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RESUMO

Os compostos fendlicos estéo incluidos na categoria de sequestradores de radicais
livres, sendo eficientes na prevencao da (auto)oxidacdo de compostos uteis nos or-
ganismos e alimentos. Aos compostos fendlicos presentes em alimentos, sdo atribu-
idos efeitos benéficos a saude. Em consequéncia disso, a determinacdo destes
compostos tem sido largamente estudada. Dentre os métodos analiticos conhecidos
para determinacdo de compostos fendlicos totais, o método de Folin-Ciocalteau é
atualmente o mais usado, apesar de apresentar limitagdes, quanto a seletividade de
sensibilidade, o que pode comprometer o resultado do ensaio. Neste contexto, o ob-
jetivo deste trabalho foi promover a otimizacdo de um método alternativo, empre-
gando o MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona hidrazina) como reagente espectrofoto-
métrico para a determinacdo de compostos fendlicos totais. O método foi aplicado
em amostras de bebidas ricas em compostos fenélicos e com comprovada agéo an-
tioxidante. Os parametros quimicos e fisicos (tipo do acido, concentracao e volume
dos reagentes, entre outros), foram otimizados de forma univariada, empregando
acido galico como padréo de referéncia e a sensibilidade (inclinacdo da curva anali-
tica) foi utilizada como parametro analitico. O método espectrofotométrico proposto
foi baseado em uma reacédo de acoplamento oxidativo do MBTH com compostos
fendlicos, na presenca de um oxidante em meio acido para gerar um produto colori-
do. Para tanto, os oxidantes Fe(lll) diluido em H2SO04 ou HCI e Ce(lV) diluido em
H2SO4, foram avaliados no método. A faixa linear obtida para o oxidante Fe(lll) (0,5
- 6,5 mg L?) e para o oxidante Ce(lV) (1,0 — 18,0 mg L1), em equivalentes de acido
galico, onde os valores de RSD (desvio padréo relativo) obtidos foram inferiores a
2,2% indicando boa precisao analitica. O método proposto foi aplicado a 18 compos-
tos diferentes (fendlicos, tidlicos, vitamina, acucar redutor, entre outros) e compara-
do com o método de Folin-Ciocalteau, aplicado aos mesmos compostos. O método
foi aplicado em amostras de vinhos (branco e tinto), chas, infusdes, cafés e cacha-
cas e os resultados foram comparados aos métodos de Folin-Ciocalteu e 4-AAP (4-
aminoantipirina) (métodos utilizados para determinacdo de compostos fendlicos to-
tais) e ABTS** (Acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) e DPPH* (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) (métodos utilizados para determinar capacidade antioxidante).
Os resultados obtidos foram submetidos a uma anélise de correlacéo linear para um
intervalo de 95% de confianca, mostrando-se concordantes para a maioria dos en-
saios, apresentando correlacdes entre MBTH e FC (r = 0,9570); MBTH e 4-AAP (r =
0,9131); MBTH e DPPH" (r = 0,8566) e MBTH e ABTS** (r = 0,9602). Uma analise
mais detalhada foi realizada em funcéo das diferentes classes de compostos, sendo
observado que os resultados foram mais concordantes para as amostras de vinhos,
chas e infusdes em relacdo ao MBTH com outros métodos. Desta forma, o método
espectrofotométrico desenvolvido mostrou-se compativel tanto para os ensaios de
determinacdo de compostos fendlicos totais, como os de capacidade antioxidante,
além de caracterizar-se como simples, rapido e viavel para as amostras analisadas.

Palavras-Chave: fendlicos totais. Bebidas. Capacidade antioxidante.



ABSTRACT

The phenolic compounds are included in the category of free radical scavengers, and
effective in preventing (self)oxidation of compounds useful in organisms and foods.
The phenolic compounds present in foods, are given beneficial health effects. As a
result, the determination of these compounds has been widely studied. Among the
known analytical methods for determination of total phenolic compounds, the Folin-
Ciocalteu method is currently the most widely used, despite its limitations, as the
sensitivity of selectivity, which may affect the test result. In this context, the objective
of the present work was to promote the optimization of an alternative method, using
the MBTH (3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazine) as spectrophotometric reagent
for the determination of total phenolic compounds. The method was applied to sam-
ples of beverages high in phenolic compounds with proven antioxidant action. The
chemical and physical parameters (acid type, concentration and volume of reagents,
among others), have been optimized using univariate analysis, using gallic acid as a
reference standard and the sensitivity (slope of the analytics curve) was used as an
analytical parameter. The spectrophotometric method was proposed based on an
oxidative coupling reaction of MBTH with phenolic compounds, in the presence of an
oxidant in acidic environment to generate a colored product. Therefore, the oxidizing
Fe(lll) diluted in H2SO4 or HCI and Ce(lV) diluted in H2SOa4, were evaluated in the
method. The linear range obtained for oxidant Fe(lll) (0.5 to 6.5 mg L) and the oxi-
dant Ce(lV) (1.0 to 18.0 mg L) equivalents of acid gallic where RSD values (relative
standard deviation) were lower than 2.2% indicating a good analytical precision. The
proposed method was applied to 18 different compounds (phenol, thiol, vitamin, re-
ducing sugar, among others) and compared with the Folin-Ciocalteu method, applied
to the same compounds. The method was applied to samples of wines (red and
white), teas, infusions, coffees and sugar cane spirits and the results were compared
with the Folin-Ciocalteu method and 4-AAP (4-aminoantipyrine) (methods used for
determination of total phenolic compounds) and ABTS™ (2,2-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) and DPPH® (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl)
(methods used to determine antioxidant capacity). The results were submitted to a
linear correlation analysis for a range of 95% confidence, being consistent for most of
the tests, they showed correlations between MBTH and FC (r = 0.9570); MBTH and
4-AAP (r = 0.9131); MBTH and DPPH’ (r = 0.8566) and MBTH and ABTS™ (r =
0.9602). A more detailed analysis was performed according to the different classes of
compounds, and we observed that the results were more consistent for samples of
wines, teas and infusions in relation to the MBTH with other methods. Thus, the
spectrophotometric method developed was compatible for both the tests to determine
the total phenolic compounds, such as antioxidant capacity, and is characterized as
simple, fast, and feasible for the samples analyzed.

Keywords: total phenolics. Beverages. Antioxidant capacity.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos, aumentaram-se as buscas por alimentos que con-
tém substancias capazes de ajudar na prevengao e/ou combate aos processo oxida-
tivos que ocorrem no organismo. Em funcéo disso, aumentou-se também o interesse
no estudo dos compostos fendlicos, devido principalmente, a habilidade antioxidante
in vitro e in vivo destas substancias em sequestrar radicais livres, os quais podem
ser prejudiciais a saude (NASO, et al., 2013; NEVES, et al., 2009).

No organismo, os radicais livres e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
sao produzidos naturalmente, mas fatores externos como radiacéo, poluicdo, expo-
sicdo a radiacdo eletromagnética, tabagismo, entre outros fatores, podem levar a
formacdo de quantidades excessivas destas espécies (radicalares ou nao), resultan-
do no processo denominado estresse oxidativo, e consequentemente, em patologias
como diabetes, cancer, arterosclerose, entre outras (ADEGOKE, et al., 2014,
SCHNEIDER, et al., 2004).

Os radicais livres séo espécies quimicas que possuem pelo menos um elétron
desemparelhado na camada mais externa, isto implica em alta reatividade conside-
rando aspectos energéticos e cinéticos. Para estas espécies virem a ser estaveis,
elas tendem a retirar um ou mais elétrons de outra molécula presente no meio reaci-
onal. Durante o processo de estresse oxidativo, os radicais livres produzidos no or-
ganismo séo responsaveis por iniciarem diferentes cadeias de rea¢fes, conduzindo
alteracbes em proteinas, DNA, lipidos (membranas celulares) e outras macromolé-
culas, e por consequéncia, levando a modificacées celulares (SALVADOR, et al.,
2004).

Neste contexto, o oxigénio e espécies oxigenadas desempenham papel critico
no metabolismo de sistemas aerdbios. Espécies reativas de oxigénio (ROS) séao
uma combinacdo de espécies produzidas através da reducdo parcial de oxigénio
molecular (O2). Os exemplos mais comuns dessas espécies sdo o peroxido de hi-
drogénio (H203), radical superoxido (O2*), o radical hidroxila (HO®) e acido hipoclo-
roso (HOCI). Apesar do sistema de defesa do corpo gerar antioxidantes celulares
contra processos patologicos e fisioldgicos, a superproducédo de ROS pode acarretar
o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, cancer, artrite, aterosclerose,

estress oxidativo e outras (ADEGOKE, et al., 2014). Outra classe de espécies quimi-
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camente reativas que merece destague, sdo as espécies reativas de nitrogénio
(RNS), tais como radicais nitroxilo (NO®, NO2*) e anion peroxinitrito (ONOO") que
também podem ter efeitos adversos a saude (CRAFT, et al., 2012). As ROS e RNS
tem propriedades quimicas especificas, desta forma, sugere-se que a capacidade
antioxidante de uma matriz, deva ser avaliada frente a cada ROS e RNS, a fim de se
estabelecer um perfil mais completo do(s) composto(s) que compde uma referida
amostra (RODRIGUES, et al., 2014).

Em funcéo disso, grande énfase tém sido dada ao consumo de alimentos que
apresentam compostos com comprovada capacidade antioxidante, pois, estas subs-
tancias tendem a retardar ou inibir a oxidacdo de biomoléculas no organismo, e por
consequéncia, prevenir a ocorréncia de doencas (FREITAS, 2006). Sendo assim,
torna-se essencial o equilibrio entre as espécies reativas (radicalares ou ndo) e o
sistema de defesa antioxidante, o qual esta4 associado ao consumo de substancias
antioxidantes presentes nos alimentos ou por sistemas enzimaticos celulares, base-
ados nas enzimas superdxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase (VAR-
GAS, et al., 2008).

Devido ao fato dos compostos fendlicos englobarem uma gama enorme de
substancias com diferencas estruturais, que sdo, nha maioria das vezes, de grande
polaridade, reativas frente a oxidantes e susceptiveis a acdo de enzimas, diversos
pesquisadores enfrentam problemas metodoldgicos para separar, identificar e quan-
tificar o teor dos compostos fendlicos presentes nos alimentos e/ou bebidas (PRIE-
TO, et al., 2014). Sendo assim, diversas metodologias tém sido utilizadas a fim de
minimizar estes problemas. Porém, como a determinacdo da concentracdo exata
dos compostos fendlicos ainda é muito dificil de se obter, utiliza-se uma estimativa
da concentracdo total destes compostos, conhecida como indice de (poli)fenélicos
totais (ARCHELA, et al., 2013).

A guantificacdo de compostos fendlicos totais em alimentos/bebidas pode ser
realizada por diferentes métodos analiticos in vitro baseadas em distintas técnicas,
como: cromatografia liquida (ZHANG, et al., 2011), eletroforese (SCHONING, et al.,
2005), voltametria (SAMRA, et. al., 2011), amperometria (SAZHINA, et. al., 2014),
fluorescéncia molecular (LIN, et al., 2010), quimioluminescéncia (LIN et al., 2008) e
espectrofotometria (STRATIL, et al., 2007). Apesar da variedade de técnicas e mé-
todos, de forma geral, pela simplicidade e tempo de uso, o0 método espectrofotomé-

trico de Folin-Ciocalteau tem sido o mais empregado para quantificacdo de compos-
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tos fendlicos totais em diferentes amostras, contudo apresenta limitacées quanto a
sensibilidade e sobretudo seletividade (SOUSA, et al., 2007). Neste sentido, ha ne-
cessidade de desenvolver métodos alternativos aos jA conhecidos e descritos na
literatura, visando seletividade na determinacdo destes compostos, assim como
simplicidade, rapidez, robustez e sensibilidade. De forma geral, os métodos empre-
gados para determinacédo destes compostos, podem ser classificados em: quantifi-
cacdo total dos compostos fendlicos, individual e/ou de um grupo ou classe de com-
postos fendlicos (PRIETO, et al., 2014; SIMOES, et al., 2003).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi realizar o desenvolvimento e otimiza-
cdo de um método espectrofotométrico alternativo, visando melhorias quanto as limi-
tacbes apresentadas nos métodos ja existentes, sendo também répido, pratico e
concordante com os demais. Logo, em funcéo da seletividade e de outras vantagens
que serdo discutidas no corpo deste trabalho, o MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona
hidrazina) foi selecionado como reagente para determinacédo espectrofotométrica de
compostos fendlicos totais em amostras de vinhos (tinto e branco), chas, infusdes,
cachacas e cafés. A reacdo empregada no método foi baseada no acoplamento oxi-
dativo do MBTH apds sua oxidacdo e reacbes dos compostos fendlicos em meio

acido (Figura 1), levando a formacao de produto colorido (SUDHA, 2012).

Figura 1 - Esquema geral da reagdo entre MBTH e composto fendlico genérico formando croméforo.

OH
S /N H, e \
+ >=N [O] e/ ou
R N\

S N
>: / R
N
substituicdo em o ou p MBTH

Fonte: elaborado pela autora, 2014.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento e otimizacdo de metodologia analitica para determinacgao
espectrofotométrica de compostos fendlicos totais em amostras de bebidas explo-
rando a reacdo de acoplamento oxidativo do MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona hi-

drazina) em meio acido na presenca de um oxidante.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar as condi¢cOes reacionais para geracao do produto colorido, com o intuito
de quantificar o teor de compostos fendlicos totais em amostras de bebidas empre-
gando espectrofotometria;

b) Otimizar o método proposto de forma univariada quanto aos parametros quimicos
e fisicos: reagentes (oxidante e acido empregado), ordem de adi¢do dos reagentes,
concentracdo e volume dos reagentes, cinética reacional, influéncia da acidez, entre
outros;

c) Desenvolver um método alternativo para determinacdo de compostos fendlicos
totais em amostras de vinhos (tinto e branco), chas, infusdes, cachacas e cafés;

d) Comparar os resultados obtidos pelo método proposto com diferentes metodolo-
gias ja presentes na literatura, como Folin—Ciocalteau e 4-AAP (4-aminoantipirina)
para compostos fendlicos totais e DPPH e ABTS para determinacdo da capacidade
antioxidante nas amostras de bebidas analisadas;

e) Avaliar estatisticamente o teor de compostos fendlicos totais com os valores de
atividades antioxidantes obtidos pelos diferentes métodos em funcédo da natureza

das amostras analisadas;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos apresentam ampla diversidade de estruturas, desde
moléculas com esqueletos mais simples até polimeros. Estes compostos, possuem
no minimo um anel aromatico, com um ou mais substituintes hidroxilicos (incluindo
seus grupos funcionais adicionais, em alguns casos). Esta condi¢ao estrutural, con-
fere aos compostos fendlicos poder antioxidante, devido principalmente as suas pro-
priedades relacionadas a transferéncia de elétrons, as quais sdo capazes de de-
sempenhar um importante papel na neutralizacéo de diferentes espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, além de radicais livres (DEGASPARI, et al., 2004).

Os compostos fendlicos podem ser de origem natural ou sintética. Estes en-
contram-se distribuidos no reino vegetal e nos microorganismos, fazendo parte tam-
bém do metabolismo animal. Os vegetais e grande parte dos microorganismos con-
seguem sintetizar o ndcleo aromético dos compostos fendlicos, contudo os animais
nao tém esta capacidade, fazendo-se necesséario utilizar o anel benzénico de subs-
tancias presentes em alimentos, para produzir estes compostos (SIMOES, et al.,
2003).

Os compostos de natureza fendlica presentes no metabolismo secundario dos
vegetais podem estar livres ou complexados a acucares e proteinas. Dentre 0s mais
comuns, destacam-se como antioxidantes fendlicos de fonte natural, os flavonoides,
acidos fendlicos, taninos e tocoferdis (ANGELO, et al., 2007).

Os compostos fendlicos constituem um grupo heterogéneo, composto de va-
rias classes de substancias com propriedades antioxidantes. Essas substancias es-
tdo presentes em uma ampla variedade de frutas como limao, laranja, tangerina,
uva, cereja, ameixa, pera e maca; legumes e verduras, como pimenta verde, bréco-
lis, repolho roxo, cebola, alho e tomate. Além de alimentos e bebidas processados,
como chas, vinhos, sucos e outros (VARGAS, et al., 2008).

A composicao dos compostos fendlicos nos alimentos pode variar com o tipo,
época de colheita, fatores do meio ambiente, processamento e armazenamento dos
mesmos. Os compostos fendlicos podem contribuir para o gosto amargo, adstrin-

géncia, cor, odor, e estabilidade oxidativa dos alimentos (OLIVEIRA, 2011).
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O organismo ndo apresenta mecanismos especificos para o acumulo ou re-
tencdo dos compostos fendlicos a curto prazo, ao contrario do que acontece com
algumas vitaminas e minerais. Eles sao reconhecidos e tratados como 0s xenobioti-
cos (compostos quimicos estranhos a um organismo ou sistema bioldgico), sendo
metabolizados de forma a serem rapidamente excretados (OLIVEIRA, D. et al.,
2011). A atividade anticarcinogénica dos fendlicos tém sido relacionada a inibicao
dos canceres de célon, esdfago, pulmao, figado, mama, pele, entre outros (ANGE-
LO, et al., 2007).

Cada classe de composto fendlico apresenta uma ampla variacdo estrutural,
principalmente pela presenca de diferentes substituintes (hidroxilas, metoxilas, acu-
cares) em um esqueleto aromatico comum. A estrutura quimica dos compostos feno-
licos é que confere sua capacidade de atuar como captadores de radicais livres e
outras espécies reativas, como ja mencionado. Além das propriedades sequestrado-
ras de radicais e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, os compostos fendlicos
podem ainda quelar metais de transicao, impedindo que estes participem de reacdes
redox (catalisando ou atuando como oxidantes) e conseqientemente prevenindo
eventos oxidativos ao organismo (FREITAS, 2006). A natureza do nucleo deste
composto, o grau de metoxilagdo e o numero de hidroxilas sédo alguns dos parame-
tros que determinam a eficiéncia da atividade antioxidante (OLIVEIRA, 2011).

