—‘/A'(; UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

“Analise por injecdo em fluxo para determinagao da capacidade

antioxidante total de vinhos utilizando o método DPPH: Otimizac&o das

condicBes a partir metodologia de superficie de resposta”

Dissertacdo apresentada por
Lais Bukman ao Programa de POs-
Graduacéao em Quimica do
Departamento de Quimica do Centro
de Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual de Maringd como parte dos
requisitos para a obtencédo do titulo de
Mestre em Quimica.

Centro de
Clenclas =xatas

MARINGA, ABRIL /2012 I






UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM QUIMICA

Andlise por injecdo em fluxo para determinacao da capacidade antioxidante
total de vinhos utilizando o método DPPH: Otimizagado das condi¢des a partir
metodologia de superficie de resposta

Dissertacdo apresentada por Lais
Bukman ao Programa de Pés-Graduacao em
Quimica do Departamento de Quimica do
Centro de Ciéncias Exatas da Universidade
Estadual de Maringa como parte dos requisitos
para obtencao do titulo de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Vitor de Cinque Almeida

MARINGA, ABRIL DE 2012



Dados Internacionais de Catalogacio-na-Publicacio (CIP)

(Biblioteca Central - UEM, Maringa — PE___ Brasil)

BE93da

Bukman, Lais

Inilise por injegdo em fluxo para determinagdc da
capacidade antioxidante total de vinhos utilizando o
métocdo DPPH: ctimizag8c das condigfes a partir
metodologia de superficie de resposta / Lais Bukman.
—-- Maringa, Z2012.

57 £. :» il., figs., tabs=.

Crientador: Prof. Dr. Vitor de Cingue Almeidsa.

Dissertagioc (mestrado) - Universidade Estadual de
Maringd, Centro de Ciéncias Exatas, Departemento de
Quimica, Programa de Pds-Graduacéc em Quimica, 2012.

1. WVinho - Anélise por injec8c em fluxc. 2.
Vinho - Atividade antioxidante. I. Almeida, Vitor de
Cingue, crient. IT. Uniwversidade Estadual de
Maringd. Centro de Ciéncias Exatas. Departemento de
Quimica. Programa de Pds-Graduacic em Quimica. III.
Titulo.

CLOD Z2l.ed.545
BE3.2

ECSL



Dedico este trabalho aos meus pais Haroldo e

Olga pelo incentivo e dedicacao todos estes

anos.

Ao Guilherme pelo verdadeiro sentimento de

irmandade.



“Escolha um trabalho que vocé ame e
nao teras que trabalhar um unico dia em
sua vida.”

Conflcio



AGRADECIMENTOS

A Deus por me dar forgas para seguir em frente sempre.
Aos meus pais Haroldo e Olga pelo amor, carinho, apoio e pelos ensinamentos.
Ao meu irmédo Guilherme pelo companheirismo e amizade.

Aos meus padrinhos Martha e Anibal, e ao meu afilhado Wilson, que se tornarao
parte da familia.

As minhas princesas Lola, Mel, Nala e Preta, e também a Mag e a Mili que néao
estdo mais presentes. Quem tem cachorros sabe o que é amizade verdadeira
sem nenhum interesse em troca, apenas carinho e amor.

Aos meus avos pelos carinhos e almocos nos finais de semana.

Aos meus amigos de graduacao por tornarem a vivéncia em sala muito mais
alegre, e os finais de semana muito mais divertidos.

A todos os meus amigos da Pos- Graduacéo, em especial Alessandro, Bianca,
Diogo, Eduardo, Heveline e Manu por se tornarem minha familia em Maringa.

Aos meus companheiros de laboratério, em especial Lidia, André, Alessandro,
Nathélia, Maisa e Elizangela pelos momentos de descontragao e risadas.

Ao Prof. Dr. Vitor de Cinque Almeida pela orientacdo, oportunidade e paciéncia
e também por partilhar seu tempo, sabedoria, conselho e amizade.

Ao Prof. Dr. Jesui Virgilio e a Prof. Dra. Juliana Garcia por toda assisténcia
necessaria para realizacdo deste trabalho.

A todos os professores do departamento de quimica pelo conhecimento
adquirido nas aulas.

A Capes pelo apoio financeiro.

A todos que me ajudaram de alguma forma meus sinceros agradecimentos.



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE ABREVIATURAS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
1. INTRODUGCAO
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Radicais Livres
2.2. Antioxidantes
2.3.Producéao nacional e mundial de uvas e vinhos
2.4.Compostos fendlicos presentes em uvas e vinhos
2.5.Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante
2.5.1. Andlise de DPPH
2.5.2. Determinacdo de compostos fendlicos totais
2.6. Sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA)
2.7. Otimizacéo
3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivos gerais
3.2.0bjetivos especificos
4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostras
4.2.Preparo das solugdes
4.3.DPPH convencional
4.4.Determinacd@o de compostos fendlicos totais
4.5.Sistema FIA adaptado ao método DPPH
4.6.Planejamento experimental
5.  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Calculos da resposta
5.2.Planejamento fatorial composto central rodavel
5.3.Andlise das superficies de resposta

5.4.Ensaios otimizados

VIii

© oo 0 b~ b P



6.
7.

5.5.Teste de diluicdo nas amostras de vinhos
5.6.Aplicagbes do método em amostras de vinho
5.7.Compostos fendlicos Totais

CONCLUSOES

REFERENCIAS

40
42
46
49
51



RESUMO
Os antioxidantes sao substancias que reagem com os radicais livres
estabilizando e impedindo suas a¢fes maléficas ao organismo e estéo presentes
em uma grande variedade de alimentos e bebidas. Devido a importancia da
atividade antioxidante em alimentos, varios métodos analiticos tém sido
propostos, dentre os quais incluem o método FRAP, ORAC, Fendlicos Totais e
o DPPH. O objetivo principal do trabalho foi propor uma metodologia analitica
utilizando um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA), com configuracao
de zonas coalescentes, para determinacédo da atividade antioxidante total por
captura do radical DPPH. As condic¢des do sistema FIA foram otimizadas através
da metodologia de superficie de resposta usando um planejamento fatorial
composto central rodavel (PFCCR). Os parametros de otimizacado estudados
foram: fluxo do transportador, comprimento das alcas de amostragem e do
reagente e comprimento do reator. De acordo com os resultados, os niveis dos
parametros selecionados foram: fluxo de 1,12 mL mint, comprimento
das alcas de 18,5 cm e comprimento do reator de 234,6 cm. Os limites de
deteccéo e quantificacdo foram 2,647.10° e 8,824.10°° mol L 4cido gélico / mL
de vinho. O método proposto apresentou freqiiéncia analitica de 41 andlises por
hora e uma economia de 58% no consumo do reagente DPPH e 62,60% no
consumo do agente transportador metanol em comparagdo com o método
convencional. O ensaio DPPH adaptado ao sistema FIA de zonas coalescentes,
nas condi¢bes otimizadas foi utilizado para determinar a atividade antioxidante

total de amostras de vinho.



Palavras Chave: Analises por injecdo em fluxo, metodologia de superficie de

resposta, atividade antioxidante, vinhos.



ABSTRACT

Antioxidants are substances that react with free radicals stabilizing and
preventing their harmful actions to the organism and are present in a wide variety
of foods and beverages. Due to importance of antioxidant activity in the some
foods, several analytical methods have been proposed among them include
FRAP, ORAC, total polyphenol content and DPPH methods. The main objective
of this study is to propose an analytical methodology using a flow injection
analysis system (FIA), with a merging zones configuration, for determination of
total antioxidant activity by DPPH radical scavenging assay. The FIA system
conditions were optimized with the response surface methodology using the
central composite rotatable design. The optimization parameters studied were:
the carrier flow rate, the lengths of the sample and reagent loops and the length
of the reactor. According to the results, levels of selected parameters were:
carrier flow rate 1.12 mL min, length of the loops 18.5 cm and length of the
reactor 234.6 cm. The detection and quantification limits were, respectively,
2.647 and 8.824 p mol L acid galic / mL wine. The proposed method had an
analytical frequency of 41 samples per hour and a 58% saving in the consumption
of reagent DPPH and 62.6% in the consumption of carrier agent methanol
compared to the conventional method. The DPPH assay adapted to the FIA
system under the optimization conditions was utilized to determine the

antioxidant activity of wine samples.

Keywords: flow injection analysis, response surface methodology, antioxidant

activity, wine.
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1. INTRODUCAO

Radicais livres sdo &atomos ou moléculas que contém elétrons
desemparelhados em sua camada externa e que, por sua vez, sdo instaveis e
muito reativos (Ferreira & Matsubara, 2007). Nos seres vivos sao formados a
partir da respiracdo aerobica através do mecanismo de reducdo do oxigénio
molecular na mitocondria. Cerca de 5 % do oxigénio absorvido pelos seres vivos
€ transformado em radicais livres, sendo que as principais espécies sao: ion
superoxido (O2™), hidroxila (HO"), peréxido de hidrogénio(H2032) e alcoxila(RO").
Fatores exdgenos como cigarro, ozénio, radiagcbes gama, radiacéo ultravioleta,
medicamentos e estresse podem intensificar a formacao dos radicais livres no
organismo (Bianchi & Antunes, 1999).

