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Resumo

O vinho é uma bebida alcodlica feita a partir do sumo fermentado de uvas, sendo
considerado um alimento funcional por possuir caracteristicas que o tornam um
alimento com propriedades benéficas para a salde, em especial pelas suas propriedades
antioxidantes, um aspeto cada vez mais valorizado pelos consumidores. Porém, devido
a aspetos quimico-fisicos e bioldgicos, sobretudo a nivel intestinal, as moléculas
presentes no vinho que sdo responsaveis por este efeito positivo para a saude
apresentam biodisponibilidade limitada, o que resulta da sua baixa absorcdo e elevada
metabolizacdo e, consequentemente, menores beneficios para a saude do consumidor

do que poderia ser expectavel.

Dada a pertinéncia da problematica supracitada, a proposta de valor deste trabalho
passa por desenvolver uma metodologia industrial que consiga, em tese, aumentar a
absorcdo total dos compostos antioxidantes presentes no vinho, sendo perfeitamente
passivel de ser integrada na realidade industrial vinicola. O objetivo final é conseguir
produzir um vinho cujos beneficios reais para a saude do consumidor sejam
comprovadamente maiores do que qualquer vinho no mercado. O trabalho
experimental dividiu-se em trés partes i) identificacdao dos vinhos com maior capacidade
antioxidante natural, ii) desenvolvimento de metodologia enzimatica que permita
hidrolisar os compostos-alvo e iii) simulacdo da absorcao intestinal dos compostos do

vinho por cultivo de células intestinais CACO-2.

Inicialmente, comegou-se por identificar in vitro os vinhos com maiores propriedades
antioxidantes por recurso a espetroscopia de UV-Visivel (métodos do DPPH, FRAP e
ABTS"), correlacionando aspetos como a casta, o ano de cultivo, a regido de cultivo ou
as praticas enolégicas com a resposta antioxidante dos respetivos vinhos. Os vinhos
tintos provenientes da casta tintureira Portuguesa Vinhdao e Touriga Nacional, dois
vinhos da Bairrada, 2015, nao filtrados nem clarificados, registaram as duas melhores
respostas antioxidantes e foram selecionados para testes posteriores. De seguida,
recorreu-se a técnica de HPLC para caracterizar a matriz dos vinhos tintos referidos e
acompanhar os tratamentos propostos para aumento da biodisponibilidade destes

compostos em solucdo aquosa, solugdo mimética de vinho (SMV) e vinho tinto — nesta
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fase, considerando a molécula malvidina-3-glucésido (M3G), a principal antocianina do
vinho tinto, como a molécula antioxidante padrdao neste vinho, e sabendo que a
literatura indica que a baixa absorcdo das antocianinas no vinho pode estar relacionada
com a presenca deste grupo glucdsido, foram desenvolvidas metodologias com B-
glicosidases vinicas que se propunham a remover esta unidade glicosilada, permitindo,
por tratamento prévio ao engarrafamento, aumentar a concentracdo das moléculas
agliconas das antocianinas no vinho tinto, neste caso, da malvidina (MV), o que poderd
aumentar a biodisponibilidade total dos compostos antioxidantes presentes no vinho.
Foram alcancadas elevadas conversdoes de malvidina-3-glucésido em malvidina em
solucdo aquosa e solucdo mimética de vinho, com aparecimento de malvidina (por
HPLC); porém, esta molécula é fortemente instavel e degrada-se prontamente,
resultando na formacdo de compostos de menor massa molecular e mais estaveis,
também eles com propriedades benéficas para o organismo; observou-se que o
potencial antioxidante do vinho tinto in vitro com tratamento enzimatico aumenta no
espaco de 72 h, o que pode estar relacionado com o monitorizado decréscimo da

concentracdo da malvidina-3-glucésido e libertacdo da aglicona.

Finalmente, de modo a poder estabelecer uma comparagdo preliminar entre os
compostos dos vinhos tratados enzimaticamente e os ndo-tratados, o processo de
absor¢do a nivel intestinal dos compostos foi simulado in vitro por uso do teste da
monocamada intestinal formada por células da linha celular CACO-2, testando
posteriormente pelo teste espectroscopico do DPPH a capacidade antioxidante dos
produtos de absor¢do. O teste exploratéorio em questao permitiu estabelecer as bases

para testes posteriores de simulagdo de absorgao in vitro e in vivo.

Este trabalho abre as portas a um entusiasmante novo ciclo de testes. Préximos testes
deverao incidir na maior compreensao do comportamento das agliconas no vinho apés
tratamento enzimatico, caracterizando os seus produtos de degradacao, bem como
testes de estabilizacdo ou microencapsulacdo destes compostos. Posteriormente, de
modo a cimentar a interpretacao dos resultados dos testes de absor¢do, deverdo ser
conduzidos mais testes com as células CACO-2, bem como, apds sucesso nestes testes

in vitro, considerar a possibilidade de testar esta metodologia em modelos vivos.
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Abstract

Wine is an alcoholic beverage made from the fermented juice of grapes, being
considered a functional food due to some characteristics that make it a food with
beneficial health properties, specially due to wine’s antioxidant capacities, an aspect
that is being more and more valued by the consumer. However, due to physical-
chemical and biological aspects, mainly at gut domain, the molecules present in wine
that are responsible for this positive health aspect present limited bioavailability, which
results from poor absorption and high metabolization of these compounds, which

consequently yields lower health benefits to the consumer that would be expectable.

Given the pertinence of the before mentioned problematic, the value proposition of this
work is to develop an industrial methodology that would allow, in thesis, to increase the
total absorption of these antioxidant compounds present in wine, being that this
practice would be perfectly integrated in the wine industrial quotidian. The final goal of
this work is to be able to produce a wine whose real consumers’ health benefits would
be much higher than any wine in the market. The experimental work was divided in
three parts: i) identification of wines with natural higher antioxidant capacity; ii)
development of an enzymatic methodology that could hydrolyze target compounds; iii)

wine compounds absorption simulation by gut cell cultivation, CACO-2 cells.

This work began by the in vitro identification of the wines with bigger antioxidant
properties, making use of UV-Visible spectroscopy (DPPH, FRAP and ABTS* methods),
correlating aspects such as the breed, the harvest year, the crops region or the
enological practices with the antioxidant response of the respective wines. Red wines
from typical Portuguese teinturier breed Vinhdao and Touriga Nacional, both from
Bairrada Region, year 2015, non-filtered or fined, registered the best antioxidant
responses and were chosen for further testing. Next, the matrix of the referred red
wines was characterized by HPLC, also serving to duly monitor the proposed treatments
for theoretical increased bioavailability of the referred compounds, both in aqueous
solution, mimetic wine solution and red wine — in this stage, considering malvidin-3-
glucoside (M3G) as the main antioxidant molecule in red wine, and knowing that the

literature suggests that the low anthocyanin absorption and consequent low
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bioavailability could be due to the glucoside moiety present in this molecule,
methodologies were developed with enological B-glycosidases that aimed to remove
this glycosidic component, allowing, by employing a pre-capping treatment, to increase
the concentration of the corresponding aglycone molecules of wine anthocyanins, in this
case, malvidin (MV), which, in the end, could increase wine antioxidant components’
total bioavailability. High conversions of malvidin-3-glucoside in malvidin were achieved,
both in aqueous solution and in wine mimetic solution, with clear malvidin
guantification by HPLC; however, malvidin is highly unstable and promptly degrades
itself, yielding lower molecular weight compounds with higher stability that could also
present beneficial characteristics for the organism; it was also observed that total
antioxidant capacity of red wines gradually increased in vitro with enzymatic treatment
during 72 h, which could be related to an observed decrease in malvidin-3-glucoside

concentration and aglycone release.

Finally, in order to make a preliminary comparison between the absorption of
compounds of enzymatically treated wines with non-treated wines, the corresponding
gut absorption was simulated in vitro by use of the CACO-2 gut cells monolayer test,
further testing the antioxidant capacity of the absorption products by the DPPH method.
This test allowed to set the bases for further in vitro and in vivo absorption and

bioavailability simulation tests.

This work undoubtedly opened the gates for an incredibly versatile battery of further
testing. This further work could aim to shed light on the behavior of the aglycones in
wine after enzymatic treatment, characterizing the degradation products, as well as
aiming for their stabilization or microencapsulation. After this, in order to strengthen
the absorption interpretation, more tests with CACO-2 cells should be conducted, as
well as, after having success in this in vitro testing, consider the possibility of testing this

technology with living models.
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Capitulo 1 - Introducao

O vinho é uma bebida transversalmente difundida pela Histdria, pela cultura de
inUmeros povos e igualmente pela gastronomia, sendo uma das bebidas mais
consumidas a nivel Mundial [1]. O vinho é um alimento com conhecidos beneficios para
a saude do consumidor [2]-[4], enquadrando-se na tipologia de alimento funcional,
produtos definidos como alimentos que ‘demonstram afetar satisfatoriamente uma ou
mais funcdes alvo no corpo, para além das componentes nutricionais adequadas, de
forma que sdo relevantes para uma condi¢cdo melhorada de saide e bem-estar e/ou
reducdo do risco de doenca conhecido’ [5]; por contrapartida, um alimento funcional é
descrito pelo Centro de Alimentos Funcionais, EUA, como ‘um alimento natural ou
processado que contém compostos biologicamente ativos, conhecidos ou
desconhecidos (...), que contribuem para a prevengdo, controlo ou tratamento de

doencas croénicas '[6].

E possivel observar que os alimentos funcionais s3o um conceito mesclado entre a
nutricao e a medicina [7], sendo alimentos que, incluidos na dieta, poderdo melhorar ou
contribuir para um estado de saude melhorado do seu consumidor, para além da
nutricdo expectavel conferida por um alimento. Poderdo ser consumidos com vista a
regulacdao de doengas como hipertensao, diabetes, doengas cardiovasculares (DCV) ou
certos tipos de neoplasias [8]. Exemplos de alimentos funcionais sdo alimentos
naturalmente portadores ou enriquecidos com probidticos, prebidticos, fibras,

antioxidantes ou 6mega-3, entre outros [9].

A popularidade destes alimentos n3ao para de aumentar. A galopante perce¢do do
publico da influéncia da alimentacdo no equilibrio e bem-estar do individuo tem
promovido crescimentos realmente notdrios neste setor de mercado [10]. No entanto,
verifica-se que os aspetos culturais, sociais ou demograficos podem condicionar a
aceitacdo destes produtos, na medida em que podem comunicar uma nog¢ao de
alimento processado, industrializado ou artificial [11]. Existe a tendéncia, no entanto,
de promover este tipo de alimentos de forma cientificamente pouco corroborada, dada
a popularidade dos mesmos e as exigéncias do mercado [12]. Segundo a American

Society for Nutritional Sciences, citando a Food and Drug Administration, deve existir
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um comprometimento das entidades promotoras do produto em assegurar que as
alegacbes feitas sobre a sua funcionalidade respeitam as regulacdes cientificas e
epidemioldgicas necessarias para a sua legitimidade, tais como evidéncias laboratoriais,
testes em modelos animais, testes clinicos devidamente parametrizados ou testes
epidemioldgicos, entre outros; no entanto, devido a efeitos de Marketing, o que tende
a verificar-se sdo alegacGes dos possiveis efeitos benéficos de determinado alimento
funcional quando, no limite, as informacbes indicadas ndo apresentam qualquer

evidéncia cientifica [13].
1.1 - Os alimentos funcionais e o Paradoxo Francés

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concec¢ao de alimentos, lancada pelo
Japdo na década de 80, através de um programa de governo que tinha como objetivo
desenvolver alimentos sauddveis para uma populacdo que envelhecia e apresentava
uma grande expectativa de vida [13]. E extremamente interessante notar que a
funcionalidade alimentar é amiude descoberta ou promove o seu interesse através do
impacto dos habitos alimentares praticados regionalmente ou culturalmente — existiam
algumas evidéncias [8],entretanto contrapostas [14], de que os esquimds, com 0s seus
habitos alimentares fortemente dependentes de peixes e produtos do mar ricos em
acidos gordos polinsaturados das familias 6mega 3 e 6, poderiam sofrer de menor
prevaléncia de DCV. O mesmo sucede com os habitos alimentares dos povos orientais,
em especial na China, onde se verificam baixas incidéncias de cancro da mama nas
mulheres, tendo sido estabelecida uma forte correlagdo entre o consumo de soja e este
aspeto [15]. Ambas as situagdes contribuiram para a popularizagdo do consumo de

peixes gordos e soja.

