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resumo

vinho, oxidacg&o, radicais livres, actividade antioxidante.

Durante os ultimos anos um vasto nimero de trabalhos tém vindo a divulgar o
valor nutricional dos compostos antioxidantes. Sendo o vinho uma fonte rica
em antioxidantes, muitos destes trabalhos foram realizados nesta matriz, onde
a concentracdo destes antioxidantes esta relacionada com o teor em radicais
livres no organismo humano (principal causa do envelhecimento). Porém, os
vinhos séo sistemas dindmicos que mudam continuamente a sua composicao
em funcdo da exposicdo a temperatura, oxigénio, luz, etc. Neste trabalho
pretendeu-se realcar o valor de algumas moléculas ditas com poder
antioxidante na proteccdo a oxidacdo do préprio vinho, sobretudo nos vinhos
brancos cujo problema tem um impacto econémico, ndo negligenciavel, no
sector viticola. E objectivo deste trabalho conseguir relacionar a presenca de
alguns destes compostos com a resisténcia a oxidacdo do vinho. Para isso, foi
desenvolvida uma técnica de fraccionamento prévio do vinho por extrac¢éo
liquido-liqguido sendo a actividade antioxidante de cada fraccdo avaliada
através da aplicacdo de dois métodos utilizando radicais livres. Foram
analisados vinhos brancos de diferentes idades nomeadamente de
envelhecimento normal e de envelhecimento forcado onde, neste Ultimo
conjunto de vinhos, se tentou avaliar simultaneamente o impacto de certos
pardmetros (temperatura, oxigénio e didxido de enxofre) na actividade
antioxidante dos mesmos. Para além de vinhos brancos foram igualmente
analisados vinhos do Porto tintos de diferentes idades (2 e 10 anos). Algumas
das fracgBes que revelaram maior poder antioxidante foram sujeitas a andlise
espectral por RMN a fim de tentar caracterizar as familias de compostos nelas
envolvidas e conhecer a natureza dos mecanismos e das espécies envolvidas
na proteccdo ao oxigénio: A resisténcia a oxidacdo. Para uma eficaz
interpretacdo dos resultados foi dada a conhecer, na seccdo da Introducéo, a
composicdo do vinho bem como as concentracbes dos compostos
normalmente encontradas nesta matriz e identificaram-se familias de
compostos com reconhecida actividade antioxidante como é o caso dos
compostos polifendlicos.
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During the past few years, an important number of works have revealed the
nutritional value of antioxidants. Much effort has been focused on wines
because they constitute a very rich source of antioxidants, where their
concentration is related with the levels of free radicals in the human body.
Wines are dynamic systems that change continuously in response to exposure
to temperature, oxygen, light, etc. In the present work the value of some
recognized molecules as antioxidants in the protection of wine oxidation is
distinguished, given special care to white wine, where this problem has a great
economic impact in the wine sector. The aim of this study is to achieve a
relationship between the presence of some antioxidants with the resistance to
wine oxidation. For this reason, a previous fraction technique of wine by a
liquid-liquid extraction was developed and the antioxidant capacity of each
fraction was evaluate by two free radical methods. White wines of normal and
forced aged have been analysed. In the forced aged wines an attempt to
evaluate the impact of some parameters, namely, temperature, oxygen and
sulphur dioxide, in their antioxidant activity was made. Besides white wines,
Port wines were also analysed (two and ten years old). RMN analysis was
performed in the highest antioxidant capacity fractions in order to attempt the
characterization of the involved species in oxygen protection: the resistance to
oxidation. In order to afford an efficient interpretation of the results, the
introduction of this work provides a report of the wine composition, as well as
the range of compound concentrations usually found in wine, and a description
of recognised families with antioxidant activity like phenolic compounds.
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Abreviaturas e simbolos

13¢C — carbono 13
'H — protéo

1J(CH) — constante de acoplamento entre protdes e carbonos que distam de 1
ligacdo

2J(CH) - constante de acoplamento entre protdes e carbonos que distam de 2
ligagOes

3J(CH) - constante de acoplamento entre protdes e carbonos que distam de 3
ligacdes

AA — acido ascorbico

AAR - actividade anti-radicalar

ABTS - acido 6-[2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolinil)] sulfénico

ABTS®** — catido-radical do acido 6-[2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolinil)] sulfénico
AG — acido gélico

Cat — catequina

COSY - espectro de RMN de correlagcéo espectroscopica homonuclear,
bidimensional

DPPH — 2,2 — difenil-1-picril-hidrazina

DPPH® — radical 2,2 — difenil-1-picril-hidrazilo



HMBC — espectro de RMN de correlacédo espectroscépica heteronuclear,
bidimensional, a longa distancia (deteccéo inversa)

HSQC — espectro de RMN de correlag@o espectroscopica heteronuclear,
bidimensional (deteccéo inversa)

L.D.D — limite de deteccédo

L.D.Q — limite de quantificacao

RMN — ressonancia magnética nuclear

BHA — 2-terc-butil-4-metoxifenol

BHT — 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol

ESR — espectroscopia de ressonancia de spin electrénico

EPR — espectroscopia de ressonancia paramagnética de electréo
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1 — Introducao

Durante os ultimos anos um vasto numero de trabalhos tem vindo a
divulgar o valor nutricional dos compostos polifendlicos como antioxidantes.
Sendo o vinho uma fonte rica em polifendis, com caracteristicas antioxidantes e
simultaneamente com actividade biologica, muitos destes trabalhos foram
realizados nesta matriz. Porém, os vinhos sdo sistemas dindmicos que mudam
continuamente a sua composicdo em fungdao da exposicdo a temperatura,
oxigénio, luz, etc. Como consequéncia, a oxidagcao dos compostos polifendlicos,
bem como de outros compostos existentes no vinho, esta directamente
relacionada com a actividade antioxidante que pode mudar durante o

envelhecimento e condigdes de armazenamento do vinho.

Neste trabalho pretendeu-se conhecer a natureza das espécies envolvidas
na resisténcia a oxidagdo. Para isso, desenvolveu-se uma técnica de
fraccionamento prévio do vinho, para separagao e extracgao dos compostos nele
existentes, tendo sido aplicadas metodologias para avaliar a actividade
antioxidante de cada fracgdo. O impacto de certos parédmetros (temperatura,
oxigénio e SO) na actividade antioxidante foi igualmente avaliado simulando o
envelhecimento e condigdes de armazenamento do vinho.

Para uma eficaz interpretacdo dos resultados é necessario conhecer a
composi¢cao do vinho bem como as concentracbes dos compostos normalmente
encontradas nesta matriz. E igualmente necessario identificar familias de
compostos com reconhecida actividade antioxidante como € o caso dos
compostos polifendlicos. Estes temas serdo abordados no ponto 1.1 da

Introducédo — A composigao do vinho.



1.1 — A composic¢édo do vinho

1.1.1 - Familias de compostos existentes no vinho

Hidratos de carbono — Dos acucares existentes no vinho as hexoses mais
importantes sdo a glucose e a frutose (Figura 1), enquanto que as pentoses com
maior abundéncia sdo a arabinose e a xilose (Figura 2) (Handbook of Enology,
2000). Nos vinhos secos existe sempre uma quantidade de acgucar residual que

nao é metabolizado, cerca de 1 a 2 g/L de agucar residual.
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B-(D)-glucopiranose B-(D)-frutofuranose

Figura 1 — Representagéo das projecgdes de Haworth da glucose e da

frutose.
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Figura 2 — Representagao das projec¢des de Haworth da arabinose e da

xilose.

Alcoois — Logo a seguir & 4gua que representa 85 % a 90 % do volume do vinho,
o etanol (C,) é o constituinte mais abundante sendo o suporte do aroma e do
“bouquet” do vinho. A concentracdo de etanol varia em fungéo do tipo de vinho.
Assim, para vinhos da regido dos Vinhos Verdes a concentragdo em etanol varia
entre 9 % a 10 %, enquanto que um vinho do Porto tem cerca de 20 % de etanol.
Os vinhos brancos tém normalmente menos quantidade de etanol (10 % a 12 %)
que os vinho tintos (12 % a 14 %). O glicerol (C3) €, logo a seguir ao etanol, o
alcool existente em maior quantidade com concentragdes que podem variar entre
5 a 20 g/L (Ribéreau-Gayon et al., 1972). O 2,3-butanodiol (C4) existe em
quantidades que podem variar entre 0,3 a 1,35 g/L (Ribéreau-Gayon et al., 1972).
Na Tabela 1 estdo representados os alcoois mais importantes encontrados no
vinho. Os alcoois com mais de 2 atomos de carbono sdo denominados de alcoois
superiores. A maior parte destes alcoois sao produzidos durante a fermentacao
alcodlica. Ha um limite maximo para as suas concentragbes uma vez que alguns
destes alcoois podem ser téxicos para o organismo. Na Tabela 2 estdo
representados os alcoois mais importantes bem como as concentracdes

normalmente encontradas no vinho.

Formula Nome N° Carbonos
CH,;-CH,-OH Eanol G
CH,OH-CHOH-CH,OH Glicerol G
CH3-CHOH-CHOH-CH,4 2,3-Butanodiol G
CH,OH~(CHOH),-CH,OH Eitritol G
CH,OH~(CHOH),-CH,OH Arabitol G
CH,OH~(CHOH),-CH,OH Manitol G
CH,0OH~(CHOH),-CH,OH Sorbitol G
(CHOH), Meso-inositol G




Tabela 1 — Alcoois e polidis mais importantes encontrados no vinho
(Handbook of Enology, 2000).

Formula Alcoois Concentragio no vinho

H-CH,OH Metanol * 8-269 mg/L

CH3-CH,-CH,OH 1-Propanol 5-125mg/L

CH,5-CH,-CH,-CH,OH 1-Butanol 0,003-8,5mg/L
CH,4 _

CHS-éH-CHZOH 2-Metil-propan-1-ol 9-174 mg/L

THa

CH,-CH,-CH-CH,OH 2-Metil-butan-1-ol ** 87 - 564 mg/L
Il

CH;-CH-CH,-CH,0H 3-Metil-butan-1-ol ** 87 - 564 mg/L

d-CH,-CH,OH 2-Fenil-etanol 4 -197 mg/L

CHs~(CH,),-CH,OH Hexanol 0,3-12mg/L

Tabela 2 — Alcoois com mais do que 2 atomos de carbono (&lcoois
superiores) mais importantes encontrados no vinho (Handbook of Enology,
2000).

* - Nao é considerado alcool superior.

** - Ao conjunto destes dois alcoois superiores chama-se alcoois amilicos.

Polidis — Os polidis sdo alcoois poli-hidroxilados provenientes das aldoses:
eritritol (C4) 30-200 mg/L; arabitol (Cs) 25-350 mg/L; manitol (Cg) 90-750 mgl/L;
sorbitol (Cg) 30-300 mg/L; meso-inositol (Cg) 220-730 mg/L (Ribéreau-Gayon et
al., 1972). Na Tabela 1 estdo representadas as férmulas de estrutura dos polidis

mais importantes encontrados no vinho.

Acidos organicos — Os &acidos organicos existem sob duas formas no vinho:
forma livre, correspondendo a acidez total e a maior parte dos acidos organicos, e
outra parte na forma de sais combinados com certos compostos do vinho,

determinada pela alcalinidade das cinzas. Na Tabela 3 e Figura 3 estdo



representados os acidos organicos mais importantes bem como as concentragdes
normalmente encontradas no vinho. A estes acidos devemos juntar o acido
ascorbico (Figura 4). O acido ascoérbico é um agente redutor mais forte que os
fendis e reduz as correspondentes quinonas a semiquinonas ao pH do vinho. O
acido ascorbico surge naturalmente nas uvas numa concentragao que varia entre
10 a 100 mg/L. No entanto, desaparece rapidamente durante o processo de
vinificagdo. Em alguns vinhos brancos pode ocorrer adigdo de acido ascorbico (50

a 100 mg/L) como agente antioxidante.

Acido Origem Concentracdo no vinho
Acido tartarico uva 2-6g/L
Acido mélico uva 1-659/L
Acido citrico uva 05-1g/L
Acido succinico  fermentativa 05-1g/L
Acido lactico fermentativa 02-25g/L

Tabela 3 — Acidos organicos mais importantes encontrados no vinho
(Handbook of Enology, 2000).

OOOH COOH
HO——H |C|-|2 CH,-CO0H
H—OH HA*— OH HO—Q— OOOH
OOOH OOOH CH,-COOH
Acido —L (+) - tartéarico Acido —L (-)- mélico Acido citrico
OOOH
& CoOH
EHZ Hgif OH
(|I)OH CH,
Acido succinico Acido lactico

Figura 3 — Estrutura dos acidos organicos mais importantes encontrados no

vinho.
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Figura 4 — Estrutura do acido ascorbico.

Acidos organicos de cadeia alifatica — O composto mais importante desta série
de moléculas € o acido acético em concentragdes que nao devem ultrapassar as
0,5 g/L (0,1 a 0,4 g/L). Este composto € um subproduto da fermentagao alcodlica
pelas leveduras. No entanto, a sua formagcao também esta relacionada com a
actividade bacteriana (bactérias lacticas e/ou acéticas). Na Tabela 4 estao
representados os acidos gordos mais importantes bem como as concentragdes

normalmente encontradas no vinho.

Férmula Nome Concentragio no vinho
H-COOH Formico 0,05g/L
CH4-COOH Acético 054g/L
CH,;-CH,-COOH Propidnico (C3) 05-15mg/L
CH,-CH,-CH,-COOH Butandico (C4) (butirico) 05-15mg/L
Isobutandico (iC4) 0,05-5mg/L
CH,;-CH,-CH,-CH,-COOH  Valérico (C5) 05-15mg/L
Isovalérico (iC5) 0,05-5mg/L
CH5-(CH,),-COOH Hexanaico (CB) (capraico) 05-15mg/L
CH,-(CH,)s-COOH Octandico (C8) (caprilico) 05-15mg/L
CH,-(CH,)g-COOH Decanoico (C10) (caprico) 05-15mg/L
CH,3-(CH,),,-COOH Dodecandico (C12) (ladrico) 05-15mg/L

Tabela 4 — Acidos organicos mais importantes encontrados no vinho
(Handbook of Enology, 2000).

Sais de acidos minerais e acidos organicos — O vinho contém cerca de 2 a 4
g/L de sais de acidos minerais e alguns acidos organicos. Catiées: O potassio é o
catidao dominante com concentragées que podem variar de 0,5 a 2 g/L. A
concentragdo de calcio varia entre 80 a 140 mg/L, enquanto que o sodio

apresenta valores entre 10 e 40 mg/L. Uma quantidade de sodio superior pode



indicar adi¢ao fraudulenta de sais alcalinos para desacidificar o vinho. O vinho
possui mais magnésio (60-150 mg/L) do que sdédio e pequenas quantidades de
manganés (1-3 mg/L) podem ser encontradas em todos os tipos de vinho
(Handbook of Enology, 2000). A concentragdo média de ides ferro e cobre no
vinho é de 2,8 a 16 mg/L e 0,11 a 3,6 mg/L, respectivamente (Ough e Amerine,
1988). Estes ibes metalicos tém uma relativa importancia para os endlogos dada
a sua fonte de instabiliza¢gdes no vinho. No entanto, estes ides metalicos tém um
papel bastante importante na quimica do vinho. Anides: Os principais anides
minerais existentes no vinho sao os fosfatos (vinho branco: 70-500 mg/L; vinho
tinto: 150 mg/L a 1 g/L) e os sulfatos (100 a 400 mg/L), embora esta concentragao
tenda a aumentar com o envelhecimento, devido a oxidagdo do SO,, podendo
alcangar concentragdes de 2 g/L. Também estdo presentes cloretos com
concentragbes inferiores a 50 mg/L e nitratos em quantidades vestigiais
(Handbook of Enology, 2000).

Esteres — Os ésteres sdo conjuntamente com os alcoois superiores, o etanol e a
agua os constituintes maioritarios do vinho. Os ésteres sao formados quando uma
funcao alcool reage com uma funcao acido, com eliminagdo de uma molécula de
agua. Considerando as suas concentragdes no vinho, os ésteres etilicos de
acidos organicos sdo os mais abundantes, seguindo-se os acetatos de alcoois
superiores e o0s ésteres etilicos de acidos gordos. Na Tabela 5 estédo
representados os ésteres mais importantes bem como as concentragdes

normalmente encontradas no vinho.



Férmula Esteres etilicos de &cidos orgnicos _Concentragdo no vinho
CH;00C-CH,-CH,-COOCH,4 Succinato de dimetilo 0,5-30 mg/L
CH,;CH,00C-CH,-CH,-COOCH,CH;  Succinato de dietilo 0,5-30mg/L
HOOC-CH,-CH,-COOCH,CH, Mono-succinato de etilo 0,5-30mg/L
CH;-CHOH-COOCH,CH; Lactato de etilo 0,5-400 mg/L
Acetatos de alcoois superiores
CH5-COOCH,CH; Acetato de etilo 0,15-300 mg/L
Q-|3
O—|3-OOO-CI-|2-CI-|2-<‘L,I-< Acetato de isoamilo 0,05-5mg/L
G-'S
CH,;-COOCH,(CH,),CH; Acetato de hexilo 0,05-5mg/L
CH;-COOCH,CH,® Acetato de feniletilo 0,05-185mg/L
CH,
ma-ooo.a-iz-%:-« Acetato de isobutilo 0,05-5mg/L
CH, .
Esteres etilicos de acidos gordos

CH5-CH,~-CH,-COOCH,CH;4 Butanoato de etilo (C4C2) 0,05-5mg/L
CHa-(CH,),-COOCH,CH; Hexanoato de etilo (C6C2) 0,05-5mg/L
CH3-(CH,)s-COOCH,CH; Octanoato de etilo (C8C2) 0,05-5mg/L
CH;-(CH,)s-COOCH,CH, Decanoato de etilo (C10C2) 0,05-5mg/L
CHs-(CH,);,-COOCH,CH5 Dodecanoato de etilo (C12C2) 0,05-5mg/L

Tabela 5 — Esteres mais importantes encontrados no vinho (Handbook of Enology,
2000).

Compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) — Um grande numero de

aldeidos e cetonas foi ja identificado nos vinhos. Na Tabela 6 estédo
representados os compostos carbonilicos mais importantes bem como as
concentragdes normalmente encontradas no vinho. O composto carbonilico que
existe em maior quantidade no vinho é o etanal (Tabela 6). A excepcéo do etanal
e da 3-hidroxi-2-butanona (acetoina) (Tabela 6), a maior parte deste tipo de
compostos esta presente em quantidades vestigiais. A Figura 5 representa as
estruturas da B-ionona [4-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexenil)-3-buteno-2-ona] e da B—

damascenona [4-(2,6,6-trimetil-ciclo-hexa-1,3-dienil)-2-buteno-4-ona].



Formula Compostos carbonilicos Concentragio no vinho
CH;-CHO Banal 7-252mg/L

3

CH,-CH-CH,-CHO

3-Metilbutanal

®-CHO Benzaldeido 6-500 pg/L
O-CH,-CHO Fenilacetaldeido 0,12 mg/L
CH3~(CH,),-CHO Hexanal 0-2ug/L
CH,-CHO-C-CH,
I Acetoina (3-hidroxi-2-butanona) 0-140mg/L
o
CH;-CO-CO-CH; Diacetilo (2,3-butanodiona) 0,2-4,1mg/L
CH3-0C0-CO-CH,-CH;4 2,3-Pentanodiona 10-100 pg/L
H-CO-CO-H Glioxal 2-45mg/L
CH,-CO-CO-H Metilglioxal 1-3mg/L
/N 2-Furfural * 0-10,3 mg/L
CHO
/ N\ S )
5-Hidroximetil-2-furfural 0-87mg/L
HO-H,C CHO
/ N\ . -
5-Metil-2-furfural 20-400 pg/L
H,C CHO
ver Fig 5 B-lonona 0-30pug/L
ver Fig 5 -Damascenona 5-170 yg/L

Tabela 6 — Compostos carbonilicos mais importantes encontrados no vinho
(Etievant, 1991).

