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Determinacao de Compostos Fenolicos em Vinho: Uma revisao
Determination of Phenolic Compounds in Wine: A Review

Edson Archela'; Luiz Henrique Dall’ Antonia?

Resumo

Um dos principais constituintes presentes nos vinhos € a classe de compostos fenolicos, que compreende
os acidos fendlicos, flavonodides, lignanas e estilbenos. Estes influenciam nas principais caracteristicas
dos vinhos como sabor, aparéncia, fragrancia, adstringéncia ¢ nas propriedades antimicrobianas. S3o os
responsaveis pela diferenca entre os vinhos branco e tinto. Além disso, esta classe de composto tem sido
muito estudada por suas propriedades antioxidantes que, acredita-se, ajudar na prevencdo de doengas,
como certos tipos de cancer, doencas cardiovasculares, diabetes, acidentes vasculares cerebrais e outras
doengas relacionadas ao envelhecimento. Por isso, ¢ de grande interesse o desenvolvimento de métodos
para a determinacdo de compostos fenolicos que sejam sensiveis, seletivos, rapidos e de facil operagao.
O presente trabalho traz uma revisdo dos métodos que vem sendo empregados para a determinagdo de
fenodlicos até o presente ano.

Palavras-chave: Compostos Fenoélicos. Vinho.

Abstract

One of the main constituents in wines is the phenolic compounds that comprise the phenolic acids,
flavonoids, lignans and stilbenes. Those have an important paper on the wines properties like flavor,
appearance, astringent and antimicrobial properties. Moreover, phenolics have been extensively study
in having antioxidant properties that may help in the prevention of disease like certain types of cancer,
cardiovascular diseases, diabetes, strokes and other diseases related to aging. So is important the
development of the phenolic compounds determination methods to be more selective, fast and easy
operation. This paper brings a review of the methods employed on phenolics determination until this
year.
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Introducao

Os compostos fenolicos sdo aqueles que possuem
uma, ou mais (polifendis), hidroxilas ligadas a
um anel benz€nico e, embora contenha um grupo
caracteristico de alcoois, esta classe de compostos
possui propriedades especiais, s30 compostos mais
acidos que os alcoois sendo oxidados com maior
facilidade. Os fendis incluem os compostos que
possuam apenas um anel aromadtico ligado a um
ou mais grupamentos hidroxilicos. Os polifenois

Figura 1 — Estruturas quimicas de polifendis.
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compreendem aqueles compostos fendlicos que
possuam multiplos anéis fendlicos em sua estrutura
e podem ser divididos em classes de acordo com
o numero de anéis fendlicos e os elementos
estruturais que ligam estes (Figura 1 e Figura
2) (WATERHOUSE, 2002). Eles podem, ainda,
associar-se entre si, aumentando a complexidade e
diversidade desta classe de compostos (Figura 3).
A composi¢ao dos polifenois nos alimentos pode
variar com o tipo, época de colheita, fatores do
meio ambiente, processamento € armazenamento
(MANACH et al., 2004).
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Fonte: Dados dos autores.
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Figura 2 — Estruturas quimicas dos flavondides.
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Figura 3 — Formacao da procianidina pela polimerizagdo de duas catequinas através da ligagdo dos carbonos 4 ¢ 8.
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Os dois grupos principais de polifenois sdo os
acidos fenolicos e os flavonoides. Os acidos fenolicos
podem ser classificados em acidos benzdicos, e
derivados, e acidos cinamicos, e derivados. Ja os
flavonoides possuem como subclasses principais
os flavonois, flavonas, flavanonas, isoflavonas e
flavanois (SATO et al., 1996).

Milhares de compostos fendlicos ja foram
identificados em plantas superiores, ¢ centenas
desses compostos sdo encontrados em plantas
comestiveis. Estes compostos s3o metabdlitos
secundarios das plantas, geralmente envolvidos
na defesa contra organismos patogénicos ou raios
ultravioletas. Assim, polifendis estdo disponiveis
em uma ampla variedade de frutas, como limao,
laranja, tangerina, uva, cereja, ameixa, pera ¢ maga
(ANGELO; JORGE, 2007); legumes; verduras; e
em alimentos e bebidas processados destes, como
cha, vinho e outros.

Os principais fenolicos presentes na dieta
humana sdo os flavonodides, os acidos fenolicos e
os taninos. Os flavonoides sdo compostos de baixo
peso molecular que ocorrem, nas plantas, ligados a
sacarideos, na forma de glicosideos, ou agliconas e
sua estrutura pode ser apreciada na Figura 2 (KING;
YOUNG, 1999). Os acidos fenolicos podem ser
divididos em derivados do acidos hidroxibenzoico
e hidroxicindmico que conferem propriedades
antioxidantes aos vegetais que os possuem (Figura
1). J& os taninos possuem alto peso molecular,
consequéncia de varias polimerizagdes, € podem ser
divididos em taninos condessaveis e hidrolisaveis
(ANGELO; JORGE, 2007).