O desequilibrio no organismo entre as moléculas oxidantes, como 0s
radicais livres, e as substancias consideradas antioxidantes € comumente
chamado de estresse oxidativo (Cergueira et al., 2007). Este desequilibrio tem
sido associado ao desenvolvimento de varias doencas, incluindo doencas
degenerativas, neurolégicas, cancer, hipertenséo e o envelhecimento, uma vez
gue, os radicais livres causam danos oxidativos nos tecidos, células, e no DNA,
(Bianchi & Antunes, 1999; Cerqueira et al., 2007).

Os antioxidantes sdo substancias que reagem com os radicais livres
estabilizando-os e impedindo suas acfes maléficas ao organismo, e que de uma
forma generalizada podem ser classificados em enzimaticos e ndo-enzimaticos
(Bianchi & Antunes., 1999). Os enzimaticos correspondem as enzimas
superéxido dismutase, a catalase e a peroxidase. Os ndo enzimaticos sao

substancias formadas por vitaminas, minerais e pigmentos obtidos através da



ingestao de alimentos, tais como: frutas, legumes e algumas bebidas (Oliveira et
al., 2009).

O vinho é uma bebida alcodlica produzida pelo sumo de frutas de uva, o
qual o consumo, de acordo com alguns estudos, esta relacionado com a
prevencdo de diversas doencas. A sua acdo benéfica a saude deve-se a
presenca de compostos fendlicos de acdo antioxidantes em sua composicéo,
tais como os flavondides e os acidos fendlicos (Roussis et al., 2008; Arnous et
al., 2002).

Devido a importancia dos antioxidantes para a saude, varias metodologias
tém sido propostas e utilizadas para determinar a atividade ou capacidade
antioxidantes de alimentos e bebidas, como por exemplo, os ensaios Folin-
Ciocalteu, ABTS (2,2-azino-bis-3-etil-benzotiazolina-6-a4cido  sulfénico),
FRAP(Ferric Reducing Antioxidant Power) e DPPH(2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
(Arnous et al.,2002; Granato, et al., 2010; Roussis, et al., 2008). Estes métodos,
por sua vez, possuem uma caracteristica em comum que é o alto custo das
andlises.

Os sistemas de andlise por injecao em fluxo (FIA) sao definidos como um
método de automatizacdo de procedimentos analiticos no qual ocorre a injecédo
da amostra liquida em um fluxo continuo do carregador apropriado (Ruzicka et
al., 1981). Os sistemas FIA possuem vantagens como: a possibilidade de
automacao, alta freqiiéncia analitica e baixo consumo de reagentes (Ruzicka et
al., 1981; Karlberg & Pacey, 1989). Alguns trabalhos envolvendo o sistema FIA
e a determinagéo da atividade antioxidante de uma variedade de amostras tém
sido relatado na literatura (Magalhdes et al., 2006; Magalhdes at al., 2008;

Thongchai et al., 2009 e Ukeda et al., 2002).



A metodologia de superficie de resposta (MSR) é comumente utilizada para
a otimizacdo de técnicas analiticas. Esta otimizacdo tem como objetivo analisar
as condi¢Oes utilizadas a fim de se obter melhores respostas (Bezerra et al.,
2008). A MSR consiste em duas etapas, modelagem e deslocamento, que
podem ser repetidas quantas vezes for necessério a fim de se obter a regiao
Otima da superficie de resposta (Barros Neto et al.,2007; Bezerra et al., 2008;
Karacabey & Mazza, 2010; Lima et al., 2011; Prasad et al., 2011; Wijingaard et
al., 2011).

Tendo em vista o alto poder antioxidante dos vinhos, assim como o custo
das analises da atividade antioxidante envolvendo o radical DPPH, uma
metodologia usando sistemas FIA de zonas coalescentes foi proposta.
Adicionalmente, as condi¢cdes do método foram otimizadas a partir de técnicas

multivariadas de andlise.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Radicais livres

Radicais livres sdo definidos como atomos ou moléculas que contém um
ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada. Devido a esta
caracteristica, sdo instaveis, muito reativos e com tempo de meia vida curto
(Bianchi & Antunes, 1999, Ferreira & Matsubara, 2007). A reatividade destas
espécies promove uma oxidacdo prejudicial que pode danificar membranas,
conteudos celulares, proteinas, lipideos, carboidratos e DNA. Os radicais livres
podem ser gerados nos citoplasmas, nas mitocondrias ou nas membranas sendo
que a presenca destas espécies é critica para a manutencao de muitas funcdes
fisiolégicas normais. A principal fonte de formacdo dos radicais livres € o
metabolismo normal do oxigénio (O2). Cerca de 5 % do O2 absorvido pelos seres
vivos sofre reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando
na formacao de agua. Durante este processo sdo formadas espécies reativas do
oxigénio (EROs) como os radicais superéxido, hidroperoxila, e hidroxila (Ferreira
& Matsubara, 2007).

Apesar do peroxido de hidrogénio ndo ser um radical livre, esta espécie tem
alto potencial reativo. Seu tempo de vida, diferente dos radicais livres, € longo e
é capaz de atravessar as membranas nucleares e induzir danos na molécula de
DNA por meio de reacdes enzimaticas (Ferreira & Matsubara, 2007, Bianchi &

Antunes, 1999).



Em uma condicdo de pro-oxidante, a concentracdo dos radicais pode
aumentar devido a maior geracdo intracelular destas espécies ou pela
deficiéncia dos mecanismos antioxidantes. Este desequilibrio € chamado de
estresse oxidativo que € responsavel pela maior inducdo de danos oxidativos
provocados pelos radicais livres (Cerqueira et al., 2007). Estes danos tém sido
relacionados com a etiologia de diversas doencas, incluindo doencas
degenerativas, doencas neuroldgicas, cancer, hipertensdo e no aceleramento do
processo de envelhecimento (Bianchi & Antunes, 1999, Cerqueira et al., 2007).
Fatores exdgenos como radiagcdes gama e ultravioleta, ozénio, medicamentos,
cigarro e uma dieta pobre em compostos antioxidantes intensificam a formacéao
de radicais livres (Bianchi & Antunes, 1999).

Dentro deste contexto a identificacdo de compostos antioxidantes vem
despertando grande interesse, pois estes podem manter um equilibrio entre a
producdo de oxidantes e suas concentragdes, minimizando danos oxidativos no

organismo.

2.2. Antioxidantes

Compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que
quando presentes em baixas concentragbes em comparacdo com a
concentragdo de uma substancia oxidavel retardam ou inibem a velocidade de
oxidacdo de biomoléculas. Estas espécies reagem com os radicais livres
estabilizando-os e impedindo suas agbes maléficas ao organismo (Bianchi &

Antunes, 1999, Cerqueira et al., 2007).



Os compostos antioxidantes podem ser classificados em primarios e
secundérios. Os primérios impedem a etapa de propagacdo dos radicais livres
por meio da doacdo do atomo de hidrogénio presente em sua estrutura. Nesta
classe encontram-se os compostos fendlicos, o tocoferol, os amino&cidos, os
carotendides e os antioxidantes sintéticos. Os antioxidantes classificados como
secundéarios atuam de diversas maneiras sob os radicais livres, entre elas
destacam-se 0 bloqueio da decomposicao dos peréxidos e hidroperéxidos,
convertendo-os em suas formas inativas por acdo de agentes redutores;
blindagem de ions metalicos; absor¢do da radiacdo ultravioleta e inativacdo das
EROs (Maisuthisakul et al., 2007).

Os compostos antioxidantes também podem ser classificados em
enzimaticos e nao enzimaticos. As enzimas antioxidantes sdo proteinas
altamente ativas que aceleram uma reacdo quimica. A mais importante é a
enzima superoxido dismutase que transforma o radical livre superéxido em
peréxido de hidrogénio que posteriormente se decompde através da enzima
catalase e glutationa peroxidase em agua e oxigénio. JA& os compostos nao
enzimaticos sao obtidos através da dieta, entre os quais se destacam vitaminas,
minerais e compostos fendlicos. Estas substancias sdo encontradas em uma

variedade enorme de frutas, legumes e bebidas (Oliveira et al., 2009).

2.3. Producéao nacional e mundial de uvas e vinhos

No Brasil, a vitivinicultura € uma atividade antiga que foi introduzida no pais

pelos jesuitas no século XVII. No final do sécula XIX, com a chegada dos

imigrantes italianos, a vitivinicultura ganhou impulso e tornou-se atividade socia



econdmica, sobretudo no estado do Rio Grande do Sul, que se tornou a principal
regido produtora de uvas no pais (Mello, 2010; Guerra et al., 2009).

Os maiores produtores de vinho sdo a Francga, a Italia, a Espanha, os
Estados Unidos e Argentina, sendo que o Brasil é o 16° produtor mundial de
vinho (Guerra et al., 2009).