*

e ** - Estes compostos tém origem na degradagao térmica dos agucares.
** - (Silva Ferreira, 1998).

=

B-lonona B-Damascenona

Figura 5 — Estruturas da p-ionona e da -damascenona.

Acetais — Um acetal é formado quando um aldeido reage com um alcool (Figura

6). A reacgao envolve duas moléculas de alcool e uma molécula de aldeido.
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Cerca de vinte compostos deste género ja foram reportados na literatura, sendo o
mais importante o dietoxietano (Figura 7) que resulta da reac¢éo do etanal com o

etanol. As reac¢des de acetalisacao sao desaceleradas pela presenca de SOa,.

OR
RCHO +2R-OH < RHC
OR

Figura 6 — Formagao de um acetal.

O-CH,CH,

Figura 7 — Estrutura do dietoxietano.

Lactonas — as lactonas sdo formadas por uma esterificagado intramolecular entre
uma fung¢ado acida e uma fungao alcool. A y-butirolactona encontra-se no vinho na
ordem do miligrama por litro e resulta da esterificagdo do acido y-hidroxibutirico
(Figura 8). O sotolon (3-hidroxi-4,5-dimetil-2 (5H) -furanona) (Figura 9) também ja
foi identificado em vinhos em concentragdes na ordem dos 5 ug/L e pode resultar
da condensagao entre o acido 2-oxobutirico e o etanal (Handbook of Enology,
2000). Finalmente, existem lactonas libertadas pela madeira durante o estagio em

barricas como € o exemplo da cis- e da trans-3-metil-y-octalactona (Figura 10).

i
COOH C
| |
CH, CH, 0
| ﬁ‘ |
|CH2 |CH2
CH,OH CH,

H,O
Acido y-hidroxibutirico y-Butirolactona

Figura 8 — Formacéo da y-butirolactona.
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Figura 10 — Estrutura da cis-3-metil-y-octalactona.

Terpendis — Os terpendis pertencem a familia quimica dos alcoois. Estes
compostos existem nas uvas na forma livre ou ligados a agucares. Nos vinhos da
casta moscatel ou em vinhos aromaticos tém relevante importancia no aroma dos
mesmos. Os compostos mais importantes sdo o linalol, o geraniol, o nerol, o a-
terpeniol e o citronelol (Figura 11). Estes compostos podem existir em
concentragdes na ordem dos 100 pg/L até 1000 pg/L em vinhos muito aromaticos
ou de castas em que estes compostos inteiram os aromas varietais como é o

caso da casta moscatel.
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OH

(O
XL LXK

Linalol Geraniol Nerol a—terpeniol

Citronelol

Figura 11 — Terpendis mais importantes encontrados no vinho.

Compostos fendlicos — Existem 4 tipos de compostos fendlicos no vinho: acidos
fendlicos, flavonoides, antocianinas e taninos. As uvas e os vinhos tém &cidos
fendlicos, nomeadamente, acidos benzdéicos e cindmicos (Figura 12) em
concentragbes na ordem de 100 a 200 mg/L em vinho tinto e 10 a 20 mg/L em
vinho branco (Handbook of Enology, 2000). Foram identificados 7 acidos
benzodicos: acido p-hidroxibenzodico, acido protocatéquico, acido vanilico, acido
galico, acido siringico, acido salicilico (acido orto-hidroxibenzdéico) e acido
gentisico (acido 2’,5-di-hidroxibenzodico), estes dois ultimos em quantidades
vestigiais. Em relacdo aos acidos cinédmicos foram identificados o acido p-
cumarico, o acido caféico, o acido ferulico e o acido sinapico. Nas uvas e nos
vinhos, a maior parte dos acidos fendlicos encontram-se ligados a acgucares,
acidos organicos ou alcoois. As formas livres predominam nos vinhos,
principalmente nos vinhos tintos. Numa solugao hidroalcodlica, os acidos fendlicos
nao apresentam cor mas podem ficar com cor amarela devido a oxidacao. Estes
compostos sdo os precursores dos compostos fendlicos volateis, por accédo de
certos microrganismos. Os etilfendis e os etilgaiacois estdo presentes nos vinhos
tintos enquanto que no vinho branco predominam os vinilfendis e os vinilgaiacois
(Figura 13). Quando os vinhos sdo envelhecidos em madeira, por quebra das

ligacbes das lenhinas aquando da sua manufactura, ha formacdo de varios
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compostos: gaiacol, metilgaiacol, etilgaiacol, propilgaiacol, alilgaiacol (isoeugenol),
siringol e metilsiringol (Figura 13). O tirosol (p-hidroxifeniletanol, Figura 14), que
também se inclui neste tipo de compostos, esta presente em vinhos tintos e
vinhos brancos (20 a 30 mg/L) e é formado durante a fermentagao alcodlica. Os
estilbenos sao outra familia mais complexa de compostos fendlicos presentes em
uvas e vinhos. Estes compostos tém dois anéis benzénicos geralmente ligados
por etano ou etileno. Dentro desta familia o trans-resveratrol (Figura 15) é
reconhecido pelas suas caracteristicas antioxidantes, encontrando-se em vinhos
tintos numa concentracdo que pode variar entre 1 a 3 mg por litro. Dentro da
familia dos flavondides encontram-se os compostos derivados do nucleo 2-
fenilcromona, flavonas e flavondis, e os derivados do nucleo 2-fenilcromanona,
flavanonas e flavanondis. Os compostos que existem em maior quantidade no
vinho sao os flavonéis (campferol, quercetina e mircetina, respectivamente com 1,
2 e 3 grupos hidroxilo no anel lateral, Figura 16). Estes compostos tém cor
amarela e existem nas peliculas das uvas tintas e brancas, embora o vinho
branco apenas contenha os primeiros dois compostos (campferol e quercetina)
(Ribéreau-Gayon et al., 1964). Estas moléculas estdo presentes no vinho tinto em
concentragdes na ordem dos 100 mg/L, enquanto que no vinho branco a sua
concentragéo esta compreendida entre 1 a 3 mg/L (Handbook of Enology, 2000).
As antocianinas correspondem aos pigmentos vermelhos das uvas tintas e estao
presentes nos vinhos tintos em concentragbes na ordem de 200 a 500 mg/L.
Cinco compostos foram identificadas em uvas e vinhos, cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina e malvidina (Figura 17). Estes compostos sdo muito mais
estaveis na forma glicosilada (antocianinas) do que na forma de aglicona
(antocianidinas). Os taninos sao assim denominados por fazerem precipitar as
proteinas ou outros polimeros derivados de plantas com € o caso dos
polissacarideos. Podem existir na forma de taninos galicos (hidrolisaveis) ou
taninos condensados, polimeros de catequina (Figura 18) e epicatequina (Figura
19). Os taninos hidrolisaveis incluem os galotaninos e os elagitaninos. Estas
moléculas localizam-se nas grainhas e nas peliculas das uvas. Nos vinhos tintos
existem 1-3 g/L de taninos, enquanto que em vinhos brancos existem em

concentracdes de algumas dezenas de mg /L.
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Acidosbenzéicos
Acido p-hidroxibenzvdico
Acido protocatéquico
Acido vanilico
Acido gdlico
Acido siringico
Acido salicilico

OO N - - - -

Acido gentisico

OH

OcH,
OH

OcH,
H
H

OH
OH
OH
OH
OH

R Acidoscinamicos
H Acido p-cumérico
H Acido caféico

H Acido fertlico

OH

OCH
H
OH

A Acido sinapico

Figura 12 — Acidos fendlicos encontrados no vinho.
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Rilfenol
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Gaiacol
Metilgaiacol
Bilgaiacol
Vinilgaiacol
Propilgaiacol

Alilgaiacol

Sringol

Metilsiringol

Figura 13 — Compostos fendlicos volateis encontrados no vinho.



Figura 14 — Estrutura do tirosol (p-hidroxifeniletanol).

7 N\
-
OH

Figura 15 — Estrutura do frans-resveratrol.

OH

HO 0o

OH

OH O
campferol (R’3=R’s=H); quercetina (R’3=0H, R’s=H); mircetina (R’3=R’s=0H)

Figura 16 — Estrutura do campferol, quercetina e mircetina.
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OH

HO

F

OH

OH
cianidina (R’3=0OH, R’s=H); peonidina (R’3=0OCHs;, R’s=H); delfinidina
(R,3=R’5=OH);
petunidina (R’3=0H, R’s=OCHp3;); malvidina (R’3=R’s=OCH3)

Figura 17 — Principais antocianidinas encontradas no vinho: cianidina,

peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina.

OH

Figura 18 — Estrutura da (+) -catequina.

OH

OH

HO o

"1IOH

OH

Figura 19 — Estrutura da (-) -epicatequina.
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Compostos com atomos de azoto: Existem duas formas de azoto nos mostos e
vinhos: azoto mineral ou inorganico e azoto organico. O azoto mineral existe na
forma de sais de aménio (NH;"). Apdés o envelhecimento do vinho existem
algumas dezenas de mg/L de azoto inorganico. O azoto organico esta subdividido
em 8 familias: 1 — Aminoacidos; 2 — Oligopeptideos e polipeptideos; 3 —
Proteinas; 4 — Amidas; 5 — Aminas biogénicas; 6 — Acidos nucleicos; 7 — Agticares
aminados; 8 — Pirazinas. Os aminoacidos sao uma importante fonte de azoto em
mostos e vinhos. A concentragao total de aminoacidos livres pode variar de 1 a 4
g/L. Os aminoacidos predominantes no vinho sdo a alanina, a serina, a arginina e
a prolina, assim como o acido glutdmico e a sua forma de amida a glutamina que
podem chegar a concentragdes da ordem da centena de miligrama por litro. Os
aminoacidos mais importantes no vinho estio listados na Tabela 7. A glutationa é
um importante tripeptideo. O seu residuo de cisteina reage parcialmente com
quinonas resultantes da oxidacado dos fendis. Os vinhos tintos contém proteinas
livres que precipitam com os taninos. Por outro lado, os vinhos brancos e os rosés
podem conter concentracdes variadas de proteinas que podem chegar as
centenas de mg por litro, provenientes das uvas. A familia das amidas esta
representada por pequenas quantidades de asparagina e glutamina (Tabela 7). A
ureia e o carbamato de etilo também estéo incluidos neste grupo. O vinho contém
pequenas quantidades de ureia (menos de 1 mg/L) que pode ser um percursor do
carbamato de etilo. Foram reportados valores médios de carbamato de etilo, em
vinhos de todos os tipos, de 7,7 + 5,5 pg/L (Monteiro et al., 1989). As aminas
biogénicas sao particularmente controladas devido aos seus efeitos nocivos para
a saude humana (caso da histamina). A origem das aminas biogénicas é
bacteriana. Do ponto de vista bioquimico as aminas biogénicas sdo formadas por
descarboxilagdo dos aminoacidos. Os vinhos contém geralmente alguns mg/L de
aminas biogénicas, embora alguns vinhos excedam as concentragbes maximas
previstas pela lei (10 mg/L). Existem pequenas quantidades de glucosamina e

galactosamina no vinho. As pirazinas sao heterociclos de 6 membros com dois
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atomos de azoto (Figura 20). Estes compostos tém elevado impacto olfactivo e

participam no aroma de algumas castas (por ex. Cabernet Sauvignon).
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Aminoéacidos Abreviatura R
Alanina Ala CH;,
_NH,
Arginina Arg CH,-CH,-CH,-NH-C
NH,
-+
. /O
Acido aspartico Asp CHZ_C(O
/O
Asparagina Asn CHZ-C<
NH,
-0
Gitrulina Git (CH,)s-NH-CT
NH,
Cisteina Cys CH,-SH
o A =
Acido glutamico Gu CH,-CH,-CT
O
_O
Glutamina Gn CH,-CH,-C
NH,
Gicina Gy H
CH, ———
Histidina His HN\/N
Isoleuci I s
soleucina e CH-CH,-CH,
CH,
|
Leucina Leu CHZ—CIEH
CH,
Lisina Lys (CH,)4-NH+
Metionina Met CH,-CH,-S-CH;3
Ornitina Orn (CH,)s-NH4+
Fenilalanina Phe CH, @
COO-
Prolina* Pro
H
Serina Ser CH,-OH
. OH
Treonina Thr |
CH-CH,
Tirosina Tyr CH, @—OH
CH,
|
Valina Val CH
I
CH,
CH,
Triptofano Trp [ |
N
H
Tabela7 - Aminoacidos maisimportantes encontrados no vinho.
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* - A estrutura da prolina ndo obedece a estrutura geral dos aminoacidos.

Rs N R,
X
_

R; N R,

Figura 20 — Estrutura geral das pirazinas.

Compostos com atomos de enxofre. Existem dois tipos de compostos de
enxofre: leves (ponto de ebulicdo abaixo de 90 °C) e pesados (ponto de ebulicdo
acima de 90 °C). Estes compostos sdo produzidos pelas leveduras, durante a
fermentagdo, bem como durante o processo de vinificagdo, estagio em madeira
ou durante a conservagao em garrafa. Na Tabela 8 estdo descritos os principais
compostos de enxofre leves bem como as concentragbes normalmente
encontradas no vinho. Apesar da concentragao do sulfureto de dimetilo (DMS) ser
praticamente zero em vinhos novos, ao fim de um ano pode atingir 6 pg/L
atingindo um valor maximo ao fim de 5 a 10 anos (0 — 474 ug/L) (Loubser e Du
Plessis, 1976).

Compostos de enxofre Concentragdes no vinho
de baixo peso molecular (ug/l)
Sulfureto de hidrogénio (H,S) 0,3

Sulfureto de dimetilo (CHz-S-CHs) 14
Metanotiol (CH;-SH) 0,7

Banotiol (CH5-CH,-SH) 0.1
Dissulfureto de carbono (CS,) 1,7

Tabela 8 — Compostos de enxofre de baixo peso molecular (Handbook of
Enology, 2000).
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Na Tabela 9 estdo descritos os principais compostos de enxofre pesados bem

como as concentragdes normalmente encontradas no vinho.

Formula Compostos de enxofre Concentragdes no vinho
de elevado peso molecular (ug/L)
CH3-S-S-CH,4 Dissulfureto de dimetilo 0,1
HS-CH,-CH,-OH 2-Mercaptoetanol 72
CH;-S-CH,-CH,-CHO 3-Metiltiopropanal (metional) 20
CH3-S-CH,-CH,-CH,-OH 3-Metiltiopropanol (metionol) 838
CH5-S-CH,-CH,-CHOH-CH, 4-Metiltio-2-butanol 36
N .
Q » Benzotiazol 2
S
CH3-S-CH,-CH,-OH 2-Metiltioetanol 56
0]
b 2-Metil-tetra-hidrotiofenona 68
H.,C S
CH;-S-CH,-CH,-CH,-NH, N-(3-metiltio)propilamina
CHj;-S-CH,-CH,-CH,-CONH-CH; N-(3-metiltio)propil-acetamida
CH3-CH,-COO-CH,-CH,-S-CH, Propanoato de 3-metiltioetilo 300 - 1500
CH;3-CO0-CH,-CH,-CH,-S-CH,4 Acetato de 3-metiltiopropilo 50-115

Tabela 9 — Compostos de enxofre de elevado peso molecular (Handbook of
Enology, 2000).
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1.1.2 — Familias de compostos com reconhecida actividade

antioxidante

1.1.2.1 - Compostos fendlicos

Os compostos polifendlicos contém varios subgrupos de acidos fendlicos e
flavondides. Mais de 5000 polifendis, incluindo 2000 flavondides, ja foram
identificados em plantas, frutos e algas estando este numero ainda a crescer
(Harborne, 1993). Os compostos fendlicos sao importantes antioxidantes naturais
devido aos seus elevados potenciais redox que permitem que estes compostos
sejam bons agentes redutores, dadores de hidrogénio e com capacidade de reagir

com espécies reactivas de oxigénio e de azoto.

O processo oxidativo € iniciado através da oxidacdo de derivados do
catecol tais como a (+)-catequina / (-)-epicatequina, galocatequina, acido galico e
0s seus ésteres, e o acido caféico, que constituem a familia de compostos
fendlicos mais facilmente oxidaveis no vinho (Singleton et al., 1987; Singleton et
al., 2000; Kilmartin et al., 2000). Estes compostos sdo oxidados sequencialmente
a semiquinonas e quinonas, enquanto que o oxigénio é reduzido a radicais
hidroperoxilo e perdxido de hidrogénio. Este processo é catalisado pelo ciclo
redox Fe**/Fe®*. O perdxido de hidrogénio é depois reduzido pelo Fe?*, pela
reaccdo de Fenton, a radicais hidroxilo capazes de oxidar grupos hidroxilo de
compostos saturados. Radicais intermediarios podem também reagir com o
oxigénio formando uma via adicional para a sua redugao. Assim, ambos os ides
férrico (Fe*") e ferroso (Fe®*), que estdo presentes no vinho, apresentam uma

funcao catalitica muito importante.
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1.1.2.2 - Carotendides

Os carotendides, incluindo as xantofilas (carotendides contendo oxigénio)
sdo compostos naturais que abundam como pigmentos em plantas. Até a data ja
foram identificados mais de 500 carotendides, a maioria destes em plantas e
algas (Delgado-Vargas et al.,, 2000). Os carotendides tém a capacidade de
capturar radicais peroxilo derivados de lipidos bem como espécies de oxigénio
singuleto (Stahl et al., 1997). A capacidade antioxidante dos carotendides pode
estar relacionada com a sua estrutura. Em sistemas muito conjugados, como é o
caso da astaxantina, a actividade antioxidante parece aumentar (Miki et al., 1991).
Nas uvas, a presenca de carotendides é reconhecida. O B-caroteno e algumas
xantofilas sdo abundantes nas uvas verdes (1 a 5 g/L), decrescendo durante a
maturacdo (1 a 2 g/L) (Oliveira et al., 2003). Estas moléculas podem ser
encontradas em vinhos do Porto (Guedes de Pinho et al, 2001) em

concentragdes que nao ultrapassam os 100 ug/L.

1.1.2.3 - Produtos da reacc¢éo de Maillard

A cor e o0 sabor dos alimentos podem ser atribuidas ao aquecimento de
acgucar e alimentos ricos em agucar. Os produtos da reaccdo de caramelizacio
sao responsaveis pelo sabor a caramelo bem como pelo desenvolvimento da cor
castanha (acastanhamento). Contudo, em sistemas que contenham
simultaneamente agucares e compostos aminados, como aminoacidos, peptideos
ou proteinas, a velocidade desta reaccdo aumenta. Assim, durante o tratamento
por aquecimento a reacgao de Maillard pode ter lugar, dando origem a diferentes

produtos.
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A reaccao de Maillard, nos alimentos, ocorre a temperaturas superiores a
50 °C e a um pH optimo entre 4 e 7 (Morales et al., 2001). No entanto, a
caramelizacdo requer temperaturas superiores a 120 °C e um pH 4ptimo
compreendido entre 3 e 9 (Kroh et al., 1994).

A maioria dos estudos de actividade antioxidante com produtos da reacgéo
de Maillard foram conduzidos em sistemas modelo contendo simultaneamente
estes produtos e lipidos. Alguns destes sistemas, que desenvolveram produtos da
reac¢ao de Maillard, estdo indicados na Tabela 10. A actividade antioxidante
destes produtos foi descrita pela primeira vez em 1954 (Franzke et al., 1954). No

entanto, a natureza deste tipo de compostos ainda nao € bem conhecida.