Os compostos fenodlicos podem ser classificados segundo o tipo do esqueleto
principal, conforme representado na Tabela 1, onde Cs corresponde ao anel benzé-
nico e Cx a cadeia substituinte com X &tomos de carbono. Outro tipo de classificagéo
esta relacionada com a ocorréncia desses compostos no reino vegetal. Assim, po-
dem ser divididos em: a) compostos fendlicos amplamente distribuidos, como os de-
rivados de acidos cinamicos, cumarinas, flavonoides, e derivados de polimerizacéo
(taninos e ligninas), e b) compostos fendlicos de distribuicao restrita, abrangendo as

classe de substancias néo citadas no intem anterior (SIMOES, et al., 2003).
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Tabela 1 - Classificagdo dos compostos fendlicos de acordo com o esqueleto basico.

Esqueleto basico Padrédo estrutural (exemplo)

Classe

OH

- 5

Fenois simples?, benzoquinonas

o
Ce-C1 HOO)L oH Acidos fendlicos
OH
Ce-C2 Hom Acetofenonas e acidos fenilacéticos
o
X OH . L. , . . A .
HO Fenilpropanoides: acidos cinamicos (acima) e
Ce-Cs analogos, fenilpropenos, cumarinas (abaixo),
N isocumarinas e cromonas.
T
(o]
Ce-Ca H° Naftoquinonas
(o]
o
Cs-C1-Co "o Xantonas
(o}
o
Ce-C2-Cs Ho Estilbenos, antraquinonas
(o]
Ce-Ca-Co Ho Flavonoides e isoflavonéides
R
R4
(Cs-C3)2 HO Lignanas
Ry
e
<)
(Ce-C3-Ce)2 R O Diflavonoides
0.
L)
R
(Cé)n polimeros Melaninas vegetais
(Ce-Ca)n polimeros Ligninas
(C6-C)n polimeros Taninos hidrolisaveis
(Ce-C3-Co)n polimeros Taninos condensados

!Designag&o em italico referente aos compostos com a estrura representada.

Fonte: adaptado de SIMOES, et al., 2003.

Na familia dos compostos largamente distribuidos na natureza estéo os feno-

licos encontrados geralmente em todo o reino vegetal. Estes compostos fendlicos
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estdo divididos em dois grandes grupos: flavonéides e derivados e acidos fendlicos
(acidos benzaico, cinamico e seus derivados) e cumarinas, 0s quais sdo metabdlitos
secundérios presentes em frutas e vegetais (OLIVEIRA, 2011).

Os flavondides sdo compostos de baixo peso molecular e apresentam estrutu-
ra quimica descrita como (Ce-C3-Cs, vide Tabela 1). Neste grupo, sdo encontradas as
antocianidinas, flavonas, flavondis e, com menor frequéncia, as auronas, calconas e
isoflavonas (SOARES, 2002).

Um grupo importante de flavonoides sao os flavonois (Figura 2), os quais,
apresentam nos compostos triciclicos, unidades denominadas A, B e C e os atomos
de carbono recebem identificacdo com nameros ordinarios para os nucleos A e B, e
0s mesmos numeros seguidos de uma linha (’) para o nucleo C (FREITAS, 2006). O
que diferencia os flavonéis dos demais flavonodides é a presenca do grupo hidroxilico
(na posicdo 3) e do grupo carbonilico (na posicédo 4) no anel C. Nos alimentos, os
flavondis ocorrem geralmente como o-glicosideos, com mono, di ou triglicosideos
ligados em sua maioria, na posi¢cao 3, e em alguns casos, na posi¢céo 7. Os flavo-
nbéis mais encontrados nos alimentos sdo a quercetina, miricetina e kaempferol
(OLIVEIRA, 2011). As estruturas destes compostos podem ser observadas na Figu-
ra 2.

Substituicbes nos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada
classe de flavonoides. Estas substituicbes podem incluir oxigenagao, alquilagao, gli-
cosilacao, acila¢do e sulfacdo (ANGELO, 2007). Os flavondides geralmente ocorrem
em plantas na forma de glucosidios, sendo uma das substancias responsaveis pela
atribuicdo do perfil sensorial de frutas. Estima-se que 6.000 diferentes estruturas ja
foram identificadas e a tendéncia € que este nUmero aumente ao longo dos anos
(DEGASPARI, et al., 2004).

Os acidos fendlicos (Tabela 1 e Figura 2), caracterizam-se por apresentar um
anel benzénico, um grupamento funcional carboxilico e um ou mais grupamentos de
hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades antioxidantes tanto pa-
ra os alimentos, como para o organismo, sendo, por isso indicado para o tratamento

ou prevencao de diversas doengas (ACARI, 2009).
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Figura 2 - Padréao estrutural e substancias derivadas de algumas classes de compostos fendlicos.

a) nucleo flavilium e flavandis b) acidos hidroxibenzoéicos ¢) acidos hidroxicinamicos
o}
Ry O R,
Ry X OH
OH
R R
Rs 3 1
R2
Rs

R,=R,=R;=R,=H: &cido cinamico
R,=OH: &cido o-cumérico
R,=OH: &cido m-cumarico
R;=OH: &cido p-cumarico

R;=0H: &cido salicilico
R,=R,=OH: &cido gentisico
R;=OH: &cido p-hidroxibenzéico
R,=R,;=OH: &cido protocatequinico

R,=OCHj; R,=OH: 4cido vanilico R,=Ry=OH: éfido f:gfgico .
R,=R,=R,=OH: acido galico R,=0CHj, R;=OH: aC|.d9 ferdlico
R,=R,=OCH,; R,=OH: &cido siringico. R2=R,=OCHs; Ry=OH: &cido sinapico

OH O

R,=H; R,=OH; Ry=R,=H: quercetina
R,=R,=R;=R,=H: kaempferol

R,=H; R,=OH; R;=OH; R,=H: miricetina
R,=OH; R,=H; R;=R,=H: morina

R;=H; R,=OH; R;=0OH; R,=O-rutinosila: rutina

Fonte: adaptado de DEGASPARI, et al., 2004; ACARI, 20009.

Os éacidos fendlicos séo divididos em duas classes: os acidos hidroxibenzoi-
cos e os hidroxicinamicos (Tabela 1 e Figura 2) . Os acidos hidroxibenzoicos, pos-
suem sete atomos de carbono (Ce-C1) e séo os acidos fenolicos mais simples encon-
trados na natureza, sdo componentes das complexas estruturas dos taninos hidroli-
saveis e sdo menos abundantes nos vegetais consumidos pelos humano. Os acidos
hidroxicinamicos possuem nove atomos de carbono (Ce-C3) e estdo presentes em
varios alimentos e bebidas de origem vegetal, como o café, erva mate, maca, amei-
xa, entre outros. As cumarinas (Tabela 1) sado derivadas do acido cinamico por cicli-
zacao da cadeia lateral do acido o-cumarico (Figura 2) (OLIVEIRA, D. et al., 2011).

Os derivados mais importantes destes acidos do ponto de vista nutricional e
antioxidante ocorre na classe dos acidos hidroxicindmicos, uma vez que compostos
como o acido cafeico, p-cumarico, ferulico e sinapico encontram-se esterificados ao
acido quinico, acido tartarico ou carboidratos e derivados, na maioria dos alimentos
(OLIVEIRA, D. et al., 2011).

Os compostos fendlicos possuem propriedades especiais, sendo mais acidos
gue os alcoois, e com isso, oxidados com maior facilidade. A propriedade mais mar-
cante dos fenois, no entanto, é a sua acidez. Os fendis sdo acidos fracos e suas ba-
ses conjugadas sdo estabilizadas por ressonancia. Assim, grupamentos que apre-

sentem tendéncia a retirar elétrons do anel aromético por meio de efeitos eletrénicos
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aumentam a sua acidez, enquanto grupos doadores de elétrons reduzem-na
(CLAYDEN, J. et al., 2012).

Desta forma, foram avaliados algumas classes de amostras ricas em compos-
tos fendlicos, afim de se obter a concentracdo do teor total desses compostos nas

respectivas amostras, que serdo apresentadas a seguir.

3.2Bebidas e alimentos ricos em compostos fendlicos e com comprovada acéo

antioxidante.

3.2.1 Vinhos

As uvas sao matéria-prima para producao de vinhos. Estas sdo consideradas
uma das principais fontes de compostos fendélicos quando comparadas a outras fru-
tas e vegetais, porém a grande diversidade do seu cultivo resulta em uvas com dife-
rentes caracteristicas (sabor, tamanho, coloracdo e composi¢éo), influenciando as-
sim, no conteudo e perfil dos compostos polifendlicos. Dessa forma, a composicéo
do vinho esta estreitamente ligada a procedéncia da uva que lhe deu origem, bem
como ao processo de produgdo, uma vez que nesse processo ocorrem transforma-
cOes quimicas das estruturas (ABE, et al, 2007). Além do sabor e cor, os fendlicos
influenciam na aparéncia, fragrancia, adstringéncia e propriedades antimicrobianas
dos vinhos, e evidentemente sdo responsaveis pela diferenca entre os vinhos branco
e tinto (ARCHELA, et al., 2013).

O vinho é uma bebida proveniente da fermentacao alcodlica dos agucares de
suco de uva pelas leveduras e, em alguns casos, pelas bactérias laticas. Os com-
postos fendlicos presentes no vinho sdo relacionados aos efeitos benéficos a saude
gue o consumo moderado desta bebida pode proporcionar (CABRITA, et al., 2003).

Os principais compostos polifendlicos presentes nos vinhos, estdo compreen-
didos entre os acidos fendlicos, flavondides, lignanas e estilbenos. As substancias
fendlicas mais abundantes nos vinhos séo: acido cinamico, acido ferdlico, acido p-

cumarico e o acido cafeico (Figuras 2 e 3).
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Figura 3 - Estruturas quimicas das principais substancias fendlicas presentes nos vinhos.

OH OH

R =H = Acido p-cumérico
R = OH = Acido cafeico

Acido cindmico OH R = OMe = Acido feralico

Fonte: adaptado de CABRITA, et al., 2003.

3.2.2 Chés e infusdes

O ché obtido por infuséo é a forma mais popular de uso desta bebida em todo
mundo, por possuir fontes significativas de compostos fendlicos, sendo considerado
portanto, como importante integrante da dieta humana, devido as suas propriedades
antioxidantes (MORAIS, et al, 2009). Sua contribuicdo para a prevencédo e auxilio no
tratamento de doencas é dada pela presenca de compostos biologicamente ativos,
como os polifendis (SCHMITZ, et al., 2005).

Os polifendis da classe dos flavan-3-6is (catequinas, em especial, epicatequi-
na (EC), epigalocatequina (EGC), galato-3-epicatequina (ECG) e galato-3-
epigalocatequina (EGCG)) apresentam-se como 0S principais componentes quimi-
cos (Figura 4) terapéuticos dos chas verde e preto, cuja planta de origem é a Camel-
lia sinensis, e sdo potentes antioxidantes e inibidores da lipoperoxidacédo, protegen-
do componentes proteicos e DNA celular (PEREIRA, et al., 2009; SHARANGI, 2009).

Figura 4 - Principais compostos presentes no cha verde e preto.

R, = H: galato-3-epicatequina (ECG) OH

Ri1 = H: epicatequina (EC) ° € )
R: = OH: epigalocatequina (EGC) R, = OH: galato-3-epigalocatequina(EGCG) OH

Fonte: adaptado de Pereira, et al., 2009.
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A composicao do chéa varia com a estacdo do ano, o clima, a idade da folha e
a variedade do mesmo (GRAHAM, 1992).

3.2.3 Café

O café provém de uma arvore do género Coffea e sua composicado quimica
varia de acordo com a espécie. A cafeina é um alcaldide (Figura 5) e 0 composto
mais conhecido do café, devido as suas propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas.
Porém os &cidos clorogénicos (CGA) e os respectivos isbmeros, sdo considerados
0s principais componentes fendlicos por estarem presentes em maior quantidade
nesta bebida (MONTEIRO, et al., 2005).

Os acidos clorogénicos sao formados, principalmente através da esterificacao
do acido quinico com um dos seguintes acidos trans-cinamicos: o acido caféico (3,4-
di-hidroxicinamico), feralico (3-metoxi-4-hidréxi), singpico (3,5-dimetodxi-4-hidroxi) ou
0 p-cumarico (4-hidréxi) (Figura 2) apresentando assim, um conjunto de 5 grupos
principais de compostos fenolicos e seus isdmeros formados (OLIVEIRA, D. 2011). A

Figura 5 apresenta algumas estruturas relativas aos compostos citados.

Figura 5 - Estrutura de alguns compostos presentes no café.

HO
0. _N_ N g
Y \>
N
o OH 6 H
Rz
Cafeina Acido quinico R1 = OH; Rz = H: derivado do acido p-cumérico

R:1 = Rz = OH: derivado do acido caféico
R1 = OH; Rz = OCHzs: derivado do &cido ferilico

Fonte: adaptado de OLIVEIRA, D. 2011

3.2.4 Cachagas envelhecidas

As cachacas (aguardente de cana-de-acucar) sdo bastante apreciadas, prin-
cipalmente por possuirem aroma e sabor caracteristicos, que podem ser melhorados
de acordo com a fermentacéo, destilacdo e envelhecimento das mesmas, em barris

de madeira especificos. Estes barris de madeira sdo degradados pela acdo do alcool
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e da agua (PARAZZI, et al., 2008) durante o processo de envelhecimento. Assim,
alguns compostos extraidos da madeira que compde o barril vdo estar presentes na
cachaca, podendo sofrer reagOes de oxidagédo, de modo a formar novos compostos
aromaticos ou reacdes de esterificacdo com alcoois e acidos do meio, produzindo os
respectivos ésteres, fazendo com que as bebidas envelhecidas apresentem maiores
concentracdes destas substancias (ZACARONI, et al., 2014). Além disto, outras rea-
cOes e processos de transferéncia de massa (extragao) proporcionam a incorpora-
cdo de compostos fendlicos provenientes da madeira, com caracteristicas multifun-
cionais e com propriedades antioxidantes, antibacteriana e anticarcinogénica (RO-
DRIGUES, 2012).

Estudos indicam que cada tipo de madeira fornece através do processo de
armazenamento/envelhecimento compostos fendlicos ou derivados caracteristicos
na composicao final da bebida como, por exemplo, acidos elagico e vanilico no car-
valho, acido vanilico e sinapaldeido na amburana, vanilina e acido elagico no balsa-
mo, acido galico no jequitib4, coniferaldeido no jatob4 e &cidos siringico e vanilico e
coniferaldeido no jaboti (MOREIRA, et al., 2012).

3.3Métodos analiticos para a determinacdo de compostos fendlicos totais e
capacidade antioxidante

Devido a diversidade e complexidade das substéncias fendlicas presentes
nos alimentos e bebidas e as diferencas de reatividade entre estas substancias e
diferentes substratos (ou reagentes em um contexto analitico), torna-se dificil encon-
trar um padrdo especifico e conveniente para o desenvolvimento dos métodos de
quantificacdo dos compostos fenodlicos. Sendo assim, a determinagdo destes com-
postos € influenciada pela natureza do composto, amostra, tempo e condi¢cbes de
estocagem, e presenca de possiveis interferentes (ANGELO, et al., 2007).

Atualmente, ainda nédo foi desenvolvido um método satisfatério para determi-
nacao de todos ou de uma classe especifica de compostos fendlicos sem restri¢des,
mas existem varios metodos que possibilitam relacionar diretamente a atividade an-
tioxidante das amostras através da quantificacdo dos compostos fendlicos totais.
Esta quantificacdo (in vitro) pode ser realizada por uma variedade de técnicas (JA-

RA-PALACIOS, et al., 2014).
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Vale destacar uma demanda atual pela quantificacdo de compostos fendlicos
empregando métodos cromatograficos para identificar e determinar o perfil quimico,
visando estabelecer marcadores em distintas amostras (KHODDAMI, et al., 2013).
Porém, algumas limitacdes estdo relacionadas a grande diversidade de padrdes
analiticos necessarios e instrumentacédo mais sofisticada considerando a necessida-
de de identificacdo. Neste caso uma opcao seria associacdo da técnica de separa-
¢céo com espectrometria de massas (LC-MS) (BATAGLION, et al., 2014). No entanto,
pela simplicidade, boa sensibilidade para uma grande variedade de compostos e
possibilidade de uma informacé&o generalista e preliminar a maioria dos métodos ex-
ploram a deteccéo espectrofotométrica (JARA-PALACIOS, et al., 2014).

Dentre os métodos mais utilizados para determinacdo de compostos fendlicos
totais por espectrofotometria, destacam-se o Folin—Ciocalteau e 0 azul da Prassia, e
mais recentemente o uso do 4-AAP (4-aminoantipirina). Além destes, a determina-
cdo de compostos fendlicos totais pode ser realizada por outros métodos baseados
em deteccdo via eletroquimica, quimiluminescéncia, fluorescéncia, espectrofotome-
tria, entre outros (LU, et al., 2014). Vale destacar que alguns autores néo fazem dis-
tincdo entre determinacdo de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante
(SZYDLOWSKA-CZERNIAK, et al., 2013), visto existir uma relacao direta entre estes
parametros quimicos. Contudo, neste trabalho seré considerada esta diferenciagéo.