Atualmente, cerca de 50% da producdo nacional de uvas € destinada a
fabricacéao de vinhos, sucos e outros derivados da fruta. A producgéo de uvas se
concentra nas regides Sul, Sudeste e Nordeste do pais sendo que o estado do
Rio Grande do Sul responde a 90% da producéo nacional de vinho. No entanto,
75,26% do vinho fino comercializado no Brasil sdo importados de outros paises
e apenas 8% do total produzido no pais sédo exportados (Mello, 2010).

No cenario internacional, a Europa destaca-se como a principal produtora
de vinhos e uvas representando 43,14% da producao mundial. O continente
europeu destina 85% da uva produzida para a elaboracédo de vinhos (Mello,
2010).

Diversas regides brasileiras produzem vinhos finos e vinhos de consumo
corrente. Os vinhos finos sdo aqueles elaborados exclusivamente a partir de
variedades européias Vitis vinifera L. Entre as principais variedades deste grupo
cultivadas no Brasil, pode-se citar: Cabernet Sauvignon, Merlot, Tannat,
Chardonnay e Riesling Italico (Guerra et al., 2009).

Cabernet Sauvignon é uma antiga cultivar da regido de Bordeaux, Franca,
e hoje é plantada em diversos paises viticulas. Seu cultivo foi intensificado no
final da década de 1980 com a producéo de vinhos varietais no estado do Rio
Grande do sul e atualmente € a vinifera tinta mais importante do estado. O vinho

produzido através desta variedade € mundialmente reputado pelo seu



carater varietal, com intensa coloracdo, riqueza em taninos, complexidade de
aroma e pode evoluir em qualidade com alguns anos de envelhecimento. J4 a
varietal tinta Merlot é originaria da regido Médoc, Franca, expandindo seu cultivo
para outras regides da Franca e para muitos outros paises viticulas. Nos ultimos
anos, juntamente com a uva Cabernet Sauvignon, tornou-se uma das viniferas
tintas mais plantadas no mundo e no Brasil principalmente nos estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina por adaptar-se as condi¢des climéticas do sul
do Brasil. Esta variedade origina um vinho de alta qualidade. Também originaria
da Francga, na regido de Madiran, a uva Tannat comecou ser difundida em 1987
na Serra Gaulcha. Seu vinho é rico em cor e em extrato servindo pra corrigir as
deficiéncias, destas caracteristicas, em outros vinhos ou € comercializado como
vinho varietal. Por originar um vinho bastante adstringente, necessita de
envelhecimento. Chardonay é uma variedade de uva branca que tem origem
da regido francesa da Borgonha. No Brasil, seus primeiros cultivares foram na
cidade de S&o Roque, Sao Paulo, e no estado do Rio Grande do Sul. Esta uva
tem sido usada para a elaboracao de vinho fino varietal e vinhos espumantes.
Jéa a varietal branca Riesling Italico é originaria do norte da Itélia. Foi trazida para
0 Rio Grande do Sul em 1900 e a partir de 1973 tornou-se uma das principais
uvas finas brancas da regido. Seu vinho € fino, com aroma sutil e tipico e é
comercializado como vinho fino de mesa varietal e também € utilizado na

elaboracao de espumantes bem conceituados (Guerra et al., 2009).



2.4. Compostos fendlicos presentes em uvas e vinhos

O estudo sobre compostos fendlicos da uva e do vinho vem despertando
interesse cada vez maior dos pesquisadores devido aos efeitos benéficos
associados ao seu consumo.

Entre as frutas, a uva destaca-se como uma das maiores fontes de
compostos fendlicos sendo os principais os flavondéides (antocianinas, flavonois
e flavandis), os etilbenos (resveratrol) e os acidos fendlicos (derivados dos
acidos cinamicos e benzoicos) (Roussis et al., 2008; Granato et al., 2010; Arnous
et al.,, 2002; Abe et al., 2007). Estes compostos sdo agentes redutores que
possuem a capacidade de estabilizar os radicais livres oferecendo protecao
contra o estresse oxidativo. Além disto, esta classe de compostos é a mais
abundante na dieta humana (Abe et al., 2007).

O contetdo dos compostos fendlicos presentes na uva varia de acordo com
a espécie, maturidade, condicfes climaticas, e cultivar. Durante o processo de
vinificacdo, os compostos fendlicos sdo extraidos do bagaco, casca e sementes
da uva e transferidos para o vinho. Além disso, a maneira como ocorre este
processo também interfere na quantificacdo destes compostos nos vinhos (Beer
et al., 2002; Roussis et al., 2008).

Os flavondides sao os polifendis mais abundantes nos alimentos e
bebidas. Sua estrutura quimica é composta por dois anéis aromaticos,
denominados A e B, unidos por um anel pirano, denominado anel C, conforme
mostrado na Figura 1. Devido a uma maior capacidade eletrodoadora do anel
B, os grupos hidroxilas presentes nas posic¢des 3, 4 ou 5 deste anel sdo

responsaveis pela atividade antioxidante dos flavonoides. Variagcdes nas



configuragbes no anel C resultam em importantes classes dos flavonoides
(Angelo & Jorge, 2006). As principais classes de flavonéides encontradas em
uvas e vinhos séo os flavanois, flavonéis e antocianinas (Balasundram et al.,

2006; Hollman & Arts, 2000; Rockenbach et al., 2008).

Figura 1. Estrutura genérica dos flavonoides (Balasundram, N. et al., 2006).

Os flavanb6is mais abundantes nos vinhos sdo a catequina,
epigalocatequina e epicatequina. Estas substancias sdo responsaveis pelo sabor
e adstringéncia desta bebida e encontram-se principalmente nas sementes da
uva (Abe et al., 2007).

Dentre os flavondis, as substancias que mais se destacam sédo a
quercetina, caempferol e miricetina, 0s quais atuam como co-pigmentos na
coloracdo das uvas e vinhos. Segundo Cao Y. et al. (2002) a quercetina
apresenta acao benéfica na prevencao do cancer.

As antocianinas estdo presentes apenas nos vinhos tintos e constituem a
maior porcentagem de compostos fendlicos presentes nas uvas. S&o
responsaveis pela coloracdo azul, roxa e vermelha desta bebida (Munho6z-
Espada, 1999; Goméz-Migués et al.,2007). Assim, a quantidade de compostos
fendlicos presentes nos vinhos tintos € maior do que nos vinhos brancos (Arnous
et al., 2002; Roussis et al., 2008).

Os acidos fendlicos sdo divididos em dois grupos: (i) derivados do acido

hidroxibenzéico e (i) do acido hidroxicindmicos. Estas substancias séao
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encontradas, em baixas concentragdes, nos vinhos brancos e influenciam no seu
sabor e aroma (Abe et al., 2007).

O resveratrol é um polifenol pertencente a classe dos etilbenos. Séo
produzidos na uva em resposta as agressdes externas CcoOmo 0S Processos
mecanicos, fungos e radiacédo ultravioleta (Zhang & Bjorn, 2009). Sua forma trans
ocorre naturalmente em varias espécies de plantas, porém a uva e seus
derivados séo a principal fonte de resveratrol na dieta alimentar (Abe et al., 2007;
Counet et al., 2006). Sua atividade antioxidante esta relacionada com a sua
estrutura (Figura 2), principalmente no nimero e no arranjo dos grupos hidroxila
presentes no anel aromatico (Sautter et al., 2005). Sua capacidade de doar os
atomos de hidrogénio das hidroxilas para inibicdo dos radicais livres é
responsavel pelas acbes benéficas do resveratrol, entre elas a prevencao de
doencas cardiovasculares, cancer e aterosclerose (Ratna & Simonelli, 2002; Lu
& Serrero, 1999; Calabrese, 1999).

A Figura 2 apresenta as estruturas da epicatequina, epigalocatequina,
resveratrol, quercetina, miricetina, kaempferol e a estrutura geral das

antocianinas.
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Figura 2. Estruturas quimicas da epicatequina, epigalocatequina, resveratrol,

guercetina, miricetina, kaempferol.
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2.5. Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante

Devido a importancia dos compostos fendlicos, varias metodologias tém
sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante em alimentos e bebidas
e outros substratos. Entre elas destacam-se os métodos FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), fendlicos totais, determinagéo da atividade antioxidante total
por captura de radicais DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil) ou ABTS (2,2-azino-
bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico) (Arnous et al.,2002; Granato et al.,
2010; Roussis et al., 2008).

A determinacdo da atividade antioxidante através dos métodos DPPH e
ABTS baseia-se na estabilizacdo destes radicais pela doacdo de um atomo de
hidrogénio presente na estrutura quimica dos antioxidantes. Esta estabilizacdo
gera uma mudanca de cor que é lida em comprimento de onda de 515 e 734 nm,
respectivamente (Roussis et al., 2008).

O ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant-Power — Poder antioxidante
de reducéo do ferro) consiste na capacidade do antioxidante do substrato em
reduzir o Fe®* para Fe?* em solucéo, que quando complexado com TPTZ (2,4,6—
tris(2—piridil) —s —trizina) adquire uma coloracao azul intensa, possivel de medir
a absorbancia no comprimento de onda de 595 nm (Prior et al., 2005; Krishnaiah
et al., 2011).