No caso do vinho, também houve uma situacao chave que despoletou um acrescido
interesse na investigacao centrada nas propriedades funcionais do mesmo, em especial
do vinho tinto. As evidéncias apontam que uma dieta rica em gorduras saturadas e
colesterol é um fator de risco para uma maior incidéncia de DCV [16]. Num estudo de
1993 [17], os investigadores correlacionaram, em 40 paises, as mortes origindrias de
DCV com a ingestdo diaria (de 1976 a 1978) de colesterol e gorduras saturadas. Estes

verificaram que a maioria dos paises seguia uma tendéncia de proporcionalidade direta
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entre os dois aspetos referidos (Figura 1). Porém, surgiam dois paises que se afastavam
claramente da regressao linear tragcada para estabelecer correlacao — Francga e Finlandia.
A Franga é um pais com elevadissimo consumo de gorduras saturadas, especialmente
provenientes dos laticinios. Porém, a prevaléncia de DCV é anomalamente baixa, em
especial no Sul do Pais. Estranhando esta situacdo, mediram-se os niveis de colesterol
sérico nas populacdes em andlise de Franca, Estados Unidos e Reino Unido, tendo-se
concluido que eram semelhantes. Neste momento, excluindo o fenémeno do pool
genético nas populacdes analisadas, considerou-se a possibilidade de incluir na andlise
qualquer habito cultural/gastronémico que pudesse distinguir as populacdes Francesas
das restantes, explicando este aparente paradoxo. Aqui, foi possivel correlacionar um
maior intake de alimentos a base de plantas nas popula¢des Francesas do que, por
exemplo, nas Finlandesas, com destaque para o consumo de vinho tinto regular em

Franca como o fator com maior capacidade de distin¢do e influéncia.

1200 o
Finlandia
1000 | ®

800

600

400

homens (idade 55-64)

200

Taxas de morte por doengas
cardiovasculares por cada 100.000

—200

1
(0] S 10 15 2.0 2.5 3.0

indice de colesterol/gorduras saturadas
por 1000kcal/dia

Figura 1 — Correlagdo entre a ingestdo de gorduras saturadas e colesterol, expresso pelo indice colesterol/gorduras
saturadas, e 0 nimero de mortes reportadas por cada 100.000 homens entre os 55 e os 64 anos. E possivel observar
uma correlagdo aparente e diretamente proporcional entre os dois aspetos, porém, os investigadores observaram
que a Franca e a Finlandia saiam claramente do ambito desta regressdo; a consequente investigacdo levaria a
popularizagdo do Paradoxo Francés. Adaptado de [17]

Assim se iniciava a discussao do Paradoxo Francés, alegando a importancia do estilo de
vida, em especial da alimentacdo, na saude dos consumidores [18]. O Paradoxo Francés

foca as atengdes nas propriedades benéficas do vinho tinto enquanto alimento
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riquissimo em compostos fendlicos, altamente antioxidantes e que demonstradamente
podem contribuir para a diminuicdo de fatores de risco para a DCV como o aumento do
racio colesterol de lipoproteinas de baixa densidade/lipoproteinas de alta densidade
(LBD/LAD), o aumento da hipertensdo, do ritmo cardiaco, a diminui¢do da fungdo
endotelial, a inflamacdo sistémica generalizada, da hiperglicemia, do stress oxidativo e
dos niveis de homocisteina [16], mas em especial pela capacidade
reguladora/preventiva dos antioxidantes em contribuirem positivamente para a
diminuicdo/prevencdo da formacdo da placa aterosclerética, que é demarcadamente
promovida pela presenca e acumulacdo de células espumosas nas paredes endoteliais,
originadas pelo engolfamento de lipoproteinas de baixa densidade oxidadas nos locais
de acumulacdo destes depdsitos por parte dos macréfagos [19]. A arteriosclerose é a
condicdo singular mais significante para o desenvolvimento da DCV, responsavel por

cerca de 50% das mortes em paises desenvolvidos [20].

Apds a popularizacdo do Paradoxo Francés, que poderd ter engrandecido
demasiadamente o impacto do vinho nesta correlacdo anteriormente referida,
desconsiderando outros aspetos como a variabilidade intercidades na prépria Francga, a
ingestdo complementar de outros alimentos benéficos, ou até a evidéncia cientifica de
que as gorduras saturadas e o colesterol poderao ndo ser o que mais contribui para a
ocorréncia de DCV [21][22], as propriedades funcionais do vinho, sobretudo do vinho
tinto, comegaram a merecer maior atengao por parte do corpo cientifico, com inimeros
trabalhos de investigacdao dedicados a este tema nos ultimos anos [23]-[27]. Porém,
também o publico comegou a querer saber mais sobre esta bebida alcodlica, revelando
um interesse cada vez maior nas suas caracteristicas funcionais, o que se registou num
ressurgimento e relangamento das vendas de vinho em todo o Mundo, em especial na
Europa e nos EUA [22][28]. Desde entdo que o vinho passou de bebida em desuso,
consumida sobretudo por faixas etarias superiores, para uma bebida moderna e com

fortes argumentos ao seu consumo.

1.2 - Equilibrio redox celular e inflamagdo — relagdo com componentes

antioxidantes
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A palavra ‘oxidacdo’ tem normalmente uma conotacdo negativa, seja a nivel alimentar
—uma maca cortada e que escureceu pela acdo do oxigénio —, a nivel cosmético — cabelo
alourado/estragado pela acdo oxidante do peréxido de hidrogénio - ou um prego com
acumulagdo de ferrugem — oxidacdo do ferro sélido e formacdo de hidréxido de ferro
(I1). Em matéria de saude, é bem conhecido do publico em geral que a palavra
‘antioxidante’ tem hoje em dia uma conotacdo comercial muito bem estabelecida. No

entanto, nem toda a oxidacdo é deletéria, pelo menos a nivel bioldgico.

Foi em meados do século XX que se percecionou que poderia existir algum efeito
adverso da presenca interna do oxigénio molecular no corpo humano, para além da sua
funcdo 6bvia, estar presente no fim da cadeia mitocondrial de modo a poder ser
reduzido pelos eletrdes circulantes na rede eletrdnica e formar d4gua, em conjunto com
os protdes dos gradientes de concentracdo mitocondriais, responsaveis pela formacao
de ATP. Porém, durante a transducdo energética, uma pequena percentagem destes
eletrbes, cerca de 1-3% [29], ndo seguem a trajetdria normal e terminam reagindo com
o oxigénio molecular dissolvido, reduzindo-o incompletamente. Este processo
pernicioso da origem a espécie reativa de oxigénio (EROS) superdxido (02°*). Um radical
livre pode ser definido como uma molécula que contém um ou mais eletrGes
desemparelhados em orbitais atdmicas ou moleculares [29], com elevadissima
propensdo para oxidar qualquer substrato que, naturalmente, apresente um potencial

redox mais baixo que o seu préprio potencial redox, geralmente muito positivo.

O anido superodxido foi a primeira EROS a ser estudada em detalhe [30]. Para além deste
anido, existem outras EROS, como o radical hidroxilo (*OH), um radical de elevadissima
reatividade, o radical hidroxiperoxil (HOO®), a forma protonada do anido superdéxido
(pKa~4.8) ou o perodxido de hidrogénio (H.02), produzidos em maior ou menor
quantidade no corpo humano [31]. Deve-se referir também o oxigénio singleto (*0,),
uma forma fortemente reativa da molécula de oxigénio que surge por fotoexcitagao.
Existem também as espécies reativas de azoto (ERAS), especialmente representadas
pela molécula do 6xido nitrico (NO*), uma molécula envolvida em diversos mecanismos
de regulacdo celular e sistémica [32]. Tanto as EROS como as ERAS apresentam a
capacidade dual de serem tanto absolutamente necessarias para a ocorréncia de

inimeras reacdes de regulacdo e sinalizagdo sistémica, como o caso da defesa inicial
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contra bactérias por parte de células fagociticas, onde a producdo de superdxido é um
passo essencial, como também de serem fortemente oxidantes de substratos celulares
e notoriamente desreguladoras da funcdo celular normal [33]. A este processo chama-
se stress oxidativo (SO) e stress nitrosativo (SN), que ocorre em sistemas bioldgicos
guando existe uma sobreproducdo destas espécies reativas e que ndo é devidamente
colmatada pelas defesas antioxidantes presentes nesse local. Quando isto acontece,
verificam-se danos a nivel dos lipidos (principalmente dos fosfolipidos, extremamente
sensiveis a oxidacdo), proteinas ou DNA. Esta homeostase redox é fundamental para a
manutenc¢do do equilibrio redox in vivo, sendo que, por mais que se mantenha esta
homeostase, ira sempre ocorrer stress oxidativo, promovendo condi¢cdes como o

envelhecimento.

Na medida em que o vinho foi aclamado como possuidor de moléculas antioxidantes e
gue o seu consumo foi notoriamente popularizado pelo impacto positivo para a saude
cardiaca, que é agravada por uma condicdo generalizada de inflamacao [24], torna-se
aqui interessante perceber no que consiste a inflamagdo, como ela se pode relacionar
com o0 SO, como pode igualmente promover condi¢cdes como a arteriosclerose ou lesGes
oncoldgicas e como as defesas bioldgicas antioxidantes podem reverter ou minimizar
estes efeitos. A inflamacdo é uma resposta de defesa e sinalizacdo bioldgica
extremamente complexa que pretende eliminar algum tipo de intruso viral ou
bacteriano, deletar células irregulares ou iniciar a reparagdo de tecido lesado, entre
outros aspetos. A inflamagdo pode ser uma resposta aguda ou crénica, e em qualquer
uma destas situacgdes, por intermédio da intervencdo de agentes imunoldgicos, como
forma de sinalizacdo de ataque ou desregulagdo metabdlica/transcricional, ocorre a
formacdo de EROS/ERAS, promovendo o SO e o SN. Nesta medida, é a prépria sinalizagdo
inflamatéria, que pretende ser um mecanismo de alerta e indicacdo de local de ataque
biolégico, que promove a prépria formacao destas espécies altamente reativas, o que,
como visto anteriormente, potencia a oxida¢ao de substratos bioldgicos — esta situacao,
em especial quando ocorre oxidacao de DNA e mutagénese, potenciard a acumulagao
de erros genéticos e, eventualmente, a formagao de um tumor. Os danos no DNA via
ataque de EROS, em especial por via do radical hidroxilo, sdo seguidos pela formacao do

composto 8-hidrodeoxiguanosino (8-OHdG) [34] — dados recentes indicam a correlagdo
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epidemioldgica entre as condicdes de inflamacao e irritagdo crénica com a incidéncia de
cancros, com evidéncias que o microambiente tumoral é orquestrado por células
inflamatdrias e que estas promovem a sua resisténcia e metastizacdo [35].
Paralelamente, sendo a formacdo e a continuacdo de acumulacdo da placa de ateroma
um processo inflamatoério, na medida em que sdo continuamente enviados para o local
do corpo estranho — a placa de ateroma — mais células imunitarias de defesa, é
promovida a formacdo de EROS/ERAS e a consequente oxidacdo dos substratos
proteicos e lipidicos, o que, ciclicamente, ird promover a oxidacdo das LBD, a
acumulacdo de células espumosas e o agravamento desta condicao pré-enfarte [16]. O
estilo de vida ocidentalizado, com os seus consumos desenfreados de acucares simples,
auséncia de fibras, prebidticos e polifendis, ingestdo desmesurada de pecas proteicas
inundadas com gorduras saturadas, antibiéticos, hormonas de crescimento ou metais
pesados, dietas hipercaldricas, gorduras trans, total sedentarismo, stress constante,
atmosfera envenenada com mondxido de carbono, benzeno e didxido de carbono, entre
outros gravissimos fatores, € um constante e durissimo teste de fogo as resisténcias de

manutencdo de qualquer tipo de homeostase bioldgica.