Assim, dentre os principais métodos para a determinacdo da capacidade anti-
oxidante, destacam-se: (i) capacidade de absor¢édo de radicais de oxigénio ORAC
(do inglés “oxygen radical absorbance capacity”), (ii) o sequestro de radicais DPPH?*,
(i) sequestro de radicais ABTS**; (iv) sequestro dos radicais DMPD** (v) ensaio de
poder antioxidante por reducéo férrica (FRAP), (vi) capacidade antioxidante cuprico
(CUPRAC), e (vii) capacidade antioxidante empregando cério(lV) (CERAC). Vale
salientar que a maioria destes métodos emprega estratégias onde os radicais usa-
dos ou sondas ndo sdo comuns ao meio biolégico, constituindo uma das principais
limitacBes destas metodologias (ZHANG, et al., 2014; RODRIGUEZ-NOGALES, et
al., 2011).

Os mecanismos de reacéao referentes aos métodos citados anteriormente, se-
ja para capacidade antioxidante (Cao) ou fendlicos totais (CF), sdo baseados prefe-
rencialmente em dois mecanismos: transferéncia de elétrons ou de atomo de hidro-
génio, podendo em alguns casos ocorrer de forma simultanea (GUNGOR, et al.,
2011). Ou ainda, métodos baseados em reacdo de acoplamento oxidativo do rea-
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gente com os compostos fendlicos, no caso do 4-AAP (SCHOFIELD, et al., 2001;
NASSIRI, et al., 2014).

Diante de uma grande variedade de métodos descritos na literatura, foram se-
lecionados alguns para um melhor detalhamento baseados no mecanismo de agéo,
ampla aplicacdo em diferentes tipos e classes de amostras e tempo de uso (método

estabelecido). Assim, a seguir estas diferentes estratégias analiticas sdo descritas.

3.3.1 Métodos baseados em transferéncia de elétrons para determinacdo de com-

postos fendlicos totais e capacidade antioxidante

3.3.1.1 Fendlicos totais pelo reagente de Folin-Ciocalteau (FC)

O ensaio de Folin-Ciocalteu, também conhecido como método dos fendis to-
tais, € o método mais frequentemente utilizado para a determinacdo do conteudo
fendlico total, sendo uma versdo otimizada do método de Folin-Denis (usado para
quantificar tirosina em proteinas), principalmente porque o uso do reagente de FC é
mais sensivel a redugéo pelos fendis e diminui a tendéncia a precipitagdo (PREEDY,
2014). Este método pode ser usado para uma estimativa da atividade antioxidante,
através da quantificacdo dos compostos fendlicos presentes na amostra. E um mé-
todo colorimétrico, baseado na redugédo quimica de uma mistura de fosfomolibdato e
fosfotungstato de sodio (ambos hexavalentes) pelas hidroxilas fendlicas (SCHOFI-
ELD, et al., 2001). A reacdo se da em meio basico e a solucdo saturada de carbona-
to de sodio é a base mais indicada. Os produtos da reducdo apresentam coloracdo
azul intensa (devido aos produtos da reducédo do tungstato e molibdato se apresen-
tarem no estado de pentavalente) ou seja, 0 nUmero de grupos hidroxilas ou de gru-
pos potencialmente oxidaveis controla a intensidade da cor, e por conseguinte, 0
valor de absorvancia (ROVER, et al., 2013).

O método original de FC foi desenvolvido em 1927, caracterizado pela oxida-
cao de fendis pelo reagente molibdicotungstato de sodio produzindo produtos colori-

dos com absorgdo maximo (Amax) entre 745-750nm, onde:

Na2WO04/NazMoOs — (fenol — MoW11040)*
Mo(VI)amarelo + € — Mo(V)azul
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Singleton e Rossi melhoraram a sensibilidade e estabilidade do método em-
pregando o reagente heteropolianion féosforo molibdicotunstato, onde: 3H20 — P20s —
13WO3 — 5M003 — 10H20 e 3H20 — P20s — 14WO03 — 4Mo0O3 — 10H20. Além disto, a
reducdo dos fendis tornou-se mais seletiva e 0 Amax dos produtos formados foi proxi-
mo a 765 nm. O principio da reacdo continua o mesmo, reducdo do Mo(VI) para
Mo(V), sendo a avaliacdo quantitativa realizada por espectrofotometria. O método de
FC caracteriza-se por ser simples, rapido, sensivel e preciso. No entanto, em meio
acido a reacéo ¢ lenta, além disso, 0 método nédo € especifico, podendo a reacao ser
afetada por moléculas que reduzem outros compostos ndo fendlicos, como acido
ascorbico, aminas, aminoacidos, comprometendo assim, o0 resultado do ensaio
(PRIOR, et al., 2005).

Geralmente, o &cido galico é usado como padrao de calibracdo para constru-
cao da curva analitica, e a concentracdo das amostras sdo expressas em equivalen-
tes de acido galico (mg L), mas é possivel a utilizar outros acidos fenélicos como
padréo, tais como: acido cafeico, tanico, clorogénico, entre outros (ANGELO, et al.,
2007).

3.3.1.2 Ensaio do azul da Prussia

Este método caracteriza-se por ser simples, rapido, sensivel e apresentar bai-
xa interferéncia por compostos ndo fendlicos. Quando este método foi implementa-
do, apresentava duas importantes limita¢des: (i) formacéo de precipitado ap6s um
periodo curto de incubacéo; (i) aumento da intensidade da cor para longos periodos
de tempo. Além disto, temperatura, pH e ordem de adi¢cdo dos reagentes (para for-
macao do Fes[Fe(CN)s], azul da Prussia) afetavam a intensidade e cinética de rea-
¢cdo (SCHOFIELD, et al.,, 2001). No entanto, BERKER e colaboradores (2010) im-
plementaram altera¢cdes no método, visando melhorar a reprodutibilidade e suplantar
as limitacdes anteriormente reportadas. As modificagcbes envolveram a utilizacao
simultanea de Fe(CN)s* e Fe(lll), tornando as condicdes redox favoraveis para uma
maior variedade de antioxidantes. A precipitacdo com azul da Prussia foi impedida
com a adicéo de dodecil sulfato de sédio (surfactante), e o pH 6timo foi ajustado pa-
ra 1,7 para manter a atividade redox do ion férrico, evitando a sua hidrolise. A mistu-

ra reacional foi incubada a temperatura ambiente durante 30 min, com isso, permitiu



30

oxidacGes mais completas do que as observadas no método convencional. (BER-
KER, 2010).
Quando o oxidante empregado do método é o Fe(CN)e* a reacédo de oxi-
reducdo simplificada do método pode ser representada por:
2n[Fe(CN)e]*> + Ar(OH)n — 2n[Fe(CN)s]* + Ar(=0)n + 2nH*
Fenol Quinona

entao,
K* + [Fe(CN)e]* + Fe(lll) - KFe[Fe(CN)s]

azul da Prussia
Quando o oxidante a ser usado no meio séo os ions Fe(lll), a reacdo proposta
seria representada por:
2nFe(lll) + Ar(OH)n — 2nFe(ll) + Ar(=0)n + 2nH"*
Fenol Quinona

tendo,
K* + [Fe(CN)e]*> + Fe(ll) — Fe[Fe(CN)g]

azul da Prassia

O principio quimico dessa metodologia esta baseada na redugdo dos ions
[Fe(CN)e]* (ou Fe(lll)) a [Fe(CN)s]* (ou Fe(ll)) pelas hidroxilas fendlicas, em segui-
da, pela adicdo de Fe(lll) (ou [Fe(CN)e]*) em meio acido ocorre a producédo de pig-
mentos de coloracdo azul (azul da Prassia) intensa com maximo de absorcdo em
700 nm. A curva analitica pode ser construida com varios compostos fendlicos. Re-
sultados mostram uma boa correlacdo linear de acordo com a variacdo da concen-
tracdo de compostos como quercetina, acido galico, tanico, cafeico e vanilina. Os
valores obtidos sdo expressos em equivalentes (mg L) da substancia utilizada co-
mo referéncia. Os resultados obtidos sdo comparaveis aos do método de Folin-
Ciocalteau (GAHAM, 1992).

3.3.1.3 Ensaios do poder antioxidante por reducéo de ferro (FRAP), cobre (CU-
PRAC) e cério (CERAC)

Como todos os métodos utilizados para a avaliagdo de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante sdo baseados em propriedades redox, conclui-se que ha
correlacéo entre o teor de compostos fendlicos (livre ou total) e capacidade antioxi-
dante medida pelos métodos individuais. Essas relacdes sdo evidentes a partir dos
varios trabalhos descritos na literatura (DUDONNE, et al., 2009; WOOTTON-
BEARD, et al., 2011). Sendo assim, os ensaios de FRAP, CUPRAC e CERAC ape-
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sar de terem sido desenvolvidos para medir a capacidade antioxidante total (Cao) de
alimentos, além de apresentarem correlacdes significativas quando comparados en-
tre si e entre os métodos do ABTS** e DPPH*, também apresentam correlacdes sig-
nificativas quando comparados ao método de FC (STRATIL, et al., 2007; OZYURT,
et al., 2010).

Os trés ensaios ocorrem de forma semelhante, geralmente com determinacao
espectrofotométrica. Os ensaios do FRAP e CERAC séo realizados em meio acido,
enquanto que o ensaio do CUPRAC é realizado em pH simulando as condices fi-
sioldgicas. O ensaio do FRAP baseia-se se na redugcédo do complexo férrico do TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazina), onde [Fe(TPZT)2]** é reduzido para [Fe(TPZT)2]** e apre-
senta uma coloragéo azul intensa com Amax = 593 nm (Figura 6). Enquanto que no
ensaio do CUPRAC, ocorre a reducdo de Cu(ll) a Cu(l), e sdo formados complexos
de Cu(l) com os ligantes cromoforos batocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-
fenantrolina, Amax = 490 nm) e neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina, Amax = 450
nm) (Figura 7) (HUANG, et al., 2005). No entanto, o ensaio do CUPRAC apresenta
vantagens como rapida cinética de reducdo do complexo e maior seletividade,
guando comparado ao FRAP, uma vez que, no ensaio do CUPRAC, a quantificacao
final da TAC numa mistura contendo varios antioxidantes sé é realizada apds uma
combinacdo adequada de procedimentos de hidrdlise &cida e de incubagédo, somada

a capacidade inicialmente mensurada. (APAK, et al, 2004).

Figura 6 - Reacdo geral para o ensaio FRAP.

N7
N7 | |
\
~N..
= N \ N 2+
Ant|o><|dante Fe
e3+ N N N PONT
| \
| \ 2
[Fe(TPZT),]3* [Fe(TPZT),]?
azul claro azul intenso

Fonte: Adaptado de HUANG, et al., 2005.



32

Figura 7 - Complexos formados entre Cu(l) e (a) batocuproina e (b) neocuproina.

Fonte: Adaptado de HUANG, et al., 2005.

Ja no ensaio do CERAC, ocorre reducdo de Ce(lV) (amarelo intenso) a
Ce(lll), no qual se observa a diminuicdo da coloracdo proveniente do sulfato de cé-
rio, de acordo com o aumento da concentragcdo das substancias antioxidantes pre-
sentes na amostra (Amax = 320 nm). Este ensaio apresenta boas correlagcdes com os
métodos de referéncia reportados na literatura, tais como ABTS**, CUPRAC e azul
da Prussia. (OZYURT et al., 2011; OZYURT et al., 2010).

3.3.2 Métodos baseados em transferéncia de &tomo de hidrogénio

3.3.2.1 Sequestro do radical DPPH?* (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

O ensaio do radical DPPH* foi descrito pela primeira vez por BLOIS (1958),
guando observou que o radical DPPH?* foi reduzido por cisteina (tiol) e outros com-
postos ativos. Mais tarde, BRAND-WILLIAMS e colaboradores (1995) revisaram o0
método original, tornando-o popular para estimar capacidade antioxidante (NOIPA,
et al., 2011). O DPPH?* (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) € um dos poucos radicais estaveis
de nitrogénio organico, que devido a deslocalizacdo de um elétron desemparelhado,
pode aceitar um elétron ou um radical de hidrogénio (dependendo das condicdes
reacionais do meio e da natureza e estrutura do composto antioxidante) para tornar-
se uma molécula diamagnética. Apresenta cor violeta intensa em solucéo alcodlica e
€ comercialmente disponivel, ndo tendo que ser gerado antes do ensaio, como o
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ou ensaio do ABTS*" (NEVES, et al.,
2009).



33

O método do sequestro de radicais livres do DPPH* é baseado em um ensaio
fotométrico (ou por ressonéancia de spin do elétron, EPR), monitorando a diminuicédo
de absorvancia apés a reacdo com compostos antioxidantes. O radical DPPH* pos-
sui uma absorcdo maxima caracteristica entre 515 e 520 nm, a qual diminui apés
reducdo por moléculas antioxidantes (HCA), que vao neutralizar o radical doando um
atomo de hidrogénio, formando um derivado amarelo (BRAND-WILLIAMS, et al.,

1995). As reacOes gerais para este método estéo representadas pela Figura 8.

Figura 8 - Reacéo entre o radical DPPH* e composto antioxidante genérico (HCA) ou radical (R*)
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o .
N—N NO, + HCA —— N—H NO, + CA

o o

violeta amarelo

ou DPPH* + R* — DPPH-R

Fonte: Adaptado de WILLIAMS, et al., 1995.

Contudo, antioxidantes volumosos reagem lentamente, ou hdo reagem com 0O
radical, uma vez que ha impedimento estérico na molécula. E, pode gerar como
consequéncia, um comprometimento dos resultados em amostras mais complexas
(PRIOR et al., 2005).

3.3.2.2 TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) ou ensaio do ABTS**

TEAC foi primeiramente desenvolvido por Miller e Rice-Evans (1993), entre-
tanto tém sofrido modificagdes ao longo dos anos (NUNES, et al., 2012). O método é
baseado na reducéo de radicais ABTS** por antioxidantes doadores de atomos de
hidrogénio. Este radical de coloracédo verde intensa, apresentam absorcdo caracte-
ristica priméria em 415 nm e absor¢fes secundéarias em 660, 734 e 820 nm. O radi-
cal ABTS** é produzido através da reacdo do ABTS em excesso com solucéo de
persulfato de potassio, para posteriormente reagir com compostos antioxidantes (Fi-
gura 9) (VASCONCELOQS, et al., 2007).
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Figura 9 - Reacgdo de formacéo do radical ABTS™, e estabilizacdo deste radical por um antioxidante
genérico (HCA) através do persulfato de potassio (considerando condigdes fisioldgicas).
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Fonte: adaptado de VASCONCELOS, 2007.

A avaliagdo quantitativa deste método pode ser por espectrofotometria. No
que diz respeito ao comprimento de onda de deteccéo, recomenda-se a determina-
cdo em 734 nm, porque ha uma possivel interferéncia espectral de outros compo-
nentes da amostra, assim como alguma turbidez natural ndo minimizada (MAGA-
LHAES, et al.,2008).

O radical ABTS** é soluvel em agua e solventes organicos, permitindo a de-
terminac@o da capacidade antioxidante de amostras com compostos lipofilicos e hi-
drofilicos. No entanto, para gerar o radical ABTS** deve-se deixar a solugdo em re-
pouso e ao abrigo da luz entre 12-16 h, o que caracteriza uma das limitacdes do mé-
todo (KARADAG, 2009). O mecanismo referente ao método € atribuido a transferén-
cia de elétrons (0,68 V), contudo, dependendo da estrutura dos antioxidantes e das
condi¢des reacionais, 0 ensaio pode ocorrer por transferéncia de atomos de hidro-
génio (PRIOR et al., 2005).
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3.3.3 Meétodos baseados em acoplamento oxidativo do reagente com 0s compostos

fenolicos
3.3.3.1 Método da 4-AAP (4-aminoantipirina)

A determinacdo espectrofotométrica de compostos fendlicos usando o rea-
gente 4-aminoantipirina (4-AAP) foi proposta por Emerson em 1943. Este método
serve de referéncia e ainda tem sido empregado atualmente (NASSIRI, et al., 2014).
Quando em presenca de agentes oxidantes em meio alcalino, aminas aromaticas
primarias e secundarias reagem com 4-AAP, dando origem a compostos intensa-
mente coloridos, e sob estas mesmas condi¢gbes fendis também reagem (EMER-
SON, 1943). A reacdo de Emerson (1943) apresenta vantagens como resultados
rapidos, facil manipulacdo e reagentes relativamente estaveis (ETTINGER, 1951).
Apos ter sido observado que o método apresenta vantagens desta natureza para
este tipo de determinacado, estudos tém sido realizados desde entdo, e vem mos-
trando concordancias quando comparado aos métodos de referéncia, tais como FC,
DPPH* e FRAP (STRATIL, et al., 2007; KIM, et al., 2014).

Este método é baseado na reacdo em meio alcalino de 4-AAP com 0 compos-
to fendlico na presenca de oxidante. A reacdo geral de acoplamento oxidativo esta
representada na Figura 10, a qual apresenta melhor seletividade para compostos
fendlicos com a posicao para livre, seguido da posicao orto (NASSIRI, et al., 2014).

Figura 10 - Esquema geral da reacéo entre 4-AAP e composto fendlico genérico.
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Fonte: adaptado de STEVANA, et al., 2004.

Apesar das suas vantagens, uma grave deficiéncia do método é a sensibili-
dade insuficiente para detectar baixas concentracbes de compostos fendlicos (ex-
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pressos como fenol), sem uma etapa de concentracdo prévia dos analitos. Além dis-
so, alguns fendis ndo reagem com a 4-AAP ou ndo apresentam mudanca batocrémi-
ca em relacao ao fenol, por comparacdo espectral. Entdo, as condi¢cées experimen-
tais 6timas deste método (pH, agente oxidante, interferéncias, entre outras), visando
incremento de sensibilidade e seletividade tem sido avaliadas extensivamente (RO-
DRIGUES, et al., 2010; FIAMEGOS, et al., 2002).