O método para determinacdo de compostos fendlicos € baseado na
reducdo do estado de oxidacdo do molibdénio na presenca de compostos
fendlicos no substrato. Esta reducéo provoca uma mudanca de cor amarela para
azul podendo ser medida no comprimento de onda de 725 nm (Angelo & Jorge,

2007).
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2.5.1. Anédlise de DPPH

A andlise de DPPH consiste na reacao do antioxidante presente na amostra
com certa quantidade do radical DPPH (2,2- difenil -1- picrilhidrazil). Esta reac&o
ocasionard um decréscimo no sinal de absorbancia, lido em 517 nm, devido ao
descoramento do radical. O calculo do IC50 é um parametro utilizado pelo
método, o qual corresponde a quantidade necesséria de antioxidante para
reduzir em 50 % a absorbancia inicial do radical DPPH (Roussis et al., 2008). Os
resultados da atividade antioxidante também podem ser expressos em termos
de equivalentes de Trolox através de uma curva analitica utilizando o reagente
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetranetiichroman-2-4cido carboxilico) como padrao
(Paixado et al., 2007). Este reagente € utilizado por possuir alta atividade

antioxidante frente a estabilizacdo de radicais. A reacdo de inibicdo do radical

DPPH por um antioxidante é apresentada na Figura 3.

NOQ N02 + AH B —

NO, NO,

Figura 3. Reacao de inibicdo do radical DPPH por um antioxidante AH.

A analise utilizando o radical DPPH tem sido adaptada para determinar a

atividade antioxidante total em vinhos ( Arnous, 2002; Granato, 2010; Lucena,
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2010; Minussi, 2003; Mulero, 2010; Nixdorf & Gutiérrez, 2010; Pachdén, 2004;

Paixao, 2007; Roussis, 2008).

2.5.2. Determinacéo de compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos em alimentos € realizada por meio
de uma variedade de técnicas. Entretanto, a que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteu figura entre as mais utilizadas ( Angelo & Jorge, 2007).

Este reagente consiste na mistura dos &cidos fosfomolibdico (HsPM012040)
e fosfotungstico (HsPW12040). Na presenca dos compostos fendlicos, estes dois
acidos sdo reduzidos a 6xido de molibdénio (MosO23) e Oxido de tungsténio
(WsO23), respectivamente, promovendo uma cor azulada que absorve na regido
do visivel com comprimento de onda maximo em 725 nm. Tal redug&o ocorre em
meio alcalino e o reagente mais indicado € o carbonato de sddio. O resultado de
compostos fendlicos totais presentes na amostra é expresso em equivalentes de
acido galico (EAG) através de uma curva padrédo (Cruz, 2008; Angelo & Jorge,

2007).

2.6. Sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA)

Os sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA) sdo definidos como um
meétodo de automatizacéo de procedimentos analiticos no qual ocorre a injecao
da amostra liquida em um fluxo continuo do carregador apropriado, seguindo em
direcdo ao sistema de deteccdo. A amostra sofre dispersdo na solucéo

transportadora formando uma zona de amostra com diferentes gradientes de
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concentragdo. A formacao destes gradientes, associados ao fato da medida
ocorrer com a zona da amostra em movimento em relagdo ao sistema de
deteccao, gera um sinal transiente onde sua altura pode ser relacionada com a
concentracéo do analito (Ruzicka et. al., 1981).

Os sistemas FIA podem apresentar diversas configuracdes. O sistema mais
simples € o de linha Unica (Figura 4a), onde h& apenas uma al¢ca de amostragem
e a amostra injetada no caminho do carregador, segue em direcdo ao detector.
Ja os sistemas em confluéncia, Figura 4b, inserem, além da amostra, o reagente
para que ocorra uma reacao quimica. O reagente é adicionado por confluéncia
logo, cada fracdo da amostra recebe a mesma quantidade de reagente (Reis et.
al.,1989; Reis, 1996).

Os sistemas mais complexos s&o 0s com zonas coalescentes e 0s com re-
amostragem, Figura 4c. No primeiro tipo tanto o reagente quanto a amostra sdo
inseridas ao mesmo tempo no fluxo carregador através de alcas de amostragem
se encontrando através de uma confluéncia. Uma vantagem deste tipo de
sistema € a economia de reagente. Os sistemas de re-amostragem sao utilizados
quando a amostra € muito concentrada. Uma vez que ndo € possivel a
diminuicdo da algca de amostragem indefinidamente, este tipo de sistema permite
a diluicdo da amostra atraves de duas dispersdes da amostra em dois fluxos do
carregador (Ruzicka et. al., 1981; Reis et. al.,1989; Reis, 1996; Rocha et. al.,

2000).
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Figura 4. Configuragéo do sistema FIA em linha Unica a), em confluéncia b) e em zonas
coalescentes c). L1 é a alca de amostragem, L, é a al¢a do reagente, R € o fluxo do
reagente, Y é a confluéncia, B é a bobina de reacéo, C; e C; é o fluido carreador, W é

o descarte e DET é o detector.

Dentre as vantagens dos sistemas FIA destacam-se as diversas
possibilidades de automacdo, a economia de amostras e reagentes, alta
freqUiéncia analitica, reducdo do tempo de trabalho e reducdo dos residuos
gerados. Além disso, ndo ha a necessidade da reacao atingir o equilibrio quimico
devido a temporizacao reprodutivel (Reis et. al.,1989; Reis, 1996; Rocha et. al.,
2000).

Alguns trabalhos envolvendo o sistema FIA na determinacgéo da atividade

antioxidante de uma variedade de amostras tém sido relatado na literatura. Um
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método utilizando sistema FIA de configuracdo em confluéncia , no qual o radical
ABTS é gerado em um meio enzimético foi proposto por Milardovic et al, 2007.
Neste trabalho, a atividade antioxidante de bebidas alcodlicas utilizou detectores
potenciométricos.

Métodos para determinacdo da atividade antioxidante por captura do
radical DPPH adaptados a sistemas FIA foram desenvolvidos por Ukeda et al.,
2002; Magalhées, et al. 2006, Magalhaes et al. 2008 e Mrazek et al. 2012.
Magalhdes, 2006 também propds um sistema FIA baseado no poder de reducéo

de compostos especificos.

2.7. Otimizacgéo

O termo otimizacao é utilizado em quimica analitica com o objetivo de se
avaliar as condig¢8es utilizadas na técnica a fim de se obter melhores respostas.

Normalmente, a influéncia de cada fator sobre a resposta € avaliada
variando um fator por vez e mantendo 0s outros em valores constantes. Este tipo
de otimizagdo, chamado “Uma variavel por vez” apresenta as desvantagens de
necessitar de um grande nimero de experimentos e de ndo avaliar o efeito das
interacOes entre os fatores (Bezerra et al., 2008).

Para resolver este problema, a otimizacdo pode ser realizada através de
técnicas multivaradas, destacando-se a Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR). Esta metodologia baseia-se no ajuste de equacdes polinomiais aos
dados experimentais do planejamento fatorial com o objetivo de avaliar,
simultaneamente, o0s niveis de todos os fatores para se obter melhores

resultados.
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De acordo com Bezerra et al.,2002 e Myers & Montgomery, 1995, modelo
mais simples que pode ser usado na MSR baseia-se numa funcao linear. Para a
sua aplicagdo, € necessério que as respostas obtidas estejam bem ajustadas na

equacao:

y =B X1 BiXi + ¢ Eqg. (1)

Em que k € o nimero de varidveis, Bo € uma constante, i representa os
coeficientes dos parametros lineares, xi representa as variaveis e € € o residuo
associado aos ensaios. A superficie de resposta para um modelo linear ndo deve
apresentar qualquer curvatura. Para avaliar a curvatura, deve-se utilizar um
modelo de segunda ordem. Este modelo deve conter termos adicionais, que
descrevem a interacdo entre as diferentes variaveis experimentais. Desta forma,
um modelo para uma interacdo de segunda ordem apresenta os seguintes

termos:

y =B+ 2 BiXi+ Z’fsisj BijXiXj+¢& Eq.(2)

Em que Bi representa os coeficientes de interacdo. Para determinar os

pontos criticos (maximo ou minimo), é necessaria uma funcao polinomial que

contenha termos quadraticos:

Y = Bo+ Xicy BiXi + Xioq Bux? + Xhaicj BuyXiX; + € Eq. (3)

Em que Bii representa os coeficientes quadraticos.
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Para estudar o efeito de cada fator sobre uma determinada resposta,
devem-se variar seus niveis e observar o resultado que esta variagdo produz
sobre a resposta. Para realizar um planejamento fatorial completo, realizam-se
experimentos em todas as possiveis combina¢des dos niveis dos fatores.
Quando os fatores que influenciam na resposta sdo muitos e € desejavel avaliar
estes em mais de dois niveis, uma alternativa € a utilizacdo de planejamentos
fatoriais compostos centrais rodaveis (PFCCR). Geralmente, um PFCCR para k
fatores dividi-se em trés partes. A primeira, chamada de fatorial completo com 2k
experimentos. A segunda parte refere-se aos pontos axiais 2k e a ultima ensaios
realizados no ponto central que podem ser repetidos quantas vezes for
necessario (Barros Neto et al.,2007).