Os sistemas bioldgicos possuem, no entanto, mecanismos de defesa contra este
desequilibrio, em especial o oxidativo, que podem ser enzimaticos e ndao-enzimaticos,
externos ou internos. As defesas enzimaticas antioxidantes incluem a ag¢do da
superéxido dismutase, responsdvel pela decomposicdo da EROS superdxido, ou da
catalase, responsavel pela conversao de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio
molecular. Em contraste, as principais defesas antioxidantes ndao-enzimaticas sdo a
Vitamina C, o alfa-tocoferol (Vitamina E), a glutationa e os flavondides, componentes
gue podem ser obtidos através da dieta em quantidades varidveis e contribuir para a
homeostase redox do organismo. O foco deste trabalho prende-se precisamente com
os mecanismos de defesa antioxidantes externos obtidos da dieta, uma vez que, o vinho,
rico em flavondides, fornece assim armas bioldgicas preciosas para o combate a esta

condicdo generalizada de oxidagao e inflamacgao [36].

Os radicais livres estado passiveis de atacar qualquer biomolécula, em especial os acidos

gordos polinsaturados da membrana celular (AGPI). Este dano oxidativo, conhecido
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como peroxidacao lipidica, é particularmente destrutivo, na medida em que perpetua

uma reacao ciclica e potencialmente interminavel (Figura 2).

F H,0 T
y + "OH _L.. / Radical lipidico

H -
Iniciagdo
Lipido insaturado \ O,
Propagacao \
4 / n 4
OH H [o
Peréxido lipidico Radical peroxilo lipidico

Figura 2 — Esquematizac¢do do processo de peroxidagdo lipidica que ocorre por ataque de um radical livre a uma dupla
ligagcdo presente na cadeia alifatica de um acido gordo, ocorrente nos fosfolipidos da bicamada fosfolipidica. A reagdo
de propagacao é levada a cabo por radicais lipidicos que se formam ciclicamente. Adaptado de Wikipédia

Avitamina E (a-tocoferol) é um antioxidante apolar que é capaz de interromper a reagao
de propagacao representada na Figura 2, sobretudo em membranas celulares e LBD's.
Esta vitamina intercepta a formacao dos radicais lipidicos peroxilados, resultando na
formagdao de um outro radical, a-tocoferoxil, insuficientemente reativo para iniciar
peroxidacao lipidica per se (Equacdo 1) [37]. A vitamina C, por contrapartida, é um
antioxidante soluvel capaz de doar eletrdes aos radicais livres em solugao, ajudando no

processo de regeneracao da vitamina E [37].
LOO® + a-tocoferol-OH = LOOH + a-tocoferoxil-O* (Equagdo 1)

1.3 - Atividade antioxidante e fenois

O vinho possui naturalmente uma elevada quantidade de compostos fenélicos, os quais

apresentam um potencial antioxidante que se pode revelar como extremamente
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benéfico para a saude do consumidor [38][23][39]. Os compostos fendlicos presentes
no vinho dividem-se em dois grupos: flavonéides e nao-flavondides [40][41]. Os
flavonodides, aos quais se atribui cerca de 90% do conteudo fendlico do vinho, podem
ser divididos em flavondis, a quercetina e miricetina, em catequinas, (+)-catequina e (-)-
epicatequina, e em antocianinas, estas ultimas sendo largamente responsaveis pela cor
do vinho, em especial do vinho tinto [42]; os taninos, de sua designacao geral, também
estdo incluidos no ramo dos flavondides [41]. Os compostos ndo-flavondides incluem os
acidos hidroxibenzdicos, gélico, eldgico, cafeico, caftarico e o adcido p-cumarico, bem

como os estilbenos glucdsidos trans e cis resveratrol [41][43][44].

Estes compostos polifendlicos compdem também a estrutura responsavel pelo facto do
vinho ser uma solucdo coloidal com estabilidade dependente dos processos industriais
e do tempo de contacto entre moléculas em dispersao coloidal. As particulas abaixo de
1um, como a maioria dos taninos e das proantocianidinas, contribuem para a estrutura
e cor do vinho; porém, aspetos como a polimerizacdo destes taninos ou a formacdo de
aductos antocianina-tanino promovem o aumento da sua massa molecular, que, quando
acima de 1um, podem converter o vinho numa suspensdo na qual estes compostos irdo,
previsivelmente, precipitar. Aspetos industriais de clarificagdo com agentes como a
metilcelulose ou a gelatina promovem interagcdes eletrostaticas com estes compostos
em suspensao e precipitam-nos, sendo normal, apds este momento, proceder a filtragdo

dos vinhos com filtros de 1 um ou 0.22 um [45]-[50].

Torna-se efetivamente util compreender a nomenclatura por detras dos compostos
fendlicos para uma boa contextualizagdo neste trabalho (Figura 3). Os compostos

fendlicos simples incluem aqueles com um Unico anel aromatico, contendo um ou mais

X OH Ho.

o \l T; ) j\ OH

OH OH

Figura 3 — Exemplo de composto fendlico (A — acido cafeico) e composto simultaneamente polifendlico e flavondide
(B — catequina). O anel fendlico é a principal caracteristica do composto A, ao passo que a multiplicidade de anéis
fendlicos e a estrutura de trés anéis altamente identificativa, em B, é o aspeto mais distintivo dos polifendis e dos
flavondides, respetivamente. Estes compostos podem ser encontrados no vinho em quantidades varidveis.
Adaptado de Wikipedia.
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grupos hidroxilo, sendo um exemplo o acido cafeico. Os polifendis sdo os compostos
com multiplos anéis fendlicos na sua estrutura, sendo um exemplo a catequina, que
também é um flavondide, por possuir uma estrutura de trés anéis fortemente

caracteristica.

Os flavondides sdo todos, portanto, compostos polifendlicos. Os flavondides sdo
definidos por um sistema de trés anéis, sendo que o anel central é um anel pirano com
diferentes estados de oxidacdo, na medida em que se observam maior ou menor
numero de insaturacdes neste heterociclo (Figura 4). Estes estados de oxidacdo no anel
central sdo aquilo que define as diferentes classes de flavondides, ao passo que o padrio
de substituicdo no anel aromatico a direita do pirano é o que define os diferentes

membros dentro da classe de flavonodides a que estes pertencem [40][51].

3I

Figura 4 — Estrutura genérica de um flavondide. Os flavondides encontrados no vinho possuem todos um grupo
hidroxilo no anel A em posi¢cao 5 e 7. Diferengas no estado de oxidagao e substituicdo no anel C definem as diferentes
classes de flavonodides — flavandis com anel C saturado; grupo ceto na posigdo 4, com insaturacdo entre 2 e 3, define
os flavondis; anel C aromatico define as antocianidinas. Retirado de [41].

Os flavandis sdo a classe de flavondides mais abundante nas uvas e no vinho,
contabilizando entre 25% a 50% do conteudo total dos vinhos. As duas formas
monomeéricas mais comuns no vinho sdo a catequina e a epicatequina, ambas com
substituicdo de um hidroxilo nas posi¢des 3’ e 4’. Ao contrario dos outros flavondides,
os flavandis sdao normalmente encontrados no vinho sob a forma de ésteres de galato;
porém, a maioria dos flavandis encontra-se na forma polimérica, promovida por reacdes

de condensagdo, dando origem as proantocianidinas oligoméricas e aos taninos
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condensados. Considera-se que estes compostos, pela sua elevada massa molecular,
ndo serdo fortemente absorvidos, o que representa potenciais menores efeitos

benéficos para a saude [49].

Os flavondis sdo os flavondides com menor representacdo no vinho. Sdo encontrados
sobretudo na forma de glicosideo, e as respetivas agliconas apresentam trés formas
principais — quercetina, miricetina e canferol. Parecem funcionar como filtros UV nas
uvas, razdo pela qual se concentram particularmente nas cascas. O aumento da

incidéncia UV promove a sua formacdo neste fruto [50].

As antocianinas sdo a classe de flavondides particularmente responsavel pela cor do
vinho, atribuida ao sistema de ressonancia eletrénica entre os trés anéis, estando este
mecanismo fortemente dependente da acidez do meio (Figura 5) [52]. Ao pH do vinho,
normalmente cifrado entre os 3.2 e 0os 3.7 [53], grande parte das antocianinas encontra-
se na forma de catido flavilio, tendo esta forma a particularidade de possuir um oxigénio

positivamente carregado no anel de pirano.

Azul Roxo Vermelho
20
(] =N a &, | OH
i, e, OR A

Amarelado Sem cor

Figura 5 — Evidéncia do complexo equilibrio 4cido-base das antocianinas em variagdo com o pH da solugdo — as
diferencgas de pH em solugdes com estes compostos promovem a variagdo de cor, podendo oscilar entre o azul (pH’s
mais elevados) e o vermelho/alaranjado (pH’s mais baixos). Ao pH do vinho, é expectivel que a maioria das
antocianinas se encontram na forma de catido flavilio, contribuindo profundamente para a cor desta bebida. A-: Base
quinonoidal; A: Forma A protonada; AH*: catido flavilio; B: Hemiacetal; C: chalcona. Adaptado de [52]
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Relativamente a Figura supra, a pH abaixo de 1, todas as antocianinas no vinho estarao
na forma de catido flavilio, com maior ou menor contribuicdo para a cor verificada,
dadas as diferentes estruturas passiveis de serem encontradas nas antocianinas. A
medida que o pH aumenta, um fendmeno de competi¢dao cinética e termodinamica
ocorre entre a reacao de hidratacdo do catido flavilio (resultando no composto B
hemiacetalico a um valor de pH de aproximadamente 4.5) e a dissociacdo dos protdes
dos grupos catecol (resultando no composto A" quinonoidal a um valor de pH entre 6-
7). O composto hemiacetalico pode estabelecer um equilibrio estrutural com a forma

de chalcona por abertura do heterociclo oxigenado [54].

As antocianinas encontram-se na Natureza na esmagadora forma de glicosideo, na
medida em que a presenca deste grupo polar Ihes assegura uma maior estabilidade em
solugdo aquosa. Neste sentido, o termo antocianina compreende a presenga de um
substituinte glicosilado, sendo que, quando este grupo é removido, se obtém uma
antocianidina, que é a respetiva aglicona. As principais agliconas das antocianinas
presentes no vinho sdo a cianidina, a peonidina, a delfinidina, a petunidina e a malvidina
[53], porém, por motivos de instabilidade, as antocianidinas raramente se encontram
sem a presenca de grupo glucdsido na Natureza. No vinho, a principal antocianina é a

malvidina-3-glucdsido, sendo a respetiva aglicona a malvidina (Figura 6).

OCH, _CHs
o)
OH
OH
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O A OCH; HO O O/CHg
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OH HO OH
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A B

Figura 6 — Estrutura da malvidina-3-glucésido, em A, e da respetiva aglicona, a malvidina, em B. Ambas as estruturas
sdo representadas na forma de catido flavilio. Adaptado de Wikipédia.

Em maior ou menor medida, todos estes compostos referidos demonstram capacidade
antioxidante em solucdo [44]. Apresenta-se, de seguida, o mecanismo proposto por

Nimse et.al para a neutralizacdao de radicais livres por parte da cianidina, sendo o
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mecanismo representativo antioxidante vigente em flavondides (Figura 7) [37]. A
ressonancia entre os trés anéis da antocianina, a principal caracteristica dos flavonodides,
promove a estabilizacdo do novo radical formado apds eliminacao do radical livre alvo

por doacgdo de dtomo de hidrogénio por parte dos grupos catecol.

