), butil-
hidréxitolueno (BHT), N-propilgalato, kaempferol, rutina, L-dopa, ibuprofeno, dipirona (Todos
Sigma-Aldrich, EUA) e nimesulida Galena (Brasil) foram preparadas em etanol.
Adicionalmente, as solucdes estoques de piroxicam (Sigma, Brasil), indometacina (Merk,
Brasil), meloxicam, Histopaque 1077, Histopaque 1119, azul de tripano 0,4% (m/v), solucéo
salina tampdo de fosfato de Dulbecco sem ions de calcio e magnésio (PBS), iodeto de propidio
(PI), luminol, forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (Sigma Sigma-Aldrich, EUA) foram
preparados em dimetilsulfoxido (DMSO).

A solucdo de HOCI foi preparada a partir de uma solu¢do de NaClO a 1% (v/v)
comercial (Dindmica, Brasil). O pH da solugdo foi ajustado para 6,2 com solucdo de &cido
sulfirico (Merk, Brasil) a 0,5 mol L. A concentracio de HOCI foi determinada por
espectrofotometria a 235 nm (Amax), Utilizando o coeficiente de absortividade molar (¢ = 100
M cm™) (MAGALHAES et al., 2007). A solugdo contendo ‘NO a 2,27x10° mol L* foi
preparada a partir de S-nitroso-N-acetil-DL-penicilamina (SNAP) (WO et al., 2017). As
solucBes de H20. (Dinamica, Brasil) e terc-BuOOH (Sigma, Brasil) foram a partir da diluicdo
em agua ultrapura. A concentragéo da solucéo de H>O. foi determinada a partir do coeficiente
de absortividade molar a 240 nm (¢ = 43,6 M cm™) (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN,
2013). As solucbes contendo os radicais HO™ e terc-BuOO® foram preparadas pela geracao
destas espécies in situ a partir da reacio de Fenton usando H,0; e terc-BUOOH (MAGALHAES
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et al., 2007; WO et al., 2017). A solucéo de oxigénio singleto (:O2) foi preparada pela geracéo
desta espécie a partir da reagéo entre NaMoOs e H.0; (MAGALHAES et al., 2007). A solucio
referente a O, foi obtido a partir da solubilizacdo direta de KO2 (MAGALHAES et al., 2007).
A solucdo de peroxinitrito (ONOQ") foi preparada de acordo com a metodologia reportada por
Saha et al. (1997), onde foram misturadas solugdes equimolares de NaNO> e H.O> em meio de
HCI. A solucio tampéo fosfato 100 mmol L (pH 7,4 + 0,1) foi preparada a partir da dissolugéo
de 1,4196 g de Na,HPO4 (Vetec, Brasil). O pH da solucéo tampao fosfato foi ajustado para 7,4
com solugéo de H,SO4 0,5 mol L (Merck, Brasil).

O é&cido gélico foi utilizando como padrdo de referéncia para as curvas analiticas nas
etapas de otimizacdo do método. Os sinais analiticos de referéncia (branco) foram obtidos a
partir de solucBes analogas aquelas contendo os analitos substituindo que foi substituido por

agua deionizada.

3.3.1.2 Equipamentos utilizados

As medidas espectrofluorimétricas foram realizadas em espectrofluorimetro Shimadzu
(modelo RF 5301PC, Japéo) utilizando cubetas de quartzo com 1 cm de caminho Optico e
capacidade de 4,0 mL. Para as medidas espectrofotométricas utilizou-se um espectrofotometro
de varredura com feixe duplo Micronal (modelo AJX-6100PC, Brasil), com cubetas de quartzo
ou de vidro de 1,0 cm de caminho dptico.

Para as medidas de pH utilizou-se um medidor de pH (Gehaka, modelo PG 1800, Brasil)
incerteza de = 0,01 acoplado a um eletrodo combinado de vidro. As massas dos padrdes e
reagentes foram medidas em duas balancas analiticas: (i) balanca analitica (Gehaka, modelo
AG 200, Brasil) com precisao de 0,1 mg para medidas > 10 mg e (ii) balanga analitica Mettler
Toledo-AG245 com precisdo de 0,01 mg (para massas < 10 mg).

Os espectros de massas foram obtidos a partir de um espectrometro Shimadzu (LCMS-
IT-TOF) equipado com fonte de ionizagdo eletro spray (ESI) e vazio de 4 pL min?. Os
espectros foram obtidos no modo positivo. Metanol puro foi usado para ajuste no procedimento
de calibragéo interna e limpeza do capilar. A reacdo da tiamina com HOCI foi preparada nas

condicGes otimizadas e a reacdo de referéncia de acordo com Oliveira e Santos (2020).
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3.3.1.3 Método proposto para a determinacédo da capacidade de sequestro de HOCI

Para avaliacdo da capacidade de sequestro de HOCI dos compostos antioxidantes,
tidlicos e anti-inflamatorios, foram adicionadas quantidades crescentes dos compostos
analisados (0,005 - 200 umol L), 250 pL de tampé&o fosfato 100 mmol L (pH 7,4 +0,1), 90
UL de cloridrato de tiamina a 1,0 mmol L™ e 90 puL de HOCI 1,0 mmol L™, nesta ordem. Por
fim, ajustou-se o volume final para 2,5 mL com &gua ultrapura. Aguardou-se pelo menos 30
min para que a reagao se processasse ¢ as medidas espectrofluorimétricas (Aex = 370 nm, Aem =
440 nm) foram realizadas. O sinal de referéncia foi obtido substituindo-se o volume da solugéo
padrdo ou amostra por dgua deionizada. A capacidade de sequestro de HOCI pelos compostos
foi determinada a partir da inibig&o do sinal analitico (%lr), sendo calculada a partir da equagéo
3.1

% Ip = (1 - M) X 100 Equaco 3.1

Freferencia
onde Famostra COrresponde a intensidade de fluorescéncia ap6s a adi¢cdo da amostra ou padrao
analitico a solugdo contendo 0 HOCI e Frefersncia @ intensidade de fluorescéncia relativa ao branco

analitico (sem adi¢do do composto antioxidante).

3.3.1.4 Tratamento estatistico dos dados

Para otimizacdo de alguns parametros analiticos foi empregado como critério a
sensibilidade analitica a partir do valor de coeficiente angular da respectiva curva analitica em
uma determinada condicdo de estudo. A curva analitica avaliada foi construida com no minimo
cinco pontos de acordo com a relagdo: %lr = aCsc + b, sendo %lr o percentual de inibicdo, Csc
a concentracdo do composto, a o coeficiente angular e b o coeficiente linear. O coeficiente de
correlacdo linear (r) foi calculado visando avaliar a disposi¢do dos pontos quanto & adequacao
ao comportamento linear (MILLER; MILLER, 2005). A capacidade de sequestro de HOCI dos
compostos analisados foi expressa de acordo com o ECsg (concentragdo necessaria para inibir

50% do sinal de fluorescéncia).

3.3.2 Aplicacdo da sonda em amostras de sangue humano

Os ensaios envolvendo a geracdo de ERs em neutrofilos e aplicagfes de sondas

derivadas de tiaminas foi realizado e colaboragdo com a Profa. Eduarda Fernandes e as
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pesquisadoras Dra Marisa Andreia C. Freitas e Dra Daniela Ribeiro da Faculdade de Farmécia
da Universidade do Porto em Portugal.

3.3.2.1 Amostras

As amostras de sangue humano foram obtidas a partir de voluntarios (CAAE:
57998116.8.0000.5013 do comité de ética da UFAL no Hospital Geral de Santo Anténio (Porto,
Portugal). Todos os procedimentos cumprem a Declaracdo de Helsinque, onde os voluntarios
foram devidamente informados sobre o objetivo do trabalho e o consentimento obtido por
escrito. Os ensaios foram realizados com cinco individuos sadios e o sangue foi coletado por

venipuntura de fossa antecubital direita, em tubos a vacuo contendo KsEDTA.

3.3.2.2 Equipamentos utilizados

Os neutrofilos humanos isolados foram contados sob um microscopio 6ptico (Nikon,
modelo Eclipse E 200, Japdo). Os sinais de intensidade de fluorescéncia para avaliacdo da
viabilidade celular foram coletados por meio de citdmetro de fluxo (Accuri C6, BD, Becton,
Dickinson and Company, EUA). As analises no modulo de intensidade de fluorescéncia foram

realizadas em leitor de microplacas (Synergy HT, BIO-TEK, Winoosky, EUA).

3.3.2.3 Isolamento de neutréfilos humanos

O isolamento de neutr6filos humanos foi realizado pelo método de centrifugacdo em
gradiente de densidade, conforme relatado por Freitas et al. (2008). Esse método, inicialmente
descrito por Boyum em 1968 e aprimorado por English e Anderson em 1974, baseia-se na
separacao dos hemocomponentes de acordo com suas diferentes densidades, quando ¢ aplicada
uma forca centrifuga. Neste procedimento, a solucéo contendo Tris-glicose (25 mmol L Tris,
1,26 mmol L CaCl2.2H:0, 5,37 mmol L KCI, 0,81 mmol Lt MgSOas, 140 mmol L NaCl e
5,55 mmol L D-glicose) foi utilizada como meio de incubagdo para a avaliagio da producio
de HOCI de neutrofilos.
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3.3.2.4 Avaliacao da viabilidade de neutrofilos humanos ap6s tratamento com pirofosfato de

tiamina e cloridrato de tiamina

Para avaliar a toxicidade das sondas fluorescentes em estudo (pirofosfato de tiamina
e cloridrato de tiamina) empregou-se protocolo descrito por Soares et al. (2016), com
modificagBes. Assim, adicionou-se 960 uL da suspensdo de neutréfilos (5x10° células mL™),
40 pL de tampao Tris-glicose (solvente das sondas) e 40 uL. das sondas fluorescentes (500 umol
L-1) em uma microplaca de poliestireno transparente de 48 pocos durante 1 h, a 37 °C. Apés o
tempo de incubacdo, o contetido de cada poco foi coletado e centrifugados a 400 x g, por 5 min,
a 20 °C. O sobrenadante foi descartado e material bioldgico depositado no corpo de fundo foi
ressuspenso em 1,2 mL de tampdo fosfato. Posteriormente, realizou-se uma segunda
centrifugacdo (400 x g, por 5 min a 20 °C). O sobrenadante resultante foi novamente descartado
e o material bioldgico depositado no corpo de fundo ressuspenso em 100 pL de solucdo de
iodeto de propidio (1 ug mL-1). Os microtubos foram incubados por 15 min ao abrigo da luz e
temperatura ambiente. Por fim, foram adicionados 500 pL de tampao fosfato e as medidas de
fluorescéncia foram realizadas em citdmetro de fluxo. Os sinais de fluorescéncia para pelo
menos 10.000 células foram coletados no modo logaritmico, seguidos no canal 3 (FL3) e os
dados foram analisados usando o software C Flow (Accuri®, EUA). Cada estudo correspondeu
a pelo menos, dois ensaios independentes.