O uso de MSR é muito utilizado em otimizacao de técnicas para avaliacdo
da atividade antioxidante em alimentos e bebidas (Karacabey & Mazza, 2010;
Prasad et al., 2011; Wijngaard et al., 2011) e para a otimizacdo de técnicas
analiticas, como por exemplo, cromatografia liquida de alta eficiéncia (Fonseca

et al., 2004) e em andlise por injecdo em fluxo (Lima et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico por injecdo em fluxo adaptado ao ensaio

de DPPH para determinacéo da atividade antioxidante total de vinhos.

3.2. Objetivos Especificos

. Adaptar a andlise da atividade antioxidante utilizando o radical DPPH a
um sistema FIA com zonas coalescentes.

. Otimizar variaveis, tais como: fluxo do carregador; comprimento das alcas
e comprimento do reator através da metodologia de superficie de resposta.

. Aplicar o método FIA proposto e otimizado para determinacdo da
atividade antioxidante total em vinhos.

. Comparar os resultados obtidos pelo método FIA proposto com os do
método convencional.

. Correlacionar a atividade antioxidante total obtida através da anélise de
DPPH com a atividade antioxidante em relacdo ao conteddo de compostos

fendlicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras

As amostras de vinhos foram adquiridas no comércio local, sendo que
foram selecionados dois tipos de vinhos denominados populares e finos. Para
os vinhos populares foram adquiridos duas amostras de vinho tinto e uma de
vinho branco. Para os vinhos finos, foram seis amostras da mesma marca, quatro
tintos e dois brancos, produzidos a partir das uvas Tannat, Cabernet Sauvignon,
Merlot, Chardonay e Riesling. Ambos os vinhos foram produzidos na regiao Sul
do Brasil sendo o vinho popular produzido no estado do Parana e os finos no

estado do Rio Grande do Sul.

4.2. Preparo das solugdes

Foram preparadas solug6es metandlicas de DPPH (Sigma- Aldrich) em
diversas concentracdes. Estas solugbes foram preparadas no momento da
analise e protegidas da luz.

Solucgdes de acido galico nas concentragdes 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0
i mol L foram preparadas diluindo-se massas devidamente pesadas do acido
(Sigma) em metanol.

O solvente metanol utilizado como agente transportador no sistema FIA foi

previamente sonificado por 40 min.
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4.3. DPPH convencional

O ensaio para determinagdo da atividade antioxidante das amostras
através da captura do radical DPPH foi realizado de acordo com Nixdorf &
Gutierrez (2010). Aliquotas de 100,0 p L das amostras de vinhos devidamente
diluidas em metanol foram adicionadas a 2,90 mL de uma solu¢cdo metandlica
de DPPH (6,0.10°mol L't), homogenizadas e mantidas por 30 min sob abrigo da
luz. Em seguida, os valores de absorbancia foram medidos no comprimento de
onda de 515 nm no espetrofotbmetro Varian (Cary 50). A curva analitica foi
preparada a partir de solugdes metandlicas de Trolox (Merck) nas concentracfes
de 0,80 a 6,0.10* mol L. A resposta foi expressa em equivalentes mol L de

Trolox por mL da amostra de vinho.

4.4. Determinacdo de compostos fendlicos totais

Para determinacdo dos fendlicos totais foi utilizado o método analitico
proposto por Granato et al.,, 2010 que se baseia no método colorimétrico
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Aliquota 250,0 p L da amostra de vinho,
diluidas 25 vezes em &gua, foi adicionada a 250,0 pu L do reagente de Folin-
Ciocalteu (Dinamica), também diluido em agua na proporcao 1:1, e a 2,0 mL de
agua. Apos 5 minutos, adicionou-se 250,0 u L de solucdo aquosa de carbonato
de sédio 10,0 g / 100,0 g. ApGs 60 min a temperatura ambiente sob abrigo da
luz, a mistura foi lida em comprimento de onda de 725 nm no espetrofotémetro

Varian (Cary 50).
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Para expressar os resultados, foi feita uma curva padrdo de acido galico

nas concentrages de 0 a 100,0 mg L.

4.5. Sistema FIA adaptado ao método DPPH

O sistema FIA com zonas coalescentes para o ensaio DPPH é mostrado
na Figura 5. Este sistema consiste em duas alcas, sendo L1 a algca da amostra
(vinhos diluidos em metanol) e L2 para o reagente DPPH. Ambas sé&o inseridas,
simultaneamente, no fluxo do agente carregador através de um injetor
comutador de acrilico que consiste em uma barra mével intercalada em duas
barras fixas (Figura 5a) (Bergamin et al.,1978). Ao movimentar a barra mével, o
reagente e a amostra sédo inseridos no fluxo carregador (metanol) e se
coalescem através de um conector de acrilico em “Y” (Figura 5b). Foi utilizada
uma bomba peristéltica de quatro canais (Ismatec) e tubos (Ismatec), resistentes
a solventes organicos, para propulséo dos fluidos. Todo o percurso analitico, as
alcas de amostragem e o reator foram feitos utilizando-se tubos de polietileno de
0,8 mm de diametro encapados com papel aluminio para proteger o reagente da
luz. Para a leitura do sinal absorbancia, no comprimento de onda de 515 nm, foi
utilizado um espectrofotdmetro (Varian-Cary 50) equipado com uma cela de fluxo

de quartzo.
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Figura 5. Representacdo esquematica do sistema FIA proposto para analise total de
antioxidantes. (a) posicao de amostragem e (b) posicédo de inje¢céo. L1 e L, representam
as alcas de amostragem e reagente, W o descarte, S a amostra, R o reagente, B o reator
e DET o detector.

4.6. Planejamento experimental

O primeiro passo para a realizacdo de um planejamento fatorial € avaliacéo
das variaveis do sistema. Neste caso, as variaveis estudadas foram fluxo do
carregador (mL min't), comprimento das alcas (cm) e comprimento do reator
(cm).

A fim de se avaliar a influéncia das variaveis na resposta, foi utilizado um
planejamento fatorial composto central rodavel (PFCCR). Os ensaios de tal
planejamento sdo divididos em trés partes. A primeira parte € composta pelo
planejamento fatorial comum 2K, onde k é o numero de fatores. A segunda refere-
se aos pontos axiais formada por nax = 2k e a terceira corresponde as replicatas
no ponto central. Os ensaios no ponto central permitem verificar se ha ou nao

falta de ajuste para o modelo proposto (Barros Neto et. al., 2007).
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As variaveis codificadas para os niveis superiores e inferiores foram

calculadas através da Equacéo 4:

X1—Xo
Xi = —% Eq. (4)

Em que, xié o valor da variavel codificada, X1 & o valor real do nivel maximo
ou do nivel minimo, Xo é o valor real do nivel central e X a média entre o valor
real do nivel maximo e do nivel minimo. Os pontos axiais foram calculados a

partir da equacéo 5:

a= 4 neg Eq.(5)

Em que a é o valor da variavel codificada e ntat € 0 nUmero de ensaios
referente ao planejamento fatorial 23 (Barros Neto et. al., 2007).

O planejamento proposto no presente trabalho possui trés fatores, portanto
um planejamento fatorial 22 completo ampliado com quatro replicatas no ponto
central e seis pontos axiais foi realizado, totalizando 18 ensaios. A resposta do
planejamento experimental foi o valor do coeficiente angular das curvas
analiticas (b), obtidas a partir de solucfes padrdes de acido galico (20,0 a 100,0
umolLt) e da solucdo do radical DPPH (8,0.10* molL?). A concentracdo da
solucéo do radical DPPH foi escolhida por apresentar valores de absorbancia de
aproximadamente 1 para leituras no comprimento de onda de 515 nm.

Os dados experimentais obtidos foram avaliados através do software

Design Expert 8.0.1. Este software além de elaborar a matriz do planejamento
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fatorial e 0 modelo matematico, também realiza a analise de variancia (ANOVA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Calculos daresposta

A resposta do planejamento para otimizacdo do método proposto foi
definido como sendo o coeficiente angular (b) obtido a partir da curva analitica
da altura méxima do pico versus a concentracdo do acido gélico utilizado nas
andlises. As concentracBes de acido galico utilizadas foram de 20,0 a 100,0 u
mol L! e a altura maxima foi obtida através da média das absorbancias maximas
dos fiagramas. Os picos foram obtidos através da reacdo entre o DPPH na
concentragdo 8,0.10* mol L' com as solucdes de A&cido gdlico nas
concentracOes citadas anteriormente. A Figura 6 apresenta o fiagrama obtido
para um dos ensaios do planejamento fatorial (Tabela 2). Neste caso, utilizou-se
fluxo de 1,00 mL min', comprimento das alcas de amostragem de 20,0 cm e

comprimento do reator de 400 cm.
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Figura 6. Fiagrama do método proposto para determinacao da atividade antioxidante
para o ensaio nas condicdes: fluxo de 1,00 mL min?, comprimento das alcas de
amostragem de 20,0 cm e comprimento do reator de 400 cm. Os picos referem-se as
analises em triplicata: os trés primeiros picos correspondem apenas a solucao de DPPH
(8,0.10* mol L), sem injecéo de acido galico, e os demais picos as injecdes de acido

galico nas concentragées de 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 u mol L, respectivamente.