Dos compostos mais importantes presentes no
vinho estdo as antocianidinas e as procianidinas
que sdo polimeriza¢des dos mondmeros citados na
Figura 2, também chamados de taninos condensados
(DELL’AGLI; BUSCIALA; BOSISIO, 2004).

Sabe-se que em comparagdo com os alcoois,
os compostos fenodlicos sdo muito mais acidos
devido a presenca do anel benzénico que confere
estabilidade aos produtos de oxidacdo dos fenois.

Por serem mais acidos, os polifendis sao oxidados
antes que outras moléculas presentes nas plantas
funcionando como antioxidantes para estas outras
moléculas e protegendo a integridade de seu
organismo formador (SOARES et al., 2008).

Em
classificados em primarios e secundarios. Aqueles
atuam interrompendo a cadeia de reacdo radicalar,
reagindo com radicais para formarem produtos
termodinamicamente

suma, os antioxidantes podem ser

estaveis ou complexos
mais estaveis que o radical livre precursor;
estes, os antioxidantes secundarios, retardam a
etapa que precede a formacdo dos radicais por
diferentes mecanismos, como a complexagdo de
metais, sequestro de oxigénio, decomposicao de
hidroperdxidos, absor¢do da radiagdo ultravioleta
ou desativacdo de oxigénio singleto. Os fendlicos
sdo classificados como antioxidantes primarios

(ANGELO; JORGE, 2007).

A atividade de um antioxidante ¢ determinada
pelo seu potencial de redugdo; a estabilidade do
produto formado, que ¢ regida pela capacidade de
estabilizar e deslocalizar o elétron desemparelhado;
a reatividade deste com outros antioxidantes; e a
propensdo de agirem como quelante de metais. Os
polifendis possuem a estrutura ideal para serem
esses antioxidantes, pois possuem anéis benzénicos
capazes de estabilizar os produtos oxidativo
formados; além, de estes serem bons complexantes
de metais, o que impede que eles hajam como
catalizadores de reagdes radicalares (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1997).

O oxigénio estd presente na atmosfera na
forma triplete (*0,), que ¢ estavel. Quando inalado
ocorre um processo gradual de redugdo produzindo
agua, porém uma pequena quantidade de produtos
intermedidrios instaveis, como o radical superoxido,
radical hidroxil e perdxido de hidrogénio sao
formados. Estas espécies, chamadas de espécies
reativas de oxigénio, podem iniciar a peroxidacdo
dos lipideos da membrana gerando actmulo de
peroxidos de lipideo. Os produtos, primarios e
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secundarios, da peroxidacdo sdo altamente reativos,
e reagem com substratos bioldégicos como proteinas,
aminas ¢ moléculas de DNA. Tal processo leva a
doencas degenerativas. Embora os organismos
vivos possuam mecanismos protetores contra as
espécies reativas de oxigénio a eficiéncia destes
processos decresce de acordo com o envelhecimento
do organismo. Por tanto, sugere-se fornecer ao
organismo moléculas que ajudem neste processo
protetivo, como substancias antioxidantes (SATO et
al., 1996).

As propriedades antioxidantes dos compostos
fenolicos instigaram muitos estudiosos a avaliar
a influéncia desses compostos na prevencdo de
doencas, como certos tipos de cancer, doengas
cardiovasculares, diabetes, acidentes vasculares
cerebrais ¢ outras doencas relacionadas ao
envelhecimento (GAMELLA et al., 2006; FUSCO
etal., 2010).

Parte importante destes estudos ¢ avaliar a
bioaviabilidade. Sabe-se que embora tais compostos
estejam presentes em nossa dieta muitos destes
possuem pouca atividade ou baixa absorcdo em
nosso organismo. Por isso, o conhecimento sobre
sua atividade in vivo € de grande importancia para
a compreensao dos efeitos dos polifendis em nosso
organismo.

A maioria dos polifenois presentes em nossa dieta
nao sdo absorvidos diretamente pelo organismo, mas
necessitam ser hidrolisados por enzimas intestinais
ou pela microflora colonica. Além disso, sao
rapidamente eliminados do plasma sanguineo, o que
indica que o consumo de alimentos que os contém
deve ser diario para a manutenc¢do da concentragao
dos mesmos no sangue. Dos compostos fendlicos
disponiveis em nossa alimentagdo os flavanonas
e isoflavanonas sdo os mais ativos em nosso
organismo (MANACH et al., 2004).