Sendo assim, a seletividade e sensibilidade do método em relacdo aos com-
postos fenodlicos foram associadas: (i) deve haver pelo menos um grupo hidroxila
livre na molécula fendlica, para um ensaio positivo; (ii) a presenca de substituintes
na posicao para em relacdo ao grupo hidroxila inibe a ocorréncia da reagdo, com
excecdes para halogénios, carboxila, 4cido sulfénico, hidroxila e metoxila; (iii) um
grupo nitro na posic¢ao orto inibe a reacdo enquanto que 0 mesmo grupo na posi¢cao
meta ocasiona uma inibicdo parcial; (iv) a reacdo da 4-AAP ao composto fendlico
tem lugar preferencial na posicéo para, quando livre (EMERSON, 1943).

Ha poucos trabalhos descritos para a determinacdo de polifendis em bebi-
das, usando este método. SCHOONEN e colaboradores (2002) propuseram, a de-
terminacdo de composto polifendlicos em vinhos, através da reacdo com 4-AAP ex-
plorando um sistema por injecdo em fluxo com deteccdo fotométrica e KsFe(CN)s
como agente oxidante. Este método, quando comparado ao método de FC mostrou
resultados concordantes (SCHOONEN, et al., 2002). Em 2004, STEVANA e colabo-
radores desenvolveram um método espectrofotométrico enzimatico para a determi-
nacao do teor de compostos fendlicos totais em amostras de chas e vinhos, compa-
rando os resultados os métodos de FC e DPPH*. Neste método a enzima polifenolo-
xidase oxidava os compostos fendlicos, os quais em seguida reagiam com o 4-AAP
a fim de serem quantificados. Concluiu-se que os resultados obtidos foram concor-
dantes aos dois métodos (FC e DPPH®) apresentando vantagens como rapidez e
elevada seletividade (STEVANATO, et al., 2004).

3.3.3.2 Meétodo do MBTH: mecanismo, aplicacbes e justificativa do trabalho de-

senvolvido

Originalmente o método do MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona hidrazina) para
determinacao de fendis, proposto por HUNIG e colaboradores em 1957 foi realizado
em meio alcalino, tendo sido usado o KsFe(CN)s como oxidante. O rendimento ma-
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ximo do produto colorido formado foi conseguido no intervalo de pH 8-10, ajustado
com tampdo amonia ou carbonato. Porém, para que este método possa ser empre-
gado em meio basico existe a necessidade do uso de solventes organicos ou aquo-
so-organicos (POSPISILOVA, et al., 1998).

FRIESTAD e colaboradores observaram em 1969, que a reacdo em meio al-
calino apesar de ter sido satisfatoria para alguns fendis, obteve baixo rendimento do
produto colorido formado, quando comparado a reacao realizada em meio &cido
(FRIESTAD, et al., 1969). Desde entédo, os mecanismos de reacdo deste método em
meio acido tém sido intensamente estudados, de forma que os compostos fendlicos
sao determinados principalmente empregando espectrofotometria (FRENZEL, et al.,
1992; RIBEIRO, et al., 2009; OKTEM, et al., 2012).

Em geral, o método do MBTH ¢é aplicado na determinacdo de compostos fe-
nolicos como substancias puras, farmacos ou presentes em fluidos biolégicos (san-
gue e urina). Este método apresenta cinco fatores que afetam a natureza e intensi-
dade da coloracdo (e por consequéncia o sinal analitico), sendo: (i) natureza e con-
centracdo dos agentes oxidantes; (ii) concentracdo dos reagentes; (iii) pH ou acidez
do meio; (iv) temperatura e (v) ordem de adi¢cdo dos reagentes (SUDHA, 2012).

O método do MBTH pode ser implementado em meio acido ou basico (ZA-
MUNER et al, 2008), como ja mencionado. No entanto, foi visto que a reacdo se
processa preferencialmente em meio acido (visando a determinacdo de aminas
aromaticas ou moléculas contendo a funcéo fenol) e os oxidantes mais empregados
sdo os ions Fe(lll) e Ce(IV).

O mecanismo sugerido para reacédo do MBTH com diferentes compostos, de
acordo com levantamento da literatura, independe das condi¢cbes de pH ou acidez
do meio. De forma geral, observou-se que o MBTH ¢ inicialmente oxidado com a
perda de dois elétrons e um préton, formando um intermediario eletrofilico (Figura
11). Este intermediario reage com aminas aromaticas, aldeidos, fenois (preferenci-
almente na posicao para ou orto), entre outras classes de moléculas por ataque ele-
trofilico ao anel aromatico mais nucleofilico. Por fim, o composto resultante € oxida-
do, levando a formacao de espécies coloridas (SUDHA, 2012).

De acordo com a Figura 11 observa-se que o MBTH foi capaz de reagir com
varias moléculas sejam simples (como o formaldeido) ou polifuncionais (como a
atorvastatina) em meio acido (HCl ou H2SO4) com diferentes oxidantes, sendo, o

intermediario eletrofilico formado (sugerido), 0 mesmo em todos os trabalhos.



Figura 11 - Esquema geral do mecanismo de rea¢do do MBTH com diferentes compostos em meio acido e diferentes oxidantes.
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.
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Do ponto de vista mecanistico, a formacao do intermediario descrito na Figura
11 em meio basico seria considerada normal, visto que a molécula de MBTH estaria
parcialmente neutra ou distribuida em uma mistura entre as espécies neutras e pro-
tonadas. Contudo, isto dependeria do pH do meio e do valor de pKa do grupo hidra-
zina da molécula de MBTH. Para a formacéo destes intermediarios em meio acido, a
premissa é que o grupo hidrazina ndo esteja protonado, e desta forma, o nitrogénio
tenha o par de elétrons livre passivel de sofrer oxidagdo, como descrito pela literatu-
ra para este padrdo reacional. Caso semelhante seria a reagdo para determinagao
espectrofotométrica de sulfeto empregando a formacao do corante azul de metileno,
passando pela oxidacdo da amina aromatica N,N-dimetil-p-fenilenodiamino em meio
acido com ions Fe(lll) e posterior acoplamento com sulfeto (SUDHA, 2012).

Apesar de ainda n&o descrito na literatura consultada o valor de pKa do
MBTH, considerou-se por questdes de referéncia, compostos com a funcéo hidrazi-
do, a fim de se estabelecer uma comparacdo. Assim, de acordo com a Figura 12
abaixo, tem-se alguns compostos com a funcdo hidrazina e seus respectivos valores
de pKa. Nota-se que para a hidrazina (em agua), a dissociacdo do primeiro proton
seria bastante favorecida, logo, para que o0 mesmo esteja protonado o meio deve ser
muito acido. Para as outras estruturas apresentadas, os valores de pKa (em DMSO)
séo bastante elevados indicando acidos muito fracos, mas em agua (solvente proti-

co) estes valores devem ser menores.

Figura 12 - Estrutura e pKa de compostos com a fungéo hidrazina em funcéo do solvente.
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Fonte: adaptado de BISSOT, et al., 1957.

Assim, pode-se considerar dentre as estruturas do MBTH duas possibilidades,
a molécula neutra ou protonada, a qual ird ser oxidada em meio acido para formacao
do intermediario eletrofilico (Figura 11). Assim, na Figura 13A se descreve as estru-

turas de ressonancia do MBTH antes da oxidagcédo, considerando a espécie neutra.
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Em um segundo momento, justifica-se a formacao do intermediario caso 0 mesmo
esteja protonado (Figura 13B), tendo-se a primeira etapa uma dissociacdo da molé-
cula, mesmo que em meio &cido, para levar a formacéo da espécie neutra, a qual
segundo a literatura, sofre o processo de oxidagc&do. Desta forma, pode-se justificar a

formacdo de tal intermediario em meio acido.

Figura 13 - Hibridos de ressonancia do MBTH em duas condi¢des (neutro e protonado).
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

De acordo com o exposto e considerando o fato de nao ter sido encontrado
trabalhos reportados na literatura empregando o método do MBTH para a determi-
nacéo de CF totais em amostras de bebidas, este trabalho propde o uso do método
do MBTH aos métodos espectrofotométricos ja empregados, considerando Folin-
Ciocalteau, azul da Prussia e 4-AAP como alternativa para tal protdsito. O método
do MBTH pode superar algumas desvantagens destes métodos citados, por reagir
seletivamente com compostos fendlicos, como os para-substituidos, que apresentam
limitacGes de reacdo com a 4-AAP; ndo ser afetado por moléculas redutoras, como
acido ascorbico, ndo subestimando assim os resultados; além de caracterizar-se por
ser rapido, simples, versatil e apresentar boas condicbes em relacdo a linearidade,
exatiddo e precisdo em relacdo a outros trabalhos da literarura (GOULDEN, et al.,
1973; RIBEIRO, et al., 2009; OKTEM, et al., 2012).
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico de pureza.
Todas as solucdes foram preparadas com agua (condutividade < 0,1 uS cm?) obti-
das a partir de purificador Millipore Direct-Q5 UV.

A solucdo de MBTH (3-metil-2-benzotiazolinona hidrazina) a 5 mmol L foi
preparada dissolvendo-se 0,011 g de MBTH (Sigma) em 10 mL de uma solucéo 0,25
mol L* de H2SOa4 (ou 2 mol L, qguando empregou-se cério como oxidante), assim
como a solucéo de sulfato de ferro(lll) amoniacal (Merck) 0,5% (m/v) foi preparada
dissolvendo-se 0,05 g do mesmo, em 10 mL da solugdo 0,25 mol L't em H2SO04. A
solucéo de sulfato de cério(lIV) (Merck) 0,5% (m/v) foi preparada dissolvendo-se 0,05
g do mesmo, em 10 mL de H2S042,0 mol L.

A solucdo tampao Britton-Robinson (solucdo formada pela mistura das solu-
cOes de acido borico, acético e orto-fosforico, ajustando-se o pH com solucdo de
hidroxido de sodio) foi preparada de acordo com os procedimentos descritos por
PERRIN e DEMPSEY (1974). Esta solugéo foi preparada com a mistura de volumes
idénticos de cada acido com concentragdo de 0,2 mol L variando o volume de hi-
dréxido de sédio 0,2 mol L até que fosse atingido pH 9,0 desejado.

O reagente de Folin—Ciocalteau (FC) foi obtido comercialmente (Vetec). Sen-
do assim, preparou-se uma solucédo 10% (v/v) diluindo-se 10 mL do reagente de FC
em 90 mL de agua deionizada (VARGAS, et al., 2008). A solucdo de carbonato de
sédio (75 g L?) foi preparada dissolvendo-se 7,5 g de Na2COs (Vetec) em 100 mL
de &gua deionizada. Em seguida, as mesmas foram armazenadas em recipiente de
polietileno.

A solucédo tampéao borato (NaB40O7.10 H20, Merck) a 0,1 mol L' empregada
no método da 4-aminoantipirina (4-AAP, Sigma) foi preparada pesando-se 1,91 g de
tetraborato dissédico deca-hidratado e diluindo-se em 50 mL de agua deionizada.
Entdo, adicionou-se gotas de uma solucéo concentrada de hidroxido de sodio (Ve-
tec) até que fosse atingido pH = 11,0 + 0,1. Adicionalmente usou-se KsFe(CN)s (Ve-
tec) a 0,8% (m/v) como agente oxidante e uma solucdo de 4-AAP a 0,4% (m/v), am-

bos preparadas em tampéao borato (pH =11 + 0,1).
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A solucéo (600 pumol L*) do radical DPPH?® foi preparada pesando-se 0,012 g
do mesmo, em 50 mL de metanol (SHARMA, et al., 2009).

A solucdo estogue do radical derivado do &cido 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS**) a 5 mmol L foi preparada pela dissolucédo
de 0,026 g de ABTS (Sigma) e 0,004 g de K2S20s (Merck) em 10 mL de &gua deio-
nizada. ApGs 16 h de incubacdo ao abrigo da luz, a solucéo foi diluida para 25 mL
com tampéao fosfato 0,05 mol L e pH ajustado para 7,4 + 0,1 (ARTS, et. al., 2004).

As amostras analisadas de vinhos (brancos e tintos), chas, infusdes e cafés
foram adquiridas no comércio local. As amostras de cachacas envelhecida em dife-
rentes madeiras foram adquiridas junto ao Engenho Jodo Nunes, empresa incubada
na UFAL. Os chas, infusBes e cafés apds serem abertos e/ou preparados eram
acondicionadas em refrigerador a 4°C por no maximo 48 h.

As solucdes estoque (300 mg L) de acido galico (Sigma), L-cisteina (Vetec),
D-glucose (Sigma), acido ascérbico (Carlos Erba), L-Dopa (Sigma), sulfito de sodio
(Vetec), N-propil galato (Sigma), acido tanico (Sigma), acido ferulico (Sigma) e acido
clorogénico (Sigma) foram preparadas dissolvendo-se 0,012 g dos compostos em 40
mL de agua deionizada. As solucdes estoque (300 mg L?) de rutina, acidos o,m,p-
hidroxicinamico (Acros organics) foram preparadas dissolvendo-se 0s compostos em
500 pL de DMSO (dimetilsufoxido) (Vetec) e em seguida avolumando-se as solugdes
para 40 mL de agua deionizada. As solucbes estoque (2000 mg L) de quercetina
(Sigma), trolox (Sigma) e kaempferol (Genay) foram preparadas dissolvendo-se 0,01
g dos compostos, em 5 mL de DMSO.

As solucbes de trabalho foram preparadas diariamente, a partir da diluicdo

adequada da solucdo estoque em agua.

4.2Equipamentos

As medidas espectrofotométricas foram realizadas empregado-se espectrofo-
tbmetro FEMTO (Modelo 700S, Brasil). Para as medidas de pH, foi utilizado um me-
didor de pH GEHAKA (Modelo PG 1800, Brasil) e, para a medida de massa dos rea-
gentes e padrdes visando o preparo de solucdes foi empregada uma balanca analiti-
ca GEHAKA com preciséo de 0,001 g.



43

4 .3Procedimentos

Em todos os métodos descritos a seguir, o AG foi utilizado como padrdo de
referéncia para obtencdo da curva analitica. Entdo, os resultados das amostras fo-
ram expressos em equivalentes (mg L) de AG. O branco (sinal analitico de referén-
cia) foi obtido a partir de uma solugéo anéloga as solucdes realizadas para cada mé-
todo e o volume da solucdo do padrdo ou amostra foi substituido por 4gua deioniza-

da em cada caso.

4.3.1 Método proposto (MBTH)

Em um tubo tipo falcon graduado de 15 mL, adicionou-se 175 L da solucao
estoque de MBTH (5 mmol L) e da solucdo estoque do oxidante (sulfato de fer-
ro(lll) amoniacal) 0,5% (m/v) respectivamente. Em seguida, adicionaram-se 2 mL da
solucdo dos padrdes avaliados ou amostra previamente diluida e 650 puL de agua
deionizada, nesta ordem, perfazendo um volume final de 3,0 mL. Feito isso, aguar-
dou-se 40 min para que a reacdo se estabilizasse e as medidas espectrofotométri-
cas fossem realizadas. ApGs o tempo estabelecido, transferiu-se 1,50 mL para uma
cubeta de vidro de 1,0 cm de caminho Optico e as medidas espectrofotométricas fo-

ram realizadas em 450 nm.

4.3.2 Método de Folin—Ciocalteau (Compostos fendlicos totais)

Em um tubo tipo falcon graduado de 15 mL, adicionou-se 500 pL da solucao
de Folin—Ciocalteau 10% (v/v) e da solucdo de Na2COs (75 g L), respectivamente.
Em seguida, adicionou-se 2 mL da solucdo do padréo avaliado ou amostra previa-
mente diluida e 2 mL de agua deionizada, nesta ordem, até um volume final de 5,0
mL. Feito isso, aguardou-se 30 min e apds esse tempo, transferiu-se 1,50 mL para
uma cubeta de vidro com 1,0 cm de caminho oOptico, sendo realizadas as medidas
espectrofotométricas em 770 nm (VARGAS, et al., 2008; ROVER, et al., 2013).
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4.3.3 Método da 4-aminoantipirina (4-AAP)

Em um tubo tipo falcon graduado de 15 mL, adicionou-se 300 pL da solucdo
de KsFe(CN)s 0,8% (m/v), 2 mL da solucdo do padrdo ou amostra previamente dilui-
da e 1 mL da solucdo de 4-AAP 0,4% (ml/v), respectivamente, por fim, completou-se
com agua deionizada para um volume final de 4 mL. Com isso, aguardou-se 30 min
e apos esse tempo, transferiu-se 1,50 mL para uma cubeta de vidro de 1,0 cm de
caminho éptico, com a qual foram feitas as medidas espectrofotométrias em 428 nm
(EMERSON, 1943; ETTINGER, 1951).

4.3.4 Ensaio do sequestro do radical DPPH*

Em um tubo tipo falcon graduado de 15 mL, adicionou-se 200 pL da solucao
do radical DPPH* (600 umol L), 1 mL da solucdo do padrdo ou amostra previamen-
te diluidos e 2,8 mL de uma solucao 25% (v/v) de metanol, nesta ordem, para um
volume final de 4,0 mL. Feito isso, aguardou-se 30 min e apds esse tempo, transfe-
riu-se 1,50 mL para uma cubeta de vidro com 1,0 cm de caminho éptico. As medidas
espectrofotométricas foram realizadas em 527 nm (NEVES, et al., 2009; NOIPA, et
al., 2011).