A adicdo de acucar e/ou aminoacidos a produtos de padaria, tais como
bolachas, acelera a reacgédo de “browning” aumentando a estabilidade contra a
oxidagao por rancidez (Bressa et al., 1996). O tratamento por aquecimento de
varios produtos derivados de leite conduz, no caso especifico do leite, a producéo
de grupos sulfidrilo formados a partir das proteinas do leite que aumentam a
estabilidade oxidativa do mesmo (Morales et al., 1998). No caso do café, os graos
de café submetidos a torrefacgdo tém um poder antioxidante superior aos graos
de café sem esse tratamento, tendo igualmente uma maior concentragdo em
compostos polifendlicos (Fuster et al., 2000). Esta observacédo sugere que estes
produtos da reac¢ao de Maillard tém um poder sinérgico, em adigdo com o0s

compostos fendlicos, na actividade antioxidante total dos gréos de café.

Compostos de elevado peso molecular como as melanoidinas, sao
apontados como sendo os produtos maioritarios formados por reacgdes de
‘browning” ndo enzimatico. As melanoidinas sdo substancias complexas de
elevado peso molecular, cuja estrutura ainda ndo € bem conhecida, podendo
aparecer em diferentes estagios do processamento de alimentos como o
aquecimento de concentrados de sumos e mostos, cervejas e vinhos. Foi
reportado que melanoidinas derivadas da D-xilose e da glicina tém uma

capacidade antioxidante comparada a de o BHA e o BHT (Hayase et al., 1999).
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Além disso, foram demonstrados efeitos sinérgicos deste produto com o tocoferol,

BHA e BHT na inibicao da auto-oxidagao do acido linoleico (Hayase et al., 1999).

As melanoidinas de alguns “vinhos doces” provenientes de Espanha foram
isoladas por dialise (peso molecular > 12000 Da) e a sua actividade antioxidante
avaliada pelo método do DMPD (N,N-dimetil-p-fenilenodiamina). No entanto, os
resultados obtidos demonstraram que apesar destas moléculas contribuirem para
a cor (Abs a 345 e 420 nm) a sua contribuicdo para a actividade antioxidante do

vinho inicial n&o € consideravel (Rivero-Pérez et al., 2002).

Apesar dos produtos da reacgdo de Maillard estarem associados
primariamente as melanoidinas, esta familia de compostos também contempla
alguns compostos volateis, responsaveis pelo aroma de alimentos cozinhados.
Recentemente, compostos volateis obtidos através de sistemas modelo de
glucose e cisteina demonstraram ter actividade antioxidante (Eiserich et al.,
1994). Da mesma forma, extractos cromatograficos obtidos com diclorometano a
partir dos produtos anteriores demonstraram ter inibido a oxidacdo do hexanal a
acido hexanodico (Shaker et al., 1995). Adicionalmente, varios compostos
heterociclicos contendo azoto e/ou enxofre, que sao os principais produtos da
reaccao de Maillard aromaticos, também exibem actividade antioxidante (Eiserich
et al., 1995). Como exemplo, alquiltiofenos, 2-tiofenotiol, 2-metil-3-furanotiol,
furfurilmercaptano, 2-tiotiazolina e o imidazol, que se encontram no café e no
vinho, inibem a oxidagdo do hexanal durante mais de 30 dias. Para além disso,
também possuem actividade antioxidante em sistemas que envolvem a
peroxidagao lipidica e métodos que envolvem a captura do radical tirosilo. O 1-
metilpirrol e varios dos seus 2-alquil homaologos inibem a oxidagdo do pentanal e
do hexanal (Macku et al, 1991). O 2-metilfurano exibe a maior actividade
antioxidante entre a familia dos furanos. Da mesma forma, o 2-metiltiofeno exibe
a maior actividade antioxidante entre a familia dos tiofenos (Eiserich et al., 1995).

Em geral, os tiazois tém cerca de um décimo da actividade antioxidante do BHT.
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Descrigdo do sistema Referéncia

Pré-gelatilizagdo de amido, glucose e lisina Mastrocola et al. , 2000

Cisteina e glucose Hserich et al. , 1992; Shaker et al. , 1995)
Gucose ou lactose, lising, alaninaou glicina Morales et al. , 2001

Derivados de tomate aquecido e café torrado Nicoli et al. , 1997

Compostos heterociclicos Fuster et al. , 2000; Bserich et al. , 1994 e 1995
Oleo de milho eglicina Macku et al. , 1991
GQucose/lisina e Frutose/lisina Jing et al. , 2000

Frutose e arginina Ide et al. , 1999

Gucose ou frutose e acido glutamico Anese et al. , 1999

Tabela 10 — Estudos de actividade antioxidante de alguns sistemas que

desenvolveram produtos da reacgao de Maillard.

1.2 — Processos de separacdo utilizados na extraccdo de

antioxidantes naturais

Neste trabalho pretendeu-se conhecer a natureza das espécies envolvidas
na resisténcia a oxidagdo. Para isso, desenvolveu-se uma técnica de
fraccionamento prévio do vinho para separacio e extracgao dos compostos com
possivel poder antioxidante. Neste ponto irdo ser abordados alguns dos

processos mais utilizados na extrac¢gao de compostos antioxidantes.

Existem diferentes processos de extrac¢cdo de antioxidantes naturais. A
natureza do material de partida bem como a sua bioactividade tém de ser
consideradas de modo a obter uma extracgcao eficiente. A lipofilicidade ou
hidrofilicidade dos antioxidantes tem também um grande impacto na eficiéncia da
extraccdo quando utilizamos solventes orgénicos. Alguns compostos como
lenhinas ou procianidinas, que podem estar esterificados ou polimerizados,

podem sofrer processos de hidrdlise antes da sua extraccao.
Diferentes métodos podem ser utilizados na extracgdo de antioxidantes

naturais. No entanto, a maior parte destes métodos envolvem a extrac¢ao por

solventes utilizando agua, solventes organicos ou gases liquidos, ou combinagdes
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entre eles usando diferentes condigdes de temperatura e de pressao, embora
outros métodos como pressao fisica, filtracdo, destilagdo ou adsorcdo sélida

(liquida ou em fase gasosa) possam igualmente ser utilizados.

O processo de extracgao a utilizar € determinado pelo tipo de antioxidantes
a extrair e pelo objectivo da extracgao (qualitativo ou quantitativo). Em geral, os
antioxidantes polares, como sdo o caso dos acidos fendlicos e glicosideos de
varios flavondides, sdo extraidos com &gua, alcoois, ou misturas destes
solventes. Para antioxidantes do tipo das agliconas de alguns flavondides e a

maior parte dos carotendides sao utilizados solventes organicos.

O metanol € normalmente mais utilizado do que o etanol devido ao seu
maior poder de extracgao. Solugdes de metanol e agua entre os 50 % e os 80 %
ja foram utilizadas na extracgcao de acidos hidroxicindmicos e varias familias de
flavondides. Quanto maior a percentagem de agua utilizada na composigdo do
solvente de extraccdo, maior o poder de extracgdo de glicosideos destes

compostos.

A extracgdo por solventes € um método que apresenta uma elevada
percentagem de recuperagao de antioxidantes naturais. No entanto, a utilizagao
de elevadas quantidades de solventes organicos € prejudicial para o meio
ambiente e para a saude. Existem varios métodos alternativos, utilizados na
extraccdo de antioxidantes naturais, que eliminam ou reduzem significativamente

0 uso de solventes organicos.

A extracgao em fase sélida (SPE) utiliza adsorventes soélidos para extrair os
compostos antioxidantes de matrizes liquidas como é o caso de sumos, cervejas
ou vinhos. E uma técnica facil, rapida e econémica, quando comparada & técnica
de extracgao por solventes. No entanto, esta técnica € maioritariamente usada na
purificacdo e pré-concentracdo de amostras devido a selectividade e saturagao

dos adsorventes utilizados.
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Mais recentemente, tém vindo a ser utilizadas outras técnicas de extracgao
como a extracgao assistida por microondas (MAE), a extracgao por fluido super-

critico (SFE) e a extracgao pressurizada por liquidos (PLE).

A extraccao assistida por microondas (MAE) é uma técnica relativamente
nova que combina as microondas com o uso tradicional de solventes. Nesta
técnica é importante que o solvente de extracgdo utilizado tenha uma boa
polaridade uma vez que, solventes com elevada constante dieléctrica (polares)
absorvem maior energia na zona das microondas resultam numa maior eficiéncia
de extraccado (Hong et al., 2001). Esta técnica oferece algumas vantagens tais
como: 1 — tempo curto de extracgdo (alguns minutos); 2 — volume reduzido de
solventes; 3 — maior eficiéncia de extracgao.

A determinados valores de pressao e temperatura, certos gases, como o
CO,, podem ser liquefeitos a um estado chamado de fluido super-critico. Estes
fluidos possuem simultaneamente caracteristicas de gases e de liquidos. A
extraccao por fluido super-critico (SFE) tira partido de ambas as caracteristicas do
gas e do liquido. As caracteristicas de gas ajudam a difusao nos fluidos na matriz
tornando-os acessiveis aos compostos antioxidantes, enquanto que as
caracteristicas de liquido proporcionam um maior poder de solvatagdo destes
compostos. A maior vantagem deste método de extracgcdo € que se trata de
método limpo, ndo téxico e quimicamente inactivo. Por outro lado, trata-se de um
método muito dispendioso. A eficiéncia da extraccdo pode ser optimizada
modificando a densidade do CO», pela adicdo de solventes organicos. Este tipo
de extraccao dada a sua apolaridade é mais utilizado em antioxidantes do tipo
carotendide e outros compostos relativamente lipofilicos (Sabio et al., 2003; Sun
et al., 2002).

A extracgao pressurizada por liquidos (PLE) ou extrac¢cdo acelerada por
solventes tem sido utilizada na extracgédo de residuos ligados a pesticidas. Esta
tecnologia s6 recentemente foi utilizada em antioxidantes naturais (Palma et al.,
2001; Pineiro et al., 2004). Na extracgao pressurizada por liquidos sao utilizadas

altas pressdes e temperaturas de modo a obter uma elevada taxa de
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recuperacado. No entanto, a elevadas temperaturas alguns compostos fendlicos
como a catequina e a epicatequina podem sofrer degradacéo (14 % a 150 °C)
(Palma et al., 2001).

1.3 — Metodologias utilizadas para avaliar a actividade

antioxidante

Neste trabalho foram aplicadas metodologias para avaliar a actividade
antioxidante de fracgbes de vinho, apds separacao e extracgao do mesmo. Neste
ponto irdo ser abordados alguns dos métodos mais utilizados na avaliagdo da

actividade antioxidante de alimentos e sistemas bioldgicos.

Diferentes substratos, sistemas, e métodos analiticos sido utilizados para
avaliar o poder antioxidante de diferentes moléculas. Desta evidéncia conclui-se
que varios e diferentes métodos sdo necessarios para avaliar a eficacia dos

diferentes antioxidantes. A interpretagcdo do poder antioxidante de antioxidantes
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naturais tem de ter em conta o sistema bem como o método analitico utilizado

para determinar a extensao e o termo da oxidagéo.

Diferentes metodologias sdo referidas na literatura com o objectivo de
medir a “resisténcia a oxidacdo” de alimentos e sistemas bioldgicos. Estes testes
podem ser classificados em 3 grandes grupos: testes usados para avaliar a
peroxidagao lipidica, em que um lipido ou uma lipoproteina s&o usados como
substrato (Sanchez-Moreno e Larrauri, 1998), testes usados para medir a
actividade antiradicalar, baseados na captura de radicais livres, e testes
electroquimicos, em que a extensdo e o termo da oxidacdo s&o avaliados
electroquimicamente. Para além destas metodologias existe um método

especifico para medir compostos fendlicos totais (indice de Folin-Ciocalteu).

1.3.1 — Métodos baseados na peroxidagao lipidica

Um dos testes utilizados para avaliar a peroxidagao lipidica baseia-se
numa peroxidagado de lipidos sinaptossomais através de espécies reactivas de
oxigénio geradas a partir do oxigénio molecular por um sistema FeCl, / FeCls,
(Figura 21) (Braughler et al., 1986). A partir deste sistema, o Fe*" é oxidado a
Fe®* gerando o radical superéxido O,°" e a consequente formacdo do radical
hidroxilo (HO") com a interconversdo Fe®* / Fe** (Figura 21). O produto desta
oxidacgao (aldeidos) reage posteriormente com o acido tiobarbiturico (TBA), sendo
o malonaldeido (MDA), um aldeido com 3 atomos de carbono, um dos principais

produtos formados neste processo oxidativo. Neste ensaio o MDA reage com o
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TBA, na proporgcédo de 1 para 2, para formar um composto de cor vermelha
(Figura 22), o qual absorve a 532-535 nm e apresenta maximos de absorg¢ao
secundarios a 245 e 305 nm. A reacgdo ocorre em meio acido (pH 1-2) e a alta
temperatura (100 °C), no sentido de aumentar a sua velocidade e sensibilidade.
Como padrao, para a analise quantitativa, € usado normalmente o 1,1,3,3-

tetraetoxipropano (TEP), o qual liberta MDA e etanol, apés hidrélise acida.

(1) Fe** + O, --> Fe*" + 0,"
(2) Fe** + 0, --> Fe?* + O,
(3) Fe>* + Hy0, —> Fe?* + HO, + H*
(4) Fe** + H,0, --> HO® + OH™ + Fe®*" (reacgao de Fenton)

Figura 21 — Geragado de espécies reactivas de oxigénio a partir de um sistema

Fe?* /| Fe®*.

HS N OH s N OH HO N SH
\/(\ o o o \\/\ /\(
2 N _~ + H/U\/U\H TR NN T 20
HyO
OH OH OH
TBA MDA

Figura 22 — Formagédo de um composto de cor vermelha a partir da reacgéo de
TBA com MDA.

1.3.2 — Métodos baseados na captura de radicais livres

1.3.2.1 — Captura do radical hidroxilo (HO®)

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a captura de radicais hidroxilo
(HO®) é o método da desoxirribose, onde a velocidade da reacgdo do radical
hidroxilo com a desoxirribose, em presenca ou auséncia de um antioxidante, é

medida através de leituras espectrofotométricas, (Aruoma et al, 1994). Neste
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método, uma mistura de FeCl; e EDTA (acido etilenodiaminotetraacético), na
presenca de acido ascorbico (redutor), da origem ao complexo Fe(ll)-EDTA, que é
depois oxidado através de H,O; originando o complexo Fe(lll)-EDTA e o radical

HO?®, através da reaccéo de Fenton (Figura 21, 4).

Estes radicais (HO®) reagem com a molécula de desoxirribose,
degradando-a em varios fragmentos que reagem com o acido tiobarbiturico (TBA),
por aquecimento e a pH baixo, dando origem a um composto cromogéneo rosa
detectado espectrofotometricamente. A adicdo de um antioxidante ao meio
reaccional retarda o aparecimento do composto cromogéneo sendo o grau de
inibicdo da degradacdo da desoxirribose relacionado com a actividade

antiradicalar do antioxidante adicionado.

1.3.2.2 — Captura do radical peroxilo (ROO®)

Os radicais peroxilo (ROO®) sdo radicais usualmente encontrados em
sistemas biolégicos e utilizados em métodos de avaliagdo da actividade
antioxidante. Estes radicais s&o ligeiramente menos reactivos do que os radicais
hidroxilo (HO®), possuindo um tempo de semi-vida de segundos contra alguns

nanossegundos correspondentes ao radical HO® (Halliwell et al., 1984).

Métodos utilizando azo-compostos sdo muito utilizados em metodologias
que envolvem radicais peroxilo. Uma das metodologias utilizadas usa como
gerador de radicais livres o di-hidrocloreto de 2,2'-azobis-2-amidinopropano
(AAPH) (Figura 23). Este composto € soluvel em agua e a sua decomposicao
produz uma molécula de azoto e dois radicais alquilo que podem combinar entre
si, originando produtos mais estaveis, ou reagir com o oxigénio molecular para dar
origem a radicais peroxilo (Figura 24). O tempo de semi-vida do AAPH & de cerca
de 175 horas (37 °C, pH neutro), sendo a velocidade de geracdo dos radicais

livres constante durante as primeiras horas em solugdo (Niki, E., 1990). Estes
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radicais vao oxidar a albumina, sendo o produto desta reac¢ao (compostos
contendo grupos carbonilo) quantificado espectrofotometricamente (Keller et al.,
1993) para avaliar a actividade antioxidante do composto adicionado.

MH

M
e MNH

NH

Figura 23 — Estrutura do di-hidrocloreto de 2,2'-azobis-2-amidinopropano

(AAPH).
Fal CHa CHa NH, 1 1 CHa CHa NH; €1
+ | | + 20, -+ | - . | +
NH2=(|3—'51-—N=N—{IJ—C—NH2 — NH£=fI3—:l 07 . D:--’IJ—C'-NH'J
NH5 CHa CHa MH- CHs CHa

Figura 24 — Geragéao de radicais peroxilo a partir do AAPH.

1.3.2.3 — Método do ABTS para estimar a actividade antiradicalar

ABTS — Base do método

O método do ABTS, acido 6-[2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolinil)] sulfénico,

(Figura 25) é baseado na inibicao, pela adigdo de antioxidantes, da absorvancia
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do catido-radical ABTS®* (Figura 26), caracterizado pela absorcdo maxima de
uma banda a 417 nm e absorcgdes secundarias a 660, 734 e 820 nm. O método
original, metilmioglobina/ABTS, descrito por Miller et al. (1993) e Rice-Evans e
Miller (1994), é baseado na activacdo da metilmioglobina que, actuando como
peroxidase por acgao de H,O,, da origem a formagao do radical ferrilmioglobina.

Este radical vai posteriormente oxidar o ABTS, formando um agente cromogéneo

catido-radical altamente estavel, o catido-radical ABTS®".

(
_O?\EZEE#N/N#KELS%

Figura 25 - Estrutura do 4&acido 6-[2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolinil)]
sulfénico (ABTS).

(
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Figura 26 — Formacao do catido-radical ABTS®*".
Em termos de medi¢cdo da actividade antioxidante total (TAA) diferentes

estratégicas analiticas podem ser utilizadas e sdo baseadas na descoloragao ou

inibicdo da formacdo do catido-radical ABTS®*. No método da
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metilmioglobina/ABTS, proposto por Miller et al. (1993) e Rice-Evans e Miller
(1994), a adicao de um antioxidante ao meio reaccional retarda o aparecimento
do catido-radical ABTS®** sendo o periodo de tempo observado até que se forme o
radical registado e relacionado com o produzido por referéncias de concentragao
conhecida. Estes autores, Rice-Evans e Miller (1997), descobriram mais tarde que
os resultados obtidos pelo método da metilmioglobina/ABTS ou por o método da
descoloracdo do ABTS, em que o radical ABTS®*é gerado directamente pela
reducdo quimica de dioxido de manganés na auséncia de proteinas ou da
reacgcao com H>O,, sdo semelhantes. Mais recentemente, uma modificagdo ao
método original foi introduzida por Re et al. (1999), em que o catido-radical
ABTS®* é gerado directamente pela adicdo de persulfato de potassio. O radical é

de seguida misturado com o antioxidante sendo a percentagem de inibicao da

absorvancia a 734 nm calculada em fungao da concentragcdo dos antioxidantes.

No método do ABTS o grau de inibicdo obtido relaciona-se com o
produzido por referéncias de concentragdo conhecida de um analogo sintético da
vitamina E, acido (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-cromonil) férmico (“Trolox”)
(Figura 27). Esta comparacgao permite rotular o método de “TEAC” — Capacidade

Antioxidante em Equivalentes de Trolox.

CHs
HO o

OH
H4C O

Figura 27 — Estrutura do acido (6-hidroxi-2,5,7,8—tetrametil-2-cromonil)

férmico (Trolox).
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A geracado dos radicais livres antes da adicao de antioxidantes previne
interferéncias de compostos que afectem a formacdo dos mesmos. Uma vez que
o radical ABTS®*" pode ser dissolvido em agua ou em solugdes de etanol, este

meétodo pode ser utilizado na medigdo de actividade antioxidante de compostos

hidrofilicos e lipofilicos.