Estudos tém inferido que os polifendis,
presentes nos vinhos tintos, protegem o sistema
cardiovascular sendo oxidados antes que outras
substancias, de baixa

como as lipoproteinas

densidade, “colesterol mau” que quando oxidadas
aderem as paredes de vasos sanguineos e podem
gerar aterosclerose (FRANKEL; KANNER, 1993).
Este efeito antioxidante € caracteristico da maioria
dos compostos fenolicos, especialmente catequinas,
acidos fenolicos e antocianidinas monoméricas,
que restringem a formagdo de nitrosaminas e
outros compostos nitrosos em alimentos (KERRY;
ABBEY, 1997). Correlagdes podem ser feitas entre
o consumo de vinho ¢ a reducdo de doengas do
coracdo, cancer de mama, diminui¢do da taxa de
mortalidade feminina, reducdo da diabetes tipo II
(TOMERA, 1999).

O baixo risco de doencas cardiovasculares
associado ao consumo de vinho tinto e altas
quantidades de gordura saturada ¢
popularmente como “Paradoxo Frances”. Dentre os
polifenois que desempenham importantes fungdes

na diminuicao de doengas cardiovasculares existe o

conhecido

resveratrol, cujo vinho e uvas sdo sua principal fonte.
O resveratrol tem chamado a aten¢do por possuir
propriedades bioquimicas e fisiologicas como agdes
estrogénicas, antiplaquetaria e anti-inflamatoria.
Em determinadas concentragdes podem prover
protecdo contra doengas como aterosclerose,
arritmias ventriculares e isquemia cerebral (LEKLI;
RAY; DAS, 2009).

Sabe-se que a presenca de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio em um organismo Vvivo
esta associada ao aumento do risco de doengas
cronicas, especialmente doengas cardiovasculares.
Em contrapartida, o consumo de frutas, vegetais e
vinhos, ricas fontes de substincias antioxidantes
provavelmente reduzem tal risco. Assim, conclui-se
que a dieta de um individuo esta relacionada com a
probabilidade de este desenvolver doencas cronicas
como doencas cardiovasculares, cancer, diabetes e
outras (URQUIAGA et al., 2010).

No corpo, as maiores transformacdes dos
polifenois provenientes do vinho ocorrem no célon,
onde os metabolitos formados se tornam mais

bioativos (SELMA; ESPIN; TOMAS-BARBERAN,
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2009). Estes compostos ainda possuem a capacidade
de inibir ou estimular o crescimento de diferentes
bactérias no trato intestinal (REQUENA et al,
2010) e de diminuir a aderéncia das bactérias na
cavidade oral, ajudando na prevengdo de doencas
bucais (HANNIG et al., 2009). Também, atuam
como inibidores de cerca de 80% das atividades
enzimaticas causadoras da carie pelo estreptococo
(THIMOTHE et al., 2007).

Urquiaga et al. (2010) estudou a influéncia do
consumo diario de quantidades moderadas de vinho
em duas dietas diferentes. Observou que o consumo
moderado de vinho aumenta a concentracdo
de polifenodis circulante no plasma e eleva a
concentracdo de vitamina C presente no mesmo,
0 que aumenta a capacidade antioxidante deste,
reduzindo danos ao DNA ¢ as proteinas.

Sheu, Liu e Chen (2010) estudaram o efeito
do resveratrol como agente protetivo contra os
danos causados por estresse oxidativo ao epitélio
pigmentar da retina e concluiram que o consumo
de vinho pode amenizar a degradacao deste. Outro
estudo (SAKATA et al.,, 2010), revelou que o
resveratrol induz a heme oxigénase 1 em culturas de
células neurais de ratos fornecendo neuroproteg¢ao
contra radicais livres ou danos excitotoxicos.

A saude gastrointestinal e oral ¢ outro ponto
importante da satde humana cuja dieta pode
influir diretamente. Por possuir um alto conteudo
e diversidade de polifendis, que sdo capazes de
modificar seletivamente o crescimento de micro-
organismos susceptiveis, o vinho ¢ derivados
da uva tem chamado a atengdo por possuirem
potencial benéfico a saiude intestinal. Estudos tem
mostrado que o consumo de bebidas com alto
teor de compostos fenolicos tem efeitos contra a
carie dentaria, em animais e humanos, pois inibe
o crescimento e aderéncia dos micro-organismos
causadores da carie a superficie do dente (HANNIG
et al., 2009). Além disso, testes in vitro mostraram
que alguns polifendis e seus metabolitos podem
inibir o crescimento de varias bactérias maléficas na

microbiota humana sem produzir efeitos maléficos
as bactérias probioticas (REQUENA et al., 2010).

Brouillard, George e Fougerousse (1997)
também demonstrou que os polifendis podem agir
como protetores das moléculas do colesterol LDL
contra a oxida¢do, o que ajuda na prevengdo da
aterogéneses que podem levar a ataques cardiacos.