OH OH

Figura 7 — Mecanismo proposto por Nimse et. al para o scavenging de radicais livres por parte da cianidina. A doagao
de um atomo de hidrogénio por parte do grupo catecol do anel B da cianidina permite reduzir o composto oxidante
RO-. O oxigénio deste hidroxilo fica com um eletrdo desemparelhado, ou seja, forma-se novo radical livre a partir da
cianidina anteriormente estavel, molécula que é rapidamente estabilizada pela ressondncia promovida pelo conjunto
de trés anéis deste flavondide. Retirado de [37]

Torna-se também interessante estabelecer uma correlagao entre o pH e a atividade
antioxidante. E expectével que as antocianinas, estando dependentes do pH da solucio
para efeitos estruturais e da ressonancia entre os anéis A, B e C, que a sua atividade
antioxidante seja de alguma forma influenciada pela acidez do meio. Na medida em que
a atividade antioxidante das antocianinas é promovida por doacdo de atomo de
hidrogénio a partir de um hidroxilo, é l6gico assumir que esta dissociacao seja afetada
pelo pH. Adicionalmente, na medida em que o pH do estdmago é 1, do intestino delgado
é 5.3-6.3, da saliva é de 6.8, do sangue é de 7.4, no intestino grosso é de 8 e que no
duodeno podem-se verificar valores de pH até 8.6, esta reflexao torna-se especialmente
relevante. [55] De facto, as evidéncias mostram que a desprotonagao das antocianinas
aumenta consideravelmente o seu potencial antioxidante, o que permite afirmar que

um pH mais elevado, potenciando a forma quinonoidal (ver Figura 5), contribui para esta
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resposta [56]. Este aspeto acaba por ser extremamente relevante para os reais efeitos

destas moléculas in vivo, quica até o mais importante.
1.4 - O vinho e a medigdo da atividade antioxidante

Efetivamente, o vinho, sendo conhecido como alimento rico em antioxidantes, é cada
vez mais procurado pelo consumidor pelos seus atributos nutricionais benéficos [57].
Porém, o potencial antioxidante desta bebida encontra-se totalmente dependente de
condicGes como a casta das uvas selecionadas, o método de vinificacdo, a localizacao
geografica ou as praticas enoldgicas feitas na adega [43], atribuindo-se aos trés aspetos

iniciais muitas das carateristicas antioxidantes do vinho em questao.

Existem algumas técnicas in vitro para a avaliacdo do potencial antioxidante de um
determinado composto [58], sendo que todas elas se guiam por dois mecanismos pelos
guais os antioxidantes conseguem neutralizar as espécies com eletrbes
desemparelhados - o primeiro baseia-se na neutralizacdo desta espécie mediante a
doacdo de um atomo de hidrogénio por parte do antioxidante; o segundo, no potencial
gue tem o agente antioxidante em ceder um eletrdo de modo a reduzir qualquer outro
composto, nomeadamente metais, grupos carbonilo e radicais livres [43]. A forma
normal de medir esta capacidade antioxidante é pela aquisicao de radicais sintéticos
estdveis, que, na presenca de antioxidantes sofrem um dos dois tipos de redugdo
supracitados, o que normalmente é acompanhado colorimetricamente por intermédio
de espetrofotometria. Exemplos deste tipo de radicais é o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) ou o 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS*, também
chamado teste do TEAC — Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), que normalmente

dao o nome aos respetivos testes utilizados laboratorialmente.

Outro teste comumente utilizado em laboratério é o teste capacidade de reducdo do
plasma pelo cloreto férrico (FRAP), empregue em conjunto com o composto 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ). O DPPH é reduzido por intermédio de 4tomo de hidrogénio
(Figura 8), ao passo que o ABTS* e o composto de Fe(lll)-TPTZ sao reduzidos por

intermédio de eletrdao doado pelo composto redutor [59].

N3ao devem ser tecidas conclusdes definitivas sobre a capacidade antioxidante de

determinado produto, neste caso, de um vinho, com base exclusiva num Unico teste in
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Figura 8 — Redugdo do radical livie DPPH a DPPH-H apds doagdo de atomo de hidrogénio por parte de antioxidante. O
DPPH, quando em solugdo, evidencia uma forte coloragdo roxa, sendo que o processo de redugdo deste radical livre é
acompanhado espetrofotometricamente a 517 nm por observagdo da reduc¢do da intensidade de cor roxa. Adaptado
de [128].

vitro de antioxidacdo, na medida em que a especificidade de um teste relativamente ao
método pela qual a atividade antioxidante é desencadeada pelos analitos em solucdo
podera ndo apresentar correlacdo com outros testes que se pretendam levar a cabo
para a mesma situacdo, corroborando assim o potencial antioxidante [60][61].
Simultaneamente, existem moléculas padrdo antioxidantes pelas quais se normaliza a
resposta dada pelas diferentes matrizes expectavelmente antioxidantes. Um exemplo
destas moléculas amplamente difundida é o antioxidante sintético Trolox, um analogo

polar da Vitamina E [62].

Torna-se importante perceber, entao, quais sdo as moléculas com principal atividade
antioxidante que decorrem do consumo de vinho, em especial do vinho tinto. Como
referido, os compostos flavondides dominam a componente fendlica do vinho; os
compostos ndo flavondides, apesar de poderem eventualmente apresentar interagdes
sinérgicas quando em solucdo em componente antioxidante, apresentam-se em
guantidades normalmente consideradas como demasiado pequenas para realmente
poderem apresentar uma atividade antioxidante mensuravel, sendo exemplo o
resveratrol (seria necessaria uma quantidade de cerca de 35L de vinho para igualar as
guantidades usadas em testes clinicos deste composto) [63]. De facto, avaliando por
teste de ABTS*, varios autores indicam o flavonol quercetina [64], as antocianidinas
delfinidina e cianidina [64], algumas procianidinas diméricas e triméricas e a catequina
[44] como os compostos que, em fase aquosa e em in vitro, conseguem evidenciar um

potencial antioxidante mais intenso: o primeiro flavonéide indicado existe em pequena
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guantidade no vinho tinto e praticamente n3o existe no vinho branco [65], existindo os
restantes em quantidades muito significativas no vinho tinto, mas ndo no branco
[41][63]. Por outro lado, os testes in vitro, tanto aquosos como lipidicos, podem nao
representar o verdadeiro contexto por detras da acdo efetiva destas moléculas, seja por
efeitos de absorcao deficiente ao nivel intestinal ou por rapida metabolizacdo das
moléculas apds absorcao [44]. De referir que sdo muitos os cientistas a evidenciar a falta
de concordancia entre resultados adquiridos pelo uso de diferentes métodos de

medicdo antioxidante [43][44][64][66].

Tradicionalmente, existem alguns testes in vitro e in vivo que apresentam uma maior
disseminacdo na sua utilizacdo do que outros, sendo que a sua preferéncia normalmente
esta relacionada com a facilidade de execugdo, e/ou custo, e/ou melhor adaptacdo a
matriz que se pretende analisar — M.N Alam et. a/ (2013) revelam que o teste do DPPH,
como teste in vitro, reune a maioria das preferéncias dos investigadores [60].
Concretamente em relacdo a vinhos, a grande maioria dos investigadores recorre a

ensaios como o DPPH, o FRAP, o ABTS* e o teste de Folin-Ciocalteu.

Muitos destes estudos in vitro seguem-se da detecdo, separacdo e quantificacdo de
compostos presentes no vinho, usando para este fim, por exceléncia, a técnica de

Cromatografia Liquida de Alta Performance.
1.5 - Detecdo e separac¢do de compostos presentes no vinho

O vinho é uma mistura complexa de agua, etanol, acidos organicos, biopolimeros,
agucares residuais, compostos fendlicos, entre outros. Pode-se apresentar como uma
situacdo desejavel poder separar um ou mais compostos de entre esta solucdo, pelo
que, para tal, se deve recorrer a técnicas analiticas de alta precisdo que possam permitir
alcancar este fim. No vinho, a técnica comumente mais utilizada com vista ao alcance
deste objetivo é a Cromatografia Liquida de Alta Performance (doravante HPLC — High

Performance Liquid Chromatography).

A HPLC é uma técnica cromatografica que permite ao utilizador separar os compostos
presentes numa amostra de acordo com a sua estrutura quimica, nomeadamente a sua
massa molecular e a sua polaridade, bem como determinar a sua concentracao [43][67].

O resultado observado sera um cromatograma onde cada pico correspondera,
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desejavelmente, a um dos analitos eluidos, sendo normalmente caracterizados pelo
tempo de retencdo, ou seja, pelo tempo decorrido entre a injecdo da amostra na coluna
e a detecdo do analito eluido por parte do detetor. Para tal, consideram-se varias fases
moveis com diferentes polaridades e/ou pH e/ou forga idnica, que passam pela coluna
de HPLC, cujo racio de passagem pela coluna influencia o tempo de retencdo dos

compostos.

Demonstra-se, em baixo, o cromatograma HPLC de uma amostra de vinho tinto
monitorizada a 518 nm, normalmente o comprimento de onda selecionado para
identificar compostos corados no vinho, em especial antocianinas. (Figura 9). Observam-
se 0s picos caracteristicos dos compostos presentes no vinho, que apresentam um

tempo de retencdo bastante identificativo da molécula em questao.
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Figura 9 — Cromatograma HPLC monitorizado a 518nm, um comprimento de onda normalmente utilizado para
identificar compostos corados no vinho tinto. E possivel observar que cada composto apresenta um tempo de

retengdo definido, sendo possivel identificar precisamente a grande maioria dos compostos e a sua concentragdo. In
[51]

Esta técnica efetua uma correlagdo clara e direta com a medicdao da atividade
antioxidante em matrizes alimentares, nomeadamente em vinhos. Na medida em que é
possivel atribuir muitas das caracteristicas antioxidantes do vinho a moléculas
individuais ou a conjuntos de moléculas, torna-se assim proficuo poder quantificar as
mesmas e estabelecer correlagdes com os aspetos observados in vitro e in vivo, o que é

normalmente alcang¢ado por uso da técnica de HPLC [68]-[70].
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1.6 - Componente antioxidante e a relagdo com a casta, a localizagdo

geogrdfica e o método de vinificacdo

E indubitavel que o vinho tinto possui, efetivamente, uma componente antioxidante
muito mais mensuravel que o vinho branco e o Rose [43], [44], [64]-[66], [71]-[73]. Tal
deve-se a presenca em solucdo de flavondides que conseguem assegurar a manutencao
de uma atividade antioxidante muito mais pronunciada. Note-se, adicionalmente, o
seguinte: os compostos fendlicos ndo estdao equitativamente distribuidos pela uva — os
acidos fendlicos encontram-se mais concentrados na polpa, as
antocianinas/antocianidinas e os estilbenos na casca e as procianidinas, catequinas e
flavonodis nas sementes e na casca, para além do papel do engaco, rico em componente
fendlica [53]. Esta distribuicdo assume uma muito maior presenca destes compostos em
uvas tintas do que brancas, cerca de 5 a 6 vezes maior [73], sendo que muitos destes,
como as antocianinas, os taninos, os estilbenos ou as procianidinas, no geral, os

compostos flavonodides, apenas se encontram no vinho tinto [53].

Tendo em conta a situacdo anterior, é relativamente facil de estabelecer uma relacdo
entre o método de vinificacdo e o conteddo antioxidante: quanto maior o tempo de
maceragao e o contacto com as sementes, cascas e engaco, principalmente o contacto
com estas componentes respetivas as uvas tintas, maior a presenga fendlica, e, por
conseguinte, maior a atividade antioxidante. Em termos concretos, e através de
métodos de afericado como o DPPH, o FRAP ou o ABTS*, observa-se um poder
antioxidante maior para os vinhos tintos, depois para os vinhos Rose e depois para os
brancos (FRAP - média de 50 mM de equivalentes de FeSQO4 para vinhos tintos, 20 mM
de equivalentes de FeSO4 para vinhos Rose e menos de 10mM de equivalentes de FeSO4
para vinhos brancos monocasta e pluricasta Portugueses da regidao de Lisboa, Tejo e
Setubal; em medicdo por DPPH, e no mesmo trabalho, as discrepancias entre tinto e
Rose sdo ainda mais evidentes, notando-se uma maior aproximagdao entre
caracteristicas antioxidantes do Rose e do branco) [43]. Aspetos como as praticas
vinicolas também podem afetar a resposta antioxidante — Yildrim et. a/ (2011) observou,
em vinhos tintos, que os agentes clarificantes que mais impacto tém na resposta

antioxidante sdo a clara de ovo, reduzindo em cerca de 18% a atividade antioxidante, e
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o PVPP, reduzindo em cerca de 15% [74], concluindo-se, entdo, que existe uma

influéncia negativa nesta resposta por introducdo de agentes colantes.