O mecanismo da reaccgdo do catido radical ABTS®* com os antioxidantes
pode ser por doagdo de atomos de hidrogénio, por transferéncia de electrdo ou
ainda através de uma combinagdo destes dois mecanismos (Rice-Evans et. al.,
1996; Tyrakowska et. al., 1999; Pannala et. al., 2001).

ABTS — Aplicagbes do método

O método da metilmioglobina/ABTS ja foi aplicado a flavondides e acidos
fendlicos derivados da fase aquosa de plantas (Rice-Evans et. al., 1995; 1997). A
contribuicdo relativa do acido ascorbico e de compostos fendlicos para a
actividade antioxidante de sumos de laranja e macgéd assim como bebidas
contendo groselha foi avaliada pelo mesmo método (Rice-Evans e Miller 1997). O
estado de antioxidantes lipossoluveis em plasma de pacientes com doenga de
Crohn (Genser et al., 1999), o efeito “in vivo” dos antioxidantes do cha verde
(Sung et al., 2000) e o efeito da vitamina E e de B-caroteno como suplementos
dietéticos na actividade antioxidante do plasma (Calzada et al., 1995) foram

também avaliados pelo método anterior.

Pelo mesmo método foram estimados os valores “TEAC” (Capacidade
Antioxidante em Equivalentes de Trolox) de polifendis poliméricos (Hagerman et
al., 1998), misturas de antocianinas (Degenhardt et al., 2000) e extractos de

metanol de plantas (Alzoreky e Nakahara, 2001).
Utilizando o método da descoloragdo do ABTS, em que o radical ABTS®* é

gerado directamente pela redugao quimica de diéxido de manganés, foi avaliado

o efeito antioxidante da quercetina, derivada da cebola, bem como de sumos de
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frutos (Young et al., 1999). A capacidade antioxidante de carotenos e xantofilas
(Miller et al., 1996), vinhos (Fogliano et al., 1999), fraccbes insolluveis em agua
derivadas de tomate (Leonardi et al., 2000), fracgbes de 3-flavondis de grainhas
de uvas (Castillo et al., 2000) e flavondides (Benavente-Garcia et al., 2000) foi

também avaliada pelo método anterior.

O método da metilmioglobina/ABTS, em presencga de H,O,, ja foi aplicado
na determinagédo da actividade antioxidante de compostos fendlicos derivados de
cereais (Zielinski et al., 2000), compostos polifendélicos derivados de vinho tinto
(Simonetti et al., 1997), cha verde e preto (Liebert et al., 1999), plantas medicinais

seleccionadas (Pietta et al., 1998) e cerveja (Szwaijgier et al., 2000).

Mais recentemente este método foi utilizado para avaliar a actividade
antioxidante de proantocianidinas de plantas medicinais (Maldonado et al., 2005),
compostos fenolicos da pimenta verde (Chatterjee et al., 2007) e na definicdo de
uma relagdo entre a estrutura e a actividade antioxidante de varios compostos

fendlicos (Nenadis et al., 2004).

1.3.2.4 — Método do DPPH para estimar a actividade antiradicalar

DPPH — Base do método

O 2,2—difenil-1-picril-hidrazilo (Figura 28:1) € um radical livre estavel. A
deslocalizagédo da carga (conjugacdo) desta molécula faz com que o radical seja
estavel e que a molécula ndo dimerize. A deslocalizacdo da também origem a
uma cor violeta caracterizada pela absor¢ao de uma banda entre 515-528 nm na

zona do visivel, duma solugdo em etanol (Molyneux, 2004).
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Quando uma solugdo de DPPH® é misturada com uma substancia que
possa doar atomos de hidrogénio, a molécula 1 (Figura 28:1) passa a forma
reduzida (Figura 28:2), nao radical, com a perda da cor violeta e aparecimento de
uma cor amarela residual atribuida ao grupo picrilo ainda presente.
Representando o radical DPPH como Z° e a molécula doadora de atomos de

hidrogénio por AH podemos escrever a reacgao:

Z°'+AH—ZH+A®

Onde ZH é a forma reduzida do DPPH® e A® é um radical livre produzido pela
reaccao anterior (Molyneux, 2004). Esta capacidade de reacgado com moléculas
doadoras de atomos de hidrogénio pode ser avaliada utilizando métodos
espectroscopicos de ressonancia electronica de spin, sabendo que a intensidade
do sinal produzido pelo DPPH® é inversamente proporcional & concentragdo do
antioxidante adicionado ao meio reaccional (Sanchez-Moreno, 2002). Contudo, a
medicao da descoloracdo do DPPH® (entre 515-528 nm) produzida pela adi¢do do
antioxidante e efectuada por espectrofotometria no visivel € a técnica mais

utilizada para avaliar a reacgao anterior.

Mais recentemente, foi proposto um mecanismo de transferéncia de
electrédo seguido de transferéncia de protdo para a reaccdo do radical DPPH® com
os antioxidantes (Foti et al., 2004). A contribuicdo do mecanismo de transferéncia
de atomos de hidrogénio, descrita anteriormente, ou da transferéncia de electrao
seguida de transferéncia de protdo depende da natureza do solvente e/ou dos
potenciais redox das espécies envolvidas. Geralmente, para solventes apolares, o
mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio é favorecido enquanto que,

para solventes polares, o mecanismo de transferéncia de electrao seguido de
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transferéncia de protdo parece ser destacado (Foti et al., 2004; Nakanishi et al.,
2005; Musialik et al., 2005).

1 2
/ NO, / NO,
° H
O,N N—N O,N N—N

1: radical 2,2—difenil-1-picril-hidrazilo; 2: 2,2—difenil-1-picril-hidrazina
Figura 28 — Radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo e 2,2-difenil-1-picril-hidrazina.

Neste método € muitas vezes utilizado um parametro cinético, o “ICs”. Este

parametro € dado pela concentragao de substrato que causa 50 % de perda de
actividade do DPPH® e foi introduzido por Brand-Williams e seus colaboradores

em 1995 tendo sido usado para avaliar a eficiéncia da concentracdo dos

substratos utilizados.
DPPH — Aplicagbes do método

O método do DPPH, pela sua facil e precisa utilizacdo, € recomendado
para medir a actividade antioxidante de frutos e sumos ou extractos vegetais,
sendo os seus resultados reprodutiveis e facilmente comparaveis com outros

métodos envolvendo radicais livres como € o caso do método do ABTS (Sanchez-
Moreno, 2002). Ambos os radicais (DPPH® e ABTS®*) envolvidos nos métodos
anteriores apresentam a mesma estequiometria com o Trolox (analogo
hidrossoltvel da vitamina E): 2 moles de ABTS®** (Cano et al., 1998) ou 2 moles
de DPPH® (Leong e Shui, 2002) para reagir com 1 mole de Trolox. Os resultados

obtidos da actividade antioxidante utilizando o método do DPPH mostram que a

interaccdo com o potencial antioxidante depende da estrutura da molécula. O
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método do DPPH n&o é referenciado na medicdo da actividade antioxidante do

plasma, devido a precipitacado das proteinas no meio reaccional (alcodlico).

Este método ja foi utilizado para a avaliar a actividade anti-radicalar de
taninos hidrolisaveis (Lin et al., 1974; Yoshida et al., 1989), compostos
polifendlicos (Brand-Williams et al., 1995; Bondet et al., 1997; Yokozawa et al.,
1998), acidos fendlicos e derivados (Silva et al., 2000), acidos fendlicos em
matrizes de dleo (Pekkarinen et al., 1999), compostos com acido hidroxicindmico
(Chen e Ho, 1997), flavondides (Lebeau et al., 2000; Madsen et al., 2000; Burda e
Oleszek, 2001), hidroxiflavonas (Cotelle et al., 1996), procianidinas (Saint-Cricq
de Gaulejac et al., 1999), catequinas (Sawai e Sakata, 1998), resveratrol (Wang et
al., 1999; Tadolini et al., 2000), acidos linoleicos conjugados (Yu, 2001),
polissacarideos (xantanas, goma tragacanta e metilcelulose) em emulsbes
(Shimada et al., 1992), fucoxantina (Nomura et al., 1997), taninos derivados de
ervas orientais (Yokozawa et al., 1998), fenois derivados de plantas de cha (Von
Gadow et al., 1997), extractos de metanol e acetato de etilo contendo polifendis
(Kim, 2001), polifendis da mag¢a (Lu e Foo, 2000), acidos fendlicos de sumos de
laranja nao processados (Rapisarda et al., 1999), taninos nao fendlicos
(Amarowicz et al., 2000), acido galico, catequina e estilbenos (Chen et al., 1999),
quercetina (Suh et al., 1999), garcinol (Yamaguchi et al., 2000a, b), dleos
essenciais de citrinos (Choi et al., 2000), fracgdes de dleo (Espin et al., 2000a;
Gordon et al., 2001), misturas de ceras de abelha (Scheller et al., 1990),
antocianinas derivadas de uvas (Espin et al., 2000b), curcumina (Noguchi et al.,
1994; Screejayan e Rao, 1996), agentes anti acastanhamento (Kubo et al., 2000),
produtos de reac¢do de Maillard (Yen e Hsieh, 1998; Chevalier et al., 2001;
Morales e Jiménez-Pérez, 2001; Tressi et al., 1998), cha (Yen e Chen, 1995;
Nanjo et al., 1996), uvas (De Ancos et al., 2000; Fukumoto e Mazza, 2000), varios
produtos vegetais comestiveis (Miller et al., 2000; Du Toit et al., 2001; Leong e
Shui, 2002), 6leos (Jiménez et al., 1993) e conhaques (Da Porto et al., 2000).

Este método também ja foi aplicado a diferentes alimentos processados
como é o caso de alimentos processados contendo cereais (Minamiyama et al.,
1994), compotas de framboesa e uva (Zafrilla et al., 2001; Amakura et al., 2000),
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proteinas de batata armazenadas (Hou et al., 2001), sumo de roméa processado
(Gil et al., 2000) e vinhos (Larrauri et al., 1999).

1.3.2.5 - ESR e sensores de fluorescéncia

Os mecanismos de captura de radicais pelos antioxidantes sdo baseados
em reaccgbes de transferéncia de protdo ou em reacgdes redox. Estas reacgdes
podem ser monitorizadas via ESR (espectroscopia de ressonancia de spin
electronico) (Mason, R. P. 2004), ou por sensores de fluorescéncia onde o sinal
dos radicais é avaliado pela emissdao de radiagdo quando estes ficam
covalentemente ligados a fluoréforos (Tang et al., 2006; Neil et al., 1988; Aliaga et
al., 2003; Sonnen et al., 2005).

Em certas reac¢des em solugao um radical pode interagir com um reagente
diamagnético para formar um radical mais estavel. O produto desta reaccéo é
entdo identificado e quantificado por EPR/ESR (ressonancia paramagnética de
electrao/ espectroscopia de ressonancia de spin electronico). A este processo
chama-se “spin trapping” e é utilizado para monitorizar reacgbes que envolvem
radicais pouco estaveis e/ou em baixas concentracbes (Compendium of Chemical
Terminology: The Gold Book, Second Edition, 1997).
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1.3.3 — indice de Folin-Ciocalteu — compostos fenélicos totais

O indice de Folin-Ciocalteu € o resultado obtido pela reac¢ao do reagente
de Folin-Ciocalteu com o conjunto de compostos fendlicos existentes no vinho.
Este reagente é constituido por uma mistura de &acido fosfotungstico
(H3PW12040) e de acido fosfomolibdico (H3PMo12040) que é reduzido,
aquando da oxidacdo dos fendis, numa mistura de 6xidos azuis de tungsténio
(W8023) e de molibdénio (Mo8023). A cor azul produzida (Abs 750 nm) é
proposicional a taxa de compostos fendlicos existentes no vinho (Regulamento
(CEE) n°® 2676/90 da Comissao de 17 de Setembro de 1990 N° 41).

1.3.4 — Métodos electroquimicos

Um método desenvolvido por Alonso et al. (2000) propdée um teste
electroquimico, o “indice Antioxidante Electroquimico” (EAI), inspirado no método
proposto por Miller et al. (1993), sendo a formagdo do catido-radical ABTS®*
baseada numa oxidagcdo electroquimica acelerada (Palma 1996, patente n°
P9601884; Palma, 2002). Em relagdo ao método de Miller et al. (1993) a
formacdo do ABTS®** por oxidagao electroquimica é obtida num tempo curto e ndo

necessita de usar outros reagentes ou de controlar reacgdes e temperaturas.

Outro teste electroquimico, proposto por Mannino et al. (1998) quantifica os
compostos fendlicos mais facilmente oxidaveis para avaliar o poder antioxidante
do vinho. Um detector electroquimico operando a uma corrente constante de 400
mV permite detectar os compostos fendlicos mais facilmente oxidaveis por
injeccao directa num sistema de FIA (Analise por Injeccdo de Fluxo). A escolha
deste valor (400 mV) deve-se ao facto deste corresponder, segundo a literatura,
ao potencial de oxidacao dos antioxidantes mais fortes. A quantificacéo € possivel
utilizando uma curva de calibragdo de solugdes referéncia de (+) —catequina,

sendo o resultado do poder antioxidante expresso em equivalentes de catequina
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(CE). E importante realcar que esta metodologia foi desenvolvida para o estudo

do poder antioxidante dos vinhos.

Mais recentemente, foi apresentado um método electroquimico baseado
em voltametria ciclica, desenvolvido por Kilmartin et al. (2000). Este método foi
utilizado no estudo das propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos do
vinho. Solugbes de antioxidantes (naturais e exdgenos) a varias concentragdes
foram analisadas por um sistema bioanalitico (BAS). Os ciclos voltamétricos
foram medidos num intervalo compreendido entre -100 e 1200 mV. Desta maneira
€ procurada a existéncia dos processos redox bem como o0s respectivos
potenciais formais de oxidagdo. Estes trabalhos permitem avaliar a
irreversibilidade de certas substancias, caso do SO,, ou pouco reversiveis tais
como o acido ascérbico, o acido galico ou o acido vanilico. A ordenagao destes
compostos, em fungdo do poder antioxidante, foi também efectuada obtendo-se
em termos de mais facilmente oxidavel, a seguinte sequéncia (Figura 29): acido
ascorbico, quercetina, (-) -epicatequina, (+) -catequina, acido galico e acido
caféico, sendo os menos oxidaveis o acido ferulico, a malvidina e o frans-

resveratrol.

800 1 acido cumarico
750 | 4cido vanilico
trans-resveratrol
malvidinas

650 | acido feralico
Potencial E (mV) 470 | rutina
acido caféico
acido gélico
(+)-catequina / (-)-epicatequina
360 | quercetina
300 | delfinidina
mircetina
210 | 4cido ascorbico

Figura 29 — Potencial de redugao de alguns compostos fendlicos e do acido

ascorbico segundo Kilmartin et al. (2000).
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E importante salientar que nestes diferentes trabalhos se verifica uma
discrepancia na medida do “poder antioxidante” de varias moléculas, mesmo
quando utilizada a mesma metodologia, como demonstra o estudo comparativo
efectuado por Alonso et al. (2000).

Finalmente, um método proposto por Oliveira et al. (2002) determina a
‘resisténcia a oxidagdo’, em vinhos brancos, atravées de titulagdes
potenciométricas. A titulagdo potenciométrica de 50 mL de vinho faz-se com 7 mL
de solugéo redutora (1 mL de TiCl; 15 % em 100 mL de HCI 1M), imediatamente
seguida de uma titulagdo de oxidacdo com uma solugao de diclorofenolindofenol a
0.05 % (m/v). As concentragdes nos titulantes foram determinadas, ap6s um
periodo experimental, até obter as curvas mais reprodutiveis. As titulagbes sao
seguidas com um eléctrodo combinado de platina (METTLER, TOLEDO), em
condigdes inertes (com adi¢gao de azoto a 100 ml/min) e de maneira automatizada
com um sistema Titralab (Radiometer, Dinamarca). Este método avalia as
espécies mais facilmente oxidaveis com um potencial de oxidagao até 300 mV,

imposto pelo oxidante utilizado e, por isso, com maior poder antioxidante.

A escolha dos métodos a serem utilizados neste trabalho (ABTS e DPPH)
que sdo métodos baseados na captura de radicais livres deve-se ao facto de
ambos os métodos ja terem sido extensivamente utilizados para medir a
actividade antioxidante de vinho, de serem ambos de facil e precisa utilizagao e
ambos os radicais (ABTS*" e DPPH®) apresentarem a mesma estequiometria com
o trolox e o acido ascdrbico, que sdo dois reconhecidos compostos antioxidantes
utilizados como referéncia na avaliacdo da actividade antioxidante. Além disso,
estes métodos estdo relacionados com a avaliagdo de radicais livres no
organismo onde os antioxidantes reduzem a agressividade dos radicais livres de
oxigénio (principal causa de envelhecimento). Estes radicais formam-se no
organismo por influéncias de varios factores: poluigdo, tabagismo, consumo
excessivo de alguns alimentos (gorduras, alcool, agucar, etc.), processos

inflamatdérios ou infecciosos, traumatismos, stress, exercicio fisico aerébico, etc.

45



1.4 - Aplicacbes de técnicas de RMN em vinhos

O SNIF-NMR (fraccionamento isotépico especifico — ressonéancia
magnética nuclear) € um método analitico de ressonancia magnética nuclear com
0 qual é possivel examinar componentes de varias biomoléculas com um elevado
grau de precisdo. Enquanto que a maioria dos métodos analiticos convencionais
sao aplicados apenas a nivel molecular, o SNIF-NMR é sensivel a nivel atomico e
produz uma “impressao digital” isotépica uUnica para uma grande variedade de
substancias (EUROFINS SCIENTIFIC). Este método é usado nao so6 para verificar
a pureza dos produtos estudados, mas também para identificar a sua origem. Isto
significa que este método pode ser uma ferramenta utii na garantia de
autenticidade, qualidade e seguranca de varias biossubstancias, como € o caso
do vinho. Esta “impressao digital” € baseada na composicdo atomica das
biomoléculas. Os atomos das moléculas biolégicas podem conter diferentes
massas atémicas, sendo designados por isétopos. Estes isétopos estao presentes
numa certa frequéncia relativa dependente da origem, processamento e técnicas
de producao aplicadas as moléculas. Assim, cada molécula ira ter uma proporgéo,
relacdo e posicdo de isbétopos caracteristica. Pela determinacdo destes
parametros e uso da ressonancia magnética nuclear, € possivel determinar o

perfil isotdpico tipico de cada molécula obtendo, assim, a sua “impressao digital
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isotdpica”. O método é usado para detectar fraudes em vinhos, nomeadamente na

determinacao de etanol (Cross et al., 1998; IVV Portugal).

Outro método de ressonancia magnética nuclear que consegue detectar se
um vinho se estragou sem abrir a garrafa, utiliza uma sonda especial de RMN em
que a garrafa é colocada inteira directamente no magnete (Weekley et al., 2002,
2003). O etanol do vinho pode ser oxidado a acido acético ou a acetaldeido. Um
vinho é considerado estragado se contiver acido acético em concentragoes de 1,4
g por litro ou acetaldeido a 300 mg por litro. Existe ainda um segundo tipo de
azedamento também designado tingimento da rolha que € causado pelo
aparecimento de bolores na rolha. Cerca de 5 a 10 % de garrafas de vinho podem
estragar-se por uma destas duas maneiras. No entanto, este método de RMN
detecta apenas aquelas afectadas por oxidacdo. A diferenca nos desvios
quimicos dos protdes metilicos do acido acético e do acetaldeido para o etanol é
de cerca de 1 ppm, que € o suficiente para distinguir os compostos facilmente.
Augustine (2005) esta a criar uma companhia, chamada "WineScanner", para

testar vinhos no mercado de leildoes.
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2 - Parte Experimental

2.1 — Fraccionamento de vinho branco

Desenvolveu-se uma técnica de fraccionamento prévio de vinho branco por
extracgao liquido-liquido. Os extractos foram obtidos por fraccionamento
sequencial de vinho usando hexano, acetato de etilo e acetona como solventes. A
Figura 30 resume o0 esquema sequencial das extracgdes efectuadas a 250 mL de

vinho ajustado a pH 1.
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[ Hexano/Fraclg:ﬁo orginica ]
Extracto_1 ] [ Acetato de etilo/i?‘raccﬁo orginica ]
Extracto_2 ]

Legenda:

AAR — Actividade anti-radicalar

RMN — Ressonancia magnética nuclear
Extracto_1 — hexano

Extracto_2 — acetato de etilo / hexano
Extracto_3 — acetato de etilo / acetona

* Nem sempre foram realizadas.