4.3.5 Ensaio do sequestro do radical ABTS**

Em um tubo falcon graduado de 15 mL, adicionou-se 220 pL da solugéo esto-
que do radical ABTS**, 1 mL da solucdo padrdo ou amostra previamente diluidos e
completou-se com agua deionizada, nesta ordem, até um volume final de 4,0 mL.
Feito isso, aguardou-se 15 min e transferiu-se 1,50 mL para uma cubeta de vidro de
1,0 cm de caminho Optico, sendo as medidas espectrofotométricas realizadas em
734 nm (KARADAG, 2009; NUNES, etal., 2012).

4.4Preparo das amostras analisadas

As amostras de cachacas envelhecidas e vinhos (tinto e branco) foram ade-
guadamente diluidas em agua deionizada, antes das analises. As amostras de ervas

foram preparadas conforme indicado nas embalagens, a partir da extracdo dos com-
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postos por infusdo, onde um saché de cada tipo de cha ou infusdo foi colocado em
um erlenmeyer de 250 mL, e em seguida, adicionou-se 100 mL de agua aquecida (~
90 °C). Os sistemas foram deixados fechados, para evitar oxidagdo dos compostos
fendlicos e em repouso por 15 min. Apos esse tempo, os sachés foram retirados das
solugcbes. Quando em temperatura ambiente, as amostras foram diluidas adequa-
damente, de acordo com o método a ser avaliado. As amostras de cafés também
foram preparadas conforme indicado nas embalagens, sendo que para os cafés so-
laveis (cafeinados e descafeinados), pesou-se em vidro de relogio, 2,0 g de cada
amostra (equivalente a uma colher de cha convencional) e em seguida, transferiu-
se para béquer de 100 mL. Adicionou-se em cada béquer o volume de 50 mL de
agua aquecida (~ 90 °C) e dissolveu-se os granulos com auxilio de bastédo de vidro.
Ja para os cafés torrados e moidos, pesou-se em vidro de reldgio, aproximadamente
16 g de cada amostra (equivalente a uma colher e meia de sopa) e em seguida,
transferiu-se para coador de café (papel) (Modelo 102, Marata especial) o qual esta-
va em um suporte especifico. Por fim, realizou-se extracdo adicionando-se 500 mL
de 4gua aquecida (~ 90 °C) nas amostras acondicionadas nos respectivos filtros.
Todas as amostras foram reservadas em béquer até atingir temperatura ambiente, e
posteriormente acondicionadas em frasco ambar. As mesmas foram usadas até 48 h

apos o preparo.

4.5Avaliacdo estatistica dos dados

Para otimizacdo de alguns parametros analiticos foi empregado como critério
a sensibilidade a partir do valor do coeficiente angular da respectiva curva analitica
em uma determinada condicdo de estudo. Portanto, as curvas analiticas avaliadas
para os métodos que visavam a quantificacdo de compostos fendlicos totais foram
contruidas com no minimo cinco pontos, de acordo com a relacdo: A = sCcr + b,
sendo Ccr a concentracdo dos compostos fendlicos, s o coeficiente angular e b o
coeficiente linear. O coeficiente de correlacéo linear (r) foi calculado com objetivo de
avaliar a disposicdo dos pontos quanto & adequagédo ao comportamento linear. Pro-
cedimento semelhante foi realizado nos métodos de avaliagdo da capacidade antio-
xidante frente aos radicais ABTS** e DPPH?*, sendo que as curvas foram construidas
de acordo com a relagéo: %IA = aCao + b, onde %IA representa o percentual de ini-

bicdo do sinal analitico referente ao radical e Cao a concentracdo do composto anti-



46

oxidante. Todo o tratamento estatistico foi feito utilizando o software Origin® 8.0
(OriginLab Corporation, Inglaterra).

O LOD (limite de deteccao) pode ser definido como o inicio do intervalo em
que é possivel distinguir com uma dada confianca estatistica (normalmente 95%), o
sinal do branco do sinal da amostra, enquanto que o LOQ (limite de quantificacéo) é
a menor concentracdo do analito que produz um sinal analitico a partir do qual possa
ser quantificado. O conhecimento destas figuras de mérito € essencial porque séo
esses valores que mostram se é possivel alcancar os niveis de concentracao do
analito em determinadas amostras em relacédo aos valores estabelecidos pela legis-
lacdo. Desta forma, os calculos relativos aos limites de deteccdo (LOD) (30) e de
quantificacdo (LOQ) (100) foram realizados de acordo com as seguintes equagdes:
LOD = Coranco + 3(sb/ac) e LOQ = Coranco + 10(sb/ac), onde Cbranco = concentragéo
relativa ao sinal do branco, sb equivale ao desvio padrdo do branco analitico (N =
10), enquanto ac corresponde ao coeficiente angular da curva analitica empregada.
O desvio padrao relativo (RSD) foi calculado de acordo com a equagéo: RSD =
(sp/xp) x 100, onde sp equivale ao desvio padrao referente a um determinado pa-
dréo analitico dentro da faixa linear e xp corresponde ao valor médio encontrado pa-
ra este padrdo (N = 10) (IPAC, 2011).

A avaliacdo dos resultados dos diferentes métodos empregados foi realizada
a partir de procedimentos de correlacéo linear entre os resultados obtidos pelo mé-
todo proposto e pelos métodos constantes na literatura. Para todas as correlacdes

foi considerado um intervalo de confianga igual a 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacdo do método: aspectos iniciais

Neste trabalho, para fins de comparacéo, seria mais adequado o uso do mé-
todo (MBTH) em meio basico, uma vez que métodos utilizados para determinacéo
do teor total de compostos fendlicos, como FC e 4-AAP sao realizados nesta condi-
cdo. Mas, ressalta-se que o ensaio do azul da Prassia que também empregado para
esta finalidade é realizado em meio acido, e mostrou-se eficiente, tendo resultados
concordantes com o método de FC (BERKER, et al, 2010).

De acordo com o trabalho publicado por POSPISILOVA (1998), existia um re-
lato do método aplicado em meio basico. Sendo assim, usou-se inicialmente solugéo
tampao Britton-Robinson (pH = 9,0) para uma avaliacdo inicial, porém verificou-se
baixa solubilidade do MBTH e portanto, o desenvolvimento do método nesta condi-
cao nao seria favorecido. Neste caso, a Figura 14 apresenta 0 mecanismo da reacao

do método desenvolvido em meio acido.

Figura 14 - Mecanismo da reacao entre MBTH e composto fendlico genérico em meio acido.
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Fonte: adaptado de SUDHA, 2012.
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Com isto, e em funcdo do reportado na literatura, ficou estabelecido que o
método seria realizado em meio &acido, tendo sido selecionados, os acidos H2SOa4 e
HCI, assim como os ions Fe(lll) ou Ce(lV), para o processo de otimizacao. A partir
deste ponto, foram avaliados a influéncia de: (i) diferentes compostos fendlicos no
sinal analitico; (ii) variacdo do comprimento de onda em funcdo do composto fenoli-
co; (iii) influéncia do tipo do acido; (iv) ordem de adicdo dos reagentes; (v) cinética
reacional; (vi) concentragdo dos reagentes; (vii) volume dos reagentes; (viii) reativi-
dade frente a diferentes compostos fendlicos; (ix) figuras de mérito. Ao final da otimi-
zacao, o método foi aplicado em diferentes amostras e os resultados obtidos compa-
rados com outros métodos para determinacdo de compostos fendlicos totais ou ca-
pacidade antioxidante. Todos os parametros avaliados sédo apresentados e discuti-

dos a sequir.

5.2 Avaliacéo preliminar do método aplicado a compostos fendlicos

Nos trabalhos reportados na literatura, comumente o método do MBTH é apli-
cados a derivados do fenol ou farmacos contendo a funcgéo fenol, sendo em geral
estruturas simples (THARPA, et al, 2010). Contudo, ndo existiam relatos da aplica-
céo deste método visando a determinacdo de compostos fendlicos totais, ou reagdes
com compostos fendlicos presentes em alimentos ou bebidas, desde moléculas com
estruturas mais simples, como a do acido galico, a mais elaboradas (complexas),
como a rutina, por exemplo.

Assim, inicialmente o padrao reacional do método foi testado com diferentes
compostos fendlicos, com o objetivo de avaliar a influéncia da variacdo da estrutura
molecular na resposta analitica, e selecionar um padréo de referéncia a ser utilizado
na otimizacdo do método. Em principio, foram selecionados 0s seguintes compos-
tos: acido galico (AG), acido tanico (AT), quercetina (QU) e rutina (RU), baseado na
presenca em amostras de bebidas e alimentos e complexidade estrutural. A reagéo
ocorreu para todos os compostos (mudanca de cor em relagdo ao branco analitico)
com variagdo do Amax de 392 nm (QU) a 450 nm (AG), como apresentado na Figura
15. De acordo com os compostos avaliados se obteve uma variagao de 58 nm, em
funcd@o das diferencas estruturais dos compostos fendlicos. A diferenca de intensi-
dade se deu em funcéo da variacdo da concentracdo molar, pois apesar de todos os

compostos estarem a concentracéo de 50 mg L, as massas moleculares séo distin-
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tas. Como resultado preliminar, ficou evidente que a estrutura do composto poderia
levar a alterac6es do comprimento de onda de maxima absorcao e desta forma, este
fator influenciaria diretamente nos resultados com as amostras, onde existe uma
mistura de compostos. Assim, a selecdo do padrao de composto fenélico deveria
levar isto em consideracéo.

Em seguida, foi verificado se estes compostos apresentariam uma relacao li-
near quanto a variagdo de concentragdo em fungéo do sinal analitico (absorvancia)
no comprimento de onda de maxima absorgdo. Para tanto, foram construidas curvas
analiticas com variacdo da concentragdo (5 a 30 mg L) dos compostos fendlicos
anteriormente citados com os oxidantes, Fe(lll) e Ce(IV). Os resultados relativos a

este estudo sao apresentados na Tabela 2.

Figura 15 - a) Espectro de absor¢do molecular normalizados dos produtos de reagéo entre os com-
postos fendlicos e MBTH. b) Estrutura dos compostos avaliados e possiveis pontos de reatividade
(em vermelho) para reacdo com MBTH em meio acido. Condi¢des: Concentragdo compostos avalia-
dos: 50 mg L?, [MBTH] = 18 mmol L%, [H2SO4] = 0,1 mol L't e 0,1% (m/v) em Fe(lll).
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 2), foi possivel observar que o
AG foi o composto que apresentou melhor sensibilidade (inclinacdo da curva analiti-
ca) e uma boa linearidade (considerando a concentracdo em mol L1). Além disto, no
geral, todos os compostos apresentaram sinal do branco elevado.
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Tabela 2 - Algumas figuras de mérito para as curvas analiticas dos compostos fendlicos avaliados em
funcdo dos diferentes oxidantes, Fe(lll) e Ce(lV). Condigdes: [MBTH] = 18 mmol L1, [H2SO4] = 0,1
mol Lt e 0,1% (m/v) em Fe(lll).

Curva analitica: Ax~=sCcr + b

“enoiico. ..  Faixalinear, Fe(ll Ce(vV)
e HM s (x107%) b r s (x1079) b r
AG 450 29,39-176,35 258+0,06 004001 09980 350+0,24 0,08+0,02 0,9813
AT 436 2,94 - 17,63 15,17+0,86 0,17+0,01 0,9872 17,73+£0,62 0,09+0,01 0,9950
QU 392 16,54 - 99,27 233+026 0,14+0,01 10,9503 1,99+0,30 0,03+0,01 0,9361
RU 460 g19.4914 7.68+024 013%001 09961 537+0,16 009+001 09975

Ccr = concentracao composto fendlico // todas as curvas apresentaram cinco pontos com o branco analitico (N = 5).
AG = &cido galico; AT = acido tanico; QU = quercetina; RU = rutina.

Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Estes resultados indicaram que inicialmente todos os compostos tinham po-
tencial para serem aplicados no método espectrofotométrico em desenvolvimento
como padrées. O AG foi selecionado como padrao/referéncia para otimizacdo do
método, considerando alguns aspectos: apresentou boa sensibilidade na avaliacéo
preliminar (sem otimizacdo do método), € abundante em alimentos e bebidas, facil-
mente solUvel em agua, de custo reduzido, e € o padrdo mais utilizado nos métodos
de determinacdo do teor de fendlicos totais e/ou da capacidade antioxidante (AN-
GELO, et al, 2007). Por fim, vale destacar que o AG é um derivado da classe do aci-
do hidroxibenzéico (sendo um nao-flavondide). Nesta classe de compostos, a ativi-
dade antioxidante e capacidade de transferéncia de elétrons esta relacionada com a
posicdo dos grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo —CO2H em
relacéo ao grupo fenil (SILVA, et al 2010). Sendo assim, a ordem de adi¢cao dos rea-
gentes foi avaliada, a fim de observar o comportamento da reagcéo quanto a este as-
pecto, assim como a estabilidade da colorac&o do produto formado.

5.3 Ordem de adicdo dos reagentes

Na sequéncia, foi verificado como a ordem de adicdo dos reagentes poderia
influenciar no produto reacional formado, e por consequéncia no desenvolvimento do
método. Para tanto, foram avaliadas duas ordens distintas, mantendo-se o oxidante
constante (ions férricos) e variando-se o tipo de acido (HCI ou H2SOa4): AG + Fe(lll) +
MBTH (ordem 1) e MBTH + Fe(lll) + AG (ordem 2). Desta forma, observou-se que

guando era utilizada a ordem 1, a coloracao do produto formado era azul (indepen-
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dente do acido avaliado), isto ocorreu provavelmente porque houve oxidacéo parcial
do composto fendlico, e o produto formado, assim como o padrdo reacional com
MBTH deva ter sido alterado.

Em relagéo a ordem 2, obteve-se a coloracédo alaranjada esperada (SUDHA,
2012), para os dois acidos avaliados, onde a diferenca se deu apenas na intensida-

de da cor. Os resultados referentes a esta avaliacdo sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Avaliacdo da ordem de adicao dos reagentes em funcdo do tipo de acido considerando
algumas figuras de mérito. Condi¢des: Faixa linear de concentracédo de 5 a 40 mg L(N = 5), [MBTH]
=18 mmol L, [H2SO4] = [HCI] = 1 mol Lt e 0,1% (m/v) em Fe(lIl).

MBTH + Fe(lll) + AG (ordem 2)

Composto Curva analitica: A»=sCcr+ b
fenolico HCI H2S04
s(x10%) b r s(x10) b r
AG 36,28 £ 0,02 0,17 £ 0,04 0,9902 31,00 £ 0,01 0,07 £ 0,02 0,9963

Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Esses resultados para ordem de adicdo 2 (Tabela 3) mostram que a reagao
com ambos acidos apresentou boa sensibilidade e linearidade (concentracdo em mg
L-1). Contudo, o sinal do branco foi mais elevado quando se empregou o HCI em re-
lacdo do H2SOa. Esta consideracdo foi relevante quanto a escolha do &cido mais
adequado a ser utilizado no método, em etapas posteriores para otmizacdo do me-
todo.

Em sequéncia, se avaliou a estabilidade do produto formado em fungéo da
flutuacdo do sinal analitico apds 30 min (tempo minimo estabelecido para iniciar as
medidas) para ordem de adi¢cdo 2. Foi verificado que até 2 h, apds tempo o inicio
das medidas analiticas, ndo ocorreu variagcdo apreciavel do sinal (= 5%). Assim,
considerou-se que o sinal se manteve estavel durante este tempo, implicando que
nao ocorreu reacdes secundarios e/ou formacdes de outros produtos que alterassem
a cor original e absorvéancia da solugdo. Para os experimentos seguintes esta ordem
2 (MBTH + Fe(lll) + AG) de adicao foi mantida.

5.4 Cinéticareacional

O tempo de equilibrio (estudo cinético) da reacéo foi avaliado, tendo sido con-

siderado uma solugdo de referéncia em AG e uma amostra de vinho branco para
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comparacao da estabilidade reacional. Os resultados relacionados a esta avaliagao
sdo apresentados na Figura 16 para um tempo de até 2 h (120 min). De acordo com
avaliacdo dos resultados, verificou-se que quando as reacfes eram realizadas na
presenca de Fe(lll), o sinal analitico apresentou pouca variacdo a partir de 40 min
(Figura 16a), para amostra de vinho, mas que a reacdo apresentou sinal analitico
praticamente constante com o AG. Este fato, provavelmente esta associado a com-
plexidade da amostra de vinho, com a presenca de diferentes compostos fendlicos.

Figura 16 - Avaliacao da cinética reacional em fungéo do oxidante (a) Fe(lll) e (b) Ce(IV) empregando

AG (20 mg L) como antioxidante modelo, frente amostra de vinho branco diluida. Condigdes:
[MBTH] = 18 mmol L%, 0,1% (m/v) em Fe(lll) e Ce(IV) e H2SO4 (1,0 mol L) Amax= 450 nm.
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Quando empregou-se o Ce(IV) como oxidante (Figura 16b), a estabilizacéo do
sinal analitico foi observada em 30 min, tanto para o padrdo de AG como para a
amostra de vinho, sendo que ha um decaimento do sinal quanto a amostra. Este es-
tudo mostrou que o perfil da cinética reacional entre o AG e o MBTH foi dependente
do tipo de oxidante. Desta forma, para os estudos subsequentes, os tempos de 40
min (para Fe(lll)) e 30 min (para Ce(lV)) foram considerados.

5.5 Influéncia do acido

Para ajuste de acidez do meio, foram avaliados os acidos H2SO4 e HCI quan-
to a influéncia na resposta analitica do método em funcdo dos oxidantes Fe(lll) e
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Ce(IV). Considerando o comportamento redox dos oxidantes empregados em funcao
da acidez do meio (Tabela 4), percebe-se que de forma geral tanto para o Fe(lll)
como para o Ce(lV) ocorre uma reducao do potencial padréo de reducéo (ou poten-
cial formal de eletrodo) em funcéo da presenca e/ou do tipo de acido, o que poderia
influenciar na etapa de oxidacdo do MBTH. Este comportamento dos oxidantes ava-
liados esta diretamente associado as caracteristicas dos acidos presentes no meio,
alteracdes na forga ibnica e por consequéncia da atividade das espécies. Assim, pa-
ra avaliacdo selecionou-se o H2SO4 e HCI com Fe(lll) e para o Ce(lV), somente o
acido sulfarico. Esta selecédo foi baseada considerando as solugdes de Ce(lV) em
meio de HCI ndo sdo estaveis como as que sao preparadas em meio de H2SOa, por
exemplo (SKOOG, et al., 2007).