3.3.2.5 Deteccéo de acido hipocloroso pelas sondas fluorescentes pirofosfato de tiamina e

cloridrato de tiamina, em neutrofilos humanos estimulados por PMA

A avaliacédo da geracdo de HOCI por neutréfilos estimulados por PMA foi avaliada com
pirofosfato de tiamina e cloridrato de tiamina. Para esse fim, os neutréfilos humanos recém-
isolados (1x10° - 5x10° células mL™) foram ressuspensos em 10 pL tampdo Tris-glicose pré-
incubados com pirofosfato de tiamina ou cloridrato de tiamina (6 - 500 umol L) por 5 min a
37 °C. Em seguida, adicionou-se PMA (160 - 400 nmol L) e aguardou-se 2 h para as medidas
espectrofluorimétricas (Aex = 370 nm, Aem = 440 nm). As medidas de intensidade de
fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro de microplaca. As analises foram
realizadas em triplicata (n = 3) e o percentual de ativacdo dos neutrofilos foram calculados de
acordo com a equacao 3.2:

F — F
% Ativacdo de neutréfilos = I(M) X]OO] — 100 Equacédo 3.2
ref



108

Onde Fpma € Frer correspondem a intensidade de fluorescéncia do ensaio na presenca e na
auséncia de PMA, respectivamente.

3.3.2.6 Avaliacéo do efeito inibitério da hidrazida de acido aminobenzoico em neutrofilos

humanos estimulados por PMA

Neste estudo, os neutrofilos humanos isolados foram incubados com pirofosfato de
tiamina ou cloridrato de tiamina (500 uM) e ABAH (0,3 - 500 uM) por 5 min a 37°C. O sinal
de referéncia foi obtido substituindo-se as células por DMSO (solvente de ABAH). Por fim,
adicionou-se PMA (400 nmol L) e aguardou-se por 2 h a 37 °C. para realizar as medidas
espectrofluorimétricas (Aex = 370 nm, Aem = 440 nm). Todos os ensaios foram feitos em triplicata
(n = 3) e o efeito inibitério de ABAH contra a producdo de HOCI induzida por PMA nos
neutrdfilos foi calculado de acordo com a equacéo 3.3:

% Inibicio = <M) <100 Equacdo 3.3

Fppa — FRef
Onde Fagan, corresponde a intensidade de fluorescéncia do neutréfilo estimulado com PMA,
mas com a adi¢do do inibidor ABAH, Fpuasinal de fluorescéncia do neutrofilo estimulado com

PMA e Fret a intensidade de fluorescéncia do sistema referéncia.

3.3.2.7 Avaliacédo da capacidade de sequestro de HOCI de compostos antioxidantes e

farmacos em neutréfilos humanos

Neutrdfilos humanos (5x10° células mL™?) estimulados conforme o item 3.3.2.5, foram
incubados com diferentes concentragcdes dos compostos analisados e pirofosfato de tiamina
(500 pmol L), por 2h. Por fim, medidas fluorimétricas foram realizadas (Aex = 370 nm, Aem =
440 nm). Os resultados obtidos foram expressos a partir da inibicdo do sinal analitico da sonda

conforme a equagdo 3.1.
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34 Resultado e discussao

3.4.1 Estudos preliminares

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de estabelecer os parametros
experimentais iniciais. Os estudos foram iniciados adotando-se as condi¢des experimentais
estabelecidas por Zhu et al. (2014), que desenvolveram um método analitico para determinacao
espectrofluorimétrica de hipoclorito em amostras de agua por meio da oxidagdo catalitica de
tiamina a tiocromo na presenca de hexacianoferrato(ll) em meio basico (pH 12). Inicialmente,
avaliou-se a variacdo do sinal de fluorescéncia do tiocromo gerado (Aex = 370 nm € Aem = 440
nm) em funcio do pH do meio (7,4 - 9,4) em tamp&o fosfato (H.PO4s / HPO4?) e carbonato
(HCO3 / COs%). Assim, foram analisados quatro sistemas: (i) HOCI + K4Fe(CN)s + Tiamina,
(it) HOCI + Tiamina, (iii) KsFe(CN)e + Tiamina e (iv) Tiamina (T) (Fig. 3.1).

Figura 3.1 — Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia de tiocromo em fun¢édo do pH do meio: a)
tampéo carbonato e b) tampéo fosfato. Condicoes experimentais: Criamina = 12,0 pmol L2, Ckarecnys
= 4,0 pmol L, Croci = 4,0 pmol L € Crampao = 20 mmol L™
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

De forma geral, os sinais de fluorescéncia observados em tamp&o fosfato foram
superiores aos obtidos em tampéo carbonato, embora o perfil de resposta em funcdo do pH
tenha sido similar entre os dois tipos de solugdo tampdo. Os maiores sinais de fluorescéncia
foram obtidos na presenca de Fe(CN)s* e HOCI. Assim, o HOCI adicionado poderia oxidar
diretamente a tiamina, assim como o Fe(CN)s*, gerando Fe(CN)s> e este entdo, atuar como
agente oxidante (principal ou auxiliar). Logo, a maior concentragéo de tiocromo gerado (maior

intensidade do sinal) pode ter ocorrido pelo efeito aditivo dos oxidantes. Contudo, de forma
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inédita observou-se a possibilidade da oxidacdo da tiamina a tiocromo mediada pelo
HOCI/NaCIlO. Com o aumento do pH, observou-se a diminuicdo do sinal analitico. Essa
tendéncia pode ser atribuida a diminuicéo da concentracdo de HOCI (pKa= 7,4/ E°=+1,63 V),
que é um oxidante mais eficiente quando comparado ao ion ClIO™ (E° = +0,89 V) (ZHANG,;
SONG; YUAN, 2018). Assim, outros parametros foram investigados quanto a este processo.

Avaliou-se a influéncia da solucdo tampéo e do pH quanto a sensibilidade da sonda ao
HOCI. Para isto, manteve-se a concentracao de tiamina constante e variou a concentracao de
HOCI (2,5 - 10 pmol L) em tampao fosfato e carbonato no intervalo de pH de 7,4 a 9,4 (Fig
3.2).

Figura 3.2 — Avaliacao da oxidac¢do da tiamina a tiocromo (fluoréforo) em funcgéo da concentracao
de HOCI e do pH. a) tampéo fosfato; b) tampéo carbonato e c) sensibilidades das curvas de
calibracdo. Condicoes experimentais: Criamina = 12 tmol L™, Crampso = 20 mmol L™
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Como pode ser observado na Fig. 3.2a e 3.2b, a sensibilidade da sonda foi inversamente
proporcional ao pH sendo mais eficiente em tampéo fosfato pH 7,4 (Fig. 3.3c). Assim, para as

préximas etapas de otimizacdo, empregou-se o tampéao fosfato (pH 7,4).

3.4.2 Proposta de mecanismo de reacdo seletiva da tiamina com HOCI

Diante dos resultados apresentados anteriormente, buscou-se avaliar 0s possiveis
mecanismos envolvidos na formagdo do tiocromo (ou derivado) a partir da oxidacgdo da tiamina
pelo HOCI. Para tanto, utilizou-se MS-IT-TOF no modo positivo (ESI+) para identificar os
produtos gerados pelas reacdes estudadas. Assim, foram preparadas duas reacées: (i) tiamina +
Fe(CN)s> como referéncia e (ii) tiamina + HOCI.

Inicialmente, analisou-se a tiamina para identificar os picos caracteristicos do reagente

de partida. Assim, identificou-se os picos referentes a sonda m/z 265 M* (Fig. SB2b, Apéndice
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B) e seus fragmentos caracteristicos m/z 122 M* e m/z 144 [M+H]" (Fig. SB2c, Apéndice B)
(STECKEL; SCHLOSSER, 2019). A partir da reagdo da tiamina com Fe(CN)s*, contatou-se a
formacdo do tiocromo a partir dos picos m/z 263 [M+H]* e do fragmento m/z 232 M* (Fig.
SB3, Apéndice B). Apos a reacdo tiamina + HOCI, pdde-se identificar a presenca da tiamina
m/z 265 M*, de um composto clorado derivado da sonda 301 [M+H]* e do tiocromo gerado
pela reacdo correspondente a m/z 285 [M+Na]* (Fig. SB2d, Apéndice B).

Em funcéo dos resultados obtidos pode-se sugerir 0 mecanismo de oxidacdo da tiamina
a tiocromo pelo HOCI (Figura 3.3). O acido hipocloroso reage com a amina primaria do anel
pirimidinico (etapa 1) resultando na formac&o da cloroamina (etapa 2) (PRUTZ, 1998). Entdo,
0 nitrogénio ativado da cloramina ataca o carbono (13) do anel tiazélico levando a formacéo de
um ciclo de seis membros (etapa 3). Na etapa seguinte, ocorre a liberacdo do proton ligado ao
carbono (13) ap6s reacdo com o solvente concomitante a liberacdo de ion cloreto e, desta
forma, levando a formacéo da ligagdo C=N. Por fim, ocorre a desprotonacdo do N e a formagéo

do tiocromo, composto com propriedades fluorescentes.