Figura 30 — Esquema sequencial das extrac¢gdes e analises efectuadas ao vinho
branco.

O pH de 750 mL de vinho branco foi ajustado para valores proximos de 1,
com uma solugado de HCI 2 M. Num baldo de fundo redondo de 500 mL foram
introduzidos 250 mL desta solugao e adicionados 100 mL de hexano. Esta mistura
foi agitada durante 30 minutos sob azoto e protegida da luz. Ao fim dos 30
minutos, a mistura foi decantada num baldo de decantacdo de 1 litro sendo
recuperada a frac¢ao organica. A extracgao foi repetida mais duas vezes com 50
mL de hexano durante 30 minutos. O extracto final, obtido a partir das trés
extracgbes, foi concentrado até a secura em evaporador rotativo a baixa
temperatura. A restante fraccdo aquosa foram adicionados 100 mL de acetato de
etilo. Esta mistura foi, a semelhanga da extracgdo com hexano, agitada durante

30 minutos sob azoto e decantada sendo recuperada a fracgdo organica. A
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extraccao foi repetida mais duas vezes com 50 mL de acetato de etilo, durante 30

minutos, sendo o extracto final evaporado até a secura num evaporador rotativo.

O procedimento anterior, fraccionamento sequencial do vinho usando
hexano e acetato de etilo, foi repetido mais duas vezes até a extraccao completa
dos 750 mL de vinho inicial. Os extractos foram posteriormente secos sob vacuo
obtendo-se dois residuos. O ultimo residuo, extraido com acetato de etilo, foi
sujeito a fraccionamento com hexano e acetona. A semelhanga das extraccdes
anteriores o residuo seco de acetato de etilo foi extraido, sequencialmente, duas
vezes com 50 mL de hexano e duas vezes com 50 mL de acetona. Os extractos
finais foram concentrados em evaporador rotativo e posteriormente secos sob

vacuo.

No final do procedimento obtivemos trés extractos finais: Extracto 1:
hexano; Extracto_2: acetato de etilo/ hexano; e Extracto_3: acetato de
etilo/acetona. Todos os extractos secos foram dissolvidos numa solucédo a 50 %
em etanol, solvente utilizado para dissolver eficazmente e da mesma maneira
todos os extractos (apolares e polares), a uma concentragdo de 3 mg/mL
(concentragdao optima encontrada para uma eficaz interpolagdo nas rectas de

calibragdo dos métodos utilizados na avaliagado da actividade antioxidante).

Estes extractos foram sujeitos a analise para avaliar a actividade anti-
radicalar dos mesmos. Nos extractos em que a actividade anti-radicalar foi mais
relevante procedeu-se igualmente a sua analise por RMN.

O vinho branco utilizado neste fraccionamento foi um vinho de vaérias

castas da regido Demarcada do Douro, sendo 2004 o seu ano de colheita.

51



2.2 - Protocolo de envelhecimento forcado de vinho branco

Foi realizado um protocolo de envelhecimento forcado de vinho branco
(vinho sujeito a temperatura de 60 °C) onde se procedeu a adicdo de oxigénio e
dibxido de enxofre para tentar avaliar, em cada um dos casos, as suas
contribui¢gdes para a resisténcia a oxidagdo. A Figura 31 resume o esquema do
referido protocolo. Seis litros de vinho branco foram divididos em trés partes

iguais (2 litros). A primeira parte corresponde ao vinho testemunho, isento de
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adicbes ou alteragdes, a segunda parte corresponde ao vinho saturado com
oxigénio, por contacto com o ar e agitagdo, e a terceira parte corresponde ao
vinho com adi¢cdo de SO, na forma de metabissulfito de sodio (NaxS20s5). Cada
uma das trés partes foi dividida em dois ficando uma parte sujeita a temperatura
ambiente (20 °C) e a outra parte sujeita a temperatura de 60 °C. O protocolo teve
a duracgao de 21 dias. O vinho sujeito a saturagao com oxigénio foi ressaturado ao
3°, 7° e 14° dias. Estas saturagbes foram sempre realizadas com agitagdo, num
agitador magnético, até valores de oxigénio dissolvido préximos de 7 mg/L, para

ambas as temperaturas (20 ° C e 60 °C).

Vinho branco
*Volume=6L

*pH=3,2 * SO, livre = 12 mg/L

* [O,] dissolvido= 2,2 mg/L

Saturacio
Testemunho o)
)

~ <

Volume =2 L Volume =2 L Volume =2 LL
0O, dissol. = 2,2 mg/L 0O, dissol. = 6,8 mg/L SO, livre = 50 mg/L
_, V =1000 ml _, V =1000 ml _,Lil V =1000 ml
2 T=20°C 2 T=20°C W T=20°C
L, V=1000 ml N V=1000 ml L, V=1000 ml
T=60"°C T=60“C B T=60°C

Figura 31 — Esquema do protocolo de envelhecimento forgado de vinho branco.

O oxigénio dissolvido foi medido com uma sonda de oxigénio da YSI,
modelo 5000, e o de SO, foi analisado através da norma portuguesa para a
determinacdo de dioxido de enxofre (NP 2220 de 1987). Apos os 21 dias de
protocolo os vinhos foram sujeitos ao fraccionamento descrito anteriormente no
ponto 2.1.

O vinho branco utilizado neste fraccionamento foi um vinho de varias

castas da regido Demarcada do Alentejo, sendo 2004 o seu ano de colheita.
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2.3 - Métodos utilizados para avaliar a actividade antioxidante
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2.3.1 - Método — ABTS

A actividade antioxidante dos extractos de vinho branco foi determinada
segundo o procedimento descrito por Re et al. (1999). A aliquotas de 20 pL de

extracto, dissolvido em etanol a 50 %, ou vinho foram adicionados 2 mL de
solugdo de ABTS®". O ABTS foi dissolvido em 4gua ultra-pura a uma

concentracdo de 7 mM. O radical ABTS®** foi formado a partir da reacgdo da
solugédo de ABTS (7 mM) com uma solugdo de persulfato de potassio a 2,45 mM
em agua ultra-pura. A reaccédo € efectuada misturando as duas solugdes na
estequiometria de 1:1 a temperatura ambiente e no escuro durante 16 horas. Foi
utilizado o acido ascoérbico como padréao de antioxidante. Foram feitos ensaios
cinéticos com os extractos de vinho branco (Figura 32) para determinar o tempo
optimo de reacgao dos mesmos. As experiéncias foram efectuadas a 30 °C. As
medidas foram realizadas a 734 nm, sendo a absorvancia inicial ajustada a 0,70

(+/- 0,2), contra um branco contendo agua ultra-pura. O controlo foi efectuado
com 20 L de agua destilada e 2 mL de ABTS®". As analises foram feitas em

triplicado. A percentagem de inibicdo na reacgao para cada tempo (T) foi

calculada a partir da férmula:

Percentagem de |n|b|géo (Q) =100~ ([A734] TO'[A734] T)/[A734] TO)
onde:
[A734] T € @ absorvancia no tempo experimental T

[A734] 10 € @ absorvancia do controlo no tempo TO

Em alguns casos (extractos de hexano e acetato de etilo/hexano) foi
necessario aumentar o volume de amostra de 20 yL para 100 yL uma vez que a
percentagem de inibicdo deve ser superior a 20 % (Re et al., 1999).

A partir da interpretacdo da Figura 32 foi possivel obter um tempo 6ptimo
de reaccdo de 30 minutos. Todos os extractos de vinhos obtidos a partir do
fraccionamento acima descrito foram deixados a reagir durante 30 minutos

efectuando-se leituras espectrofotométricas de minuto a minuto.
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% inibicao (Q) + Hexano
AcEtilo/Hexano
100 - A AcEtilo/Acetona
AAAAAAAAAAAAAAAAAA
80 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
A
60 4
40 -
20 - Laee A;,A:::-‘-‘::::-‘:::::-‘::-‘:::x:::-‘::::-‘::
I L catttbiid
0 T T T ; ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70
tempo (min)

Figura 32 — Ensaios cinéticos com os extractos de vinho branco expressos em %

de inibicdo do radical ABTS®".

Legenda:  Hexano — extractos de hexano

AcEtilo/Hexano — extractos de acetato de etilo reextraidos com

hexano

AcEtilo/Acetona — extractos de acetato de etilo reextraidos com

acetona
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2.3.2 - Método — DPPH

A actividade antioxidante dos extractos de vinho branco foi determinada
segundo o procedimento descrito por Brand-Williams et al. (1995). A aliquotas de

50 pL de extracto, dissolvido em etanol a 50 %, ou vinho foram adicionados 2 mL
de solugdo de DPPH® (0.025 g/L em metanol). Foi utilizado o &cido ascérbico

como padrao de antioxidante. Foram feitos ensaios cinéticos com os extractos de
vinho branco (Figura 33 e Figura 34) para determinar o tempo 6ptimo de reacgao
dos mesmos. As experiéncias foram efectuadas a 20 °C. As medidas foram

realizadas a 515 nm contra um branco contendo metanol. O controlo foi efectuado
com 50 pL de agua destilada e 2 mL da solucdo de DPPH®. As analises foram
feitas em triplicado. A percentagem de DPPH® “residual” e a percentagem de

inibicdo (Q) na reacgao para cada tempo (T) foi calculada a partir das férmulas:

Percentagem de DPPH® “residual” = 100 * [As1s] 7/[As15] o
Percentagem de inibicao (Q) = 100 * ([As15] To-[As15] T)/[As15] T0)
onde:

[As15] T € a absorvancia no tempo experimental T

[As15] 1o € a absorvancia do controlo no tempo TO
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% DPPH residual & Hexano
100 # .
00000000000000000000000000000 AcEtilo/Hexano
A AcEtilo/Acetona
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Figura 33 — Ensaios cinéticos com os extractos de vinho branco expressos em %

de DPPH"* “residual”.

Legenda: Hexano — extractos de hexano
AcEtilo/Hexano — extractos de acetato de etilo reextraidos com
hexano
AcEtilo/Acetona — extractos de acetato de etilo reextraidos com

acetona

A partir da interpretagdo da Figura 33 e Figura 34 foi possivel obter um
tempo 6ptimo de reaccdo de 100 minutos. Todos os extractos de vinhos obtidos a
partir do fraccionamento descrito anteriormente no ponto 2.1 foram deixados a
reagir durante 100 minutos efectuando-se leituras espectrofotométricas de 5 em 5

minutos.
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% inibicado (Q) « Hexano
100 1 AcEtilo/Hexano
80 - A AcEtilo/Acetona
60 - AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
A

40 4 ,
20 -

0000000600000 08000000000

0O nee XX R4 ‘ | | |
0 50 100 150 200
tempo (min)

Figura 34 — Ensaios cinéticos com os extractos de vinho branco expressos em %

de inibicao do radical DPPH®.

Legenda: Hexano — extractos de hexano
AcEtilo/Hexano — extractos de acetato de etilo reextraidos com
hexano
AcEtilo/Acetona — extractos de acetato de etilo reextraidos com

acetona
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2.4 - Determinacgao da analise de regressao das rectas de

calibracao

As equagdes das rectas foram obtidas pelo método dos minimos
quadrados estando os parametros e as expressodes utilizadas representadas nas

seguintes equacdes:

2

(X —X)(Y; —9)‘

Z(Xi _;)2

Equacéo 2: ordenada na origem — b = y —ax

Equacao 1: declive — a=

2
\/[Z(xi =0’ I, - )’

(% = X)(Y, —9)‘
Equacao 3: coeficiente de correlagédo — r =

Equacao 4: desvio padréo da ordenada na origem — sb=s,

Sy/x

Z(Xi_;)z

Equacao 5: desvio padrao do declive — sa =

A quantidade minima que é possivel detectar pelo método, ou seja, a

concentragdo para a qual o sinal obtido é significamente diferente do branco,
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corresponde ao limite de detecg¢ao e pode ser calculado para o método da curva

de calibragao pela seguinte expresséo:

3s,—b
a

L.D.D. =

O limite de quantificacdo corresponde a concentragdo minima para a qual a
medida tem significado quantitativo, e para o método da curva de calibracéo, é

normalmente calculado pela seguinte expressao:

10s, —b
a

L.D.Q.=
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2.4.1 - Método — ABTS

Volume utilizado = 20 yL de extracto ou vinho branco

Percentagem de inibigdo em fungéo da concentragao de acido ascérbico:
Y = aX+b
Y = Percentagem de inibigao

X = Concentragao de acido ascérbico em mg/L

a b r
2,33E-01 | -9,15E+00 | 9,962E-01

X Y
110,7 | 15,01
166,0 | 28,77
2213 | 42,46

276,6 57,94
332,0 71,36
442,6 90,89

100 -

(o]
o
I

% inibicao
(2]
o

40 -

20 ~

0 T T T T 1

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0
mg/L AA




Figura 35 — Curva de calibracdo de acido ascérbico para um volume utilizado de

20 pL de extracto.

L.D.D. (limite de detecgéo) = 36,74 mg/L de equivalentes de AA

L.D.Q. (limite de quantificacdo) = 122,48 mg/L de equivalentes de AA

Volume utilizado = 100 uL de extracto

a b r
9,00E-01 | -1,07E+00 | 9,984E-01
X Y
55 4,33
11,0 8,76
22,0 19,71
44,0 37,69
66,0 55,61
88,0 80,31
100 -
80 -
o
us
L 60
)
‘c
= 40 -
S
20 -
0 T T T T 1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
mg/L AA

Figura 36 — Curva de calibracdo de acido ascérbico para um volume utilizado de

100 uL de extracto.

L.D.D. (limite de detecgao) = 4,22 mg/L de equivalentes de AA

L.D.Q. (limite de quantificagado) = 14,06 mg/L de equivalentes de AA
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2.4.2 - Método — DPPH

Volume utilizado = 50 yL de extracto ou vinho branco

Percentagem de inibigdo em fungéo da concentragdo de acido ascérbico:
Y =aX+b

Y = Percentagem de inibigao

X = Concentragao de acido ascérbico em mg/L

a b r
4,07E-01 | 8,57E-01 | 9,999E-01

X Y
11,5 5,44
23,0 10,19
46,0 20,06
92,0 37,71
115,0 47,57
172,5 71,18
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Figura 37 — Curva de calibragdo de acido ascérbico para um volume utilizado de
50 pL de extracto.

L.D.D. (limite de detecgao) = 1,98 mg/L de equivalentes de AA
L.D.Q. (limite de quantificacdo) = 6,59 mg/L de equivalentes de AA

2.5 — Estudos de RMN

Os espectros e RMN de 'H e de °C relativos aos extractos organicos de
vinho foram efectuados em dimetilsulféxido deuterado. O extracto aquoso relativo
ao vinho testemunho do protocolo de envelhecimento forgado foi efectuado em
agua deuterada. Todos os extractos foram obtidos num espectrometro Bruker
Avance 500, operando a 500,13 MHz para 'H e 125,66 MHz para *C. Os desvios

quimicos estdo expressos em 6 (ppm) relativamente a uma referéncia de TMS.

As atribuicdes de RMN de 'H foram efectuados com auxilio de espectros
de RMN bidimensional de correlagdo espectroscopica homonuclear (COSY) e os
de RMN de "*C foram efectuados com base nos espectros de RMN bidimensional

de correlagdo espectroscopica heteronuclear a uma ligacdo ['H, '*C; HSQC;
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'J(CH)] optimizada para 149 Hz e a longa distancia para 7 Hz ['H, "*C; HMBC;
2J(CH) e *J(CH)].
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A técnica de fraccionamento desenvolvida na seccdo 2.1 da Parte
Experimental foi aplicada a um vinho branco. Os extractos obtidos, Extracto 1,
Extracto_2 e Extracto_3 (Figura 38) foram sujeitos a avaliagdo com o objectivo de
determinar a actividade antioxidante, pelos métodos descritos na seccao 2.3 da

Parte Experimental. Os resultados estdo expressos na Figura 38.

Actividade Antioxidante
(miligramas de &cido ascorbico por grama de extracto)
m Extracto_1
@ Extracto_2
O Extracto_3 ABTS DPPH
571 958 1,33 593
Legenda:

Extracto_1 — hexano
Extracto_2 — acetato de etilo / hexano

Extracto_3 — acetato de etilo / acetona

Figura 38 — Actividade antioxidante de extractos de vinho branco.

A actividade antioxidante foi avaliada pelos métodos do ABTS e do DPPH
descritos na secc¢éo 2.3 da Parte Experimental. Estes métodos, apesar de serem
correlacionaveis, apresentam valores absolutos diferentes sendo os valores
obtidos a partir do método do ABTS cerca de trés vezes superiores aos valores
obtidos com o método do DPPH. Resultados similares, embora menos
expressivos, foram obtidos em vinhos brancos da Africa do Sul (Dalene De Beer
et al., 2003), onde os valores obtidos a partir do método do ABTS séo cerca de

1,4 vezes superiores aos valores obtidos a partir do método do DPPH.
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Foram também observadas diferengcas entre os extractos analisados. A
actividade antioxidante dos extractos extraidos com acetato de etilo e reextraidos
com acetona (Extractos_3) € maior do que a encontrada para os restantes
extractos, apresentando valores cerca de 95 % acima dos valores encontrados
para os extractos extraidos com hexano (Extractos 1). Este resultado esta de
acordo com o esperado uma vez que os compostos fendlicos (polares), com
reconhecida actividade antioxidante, poder-se-ao encontrar nos extractos mais

polares (Extractos_3).

Os extractos obtidos através desta técnica de fraccionamento constituem a
fraccdo organica do vinho branco. Os restos de vinho, obtidos apds o
fraccionamento, constituem a fracgao aquosa do mesmo. Numa tentativa de saber
qual a percentagem de compostos com actividade antioxidante extraidos com
este método foi avaliada, a semelhanga dos extractos de vinho branco, a
actividade antioxidante da fracgdo aquosa do vinho. Desta avaliagao, para este
sistema de extrac¢éo, concluiu-se que apenas cerca de 34 % de compostos com
actividade antioxidante sado extraidos com o método desenvolvido (fraccéo
organica) e a fracgdo aquosa representa os restantes 66 % de compostos com
actividade antioxidante. Esta percentagem pode variar dependendo do solvente
de extracgao e das caracteristicas do vinho. A Figura 39 traduz a percentagem de
actividade antioxidante no vinho branco analisado, avaliada pelo método do
ABTS.
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Legenda:

Percentagem de actividade antioxidante em
vinho branco

(ABTS) "
W Fracgao

34% aquosa
O Fracgao
66% orgéanica

Fracgao aquosa: Restos de vinho apdés o fraccionamento

Fracgao organica: Extracto_1 + Extracto_2 + Extracto_3

Figura 39 — Percentagem de actividade antioxidante distribuida pelas fracgoes

aquosa e organica.

3.2 - Resultados obtidos na extracgao de alguns compostos de

reconhecida actividade antioxidante

Com o objectivo de saber qual o tipo de compostos extraidos com o

meétodo desenvolvido neste trabalho, foram extraidas solugdes aquosas de acido

ascorbico, catequina, acido galico e SO, de concentragdes aproximadamente a

250 mg por litro.