Num estudo feito na Universidade Nova de Lisboa, no qual foram analisados os
potenciais antioxidantes de varios vinhos Portugueses tintos e brancos, monocasta e
pluricasta, de trés origens diferentes — Lisboa, Tejo e Setubal — os vinhos brancos
analisados (castas Arinto e Ferndo Pires), provenientes de qualquer das trés origens
geograficas, evidencia sempre um potencial antioxidante muito baixo e pouco
distinguivel entre os préprios vinhos (testes de FRAP e DPPH) [43]. Por outro lado, nos
tintos, observa-se uma tendéncia muito demarcada para que a casta autéctone Touriga
Nacional, tanto em climas como o de Lisboa, Tejo [43] ou o da Madeira [73] apresente
excelentes indices de capacidade antioxidante, mesmo ndo sendo tintureira — esta
ressalva é importante uma vez que a casta Alicante Bouschet, uma reconhecida
tintureira — casta tinta cujas préprias uvas tintas possuem o interior corado, isto é, rica
em compostos fendlicos, ao contrario da maioria das uvas tintas, cuja polpa é incolor -
denota elevados indices de compostos fendlicos e, igualmente, de atividade
antioxidante [43]. Por outro lado, a casta Syrah apresenta uma atividade antioxidante
muito baixa em qualquer uma das trés regides, ao passo que a casta Casteldo evidencia

uma boa atividade antioxidante, em especial na Peninsula de Setubal.

Numa jungao entre a analise da influéncia da casta e da localizagdo geografica, Jordao
et.al (2012) constataram niveis mais elevados de capacidade antioxidante da casta Tinta
Roriz relativamente a Touriga Nacional, e que ambas, mesmo per se ja bastante
elevadas, apresentavam valores mais baixos de atividade antioxidante do que o vinho
proveniente da casta tinta Cabernet Sauvignon, o que se confirma por intermédio de
outras referéncias bibliograficas [66][43]. Os mesmos autores identificam igualmente as
sementes das uvas como uma importante fonte de proantocianidinas com atividade
antioxidante, tendo procedido a um trabalho meticuloso de relagao individual desta
atividade com a presenca de determinada antocianina no vinho (maior presenca de
delfinidina e cianidina, maior atividade antioxidante, em concordancia com outros
autores que procuravam estabelecer paralelismo entre a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos e a sua estrutura [41][44]). Os autores fazem ainda uma referéncia

importante relativamente a variabilidade geografica do plantio da casta Tinta Roriz, na
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gual, comparando o seu trabalho ao de um autor que também procedera a analise da
capacidade antioxidante do vinho proveniente da casta Tinta Roriz, porém, noutra
localizacdo e com praticas enoldgicas diferentes, se tinham observado os mesmos
valores para o despiste da componente antioxidante, levando os autores a concluir que
o verdadeiro fator determinante é a casta utilizada e ndo a localizacdo [66], 0 que parece

ndo estar em acordo preciso com outras fontes bibliograficas [53][75].

Num estudo muito interessante realizado em Portugal [75], verificou-se, relativamente
a casta Alvarinho, plantada em Arcos de Valdevez e em Dois-Portos, Lisboa, uma muito
maior quantidade de 4cido tartarico quando no Norte do que no Centro, tendo ja sido
atribuidas caracteristicas antioxidantes ao acido tartarico [53]; observou-se igualmente
uma substancial maior quantidade de catequina e epicatequina produzida no Norte do
gue no Sul nesta casta, compostos estes com conhecidas caracteristicas antioxidantes
[41]. Com base na influéncia do clima e da funcdo fotoprotetora de alguns compostos
fendlicos, é sabido que uma maior temperatura e exposicdo solar aumenta o seu
conteudo relativo, sendo que uma elevada exposicdo solar € normalmente tida como
um fator importante na qualidade de alguns vinhos, nomeadamente tintos. Sabe-se que
a luz UV-B provoca uma up-regulation dos genes respetivos a enzima fenilalanina
amonia-liase (PAL), cuja atividade remete diretamente para a produ¢ao de compostos

fendlicos, potenciando também a producdo de resveratrol [75].

Sabe-se também que toda e qualquer pratica enoldgica que possa favorecer o aumento
de luz UV que chega as folhas e as uvas, brancas e tintas, perto do véraison (ponto de
maturacao), promove a formacdao de flavondis e antocianinas, ao passo que ja foi
demonstrado que a temperatura aumenta o numero de proantocianidinas nas
sementes. No geral, a literatura aponta para que, quando em quantidades nao
excessivas (>352C de forma continua), a temperatura e a exposi¢ao solar promovem a
acumulagdao de compostos fendlicos na uva que efetivamente evidenciam uma

componente antioxidante mensuravel [76].

Conclui-se assim que existem, de facto, alguns fatores que influenciam a resposta
antioxidante de determinados vinhos, observando sobretudo uma relagdo entre a casta,

a proveniéncia geografica e o método de vinificacdo. Tendo em conta os dados
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apresentados, antecipam-se os fatores que poderao levar a produg¢do de um vinho com

maior resposta antioxidante:

1) Método de vinificacdo: contacto prolongado com o engaco e com a
componente sélida das uvas, de modo a potenciar a extracdo de compostos
fendlicos pelo etanol e sem colocar em cheque o carater de boca do vinho
por eventual adstringéncia exacerbada; vinho ndo colado nem filtrado.

2) Castas: tintas, sobretudo Touriga Nacional, Alicante Bouschet, Vinhao,
Cabernet Sauvignon e Aragonez.

3) Localizagcdo: considerando  Portugal, Alentejo preferencialmente,
potenciando assim a formacdo de antocianinas, resveratrol, flavondis e

proantocianidinas por maior exposicao solar e temperaturas.

1.7 - Biodisponibilidade e absor¢cdo de antioxidantes

em matrizes alimentares

A bioacessibilidade e a biodisponibilidade de determinados componentes, neste caso,
de antioxidantes, sdo dois conceitos diferentes [77]. Normalmente a biodisponibilidade
dos antioxidantes é avaliada em alimentos de onde estes componentes sdo facilmente
libertos. A bioacessibilidade e a biodisponibilidade de cada antioxidante difere
grandemente de matriz para matriz, e os antioxidantes normalmente ingeridos em
maiores quantidades em frutas (ou outros componentes) ndo sdo necessariamente
aqueles que irdo originar um maior efeito ativo nos tecidos-alvo [78]. A
biodisponibilidade de um determinado componente é definida como a proporc¢do que é
ingerida, digerida, absorvida e que fica disponivel para efetuar a sua agao nos tecidos-
alvo; a bioacessibilidade é definida como a quantidade de um componente que esta
passivel de ser absorvida no intestino apds digestdo. A partir desta defini¢do, é possivel
perceber que a biodisponibilidade esta compreendida dentro da bioacessibilidade [79].
Praticamente todo o tipo de compostos nutricionais sdo absorvidos no decorrer do
intestino, em especial no inicio do intestino delgado (entre 70% a 95%) [77]. Na grande

maioria da ingestao de compostos como proteinas ou hidratos de carbono, é necessario
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gue o tamanho molecular dos mesmos seja diminuido, de forma a potenciar a absorcao
via vilosidades intestinais, localizadas no intestino delgado. Este processo é chamado de
digestao quimica, governado principalmente por mecanismos de clivagem enzimatica
[80]. A absorcdo (Figura 10) ocorre principalmente nos enterécitos, as células de maior
expressdo no intestino delgado, através de cinco mecanismos distintos — transporte

ativo (1), difusao passiva (2), difusdo facilitada (3), co-transporte (4) e endocitose (5).
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Figura 10 — Mecanismos de absorg¢do de nutrientes vigentes no intestino delgado — 1) difusdo passiva; 2) difusdo
facilitada; 3) transporte ativo; 4) endocitose. Os mecanismos 1) e 2) funcionam a favor do gradiente de
concentragdo, ndo requerendo ATP para a sua ocorréncia; os mecanismos 3) e 4) necessitam de ATP para o seu
funcionamento. Na imagem ndo surge representado o mecanismo de co-transporte, que funciona a favor de um
gradiente de concentragdo idnico mas contra um gradiente de concentragdo molecular. Adaptado de [80].

Em 1), verifica-se o movimento de uma substancia pela membrana celular contra a
verificacdo de alguma resisténcia celular, normalmente um gradiente de concentracgao,
transporte mediado por proteinas membranares que requer o consumo de ATP. Em 2),
ocorre o movimento de nutrientes naturalmente pela bicamada fosfolipidica a favor de
um gradiente de concentracdo e sem consumo de ATP. Em 3), ocorre o movimento de
substancias de uma zona de maior concentracdo para uma de menor concentragao
através de transportador, mas sem consumo energético. Em 4), o transporte de ides a

favor do seu gradiente de concentracdo gera a energia motriz necessaria para que um
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transportador seja ativado e para que este transporte uma molécula contra o gradiente
de concentracdo. Em 5), ocorre o transporte de uma determinada molécula através da

mudanca de forma da membrana, com consequente consumo de ATP [80].

No intestino, uma monocamada de células epiteliais cobre a parede intestinal interna e
forma a barreira que limita a absorcao de nutrientes ou farmacos. Consequentemente,
a reconstituicdo in vitro desta monocamada epitelial possibilita a previsdo da absorcao
de nutrientes ou drogas a este nivel. As células Caco-2 sdo células de carcinoma humano
do cdlon, que permitem simular a situacdo supracitada e que, pela sua utilidade,
versatilidade e capacidade de crescimento em laboratério, se tornaram o padrdo de

simulacdo in vitro para a absorcdo destes componentes (Figura 11).
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Figura 11 — Diagrama da deposi¢dao de uma monocamada de células Caco-2 num suporte de filtros permeaveis. Apds
correta diferenciagdo em monocamada epitelial, estas células estdo prontas para iniciar um teste de permeabilidade.
A fase apical pretende simular o Iimen intestinal e a fase basolateral o tecido intersticial ou a prépria entrada na
corrente sanguinea. Adaptado de [81]

Isto acontece porque, apds cultura, estas células exibem praticamente todas as
caracteristicas das células do intestino, desde o fendtipo até a expressao de enzimas de
superficie ou proteinas de transporte, que assim medeiam o uptake ativo de compostos
ou o seu efluxo [81]. Na Figura 11 encontra-se um diagrama de uma monocamada de
células Caco-2 cujo plagueamento fora feito em membranas porosas de polietileno
tereftalato. Em condic¢des laboratoriais e ao fim de 14 a 21 dias, as células plaqueadas

nas respetivas membranas deverdo ter formado uma monocamada confluente. Porém,
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tal pode nao se verificar, e esta monocamada apresentar-se com defeitos estruturais
que comprometam a viabilidade dos resultados. E recomendavel empregar algum teste
analitico de modo a aferir que esta monocamada reune a integridade estrutural para
execucdo de teste de permeabilidade. Para este fim, pode-se aplicar o amarelo de
lucifer, uma sonda fluorescente hidrossoltvel utilizada para a verificacdo da integridade
das monocamadas da Caco-2. Em condi¢cbGes ideais, este composto apresenta
coeficientes de permeabilidade (medidos por fluorescéncia) devidamente tabelados e
gue indicam ao utilizador se as células estdo em devidas condi¢des para iniciar os testes

de permeabilidade.