Ortufio etal. (2010) demonstrou que o resveratrol
¢ mais bem absorvido pelo corpo humano quando
associado a matrizes biologicas, como o vinho
e outros derivados da uva, que quando ingerido
isoladamente.

Novos estudos a respeito da eficacia, seguranga
e dosagens de antioxidantes, para a prevencao de
doencas, sdo necessarios. Porém, a Food Standards
Agency aconselha o consumo de vegetais, frutas e
seus produtos uma vez que o consumo destes pode
estar associado a reducdo do risco das doencas
citadas (STANNER et al., 2003).

Métodos para a Determinacio de Fendlicos
em Vinho

O interesse pelos acidos fenolicos e flavonoides
propriedades
metabolicos

tem aumentado devido a suas

antioxidantes, cujos  processos
e atividade em seres vivos ainda n3o foram
completamente elucidados. Uma maneira de
conhecer o potencial antioxidante desta classe de
compostos em uma amostra alimenticia, como o
vinho, € conhecer o indice de polifendis totais desta
amostra. Outras técnicas empregadas tém como
objetivo a determinagdo de um composto especifico

ou grupo de compostos fenolicos.

de
matrizes alimenticias € dificil devido a uma série

A determinacdo dos fendlicos totais
de fatores, como a ampla variedade de fendlicos,
a complexidade quimica da matriz, a presenga de
interferentes e a dificuldade de extracdo destes da
matriz. Como a determina¢ao da concentragdo exata
de fendlicos ainda nao é possivel utiliza-se uma
estimativa da concentragdo total destes compostos,

conhecida como indice de polifendis totais.
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Tradicionalmente, 0 termo fenodlicos
totais se refere as medidas feitas por métodos
espectrofotométricos, especialmente o método

de Folin e Ciocalteu (1927). Porém mesmos estes
apenas fornecem o indice de polifenois totais
(BLASCO et al., 2005).

Por se tratarem de uma classe muito ampla de
compostos e estarem presentes nas mais diversas
matrizes ainda nao foi desenvolvido um método
formal para a determinagao.

Para o caso especifico do vinho o método de
Folin e Ciocalteu (1927) foi adotado como método
oficial pela International Organization of Vine
and Wine (2010). Porém, sabe-se que este método
superestima o teor de fendlicos totais por estarem
sujeitos a uma série de interferentes (EVERETTE
etal., 2010).

Métodos Espectrofotométricos

O método de Folin e Ciocalteu (FOLIN;
CIOCALTELU, 1927)
originalmente para determinacdo de tirosinase.

foi desenvolvido
Porém, notaram em seu experimento que o0
triptofano, que nao ¢ um composto fendlico,
também era sensivel ao reagente desenvolvido
produzindo espécies que, também, absorviam em
750 nm, comprimento de onda utilizado no método.
O reagente utilizado consiste na mistura de sais de
molibidato de sédio, tungstato de sodio e outros
reagentes. No teste, o grupo fendlico deve estar na
forma de fenolato, afim de que os ions molibdato e
tungsfosfato sejam reduzidos produzindo coloracao
azulada (as moléculas oxidadas sdo posteriormente
decompostas em pH alcalino). Por isso, a cor
formada também depende do nlimero de hidroxilas
ou de grupos potencialmente oxidaveis. Por reagir
com moléculas facilmente oxidaveis este método
encontra varios interferentes (ANGELO; JORGE,
2007).

Outros pesquisadores identificaram que o

reagente de Folin e Ciocalteu também reagia com

outras moléculas como proteinas, carboidratos,
aminodcidos, nucleotideos, tiol, acidos graxos
insaturados, vitaminas, aminas, aldeidos e cetonas
(EVERETTE et al., 2010).

Atualmente, este método ¢ adotado pela
International Organization of Vine and Wine (2010)
para a determinacdo do indice de polifendis totais
presentes em amostras de vinho.

Embora o método Folin-Ciocalteu seja o método
de quantificacdo de compostos fenolicos mais
extensivamente utilizado (SOUSA et al., 2007)
outros métodos espectrofotométricos também sao
aplicados para medida de alguns fenois especificos
como o método de Maillard ef al para a determinagao
de acidos hidroxicindmicos; o método de Mateos et
al para a determinacdo de o-difenois (BONOLI et
al., 2004).

de
transformada de Fourier com modulo de refletancia
total atenuada (ATR-FTIR) pode ser utilizada
sobre extratos de compostos fenolicos de amostras

A espectroscopia infravermelho com

de vinhos para a diferenciacdo das qualidades de
uvas utilizadas no processo de fabricagdo. Para
isto utiliza-se a regido do infravermelho médio que
compreende os nimeros de onda de 1800-900 cm-1
e representa a regido de “fingerprint” dos vinhos
(TARANTILIS et al., 2008).