Figura 3.3 — Proposta de mecanismo para a formagao do tiocromo a partir da reacao da tiamina
com HOCI
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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3.4.3 Avaliacdo da linearidade do método proposto frente a um composto antioxidante

Com o objetivo de aplicar a tiamina como sonda para determinar a capacidade de
sequestro de HOCI, realizou-se um estudo para avaliar a resposta analitica do método proposto
na presenca de um composto antioxidante. Deste modo, o &cido gélico (GA) foi selecionado
como padrdo, devido a sua répida velocidade reacional sendo utilizado em diversas
metodologias analiticas para a determinacdo da capacidade antioxidante (PRIOR; WU,
SCHAICH, 2005). Neste ensaio, os reagentes foram adicionados na seguinte ordem: HOCI +

AG + tiamina, variando a concentra¢do de AG na presencga de excesso de HOCI (Figura 3.4).

Figura 3.4 — Avaliacao do sistema na presenga de AG como composto antioxidante: a) Espectros
de fluorescéncia da tiamina em funcéo da concentracédo de AG; e b) relacdo entre o sinal analitico
e concentracgdo de AG e c¢) curva analitica de Ir em fungdo de Cac. Condigdes reacionais: Criamina =
10 pumol L, Croci = 15 pmol L, Crampao = 20 mmol L (pH 7,4).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A presenca de um composto antioxidante no meio levou a redugdo do sinal de
fluorescéncia. No intervalo de concentragio analisada (0,5 a 5,0 umol L) 0 AG inibiu de 10 a
80% do sinal de referéncia correspondendo a equacdo %lr = 16,1(20,6)Cac + 2,9(£1,7) (r =
0,9945, n = 9). Desta forma, nas proximas etapas de otimizacéo, utilizou-se como parametro
analitico a sensibilidade (S) referente a curva de inibicdo da oxidacdo da tiamina pelo HOCI na

presenca de AG.

3.4.4 Avaliagdo da ordem de adicdo dos reagentes e cinética reacional

A ordem de adicao dos reagentes foi avaliada visando estabelecer o principio do

método (competitivo ou ndo competitivo). Neste sentido foram avaliadas duas ordens distintas
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quanto a adicdo dos reagentes em diferentes concentracdes de AG, sendo: HOCI + AG + tiamina
(ordem 1) e tiamina + AG + HOCI (ordem 2) (Figura 3.5a).

Em ambas as ordens de adicdo observou-se a inibicdo do sinal analitico em funcéo do
aumento da concentracdo de AG e a sensibilidade das curvas analiticas foram semelhantes
independente da ordem de adicdo (18 + 1 e 16 = 1 %I pmol L* para ordem 1 e 2,
respectivamente). Desta forma, nas proximas etapas utilizou-se a ordem (2), pois, nesta
condicdo o mecanismo do método ocorre por competicdo, onde a sonda e 0 composto
antioxidante (ou farmaco) competem pela espécie reativa, tornando o método mais adequado
para avaliacdo da capacidade de sequestro de diferentes compostos frente ao HOCI na presenga

da tiamina.

Figura 3.5 — Avaliacao da ordem de adic¢ao dos reagentes (a) e cinética reacional (b). Criamina = 10
umol L, Choci = 15 pmol L2, Crampso = 20 mmol L (pH 7,4)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

A cinética da reacdo entre a tiamina e HOCI foi analisada na auséncia ou na presenca
de um composto antioxidante (AG 3 pumol L™?). A reacio se processou de forma réapida e a
presenca do AG ndo alterou o perfil cinético, somente a magnitude do sinal analitico. Desta
forma, o tempo minimo de 30 min apds adi¢cdo dos reagentes para medida da intensidade de
fluorescéncia foi selecionado como pardmetro da metodologia proposta (Figura 3.5b).
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3.4.5 Avaliagéo da concentracdo da solucdo tampéo e efeito da forga ibnica

Ap0s a selecdo do sistema tampao e seu respectivo valor de pH, avaliou-se o efeito da
concentragdo da solucdo tampéo fosfato (C+r) e da forca idnica na metodologia proposta na
presenca de concentragdes crescentes de AG (0,5 a 5,0 umol L), De acordo com os resultados
apresentados na Figura 3a, observou-se que a sensibilidade do sistema aumentou de 16 + 1 para
18 + 1 [%I pmol™ L (AG)], perfazendo um aumento de 12%, enquanto a intensidade do sinal
analitico de referéncia diminuiu 114 u.a.F (variacdo de 24%) quando a concentracdo da solucéo
tampao fosfato variou de 5,0 a 40 mmol L. A sensibilidade das curvas analiticas variou de 16
a 18 %I mmol L. Quando a concentragdo da solucio tamp&o foi mais concentrada (30 e 40
mmol L) a sensibilidade aumentou ~11% em relagdo as concentragGes menores. O aumento
da sensibilidade em concentraces maiores da solucao tampé&o pode ser justificado pela reducéo
nos valores dos sinais de referéncia (476 a 362 u.a.F). Assim, quando uma menor quantidade
de tiocromo é gerado, ocorre um aumento da variacdo de sinal causada pela presenca de AG
(Figura 3.6a; Tabela SB1, Apéndice B). Assim, a concentragdo de 20 mmol L™ da solucéo
tampdo fosfato foi selecionada.

Para avaliar a influéncia da forga ionica na eficiéncia da metodologia, foram avaliados
quatro niveis diferentes de concentrac@es de cloreto de sodio (NaCl), sendo: 0, 100, 150 e 200

mmol L, respectivamente (Figura 3.6b; Tabela SB2, Apéndice B).

Figura 3.6 — Influéncia dos parametros quimicos do meio. Sendo: a) concentracdo de tampao
fosfato e b) influéncia da forca iénica no meio. Condigdes experimentais: Criamina = 10 pmol L, Choci
=15 umol L?, ordem de adigédo: HOCI + AG + tiamina.
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O aumento da forca i6nica levou a uma diminuigdo da sensibilidade e do sinal de
referéncia proporcional a concentracdo de NaCl. Esta variacdo pode estar associada a dois
fatores: (i) a variacao dos coeficientes de atividade das espécies no meio, pois a medida que a
forca ibnica aumenta, a concentracdo efetiva das espécies diminuem devido as interacdes
eletrostaticas e a menor disponibilidade destas no sistema reacional (SKOOG et al., 2006); e
(ii) 0 HOCI (E®ociciz = + 1,63 V) pode oxidar os ions cloreto em excesso a Clz (E%izci- = +
1,36 V), diminuindo a geracdo de tiocromo ou ocorrendo a oxidacdo avancada desta espécie.

Assim, para estudos posteriores, ndo se considerou a adi¢do de NaCl ao meio reacional.
3.4.6 Avaliacdo da proporcao Nrocl / Ntiamina

Alguns fatores como potencial padrdo de reducdo do agente oxidante e a sua propor¢éao
em relacdo a tiamina podem levar a geracdo de produtos néo fluorescentes, como o dissulfeto
de tiamina (um produto de condensacéao de duas moléculas de tiamina) (RYAN; INGLE, 1980).
Assim, avaliou-se a razdo de quantidade de substancia entre 0 HOCI e tiamina (NHocl / Ntiamina).
Neste estudo, foram analisadas razdes nxoci / Ntiamina NO intervalo de 0,25 a 2,5. Incrementos de
HOCI levaram ao aumento da fluorescéncia, contudo, a sensibilidade da curva usando AG
diminuiu. Para a selecdo das melhores condices, avaliou-se o sinal analitico de referéncia e a
sensibilidade das curvas analiticas em funcéo da variacdo da concentracdo de AG. Para estudos
posteriores utilizou-se a razdo (NHoci / Ntamina) 0,5:1 (em balanco de massa), pois esta condig¢éo
apresentou a melhor relacgéo entre a sensibilidade (S) (37,7 + 3,3 %I umol™lL (AG)) e o sinal de
referéncia (354 u.a.F) (Figura 3.7a; Tabela SB3, Apéndice B).

Figura 3.7 — Avaliacdo da proporcdo dos reagentes: a) Avaliacdo da raz@o Nwoci / Niiamina € D)
avaliacéo da concentracéo dos reagentes. CondigGes reacionais: tampéo fosfato a 20 mmol L (pH =
7,4) e tempo de reagdo = 30 min.
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Apos a selegdo da proporcdo molar entre HOCI / tiamina foi avaliada a influéncia da
variacdo da concentracdo das espécies mantendo-se constante a razdo molar igual a 1 (Figura
3.7a; Tabela SB4). Para tanto, foram selecionados multiplos quanto a concentracao final dos
compostos avaliados (tiamina = HOCI = 12 pmol L). Neste estudo, as solucdes de tiamina e
HOCI foram preparadas com suas respectivas concentragdes multiplicadas por 0,5; 1,0, 2,0, 3,0
e 4,0, respectivamente (Figura 3.6b; Tabela SB4, Apéndice B). Assim, para 0s proximos
estudos foram mantidas as concentragdes em tiamina e HOCI iguais a 12 umol L, pois nestas
concentragdes, 0 método apresentou boa relagdo entre sensibilidade (30,2 + 0,6 %I pmolL

(AG)) e sinal de fluorescéncia (357 u.a.F) para os parametros instrumentais utilizados.

3.4.7 Avaliacdo da metodologia empregando diferentes de tiamina

Com o objetivo de otimizar a metodologia mimetizando as condicdes fisioldgicas,
analisou-se o perfil do sistema empregando tiaminas fosforiladas, pois quando combinada a
grupos fosfato, a vitamina Bl atua como coenzima do complexo enzimatico piruvato-
desidrogenase na via metabdlica do ciclo do acido citrico (LONSDALE, 2006). Assim,
comparou-se o desempenho analitico da tiamina, monofosfato de tiamina (TMP) e pirofosfato
de tiamina (TPP) como parte da avaliacdo do método proposto (Figura 3.8).