Os compostos presentes na dieta, neste caso, no vinho, devem apresentar um bom
balanco entre a sua hidrofilicidade, de modo a se poderem dissolver eficazmente nos
fluidos gastrointestinais, a sua lipofilicidade, de forma que seja promovida a sua
passagem facilitada pelas membranas celulares, e o seu tamanho, sabendo que quanto
maior o composto, normalmente, menor a sua absorcdo [82]. No entanto, existe um
fendmeno extremamente importante de se fazer mencao relativamente aos polifendis,
gue é o seu metabolismo. Apesar dos seus bem conhecidos efeitos antioxidantes, os
polifendis possuem uma estrutura que potencia a sua metabolizacdo xenobidtica, o que
significa que prontamente serdao metabolizados de forma que se possa proceder a sua
célere eliminagdo, normalmente pela urina ou fezes. Este metabolismo divide-se em trés
fases, com o objetivo final de sinalizar os compostos-alvo por intermédio de reagGes de
adicdo de grupos sulfato, O-acido glucordnico e O-ésteres de metilo, o que os torna
simultaneamente mais hidrofilicos. Virtualmente todos os compostos fendlicos com
potencial antioxidante se encontram assim conjugados em circulagao no plasma, sendo
gue estas reagdes acontecem sobretudo aquando da passagem destes compostos pelo
[imen do intestino e de forma mais clara no figado. Estas reagbes promovem a
diminuicdo clara da atividade e disponibilidade dos constituintes polifendlicos [83]. Um
grupo de investigadores norte-americanos demonstrou claramente que as agliconas dos
flavonoides eram até cinco vezes mais absorvidas que os seus compostos glicosilados
através das células Caco-2 e em intestino de rato, registando e quantificando, porém,
uma elevada taxa de metabolizacdo e consequente perca de atividade destes compostos

[84]. Adicionalmente, os xenobidticos podem sofrer um processo de efluxo nos
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enterdcitos, que consiste na ativacdo de proteinas de transporte que potenciam a
remocdo destes compostos ja absorvidos de novo para o lumen intestinal, o que

potencia a sua eliminacdo [85].

A absorcdo dos flavondides, em especial dos compostos glicosilados, tinha-se como
negligencidvel no inicio do seu estudo de absorc¢do, tendo em conta que se cria que seria
absolutamente necessaria a remocdo do grupo glicosideo para que esta absorcdo
acontecesse [77]. E possivel encontrar documentos relativamente recentes que afirmam
gue de facto as agliconas dos flavonéides, por ndo possuirem grupo glicosideo, poderao
ser melhor absorvidas a nivel intestinal [86][87], sem descurar a possibilidade, para a
gual existem evidéncias cientificas, da absorcdo mais eficaz dos flavondides glicosilados
[78]. Existe igualmente trabalho publicado que aponta para o potencial maior impacto
antioxidante in vivo da absor¢do e metabolizacdo da cianidina relativamente ao seu
glicosideo cianidina-3-glucdsido [88]. Deste modo, é possivel compreender que existem
algumas evidéncias a favor das duas teses, pelo que os mecanismos de absorcdo e

respetivos efeitos fisioldgicos parecem carecer de maior investigacao.

Apbs a absorcdo dos polifendis, que compreende a sua passagem pelo interior do
enterdcito e passagem para a corrente sanguinea, passando pelo espago intersticial, o
composto podera ser metabolizado, em especial no figado — esta metabolizagao poder3,
ou ndo, originar compostos diferentemente ativos a nivel antioxidante do composto
original. Independentemente da adogdao de qualquer uma das conce¢des sobre esta
tematica, é facto bem evidente de que a absor¢do destes compostos é
consideravelmente baixa em condi¢des normais de ingestao dos alimentos em questao
[42]. Porém, os compostos ndo absorvidos no intestino poderdao promover um ambiente

antioxidante no intestino grosso [78].

Num trabalho publicado em 2005, Nielsen et.al apresentam dois mecanismos possiveis
para absorcdo de um flavondide glicosilado a nivel intestinal (novo vislumbre da Figura
6 para melhor compreensdo). A hesperitina-7-glucésido, tendo chegado ao Iimen
intestinal, é inicialmente deglicosilada por uma enzima membranar, resultando na
aglicona, que difunde para o interior do enterécito por difusdo passiva ou facilitada. A
metabolizacdo desta aglicona pode ocorrer logo no interior do enterécito, sendo

transportada para o sangue de seguida apds passagem pela membrana basolateral e

36



Daniel Abegdo, Vinho e Saude, Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, 2016

pelo espaco intersticial, entrando de seguida em circulacdo sanguinea [86].
Alternativamente, o glicosideo podera ser absorvido por transporte ativo por
transportadores semelhantes aos transportadores de glucose, existindo evidéncias
muito fortes da interacdo deste transportador com as formas glicosiladas mas ndo com

as agliconas (Figura 12).

Num outro trabalho [85], que estd em concordancia com Nielsen et.al, sdo referidos trés
aspetos interessantes — que a glicosidase citosdlica ndo consegue clivar 3-glucésidos,
gue quanto mais tarde é potenciada a absorcdo dos flavondides — glicosilados vs nao-
glicosilados — menor a sua biodisponibilidade (ha evidéncias de absorcdo de agliconas
no estdmago), e que se verifica um efluxo basolateral-apical muito significativo de
flavonodides glicosilados (quercetina-3-glucdsido) em modelos celulares intestinais, por
expressdo de proteinas transmembranares. Os autores concluem que células intestinais
gue ndo possuem lactase florizina hidrolase (beta-glicosidase membranar) ndo
potenciam a absorcdo de flavondides glicosilados, que compostos que ndo sao
substratos para estas enzimas ndo sdo facilmente absorvidos e que a deglicosilacdo
pode ser o passo limitante para a absor¢ao destes compostos. Estes aspetos limitantes
estardo relacionados com a saturacdo das beta-glicosidases intestinais na presenca
destes compostos, o que confere menor possibilidade de absor¢do a medida que o bolo

alimentar avanga no intestino delgado.

Assim sendo, parece haver evidéncias de que existe uma dualidade na absor¢ao dos
flavondides — tanto os glicosilados como os nao glicosilados serdo absorvidos, no
entanto, poder-se-a verificar uma absor¢cdo mais dificultada relativamente aos
flavondides glicosilados. Por contrapartida, as agliconas poderao verificar uma absor¢ao
incrementada, na medida em que sdo moléculas mais pequenas e menos polares que a
sua congénere glicosilada; no entanto, por terem maior instabilidade em solucdo,
poderdao ndo promover uma resposta antioxidante mensuravel in vivo por efeitos de
conjugacao ou degradacao processual. De qualquer das formas, parecem haver
evidéncias que a deglicosilagao intestinal podera ser um aspeto limitante da absorgao
destes compostos. Estas informacdes altamente pertinentes permitem-nos assim
elaborar uma proposta de valor na qual assenta este trabalho de investigacao, e que se

apresenta de seguida.
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Figura 12 — Mecanismo de absorg¢do de flavondides glicosilados em células intestinais. A absor¢do pode ocorrer
via clivagem do glicosideo e absorgdo da aglicona ou por transportador transmembranar. A aglicona é a molécula
que ird sofrer conjugagao intracelular e absor¢do para o sistema sanguineo. Adaptado de [86]
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1.8 - Proposta de valor

A proposta de valor deste trabalho de investigacdo assenta na possibilidade de poder
desenvolver uma metodologia que significativamente aumente a absorcdo intestinal, e,
previsivelmente, a biodisponibilidade, de compostos antioxidantes presentes no vinho,
em especial os flavondides glicosilados e seus produtos de hidrdlise, fazendo com que,
no final, a ingestdo de determinado volume de vinho por parte de um consumidor
consiga providenciar maiores beneficios reais para a saude do que a ingestdo do mesmo

vinho com auséncia desta metodologia.

Para alcancar este objetivo, devem ser estudadas as caracteristicas antioxidantes de
vinhos comerciais, correlacionando esta resposta com aspetos como a casta, ano de
cultivo ou método de vinificacdo. Seguidamente, escolhendo um vinho que apresente
uma resposta antioxidante bastante elevada in vitro, deverd ser empregue um
tratamento enzimatico que, em condicOes de pré-engarrafamento, consiga remover o
grupo glicdsido de uma porgdo dos flavondides glicosilados em solucdo — idealmente,
este tratamento enzimatico deve ser ja comercialmente vidvel e aprovado para contacto
alimentar. Na medida em que os principais flavondides glicosilados do vinho, em
especial do vinho tinto, sdo as antocianinas, o composto padrdo utilizado para este
tratamento enzimatico sera a malvidina-3-glucdsido, a principal antocianina do vinho
tinto, monitorizando o seu produto de deglicosilagdo, a malvidina, cuja estabilidade
deve ser analisada. Finalmente, a absor¢ao dos compostos a nivel intestinal de vinhos
normais e vinhos tratados enzimaticamente deve ser simulada, fazendo uso de linhas
celulares representativas do intestino delgado numa primeira fase e de modelos animais

numa segunda fase.
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Capitulo 2 - Experimental

2.1 - Materiais e Métodos

O trabalho experimental iniciou-se pela escolha e acomodacao de 29 vinhos, dentro os
guais varios vinhos brancos, verdes, tintos, vinhos fortificados e derivados (ver Tabela 1,
Anexos). A escolha foi feita em parceria com os responsaveis da Aveleda S.A neste
projeto, de modo a simultaneamente poder fazer um escrutinio das propriedades
antioxidantes dos vinhos produzidos por esta empresa e também poder estudar castas

e vinhos de outras regides, naturalmente produzidos por outras empresas.

O trabalho experimental iniciou-se pela quantificacdo dos compostos fendlicos totais
em cada vinho, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Seguidamente, procedeu-se a
um estudo monitorizado por espectrofotometria de UV-Visivel das propriedades
antioxidantes in vitro dos 29 vinhos referidos, através dos métodos do DPPH, ABTS* e
FRAP. Para assegurar que o minimo de oxidacdo ocorria, os vinhos foram sempre
analisados e selados com celeridade, tendo sido guardados a baixas temperaturas (42C)
e sem incidéncia de luz. Os vinhos foram renovados a meio das experiéncias (ap0s cerca
de 3 semanas de abertura) in vitro para minimizar os efeitos da eventual oxidacdo apds
abertura prolongada. Apds esta anadlise, iniciaram-se os trabalhos em Cromatografia
Liquida de Alta Performance com Detetor de Diodos (HPLC-DAD, doravante apenas
HPLC) com dois vinhos de elevada resposta antioxidante in vitro anteriormente obtida,
tendo sido primeiramente escolhido e adaptado um método de HPLC, otimizando-o
posteriormente para diminuicdo dos tempos de retengdao dos compostos-alvo.
Iniciaram-se de seguida as experimentac¢des enzimdticas de modo a poder verificar e
monitorizar a remogao do grupo glicosideo nos compostos-alvo, tanto em solugao
mimética de vinho, com padrao, como em vinho tinto comercial escolhido
anteriormente. Finalmente, iniciou-se a cultura celular das células Caco-2 (n=1), com
posterior plagueamento em pocos para respetiva diferenciagdo em monocamada e
mimetizacdo das condi¢des intestinais de absorcao de nutrientes — foi testada a
absorcdo de vinhos tintos normais e enzimaticamente tratados ao fim de 21 dias de

diferenciacgao.
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2.2 — Reagentes e Equipamentos

Testes de Espetroscopia UV-Visivel: TPC, DPPH, FRAP e ABTS*

Os seguintes testes de TPC, DPPH, FRAP e ABTS* foram conduzidos em espetrofotdmetro
Shimadzu UV-2450, utilizando cuvettes de pldstico descartdveis de 1 cm de caminho
otico.

O reagente de Folin-Ciocalteu (VWR, Portugal) e o carbonato de sédio (VWR, Portugal)

foram utilizados para a determinacdao do conteudo fendlico total (TPC), usando acido

galico (98%, Acros Organics, Bélgica) como padrao.

O reagente 2,2-difenil-1-picrilhidrazil - DPPH (95%, Alfa Aesar, Alemanha) e metanol
(99,5%, Panreac, Espanha) foram utilizados para o teste antioxidante in vitro do DPPH,
com 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox) como padrio

antioxidante (BioVision, EUA).