Uma vez que os ensaios foram realizados em dias distintos, a absorbéncia
do reagente DPPH néo era reprodutivel devido a pesagens diferentes para o
preparo das solu¢cdes metandlicas com concentragéo igual a 8,0.10“ mol L.
Portanto, para contornar este problema, foi feita uma curva de calibrac&o obtida
através da leitura de diversas concentracdes de solu¢des metandlicas de DPPH
0,20; 0,40; 0,60; 0,80 € 1,0.10° mol L.

Esta curva foi obtida através do método proposto nas condic¢des: fluxo do
carregador de 0,50 mL min-, alcas do reagente e da amostra de 20 cm e reator
no comprimento de 120 cm.

A alca da amostra foi preenchida com metanol e a do reagente com DPPH

nas concentracdes 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1. 103 molL™.
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A equacao da reta para a curva analitica do padrdo de DPPH é mostrada

pela Equacéo 6, a qual apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,9992.

Abs = —0,02588 + 1879,124.[DPPH] Eq. (6)

A partir da Equacédo 6, foi calculado um valor considerado ideal de
absorbancia para a solucdo de DPPH de concentracéo igual a 8,0.10* mol L.
O valor ideal de absorbancia foi de 1,4774.

A partir do valor ideal de absorbéncia, calculou-se um fator de corregéao (f)
para cada experimento, dividindo-se 1,47742 pelo valor de absorbéncia do
controle de cada ensaio. Este controle foi obtido através da injecédo no sistema
FIA proposto apenas da solucdo metandlica (8,0.10* mol L) de DPPH na
condicdes: fluxo do carregador de 0,50 mL min't, comprimento das al¢cas do
reagente e da amostra de 20 cm e reator no comprimento de 120 cm.

As absorbancias maximas foram determinadas e sua média foi definida

como o denominador da Equacéao 7.

Valor ideal
f= Eq. (7)

" Valor do controle

Apés o célculo do fator de correcao (f), todos os valores de absorbancias,
obtidos através dos fiagramas dos ensaios do planejamento fatorial, foram
multiplicados pelo fator f. Em seguida, foram construidas curvas analiticas de
absorbancia corrigidas pelo fator f versus concentracédo de acido galico. A partir

destas curvas o coeficiente angular (b) foi obtido através de regressdes lineares.
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5.2. Planejamento Fatorial Composto Central Rodavel

Os valores codificados e os niveis dos valores reais sdo apresentados na
Tabela 1. A matriz do planejamento fatorial obtido através do software Design
Expert 8.0.6 e as respostas experimentais dos coeficientes angulares obtidos
sdo mostradas na Tabela 2. Uma vez que as curvas analiticas obtidas séo
decrescentes, os valores de b calculados sdo negativos. Logo, oS menores
valores sdo os considerados como sendo as melhores respostas.

Os ensaios foram realizados de forma aleatéria para evitar a ocorréncia de
distorcdo estatistica, ou seja, para impedir que desvios atipicos sejam
associados a combinacbes de niveis que nao existam. Sem fazer a
aleatorizacgéo, os erros podem parecer menores do que na realidade séo (Barros

Neto et. al., 2007).

Tabela 1. Variaveis reais com suas respectivas variaveis codificadas aplicadas
no PFCCR para a otimizagdo do método da andlise da atividade antioxidante

total através do sistema FIA proposto.

Parametros Variaveis codificadas
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Variaveis reais
Vazéao do fluxo carreador (mL min), x; 0,16 0,50 1,00 1,50 1,84
Comprimento das alcas (cm), X2 11,6 15,0 20,0 25,0 28,4
Comprimento do reator (cm), Xs 63,6 200,0 400,0 6000 7364
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Tabela 2. Matriz planejamento aplicado ao planejamento fatorial composto
central rodavel (PFCCR).

Ensaios X1 X2 X3 Yi
Fluxo Comprimento da  Comprimento do .
Inclinacéo
(mLmin-1) alga (cm) reator (cm)
1 0,5 (-1) 15,0 (-1) 200,0 (-1) -7593,54
2 1,5 (+1) 15,0 (-1) 200,0 (-1) -5632,91
3 0,5 (-1) 25,0 (+1) 200,0 (-1) -13108,63
4 1,5 (+1) 25,0 (+1) 200,0 (-1) -9798,06
5 0,5 (-1) 15,0 (-1) 600,0 (+1) -6041,96
6 1,5 (+1) 15,0 (-1) 600,0 (+1) -4898,35
7 0,5 (-1) 25,0 (+1) 600,0 (+1) -7247,68
8 1,5 (+1) 25,0 (+1) 600,0 (+1) -6460,55
9 0,16 (-1,68) 20,0 (0) 400,0 (0) -9076,29
10 1,84 (+1,68) 20,0 (0) 400,0 (0) -5238,70
11 1,0 (0) 11,6 (-1,68) 400,0 (0) -4747,59
12 1,0 (0) 28,4 (+1,68) 400,0 (0) -8514,05
13 1,0 (0) 20,0 (0) 63,6 (-1,68) -9511,78
14 1,0 (0) 20,0 (0) 736,4 (+1,68) -6413,70
15 1,0 (0) 20,0 (0) 400,0 (0) -6456,16
16 1,0 (0) 20,0 (0) 400,0 (0) -5899,25
17 1,0 (0) 20,0 (0) 400,0 (0) -7593,54
18 1,0 (0) 20,0 (0) 400,0 (0) -5650,94

* Em parénteses os valores codificados onde, (-1,68) e (+1,68) os pontos axiais, (-1) o nivel
minimo, (0) o ponto central e (+1) o nivel maximo.

Os dados foram ajustados a um modelo quadratico de acordo com a
Equacdo 8 em que fBo, Bi, € Bi Bj sdo os coeficientes da regressao (8o € 0
coeficiente linear, Bi € o efeito principal de todos os fatores, Bi € o termo

quadratico e i Bjjé o efeito de interagdo), € corresponde ao residuo deixado pelo

modelo e y a resposta dos valores previstos pelo modelo.

y=PBo+2i, Bij x; + Y Buxl+ Yo, Z?=i+1 Bijx1x; + & EQ. (8)
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A Tabela 3 apresenta os dados obtidos através da ANOVA. A fim de se
avaliar a significancia dos fatores e as interagdes dos mesmos, foi realizado o
teste F. A partir dos graus de liberdade dos fatores, ja calculados pelo software,
determinam-se os valores de f tabelado (Fiwab) no nivel de 95% de confianca. Se
o valor de F calculado (Fcal) pelo software para os fatores for maior do que o valor

de Fab, 0 fator em questéo é significativo.

Tabela 3. Analise da variancia (ANOVA) para os fatores xi, X2 € Xa.

Soma Graus de Média
Termos Fealc F 0,05 v
quadratica liberdade (v) Quadratica
Modelo 7,274.107 9 8,083.10° 14,11 3,39
X1 1,366.10° 1 1,366.10° 23,84 5,32
X2 2,583.10 1 2,583.107 45,10 5,32
X3 2,041.10° 1 2,041.107 35,63 5,32
X1X2 1,234.10° 1 1,234.10° 0,22 5,32
X1X3 1,395.10° 1 1,395.108 2,44 5,32
X2X3 5,973.108 1 5,973.108 10,43 5,32
X1 1,393.10° 1 1,393.10° 2,43 5,32
X2 2,684.10° 1 2,684.10° 0,47 5,32
X3 4,809.10° 1 4,809.10° 8,39 5,32
Residual 4,582.10° 8 5,728.10°

*Em que x1€ o fluxo, x2 0 comprimento das al¢as, xs comprimento do reator; XiXz, X1X3 € X2X3

sdo as interacdes entre os fatores e x12,x22 e x3? 0s termos quadraticos.

De acordo com a Tabela 3, pode-se observar que os fatores fluxo (x1),
comprimento das alc¢as (x2) e comprimento do reator (xs), assim como a interagéo
alca-reator (x2x3) e o reator ao quadrado (x3?), foram todos significativos. A
equacao que define o modelo quadratico foi modificada excluindo-se os termos

nao significativos conforme a Tabela 3. Tal ajuste é apresentado na Equacgéo 9.

y = —977,38 + 1999,87x, — 620,68x, — 0,49104x; + 0,86404x,%; — 0,013347x2 Eq. (9)
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De acordo com a Equagéao 9, os fatores correspondentes ao comprimento
do reator e ao comprimento das algcas possuem sinais negativos. Isto significa
gue o aumento destes niveis tende a diminuir a resposta (b). Por outro lado, o
fator correspondente ao fluxo apresentou sinal positivo, logo, ao se elevar seus
niveis, a resposta tende a aumentar. A interacdo comprimento da alga-
comprimento do reator atuou de maneia sinérgica sobre a resposta. Ou seja, 0
aumento de seu nivel promove um aumento na resposta.