Simonetti, Pietta e Testolin (1997) utilizaram
o método desenvolvido por McMurrough ¢ Baert
(1994) para a determinacao de flavanois, utilizando
(+) catequina como padrdo, e outros métodos para
a quantificacdo do indice de fendlicos totais e
flavonois (livres e na forma glicosidica).

Mataix e Castro (2001) desenvolveram um
método automatizado para a determinago do indice
de polifenois totais e densidade dos vinhos que se
aproxima bem dos métodos oficiais de determinag@o.
No artigo sdo otimizados dois métodos para a
determinagdo do indice de polifendis totais, o
método Folin-Ciocalteu e um método direto, sem
necessidade de preparagdo das amostras (exceto
pela diluigdo destas), que utiliza o comprimento

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Londring, v. 34, n. 2, p. 193-210, jul./dez. 2013

199



200

Archela, E.; Dall’Antonia, L. H.

de onda de 280 nm, porém este método ¢é afetado
pela presenca de proteinas, acidos nucléicos e
aminoacidos que devem ser considerados na
otimizacao do método (ANGELO; JORGE, 2007).

Outro método espectrofotométrico utilizando

enzimas foi desenvolvido, também, para a
determinacdo de fenolicos no vinho. O método
consiste na oxidacdo dos fendlicos, catalisada
pela peroxidase que, em seguida, reage com
substratos aromaticos produzindo coloracdo intensa

(STEVANATO; FABRIS; MOMO, 2004).

A espectroscopia no infravermelho préximo
foi utilizada para a determinacdo simultanea de
malvidina-3-glicosideo, polimeros pigmentados
e taninos durante a fermenta¢do do vinho tinto.
A malvidina-3-glicosideo, uma antocianina, ¢
responsavel pela coloragao avermelhada do vinho; ja
os polimeros pigmentados sdao polimeros derivados
deantocianinas querepresentam moléculas de grande
peso molecular e baixa polaridade e contribuem
para a mudanga de coloragdo e turbidez do vinho
com o tempo. A radiagdo utilizada compreende dos
comprimentos de onda de 750 a 2500 nm e prové
informagdes acerca da propor¢ao das ligacdes C-H,
N-H e O-H presentes nas estruturas analisadas.
Porém estudos ainda sdo necessarios para aumentar

a exatidao do método (COZZOLINO et al., 2004).

Métodos Cromatogrdficos

Associados, ou nao, aos métodos
espectrofotométricos a cromatografia tem sido
utilizada para analises detalhadas
componentes fendlicos do vinho,
identificacao de compostos como para quantificacao
destes. Além de fornecer informagdes do teor total
de compostos fendlicos presentes em uma amostra a
cromatografia pode ser utilizada para determinagao
da concentragdo de grupos de compostos ou

compostos especificos de fenois presentes no vinho.

mais dos

tanto para

Bru et al. (1996) desenvolveram um método de
extragdo liquido-liquido rotatorio para a extragdo

de compostos fenodlicos de baixo peso molecular
de amostras de vinho que possui vantagens sobre
as extragdes liquido-liquido convencionais como
reprodutibilidade, rapida produgdo de
extratos e a possibilidade de extracdes simultineas
de 12
requer aquecimento em seu processo de extracao,
preservando melhor as amostras, além disso, o
volume necessario de vinho para a extragao rotatoria
¢ a metade do volume utilizado para a extracdo
convencional. As amostras foram analisadas em um
cromatografo liquido cléssico.

(1996)
cromatografia gasosa para a determinagdo dos

maior

amostras diferentes. Este método nao

Lamikanra et al. utilizaram a
isdbmeros cis e trans da molécula resveratrol e
outras moléculas da mesma classe de compostos.
O método utilizou uma coluna capilar de 30 m de
comprimento constituida de 95% de dimetil e 5%
de difenil como fase estacionaria ¢ um detector
de ioniza¢do em chama para a identificacdo dos

compostos estilbeno hidroxilados.

No mesmo ano outro método foi proposto,
agora utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a determinagdo de trans e cis
resveratrol, glicosideo trans-resveratrol, catequina,
epicatequina, quercetina e rutina. O método constitui
em utilizar a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com fase reversa, gradiente de eluente e um detector
de diodos. O tempo de eluigdo desta técnica é de 40
mim (GOLDBERG et al., 1996).

Posteriormente foi proposto a utilizacdo da
cromatografia de alta eficiéncia com menor tempo
de eluicdo (34 min). Neste método foi utilizada uma
combinacdo de detectores de fluorescéncia e de
absorbancia (UV-VIS) para aumentar a seletividade
¢ sensibilidade para a determina¢do de acido
siringico, epicatequina e trans-resveratrol. Também
foi utilizado um método de preparagdo da amostra
utilizando extragdo liquido-liquido com dietil éter
em pH 2,0 (RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2001).