Tabela 4 - Semi-reac¢des de reducao para Fe(lll) e Ce(IV) em funcéo de diferentes acidos.

Meia-reacéo Potencial, V Meio (1 mol LY
0,77 -
Fe(lll) + e- == Fe(ll) 0,70 HCI
0,68 H2>SO4
N 1,28 HCI
Ce(lV) + e = Ce(lll) 1.44" H2SO04

*potencial formal de eletrodo.

Fonte: adaptado de BACCAN, et al., 2001.

Como pode ser observado na Tabela 5, a maior sensibilidade foi obtida quando
empregou-se HCI como é&cido e Fe(lll) como oxidante. Contudo, o valor do branco
analitico para esta condicdo também foi elevado. Assim, se concluiu que somente
um parametro de avaliacdo ndo seria suficiente, para avaliar a influéncia do tipo de
acido. Desta forma, se empregou a relacédo entre o valor da sensibilidade e do bran-
co analitico da curva (s/b) como parametro de otimizacdo. Onde a melhor condi¢cdo
seria aquela com elevada sensibilidade e um reduzido valor de branco analitico.
Desta forma, de acordo com a Tabela 5 a condicdo onde empregou-se H2SO4 como

acido e Fe(lll) como oxidante, foi a que a apresentou maior razao (s/b).
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Tabela 5 - Avaliacdo da influéncia do tipo de acido em alguns parametros analiticos em fungdo do
oxidante. Condi¢es: Faixa linear de concentracédo de 5 a 40 mg L** (N =5), [MBTH] = 18 mmol Lt e
0,1% (m/v) em Fe(lll) e Ce(IV).

Acido Curva analitica: Ax=sCcr+ b

(1 mol L) Oxidante S(x109) b ; s/b
HCI Fe(ll) 36,28 + 0,02 0,17 + 0,04 0,9902 2,17
H2S04 Fe(lll) 31,00 + 0,01 0,07 + 0,02 0,9963 4,56
H2S04 Ce(IV) 22,88 + 0,01 0,14 + 0,02 0,9924 1,67

Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Assim, para os estudos futuros o H2SO4 foi selecionado como acido para ambos
os oxidantes avaliados. Apesar do uso do Ce(IV) como oxidante ter levando a menor
sensibilidade (Tabela 5), este oxidante foi avaliado nas outras etapas de otimizacao
do método, afim de se ter um comparativo com o desempenho do Fe(lll) e sempre

que possivel, outra opgdo de reagente para aplicacdo do método.

5.6 Avaliacdo da concentracdo do H2SOa4

Nesta etapa do processo de otimizagdo, a concentracéo do acido sulfarico foi
avaliada quanto ao preparo das solugbes de MBTH e dos oxidantes Fe(lll) e Ce(IV).
Os resultados para esta avaliagdo sdo apresentados na Figura 15.

Quando foi avaliada a influéncia da concentracdo de H2SO4 quando empre-
gou-se Fe(lll) como oxidante percebeu-se um aumento na sensibilidade quando va-
riou-se de 0,1 a 0,25 mol L'* e um decaimento acentuado (~70%) para maiores con-
centracdes do A&cido (até 1,5 mol L?). Este fato pode estar associado a reducéo do
potencial de reducéo do ferro (padrdao ou formal) em meio acido (Tabela 4 — dos po-
tenciais), o que diminui no meio a oxidacdo do MBTH ou a complexacédo dos ions
férricos, mesmo em meio acido, pela espécie HSO4 (BACCAN, et al., 2001). Outro
fato, pode estar associado a uma maior protonacdo do MBTH, inibindo a oxidag&o
deste reagente pelo Fe(lll). Adicionalmente, nesta avaliacdo observou-se um baixo
sinal do branco analitico que variou de 0,031 (0,1 mol L) a 0,053 (1,5 mol L) em
unidades de absorvancia. Por fim, selecionou-se a concentracéo de 0,25 mol L de

H2SO4 quando empregou-se Fe(lll) como oxidante.
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Figura 17 - Avaliacdo da concentragcédo do acido sulfdrico em fung¢éo do oxidante. Condicdes: Faixa

linear de concentracdo de 5 a 30 mg L* (N = 5), [MBTH] = 18 mmol L e 0,1% (m/v) em Fe(lll) e
Ce(IV).
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Para a avaliacdo da concentracdo do H2SO4 na solucdo de Ce(lV) notou-se
um perfil distinto ao observado para o Fe(lll), onde a sensibilidade do método au-
mentou em fungdo da concentracéo do &cido (0,1 a 3 mol L). O Ce(lV) é um oxi-
dante mais efetivo em meio de H2SO4 (visto o Ce(lV) ser muito estavel em meio de
acido sulfarico (HARRIS, 2010). Vale salientar que nesta avaliacdo observou-se um
baixo sinal do branco analitico que variou de 0,015 (0,1 mol L) a 0,083 (3 mol L?)
em unidades de absorvancia. Neste sentido, observou-se que quando a concentra-
cdo do H2S04 foi igual a 2 mol L obteve-se uma sensibilidade ~8% menor quando
comparada a concentracéo de 3 mol L e 12% maior em relagdo ao H2SO4 1 mol L.
Assim quando empregou-se Ce(lV) como oxidante, foi selecionada a concentracéo
de 2 mol L do &cido, considerando como parametro a sensibilidade e a influéncia

menos efetiva do aumento da concentracdo do H2SO4 para valores maiores que 0
selecionado.

5.7 Avaliagéo da concentragdo dos oxidantes (Fe(lll) e Ce(IV))

Para avaliacao dos oxidantes Fe(lll) e Ce(IV) as concentracdes de ambos, fo-
ram avaliadas na faixa de 0,1 a 1,5% (m/v). Os resultados obtidos nesta avaliacdo
sdo apresentados na Figura 18.
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Inicialmente, considerando a variacdo de sensibilidade percebeu-se pela Figu-
ra 18a que este parametro analitico ndo poderia ser empregado, visto o perfil apre-
sentado ser muito similar entre os oxidantes. Para estes dados foi aplicado teste t
(com variancias equivalentes, Fca = 1,00 < Fcrit = 5,05) e observou-se que néo existia
diferenca significativa para um nivel de confianca de 95% entre os valores de coefi-
ciente angular (tca = 0,05 < terit = 2,23) entre os oxidantes testados. Em seguida, foi
avaliado o valor do branco analitico, visto as solu¢des dos oxidantes avaliados eram
naturalmente coloridas (amarelas) e absorviam proximo ao produto formado entre o
AG e MBTH. Assim, um aumento na concentracdo destas espécies no meio iria
exercer alguma influéncia nos respectivos valores de branco. Nesta avaliacédo (Figu-
ra 18b), percebeu-se, como esperado, que 0 aumento na concentracdo dos oxidan-
tes conduziu ao aumento do sinal do branco, o que dentro de uma perspectiva anali-
tica era ruim, pois comprometia o limite de deteccdo (LOD) do método. Isto ocorre,
em funcdo de maiores valores de branco, levarem ao aumento do desvio padrao dos
resultados, e desta forma, aumento do valor do LOD.

Em funcdo do exposto, decidiu-se empregar como resposta analitica a rela-
cao entre sensibilidade (s) e branco (b), visando uma condicdo com reduzido valor
de branco, e com a maxima sensibilidade possivel (Figura 18c). Para ambos 0s oxi-
dantes avaliados a concentracdo de 0,25% (m/v) j& apresentava um valor mais alto
da relacao s/b, contudo, para garantir no meio um excesso de oxidante e um aumen-
to da sensibilidade sem comprometer o LOD do método, optou-se por selecionar a
concentracéo de 0,5% (m/v) para o Fe(lll) e Ce(IV) nas etapas subsequentes de oti-

mizacao do método.



57

Figura 18 - Avaliacdo da concentracéo dos oxidantes Fe(lll) e Ce(lV): a) em funcéo da sensibilidade;
b) branco analitico e c) relagdo s/b. CondicGes: faixa linear de concentracdo de 5a 30 mg L (N = 5),
[MBTH] = 18 mmol L e H2S04 0,25 mol L para Fe(lll) e 2 mol L para Ce(IV).
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

5.8 Avaliacéo da concentracdo do MBTH

Inicialmente deve-se levar em consideracdo que a primeira etapa do método
consistia na oxidagdo do MBTH, na qual, ocorre transferéncia de dois elétrons para o
agente oxidante (Fe(lll) ou Ce(IV)) em meio acido (SUDHA, 2012). Assim, a melhor
concentragdo do MBTH estaria condicionada a um excesso do oxidante, sendo o
MBTH o reagente limitante do método. Para esta avaliacdo, as concentracdes do
MBTH foram variadas de 2,5 a 18 mmol L e os resultados sdo apresentados na
Figura 19.

Como pode-se observar para quando emprega-se Fe(lll) foi obtida maxima
sensibilidade para a concentracdo de MBTH igual a 5 mmol L. Para maiores valo-
res de concentracdo do reagente de acoplamento, ocorreu uma diminuicdo da sen-
sibilidade analitica.
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Figura 19 - Avaliacdo da concentracdo do MBTH em fungéo do oxidante. Condi¢des: faixa linear de
concentracdo de 5 a 30 mg L* (N = 5), 0,5% (m/v) para Fe(lll) e Ce(IV), H2SO4 0,25 mol L para
Fe(lll) e 2 mol L para Ce(lV).
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Este fato pode ser explicado considerando as meias reacdes genéricas abai-
X0 (sem os respectivos valores potenciais, visto ja ter-se conhecimento da esponta-
neidade da reagéo global):
MBTHoxid + 2e” + 2H" = MBTHred
Fe(lll) + e = Fe(ll)

E a reacgdo global: MBTHred + 2Fe(lll) = MBTHoxi + 2Fe(ll) + 2H*

Pela reacao global percebeu-se uma proporcado molar de 1:2 em relagdo ao MBTH e
oxidante, no caso Fe(lll). A concentragéo de Fe(lll) empregada foi igual a 0,5% (m/v)
equivalente a ~10,4 mmol L't em Fe(lll). Ou seja, respeitando a estequiometria de
1:2 (MBTH e oxidante), esta seria a condicdo minima (5 mmol L de MBTH) para
uma oxidacdo eficiente do MBTH. Conduto, para concentragcdes superiores do
MBTH, onde em tese, a sensibilidade n&o deveria variar em fungcéo da concentragao
do oxidante se limitante, observou-se uma reducao de ~75% quando se comparou a
concentragdo de 5 a 18 mmol L' em MBTH. Este fato, pode estar associado a com-
plexacdo, mesmo em meio acido, dos ions Fe(lll) pelo excesso de MBTH no meio e
por consequéncia diminuicdo do potencial em fungcdo da variacdo da razéo
Fe(ll)/Fe(lll). Assim, para os estudos posteriores a concentracdo de 5 mmol Lt em

MBTH foi mantida nos estudos com Fe(lll).
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Na avaliacdo da concentracdo de MBTH empregando Ce(lV) como oxidante a
mesma estequiometria (1:2, MBTH e oxidante) deve ser considerada em funcao da
meia reacdo do ceério, sendo: Ce(lV) + e = Ce(lll), apresentar similaridade quanto
ao ferro. Foi observado que a reacéo entre AG e MBTH n&o ocorria em presenca de
Ce(lV) para concentracdo de MBTH abaixo de 5 mmol L, este fato pode estar con-
dicionado a duas possibilidades: i) a concentracdo molar do Ce(lV) no meio era de
~15,1 mmol L*? (0,5% m/v) e este oxidante tem valor de potencial elevado, o que
pode ter conduzido a oxidagOes sucessivas do MBTH (justificado pela elevacao do
sinal do branco), ou ii) o excesso de Ce(IV) no meio apds a oxidacdo de MBTH po-
deria ter reagido com o AG, oxidando-o e impossibilitando a formag¢ao do produto
reacional com o MBTH.

Para concentracdes de MBTH igual 5 e 10 mmol L ocorreu reagéo na pre-
senca de Ce(lV), sendo observado a maxima sensibilidade. Conduto, os valores do
branco analitico para a condicdo de menor concentracdo de MBTH eram elevados
em comparagdo com 10 mmol L, sendo em unidades de absorvancia 0,233 e
0,096; respectivamente. Desta forma, usando a relacdo s/b se obteve 0,095 (5 mmol
LY) e 0,24 (10 mmol L1). Assim, selecionou-se a concentracdo de 10 mmolL* para
os estudos futuros em relagédo ao Ce(lV), visto concentracdes superiores de MBTH
terem conduzido a reducéo da sensibilidade do método, provavelmente pelas mes-

mas razdes associadas ao Fe(lll), descritas anteriormente.

5.9 Avaliagéo do volume dos reagentes

O volume dos reagentes foi avaliado mantendo-se constante a propor¢cao em
volume de MBTH e do oxidante (1:1), para que os parametros otimizados anterior-
mente fossem mantidos, quanto a concentracdo das espécies. Assim, variou-se 0
volume total dos reagentes considerando o somatorio MBTH + Fe(lll) ou MBTH +
Ce(lV) de 0,1 a 1,0 mL. Neste sentido, o volume final dos reagentes correspondia a
50% do volume da solucdo de MBTH e por consequéncia, a outra metade em rela-
¢céo ao oxidante. Por fim, fixou-se em 2,0 mL o volume de AG e aferiu-se proporcio-
nalmente a cada variacdo de volume com agua deionizada, até atingir volume final
de 3,0 mL. Os resultados para esta avaliacdo sdo apresentados na Figura 20.

Quando empregou-se volume inferior a 0,25 mL para mistura MBTH e Fe(lll) ndo foi



verificada reacdo. Assim, para este oxidante, os resultados sao considerados para

volumes superiores ou igual a 0,25 mL.

60

Figura 20 - Avaliacdo do volume dos reagentes em funcdo do oxidante. Condic8es: faixa linear de
concentracdo de 5 a 20 mg L (N = 5). Sendo Fe(lll) a 0,5% (m/v), H2SO4 0,25 mol L* e MBTH a 5

mmol L'* e Ce(IV) a 0,5% (m/v), H2SO4 2 mol L't e MBTH a 10 mmol L2,
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

De acordo com a Figura 20a observa-se que ocorreu um aumento da sensibi-
lidade do método em funcédo do aumento do volume. Este fato ja era esperado em
funcdo da maior concentracdo dos reagentes no meio reacional. Conduto, aumen-
tando-se o volume dos oxidantes no meio (solugdes coloridas), também observou-se
um aumento do sinal relativo ao branco analitico (absorvancia) de 0,016 (0,25 mL) —
0,059 (1,0 mL) e 0,008 (0,1 mL) — 0,096 (1,0 mL) para o Fe(lll) e Ce(lV), respectiva-
mente. Neste sentido, optou-se por usar como parametro de avaliacdo a relagéo en-

tre sensibilidade e branco (s/b), como exposto na Figura 18b.

Considerando o parametro s/b (Figura 20b) percebeu-se em relacéo ao Fe(lll)
a maior razdo quando empregou-se volume de 0,35 mL. Como a variagdo de sensi-
bilidade ndo foi muito acentuada (Figura 20a) em relacéo a variacdo do branco, ob-
servou-se uma diminui¢ao substancial (~67%) da razdo s/b com aumento do volume
dos reagentes. Desta forma, o volume de 0,35 mL foi selecionado para os estudos
subsequentes quando empregou-se Fe(lll) como oxidante.

Para o Ce(lV) a maior razéo s/b foi observada para o volume igual a 0,1 mL.

Contudo neste volume, apesar do menor valor de branco, também estava associado
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a menor sensibilidade. Desta forma, selecionou-se o volume de 0,35 mL para os es-
tudos com Ce(lV) em funcdo de uma maior sensibilidade e razdo similar ao maior

volume testado (1,0 mL).

5.10 Parametros otimizados

O método espectrofotométrico proposto empregando a reacao entre o MBTH
apos oxidacdo com compotos fendlicos foi otimizado de forma univariada empre-
gando acido géalico como padrdo. A Tabela 6 apresenta a compilacdo das principais

varidveis avaliadas nas etapas de otimizacdo do método.

Tabela 6 - Compilacéo das principais variaveis quimicas e fisicas otimizadas no método em funcao
do oxidante.

Condicdo selecionado Parédmetro analitico

Variavel Condicdo avaliada

Fe(lll) Ce(lV) empregado
Padrao analitico AG, AT, QU, RU AG AG sensibilidade
A, NM 400 - 600 450 450 sensibilidade
. AG + Fe(lll) + MBTH (1) formacé&o do produto

Ordem de adi¢do reagentes sy U Foqiin + AG (2) @ ) sensibilidade
Cinética reacional, min 5-120 40 30 sinal analitico
Tipo de &cido HCl ou H2SO4 H2S04 H2SO4 razdo s/b

[H2S04], mol L 0,1-3,0 0,25 2,0 sensibilidade
Oxidante, % (m/v) 0,1-1,0 0,5 0,5 razdo s/b

[MBTH], mmol L* 25-18 5 10 sensibilidade
Volume, mL 0,1-1,0 0,35 0,35 razao s/b

AG = &cido galico; AT = &cido tanico; QU = quercetina; RU = rutina.

Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Em funcdo da compilacdo das variaveis Tabela 6 percebe-se que foram em-
pregados diferentes parametros analiticos para otimiza¢cdo do método em funcéo de
em alguns casos somente a sensibilidade nao permitir a selecédo da melhor condi¢cao
de analise. Assim, recorreu-se a relacédo s/b devido as variacdes elevadas do branco
analitico, que comprometiam uma melhor performance do método proposto. Desta
forma, ap0s a otimizagdo das variaveis (quimicas e fisicas) do método espectrofoto-
métrico empregando o MBTH, foram estabelecidas as figuras de mérito em funcéo
de cada oxidante, sendo Fe(lll) e Ce(IV).
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5.11 Figuras de mérito

As figuras de mérito do método proposto empregando a reagdo entre AG e
MBTH para quantificacdo de compostos fendlicos totais foram calculadas em funcéo
de cada oxidante. A Figura 21 apresenta as curvas analiticas para cada oxidante em

meio acido em funcédo da variacédo de AG.

Figura 21 - Curvas analiticas em funcédo do oxidante empregando AG como padrdo analitico nas
condicdes otimizadas do método proposto. Condi¢des: Para Fe(lll) a 0,5% (m/v), H2SO4 0,25 mol L*
e MBTH a 5 mmol L e Ce(IV) a 0,5% (m/v), H2SO4 2 mol L' e MBTH a 10 mmol L.
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Quando empregou-se o Fe(lll) como oxidante obteve-se faixa linear de con-
centracdo de 0,5 a 6,5 mg L' em equivalentes de AG correspondente a equacao:
Assonm = 0,051(+0,001)Ccr + 0,021(+0,003), r = 0,9985 (N = 8). De acordo com a
curva analitica foi possivel calcular o limite de deteccéo (3c) de 0,073 mg L e limite
de quantificacdo (10c) de 0,20 mg L. O desvio padréo relativo (RSD) foi calculado
para valores de concentracdo nos extremos da curva analitica, visto que séo as re-
gides com maior erro instrumental. Para as concentracdes de 0,5 e 6,5 mg L' em
AG se obteve 2,2 e 0,3% de RSD, respectivamente.

Para o emprego do Ce(lV) como oxidante obteve-se faixa linear de concen-
tracdo de 1,0 a 18 mg L* em equivalentes de AG, correspondendo a seguinte equa-
¢do: Aasonm = 0,008(+0,001)CcF + 0,039(+0,001), r = 0,9984 (N = 8). O limite de de-
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teccdo (3c) calculado foi de 0,4 mg L e limite de quantificagédo (10c) de 1,0 mg L.
O desvio padrao relativo (RSD) foi calculado para valores de concentracdo de 1,0 e
16 mg Lt em AG, obtendo-se 1,9 e 0,3% de RSD, respectivamente. Os resultados
indicam que a metodologia proposta apresentou boa precisao e sensibilidade ade-
quada para determinacdo de compostos fendlicos.

Apobs estudos de otimizacado realizados com ambos oxidantes, ficou estabele-
cido que, de modo geral, o Fe(lll) apresentou melhores resultados e por este motivo,

apenas ele foi usado nas avaliacdes a seguir.

5.12 Avaliacdo de diferentes compostos fendlicos empregando o método de

Folin—Ciocalteau (FC) e o método proposto (MBTH)

Apés otimizacdo, o método proposto foi avaliado frente a 18 compostos dife-
rentes com propriedades redutoras e antioxidantes. Estes compostos foram selecio-
nados em funcdo da classe (fendlicos, tidlicos, vitamina, acucar redutor, entre ou-
tros), grau de hidro ou lipofilicidade, solubilidade em agua, complexidade estrutural,
distribuicdo destas espécies nas amostras reais analisadas e disponibilidade. Assim,
nesta avaliacdo foram empregados os seguintes compostos: acido cafeico, acido
clorogénico, acido ferulico, acido galico, acido tanico, kaempferol, L-dopa, acidos (o,
m, p — hidroxicin&nico), N-propil galato, quercetina, rutina, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), acido ascorbico, L-cisteina, sulfito de sédio e
glicose (D-glucose). Como comparativo, 0s mesmo compostos foram avaliados de
acordo com o método de FC, a fim de se estabelecer uma possivel comparacao en-
tre os resultados empregando substancias puras, sem considerar efeitos sinérgicos,
comuns em amostras complexas, como vinhos e chas. Os resultados para esta ava-
liacdo séo apresentados na Tabela 7, para produtos reacionais que absorviam na
regido do visivel (produtos coloridos).

A partir dos dados da Tabela 7, podemos considerar alguns pontos quanto a
comparacao dos resultados entre os métodos de FC e MBTH, assim como em rela-
cao a reatividade dos diferentes compostos avaliados somente em relacdo ao méto-
do proposto (MBTH).

Para os compostos acido ascérbico e trolox, somente o método de FC (ba-
seado em transferéncia de elétrons) apresentou resposta, como esperado, em fun-

céo do principio do método de FC. Nao sendo composto fendlico (acido ascorbico) e
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ndo apresentado posicdo de ataque disponivel em relacdo a hidroxila fendlica (tro-
lox) estas moléculas ndo reagiram com o MBTH nas condi¢cBes otimizadas. Adicio-
nalmente, para o sulfito de sédio e glicose, em ambos os métodos nas condi¢des
reacionais empregadas néo se observou reacao.

Em relacdo aos métodos de FC e MBTH podemos tomar a relacéo entre as
sensibilidades (src/smeTH) COMO um parametro de comparacao. Desta forma, quando
o valor desta relagédo tende a unidade, € um indicativo que 0os métodos apresentam
uma resposta similar (para um nivel de confianca de 95%), caso estes compostos
sejam empregados como padrédo. Assim, para o acido cafeico (627 nm), acido cloro-
génico (615 nm), acido galico, acido tanico, N-propil galato e rutina a relacdo de
sensibilidade variou de 0,72 a 1,48 (Tabela 7). Desta forma, também pode ser con-
siderado que amostras que sejam ricas nestas classes ou compostos apresentem
resultados semelhantes quando se comparar as respectivas analises pelos métodos
de FC e MBTH.

Para os compostos acido cafeico (409 nm), acido clorogénico (350 nm), acido
ferdlico, kaempferol, L-dopa, &cido o-hidroxicinanico, acido p-hidroxicinanico e quer-
cetina a relacdo entre as sensibilidades (src/swsTH) variou de 1,98 a 10,63 (Tabela
7). Para estes compostos, caso fosse empregados como padrbes ou as amostras
apresentassem concentracdes elevadas dos mesmos, os resultados seriam diver-
gentes em termos de concentracdo, mas concordantes considerando a tendéncia de
concentracdo geral das amostras.

Em relagdo ao método proposto, percebeu-se que para alguns compostos se
obtinham dois comprimentos de onda de méaxima absorcdo em funcdo da formacao

de diferentes produtos, na posi¢cdo orto ou para.
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Tabela 7 — Parametros analiticos de diferentes compostos fendlicos e redutores avaliados frente ao método proposto nas condigdes otimizadas e o0 método
de Folin—Ciocalteau (FC). Condi¢des reacionais (método proposto): Fe(lll) a 0,5% (m/v), H2SO4 0,25 mol L1, MBTH 5 mmol L'! e tempo de reagédo de 40 min.

Curva analitica: Ax=sCcr+ b

FC (Amax = 770 nm) MBTH Sec
Composto Estrutura
Faixa linear s b r A Faixa linear S b r SveTH
(HM) (x10%) " (M) (x10%)
HQ
0.
Acido ascorbico H°J\§=f° 1,42-111 7,18+0,03 0,04+0,02 09898 - - - - - -
HO OH
i X i on 409 3,90+0,03 0,00+£0,01 0,9920 1,98
Acido cafeico 1,40-166 5,00+0,06 0,02+0,01 0,9971 1,39-83
T 627 548+0,27 0,01+001 0,9901 0,91
. ﬁ 350 2,87+0,10 0,01+0,01 0,9936 1,89
Acido clorogénico SHe~ew 0,70-141 541+0,07 0,01+0,01 0,9977 0,70 — 85
o o 615 7,53+0,01 001+0,01 0,9896 0,72
) « i 442 0,62+0,01 0,01+0,01 0,9991 6,29
Ac. o-hidroxicinamico on 1,11-134 3,88+0,05 0,02+0,01 0,9978 1,11-18
on 535 052+0,01 002+0,01 0,9978 7,46
o
3 X OH
Ac. m-hidroxicindmico Q/\)L 1,11-67 4,97+0,04 0,02+0,01 0,9893 292 - - - - -
OH
o
Ac. p-hidroxicinamico /©/\)L°" 1,11-89 6,36+0,02 0,02+0,01 0,9965 479 111-18 0,88%0,02 002+0,01 0,9965 7,23
HO
Acido ferdlico /°j©/\)L°H 1,28-154 4,63+0,10 0,01+0,01 0,9902 473 129-102 1,48+0,02 0,01+0,01 0,9987 3,13
OH
HO
Acido galico }—QOH 1,47-118 7,03+0,03 0,01+0,01 0,9999 450 1,47 -38 8,33+0,31 0,03+0,01 0,9943 0,84
o
OH
Acido tanico “Q’ )LC;/@ 0,15-18 385%0,1 0,01+£0,01 0,9966 440 0,15-294 38724 0,02+0,01 0,9902 0,99
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Kaempferol O i 0,87-17,5 3,09+0,06 0024001 09902 372 175-210 0,41+003 0,01+0,01 0,9801 7,54
[o]
L-cisteina Hsﬁ/mw 285-342 1,66+003 0,02+001 09962 391 2,85-44 524+0,18 0,01+0,01 0,9970 0,32
NH,
L-dopa I 127-76 115+0,1 003+001 09915 450 254-51 555%0,23 0,01+001 0,9947 2,07
/—/ OH
N-propil galato B on 1,18 -141 502+0,11 0,02+0,01 0,9974 440 2,36-71 4,97+0,12 0,03+0,04 0,9980 1,01
¢ OH
> on 390 0,83-198 1,01+0,01 0,01+0,01 0,9915 10,63
Quercetina wo. 7 & 0,83-50 10,7+0,1 0,01+0,01 0,9978
on 372 083-100 1,34+0,01 0,01+0,01 0,9970 8,01
Rutina . 049-33 10,5+0,1 0,01+001 0,9935 358 041-33 7,09+024 0,01+001 0,9947 1,48
(R = raminose-glicose)
HO. OH
Trolox 1,00-240 2,40+0,07 0,01+0,01 0,9957 - - - - - -

Fonte: elaborado pela autora, 2014.
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Foi observado que o(s) produto(s) de reacédo para compostos como acido o-
hidroxicinamico, acido p-hidroxicinamico e acido ferulico e o MBTH nas condicdes
otimizadas (empregando Fe(lll) como oxidante) apresentavam duas bandas com
maximos de absorcao na regido de 441 a 480 nm e um segundo maximo na regiao
de 536 a 627 nm como observado nos espectros da Figura 22a. Considerando o
acido o-hidroxicinamico (Figura 22a) realizou-se uma proposta dos principais produ-
tos reacionais com o MBTH, justificando o perfil espectral obtido. Percebeu-se que
para o produto em orto, podia-se obter dois tautdmeros em meio acido, sendo o pro-
tonado no atomo de oxigénio com absor¢cdo no menor comprimento de onda, en-
guanto o tautdbmero com o atomo de nitrogénio protonado com absor¢do em maiores
comprimentos de onda (POSPISILOVA, et al., 1990). Assim, a banda de absorcéo
em 442 nm seria relacionada ao produto em para e o tautbmero com 0 oxigénio pro-
tonado, enquanto que, a banda em 535 nm seria relativa ao tautdbmero com nitrogé-

nio protonado, o qual estaria em menor proporcéo, logo menor sinal normalizado.

Figura 22 — Espectros de abor¢cdo molecular normalizados do produto reacional entre alguns com-
postos puros e MBTH nas condi¢des otimizadas, sendo a) compostos com produtos que geram duas
bandas de absorcéo e b) compostos que geram produtos com uma banda preferencial de absorcao .
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.
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Figura 23 — Proposta reacional para os produtos entre o acido orto e p-hidroxicinamico e o MBTH em
meio &cido nas condicfes otimizadas em funcdo das bandas de maxima absorcdo. Posicdes marca-
das em vermelho indicam as possibilidade de reacdo com MBTH em relacé&o a hidroxila.
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Fonte: adaptado de Pospisilova, 1990.

Para o acido p-hidroxicinamico néo foi observado banda de absorgéo secun-
daria tao resolvida quanto o derivado orto, além de um deslocamento em relacdo a
banda principal para maiores comprimentos de onda. Este fato pode ser atribuido a
formacao de apenas um possivel produto reacional (Figura 23b) em orto. Porém,
este produto pode coexistir pela mistura de dois tautdmeros (com o oxigénio ou ni-
trogénio protonado), sendo que cada um absorve em comprimentos de onda diferen-
tes. Tal comportamento e proposta mecanistica pode ser extendida a compostos
com perfil espectral similar.

Apesar da diferenca entre os produtos da reacdo dos acidos orto e p-
hidroxicinamicos com o MBTH em meio acido, o perfil espectral apresentado foi simi-
lar. Conduto, para o acido m-hidroxicinamico n&o foi observado a formacao de pro-
duto colorido, porém nao podia-se afirmar auséncia de reacao entre 0 composto e 0
MBTH em meio acido. Para tanto, foram consideradas trés possiveis produtos com
atagque ao anel aromético (Figura 24a), admitindo a possibilidade do(s) mesmo(s)

ndo absorverem na regido do visivel.
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Figura 24 — a) Proposta reacional para os produtos entre o acido m-hidroxicinamico e o MBTH em
meio acido nas condi¢Bes otimizadas e b) Espectro de abor¢do molecular do produto reacional entre
0 4cido m-hidroxicinamico e o MBTH em meio &cido nas condi¢bes otimizadas. Posicbes marcadas
em vermelho indicam as possibilidade de reagcdo com MBTH em relacdo a hidroxila.
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

De acordo com a estrutura dos trés possiveis produtos, o composto relativo ao ata-
que do MBTH (intermediario eletrofilico) posicdo designada como 1 poderia ser for-
mado, mas teria alguma dificuldade em funcdo de impedimento estérico, quando
comparado as outras posi¢ées. Para o composto oriundo da reacdo em 2, o grau de
conjugacao seria comprometido, em relacdo aos demais, levando a absor¢cdo em
menores comprimentos de onda. Por fim, o produto em para seria agquele com maior
grau de conjugacédo e sem impedimento estérico, logo o que deveria ser formado em
maior proporcdo. De acordo com o espectro de absor¢cdo molecular (Figura 24b) nao
foi observado banda de absorcéo na regido do visivel, como ja mencionado, tendo-
se um maximo em 292 nm. Em parte, este resultado foi concordante com as propos-
tas dos possiveis produtos, e considerando que uma banda absoluta seria relativa
ao composto com ataque em para pelo MBTH, porém, de acordo com a estrutura
sugerida, esperaria-se que 0 maximo de absorcédo fosse em maior(es) comprimen-
to(s) de onda. Desta forma, estudos complementares em outras condi¢cdes reacio-
nais devem ser implementados visando uma elucidagcao mais completa dos aspectos
reacionais para moléculas com este padrao estrutural e o MBTH.

Para os produtos oriundos da reacdo do MBTH em meio acido com compos-
tos como o acido cafeico e clorogénico foram observados preferencialmente maxi-

mos de absor¢do na faixa de 613—631 nm (Figura 22a). Considerando o acido cafei-
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co como modelo foi proposta uma série de produtos reacionais em funcédo dos pon-
tos de reatividade da molécula, como apresentado na Figura 25.
Figura 25 — Proposta reacional para os produtos entre o acido cafeico e o MBTH em meio 4cido nas

condicdes otimizadas em funcdo das bandas de maxima absorc¢éo. Posi¢cdes marcadas em vermelho
indicam as possibilidade de reacdo com MBTH quanto em relacéo a hidroxila.
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

produto em para

O produto na posicao 1 (similar ao m-hidroxicinamico) deve apresentar res-
tricdbes quanto a impedimento estérico. Porém, os produtos relativos as posicdes 2 e
para ndo devem apresentar este problema. Dentre as possibilidades é possivel que
os produtos com a formacéo das orto quinonas devem ser predominante em relacao
as hidroxiquinonas correspondentes. A formacéo de orto quinonas aumenta o grau
de conjugacao do sistema, 0 que deve auxiliar na observacdo de maximos em maio-
res comprimentos de onda, provavelmente para os produtos na posi¢cao em 2 (assim
como 0s respectivos tautdmeros). Como em ambos 0s casos observou-se absor¢ao
na regido de 360—480 nm, o produto em para foi formado, mas em menor propor¢cao
gue o produto) na posicao 2.

Para os produtos da rea¢do do MBTH em meio acido com os compostos L-
dopa, acido galico, &cido tanico e quercetina (como modelos) observou-se absorcao
preferencial na regido de 350-550 nm (Figura 22b), indicando provavelmente a for-
macédo de produtos na posi¢cdo para, além da influéncia da conjugacédo dos deriva-

dos do &cido hidroxicinamico. Este fato foi mais acentuado quando tomou-se como
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referéncia a L-dopa, onde foi observada absorcédo na regido de 570-770 nm, mas
sem formacdo de uma banda resolvida como observado para derivados dos com-
postos &cido orto e p-hidroxicinamico e acido cafeico. Este fato, péde ser atribuido a
auséncia da dupla ligacédo conjugada ao anel aromatico, 0 que aumentava o grau de
conjugacado dos produtos formados. Por fim, a formacdo de tautdbmeros em meio
acido em relacdo ao derivados em orto, possivelmente foram em baixa proporcao
ou espécies de baixa estabilidade, quando comparado com os derivados na posi¢ao
para, de acordo com o perfil espectral obtido.