A influéncia na alteracdo estrutural das tiaminas foi avaliada a partir dos sinais de
referéncia, curvas analiticas em funcdo de diferentes concentracGes de AG e a variacdo da
fluorescéncia do meio com excessos de HOCI. O maior sinal de referéncia foi obtido para a
tiamina (Fa4onm = 433 £ 35 u.a.F), sequida pelo TPP (Faonm = 275 £ 23 u.a.F) e TMP (Fa40nm =
227 + 20 u.a.F) (Figuras 3.8a). As curvas analiticas foram obtidas na presenca de AG (Figura
3.7b), as quais sdo descritas pelas seguintes equacoes:

%ltiamina= 8,7(x 0,3)%Cga + 3,0(x 1,3), r =0,9979
%Iltmp = 8,7(x 0,6)xCea + 1,9(z 1,6), r = 0,9971
%ltpp = 8,8(% 0,5)%Ccqa - 1,4(x 2,4), r = 0,9959

As sensibilidades das curvas analiticas com incrementos de AG ndo apresentaram
diferencas significativas. A presenca de grupos fosfato, ndo causou alteracdo nos parametros
analiticos do método proposto quanto a sensibilidade. Assim, constatou-se que as tiaminas
fosforiladas também podem ser empregadas para a analise da capacidade de sequestro de HOCI,
contudo, deve-se considerar o elevado custo destas quando comparadas ao cloridrato de tiamina
(custo entre 25 e 94 vezes maiores por grama). Logo, cada derivado de tiamina pode ser

empregado conforme a condi¢c6es que apresentar melhor performance.
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Figura 3.8 - Avaliacdo da metodologia proposta empregando diferentes tiaminas: a) Sinais de
referéncia dos sistemas; b) Curvas analiticas na presenca de acido galico (%lg); e ¢) variacao do sinal na

presenca de HOCI.
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Vale salientar que as sondas apresentaram limitagfes quanto ao excesso de HOCI no
meio. Como pdde ser observado na Figura 3.8c, em condi¢bes equimolares (NHoci/Ntiaminas =
1,0), observou-se a formacdo de tiocromo em todos os sistemas analisados. No entanto, em
excessos maiores que 2,5 vezes, a intensidade de fluorescéncia do cloridrato de tiamina
diminuiu de 690 para 106 u.a.F levando a uma variagdo de 85%. Para as tiaminas fosforiladas
(TMP e TPP) a diminuicao brusca da fluorescéncia ja ocorreu quando a quantidade de mateéria
de HOCI estava em excesso de 1 e 2,5 vezes, respectivamente. Nestes sistemas a intensidade
de fluorescéncia variou de 195 a 33 u.a.F (variacdo de 83%) para TMP e de 278 a 105 u.a.F
(variagdo de 62%) para TPP. A diminuicdo do sinal de fluorescéncia, pode estar associada a
degradacdo da tiamina a partir do excesso do HOCI no meio. Estudos realizados por Jaroensanti
e Panijpan (1981), indicam que excesso de CIO™ leva a clivagem dos 2 anéis heterociclicos na
ponte de metileno da estrutura da tiamina, devido as reagdes de oxidacao, e a cloracdo do grupo
amina presente na molécula.

3.4.8 Avaliacdo da seletividade do método proposto frente a espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade do método proposto em sistemas bioldgicos,
analisou-se a seletividade da oxidacdo da tiamina a tiocromo na presenca de EROS ou ERNs
presentes no meio fisiologico. Para este estudo, o sistema foi avaliado a partir da sensibilidade
(S / %I mmol? L) das curvas analiticas geradas a partir da variagdo da concentracio das
diferentes espécies reativas avaliadas em funcéo da intensidade de fluorescéncia referente a

formacdo do tiocromo (440 nm). As espécies reativas avaliadas foram: acido hipocloroso
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(HOCI), éxido nitrico ("NO), perdxido de hidrogénio (H20-), radical hidroxil (‘"OH), terc-butil
peroxido (terc-BuOOH), radical terc-butil peroxila (terc-BuOQO"), oxigénio singleto (*O2),
anion radical superoxido (O2™) e peroxinitrito (ONOO") (Figura 3.9; Tabela SB5, Apéndice B).

Figura 3.9 - Avaliacdo da seletividade do método proposto frente a diferentes EROs e ERNSs: a)
Sensibilidade das curvas analiticas (Ceros / pmol Lx Fa nm / UF); € b) Sinal de fluorescéncia do
sistema na presenca de diferentes espécies reativas. Condi¢des experimentais: tampdo fosfato a 20
mmol L* (pH = 7,4), Criamina = 10 pmol L e tempo de reacdo = 30 min.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

As curvas analiticas das diferentes espécies reativas foram construidas a partir dos
excessos das espécies analisadas em relacdo a tiamina (n = 3). A faixa linear utilizada neste
estudo foi de 1 a 20 vezes de excesso para as ERNs e de 0,5 a 3 vezes para o HOCI. Como pbde
ser observado na Figura 3.9a, 0 método apresentou maior sensibilidade (%I mmol™ L) para
HOCI (S = 23 £ 1), seqguido por 'OH (5=4,9+0,3), H202(S=1,8+0,2) e'NO (S=1,3%0,2).
As demais ERs aprestaram sensibilidade inferior a 0,70 + 0,05 %I mmol™ L.

A seletividade do método foi avaliada em funcéo da capacidade de cada espécie reativa
em gerar tiocromo. Assim, comparou-se as intensidades dos sinais de fluorescéncia gerados
pelas maiores concentrages analiticas utilizadas para cada espécie, sendo 3 umolL* para HOCI
e de 20 umolL™* para as demais ERs avaliadas. A intensidade do sinal de fluorescéncia gerado
a partir de HOCI (300 £ 10 u.a.F), foi cerca de 12 vezes maior que o sinal observado para as
demais espécies analisadas, uma vez que estes variaram de 8 + 2 (10;) a52 + 5 (ONOO") u.a.F
(Fig. 3.9 b). Assim, de acordo com os resultados obtidos, a sonda utilizada neste trabalho

mostrou-se seletiva a HOCI, possibilitando a sua utilizacdo em condigdes bioldgicas na
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presenca de outras espécies reativas, assim como, na avaliagdo direta da capacidade de
sequestro de HOCI frente a moléculas bioativas.

3.4.9 Avaliacdo da capacidade se sequestro de HOCI frente a compostos antioxidantes,

redutores e fArmacos pelo método proposto

Ap0s a otimizacao dos parametros analiticos da metodologia proposta, esta foi aplicada
na determinacdo da capacidade de sequestro de HOCI frente a diferentes classes de compostos.
Neste estudo foram selecionados compostos antioxidantes, tiélicos e anti-inflamatorios ndo
esteroidais de acordo com as suas diferencas estruturais, graus de hidro ou lipofilicidade,
solubilidade em agua, complexidade estrutural, potencial redox e distribuicdo destas espécies
em amostras de alimentos, bebidas e farmacos. Neste sentido, 0 método foi aplicado em
quatorze compostos fendlicos e antioxidantes, a saber: &cido gélico, acido ascérbico, acido
ferdlico, &cido ténico, acido cafeico, acido o-cindmico, acido p-cindmico, quercetina, butil-
hidroxitolueno (Trolox®), butil-hidroxitolueno (BHT), N-propilgalato, kaempferol, rutina e L-
dopa; cinco compostos tidlicos: cisteina, N-acetilcisteina, glutationa, penicilamina e captopril;
e seis anti-inflamatorios ndo esteroides: ibuprofeno, dipirona, nimesulida, piroxicam,
indometacina e meloxicam (Figura 3.9).

Os dados obtidos nesta etapa foram analisados a partir de curvas analiticas resultantes
da variagdo da concentracdo das amostras (Csc) em funcéo da inibicéo do sinal de referéncia
(%I). O ECso (concentracdo do composto capaz de inibir 50% do sinal de referéncia) foi
calculado a partir dos parametros analiticos das curvas (Figura 3.10; Tabela SA4). Os valores
de ECsp variaram de 0,60 + 0,01 a 33,8 + 0,4 umol L™ para os compostos fendlicos acido tanico
e kaempferol, respectivamente, de 1,3 + 0,2 a 15,5 + 0,2 umol L para os compostos ti6licos
penicilamina e captopril, respectivamente, e de 0,010 + 0,001 a 244 + 20 umol L para os anti-
inflamatdrios meloxicam e ibuprofeno, respectivamente. De forma geral, considerando os
valores de ECso, 0s compostos antioxidantes apresentaram maior eficiéncia, seguidos pelos
compostos tidlicos e os anti-inflamatdrios analisados.

A eficiéncia de uma espécie quanto a capacidade de sequestro frente ao HOCI esta
associada a diferentes fatores, como a sua capacidade antioxidante e/ou redutora, inibindo a
acao da espécie reativa por meio da reducdo de HOCI a Cl" e a presenca de grupos amino
passiveis de halogenacdo (MAINNEMARE et al., 2004). Assim, compostos polifendlicos como
0 é&cido tanico (ECso = 0,60 + 0,01 pmol L) que apresenta capacidade antioxidante

potencializada devido a presenca de hidroxilas em carbonos adjacentes no anel aromatico e a
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L-dopa (ECso = 0,80 + 0,01 pmol L) que possui em sua estrutura um grupo catecol e uma
amina passivel de halogenacdo, sdo compostos eficientes quanto ao sequestro do HOCI. De
forma analoga a L-dopa, os compostos tiolicos empregados neste trabalho, tem a sua capacidade
de sequestro potencializada devido a capacidade redutora, bem como a presenca de grupos
amino (BINDOLI; FUKUTO; FORMAN, 2008). Estudos relatam a boa eficiéncia classes de
compostos frente ao HOCI, diminuindo a sua citotoxicidade e impedindo a cloracdo de
proteinas em meio celular (SIWAK et al., 2013; WANG; HUANG, 2014).