Para o teste antioxidante FRAP, foram utilizados os seguintes reagentes: acido acético
glacial (99,8%, Chem-Lab, Bélgica), acetato de sddio anidro (99%, Sigma-Aldrich,
Portugal), 2,4,6 — tripiridil-s-triazina TPTZ (Acros Organics, 98%, Austria), acido cloridrico
(Fisher Scientific, 37%, Reino Unido), cloreto férrico hexahidratado (97%, Sigma-Aldrich,
Portugal), usando sulfato de ferro heptahidratado (99%, Sigma-Aldrich, Portugal) como

padrao.

O reagente 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulféonico — ABTS* (99%, Panreac,
Espanha) e o persulfato de potassio (99%, Sigma-Aldrich, EUA) foram utilizados para o

teste antioxidante do ABTS*, com Trolox como padrao.

A 3gua ultrapura utilizada em todas as experiéncias foi adquirida com recurso a um

sistema Direct-Q 3UV-R.

Foi feita uma solucdo de tampdo de fosfato salino (PBS), a ser usada nos testes
indicados, com a seguinte composicao: 2g de KH,PO4 (15 mM), 6.1g Na;HPO4 (43 mM),
2g de KCI (27 mM), 87.7g NaCl (150 mM) (todos os sais foram fornecidos pela Sigma-

Aldrich-Aldrich, Portugal) e 1000 mL de 4gua ultrapura.

Trabalhos de HPLC
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Para os trabalhos em HPLC, foram definidas as fases mdveis A e B. A fase mével A é
constituida por 94% agua ultrapura, 5% acetonitrilo (grau HPLC 99,99%, Fisher Scientific,
Reino Unido) e 1% acido férmico (85%, Pancreac, Espanha). A fase mével B é constituida
por 60% acetonitrilo e 40% agua ultrapura. Foi também utilizado metanol (grau HPLC >
99.9%, Sigma-Aldrich, Portugal) como eluente. Os padrées cloreto de malvidina-3-
glucdsido (M3G) (>96%, ExtraSynthese, Franca) e cloreto de malvidina (MV) (> 95%,
Sigma-Aldrich, Portugal) foram utilizados para monitorizacdo dos trabalhos em HPLC.
Para efeitos de tratamento enzimatico, a M3G foi dissolvida em solucdo mimética de
vinho, com pH 3.5 e 13% Etanol (99%, Panreac, Espanha). As preparacdes enzimaticas
rastreadas foram providenciadas pela empresa EcoFiltra (Porto) e sdo produzidas pela

empresa Laffort (Franca), sendo as mesmas Lafazym Arom, Lafazym Extract e Extralyse.

O sistema de HPLC utilizado (Grupo de Fotoquimica do Dpt. De Quimica da UC) é
constituido por um desgaseificador Selecta Ultrasons UB-1488, um organizador VWR-
Hitachi, uma bomba binaria de gradiente VWR-Hitachi L-2130, um amostrador
automatico VWR-Hitachi L-2200 e um detetor de diodos VWR-Hitachi L-2455. O detetor
mais comum utilizado em HPLC é o Detetor de Diodos (DAD). Este detetor absorve luz
no espetro UV-Visivel e é, de longe, o detetor mais utilizado em HPLC, dado que permite,
num Unico cromatograma, optar-se pela monitorizagdo de um Unico comprimento de
onda ou de multiplos comprimentos de onda apds injegdo e chegada dos compostos ao

detetor.
O software utilizado foi o EZChrom Elite.
Testes in vitro com linha celular Caco-2

As células da linha celular Caco-2 foram fornecidas pelo banco de células ECACC e foram
descongeladas a passagem nimero 17, um aspeto necessario devido ao crescimento das
células, que assim vao sendo alocadas em novos frascos, com meio fresco. Cada
tripsinizacdo e diluicdo/divisdo de células conta como uma passagem, e este niumero é
importante para guiar o utilizador relativamente ao niumero de vezes que as células ja

foram divididas.

Estas células foram cultivadas em cdmara de fluxo laminar (BW 100) (fluxo: 1050 m3/h -

BioWizard, Frilabo, Portugal) em frascos de cultura T 75cm? (OrangeScientific, Frilabo,

42



Daniel Abegdo, Vinho e Saude, Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, 2016

Portugal), mantidas a um ambiente de 372C, 5% CO; e 95% humidade (incubadora MCO-
19AIC (UV) - Sanyo, Frilabo, Portugal). As células foram estabelecidas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM-HG) (com 4500 mg/L glucose
e L-glutamina, sem bicarbonato de sédio - Sigma-Aldrich, Portugal), a um pH de 7.4,

meio suplementado com:

e 10% soro de feto bovino (aprovado na EU, produzido na América do Sul - Gibco-
Life Technologies, Porto, Portugal);

e 1% de solugdo de penicilina/estreptomicina (Pen/Strep — 10.000 unidades de
penicilina e 10 mg de estreptomicina/mL - Sigma-Aldrich, Portugal);

e 1% de solugao de aminodacidos nao essenciais (100x, Sigma-Aldrich, Portugal);

e 1% de piruvato de sédio 100 mM (Sigma-Aldrich, Portugal).

Quando julgado oportuno, as células foram observadas com recurso a microscopio
CRX41 acoplado a camara DP20 (Olympus, Portugal). Quando observadas confluéncias
de 70-80%, as células foram separadas com uso de solucdo de tripsina-EDTA 1x a pH 7.4
(tripsina, solucdo 10x: 25g de tripsina suina por litro em 0.9% NaCl - Sigma-Aldrich,
Portugal; EDTA - Sigma-Aldrich, Portugal). A respetiva tripsinizacdo ocorreu
sensivelmente a cada 3-4 dias. Estes trabalhos foram desenvolvidos no grupo de

Quimica Fisica Molecular do Dpt. de Ciéncias da Vida da UC.

As células foram contadas usando azul tripano (solugdo de 0.4% (m/v) — Sigma-Aldrich,
Portugal), e a lavagem dos frascos, de modo a prevenir a inatividade da tripsina, foi feita
com PBS. As células foram posteriormente cultivadas em inserts PET de porosidade 0.4
um (BD Falcon, Enzifarma, Portugal), por sua vez suportados em placas de 24 pocos para
inserts (BD Falcon, Enzifarma, Portugal). Ao fim de 21 dias de diferenciacdo, de modo a
determinar a integridade da monocamada celular, utilizou-se o composto Amarelo de
Lucifer (Reagente5, Portugal), tendo-se medido as respetivas fluorescéncias na fase
basolateral, ao fim de 120 min de incubag¢ao, num fluorimetro Molecular Devices —
Spectra Max Gemini EM (Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da UC). Utilizaram-

se, para os testes de permeabilidade, os seguintes reagentes:

e Tampdo Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) sem vermelho fendlico, com

NaHCOs e sem HEPES (Sigma-Aldrich, Portugal), pH 7.4;
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e Atenolol (Reagente5, Portugal) e (S)-(-)-hidrocloreto de propranolol (Reagente5,

Portugal), com reportadas permeabilidades de 50% e 90%, respetivamente [89].

As leituras respetivas ao teste do DPPH utilizadas neste teste foram efetuadas em leitor

de microplacas pQuant MQX200 (BioTek, Portugal).

Serd doravante descrito como V1 o conjunto dos vinhos brancos, verdes, aguardentes e
moscatéis analisados e como V2 o conjunto dos vinhos tintos, sangrias e vinhos do Porto
analisados. Exceto quando declarado o contrario, todos os testes foram efetuados em

metodologia de n=3.

2.3 — Descricao dos métodos analiticos e testes in
vitro

Os padrdes escolhidos para os testes de TPC, DPPH, FRAP e ABTS* foram escolhidos por
serem universalmente aceites pela comunidade académica como aqueles que rednem

a maior aceitacdo e concordancia entre resultados.

Contetido fendlico total (TPC) — a metodologia foi desenvolvida com base em trabalho
ja publicado [61][90][91], com algumas modificacdes. Para a curva de calibrac¢do, foi
preparada uma solugdo aquosa de 10 g/L de 4cido gélico, tendo sido diluida de modo a
se poder obter concentra¢des de 200 mg/L a 5 mg/L (R?=0,9971). Para um volume final
de 4 mL, foram misturados 200 pL de FCR, 800 plL de solugao basica de carbonato de
sodio 6%, 2.96 mL de agua ultrapura e 40 pL de amostra diluida. Apds 60 min de
incubacdo a temperatura ambiente no escuro, as amostras foram lidas a 750 nm num
espetrofotémetro, sendo que o branco utilizado foi dgua ultrapura. As amostras de V1
foram diluidas 500x e as de V2 1000x, para um mesmo volume final de 4 mL. Os

resultados sdo expressos em equivalentes de acido galico por litro (GAE/L).

Teste do DPPH — a metodologia foi desenvolvida com base em trabalho ja publicado
[92], com algumas modificacdes efetuadas. Foi preparada uma solugcdo de 48 mg/L de
DPPH em metanol. Para a curva de calibragdo foi utilizado o padrao Trolox, diluido em
metanol para uma concentracdo final de 8 mM (R%?= 0,9959) — para um volume final de

2.5 mL, a solucdo de Trolox foi diluida entre 25 uM e 1 uM com metanol. A absorvancia
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das amostras foi lida ao fim de um periodo de incubacdo no escuro de 60 mina 517 nm.
As amostras de V1 foram diluidas 250x e as de V2 foram diluidas até 5000x. O branco

utilizado foi metanol. Os resultados sao expressos em equivalentes de Trolox (LM).

Teste FRAP - a metodologia foi desenvolvida com base em trabalho ja publicado [43],
com algumas modificagdes. Iniciou-se o processo medindo 16 mL de acido acético
glacial, ao qual se adicionaram 3.1 g de acetato de sddio, perfazendo com agua ultrapura
até 1L (tampdo 0.3 M pH 3.6). De seguida, fez-se uma solucdo aquosa de reagente TPTZ
de 10 mM em HCI 37% e uma soluc¢do aquosa de cloreto férrico de 20 mM. Para um
volume final de 500 mL, misturou-se primeiro o TPTZ com a solucdo de cloreto férrico,
adicionando posteriormente o tampdo, numa razdo de 1:1:10. Para a curva de
calibracdo, adicionou-se a 3 mL deste reagente final um volume de solucdo de sulfato

ferroso para obter uma concentrac3o que variou de 8 mM a 42 mM (R?=0,9964).

A mistura reacional ficou a incubar em banho a uma temperatura de 372C durante 50
minutos. Ao final do periodo de incubacdo, procedeu-se a leitura da absorvancia a um

comprimento de onda de 593 nm.

O mesmo procedimento foi efetuado para as amostras, com fator de diluicdo para V1

de 130x e V2 de 2000x. Os resultados sdo expressos em equivalentes de FeSO4 (mM).

Teste ABTS* — o teste foi desenvolvido com base na adaptagdo de outros trabalhos
[73][44]. Uma solugdo aquosa de ABTS* (7 mM) foi misturada com uma solugdo oxidante
de persulfato de potassio (2.5 mM). Foi feita uma mistura numa proporgdao 80:20,
deixando overnight a oxidar. No dia seguinte, o resultado desta mistura, que é uma
solucdo com tonalidade verde escura intensa, foi diluida com PBS, até atingir uma
absorvancia de 0.6 a 734 nm. Para efeitos de calibragdo, foi feita uma solucao padrdo de
Trolox de 1 mM em etanol, adicionando volumes varidveis de Trolox a 1 mL de solugao
oxidada de modo a obter concentragdes de Trolox de 1 uM a 20 uM e medindo ao fim

de 60 min (R?>=0,9999). O branco utilizado foi PBS.

O mesmo procedimento foi efetuado para as amostras, com fator de diluicdao para V1

de 300x e V2 de 1000x. Os resultados sdo expressos em equivalentes de Trolox (uUM).

Quantificagdo de compostos por HPLC - para a quantificagao de diferentes compostos
por HPLC-DAD, as amostras foram previamente filtradas, utilizando filtros de 0,22 uM,
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de modo a remover particulas que pudessem interagir com a coluna de cromatografia

ou danificar a mesma.