% actividade antioxidante AA Cat AG SO,

Fracgao aquosa 99,0 26,1 38,3 99,8
Hexano 0,3 0,1 0,0 0,1
AcEtilo/Hexano 0,2 0,1 3,7 0,1
AcEtilo/Acetona 0,5 73,7 58,0 0,0

Total 100,0 100,0 100,0 100,0

Tabela11 — Percentagem de actividade antioxidante nas diferentes frac¢des do

vinho.
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AA — acido ascorbico; Cat — catequina; AG — acido galico; SO, — diéxido de

enxofre

Da anadlise da Tabela 11 é possivel concluir que o acido ascérbico e o
dioxido de enxofre ndo sédo extraidos no método utilizado neste trabalho ficando
respectivamente 99,0 % e 99,8 % na fracgdo aquosa do vinho branco. Os
compostos fendlicos testados, catequina e acido galico, sao extraidos

respectivamente 73,9 % e 61,7 % utilizando o método desenvolvido.

O método de fraccionamento de vinho desenvolvido neste trabalho nao
extrai dois dos reconhecidos compostos antioxidantes presentes no vinho, o acido
ascorbico e o dioxido de enxofre. No entanto, outras moléculas com poder
antioxidante, menos conhecidas e/ou desconhecidas, e neste sentido com
interesse no seu estudo, estdo contidas nos extractos organicos obtidos apds o
fraccionamento do vinho representando cerca de 34 % do total de compostos com

actividade antioxidante.
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3.3 - Resultados obtidos na extracgao de vinhos brancos com

diferentes idades

Nesta parte do trabalho foram analisados 6 vinhos brancos distintos de
diferentes idades. A cada um dos vinhos foi aplicado o processo de
fraccionamento desenvolvido na secgdo 2.1 da Parte Experimental. A Figura 40
representa a actividade antioxidante total dos vinhos distribuida pela fracgao
organica extraida (F_organica), que constitui a soma do Extracto_1, Extracto_2 e
Extracto_3, e pela fracgdo aquosa (F_aquosa), que constitui os restos de vinho

apos o fraccionamento, em miligramas de acido ascorbico por litro de vinho.

B F_organica
95,85 F_aquosa

|

300
250 - h;g = vinho
154;2?{\ 70,62 45 85

200 - 71? 54,93 77— 3274 3872
i 11523 ) 1a520 \F —— ﬁ

Actividade Antioxidante
(mg AA/L)

150 - ;
10663 1844 12194
100 -
50 -
0 T T T
2004 2004 2002 1999 1999 1998
Ano
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Figura 40 — Actividade antioxidante total dos vinhos distribuida pela fraccao

organica (F_organica) e pela fracgao aquosa (F_aquosa).

Da analise da Figura 40 é possivel observar que a medida que o vinho vai
envelhecendo a actividade antioxidante total dos vinhos diminui. Esta diminuigao
poder-se—ia dever ao consumo em antioxidantes como o diéxido de enxofre e o
acido ascorbico contidos na fracgdo aquosa (secgao 3.2 deste capitulo), uma vez
que os vinhos novos apresentam uma maior concentragao nestes compostos. Os
vinhos novos, com 1 ou 2 anos de idade, tém cerca de 50 mg/L de diéxido de
enxofre na forma livre. Esta quantidade sera rapidamente consumida ao fim deste
tempo onde o dioxido de enxofre passa a estar na forma combinada e, assim, ndo
disponivel. O acido ascérbico ndo é normalmente adicionado em vinhos Europeus
pelo que, a menos que seja adicionado, existe em quantidades vestigiais no fim
da fermentacdo e no vinho final. No entanto, devido ao aumento da actividade
antioxidante na fracgdo aquosa, Figura 40, esta diminuigdo natural em dioxido de
enxofre e acido ascorbico podera ser compensada pela formagcdo de novos

compostos com possivel poder antioxidante.

Por outro lado, a fracgdo orgénica, constituida pelos compostos extraidos
com os solventes utilizados neste trabalho diminui, reflectindo a mesma tendéncia
dos vinhos analisados. Apesar dos poucos vinhos estudados, podemos dizer que
a fraccao organica, apesar de apresentar uma actividade antioxidante inferior a
fraccdo aquosa, parece conter os compostos que sdo preferencialmente
consumidos ao longo do tempo constituindo assim a primeira linha de defesa do

vinho a resisténcia a oxidagao e, neste sentido, com interesse no seu estudo.

Numa tentativa de conhecer as espécies envolvidas na protecgcdo ao
oxigénio, nestes vinhos, foram analisados os espectros de RMN de 'H dos
extractos de AcEtilo/Acetona dos vinhos com 1 ano de idade, que apresenta
valores de actividade antioxidante de 95,85 mg AA/L, e com 7 anos de idade, que
apresenta valores de actividade antioxidante de 38,72 mg AA/L correspondendo

assim aos limites de idade estudados nesta parte do trabalho (Figura 41).
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Vinho com 1 ano
de idade

Vinho com 7 anos
de idade

Figura 41 — Espectros de RMN de 'H dos extractos de AcEtilo/Acetona dos vinhos

brancos com 1 e 7 anos de idade.

Os espectros de RMN de 'H da Figura 41 apresentam perfis idénticos. No
entanto, uma analise quantitativa baseada nos integrais das zonas com
expressao espectral (Zona1: de 8 a 6 ppm; Zona 2: de 4,5 a 3 ppm; Zona 3: de 2
a 1 ppm) foi realizada (Tabela 12).

Zonaespectral (ppm) 8a6 45a3 2at1
Vinho com 1 ano deidade 1 733 430
Vinho com 7 anos de idade 1 989 431

Tabela 12 — Integrais dos espectros de RMN de "H dos extractos de

AcEtilo/Acetona dos vinhos com 1 e 7 anos de idade.

Comparando os integrais das diferentes zonas indicadas na Tabela 12 é

possivel verificar que a zona espectral correspondente aos compostos da zona
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aromatica (6 a 8 ppm) esta normalizada. No entanto, como os integrais das
diferentes zonas sao similares, pode-se afirmar que os vinhos apresentam

quantidades aproximadas de compostos fendlicos.

A fraccdo aquosa, apesar de apresentar uma actividade antioxidante
superior a fracgcao organica nao foi sujeita a analise por RMN, nestes vinhos,
devido a limitacdo do solvente empregado (agua). Para uma possivel analise de
RMN teriamos que evaporar toda a agua das fracgdes aquosas dos vinhos, a
baixa temperatura, o que se tornaria num processo dificil e moroso e que poderia

oxidar os compostos existentes nestas fracgoes.
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3.4 - Resultados obtidos na extracgao de vinhos brancos de

envelhecimento forcado

Numa tentativa de conhecer a natureza dos mecanismos e das espécies
envolvidas na protecgao ao oxigeénio foi realizado um protocolo de envelhecimento
forcado de vinho branco descrito na sec¢ao 2.2 da Parte Experimental, onde se
procedeu a adicao de oxigénio e dioxido de enxofre para tentar avaliar, em cada
um dos casos, as suas contribuicdbes para a resisténcia a oxidagao. Os vinhos
foram sujeitos a temperatura de 20 °C e 60 °C durante 21 dias. A técnica de
fraccionamento desenvolvida na seccéo 2.1 da Parte Experimental foi aplicada ao
respectivo protocolo, sendo a actividade antioxidante avaliada pelos métodos do

ABTS e do DPPH descritos na sec¢ao 2.3 da Parte Experimental.
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3.4.1 - Comparacao do efeito da temperatura

3.4.1.1 — Fracgao hexano (Extractos_1)

mg AA por g amostra
hexano o T=20°C

@ T=60 °C

25,0
20,0

%fﬂmfﬂﬁﬂmm

Test ABTS 02 ABTS SO2 ABTS Test DPPH O2 DPPH  SO2_DPPH

Figura 42 — Comparacao do efeito da temperatura na actividade antioxidante das
fraccdes extraidas com hexano.
A actividade antioxidante esta expressa em quantidade (miligramas) de acido

ascorbico por quantidade (gramas) de extracto.
Test: Vinho branco controlo.

O.: Vinho branco sujeito a quatro saturagbes com oxigénio.

S0;: Vinho branco suplementado com diéxido de enxofre (50 mg/L na forma livre).
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Analise estatistica dos extractos de hexano de vinho branco

ABTS DPPH

Testemunho O, S0, Testemunho O, SO,

Hexano 20 Média 13,8 20,6 100 74 68 61
N 3 3 3 3 3 3

Desvio Padréo 07 04 04 1,7 05 0,1
Hexano 60 Média 176 183 115 86 79 76
N 3 3 3 3 3 3

Desvio Padréo 07 05 06 01 04 09

Tabela 13 — Médias e desvios padrao do efeito da temperatura para os extractos

de hexano de vinho branco.

Soma dos Meédia dos ~
Hexano ANOVA quadrados quadrados Sg. Concluséo

Entre Grupos 225 1 225 455 0,003 Ha diferencas
Test_ ABTS Dentro Grupos 20 4 0,5

Total 245 5

Entre Grupos 84 1 84 40,9 0,003 Ha diferencgas
O, ABTS Dentro Grupos 08 4 0,2

Total 9,2 5

Entre Grupos 33 1 33 11,3 0,028 Ha diferencgas
SO, ABTS Dentro Grupos 1,2 4 0,3

Total 45 5

Entre Grupos 23 1 23 16 0,270 N&o hadiferengas
Test_ DPPH Dentro Grupos 56 4 14

Total 79 5

Entre Grupos 1,8 1 18 8,7 0,042 Ha diferencas
O, DPPH Dentro Grupos 08 4 0,2

Total 26 5

Entre Grupos 3.2 1 3.2 74 0,053 Nao hadiferencas
SO, DPPH Dentro Grupos 1,7 4 04

Total 49 5

Tabela 14 — Anovas do efeito da temperatura para os extractos de hexano de

vinho branco.
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A capacidade antioxidante da fracgdo extraida com hexano (compostos
apolares) parece aumentar com a temperatura. Este aumento verifica-se em
todos os tratamentos (testemunho, O, e SO,), para ambos os métodos utilizados
(ABTS e DPPH), a excepcgéo dos extractos derivados do tratamento com oxigénio
e avaliados pelo método do ABTS (O, ABTS). Esta observagdo n&o tem
significancia estatistica, Sig. > 0,05 (Tabela 14) para os extractos avaliados a
partir do método do DPPH respectivamente para o vinho branco testemunho e
para o vinho branco com adigdo de dioxido de enxofre (Test DPPH e
SO, _DPPH). Nos extractos derivados do tratamento com oxigénio e avaliados
pelo método do ABTS, os compostos sujeitos a temperatura de 60 °C e saturados
com oxigénio tém cerca de menos 11,5 % da resisténcia a oxidagdo em relagao
aos compostos sujeitos a saturagdo com oxigénio mas mantidos a 20 °C (Sig. =
0,003). E de salientar, ainda, que o aumento da resisténcia a oxidacdo dos
compostos sujeitos a temperatura de 60 °C no vinho testemunho é de cerca de
22,0 % em relagéo aos compostos do vinho mantido a temperatura de 20 °C (Sig.
= 0,003).

O aumento da resisténcia a oxidagdao com o aumento da temperatura (60
°C) pode estar relacionado com a formagao de produtos que se geram durante o
aquecimento, como é o caso dos produtos da reaccdo de Maillard. A reaccéo de
Maillard, nos alimentos, ocorre a temperaturas superiores a 50 °C e a um pH
optimo entre 4 e 7 (Morales et al., 2001). Alguns autores (Manzocco et al., 1999;
Nicoli et al., 1997; Anese et al, 1998) reportaram que tratamentos de
aquecimento prolongados podem promover a formagdo de compostos com
actividade antioxidante. Manzocco et al. (1999) relatou que em vinho cozido,
sujeito a tratamento por aquecimento, a formagao de produtos da reacg¢ao de
Maillard com propriedades antioxidantes pode contrabalangar a perda de
compostos polifendlicos antioxidantes levando a um aumento da actividade

antioxidante total.
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3.4.1.2 - Fracgéo acetato de etilo/hexano (Extractos 2)

mg AA por g amostra OT=20°C
acetato de etilo/hexano m T=60 °C
30,0 -
’ T
25,0 -
20,0 -
15,0

Sl m [l e[

Test ABTS 02 ABTS  SO2 ABTS Test DPPH  O2 DPPH  SO2 DPPH

Figura 43 — Comparacao do efeito da temperatura na actividade antioxidante das
fraccdes extraidas com acetato de etilo e reextraidas com hexano.
A actividade antioxidante esta expressa em quantidade (miligramas) de &cido

ascorbico por quantidade (gramas) de extracto.
Test: Vinho branco controlo.

O2: Vinho branco sujeito a quatro saturagbes com oxigénio.

S0.: Vinho branco suplementado com diéxido de enxofre (50 mg/L na forma livre).
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Analise estatistica dos extractos de acetato de etilo/hexano de vinho branco

ABTS DPPH

Testemunho O, S0, Testemunho O, SO,

AcEtilo/Hexano 20 Média 7,7 98 120 59 68 117
N 3 3 3 3 3 3

Desvio Padrao 03 02 01 01 02 14
AcEtilo/Hexano 60 Média 92 75 134 70 71 268
N 3 3 3 3 3 3

Desvio Padrdo 05 01 02 04 05 25

Tabela 15 — Médias e desvios padrao do efeito da temperatura para os extractos

de acetato de etilo/hexano de vinho branco.

Somados Meédia dos

AcEtilo/Hexano ANOVA df F Sg. Concluséo
quadrados quadrados

Entre Grupos 3,7 1 3,7 209 0,010 Hadiferengas
Test ABTS  Dentro Grupos 0,7 4 0,2

Total 44 5

Entre Grupos 7.7 1 7.7 298,0 0,000 Ha diferencas
O, ABTS Dentro Grupos 0,1 4 0,0

Total 78 5

Entre Grupos 29 1 29 124,7 0,000 Ha diferencas
SO, ABTS  Dentro Grupos 0,1 4 0,0

Total 30 5

Entre Grupos 19 1 1,9 18,0 0,013 Ha diferengas
Test DPPH  Dentro Grupos 04 4 0,1

Total 23 5

Entre Grupos 0,2 1 0,2 12 0,338 N&o hadiferencas
O, DPPH Dentro Grupos 06 4 0,1

Total 0,7 5

Entre Grupos 3419 1 3419 838 0,001 Ha diferencgas
SO, DPPH  Dentro Grupos 16,3 4 41

Total 358,2 5
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Tabela 16 — Anovas do efeito da temperatura para os extractos de acetato de

etilo/hexano de vinho branco.

A semelhanca dos extractos obtidos com hexano, a capacidade
antioxidante dos compostos extraidos com acetato de etilo e reextraidos com
hexano parece aumentar com a temperatura. Este acréscimo pode estar
relacionado também, a semelhancga dos extractos de hexano, com a formacéo de
produtos que se geram durante o aquecimento, como € o caso dos produtos da
reacgao de Maillard (Manzocco et al., 1999; Nicoli et al., 1997; Anese et al., 1998).
Este aumento verifica-se em todos os tratamentos (testemunho, O, e SO,), para
ambos os métodos utilizados (ABTS e DPPH), a excepgdo dos extractos
derivados do tratamento com oxigénio e avaliados pelo método do ABTS
(O2_ABTS), em que a capacidade antioxidante dos compostos extraidos com este
solvente diminui cerca de 23,1 % (Sig. = 0,000) com o aumento da temperatura.
Para os extractos avaliados a partir do método do DPPH no vinho saturado com
oxigénio (O,_DPPH) o aumento da capacidade antioxidante com o aumento da

temperatura nao tem significancia estatistica (Sig. > 0,05; Tabela 16).
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3.4.1.3 - Fracgéo acetato de etilo/acetona (Extractos_3)

mg AA por g amostra 0O T=20°C

acetato de etilo/acetona E T=60 °C
80,0 -
60,0 -
40,0 -

20,0 ~ ==

0,0 ;
Test ABTS 02 ABTS SO2 ABTS Test DPPH  O2 DPPH  SO2 DPPH

Figura 44 — Comparacao do efeito da temperatura na actividade antioxidante das
fraccdes extraidas com acetato de etilo e reextraidas com acetona.
A actividade antioxidante esta expressa em quantidade (miligramas) de acido

ascorbico por quantidade (gramas) de extracto.
Test: Vinho branco controlo.

O.: Vinho branco sujeito a quatro saturagbes com oxigénio.
S0;: Vinho branco suplementado com diéxido de enxofre (50 mg/L na forma livre).
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Analise estatistica dos extractos de acetato de etilo/acetona de vinho branco

ABTS DPPH

Testemunho O, S0, Testemunho O, S0,

AcEtilo/Acetona20 Média 61,7 602 614 264 235 186
N 3 3 3 3 3 3

Desvio Padréo 05 25 15 15 09 20

AcEtilo/Acetona 60 Média 544 518 646 244 233 182
N 3 3 3 3 3 3

Desvio Padrdo 03 21 31 06 13 08

Tabela 17 — Médias e desvios padrao do efeito da temperatura para os extractos

de acetato de etilo/acetona de vinho branco.
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Somados Meédia dos

AcEtilo/ Acetona ANOVA quadrados df quadrados F Sg. Conclusdo

Entre Grupos 78,8 1 78,8 406,7 0,000 Ha diferencas
Test_ ABTS Dentro Grupos 08 4 0.2

Total 79,6 5

Entre Grupos 1058 1 1058 19,7 0,011  Hadiferengas
O, ABTS Dentro Grupos 215 4 54

Total 1274 5

Entre Grupos 15,3 1 15,3 26 0,183 Nao hadiferengas
SO, ABTS Dentro Grupos 23,6 4 59

Total 389 5

Entre Grupos 6,1 1 6,1 49 0,091 Nao hadiferencas
Test_DPPH Dentro Grupos 50 4 1.2

Total 11,1 5

Entre Grupos 0,1 1 0,1 0,1 0,825 Nao hadiferengas
O, DPPH Dentro Grupos 48 4 1.2

Total 48 5

Entre Grupos 0,2 1 0,2 0,1 0,780 Nao hadiferencas
SO, DPPH Dentro Grupos 95 4 24

Total 9,7 5

Tabela 18 — Anovas do efeito da temperatura para os extractos de acetato de

etilo/acetona de vinho branco.

Os compostos extraidos com acetato de etilo e reextraidos com acetona
(compostos mais polares) sdo os que apresentam a maior capacidade
antioxidante. Destes extractos, com maior poder antioxidante, o saturado com
oxigénio e sujeito a temperatura de 60 °C apresenta valores inferiores em relagéo
aos compostos sujeitos a saturagdo com oxigénio mas mantidos a 20 °C (51,8 mg
AA/g versus 60,2 mg AA/g) para o método do ABTS (Sig. = 0,011). Para o método
do DPPH esta diferenga ndo tem significado estatistico. Em relagdo ao efeito
temperatura podemos dizer que a capacidade antioxidante dos compostos
extraidos com acetato de etilo e reextraidos com acetona parece diminuir com a
temperatura, a excepgao dos extractos derivados do tratamento com dioxido de
enxofre e avaliados pelo método do ABTS (SO, _ABTS), embora sem significado

estatistico.
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Manzocco et al. (1999) relatou que em vinho cozido, sujeito a tratamento
por aquecimento, a formacao de produtos com propriedades antioxidantes pode
contrabalancar a perda de compostos polifendlicos antioxidantes levando a um
aumento da actividade antioxidante total. No entanto, nestes extractos mais
polares, e ao contrario do que se verificou para os extractos menos polares
(Extractos_1 e Extractos_2), tal ndo se verifica talvez por serem os extractos com
maior quantidade deste tipo de compostos fendlicos onde a sua perda, por
consumo de oxigénio, € maior do que uma possivel formagcdo de novos

compostos antioxidantes.

Como concluséo geral deste ponto do trabalho podemos dizer que, a
excepgao dos extractos derivados do tratamento com oxigénio, o tratamento com
temperatura parece conduzir a um aumento na capacidade antioxidante dos
extractos menos polares. (Extractos_1 e Extractos_2). Nos extractos mais polares
(Extractos_3), tanto o tratamento com oxigénio como o tratamento com

temperatura conduzem a uma diminuic&do da actividade antioxidante dos mesmos.