Revilla et al. (2001) utilizaram um HPLC para
separar antocianinas presentes no vinho tinto
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utilizando um gradiente linear de acetonitrila em
agua em pH 1,3, utilizando &cido perclérico como
modificador de acidez (REVILLA et al., 2001).

Outro trabalho utilizando HPLC acoplado
a detectores de UV e fluorescéncia permitiu a
determinagdo de 15 compostos fenodlicos: acidos
galico, protocatecuico, vanilico, siringico, cafeico,
p-cumarico e feralico; catequina, epicatequina,
quercetina, quercitrina, miricetina, kaempferol; e
aldeidos siringico protocatecuico (RODRIGUEZ-
DELGADO et al., 2002).

Em suma, o HPLC tem sido o método preferido
devido sua versatilidade, precisdo, relativo baixo
custo e auséncia de interferentes. Frequentemente,
¢ utilizada fase reversa com colunas C18 ou C8
em conjunto com fase moével aquosa e metanol
ou acetonitrila como mistura (ESCARPA;
GONZALEZ, 2001). Wang et al. (2002) fizeram um
método para determinacdo de resveratrol utilizando
um espectrometro de massa acoplado ao HPLC.
Castellari et al. (2002) otimizaram o método para
injecdo direta de amostras e determinagdo de 17
compostos fenolicos. Gambelli e Santaroni (2004)
utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia
para a analise do conteudo fendlico de vinhos
italianos com origem geograficos variados.

Recentemente, Nuengchamnong e Ingkaninan
(2010) utilizaram o HPLC,
espectrometro de massa, trabalhando em sintonia

acoplado a um

com um espectrometro UV-VIS para separacdo
e identificacdo de alguns polifendis. E, Dias et al
(2010) utilizaram o HPLC, acoplado a um detector
de fluorescéncia, para a determinagdo da catequina
e epicatequina presente em vinhos tinto.

Métodos Eletroguimicos

Os métodos elétroquimicos tem sido muito
empregados na determinag@o do poténcial redutor
de compostos fenolicos, no estudo dos mecanismos
de oxidacdo e para identificacdo de flavondides
(ANGELO; JORGE, 2007).

Garcia-Viguera e Bridle (1995) fizeram uma
comparacdo entre a cromatografia liquida de alta
eficiéncia e eletroforése capilar de zona concluindo
que aquela é superior em termos de precisdo, exatidao
e sensibilidade, e esta possui vantagens econdmicas
e menor tempo de operacdo. O método eletroforético
desenvolvido neste trabalho necessitou do dobro
de concentragdo de amostra, quando comparado a
sensibilidade do método cromatografico. Assim, o
autor indica um futuro desta técnica como método
complementar ao cromatografico.

Outro trabalho (CARTONI; COCCIOLI;
JASIONOWSKA, 1995), otimizou as condi¢des
de separagdo dos compostos fenolicos, utilizando
elétroforese capilar, para a analise destes compostos
em vinho.

Arce et al. (1998) desenvolveram um método
de eletroforése capilar com injecdo de amostra
continua, preparada por uma coluna cromatografica
de C-18 utilizada para limpeza das amostras de
vinho, para determinagdo de oito compostos
fenolicos, dentre eles o trans-resveratrol.

Gu et al. (1999) alteraram as condigdes de
trabalho de seu antigo método, para determinacao
de trans-resveratrol e cis-resveratrol em amostras de
vinho, melhorando o limite de detec¢do, diminuindo
o tempo de separagdo e a resolugdo dos picos
do trans-resveratrol e cis-resveratrol (QINGYT;
O’DWYER; ZEECE, 1998).

Cinco anos ap6s a comparagao feita por Garcia-
Viguera e Bridle (1995), Gu et al. (2000) realizam
outro teste comparativo entre a elétroforese capilar
e a cromatografia liquida de alta performance e
concluem que ambos possuem sensibilidade similar
porém, a elétroforese capilar pode discriminar entre
os isomeros cis e trans da molécula de resveratrosl
além de ser método mais rapido.

A utilizagdo da voltametria de pulso diferencial,
com eletrodo de carbono vitreo, também pode
ser utilizada na determinacdo de fenodlicos totais,
bem como na determinagdo seletiva de alguns
flavonoides (BLASCO; GONZALEZ; ESCARPA,
2004).
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Blasto et al. (2005) desenvolveram um novo
método para determinar os fenolicos totais em
alimentos através da utilizagdo de diferentes
potenciais de forma a encontrar um indice para
a capacidade antioxidante natural total, que foi
chamada de indice eletroquimico.
desenvolvido teve boa correlagdo (r = 0,95) com o
método espectrofotométrico de Folin e Ciocalteu.
Uma vez que, o método desenvolvido apresentou
boa correlagao, maior simplicidade e velocidade
0 autor sugere que este método seja usado como
um novo protocolo para a obtencdo do indice de
polifenois totais.