5.13 Anédlise da determinacdo do teor de compostos fendlicos totais e capaci-
dade antioxidante das amostras

Inicialmente a analise das amostras foi realizada em funcéo da avaliacdo do
perfil espectral das mesmas apos a reacdo com MBTH em meio &cido nas condi¢fes
otimizadas (Figura 26) a fim de se verificar as principais bandas de absorcéo e por
consequéncia as (possiveis) classes de compostos presentes.

Todas as amostras analisadas apresentaram banda de absor¢cdo em 450 nm
apos reacdo com MBTH. Este fato, corrobora com a selec¢do do &cido galico como
padrdo de calibracdo (Amax = 450 nm) do método, apesar de nem todas as amostras
apresentarem maximo nesta regido. As amostras de chas (branco e preto) apresen-
taram maximo de absorcdo em 450 nm, enquanto que as amostras de infusdes (erva
doce e camomila) o maximo foi proximo a 630 nm, indicando que para estas amos-
tras existe diferencga entre as classes de compotos fendlicos (Figura 26a). Perfil simi-
lar foi observado par as amostras de vinho tinto (absorgéo preferencial em 470 nm),
engquanto as amostras de vinho branco apresentavam maximo absoluto préximo a
625 nm (Figura 26b). Vale destacar que para estas classes de amostras também se
observou uma banda préximo a 400 nm, a qual pode estar associada a flavondides,
enquanto as outras, a derivados dos acidos hidroxicindmicos, acido gélico e taninos,
baseado nos resultados do estudo anterior. Este fato, constitui uma vantagem adici-
onal do método proposto no que tange a possibilidade de indicacdo de diferentes
classes de compostos presentes em uma determinada amostra, contudo também
poderia ser uma limitagdo em relagdo a qual padréo selecionar para mediar a con-

centracdo de compostos fendlicos totais.
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Figura 26 - Espectro de absor¢do molecular normalizados de algumas amostras analisadas frente ao
método proposto nas condi¢des otimizadas. Sendo: a) chas e infusdes b) vinhos (branco e tinto) c)
cachacas envelhecidas d) cafés.
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Para as amostras de cachacas envelhecidas em diferentes madeiras obser-

vou-se perfis espectrais distintos conforme a madeira onde as mesmas foram enve-

Ihecidas (Figura 26c¢). Para as amostras envelhecidas em Béalsamo e Castanheira a

absorcéao foi preferencial entre 400-500 nm, enquanto que para as amostras de ca-

chacas envelhecidas em Jatoba e Jaboti observou-se absor¢cdo predominante em

~625 nm, o que indica diferencas na composicao entre as amostras. Para esta clas-

se amostral ja era esperado tal comportamento em funcdo das caracteristicas intri-

secas de cada madeira empregada no processo de envelhecimento da cachaca.
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Contudo, para as amostras de café (Figura 26d) independente do tipo e processo de
producdo o perfil espectral obtido foi similar entre as amostras, evidenciando que
composicdo em relagdo aos compostos presentes apresenta elevada semelhanca
quanto a reatividade ao MBTH em meio &cido. Quanto a composi¢cao das amostras
de cachacas e cafés, devem apresentar compostos derivados de flavonodides e aci-
dos hidroxicindmicos, mas em menor propor¢do, se comparada as amostras de
chas, infusdes e vinhos.

Uma vez estabelecido (mesmo que de forma superficial) as possiveis classes
de compostos que compde as amostras, as mesmas foram analisadas segundo dife-
rentes métodos, sendo Folin—Ciocalteau, 4-AAP, DPPH e ABTS empregando o AG
como padrao de referéncia. Os resultados para esta avaliagdo séo apresentados na
Tabela 8.

Em funcdo dos métodos apresentarem padrfes reacionais e por consequén-
cia reatividade diferenciada para compostos variados uma comparacao estatistica
direta por testes de hip6tese ndo seria adequada, pois estes testes consideram que
a média dos resultados em funcao dos diferentes métodos seria em funcao da mes-
ma classe ou conjunto de compostos quantificados. Assim, uma comparacdo dos
resultados obtidos explorando andlise de correlacdo seria a estratégia estatistica
mais adequada para este tipo de trabalho.

Inicialmente foi realizada uma correlagdo com o conjunto completo de amos-
tras, ndo realizando uma discriminacéo entre as classes, como apresentado na Figu-
ra 27.

De acordo com os resultados obtidos podem ser observadas algumas amos-
tras andbmalas (outliers) para todas as correlacdes realizadas, as quais foram identi-
ficadas em funcdo das amostras, e excluidas do calculo de correlacao.

Assim, para se estabelecer uma relacdo entre resultados obtidos pelos dife-
rentes métodos foi realizada uma analise de correlacéo (intervalo de 95% de confi-
anca). As equacdes que descrevem estas correlacdes lineares sao descritas abaixo:

Crc = 2,96(x0,17)CwmeTH — 154(£163); r = 0,9570
Ca-pap = 4,06(x0,34)CwmeTH — 221(£319); r = 0,9131
CoppH = 0,70(x0,08)CwmsTH + 114(+62); r = 0,8566
Casts = 0,84(x0,05)CwmeTH + 114(x34); r = 0,9602
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Tabela 8 - Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais e da capacidade antioxidante (expressos em mg L* de AG) em bebidas empregando o méto-
do proposto, FC, 4-AAP, DPPH e ABTS (N = 3).

Amostra

Bebida

Tipo

Diluicdo (Dil.) e concentracdo, equivalentes em mg L de AG

Dil. MBTH Dil. FC Dil. 4-AAP Dil. DPPH Dil. ABTS
1 Vinho Tinto 380 930+8 290 1607 £ 7 150 1860 £ 1 1250 899+ 14 800 891+5
2 Vinho Tinto 390 991 +1 290 1920+ 4 150 1870+ 15 1250 1153 +8 800 960 +5
3 Vinho Tinto 380 1059 + 4 290 1812 + 15 150 1973+ 15 1250 733+14 800 954 +5
4 Vinho Tinto 250 604 +3 290 1475+ 14 120 1777 + 12 650 421 +11 800 845+ 2
5 Vinho Tinto 250 628 +3 290 1590 + 7 120 1678 + 12 800 781 £ 10 800 836+ 3
6 Vinho Branco 24 76+1 54 200+ 2 10 152 +1 100 63+2 150 160+ 1
7 Vinho Branco 29 98+1 54 251+1 12 186 + 2 100 72+2 150 191+1
8 Vinho Branco 18 43 +1 54 200+ 1 07 101 +1 100 73+1 150 184 +1
9 Vinho Branco 41 132+1 54 305+3 18 302+4 125 103+1 150 170+ 1
10 Vinho Branco 41 117 +1 54 365+1 18 219+1 80 67+5 150 155+1
11 Cha Preto 260 783 +3 120 968 + 2 40 1080 + 4 500 492 +5 400 586+ 1
12 Cha Verde 523 1613+5 440 2065+ 11 100 1398 + 10 1500 1371+34 1000 1372+2
13 Cha Branco 320 1043 +5 240 1459 + 3 70 1263+ 7 1500 1437 +16 1200 1074 +3
14 Infusdo Cidreira 22 58+1 38 184 +1 08 112+1 25 24+1 60 76 +5
15 Infuséo Carqueja 12 38+1 36 137+1 04 142 +1 160 121 +3 60 51+1
16 Infusdo Hortela 36 116 +1 48 312+1 14 310+ 2 200 151 +5 100 109+1
17 Infusédo Erva doce 22 73+1 42 190+ 1 08 257 +2 80 47 +3 80 73+1
18 Infusédo Camomila 41 107 +1 20 118+ 1 06 190+ 1 80 37+2 80 103+1
19 Café Torrado e Moido 320 538+2 340 1596 + 8 95 1498 + 9 200 580+1 - -
20 Café Torrado e Moido 200 459 + 2 490 4219 +7 95 1282 + 19 190 534+1 - -
21 Café Torrado e Moido 190 468 + 2 260 1312+ 10 95 1400+ 9 190 524 +1 - -
22 Café Solavel 590 1845 + 10 1150 6896 + 28 590 9549 + 57 400 1070+ 3 - -
23 Café Solavel 860 1917 + 18 1200 5778+1 860 9180 + 84 1060 2775+11 - -
24 Café Solavel 710 1819 + 13 1120 5404 + 32 710 8851 + 138 400 1044 + 3 - -
25 Café Descafeinado 740 1800 + 13 1150 5805+ 16 740 8307 £ 72 - - - -
26 Café Descafeinado 740 2448 + 20 1350 7168 +19 740 8613+ 72 - - - -
27 Cachaca Bélsamo 120 264 +2 100 1171+ 4 120 2066 + 23 300 843+ 4 1200 552 +45
28 Cachaca Jaboti 50 83+1 05 25+1 50 647 £5 05 12+1 300 293 +10
29 Cachaca Jatoba 65 193+1 40 642 +1 65 2077 £ 13 200 548 +1 800 390 + 29
30 Cachaca Timborana 40 94+1 20 323+1 40 953 +4 50 143+ 1 400 201 +13
31 Cachaca Umburana 100 277 £ 2 100 1561 + 1 100 2961 + 19 20 50+ 1 1600 1585+ 34

Fonte: elaborado pela autora, 2014.
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Figura 27 — Correlagdo linear das amostras analisadas dos diferentes métodos aplicados frente ao
método proposto (MBTH), nas condi¢6es otimizadas. a) MBTH vs FC b) MBTH vs 4-AAP c) MBTH vs
DPPH d) MBTH vs ABTS. Pontos fora da curva (outliers), estdo representados pela cor vermelha e o
0 namero ao lado faz referéncia a amostra de acordo numeragéo descrita na Tabela 8.
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Fonte: elaborado pela autora, 2014.

Neste tipo de avaliacdo os métodos sdo concordantes se o coeficiente angu-
lar (inclinacdo) tende a unidade enquanto o linear (intercepto) tende a zero (MILLER,
et al., 2005). O coeficiente de correlagdo é um indicativo da distribuicdo linear entre
os resultados. Desta forma, percebeu-se que independente do método, todos apre-
sentaram alto coeficiente de correlacéo (r > 0,8566), indicando boa tendéncia linear

entre os resultados. Em relacdo a comparagcdo com 0s outros métodos, os resulta-
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dos empregando o método do MBTH nas condicdes otimizadas foi mais concordante
com o DPPH e ABTS, respectivamente. Este fato pode estar associado as condi-
¢cOes reacionais onde o método de FC e 4-AAP foram aplicados em meio basico, e
desta forma, difereriam de forma mais acentuada das demais metodologias analiti-
cas ou em funcédo de determinada(s) classe(s) de amostra(s). Assim, realizou-se a
analise de correlacdo por classe de amostra, visando uma melhor avaliacdo dos re-

sultados obtidos. Os resultados para avaliacdo sao apresentados na Tebela 9.

Tabela 9 — Andlise de correlagédo entre os diferentes métodos aplicados em relagdo aos resultados
obtidos com MBTH nas condig8es otimizadas por classe de amostra.

Crétodo = SCmeTr + b

Classe N Método

S b r
10 FC 1,76 £ 0,15 151 + 90 0,9732
Vinho 10 4-AAP 1,99+ 0,19 79+ 119 0,9641
10 DPPH 0,94 +0,12 -4+73 0,9415
10 ABTS 0,88 + 0,08 121 +81 0,9665
8 FC 1,23 £ 0,05 88 + 34 0,9958
Chas 8 4-AAP 0,89+ 0,10 167 £ 71 0,9667
e infusBes 8 DPPH 0,94 +0,14 8+104 0,9384
8 ABTS 0,87 + 0,05 14 + 37 0,9903
7 FC 3,14+ 0,31 5+ 538 0,9753
Cafés 8 4-AAP 4,60 + 0,59 -557 +£ 948 0,9553
5 DPPH 0,38 +0,01 360 + 11 0,9991

- ABTS - - -
5 FC 6,58 + 1,04 -545 + 209 0,9642
Cachacas 5 4-AAP 9,69 + 1,96 -25+ 391 0,9438
4 DPPH 4,04 +£0,28 -312 + 50 0,9956
4 ABTS 1,65+ 0,40 97+ 70 0,9458

Fonte: elaborado pela autora, 2014.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 9) ficou evidente que existe
uma boa correlacéo para todos os métodos em relacdo as amostras de vinhos, chas
e infusdes onde o coefieciente angular foi mais proximo a unidade, quando compa-
rado com as amostras de cafés e cachacas envelhecidas, que foram mais discre-
pantes.

Este fato pode estar associado a uma possivel reacdo do MBTH nas condi-
¢Oes otimizadas com compostos nitrogenados arométicos (HUNIG, et al., 1957), co-
mo alcal6ides (cafeina e derivados, por exemplo) presentes no café ou extraidos da
madeira durante o processo de envelhecimento da cachaca levando a formacao de

produtos que absorvem em uma regido espectral diferente da monitorada, condicdes
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reacionais distintas (método aplicado em meio acido, equanto o FC e 4-AAP foram
em meio basico) e menor reatividade frente aos diferentes compostos fendlicos pre-
sentes nas amostras, implicando em uma maior seletividade por parte do método,
que de forma geral foi mais concordante com os ensaios antioxidantes, do que em
relacdo aos métodos de FC e 4-AAP.

Assim, ficou evidente que nem todas as classes de amostras sao concordan-
tes com o método proposto (MBTH) em relacdo aos métodos avaliados, isto em fun-
cdo do mecanismo e principio de cada método e da diversidade e complexidade da
quimica das amostras selecionadas e analisadas. Por fim, o método mostrou uma
boa performance para as amostras de vinhos, chas e infusbes em relacdo aos mé-

todos j& mencionados.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
6.1 Conclusodes

O meétodo espectrofotométrico proposto para determinacdo de compostos
fendlicos totais foi otimizado de forma univariada quanto a diferentes parametros
fisicos e quimicos. O &cido galico foi selecionado como padrdo frente a outros com-
postos fendlicos e o produto reacional apresentou maximo de absor¢édo de 450 nm.
A ordem de adicdo de mistura dos reagente que apresentou os melhores resultados
foi MBTH+Fe(ll)+AG sendo 40 min o tempo minimo estabelecido para realizacéo
das medidas espectrofotométricas. Os melhores resultados foram obtidos empre-
gando-se H2S04 (0,25 mol L?), Fe(lll) (0,5%, m/v) e MBTH a 5 mmol L, nestas
condicdes obteve-se faixa linear de concentracédo de 0,5 a 6,5 mg L' em equivalen-
tes de AG correspondente a equagéo Aassonm = 0,051(+0,001)Ccr + 0,021(%0,003), r
= 10,9985 (N = 8) e limite de deteccéo (3c) de 0,073 mg L* com desvio padréo relati-
vo (RSD) inferior a 2,2%.

Nas condicdes otimizadas, o método foi aplicado a 18 diferentes compostos
e a razao da sensibilidade entre o método do MBTH e de FC foi comparada. Para as
moléculas acido ascorbico e trolox foi obtido resposta somente com o método de FC,
enguanto que para sulfito de sédio e glicose, ndo se obteve formacédo de produto
colorido para nenhum dos métodos. Foi verificado que a depender da estrutura do
composto fendlico os métodos podem apresentar resposta similar estatisticamente,
da mesma forma que foram observadas diferencas consideraveis. A formacao de
possiveis produtos reacionais (orto e para) foi proposta para justificar o perfil espec-
tral obtido, considerando a formacéo de tautdmeros com oxigénio ou nitrogénio pro-
tonado em meio acido para o produto em orto.

O perfil espectral de diferentes amostras apds reacdo do MBTH em meio
acido nas condicfes otimizadas foi avaliado e inferiu-se sobre a possivel composi-
¢cao quanto as classes de compotos presentes nas referidas amostras. Os resultados
obtidos pelo método proposto foi comparado com os resultados do método de FC, 4-
AAP, DPPH e ABTS. Foi observado que na andlise de correlacdo empregando todas
as amostras que os métodos de FC e 4-AAP (fendlicos totais) apresentaram maior
divergéncia, enquanto que DPPH e ABTS (capacidade antioxidante) foram os mais
concordantes. Contudo, quando se avaliou estatisticamente a correlacdo baseada

nas diferentes classes de amostras todos os métodos foram mais concordantes, pa-
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ra as amostras de vinhos, chas e infusées. Contudo, para as amostras de cachacas
envelhecidas e cafés a compatibilidade estatistica (intervalo de 95% de confianca)
foi comprometida, possivelmente em fungdo da composicdo quimica destas amos-
tras. Assim, de forma geral o método proposto mostrou-se sensivel, simples e viavel
para as classes de amostras analisadas, podendo ser aplicado para determinacgéo

de compostos fendlicos totais.

6.2 Perspectivas
As principais perspectivas do trabalho desenvolvido séo:

i) ampliacdo das diferentes classes de substancias puras e misturas, assim como
outras amostras (cervejas, extratos de propolis, sucos de frutas, entre outras) avalia-
das pelo método espectrofotométrico proposto em comparacdo estatistica com ou-

tros métodos para fendlicos totais e capacidade antioxidante;

i) comparacdo dos resultados obtidos com o método do azul da Prassia, para dife-
rentes amostras, visto que o mesmo € empregado em meio &cido, assim como o

método proposto (MBTH);

iii) uso de outros padrdes de calibragdo e monitoramento em diferentes comprimen-

tos de onda para o método proposto e compracao estatistica com outros métodos;

iv) avaliagdo do perfil cromatogréafico quanto a composicéo de diferentes compotos
fendlicos e os resultados obtidos pelo método espectrofotométrico propostos em
compracdo com outros metodos reportados na literatura para fendlicos totais e ca-

pacidade antioxidante;

v) automacao do meétodo proposto para aplicacdo em sistemas miniaturizados.
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