Figura 3.10 - Avaliacdo da capacidade de sequestro de HOCI por compostos fenolicos e
antioxidantes, tiélicos e anti-inflamatérios. Condi¢cdes experimentais: Condi¢bes experimentais:
Criamina = 12 pumol L%, Choci = 12 umol L em tampéo fosfato (pH 7,4).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

O método proposto pode apresentar limitacbes quando as propriedades espectrais das
sondas usadas, uma vez que moléculas que apresentam Aans ~ 440 nm podem absorver a
radiacdo emitida pela sonda (efeito de filtro), gerando resultados falso positivos. Além disto,
moléculas fluorescentes com propriedades espectroscopicas similares, como a vanilina (Aex =

297 nm e Aem = 329 e 432 nm), composto fenolico usado como excipiente em farmacos pode
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acarretar no aumento do sinal de referéncia (LAKOWICZ, 2006; GOES et al., 2019; DEVI et
al., 2015). Nestes casos, para contornar as interferéncias espectrais, 0s espectros das amostras
(branco da amostra) devem ser medidos e subtraidos dos sinais correspondentes na presenca da
sonda

Alguns estudos avaliaram a capacidade de sequestro de compostos antioxidantes e
tidlicos que foram analisados neste trabalho. As metodologias aplicadas nestes trabalhos sdo
similares as do trabalho desenvolvido (tampéo fosfato, pH 7,4). Os resultados obtidos pelos
autores variam em funcdo dos métodos e das técnicas empregadas. Magalhaes et al. (2007)
utilizaram luminol (Aem = 425 nm) como sonda quimioluminescente para deteccdo de HOCI.
Neste trabalho, os autores determinaram o ECso de &cido galico (9,1 + 0,4 umol L) e cisteina
(9,7 + 0,6 umol L™?). Firuzi et al. (2004) empregando 2-nitro-5-tiobenzoato como sonda
espectrofotométrica (Amax = 412 nm) na presenca de albumina do soro humano (HSA) como
alvo do HOCI, determinaram o ECs de quercetina (8,8 + 0,6 umol L) e rutina (27,7 + 3,6
umol L. Por fim, Yan et al. (2016), empregando albumina do soro bovino (BSA) carbonilada
como sonda determinaram a capacidade de sequestro de HOCI (ECso), acido ascorbico (104,5
+ 3,6 umol LY), cisteina (52 + 6 umol L), N-acetilcisteina (41 + 3 pmol L) e glutationa (38
+ 4 umol L.

Como pode ser observado nos resultados obtidos (Figura 3.10; Tabela SB6, Apéndice
B), os anti-inflamatdrios mais eficientes no sequestro do HOCI foram o meloxicam (0,010 +
0,001 umol L?) e a dipirona (4,1 + 0,2 umol L1). Os resultados corroboram com os dados
apresentados por Magalhdes et al. (2007), uma vez que justificam a destacada capacidade de
sequestro de HOCI por meloxicam, quando comparada a outros anti-inflamatérios do mesmo
grupo como o piroxicam (11,8 + 0,6 umol L) também avaliado neste estudo. A presenca do
anel metiltiazol torna o composto mais eficiente. Néve et al. (2001), empregando 2-nitro-5-
tiobenzoato como sonda espectrofotométrica (Amax = 412 nm) determinaram o ECso da
indometacina (95 + 17 umol L) e piroxicam (42 + 2 umol L?). Os elevados valores de ECso
da indometacina (40,9 + 2,5 pmol L) e ibuprofeno (244,4 + 10,4 umol L) estdo de acordo
com os trabalhos de Magalhaes et al. (2007) e Paino et al. (2005), uma vez que estes autores
nédo observaram atividade sequestradora destes compostos nas concentra¢6es analisadas (100 -
1000 e 12 - 120 pmol L, respectivamente). Assim, os resultados obtidos utilizando o método
aqui desenvolvido mostraram-se comparaveis aqueles reportados na literatura em técnicas

usando outras sondas fluorescentes.
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3.4.10 Sondas fluorimétricas propostas para determinacdo de HOCI em sistemas biolégicos

Devido aos danos oxidativos causados pelo excesso de HOCI no organismo, diversas
sondas e metodologias vem sendo desenvolvidas nesses ultimos trés anos. Assim, buscou-se na
literatura trabalhos que desenvolveram sondas para detec¢do de HOCI e CIO-, recentemente
(Tabela SB7, Apéndice B).

A fluorescéncia basal das células esta na faixa entre 450 e 550 nm (KOPRIVA et al.,
2007). Assim, para evitar interferéncias espectrais, 0s pesquisadores buscam o desenvolvimento
de moléculas que fluorescem em maiores comprimentos de onda. Neste sentido, a maioria das
sondas pesquisadas apresentam Aem > 585 nm. Para aumentar o Aem, aS sondas sintetizadas
possuem com maior complexidade estrutural e grau de conjugacdo, diminuindo o rendimento
das sinteses, e alterando parametros fisico-quimicos como a solubilidade, exigindo assim, a
utilizacdo de solventes orgénicos e ajustes de pH para valores diferentes de 7,4 (condicdo
fisioldgica). Contudo, estratégias como a subtracao do sinal de fluorescéncia basal, possibilitam
a utilizacdo de sondas que fluorescem na regido do azul.

A sensibilidade das sondas analitica € um parametro essencial para a deteccao de HOCI
em condic¢0es fisioldgicas. Para a deteccdo desta espécie reativa em macrofagos, por exemplo,
o método deve ter limite de deteccdo de 20 a 400 umol Lt de HOCI (concentragdo de HOCI
gerada pelas células em uma hora) (ZHANG; SONG; YUAN, 2018). Os limites de deteccao
(LOD) e quantificagdo (LOQ) das moléculas pesquisadas variaram de 1,7x107° - 2,08 umolL*
e 2,5x10°- 25 umol L, respectivamente.

Quando comparada as demais sondas pesquisadas, a tiamina mostra-se como uma
alternativa promissora para a sua utilizacdo como sonda para deteccdo/quantificacdo seletiva
de HOCI e a determinacdo da capacidade de sequestro de HOCI de diferentes substancias. A
tiamina apresentou limites de detecgdo e quantificagio (LOD = 0,15 umol L; LOQ 0,5 pmol
L) comparaveis aos pardmetros apresentados em outros trabalhos, sendo adequada para a
deteccdo de HOCI em sistemas bioldgicos. Vale salientar que a tiamina € uma vitamina (logo
ndo é toxica) presente em sistemas bioldgicos, podendo a formacdo do tiocromo atuar como

possivel marcador de estresse oxidativo na presenca de HCIO em células.
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3.4.11 Isolamento e aplicacdo de neutrofilos humanos como modelo para avaliar estresse

oxidativo

Em funcdo dos resultados obtidos nos estudos anteriores, buscou-se avaliar a
aplicabilidade do método desenvolvido em amostras bioldgicas. Para isto, foram isolados
neutréfilos humanos de trés voluntérios, essas células foram selecionadas por serem 0s
leucdcitos de maior abundancia na circulacéo, e possuirem dentre 0s mecanismos de acéo a
producdo de HOCI em condic@es pré-inflamatorias (ULFIG; LEICHERT, 2021). Neste estudo,
os neutrofilos isolados foram estimulados com PMA e Ca(ll) conforme estudo realizado por
Ribeiro et al. (2018). O aumento da concentracéo de célcio no meio em conjunto com o PMA
desencadeia numa série de mecanismos que estimulam a producdo de espécies reativas de
oxigénio, dentre elas 0 HOCI decorrente do estimulo da mieloperoxidase (CHEN et al., 2019;
PALMER et al., 2012; BLACKBURN; CHATHAM, 1994).

Diante do exposto, para verificar a atividade das células isoladas na presenca e na
auséncia de Ca(ll), para detectar a producdo de ERs dos neutrofilos estimulados, mediu-se a
producdo de ERs totais nas células com o emprego da sonda comercial 2',7'-diclorofluoresceina
(DCF, Aex=490 nm / Aex = 527 nm) (AKOPOVA et al., 2017) (Fig. 3.11).

Como pode ser observado na figura abaixo, as células controle (estimuladas apenas
com PMA) apresentaram uma producdo de espécies 62% menor quando comparadas aos
neutrofilos estimulados por PMA na presenca de Ca(ll). O efeito do céalcio pdde ser
comprovado pela adicio do EGTA (&cido 3,12-bis(carboximetil)-6,9-dioxa-3,12-
diazatetradecano-1,14-didico), que diminuiu a concentracdo de Ca(ll) livre e consequentemente
a producdo de ERs. Diante dos resultados apresentados, para estudos posteriores os neutrofilos
foram estimulados com Ca(ll) e PMA.

Figura 3.11 — Producdo de espécies reativas em neutréfilos humanos estimulados com Ca(ll). Os
resultados sdo expressos em média + SD (n=3). Condic¢Bes experimentais: suspensdo de neutréfilos humanos =
5x10 células / mL, Ccaqiy= 10 pmol L, Cpma = 400 nmol L, Cegra= 800 umol L2, Cpcr=, 10 pmol L e tempo
de reacdo = 2h
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021
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3.4.12 Avaliacdo dos efeitos do pirofosfato de tiamina e do cloridrato de tiamina na
viabilidade dos neutrofilos humanos isolados

Inicialmente, determinou-se a viabilidade celular da tiamina e o seu derivado fosforilado
biologicamente ativo, pirofosfato de tiamina em neutréfilos humanos (LONSDALE, 2006). Em
condicBes normais, a concentragio de tiamina no sangue varia entre 74 e 222 nmol L
(PARROTT et al., 2017), assim, esta etapa teve como objetivo determinar as concentragdes
méaximas das moléculas sondas a serem testadas e garantindo a integridade celular dos
neutrofilos. Neste sentido, avaliou-se a viabilidade celular empregando 50, 250 e 500 umol L
das sondas utilizando iodeto de propidio (PI) como marcador fluorescente nuclear para detectar
células necréticas na amostra de sangue e dois voluntarios.