O teste F foi usado para se avaliar a significancia estatistica da regresséo
e a falta de ajuste do modelo proposto, em nivel de 95 % de confianca,
compararam-se os valores de Fca e Fup. Para a significancia estatistica da
regresséo, observaram-se valores de Fca maiores do que os de Fub, logo, a
regressao é significante. Em contrapartida, a falta de ajuste nao foi significativa
guando avaliada pelo teste F. Neste caso, valores menores de Fwab indicaram que
o modelo quadrético se ajusta aos dados experimentais obtidos.

A Figura 7 apresenta o grafico das respostas previstas em relacdo as
respostas observadas. De acordo com a figura pode-se observar uma boa
concordancia entre toda a faixa de valores estudada. A andlise de varianca
ANOVA para o modelo ajustado, desconsiderando-se os fatores néo
significativos, esta apresentada na Tabela 4. O valor porcentual de variagdo do
modelo, ou seja, a razdo entre a soma quadratica do modelo e a soma quadratica

total foi de 90,21 %. Isto significa que 9,79 % séo residuos.

34



-4000.00 —

-6000.00 —

-8000.00 —

Valores previstos

-10000.00 —

-12000.00 —

-14000.00 —

I I I I I
-14000.00 -12000.00 -10000.00 -8000.00 -6000.00 -4000.00

T
Valores experimentais

Figura 7. Comparacdo das respostas observadas pelas respostas previstas pelo

modelo quadratico

Tabela 4. Analise da variancia ANOVA para o modelo ajustado.

Termos Soma Graus de Média Fearc F o005
guadratica liberdade Quadratica

Modelo 6,976.10’ 5 1,395.107 22,11 3,18

Residuos 7,570.10° 12 6,309.10°

Falta de ajuste 5,331.10° 9 5,923.10° 0,79 8,79

Erro puro 2,240.10° 3 7,465.10°

Total 7,733.107 17

% de variacdo explicada: 90,21%

5.3. Analise das superficies de resposta

As superficies de respostas tridimensionais das interacdes descritas pela
Equacdo 8 sdo apresentadas na Figura 8. Estes graficos apresentam-se em
funcéo de dois fatores e o terceiro fator € mantido no seu ponto central. A Figura
8a é referente a interagdo comprimento do reator e comprimento da algca. Nota-

se que quando o comprimento do reator encontra-se em seu nivel minimo e o
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comprimento da alga em seu nivel maximo, a resposta tende a ser ainda mais
negativa. A interacdo comprimento da alca e fluxo pode ser observada na Figura
8b. Os menores valores das respostas foram observados ao se manter o
comprimento das algas Li e L2 em seu nivel maximo e o fluxo em seu nivel
minimo. De acordo com a Figura 8c quando o comprimento do reator e o fluxo
encontram-se em seus niveis minimos, um valor mais negativo de b foi
observado.

Segundo Ruzicka et al. (1981), a altura do pico de um fiagrama &
diretamente proporcional ao comprimento da alca da amostra devido ao maior
volume da mesma que é adicionado. Porém, um aumento do percurso analitico
promove uma maior dispersao da amostra. Assim, comprimentos de reatores
maiores e alcas de amostragem menores tendem a diminuir o sinal analitico.

O efeito do fluxo em sistemas FIA foi observado por Shpigun et al., (2006)
e Nalewajko — Sieliwoniuk et al., (2008). Quando fluxos menores séo utilizados,
0 tempo de residéncia da amostra e do reagente no sistema FIA sdo maiores.
Logo, por se tratar de uma reacdo quimica, esta se estende quase que
completamente e o sinal transiente aumenta significativamente. Por outro lado,
fluxos abaixo de 0,80 mL min' nédo sdo interessantes devido ao alto tempo que

se gastaria com as analises (Ruzicka et al., 1981).
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A Figura 9 mostra a interacéo entre o comprimento da algca e comprimento
do reator foi significativa como apresentado pela Equacdo 9. A falta de
paralelismo das linhas indica que ha interagcdo entre os fatores como
apresentado pela equacéao 9.

Interagdo

C: Tamanho do reator (cm)

a
s —

A0 —

=
ll.'-:l A0 —d e _ t
= e = i
= e -
5 —— T T
m. T T —
— — - T -
7] F0a00 —— —— ——
8 ~ . e =
. _ -
- - S -
- o e =

15.00 1700 19.00 21.00 2300 25.00

B: Tamanho da alga (cm)

Figura 9. Interacdo entre o comprimento da al¢a e do reator (cm).

5.4. Ensaios otimizados

Apos a avaliacdo da ANOVA e do efeito dos fatores na resposta do sistema
FIA proposto, o software sugeriu diversos ensaios com os valores dos niveis em
seus niveis 6timos, ou seja, com melhores respostas.

Um destes ensaios propostos foi selecionado e a escolha deste levando
em consideracdo o minimo consumo do reagente e do carregador e alta
frequéncia analitica. O consumo de reagente pode ser diminuido ao se utilizar
alcas menores, ou seja, menores volumes. No entanto, algas com comprimentos

muito reduzidos tendem a aumentar a dispersdo do reagente no fluxo do
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carregador, e logo, o sinal analitico diminui. O fluxo do carregador nao deve ser
muito baixo, pois como conseqiéncia tem-se a diminuicdo da frequéncia
analitica. Por outro lado fluxos muito altos sdo indesejaveis, pois provocam
turbuléncias no sistema FIA (Ruzicka et al., 1981) e gerag&o de bolhas.

Os parametros sugeridos pelo modelo, o valor previsto pelo modelo e a
resposta obtida experimentalmente encontram-se na Tabela 5. O ensaio
proposto foi reproduzido em triplicata e o coeficiente de variagéao foi calculado

através da Equacéo 10.

Coef.de variagio(%) = % x 100 Eq. (10)

Em que X,,_, € 0 desvio padrdo e X é a média entre o valor obtido

experimentalmente e o previsto pelo modelo.

Tabela 5. Condicdes 6timas sugeridas pelo modelo e as respostas dos valores

previstos e obidos experimentalmente.

Fluxo Comprimento das Comprimento do Valor Valor Coeficiente de
(mL/min) algas (cm) reator (cm) previsto experimental variagao (%)
1,12 18,5 234,6 -7319,86 -7517,12 1,33

O baixo valor do coeficiente de variagdo entre o valor previsto pelo modelo
e o valor obtido experimentalmente, foi um indicativo que o método apresentou
boa repetibilidade. O presente ensaio foi utilizado para analisar a atividade

antioxidante total em amostras de vinhos.
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5.5. Efeito da diluicdo nas amostras de vinhos

A Figura 10 mostra os espectros de absorcao para a solugédo de DPPH
(6,0.10° molL?) e para a amostra de vinho tinto popular em diversas diluicées
(1:5, 1:10, 1:15, 1:20 e 1:25) em metanol. Através dos espectros de absorc¢ao foi
possivel observar que a amostra de vinho sem diluicdo apresenta uma absorgéo
méaxima, assim como a solu¢gdo metandlica de DPPH (6,0.10°mol L
1), em comprimentos de onda préximos a 525 nm. Logo, esta absorcdo da
amostra de vinho sem diluicado poderia interferir na absor¢cdo de DPPH tornando
os resultados, obtidos da analise da atividade antioxidante total, irreprodutiveis.
No entanto, quando a amostra de vinho passou a ser diluida, houve uma baixa
absorcdo em comprimentos préximos a 515 nm. Assim, adotou-se a diluigdo 1:25
para realizar as andlises nas amostras de vinho. A Figura 11 mostra 0s espectros
de absorcgéo para a amostra de vinho branco riesling onde se pode observar que
ndo houve absor¢cdo nos comprimentos de onda proximos a 515 nm, nao
interferindo, portanto, nas analises da atividade antioxidante total por captura do

radical DPPH.
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Figura 10. Espectros de absorcdo do reagente DPPH (6,0.10° molL?) e do
vinho tinto popular nas dilui¢des 1:5, 1:10, 1:15, 1:20 e 1:25.
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Figura 11. Espectros de absorc¢éo do reagente DPPH (6,0.10° molL™?) e do vinho

branco riesling sem diluicdo, 1:5, 1:10.
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5.6. Aplicagbes do método em amostras de vinho

Para expressar os resultados da atividade antioxidante total obtidos pelo
método FIA proposto foi realizado uma curva analitica de Trolox nas
concentracdes de 8,0 a 32,0 m mol L (Figura 12). O ensaio FIA para a
construcéo da curva analitica de Trolox foi realizado nas condigfes: fluxo de 1,12
mL mint, comprimento das alcas de amostragem de 18,5 cm e comprimento do
reator de 234,6 cm. A equacao da regressao linear obtida para a curva analitica

de Trolox foi y = 2224,375x + 16,0.10°3, com R=0,9997.