3.4.2 - Comparagao do efeito oxigénio

3.4.2.1 - Fracgéo acetato de etilo/acetona (Extractos _3)

Nesta seccdo foi realizada uma comparagdo do efeito oxigénio apenas
para as fraccoes de acetato de etilo/acetona, que representam a maior

percentagem de actividade antioxidante total extraida.
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Figura 45 — Comparacao do efeito oxigénio na actividade antioxidante das

frac¢des extraidas com acetato de etilo e fraccionadas com acetona.

A actividade antioxidante esta expressa em quantidade (miligramas) de &cido

ascorbico por quantidade (gramas) de extracto.

Test: Vinho branco controlo.

O2: Vinho branco sujeito a quatro saturagbes com oxigénio.

Teste T
AcHtilo/Acetona  P-value Concluséo
ABTS 20 0,366 N&o hadiferengas
ABTS 60 0,099 N&o hadiferengas
DPPH_20 0,036 Ha diferencgas
DPPH 60 0,220 N&o hadiferencas

Alfa = 0,05 (nivel de significancia)

Tabela 19 — Teste T do efeito oxigénio

etilo/acetona.

para os extractos de acetato de

Os compostos extraidos com acetato de etilo e fraccionados com acetona

sao 0s que apresentam a maior

capacidade antioxidante. O extracto
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correspondente a fracgdo de acetato de etilo/acetona do vinho branco saturado
com oxigénio é significativamente diferente do extracto do vinho nao saturado,
quando sujeito a temperatura de 60 °C, apresentando valores inferiores de
actividade antioxidante (51,8 mg AA/g versus 54,4 mg AA/g) (Figura 45) para o
método do ABTS. Para o método do DPPH as diferengas néo sao significativas.
No entanto, para o método do DPPH e para a temperatura de 20 °C, existem
diferencas significativas no tratamento com oxigénio, onde o extracto
correspondente a fraccdo de acetato de etilo/acetona do vinho saturado com
oxigénio apresenta valores inferiores de actividade antioxidante (23,5 mg AA/g
versus 26,4 mg AA/g) (Figura 45).

De uma maneira geral podemos dizer que o tratamento com oxigénio
parece conduzir a uma diminuigdo na capacidade antioxidante dos extractos mais
polares, quer a 20 °C quer a 60 °C, embora estas diferengas nem sempre sejam

significativas (Tabela 19).

3.4.3 - Resultados obtidos nos vinhos brancos sujeitos ao protocolo

de envelhecimento forgado nao sujeitos a extraccao

Para tentar compreender a natureza dos mecanismos envolvidos na
protecgédo ao oxigénio foi igualmente determinada, nos vinhos brancos sujeitos ao
protocolo de envelhecimento forgcado de vinho branco, a actividade antioxidante

dos mesmos, pelos métodos do ABTS e do DPPH descritos na secgéao 2.3 da
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Parte Experimental. A Figura 46 representa os valores de actividade antioxidante

totais dos vinhos sujeitos ao protocolo de envelhecimento forgcado, enquanto que

a Figura 47 e a Tabela 20 representam a comparacdo do efeito oxigénio na

actividade antioxidante dos vinhos e os respectivos testes de significancia.

350,0
300,0
250,0 -
200,0 -
150,0 A
100,0 -

50,0

0,0

1421

T 20

OABTS
= DPPH

mg AA/L de vinho

150,9 146,3

°C T_60°C

0_20°C

297,7 301,2

04,6 08,1

0_60°C S02_20°C S0O2_60°C

Figura 46 — Valores de actividade antioxidante totais dos vinhos brancos sujeitos

ao protocolo de envelhecimento forgado.

T: Vinho branco controlo.

O: Vinho branco sujeito a quatro saturagées com oxigénio.

S0;: Vinho branco suplementado com diéxido de enxofre (50 mg/L na forma livre).

Actividade Antioxidante

(mg AAIL)

200,0 -

150,0 -

100,0

50,0

142,1146,3
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Figura 47 — Comparacéao do efeito oxigénio na actividade antioxidante dos vinhos

brancos.

A actividade antioxidante esta expressa em quantidade (miligramas) de &cido

ascorbico por litro de vinho branco.

Teste T
Vinho P-value Conclusédo
ABTS 20 0,501 N&o hadiferengas
ABTS 60 0,000 Ha diferencas
DPPH_20 0,041 Ha diferencgas
DPPH 60 <0,0001 Ha diferencas

Alfa = 0,05 (nivel de significancia)

Tabela 20 — Teste T do efeito oxigénio para os vinhos brancos.

Em relagdo ao vinho branco submetido a temperatura de 60 °C (T_60) este

apresenta valores superiores de actividade antioxidante em relacdo ao vinho

submetido a temperatura de 20 °C (T_20) para ambos os métodos utilizados

(Figura 46). Este resultado, também verificado nas fracgdes mais apolares das

extracgcoes efectuadas, estd de acordo com o descrito por varios autores
(Manzocco et al., 1999; Nicoli et al., 1997; Anese et al., 1998).
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Em relagdo ao vinho branco submetido a saturagdo com oxigénio, mas
mantido a temperatura de 20 °C, ndo apresenta variagcbes significativas em

relagdo ao vinho testemunho, para o método do ABTS (Figura 47 e Tabela 20).

O tratamento com oxigénio conduz a uma diminuicdo na capacidade
antioxidante dos vinhos, a 60 °C, para ambos os métodos (Figura 47 e Tabela
20).

Os vinhos brancos suplementados com didxido de enxofre a valores de 50
mg/L na forma livre (SO2_20 e SO2_60) tém cerca de 2 vezes mais actividade
antioxidante que os correspondentes nao suplementados (Figura 46). Este
resultado ndo esta de acordo com os obtidos por Manzocco et al. (1999), em que
solugdes de etanol e agua a 12 % (V/V) com 250 mg/L de dioxido de enxofre,

apesar de possuirem uma grande capacidade para consumir oOxigénio nao
apresentam actividade anti-radicalar para o radical DPPH®, utilizado neste

trabalho. Além disso, adicdes de 50 mg/L de metabissulfito de sdédio em agua nao
afectam as medidas do TAS (“actividade antioxidante total”) apartir da reacgéo
com o radical ABTS®" (McCusker et al.), também utilizado neste trabalho.
Quimicamente o SO, é muito reactivo e existe, no vinho, sob duas formas, forma
livre (ndo combinada) e forma combinada. A forma livre consiste na forma
molecular (SO,), ido bissulfito (HSO3) e ido sulfito (SOs%). As proporgdes de cada
uma das trés formas dependem do pH, onde vinhos mais acidos apresentam
maior quantidade da forma nao ionizada. Nas condi¢gées do vinho, o diéxido de
enxofre aquoso existe sob a forma de ido bissulfito, o que significa que possui um
atomo de hidrogénio para ceder, e por isso com poder anti-radicalar. Em solug¢des
neutras, como € o caso das experiéncias de Manzocco et al. (1999), o SO, poder-
se—a encontrar na forma de ido sulfito, numa maior percentagem, a qual ja nao
possui atomos de hidrogénio para ceder, diminuindo e/ou eliminando o seu poder

anti-radicalar.
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3.4.3.1 - Analises complementares efectuadas aos vinhos brancos sujeitos

ao protocolo de envelhecimento forgcado

Para melhor compreender a natureza dos mecanismos envolvidos na
resisténcia a oxidagao foram igualmente realizadas, nos vinhos brancos sujeitos
ao protocolo de envelhecimento forgcado de vinho branco, algumas analises
complementares como o oxigénio consumido durante o protocolo, o indice de
degradagdo aromatica, determinado por um painel treinado, e o indice de cér, que
traduz a degradacédo cromatica dos mesmos. A Figura 48 representa os valores
das referidas analises nos vinhos brancos sujeitos ao protocolo de
envelhecimento forgcado. A Tabela 21 representa as correlagbes encontradas para
a actividade antioxidante, o oxigénio consumido, o indice de degradagéo

aromatico e a c6r dos vinhos.

30 mm O, consumido 10,40
— ID L

251 o 0,35

L 10,30
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R 025 8
S _ D
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. - - .,
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ID: indice de degradacdo aromatica (0-20).

Figura 48 — Grafico do oxigénio consumido, indice de degradagao aromatica e cor

dos vinhos brancos sujeitos ao protocolo de envelhecimento for¢ado.
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O, consumido ID Abs (420nm) ABTS DPPH

O, consumido 1

ID 0,201 1

Abs (420 nm) 0,583 0,804 1

ABTS -0,596 -0,155 -0,624 1

DPPH -0,705 -0,224 -0,680 0,985 1

Tabela 21 — Correlagbes encontradas para a actividade antioxidante, oxigénio
consumido, indice de degradagao aromatica e cor dos vinhos brancos sujeitos ao

protocolo de envelhecimento forgado.

Quanto maior o oxigénio consumido menor € a actividade antioxidante dos
vinhos brancos analisados com coeficientes de correlacdo de — 0,596 e — 0,705
para os métodos do ABTS e DPPH respectivamente (Tabela 21). O vinho sujeito
a quatro saturagbes com oxigenio e submetido a temperatura de 60 °C é o que
apresenta menor actividade antioxidante (115,4 mg de AA/L e 41,7 mg de AAIL,
respectivamente) para os métodos do ABTS e DPPH (Figura 46).

Nao existe correlacdo entre o indice de degradacdo aromatica e os
métodos de avaliagdo da capacidade antioxidante que envolvem a captura de
radicais (ABTS*" e DPPH?®) utilizados neste trabalho.

Das analises efectuadas & possivel concluir que, em comparagao com 0s
extractos das fracgdes obtidas apds o fraccionamento, as diferencas encontradas
nos efeitos oxigénio e dioxido de enxofre (20 °C e 60 °C) sdo mais relevantes
quando se aplicam os métodos de avaliacdao de actividade antioxidante, atras
descritos, ao vinho branco sem fraccionamento. Este facto poder-se-a dever a
manipulacdo das amostras quando se aplica o método de fraccionamento. Uma
vez manipulados, os extractos das varias fracgdes libertam todo o oxigénio e
dioxido de enxofre que pudessem estar presentes nos vinhos, eliminando o
possivel efeito anti-radicalar destas moléculas nos métodos aplicados. Assim,
apenas os efeitos do oxigénio e didxido de enxofre nas moléculas existentes no
vinho, como a formagdo de novas moléculas com possivel poder antioxidante

e/ou desaparecimento de outras, sao avaliados.
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3.4.3.2 - Comparagdo da actividade antioxidante dos vinhos brancos

analisados com as respectivas fraccbes extraidas com os diferentes

solventes
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Figura 49 — Percentagem de extracgdo de compostos com actividade antioxidante

para o vinho branco testemunho.

Para o vinho branco testemunho a percentagem de extraccdo de

compostos com actividade antioxidante encontra-se entre os 35 % e 36 %, para a
temperatura de 20 °C e 33 % e 37 % para a temperatura de 60 °C,

respectivamente para o método do ABTS e DPPH.
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Figura 50 — Percentagem de extraccdo de compostos com actividade antioxidante

para o efeito oxigénio.
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Para o efeito oxigénio a percentagem de extraccdo de compostos com
actividade antioxidante encontra-se entre os 35 % e 38 %, para a temperatura de
20 °C e 39 % e 49 % para a temperatura de 60 °C, respectivamente para o

método do ABTS e DPPH.

S0, 20 S0,_60
S02_20_Ac/acetona Dﬁl 48,90 S02_60_Ac/acetona %56,89
1444 O DPPH 1ot 0O DPPH
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0,18 0,22
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S02_20 207,72 S02_60 ] 301,21
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mg aal/L mg aal/L

Figura 51 — Percentagem de extrac¢cdo de compostos com actividade antioxidante

para o efeito SO,.

Para o efeito SO, a percentagem de extraccdo de compostos com
actividade antioxidante encontra-se entre os 17 % e 15 % para a temperatura de
20 °C e 19 % para a temperatura de 60 °C, respectivamente para o método do

ABTS e DPPH.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos na seccdo 3.1 dos
Resultados e Discussédo, onde a percentagem de compostos com actividade
antioxidante extraidos com a técnica de fraccionamento desenvolvida neste
trabalho, foi cerca de 34 %, fraccdo orgéanica, sendo a fracgdo aquosa do vinho
composta pelos restantes 66 % de compostos com actividade antioxidante. Esta
percentagem, no caso do efeito SO,, € um pouco mais baixa (15 % a 20 %), no
entanto, e como ja vimos anteriormente na secgdo 3.2 dos Resultados e
Discusséao, neste trabalho, o dioxido de enxofre fica cerca de 99,8 % na fracgao

aquosa nao sendo assim extraido com esta técnica de fraccionamento.
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3.4.4 - Espectros de RMN de 'H

Nesta parte do trabalho fomos analisar os espectros de RMN de 'H dos
extractos mais relevantes do protocolo de envelhecimento forgado. Para além dos
extractos organicos foi ainda analisado um extracto aquoso correspondente ao
vinho testemunho. Devido a dificuldade em analisar os extractos aquosos por
RMN e, como ja tinha sido referido anteriormente, os extractos orgénicos sao
preferencialmente consumidos ao longo do tempo constituindo, assim, a primeira
linha de defesa do vinho a resisténcia a oxidagao, apenas se procedeu a analise
do extracto aquoso mais relevante, ou seja, a parte do vinho branco que contém

maior concentragdo em compostos antioxidantes.

A Figura 52 representa os espectros de RMN de 'H referentes ao vinho
branco testemunho do protocolo de envelhecimento forgado, nomeadamente, da
fraccdo aquosa, que corresponde aos restos de vinho apds o fraccionamento, e

da fracgao organica, que corresponde ao Extracto_3 do mesmo vinho.
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F aquosa

F_organica

Figura 52 — Espectros de RMN de "H das fracgdes aquosa e organica do vinho
branco testemunho.

Os espectros de RMN de 'H das fracgdes aquosa e organica do vinho
branco testemunho apresentam perfis diferentes (Figura 52). Além disso, a zona
correspondente aos compostos aromaticos, de 6 a 8 ppm, onde se encontram os
compostos fendlicos também ¢é bastante diferente. Mais a frente, neste trabalho,
estes espectros irdo ser analisados com mais pormenor. As Figuras 53 e 54
referem-se aos espectros de RMN de 'H das fracgbes organicas dos vinhos
brancos testemunho e saturado com oxigénio mantidos a temperatura de 20 °C e
60 °C. A Tabela 22 representa os integrais dos espectros de RMN de 'H da

fracgao organica para os vinhos brancos testemunho e saturado com oxigénio.
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Figura 53 — Comparagdo dos espectros de RMN de 'H dos extractos de
AcEtilo/Acetona do vinho branco testemunho mantido a temperatura de 20 °C e
60 °C.
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Figura 54 — Comparagdo dos espectros de RMN de 'H dos extractos de
AcEtilo/Acetona do vinho branco saturado com oxigénio mantido a temperatura de
20 °C e 60 °C.

Zonaespectral (ppm) 8a6 45a3 2at1
Testemunho 20°C 1 843 3,63
Testemunho 60 °C 1 19,57 9,63
Oxigénio 20°C 1 930 7,74
Oxigénio 60 °C 1 9350 31,29
Tabela 22 — Integrais dos espectros de RMN de 'H dos extractos de

AckEtilo/Acetona para os vinhos brancos testemunho e saturado com oxigénio.

Os espectros de RMN de 'H das Figuras 53 e 54 apresentam perfis
idénticos, no entanto, uma analise quantitativa destes espectros a partir dos seus
integrais permitem verificar que, comparando os integrais das diferentes zonas

indicadas na Tabela 22 ¢é possivel verificar que a zona espectral correspondente
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aos compostos da zona aromatica (6 a 8 ppm) esta normalizada. Contudo, como
os integrais das diferentes zonas sao diferentes, podemos afirmar que
comparativamente ao vinho branco testemunho (Testemunho 20 °C), a zona dos
compostos aromaticos (6 a 8 ppm) € cerca de 10 vezes menor no extracto do
vinho branco saturado com oxigénio e mantido a temperatura de 60 °C e cerca de
2 vezes menor no extracto do vinho branco testemunho e mantido a temperatura
de 60 °C. O extracto do vinho branco saturado com oxigénio e mantido a
temperatura de 20 °C apresenta valores de compostos aromaticos ligeiramente
inferiores os valores encontrados para o extracto do vinho branco testemunho
(Testemunho 20 °C) (Tabela 22).

Nos espectros das Figura 53 e 54 € possivel visualizar 4 zonas distintas. A
primeira zona, compreendida entre 1 e 2 ppm, diz respeito a protdes do tipo C-
CH2-C e C-CH3.

A segunda zona, compreendida entre 2 e 3 ppm, abrange protbes alfa de
compostos do tipo aminas, grupos sulfidricos e cetonas. Existe uma pequena
quantidade de aminas biogénicas no vinho (até 10 mg/L) e pequenas quantidades
de agucares aminados (glucosamina e galactosamina). Ainda dentro desta zona
existem compostos contendo enxofre do tipo tidis, de elevado peso molecular,

nomeadamente: metionol, 2-metiltioetanol, 2-metil-tetra-hidrotiofenona, etc.

A terceira zona, compreendida entre 3 e 4,5 ppm, abrange duas
importantes familias de compostos existentes no vinho, os alcoois e os ésteres.
Também fazem parte deste grupo as amidas (asparagina, glutamina) com
algumas centenas de miligrama por litro. A ureia e o carbamato de etilo também
estdo incluidos neste grupo. O vinho contém pequenas quantidades de ureia
(menos de 1 mg/L) que pode ser um percursor do carbamato de etilo. Logo a
seguir a agua que representa 85 % a 90 % do volume do vinho, o etanol (p. e. =
78,3 °C) é o constituinte mais abundante (10 a 20 g/L) sendo o suporte do aroma
e do “bouquet” do vinho. Existem outros alcoois nomeadamente o glicerol [p. e. =
290 °C (5 a 20 g/L)], o 2,3-butanodiol [p. e. = 184 °C (0,3 a 1,35 g/L)] e o metanol
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[p. e. = 64,6 °C (8 a 300 mg/L)] que aparecem em quantidades significativas no
vinho. Os alcoois superiores, 1-propanol (p. e. = 97,2 °C), 1-butanol (p. e. = 117,6
°C), 2-metil-1-propanol (p. e. = 107,9 °C), 2-metil-1-butanol (p. e. = 129 °C) e 3-
metil-1-butanol (p. e. = 130 °C) sao igualmente abundantes juntamente com o 2-

fenil-etanol (p. e. =432 °C a 0 mm).

Os ésteres sdo conjuntamente com os alcoois superiores, o etanol e a
agua os constituintes maioritarios do vinho. Em maior quantidade estdo presentes
os ésteres etilicos de acidos organicos, sendo o lactato de etilo o mais abundante
(0,5 a 400 mg/L), seguindo-se os acetatos de alcoois superiores, sendo o acetato
de etilo o mais abundante (0,15 a 300 mg/L) e, em menor quantidade, os ésteres

etilicos de acidos gordos.

Existe ainda uma quantidade de compostos no vinho que podem estar na

forma esterificada.

A quarta zona, compreendida entre 6 e 8 ppm, refere-se aos compostos
aromaticos. No vinho existem 4 grandes grupos de compostos aromaticos
nomeadamente: acidos fendlicos, flavondides, antocianinas e taninos. Destes
grupos devemos excluir as antocianinas, que correspondem aos pigmentos
vermelhos das uvas tintas, uma vez que se trata de uma analise de vinho branco.
Dentro da familia dos flavondides € possivel encontrar em vinhos brancos 1 a 3
mg/L de flavondis, nomeadamente, o campferol e a quercetina. Os taninos podem
existir em vinhos brancos na ordem de algumas dezenas de miligrama por litro
podendo ser encontrados na forma de taninos galicos ou de taninos condensados

(mondmeros de catequina e epicatequina).