A Figura 3.12 mostra os parametros de dispersdo direta (FSC-A) e dispersdo lateral
(SSC-A), que medem o tamanho relativo das células (por meio da medi¢do da quantidade de
luz do laser que passa ao redor da célula) e a granulocidade de células (medida da quantidade
de luz do laser que € refletido pelas particulas dentro da célula), respectivamente. Como pdde-
se observar, a maior concentracdo testada para as duas sondas citadas (500 pumol L) ndo
influenciou no tamanho e na granulocidade nem no percentual total da populacgéo de neutréfilos
em comparagdo com ao controle. Portanto, para estudos posteriores analisou-se a sensibilidade

da sonda numa concentragio maxima de 500 umol L.
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Figura 3.12 — Graficos representativos de citometria de fluxo do efeito do pirofosfato de tiamina e do cloridrato de tiamina (500 umol L) na viabilidade dos
neutrofilos, medido pelo método de coloracdo com iodeto de propidio.
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3.4.13 Aplicacdo das sondas fluorimétricas propostas para determinacdo de HOCI em

neutréfilos humanos isolados

Apbs o estudo de viabilidade celular, as sondas foram testadas em neutrofilos
humanos isolados (5x10° células mL™t) e estimulados com Ca(ll) e PMA. Nesta etapa, as células
foram encubadas com as duas sondas: tiamina e pirofosfato de tiamina em diferentes
concentragdes (50 - 500 umol L) por 2 h (Fig. 3.13a). Como pode ser observado, com o
aumento da concentracdo das sondas, observou-se de forma mais efetiva o percentual de
ativacdo dos neutrdfilos, sendo o pirofosfato de tiamina (TPP) a sonda de maior sensibilidade
qguando comparada a tiamina (T) isolada. A maior eficiéncia para tiamina fosforilada pode ter
ocorrido em decorréncia do maior acesso desta molécula ao meio intracelular, onde ha a
producdo de ERs. Fatores como a carga positiva podem diminuir a probabilidade da tiamina
permear a membrana celular fazendo com que essa molécula entre nas células por canais

especificos (MANZETTI et al., 2014).

Figura 3.13 — Deteccdo de HOCI em neutrofilos humanos empregando tiamina e pirofosfato de
tiamina como sonda. Sendo a) deteccéo de neutrdéfilos humanos induzidos por PMA (50 - 500 pmol
L) e b) efeito inibidor de ABAH (2,5 - 100 pmol L) em neutréfilos humanos estimulados por
PMA. Os resultados sio expressos como média = SEM (n > 3). Condigdes experimentais: suspensao
de neutroéfilos humanos = 5x10° células mL™, Csondas = 500 pmol L2, Ccagy= 10 umol L2, Cpma = 400
nmol L! e tempo de reagdo = 2 h.
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Fonte: Elaborado pelo autor 2021.

Para verificar a seletividade da sonda em meio celular, os neutréfilos estimulados e
encubados com as sondas (500 umol L-1) foram tratados com acido 4-aminobenzoico hidrazina

(ABAH), um inibidor classico da enzima mieloperaxidase (MPO) (KIM et al., 2016). Os
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resultados obtidos mostraram que na presenca do inibidor de MPO, ocorreu diminuicdo do sinal
de fluorescéncia (Figura 3.13b) proporcional a concentracdo, sugerindo que ambas as sondas
fluorescentes detectaram o HOCI seletivamente em meio celular. Em decorréncia da maior

sensibilidade do TPP, esta sonda foi utilizada no estudo posterior.

3.4.14 Determinacdo de HOCI em neutrofilos humanos isolados e avaliacdo da capacidade

antioxidante de substancias selecionadas para este sistema

Para avaliar a capacidade de sequestro de HOCI em neutrdfilos, oito compostos foram
selecionados de acordo com as suas classes e resultados de ECso in vitro (topico 3.4.9, Figura
3.10). Assim, selecionou-se 0s compostos antioxidantes com base nos resultados prévios: acido
tanico (0,60 + 0,01 pmol L), Trolox® (1,1 + 0,1 pmol L), &cido galico (3,3 = 0,1 pmol L),
quercetina (4,7 + 0,1 pumol L) e &cido ascorbico (25 + 0,3 pumol L™). Além dos tiois:
penicilamina (1,30 + 0,01 umol L) e glutationa (6,1 + 0,1 umol L) e o anti-inflamatério mais
ativo: meloxicam (0,010 + 0,001 pmol LY) (Fig. 3.14).

Figura 3.14 — Determinacdo da capacidade de sequestro de HOCI em neutrofilos humanos
empregando tiamina como sonda. Os resultados sdo expressos em médiatzSD (n=3). Condicoes
experimentais: suspensdo de neutr6filos humanos = 5x10° células mL?, Ccaqy= 50 pmol L, sonda =
Pirofosfato de tiamina, 60 pmol L e tempo de reagdo = 2 h.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

De forma geral, a capacidade sequestradora de HOCI dos compostos analisados foi

maior in vivo quando comparada a condi¢éo in vitro. Todos os compostos foram testados nas
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concentrag0es correspondentes aos seus ECsg. Contudo, nestas concentragbes todas as
moléculas avaliadas inibiram aproximadamente 100% do HOCI gerado, com excecdo do
Trolox® que inibiu em apenas 11%. Assim, testou-se o Trolox® (5,5 pmol L) a uma
concentracdo cinco vezes maior que a inicial (tépico 3.4.9, Figura 3.10), enguanto o0s outros
compostos foram diluidos cinco vezes. Assim, as inibi¢des de geracdo de HOCI variaram de 65
e 90%.

As variacOes observadas em meio celular quando comparadas ao método desenvolvido
anteriormente, podem ser justificadas pela menor concentracdo de HOCI disponivel no meio,
pois parte do acido hipocloroso pode ter reagido com a membrana das células, proteinas, acidos
nucleicos e outras espécies reativas (BLOCK; ROWAN, 2020; PIOR et al., 2005).

35 Conclusoes

Nas condi¢fes otimizadas, a metodologia desenvolvida possibilitou avaliar de forma
rapida, simples e seletiva a capacidade de sequestro de HOCI por antioxidantes, tiois e anti-
inflamatdrios em condic@es fisiologicas. Os parametros analiticos obtidos sdo compativeis as
sondas reportadas na literatura para sistemas bioldgicos, qualificando este método analitico
como eficiente para determinacdo da capacidade sequestradora de HOCI de moléculas
biologicamente ativa.

O pirofosfato de tiamina, mostrou-se uma sonda promissora para deteccdo de HOCI,
pois apresentou a maior sensibilidade entre as sondas avaliadas, além de ser a forma bioativa
da tiamina. Sendo uma ferramenta interessante para avaliacdo e selecdo de compostos para
diferentes aplicacBes farmacologicas em condi¢Oes de estresse oxidativo em neutrofilos

humanos.

3.6  Perspectivas

Abaixo sdo apresentadas algumas perspectivas para este trabalho:

i) Determinar o ECso de diferentes compostos frente o HOCI em neutrofilos humanos em
condigdes inflamatorias;

ii) Avaliar possiveis derivatizacfes da tiamina que possam aumentar a sua permeabilidade

celular e consequentemente a sua sensibilidade em ensaios celulares.
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Figura SBL1 - Estrutura das tiaminas avaliadas para a otimizagdo do método proposto
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tabela SB1 — Parametros das curvas analiticas da avaliacdo da concentragdo final do tampéo
fosfato. Condigdes experimentais: Condigdes experimentais: Criamina = 10 pmol L?, Choci = 15 umol L
! ordem de adicdo: HOCI + AG + tiamina.

Crampao Referéncia Faixa Linear, %Il = aCac(umol L) + b
mmol L* (uF) pumol L? a B r
5 476 05-5 16,0 (£ 0,7) 6,9 (+2,0 09924
10 429 0,5-5 15,8 (+ 0,6) 1,9(x1,7)  0,9942
20 436 05-5 15,9 (£ 0,8) 25(x2,0) 09914
30 389 05-5 17,7 (£ 0,7) 0,15(+2,0)  0,9964
40 362 05-5 17,8 (£ 0,6) -2,5(£1,8) 0,9977

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tabela SB2 — Avaliagdo da forga ionica. Condi¢Oes experimentais: Condigdes experimentais:
Condigdes experimentais: Criamina = 10 pmol L, Choci = 15 pumol L, ordem de adicdo: HOCI + AG +
tiamina.

Cfinal, Referéncia Faixa linear, %IlF = aCac(umol L) + b
mmol L? (uF) pumol L a B r
0 361 0,5-4,0 16,3 (+ 0,5) 0,97 (+12)  0,9986
100 214 0,5-3,0 11,6 (+ 0,8) 2,6 (+1,5) 0,9905
150 183 05-25 9,8 (+0,8) 063 (x12) 09903
200 157 05-25 4,90 (+0,3) 0,13(x0,4)  0,9966

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SB3 — Proporgdes dos reagentes. Condigdes reacionais: tampéo fosfato a 20 mmol L* (pH =
7,4) e tempo de reacdo = 30 min.

HOCIT Referéncia Faixa Iinej\r, %lF = aCac(umol L) + b
(uF) pmol L a b r
0,25 88 05-1 53,1 (+ 19,6) 5,6 (+ 12,6) 0,9385
0,5 354 05-2 37,7 (x3,3) 2,6 (+3,8) 0,9925
1,0 419 05-4 20,8 (£ 0,9) 0,32 (£ 2,4) 0,9982
2,5 557 0,5-10 9,9(x0,7) -4,0 (£4,0) 0,9932

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tabela SB4 — Multiplos da proporcéo dos reagentes. Condigdes reacionais: tampdo fosfato a 20 mmol
L (pH = 7,4) e tempo de reagdo = 30 min.

Mltiplos Referéncia Faixa linear, %IF = aCac(umol L) + b
(uF) pumol L? a b r
0,5 167 0,5-2,0 35,5 (£ 1,8) 2,2 (£2,2) 0,9976
1 357 0,5-3,0 30,2 (£ 0,6) 0,14 (+1,0)  0,9979
2 458 0,5-8,0 12,4 (£0,7) -1,2 (+ 3,0) 0,9969
3 642 0,5-10,0 9,5 (+0,4) -1,0 (+ 2,9) 0,9942
4 830 0,5-10,0 8,0 (£ 0,4) -1,3(£1,9) 0,9950

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Tabela SB5 — Parametros analiticos da avaliacdo da seletividade do método proposto frente a
diferentes espécies reativas. Condicoes reacionais Criamina = 12 umol L, tampé&o fosfato a 20 mmol L-
1 (pH =7,4) e tempo de reagdo = 30 min.