O método

Volikakis e Efstathiou (2005) desenvolveram
um método para determinagdo de flavonoides
(quercetina,
voltametria adsortiva em um sistema de inje¢do em
fluxo. Onde um eletrodo de pasta de carbono dopado
com difenil éter foi utilizado para a preconcentracao
dos flavonoides, com o objetivo de eliminar outras

kaempferol, miricetina) utilizando

espécies eletroativas.

Biossensores

Os métodos classicos ndo podem ser aplicados
com facilidade e sdo invidveis para a industria
enologica, por necessitarem de mao de obra
especializada e maquinario caro. Assim, surge a
necessidade de métodos rapidos, baratos e de facil
operac¢do. Abuscapormétodos analiticos alternativos
levou a juncdo entre a especificidade bioldgica
e a sensibilidade eletroquimica. O biossensor
eletroquimico mostrou-se uma boa alternativa para
a deteccdo do conteudo de compostos fenolicos uma
vez que possui vantagens como facil (ou nenhuma)
preparagdo da amostra, seletividade, sensitividade,
reprodutibilidade e baixo custo (FREIRE et al.,
2003).

Segundo a IUPAC biossensores eletroquimicos
sdo dispositivos capazes de fornecer informagdes
quantitativas ou semiquantitativas de analises
especificas por meio da utilizacdo de um receptor
biologico que ¢
com um elemento de transdugdo eletroquimica
(THEVENOT et al., 2001). Dentre os receptores
biologicos estdo as enzimas, organelas, tecidos
animal e vegetal, microrganismos, anticorpos, acido
nucléicos e outros. Ainda, os biossensores podem ser
classificados, de acordo com o transdutor utilizado,
como eletroquimico, entre estes potenciométrico,
amperométrico e condutimétrico; optico, entre estes

mantido em contato direto

com medidas de luminescéncia e fluorescéncias; e,
detectores de massa (CORTES, 2008).

Um ponto crucial na constru¢ao de um biossensor
¢ a imobilizagdo da enzima sobre o eletrodo,
pois com este processo a constante de ligacdo do
substrato a enzima, a velocidade maxima desta
reacdo, o pH 6timo para que a reagdo ocorra entre
outros pardmetros podem variar. Para este processo
costuma-se empregar procedimentos de ligagdo
cruzada, ligacdo covalente, encapsulamento em géis
ou membranas e, mais recentemente, impressao em
eletrodos (FREIRE, 2002).

Os biossensores eletroquimicos, principalmente
0s potenciométricos ¢ amperométricos, sdo o0s
mais utilizados devido a facilidade operacional e
alta sensibilidade inerentes ao método. Consistem
na medida da variagdo de potencial e corrente,
respectivamente, que acontecem quando o receptor
bioldgico entra em contato com o analito.

Por trabalharem em baixo potencial os
biossensores ndo possuem os mesmos problemas
de interferéncias encontrados por outros eletrodos

eletroquimicos convencionais (FREIRE, 2002).
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O primeiro biossensor foi proposto para oxidar
a glicose em acido gluconico usando um eletrodo
para, amperometricamente, detectar o consumo de
oxigénio, que ¢ proporcional a concentragdo de
glicose (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI,
2003). No caso de biossensores para determinagao
de fendis o primeiro trabalho, que se tem noticia, foi
feito por Hall, Best e Turner (1988), que utilizava
um biossensor de tirosinase em meio organico para
a determinacao de p-cresol.

Biossensores para determinacdo de fendlicos
tem utilizado enzimas como tirosinas, lacase
e peroxidase, que sdo enzimas oxidases cujos
compostos fendlicos sdo 6timos substratos. Desta
forma os compostos fendlicos participam como
doadores de elétrons para as enzimas. Na maioria
dos casos ¢ medido o contetido total de polifendis.
Estes biossensores sdo baseados em transdutores
eletroquimicos que usam o ciclo redox das enzimas,
diminuindo o numero de interferentes, ja que
as enzimas sdo catalizadores muito especificos
(MELLO; KUBOTA, 2007).

Para o caso da determinagdo de fendlicos em
vinho, Rodriguez e Rivas (2002) desenvolveram
um biossensor com eletrodo de pasta de carbono
vitreo recoberto com a enzima polifenoloxidase de
cogumelo purificada ou tecido de cogumelo fresco,
usados como receptores biologicos.

Com o objetivo de aprimorar a utilizacdo de
biossensores para determinacdo de compostos
fendlicos em vinhos, varios trabalhos foram
publicados recentemente com diferentes receptores
bioldgicos, como a lacase, tirosinase e peroxidase;
transdutores; ¢ formas de imobilizagdo. A Tabela
1 (ver Apéndice) resume alguns dos resultados

obtidos nestes trabalhos.