E de salientar que alguns destes compostos nomeadamente os taninos
dificilmente serdo extraidos no sistema de extraccao utilizado neste trabalho, uma
vez que sao compostos soluveis em agua e ficardo na fracgdo aquosa do vinho.

Além disso, alcoois e ésteres com pontos de ebulicdo muito baixos serao
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eliminados durante o procedimento de fraccionamento devido ao processo de

evaporagao a que os extractos sao sujeitos.

3.4.5 - Espectros de RMN de'*C

(0}

=4
O-NH,
o) o)
R_/<H R_/<o ~CH H,C=CH, o
o o XR R O-CH N—CH 2 2
Cl-CH Rs—CH
R R
_<CH _<OH ©/ ©/ Br-CH R—C
200 150 100 50 0 ppm
Testemunho 20 °C
ol A al tl 1 L alil l
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
W' M ™ T Ll rw [T ¥ Y
Testemunho 60 °C

Figura 55 — Comparacdo dos espectros de RMN de '®*C dos extractos de
AcEtilo/Acetona do vinho branco testemunho mantido a temperatura de 20 °C e
60 °C.
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Figura 56 — Comparagao dos espectros de RMN de 3C dos extractos de
AcEtilo/Acetona do vinho branco saturado com oxigénio mantido a temperatura de
20 °C e 60 °C.

Os espectros de RMN de C das Figuras 55 e 56 apresentam perfis

idénticos. Pela analise destes espectros é possivel visualizar 5 zonas distintas.

A primeira zona, até 6 40 ppm, engloba maioritariamente 4 sinais: um sinal
a 6 14,2 ppm e dois sinais de relativa intensidade a 6 20,6 e 28,9 ppm que se
referem a carbonos saturados (sp3) sem elementos electronegativos do tipo R-
CHs, e um sinal a 6 39,5 ppm que corresponde ao sinal de maior intensidade de
todo o espectro e que se refere ao solvente utilizado (DMSO). Poderao ainda
haver carbonos saturados (sp3) do tipo R-CH2-R ou R3-CH ou carbonos ligados a
atomos de enxofre como € o caso dos compostos sulfidricos. Devem ser
excluidas as aminas porque nao terem sido encontrados quaisquer sinais entre &
40-50 ppm.
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Na segunda zona, compreendida entre 6 60 e 80 ppm, temos varios sinais
de média intensidade que se referem a carbonos saturados (sp3) que se podem

encontrar ligados a elementos electronegativos do tipo R3;C-O.

A terceira zona, compreendida entre 56 115 e 130 ppm, refere-se a zona dos
compostos aromaticos podendo englobar todos os compostos descritos

anteriormente para a analise de espectros de RMN de "'H.

A quarta zona, compreendida entre 5 150 e 160 ppm, apresenta alguns
sinais de baixa intensidade que se referem a zona dos compostos aromaticos

ligados a elementos electronegativos.

A quinta zona, compreendida entre 5 170 e 180 ppm, refere-se ao grupo
dos carbonos carbonilicos que podem ser amidas, anidridos ou ésteres. Devem
ser excluidos todos os aldeidos e cetonas porque néo terem sido encontrados
quaisquer sinais a partir de 6 180 ppm inviabilizando a possibilidade destas

familias de compostos se encontrarem nestes extractos.

A partir da analise dos espectros de RMN de *C foi possivel eliminar as
aminas das familias de compostos existentes nestes extractos, uma vez que nao
existem os sinais tipicos destas moléculas por volta dos & 40-50 ppm. De igual
forma foram excluidas as cetonas e os aldeidos, uma vez que nao existem os
sinais tipicos destes compostos a 6 >180 ppm (Figura 55 e 56), sendo que os
ultimos também ja tinham sido excluidos pela analise dos espectros de RMN de
'H, uma vez que n&o existe o sinal tipico dos aldeidos entre os 5 9 e os 10 ppm
(Figura 53 e 54). Assim, as possiveis familias de compostos existentes nos
extractos das fracgdes organicas serdo: flavondides, derivados de acidos
fendlicos, ésteres, na maior parte sob a forma de acetatos, alcoois com elevados

pontos de ebulicdo, amidas e compostos com grupos tiois.
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3.4.6 - Espectros de RMN bidimensional

HSQC — Espectro de RMN de correlagao espectroscopica heteronuclear,
bidimensional (detecg&o inversa) — Permite identificar acoplamentos entre protbes
e carbonos que distam de uma ligacéo, em anexo.

HMBC - Espectro de RMN de correlacdo espectroscopica heteronuclear,
bidimensional, a longa distancia (deteccdo inversa) — Permite identificar
acoplamentos entre protées e carbonos que distam de duas e trés ligagbes, em
anexo.

COSY - Espectro de RMN de correlacdo espectroscopica homonuclear,
bidimensional — Permite identificar acoplamentos entre protdes vizinhos, em

anexo.

A analise dos espectros de RMN bidimensional irdo permitir uma melhor
interpretacéo de possiveis estruturas existentes na zona aromatica, quer nos
extractos de AcEtilo/Acetona das fracgdes organicas do vinho branco testemunho,

quer no extracto da fracgao aquosa do vinho branco testemunho.
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3.4.7 — Ampliagdo da zona aromatica dos espectros de RMN de 'H do
extracto organico de AcEtilo/Acetona e da frac¢ao aquosa do vinho

branco testemunho

A ampliagdo dos espectros de RMN de 'H do extracto organico e da
fraccdo aquosa do vinho branco testemunho permitiram, em conjunto com a
analise dos espectros de RMN de "*C e dos espectros de RMN bidimensional, em
anexo, uma melhor interpretacdo de possiveis estruturas existentes na zona
aromatica onde se encontram os compostos fendlicos de reconhecida actividade

antioxidante.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
7.9 7.8 7.r v.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 ppm

Figura 57 — Ampliagdo da zona aromatica do espectro de RMN de 'H do extracto

organico de AcEtilo/Acetona do vinho branco testemunho.
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Figura 58 — Ampliacdo da zona aromatica do espectro de RMN de 'H do extracto

aquoso do vinho branco testemunho.

Existem duas possiveis propostas de estruturas para os compostos

aromaticos que existem na fraccdo orgénica (Figura 59) do vinho branco

testemunho e outras duas para a fracgao aquosa do mesmo vinho (Figura 60).

desvio quimico (ppm)

155,6; 155,9

115,1; 115,3

129,8; 129,9
130,0
35,2

desvio quimico (ppm)

carbonos

1

2
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5

H

2 estruturas dependendo do R! 2
3

6,65 (d, J=8,5 Hz); 6,68 (d, J=7,8 Hz)
6,98 (d, J=8,1 Hz); 7,03 (d, J=8,2 Hz)
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Figura 59 — Possiveis estruturas para os compostos da fracgdo organica do vinho

branco testemunho.

Fracgao organica do vinho branco testemunho (Figura 59):

Pela analise da Figura 57 podemos concluir que existem protoes
aromaticos no extracto da fraccdo organica do vinho branco testemunho.
Analisando os espectros de RMN bidimensional HSQC (pag. 128 em anexo) e de
3C (Figura 55) é possivel verificar que existem dois sinais de carbono a § 115,1 e
115,3 ppm e outros dois a & 129,8 e 129,9 ppm. Estes sinais apresentam
correlagdo com os sinais de RMN de 'Ha 6,65 (d, J=8,5 Hz); 6,68 (d, J=7,8 Hz)
e 6,98 (d, J=8,1 Hz); 7,03 (d, J=8,2 Hz) ppm, respectivamente. Na zona aromatica
dos espectros de RMN de 'H e de *C existem mais alguns sinais, para os quais

nao é possivel fazer corresponder nenhuma proposta de estrutura.

Através da analise do espectro de RMN bidimensional COSY (pag. 129 em
anexo) verifica-se que estes dois conjuntos de protdes, com os sinais de RMN de
'H a § 6,65 (d, J=8,5 Hz); 6,68 (d, J=7,8 Hz) e 6,98 (d, J=8,1 Hz); 7,03 (d, J=8,2
Hz) ppm, acoplam uns com os outros, o que indica que estaremos na presenca de
duas estruturas idénticas. Tendo em consideragao o efeito dos grupos dadores de
electrdes (por exemplo, grupos hidroxilo e alcoxilo) podemos concluir que
estamos na presenca de anéis aromaticos para-substituidos, em que um dos

substituintes sera um grupo hidroxilo ou alcoxilo.

Pela analise dos espectros de RMN bidimensional HMBC (pag. 130 em
anexo) podemos verificar que os carbonos com sinais a 6 115,1 e 115,3 ppm nao
acoplam com protdes da zona alifatica, o que parece indicar que teremos ligado a

estes carbonos aromaticos um grupo hidroxilo.
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Estrutura Estrutura

1 2
o) o) carbonos desvio quimico (ppm)
H 1 4 _CHO H-U 4 _CHO
\ / \ / 1 129,6 129,6
2 3 2 3 2 113,9 115,8
H 0] H 0]
/ / 3 164,2 161,5
Acucar Acucar:
guean guear 4 155,0 155,0
Estrutura 1 Estrutura 2 H desvio quimico (ppm)

-

7,35(d, J=3,5Hz) 7,35 (d, J=3,5 Hz)
2 649(d,J=35Hz) 6,57 (d, J=3,5 Hz)

Figura 60 — Possiveis estruturas para a fracgdo aquosa do vinho branco

testemunho.

Fracgao aquosa do vinho branco testemunho (Figura 60):

Pela analise da Figura 58 podemos concluir que existem protoes
aromaticos no extracto da fracgdo aquosa do vinho branco testemunho. A Figura
52, seccdo 3.4.4, revela a existéncia de 2 protdes na forma de singuletos
apresentando desvios quimicos a ¢ 9,27 e 9,30 ppm que deverdo corresponder a
ressonancia de protdes de grupos aldeido, indicando que estamos na presenca

de duas estruturas.

Pela analise dos espectros de RMN bidimensional HSQC (pag.131 em
anexo) é possivel verificar que existem dois sinais de carbono a & 113,9
(estrutura 1) e 115,8 ppm (estrutura 2) e um sinal a & 129,6 ppm que se
correlacionam (estrutura 1 e 2), respectivamente, com sinais de protdes
aromaticos a 6 6,49 (d, J=3,5 Hz) e 6,57 (d, J=3,5 Hz) ppm e a 6 7,35 (d, J=3,5
Hz) ppm.

Através da analise do espectro de RMN bidimensional COSY (pag.132 em

anexo) verifica-se que dois destes conjuntos de protbes acoplam entre si,

respectivamente os sinais de protdes a 6 6,49 e a 6 7,35 ppm, para a estrutura 1,
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e ad 6,57 e ad 7,35 ppm, para a estrutura 2, o que significa que se tratam de
protdes vizinhos.

Através da analise do espectro de RMN bidimensional HMBC (pag. 133 em
anexo) podemos verificar que os protdes dos grupos aldeido, com sinais a & 9,27
e 9,30 ppm, acoplam com o carbono cuja ressonancia surge a 6 155,0 ppm. Por
outro lado, os protdes aromaticos, a 6 7,35 ppm e a 6 6,49 e 6,57 ppm, também
acoplam com o carbono cuja ressonancia surge a 6 155,0 ppm e com os carbonos
cujos sinais surgem a 6 164,2 e 161,5 ppm, respectivamente para a estrutura 1 e
para a estrutura 2. Os carbonos com sinais a & 98,8 poder-se-do atribuir a
ressonancia de carbonos ligados a agucares que acoplam a 1 ligagdo com
protdes a cerca de 4,5 ppm (protdes anomeéricos) que por sua vez acoplam com

os carbonos com sinais a 6 164,2 e a 161,5 ppm.

3.5 - Resultados obtidos na extraccao de vinhos do Porto tinto

novo e velho

mg AA por g amostra

140.0 0 ABTS
116,4
120,0 - @ DPPH —
100,0 - 93,7
80,0 -
60,0 45,2
40,0 D8, 1
13,5
20,0 964, e s 9244 J_‘
0,0 I___I_| T T m— T T T 1

Hexano Hexano  Ac/Hexano Ac/Hexano Ac/Acetona Ac/Acetona
novo velho novo velho novo velho

Figura 61 — Actividade antioxidante expressa em quantidade (miligramas) de

acido ascorbico por quantidade (gramas) de extracto.
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Vinho do Porto tinto novo: vinho do ano 2002 (VPN).
Vinho do Porto tinto velho: vinho Tawny 10 anos (VPV).

Da analise dos extractos com maior poder antioxidante para ambos os
vinhos (extractos polares) é possivel concluir que o vinho do Porto novo tem
significativamente maior actividade antioxidante que o vinho do Porto velho [116,4
mg AA/g versus 93,7 mg AA/g para o método do ABTS, F calc (0,404) > F critico
(0,053) e 45,2 mg AA/g versus 28,1 mg AA/g para o método do DPPH, F calc
(0,785) > F critico (0,053)]. Por outro lado, em relacdo aos extractos apolares, o
que apresenta maior poder antioxidante € o extracto de hexano do vinho do Porto
velho.
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Figura 62 — Espectros de RMN de 'H dos extractos de vinho do Porto novo.
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Figura 63 — Espectros de RMN de 'H dos extractos de vinho do Porto

velho.

Os espectros de RMN vinho do Porto velho apresentam aldeidos em todas

as fracgdes organicas o que indica que ocorreu oxidagao.

A deterioracido oxidativa inclui alteracbes como a rapida perda de aromas
frutados e florais e o desenvolvimento de aromas desagradaveis e
acastanhamento precoce. Os aldeidos, como é o caso do acetaldeido (etanal),
sdo um subproduto da oxidacdo dos alcoois. A medida que o vinho vai
envelhecendo o etanol dos vinhos transforma-se gradualmente em etanal que tem
um aroma pesado, adocicado, e tipo cereja nos vinhos licorosos ou a maga verde

nos vinhos leves.
Além disso, vinhos sujeitos a altas temperaturas e suplementados com

oxigénio (niveis de saturagdo) sofrem uma rapida e pronunciada degradagéo

oxidativa que esta relacionada com a presenga de aldeidos como o
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fenilacetaldeido e o metional [3-(tiometil) propionaldeido] (Silva Ferreira et al.,
2002, 2003).

Capitulo 4 — Concluséo e trabalhos futuros

BT — CONCIUSAOD ... e e e 114
4.2 — TrabalNOS FULUIOS ... 116
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4.1 — Conclusao

Foi desenvolvida uma técnica de fraccionamento do vinho por extraccao
liquido-liquido. Os extractos foram obtidos por fraccionamento sequencial de

vinho branco usando hexano, acetato de etilo e acetona como solventes.

A actividade antioxidante dos extractos extraidos com acetato de etilo e
reextraidos com acetona € maior do que a encontrada para os restantes
extractos, apresentando valores cerca de 95 % acima dos valores encontrados

para os extractos extraidos com hexano.

Apenas cerca de 34 % de compostos com actividade antioxidante sao
extraidos com o método desenvolvido, fraccdo organica, onde a fracgdo aquosa

representa os restantes 66 % de compostos com actividade antioxidante.

A medida que o vinho branco vai envelhecendo, a actividade antioxidante
total dos vinhos diminui. Por outro lado, a fraccdo organica também diminui
reflectindo a mesma tendéncia. Apesar dos poucos vinhos analisados, podemos
dizer que a fracgdo organica, apesar de apresentar uma actividade antioxidante
inferior a fracgdo aquosa, parece conter os compostos que sao preferencialmente

consumidos ao longo do tempo constituindo assim a primeira linha de defesa do
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vinho branco a resisténcia a oxidagado e, neste sentido, com interesse no seu

estudo.

A excepcdo dos extractos derivados do tratamento com oxigénio, o
tratamento com temperatura parece conduzir a um aumento na capacidade
antioxidante dos extractos menos polares. Nos extractos mais polares, tanto o
tratamento com oxigénio como o tratamento com temperatura conduzem a uma

diminuicdo da actividade antioxidante dos mesmos.

Quanto maior o oxigénio consumido menor € a actividade antioxidante dos
vinhos brancos analisados. O vinho branco sujeito a quatro saturagdes com
oxigénio e submetido a temperatura de 60 °C € o que apresenta menor actividade

antioxidante.

N&o existe correlagcdo entre o indice de degradagdo aromatica e os
métodos de avaliagdo da capacidade antioxidante que envolvem a captura de
radicais (ABTS"" e DPPH?®) utilizados neste trabalho.

Das analises efectuadas é possivel concluir que, em comparagao com 0s
extractos das fracgdes obtidas apds o fraccionamento, as diferengas encontradas
nos efeitos oxigénio e dioxido de enxofre sdo mais relevantes quando se aplicam
os métodos de avaliacdo de actividade antioxidante ao vinho branco sem

fraccionamento.

A zona espectral correspondente a zona dos compostos aromaticos (6 a 8
ppm) € cerca de 10 vezes menor no extracto do vinho branco saturado com
oxigénio e mantido a temperatura de 60 °C e cerca de 2 vezes menor no extracto
do vinho branco testemunho e mantido a temperatura de 60 °C. O extracto do
vinho branco saturado com oxigénio e mantido a temperatura de 20 °C apresenta
valores de compostos aromaticos ligeiramente inferiores aos valores encontrados

para o extracto do vinho branco testemunho.
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O método de fraccionamento de vinho branco desenvolvido neste trabalho
nao extrai dois dos reconhecidos compostos antioxidantes presentes no vinho, o
acido ascorbico e o didxido de enxofre. No entanto, outras moléculas com poder
antioxidante, menos conhecidas e/ou desconhecidas, e neste sentido com
interesse no seu estudo, estdo contidas nos extractos organicos obtidos apds o
fraccionamento do vinho branco representando cerca de 35 % do total de
compostos com actividade antioxidante. Além disso, estes compostos sé&o
preferencialmente consumidos ao longo do tempo constituindo assim a primeira

linha de defesa do vinho branco a resisténcia a oxidacao.

As possiveis familias de compostos existentes nos extractos das fraccdes
organicas serdo: flavondides, derivados de acidos fendlicos, ésteres, na maior
parte na forma de acetatos, alcoois com elevados pontos de ebulicdo, amidas e

compostos com grupos tidis.

Por fim, foram propostas algumas estruturas de compostos fendlicos da

fracgao organica extraida bem como da fracgdo aquosa do vinho branco usado.

O vinho do Porto tinto novo tem significativamente maior actividade
antioxidante que o vinho do Porto tinto velho. Além disso, os espectros de vinho
do Porto tinto velho apresentam aldeidos em todas as frac¢gdes o que indica que

ocorreu oxidagao dos alcoois existentes neste vinho.

4.2 — Trabalhos futuros

O trabalho futuro passara pela purificacdo dos extractos obtidos com a
técnica desenvolvida neste trabalho de fraccionamento de vinho branco. Esta
purificacdo contemplaria técnicas cromatograficas de GC e HPLC com detecgao

de massa.
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Poderiam ser utilizadas técnicas de derivatizacdo para quantificacao de
quinonas (produtos da oxidagdo dos compostos fendlicos) bem como produtos da
reac¢cao de Maillard, mencionados neste trabalho como potenciais compostos

com actividade antioxidante.

A fracgao aquosa do vinho branco também deveria ser estudada por HPLC

com deteccao de massa.
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Capitulo 6 — Anexos
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6.2 - COSY - Fracgao organica do vinho branco testemunho —

ampliacao da zona aromatica

gt

130

137



.
‘@ 7.5
g (]
o
P!‘
8.0
- @
¢ L
L ppm
T T T T T T T T —r—r— 77— 7% T —pr————
pom 8.0 1.5 7.0 6.5

6.3 - HMBC - Fraccao organica do vinho branco testemunho

(ampliagao)

138



6.4 - HSQC - Fracg¢ao aquosa do vinho branco testemunho —

ampliagcao da zona aromatica
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