Espécie Faixa Linear, %I = aCer(umol L) + b

Reativa pmol L? A b r
HOCI 0,5-3,0 234 (x12) 30,3(x6,00 0,9961
"NO 0,5-10,0 1,3(x0,2) 17,8 (+06) 09711
H.0. 0,5-20,0 1,8(+0,2) 16,0 (+0,2)  0,9953
"OH 0,5-10,0 4,9 (£0,2) 21,2(£0,2)  0,9983
t-BUOOH 0,5-10,0 0,6 (+0,1) 16,8 (+0,7)  0,9873
t-BuOO" 0,5-10,0 0,7 (x0,05) 15,3(x0,3)  0,9918
10, 0,5-20,0 0,5 (£ 0,06) 15,2(x0,8)  0,9924
0z~ 0,5-20,0 0,1 (+0,05) 16,3(x0,1)  0,9958
ONOO 0,5-20,0 0,3 (£ 0,03) 21,0(x0,6) 0,9971

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Figura SB2 — Estudo do mecanismo de reacao oxidacao da tiamina com HOCI por espectrometria
de massas (ESI+). Sendo: a) Referéncia; b) Tiamina; ¢) Fragmentacdo tiamina e d) Tiocromo.
Condicdes experimentais: Ciiamina = 30 pmol L™, Croci = 30 pumol L™ em tampdo fosfato (pH = 7,4)
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Figura SB2 — Estudo do mecanismo de reacao oxidacao da tiamina com HOCI por espectrometria
de massas (ESI+). Sendo: a) Referéncia; b) Tiamina; ¢) Fragmentacdo tiamina e d) Tiocromo.
Condicdes experimentais: Ciiamina = 30 umol L™, Croci = 30 umol L* em tampéo fosfato (pH = 7,4)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.

Figura SB3 — Estudo da reacdo de referéncia: reacdo oxidacdo da tiamina com KsFe(CN)s por
espectrometria de massas (ESI+). Condigdes experimentais: Ctiamina = 5 tmol L2, Croci = 10 pmol L
1 em tampé&o carbonato (pH = 8,0)
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Tabela SB6 - Avalia¢do da capacidade de sequestro de HOCI de compostos antioxidantes, tidlicos e anti-inflamatdérios pelo método proposto.

(Continua...)
Ordem/ Faixa Linear, Curva analitica ECso,
Classe Classe Composto Estrutura umol L %I = aCsc + b r umol L

1 Acido tanico :jé\fu EQ: ! Yé( 0,05-1,0 %Il = 75,8 (+ 4,9)Csc — 1,2( 3,3) 0,9958 0,6 (+0,01)
2
cs "
© 0
)
— HO
= 2 L-Dopa o 0,1-1,0 %I = 54,4 (+ 3,9)Csc + 1,5( 2,4) 0,9920 0,8 (+0,01)
@ NH,
= HO
3
\g H O, o
P 3 Trolox® on 0,05-1,0 %I = 45,5 (+ 4,6)Csc + 0,7(% 3,3) 9,9948 1,1 (0,1)
g (0
Q.
£
o [0
O

4 Acido o-cumérico @:\)LOH 05-25 %I = 18,7 (+ 4,8)Csc + 4,8( 7,3) 0,9908 2,3 (0,7)

OH
O; OH
5 Acido gélico 05-75 %I = 16,0 (+ 0,8)Csc — 3,0 (+ 0,8) 0,9988 3,3 (+0,09)
H 'OH
OH

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SB6 - Avalia¢do da capacidade de sequestro de HOCI de compostos antioxidantes, tidlicos e anti-inflamatdérios pelo método proposto.

(Continuacéo...)

Classe Ordem/ Composto Estrutura Faixa Linear, Curva analitica r ECso,
Classe P pmol L1 %Il =aCsc +b pmol L1
0
6 Acido p-cumérico MO/\)LOH 1,0-5,0 %I = 13,6 (+ 1,6)Csc + 2,3( 5,2) 0,9931 3,5 (x0,7)
H
OH

7 BHT j\©/k 0,1-5,0 %l =112 (£2,2)Csc +3,2(£7,1) 09813 4,1 (+0,05)
4]
c
©
o oH
x
2
5
© 8 Quercetina 05-10 %I =9,5(x 0,5)Csc +4,8 (x 1,8) 0,9951 4,7 (x0,07)
8
S
8
g
3
Q.
g
© 9 Rutina 0,5-10 %I = 8,1(x 0,9)Csc — 1,6( 6,4) 0,9964 6,4 (x0,2)

"N OH
< . - H;CO N
10 Acido Ferilico OH 1-75 %Il =7,8(x0,7)Csc +1,9(x 3,2) 0,9925 6,5 (+0,5)
H

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SB6 - Avalia¢do da capacidade de sequestro de HOCI de compostos antioxidantes, tidlicos e anti-inflamatdérios pelo método proposto.

(Continuacéo...)

Classe Ordem/ Composto Estrutura Faixa Linear, Curva analitica r ECso,
Classe P pmol L %Il =aCpo + b pmol L1
(0]
11 Acido cafeico o N~ Non 1-10 %1=37#03)Csc+02(x24) (9917 12,9 (£0,9)
H
D OH
% HO
© .
= 12 N-propilgalato 0,5-30 %I =3,3(x 0,3)Csc — 2,1(= 5,5) 0,9843 15,5 (£ 5,5)
S Ho e
c
© o
(5]
@ OH
(&)
2 13 Acido "o o 0,520 %I = 1,8(+ 0,1)Csc + 3 (+ 1,5) 0,9906 25,2 (£ 0,3)
7 - [ - 4 - Y -4 ’ 1 - Y
ué ascorbico —
g HO -
o
S
(@]
O
14 Kaempferol 10 - 50 %I = 1,4 (+0,1)Csc + 1,7(+ 3,7) 0,9958 33,8 (+0,4)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SB6 - Avalia¢do da capacidade de sequestro de HOCI de compostos antioxidantes, tidlicos e anti-inflamatdérios pelo método proposto.

(Continuacéo...)

Classe Ordem/ Composto Estrutura Faixa Linear, Curva analitica r ECso,
Classe P pmol L %Il =aCsc +b pumol L?
(o]
1 Penicilamina H5><‘/U\OH 0,06-2,5 %l =37,2(x1,4)Csc +1,6(x1,5) 0,9970 1,3 (£ 0,01)
NH,
Oj/OH
. NH, HN
2 Glutationa Ho\u)\/\“/g < 05-75 %I =11,6 (£ 0,2)Csc + 1,3(x0,9) 10,9994  4,1(+0,07)
(0}
» o
o H
Q2
© 0
(72}
= 3 Cisteina HS/\)LOH 1-10 %I =8,1(£0,3)Csc +05(x1,8) 09968 6,1 (+0,07)
o
g- NH,
(@]
S SH
1 H
4 N-Acetilcisteina )LN o 1-10 %I =7,9(+ 0,4)Csc + 0,61(+ 2,5) 0,9986 6,4 (+0,3)
H
OH
o
o N\ __oH
5 Captopril HS/\)LN 0,5-30 %l =3,1(x0,1)Csc—12(x1,4) 0,9984 16,5 (x 0,2)
E 3
t

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SB6 - Avalia¢do da capacidade de sequestro de HOCI de compostos antioxidantes, tidlicos e anti-inflamatdérios pelo método proposto.

.................................. (Continuacéo...)

Classe Ordem/ Composto Estrutura Faixa Linear, Curva analitica r ECso,
Classe P pumol L? %Il =aCsc +b pmol L1
N [0} OH
1 Meloxicam s N Z 0,005-0,02 %I =3583(+ 1252)Csc + 7,2(x 16) 0,9828 0,01 (+ 0,001)
N\
H,C S
0’/\\0

H;C CH,
\
N o) N
. \ § Na
2 Dipirona ®/1\( N/\,\O— 0,5-5,0 %Il =12,3(x 1,6)Csc — 0,25(x 4,5)  0,9863 4,1(£0,2)
\ o
h CH,
0\\5110
/ \NH
(0)
3 Nimesulida @/ \0 05-75 %I = 4,8(x0,4)Csc + 2,4(% 1,5) 0,9915 10,9 (x0,1)
2~o-

o

o D
4 Piroxicam N g% 1-20 %l = 3,9(+ 0,09)Csc + 1,0(+ 1,0) 09994 11,8 ( 0,6)
N
H,¢” s
0O 0

7

Anti-inflamatoério

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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Tabela SB6 - Avalia¢do da capacidade de sequestro de HOCI de compostos antioxidantes, tidlicos e anti-inflamatdérios pelo método proposto.

.................................. (Conclusdo...)

Classe Ordem/ Comnosto Estrutura Faixa Linear, Curva analitica r ECso,
Classe P pmol L %I = Acsc +b pmol L1
Cl
(0]
2 5 Indometacina p 1-20 %I =1,3(£ 0,06)Csc — 2,8(x 1,2) 0,9987 40,9 (£ 2,5)
= No
IS OH
<
£ )
2
< OH
6 Ibuprofeno 1,0- 100 %I =0,2(x 0,01)Csc + 0,8(£ 0,6) 0,9928 244,4 (£ 20,4)
(0}

Fonte: Elaborado pelo autor, 2021.
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147

(Continua...)
A L Faixa
Sondas Dados Parametros Aplicacéo / LD LO* . EROs A
ix . - . . ~ 4 4 linear : Referéncia
(regides reativas a HOCI) espectroscopicos  experimentais Observacdes (umol L™*)  (umol L) (umol LY) seletiva
N Sonda fluorescente
| \u‘z/. CH, tipo
PN " Tampéo Capacidade de
N 1 - _
/L | \\Lg_\; OFIi ON, fosfato pH 7.4 sequestro de HOCI 0,15 0,5 0,5-3,0 HOCI Este trabalho
H4C \\. S OH 7\.9)( - 370 nm
Aem = 440 nm
Sonda fluorescente
N *Imageamento em
raciométrica OFF- .
ON: Tampdo cultura de células Ll et al
hox = 450 NM fosfato pH 7,4 (HeLa) e em Zebra 0,025 100 100 - 275 HOCI 2020
Fish
7\.em1 =535 nm
7\.em2 = 670 nm
Sonda fluorescente N
tipo Tampao Imageamento em
ON-OFF, fosfat.o / etanol cultura celular 0,11 1,0 1,0-5,0 ClO MA etal,
_ (1:1viv) 2019
dex =520 nm H74 (Ecal09)
Aem =567 nm L
Sonda fluorescente *Imageamento em
raciométrica OFF- Tampéo cultura de células
ON; fosfato / (HpG-2) e em
Aext =420 nm DMSO camundongos Vivos. 0,17 2,0 2,0-140 ClO H;Azl\éclaget
Aex2 =530 nm (2:1viv) * Sonda colorimétrica B
hem1 =585 nm Aem pH 7,4 e fluorimétrica para

=685 nm

deteccéo de CIO;

*LD extrapolado a partir dos dados das curvas analiticas apresentadas nos trabalhos

Fonte: Elaborado pelo autor 2021.
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(Continuacdo...)