Conclusoes

Grandes avangos tém sido contemplados para
a analise de compostos fendlicos em alimentos,
como o vinho, tanto na parte de aparelhagem como

no desenvolvimento de melhores metodologias.
Porém, em virtude da complexidade quimica
das matrizes alimenticias avangos ainda sdo
necessarios para melhor controle dos fendlicos no
pela industria alimenticia, como maior seletividade,
menor susceptibilidade a interferentes, menor custo
operacional e rapidez.
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Apéndice

Tabela 1 — Caracteristicas analiticas de diferentes biossensores eletroquimicos para determinagdo de compostos fenolicos em vinhos.

Potencial

Biossensor (mV)

Técnica

Faixa linear
(104 M)

Sensibilidade
(nA/mM)

wn

LD (10°M) Tempo de Vida

1° Autor

Ano da
publicac¢io

Lacase sobre eletrodo de
carbono vitreo
[acido cafeico]

-200

FIA/
Banho

5,6x10°—5,6x10°
%/3,9x10°-5,6x10°

3a

48,6/108,1*

0,998

5,6x10°
34/3,9x103

4 dias

GAMELLA

2006

Lacase eletrodo de carbono
vitreo
[acido galico]

-200

FIA

2,3.10°-0,12°

3,150

0,999°

0,2°

4 dias ®

GAMELLA

2006

Tirosinase imobilizada em
copolimeros condutores
depostos sobre eletrodo de
platina

20 dias

BOYUKBAYRAM

2006

Polifenoloxidase imobilizada
em copolimeros condutores
depostos sobre eletrodo de
platina

40 ensaios

YILDIZ

2006

Tirosinase imobilizada em
copolimeros condutores
depostos sobre eletrodo de
platina

KIRALP

2006

Lacase sobre membranas de
polieter sulfona depositadas 100
sobre eletrodo de Pt

Banho

0,05-0,35°

0,102*

0,991*

0,88

1 dia

JUNIOR

2008

Lacase sobre membranas de
polieter sulfona depositadas 100
sobre eletrodo de Pt

Banho

0.995*

FERNANDES

2009

Polifenoloxidase eletrodo de

pasta de carbono -100

Acima de 0,7

1,7

Mantém 90% da
sensitividade por 4
meses

RODRIGUEZ

2002

Lacase sobre membrana de
poliéter sulfona depositada sobre -200¢
eletrodo de Pt*

Banho

0,1-1,1¢

0,02

0,994

Tempo de meia
vida — 15 dias

GOMES

2003

2 4cido cafeico; * acido galico; © acido cafeico e catequina, mistura equimolar; ¢ catecol; ¢ fenol

* Otimizagdo para determinacdo de fenolicos em vinho.

208

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Londring, v. 34, n. 2, p. 193-210, jul./dez. 2013



Determinacéo de compostos fenélicos em vinho: uma revisdo

209

Biossensor

Faixa linear
104 M)

Sensibilidade
(LA/mM)

ﬂNN

LD (10°M)

Tempo de Vida

1° Autor

Ano da
publicac¢io

Tirosinase em eletrodo
de plantina acoplado com
transdutor para oxigénio

0.9962°

CAMPANELLA

2004

Lacase sobre membrana de
poliéter sulfona depositada sobre

eletrodo de Pt

0,02-,14¢

0,06

0,9877¢

Ho

GOMES

2004

Tirosina eletrodo de carbono
vitreo modificado com
nanoparticulas de ouro

eletrodepositadas

0,02-0,2°

14

0,996*

0,66*

18 dias

SANZ

2005

Tirosinase em eletrodo impresso

0,3-3%

0,618

0,998

578

30 dias

MONTEREALI

2005

Tirosinase imobilizada por
aprisionamento em polimero

condutor

40 dias

YILDIZ

2005

Tirosinase imobilizada sobre
MWNT modificada com
diferentes polimeros.

0,5-3,5¢

0,00021¢

0,990°

YANG

2009

Lacase-tirosinase sobre eletrodo
impresso de grafite modificado

com ferroceno

0,339°

0,9977°

50°

5 dias

MONTEREALI

2010

Lacase em MWCNT-SPE/

SWCNT-SPE

5,9x1073-1,1°

1,2

0,999°

1,7°

10 dias

FUSCO

2010

Lacase sobre membranas de
polieter sulfona depositadas
sobre eletrodo de Pt

GIL (GIL e
REBELO, 2010)

2010

* acido cafeico; ® acido galico; © acido cafeico e catequina, mistura equimolar; ¢ catecol; ¢ fenol

* Otimizagdo para determinac@o de fendlicos em vinho.
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