1,0

0mM

0,8 - 0,08 mM

0,6 +

0,4 -

Absorbancia

0,2

0,0

Tempo (min)

Figura 12. Fiagrama para o ensaio nas condigées: fluxo de 1,12 mL min*, comprimento
das alcas de amostragem de 18,5 cm e comprimento do reator de 234,6 cm. Os picos
referem-se as analises em triplicata: os trés primeiros picos correspondem apenas a
solucdo de DPPH (8,0.10* mol L), sem injecdo de Trolox, e os demais picos as injecdes

de Trolox nas concentragdes de 8,0; 16,0; 24,0 e 32,0 m mol L, respectivamente.

A Figura 13 mostra o fiagrama do método proposto, nas condigdes

otimizadas (Tabela 5) para determinagdo da atividade antioxidante total em
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amostras de vinhos, obtido a partir das injecdes do DPPH 8,0.10* molL* e das
amostras de vinhos. De acordo com a figura pode-se observar que os sinais

transientes foram bem resolvidos e com minima disperséao.

DPPH

] Vp
10{ Re cd
Ctm Tn ©S Mt

Absorbancia
o
(@)]

o
N

0 10 20 30 40 5 60
Tempo (min)

Figura 13. Fiagrama do método proposto para determinacdo da atividade antioxidante
para a injecdo do DPPH (8,0.10* mol L) e para as amostras de vinho sendo: vinho
popular tinto (Vp) e para os vinhos finos tem-se, Tannat (Tn), Cabernet Sauvignon (Cs),
Merlot (Mt), mistura dos trés uvas anteriores (Ctm), Chardonay (Cd) e mistura das uvas

Riesling Italico e Chardonay (Rc).

Os resultados da atividade antioxidante total (AAT) dos vinhos obtidos
através do fiagrama do método proposto (Tabela 5) foram correlacionados com
os resultados do método convencional (item 4.3) a fim de se avaliar a
aplicabilidade do método (Figura 14). De acordo com a figura, pode-se observar
gue os valores obtidos pelo método convencional foram maiores do que para o
método proposto, isto se deve possivelmente devido as diferengas existentes
entre as metodologias, tais como as concentra¢des dos reagentes e dos padroes

da curvas analiticas e os fatores de dilui¢éo.
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Método convencional

-2 T T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Método proposto

Figura 14. Correlagéo entre os resultados da atividade antioxidante obtidos pelo
método convencional e método proposto para as amostras de vinho sendo os valores
ideais em vermelho e os experimentais em preto.

A Equacdo 11 refere-se a regressao linear entre os valores desta
correlacéo a qual apresentou um valor de R = 0,9817. A partir desta equacao, os
dados obtidos pelo método proposto foram ajustados em relacdo ao método

convencional. Os valores sédo apresentados na Tabela 6.

y = 2,35781x — 0,00208 Eq.(11)

Em que y é o valor de absorbancia obtido pelo método convencional e x é o

obtido através do método proposto.
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Tabela 6. Atividade antioxidante total (AAT) das amostras de vinho obtida
através do método convencional e pelo método proposto.
AAT (mM de Trolox por mL de vinho)

Amostras Método )
convencional Método proposto Desvio Relativo
Tannat 12,76 + 8.103 12,28 + 2.10 3,8
Cabernet Sauvignon 12,90 + 4.10°3 11,84 + 2.10%? 8,2
Merlot 11,34 + 4,103 12,61 +2.10° -11,2
Cabernet/Merlot/Tannat 13,34 + 4,103 13,39 + 3.102 -0,4
Chardonay 1,32 +3.10°% 1,84 + 3.107? -39,4
Riesling/Chardonay 1,31+9.10° 0,95 + 2.102 27,5
Vinho tinto popular 1,11 +3.10°® 1,52 + 3.10? -36,9

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6 avaliou-se, segundo o
teste t, a significancia dos métodos. De acordo com os resultados, ndo houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos pelo método proposto e pelo
meétodo convencional em nivel de 95 % de confianca para todas as amostras de
vinho.

O limite de gquantificacao e o limite de deteccao foram calculados de acordo
com Fonseca et al. (2004), apresentando os valores de 8,824.10° e 2,647.10°°
mol L &cido galico/mL de vinho, respectivamente.

O método proposto apresentou uma freqiiéncia analitica de 41 analises por
hora e uma economia de 58 % no consumo do reagente DPPH e 62,6 % no
agente transportador metanol em comparagcdo com o método convencional.

Como pode ser observado na Tabela 6, os vinhos finos tintos, ou seja, 0s
provenientes das uvas Tannat, Merlot e Cabernet Sauvignon, apresentaram uma
maior atividade antioxidante em relacao ao vinho popular. Esta diferenca deve-

se principalmente a melhor qualidade das uvas finas e também do processo de
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vinificacdo das mesmas (Beer et al., 2002; Roussis et al., 2008). Com relag&o
aos vinhos brancos, os fabricados pelas uvas Chardonay e Riesling
apresentaram menor atividade antioxidante em relagéo ao popular. Ainda pode-
se afirmar que todos os vinhos tintos finos apresentaram maior atividade
antioxidante do que as variedades de vinhos brancos devido a sua composi¢cao
ser rica em antocianinas, substancia que ndo é encontrada em vinhos brancos
(Arnous et al., 2002; Roussis et al., 2008). De uma forma geral, os vinhos tintos

apresentaram maior atividade antioxidante total do que o vinho branco.

5.7. Compostos Fenolicos Totais

Os valores do contetdo de compostos fendlicos totais presente nas
amostras de vinho, expressos em equivalentes de acido galico por mL de vinho,
encontram-se na Tabela 7. A partir dos resultados obtidos, pode-se observar que
0s vinhos tintos, principalmente os vinhos tintos finos, apresentaram maior
conteldo destes compostos quando comparados as amostras dos vinhos
brancos. Esta diferenca deve-se, principalmente, a auséncia de antocianinas nos

vinhos brancos.
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Tabela 7. Conteddo de compostos fendlicos totais, em equivalentes de acido

gélico (EAG) por mL de vinho, para as nove amostras de vinho.

Compostos Fendlicos Totais
Amostras

(g EAG mL?)
Tannat 3,62
Cabernet Sauvignon 3,61
Merlot 3,02
Cabernet/ Merlot/Tannat 3,56
Chardonay 0,60
Riesling/Chardonay 0,49
Vinho popular tinto 1 2,23
Vinho popular tinto 2 2,03
Vinho popular branco 0,64

Os compostos fendlicos sdo os principais constituintes nos vinhos e séo
responsaveis pela atividade antioxidante total desta bebida. Muitos trabalhos
reportam que a atividade antioxidante dos vinhos € diretamente proporcional ao
seu contetudo de compostos fendlicos (Lucena, 2010; Minussi, 2003; Pachén,
2004; Paixdo, 2007). A Figura 15 mostra a correlacdo entre atividade
antioxidante total determinado pelo método proposto e os valores de fendlicos

totais determinado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu.
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Fendlicos Totais (g EAG / mL de vinho)

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016 0,018
AAT (mM de Trolox / mL de vinho)

Figura 15. Correlacao da atividade antioxidante total com o contetdo de fendlicos totais
nas amostras de vinhos.

O calculo de regressao linear do gréafico de correlacdo apresentou um
valor de coeficiente de correlacdo (R) igual a 0,9815. O valor de R proximo a 1,
indica que as atividades antioxidantes estéo diretamente correlacionados com o

conteudo de compostos fendlicos presente nos vinhos (Vaqueiro et al., 2010).
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6. Conclusdes

No presente trabalho foi proposta uma nova metodologia para a
determinacdo da atividade antioxidante total, utilizando o radical DPPH, atraves
de sistemas FIA.

Esta nova metodologia foi otimizada utilizando a MSR e um planejamento
composto central com pontos axiais que avaliaram se os efeitos dos parametros
fluxo, comprimento das alcas e comprimento do reator foram significativos.
Através da andlise de variancia (ANOVA), os dados foram ajustados a um
modelo quadratico que determinou que todos os fatores, a interacdo
comprimento das algas-comprimento do reator e o efeito quadratico do
comprimento do reator foram significativos. Ainda de acordo com a ANOVA, o
modelo quadratico proposto foi significativo e ndo apresentou falta de ajuste a
nivel de 95 % de confianca.

O método otimizado foi aplicado em amostras de vinho tinto e branco e os
resultados obtidos foram correlacionados aos resultados do método
convencional para a anélise de DPPH. Através desta correlacdo concluiu-se que
ndo houve diferenca significativa nos resultados obtidos para os dois métodos.
Logo, o método proposto pode ser utilizado para determinacdo da atividade
antioxidante total em amostras de vinho com a vantagem de economizar 58 %
no consumo do reagente DPPH e 62,6 % no solvente metanol em comparacéao
com o método convencional.

Com base nos resultados obtidos, observou-se que os vinhos tintos,

principalmente os vinhos tintos finos, apresentaram maior atividade antioxidante
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e maior contetdo de compostos fenélicos quando comparada ao vinho branco.

Isto se deve a auséncia de antocianinas nos vinhos brancos.
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