A S LD LQ* Faixa
Sondas Dados Pardmetros Aplicacéo / (umol -  (umol L- linear EROs Referéncia
(regides reativas a HOCI) espectroscopicos experimentais Observacdes H 1) H 1) (umol LY seletiva

* Imageamento

em cultura
S_onda fluorescente celular (RL1)
tipo Fosfato / Etanol Sonda SHEN et
OFF-ON, (1:99 viv) R 0,003 0,05 0,05-2,0 HOCI

_ colorimétrica e al., 2019

Aex =530 nm pH 5,0 o

fluorimétrica
Aem=592 nm ~

para detecgédo

de HOCI
Sonda fluorescente Imageamento
tipo em cultura JIA et al
OFF-ON, Fosfato pH 7,4 celular 0,001 0,05 0,056-1,0 HOCI 2019 B
Aex = 468 nm (RAW264.7) e
Aem =557 nm em Zebrafish.
Sonda fluorescente
raciométrica Imageamento

Fosfato / Etanol

(OFF-ON) (7:3VIV) em cultura 0,01 025  025-30  HOCI SHEN et
Aexa = 370 nm H 6.0 celular al., 2019
demt = 462 M PHo, (RAW264.7)
}\‘emz = 589 nm

* Imageamento
Sonda fluorescente em cultura
tipo celular (RAW WEI et al
OFF-ON, Fosfato pH 7,2 264.7); 0,003 0,2 0,2-1,0 HOCI 2018 B
Aex =620 Nnm * Imageamento
Aem = 686 NmM de modelos

ratos de artrite

*LD extrapolado a partir dos dados das curvas analiticas apresentadas nos trabalhos

Fonte: Elaborado pelo autor 2021.
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Tabela SB 7 — Parametros quimicos e analiticos das sondas seletivas a HOCI desenvolvidas nos tltimos trés anos.

.................................. (Continuacdo...)

Sondas Dados Parametros Aplicacéo / LD LQ* IT::;?' EROs seletiva Referéncia
(regides reativas a HOCI) espectroscopicos experimentais Observacoes (umol LY (umol L) (umol L)

Sonda fluorescente

= 8 tipo Imageamento em
- 2,5.10° - ZHU et al.
- -5 -5 1 ’
um\ué!;‘%/ OFF-ON, Fosfato pH 7,4 cultura celular 1,7.10 2,5.10 175105 HOCI 2018

Aex =370 nm (RAW 264.7)
Aem = 455 nm
[0) [¢]

o o Sonda fluorescente
tipo Imageamento em 4
OFF-ON, FosfatopH 7,4 cultura celular 2,7.10° 5,0.10* Séodlfo_a HoCI ZHgoiga"'
dex = 460 nm (RAW 264.7) "
Aem =540 nm
Sonda fluorescente
zao:rrlleltg(;am Fosfato / Acetonitrila  Imageamento em

x _ (1:1viv) cultura celular 0,026 25,0 25-104 CIO
Aem1 =445 nm H74 (HepG2)
dexz = 585 nm pHA P
Aemz =640 nm
ZANG et al,
2018

Sonda fluorescente
tipo Fosfato / Acetonitrila  Imageamento em
OFF-ON, (1:1viv) cultura celular 0,12 10,0 10,0 - 35,0 CIO
Xex =415 nm pH 7,4 (HepG2)

Xem =515 nm

*LD extrapolado a partir dos dados das curvas analiticas apresentadas nos trabalhos

Fonte: Elaborado pelo autor 2021.
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(Continuacdo...)

s :
Sondas Dados Parametros Aplicacéo / ( nI;ca L ;(gl L- E::;? EROs Referéncia
(regides reativas a HOCI) espectroscopicos experimentais Observacdes H 1) H 1) (umol LY seletiva
Sonda fluorescente
raciométrica (OFF- Fosfato / Imageamento
ON) Acetonitrila em cultura SONG et al.,
Aext = 400 nm (1:1 vIv) celular 2,08 10 10-100 HOC 2018
Aem1 =462 Nm pH 7,4 (RAW264.7)
Aem2 =587 nm
Sonda fluorescente
raciométrica (OFF-
ON/OFF-ON) Imageamento
(FRET Fosfato / Etanol em cultura SHEN et al
intramolecular) (7:3 viv) celular 0,027 0,5 05-3,0 HOCI 2018 B
Xext =370 Nm pH 5,0
hemt = 463 MM (RAW264.7)
Aex2 =463 nm
Aem2 =588 nm
Sonda fluorescente
raciométrica (OFF-
ON/OFF-ON) Imageamento
(FRET Fosfato / Etanol em cultura SHEN et al
intramolecular) (7:3 viv) celular 0,024 0,5 05-4,0 HOCI 2018 B
Xext = 370 nm pH 6,0
Yot = 465 nm (RAW264.7)
: ° dexz = 465 nm
Aem2 =585 nm

*LD extrapolado a partir dos dados das curvas analiticas apresentadas nos trabalhos

Fonte: Elaborado pelo autor 2021.
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(Conclusdo)

Sondas Dados Pardmetros Aplicacéo / LD . LQ* Ealxa EROs A
i . - - - ~ (umol L 4 linear - Referéncia
(regides reativas a HOCI) espectroscopicos experimentais Observacdes 1) (umol L) (umol LY) seletiva
Sonda . Imageamento
fluorescente tipo em cultura ZHU et al
OFF-ON, Fosfato pH 7,4 0,3 1,0 1,0-10,0 HOCI B
_ celular (RAW 2018
Aex = 480 nm 264.7)
Aem =550 nm '
Sonda
fluorescente
raciométrica (ON- Imageamento
OFF/OFF-ON) Agua/Etanol 0 (?ultura LU etal
intramolecular) (L:1viv) i 0,002 - - HOCI B
A = 600 nMm celular (L929; 2019
exl —
Yot = 730 NM RAW264,7)
}\.exz = 500 nm
}\‘emz = 594 nm
NC CN
(;sz flﬁrc])(rj;wn te tipo Fosfato / Imageamento
N | imeti i
OFF-ON, Dlmetl!formamlda em cultura 0,08 05 05140 HOCI CHEN et al.,
C[O he = 360 M (8:2viv) celular 2018
ex —
% Ao~ 435 nm pH 7,4 (RAW264.7)

*LD extrapolado a partir dos dados das curvas analiticas apresentadas nos trabalhos.
Fonte: Elaborado pelo autor 2021.
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4 CONCLUSAO GERAL

Considerando as principais questdes levantadas neste trabalho, pode-se inferir que:

Trabalho 1: “Os compostos fendlicos extraidos durante o processo de maturagdo das bebidas
agregam a cachaca caracteristicas antioxidantes? Ha uma proporcionalidade entre o tempo
de maturacéo e a capacidade antioxidante de cachacas envelhecidas? A reutilizacéo dos barris
para o envelhecimento de novas bebidas produz perdas significativas quanto ao perfil
antioxidante? Qual a influéncia do tempo e da madeira neste processo quanto as propriedades
antioxidantes da cachaca?”

De forma geral, a capacidade antioxidante das cachagas maturadas foi proporcional ao
tempo de envelhecimento. Todas as correlagdes entre os resultados foram positivas. Neste
processo, o perfil antioxidante das cachagas variou de acordo com o tipo de madeira utilizada.

A reutilizacdo dos barris causou uma diminuicdo média de 50% da capacidade
antioxidante das cachacas envelhecidas. Contudo, as bebidas envelhecidas com menor
capacidade antioxidante mantiveram as suas propriedades entre os ciclos de utilizacdo dos
barris. A natureza dos compostos antioxidantes extraidos mostrou-se como um parametro
importante. Quando avaliadas em concentragcfes equivalentes de compostos fendlicos, bebidas
que até entdo ndo foram eficientes entre os métodos empregados passaram a se destacar. Diante
disto, pode-se observar a importancia da avaliacdo da capacidade antioxidante como parametro
de qualidade da cachaca envelhecida, permitindo o aperfeicoamento da bebida e a elaboracao

de uma maior variedade de produtos.
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Trabalho 2: “A inibi¢édo da oxidagdo da tiamina a tiocromo pode ser utilizado principio de um
método para avaliacdo da capacidade sequestradora de HOCI frente a compostos
antioxidantes, tidlicos e anti-inflamatorios em condigdes fisioldgicas simuladas? A tiamina ira
apresentar seletividade ao HOCI comparada a espécies reativas de oxigénio e nitrogénio? A
tiamina pode ser utilizada como uma sonda fluorimétrica para determinagdo do HOCI em meio
celular?”

De acordo com os resultados obtidos, a tiamina mostrou-se uma sonda sensivel e seletiva
a acido hipocloroso em condi¢6es fisioldgicas simuladas e celulares. Assim, possibilitou o
desenvolvimento de um método espectrofluorimétrico simples, répido, e sensivel para
determinacédo da capacidade de sequestro (Csc) de HOCI in vitro. Nas condi¢fes otimizadas a
metodologia permitiu a analise competitiva entre a sonda e os compostos analisados. Neste
estudo, foram analisados 25 compostos de diferentes classes.

Por fim, a tiamina mostrou-se promissora como sonda para avaliacdo da capacidade
sequestrado de HOCI em neutr6filos humanos, sendo seletiva a espécie reativa em meio celular,
sendo possivel avaliar oito substancias e compara-las com os resultados obtidos pelo método
otimizado in vitro na condi¢do ndo celular. No entanto, o tempo (2h) e a concentracdo do
estimulante celular (PMA, 400 umol L) para deteccio de HOCI séo limitantes para aplicacio

da metodologia desenvolvida.