O método utilizado para separacdo de antocianinas foi adaptado do método
apresentado por Kozminski et.al (2006) [93], com algumas modificacdes. Houve
oportunidade de otimizar o protocolo de eluicdo de modo a diminuir o tempo de
retencdo dos padrdes escolhidos, malvidina-3-glucésido e malvidina. As andlises foram
efetuadas numa coluna RP-C18 (5 um, Merck, Alemanha), deste modo baseando a
capacidade de retencdo de compostos em interacdes hidrofébicas por parte dos

enxertos alquilicos com os compostos em analise.

As fases modveis foram combinadas de acordo com o programa de eluentes descrito na

Tabela 2.

Tabela 2 —Programa de eluentes aplicado neste trabalho, adaptado de [93]. Afase A é composta por agua, acetonitrilo
e acido férmico num racio de 94:5:1, a pH 2.20; a fase B é composta por acetonitrilo e agua num récio de 60:40, com
2 mM de KCl, a pH 2.20.

Tempo/min A(%) B(%)
0 85 15
9,3 25 75
9,8 50 50
10,5 75 25
11,5 85 15
14 85 15

O fluxo da fase moével foi de 1 mL/min e o volume de injecdo foi 20 L. Existem dois
regimes de eluicdo — de gradiente ou isocratico. O mais comum, em especial quando se
guerem separar compostos do vinho, é o de gradiente. [94] As fases mdveis sdo
normalmente de polaridades intermédias, sendo constituidas por misturas de
guantidades varidveis de dagua, acetonitrilo e metanol, o que permite separar

desejavelmente os compostos.

A aquisicdo de resultados em DAD foi realizada em modo de varrimento total, num
intervalo de 300 a 650 nm, utilizando um canal de dete¢do a 520 nm, selecionado por

corresponder a comprimentos de onda de absorcao de flavondides, nos quais ambos os
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padrdes se enquadram. Foram igualmente monitorizados outros comprimentos de onda

de relevo.

Para as retas de calibracdo da M3G e Malvidina, os padrdes foram preparados em dgua
ultrapura com diferentes concentragdes, variando entre 1 e 250 ppm paraa M3G e entre
1 e 90,9 ppm para a Malvidina (ver curvas de calibracdo em anexo). As concentracdes
dos compostos foram adquiridas, assim, pela relacdo da area dos picos com a respetiva

curva de calibracao.

Testes in vitro

Cultura celular e testes de absor¢ao de compostos — os testes de absorcdo foram
realizados com base em trabalho publicado [95], com algumas adaptacoes. As células
Caco-2 foram descongeladas a passagem 17, tendo sido mantidas em meio previamente
descrito. O meio das células foi trocado de dois em dois dias, tendo sido divididas
guando observadas confluéncias de 70-80%. Cerca de 20 dias apds descongelamento
(passagem numero 25), aproximadamente 20.000 células foram dispensadas em 14
inserts pré-humedecidos com 50 pL de HBSS sem HEPES (sem vermelho de fenol e sem
bicarbonato de sédio), colocando 200 plL da solucdo contendo as células Caco-2 na fase

apical e 600 pL de HBSS na fase basolateral.

Ao fim de 12 horas, as células ndao aderentes foram removidas por aspiracao moderada
na fase apical. O meio na fase apical nao foi aspirado nos primeiros nove dias, porém, o
meio da fase basolateral foi mudado de dois em dois dias. Ao fim de 20 dias apds
plagueamento realizaram-se os testes de absorgao. Para isto, comegou por se remover
o meio da fase apical. Seguidamente, procederam-se a ensaios de verificacdo da
integridade das monocamadas por utilizacgdo do método do Amarelo de Lucifer,
incubando 200 uL de HBSS nos pogos contendo este composto a uma concentracao de
100 uM na fase apical, aguardando 120 min e fazendo as leituras num leitor de placas a
530 nm, com curva de calibracdo previamente realizada de 1 uM a 50 uM (ver em anexo)

[96].

Tendo surpreendentemente verificado a ndo integridade de nenhum das 14
monocamadas (ver Discussdo e Resultados), foram apenas aproveitados as 6

monocamadas que evidenciaram menor porosidade relativa ao amarelo de lucifer. Na

47



Daniel Abegdo, Vinho e Saude, Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, 2016

medida em que se pretendia testar exatamente os vinhos com e sem tratamento
enzimatico, optou-se por colocar 200 pL sem diluicdo dos vinhos tratados com 5000 ppm
de Lafazym Arom passadas cerca de 72h de incubacao, controlando com vinho normal

e com solucdes de atenolol e propranolol em HBSS de 100 ppm [96].

Ao fim de 120 min de incubac¢do com agitacdo manual, a 372C, o potencial antioxidante
da fase apical e da fase basolateral foi testada com recurso ao método do DPPH. A
absorg¢do dos controlos foi monitorizada a 273 nm (atenolol) e a 290 nm (propranolol)

(ver em anexo).

Tratamentos estatisticos — os tratamentos estatisticos foram feitos recorrendo a versao
6.0 do software GraphPad Prism (GraphPad Inc.,, EUA) e ao software Excel 2013
(Microsoft, EUA). As barras de erro apresentadas representam o desvio padrdo entre
resultados afetos a cada n ou a cada conjunto de n’s. Foi utilizado o teste de Dunnett

face ao controlo para verificar a significancia das variagdes entre resultados.
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Capitulo 3 - Discussao e
Resultados

3.1—-Componente antioxidante: testes da TPC, DPPH,
FRAP e ABTS"

Este trabalho iniciou-se pela escolha e compra de 29 vinhos comerciais, dentro dos quais
7 vinhos produzidos pela Quinta da Aveleda sem intuito comercial (ver Tabela 1,
Anexos). A escolha dos vinhos pretendia assim, simultaneamente, poder fazer um
escrutinio das propriedades antioxidantes dos vinhos produzidos por esta empresa e
também poder estudar castas e vinhos de outras regiGes. Desta forma, abrangeu-se
todo o patrimdnio vinicola relevante presente em Portugal, com andlise de vinhos

brancos, verdes, roses, vinhos fortificados, destilados e vinhos tintos (Figura 13).

Il Brancos Il Vinhos Verdes
Bl verde-Branco Bl pouro
Bl Fortificado B Bairrada
(= Aguardente Bl setobal
Il Tintos
Bl Rosé
Total=29 Total=29

Figura 13 — Designagdo dos vinhos analisados, designados, em a), pela sua tipologia (branco, verde-branco, fortificado,
aguardente, tinto ou rosé), e em b), pela sua regido de origem (Regido dos Vinhos Verdes, Regido do Douro, Regido da
Bairrada e Regido de Setubal).

A amostragem centrou-se em vinhos jovens (2014 para anos mais recentes), sobretudo
da regido dos Vinhos Verdes e Bairrada, por serem os locais onde a empresa Aveleda S.A
possui os seus terrenos. Nos vinhos brancos, verdes e roses, com semelhantes métodos

de vinificacdo [73], ndo existe uma casta predominante que permita uma possivel
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correlacdo com uma eventual resposta antioxidante diferenciada, verificando-se
elevada variabilidade. Nos vinhos tintos, verifica-se uma situacdo semelhante, se bem
gue, nestes, a escolha foi seletivamente feita de modo a se poderem analisar
preferencialmente vinhos monocasta e efetuar correlagbes mais diretas (das 11

amostras tintas, 8 sdo monocasta, ver Tabela 1 Anexos).

Teste dos compostos fendlicos totais - O trabalho iniciou-se pela quantificacdo dos
compostos fendlicos em solucdo, através do reagente de Folin-Ciocalteu. Esta é uma
metodologia normalmente empregue em andlises alimentares, bem como de despiste
primario de atividade antioxidante, na medida em que esta concentracdo de fendlicos
totais apresenta normalmente elevadas correlagdes com os testes de atividade
antioxidante [66]. O reagente de FC consiste numa mistura de fosfomolibdato e
fosfotungstato, que, em meio basico, reage com compostos fendlicos e polifendlicos.
Porém, ja foi demonstrado que este composto reage com a generalidade dos compostos
redutores, como vitaminas ou compostos azotados [97]. No entanto, continua a ser
considerada uma forma rapida, barata e acessivel de determinar o conteudo fendlico
total de uma amostra e de estabelecer imediatamente uma correlagdo com o potencial
redutor da mesma. Na Figura 14 apresenta-se o resultado desta andlise para os 29
vinhos, medido em mg/L de equivalentes de acido galico (GAE). A azul, reportam-se os
resultados para os vinhos verdes, brancos, roses, aguardente e moscatel (conjunto V1),
lendo-se no eixo da esquerda; a vermelho, os resultados para os vinhos tintos e vinhos

do Porto (conjunto V2), lendo-se no eixo da direita.

Os resultados obtidos demonstram claramente que as amostras do conjunto V1
apresentam um conteudo fendlico claramente mais reduzido que o conjunto V2. O valor
mais baixo reportado foi o da Aguardente Velha, com aproximadamente 150mg/L de
GAE, ao passo que o valor mais alto reportado foi para o Vinhdo da Bairrada, com cerca

de 5 g/L de GAE.
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Compostos fendlicos totais
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Figura 14 — Resultados da analise da quantificacdo dos compostos fendlicos totais nas 29 amostras selecionadas,
medidos em equivalentes de acido galico (mg/L). A azul reportam-se os valores que remetem para o eixo das abcissas
da esquerda (conjunto V1), enquanto a vermelho se reportam os valores que remetem para o eixo das abcissas da direita
(conjunto V2). O contelido fendlico de V1 é muito menor, em média, que a de V2. Em V1, destacam-se os vinhos rosé;
em V2, destacam-se as amostras PG-AR, TN-B e V-B.

Estes resultados s3ao expectaveis e enquadram-se claramente com o referido na
literatura. E sabido que o vinho tinto possui muito maior componente fendlica e
polifendlica que o vinho branco [98][99], o que se pode relacionar diretamente com o
método de vinificagdo — no vinho branco, as uvas sdo pressionadas e é este processo
gue transporta eventuais compostos fendlicos e polifendlicos para o mosto; no vinho
tinto, para além de se pressionar as uvas para obteng¢do de sumo, ocorre contacto
(macerac¢do) mais ou menos prolongado do mosto com as peliculas, com as sementes e
com o engaco da uva, o que potencia fortemente a extracdao de compostos polifendlicos.
Nesta medida, sabendo que o0s compostos nao-flavondides se encontram
principalmente na polpa, e que estes contabilizam cerca de 10% do conteudo fendlico
do vinho tinto e a maioria do contetdo fendlico do vinho branco [100], pode-se prever
um conteudo fendlico cerca de 10 vezes maior no conjunto V2 em rela¢do ao conjunto

V1, que é o que genericamente se observa. Dentro do conjunto V1, observa-se uma clara
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distingao entre os vinhos roses e os restantes vinhos brancos e verdes — os vinhos roses
podem ser vinificados a partir do sumo de uvas brancas, com algum contacto com
peliculas tintas, ou entdo a partir do sumo ligeiramente rosado de uvas tintas: este
método de vinificacdo trard, naturalmente, mais compostos fendlicos ao vinho Rose
comparativamente ao vinho branco, resultando numa resposta ligeiramente mais
elevada pelo teste de FC. A amostra de moscatel também apresentou uma resposta
bastante interessante, quase ao nivel dos vinhos roses analisados. Dentro do conjunto
de vinhos brancos/verdes, a casta Loureiro parece ter alguma evidéncia. Porém, seriam
necessarios mais vinhos monocasta Loureiro para se poder perceber se esta resposta

seria efetivamente corroborada.

Relativamente ao conjunto V2, observa-se que a sangria apresenta o valor mais baixo
por entre as 11 amostras analisadas, ao passo que o Vinhdo da Bairrada (V-B) denota o
valor mais elevado, quase com 5 g/L de GAE, surgindo, de seguida, o vinho Aragonez de
Setubal (PG-AR). Outros trabalhos relatam valores para o TPC com intervalos entre os
1.2 g/L e os 5.9 g/L [43]. Genericamente, registam-se respostas bastante positivas
respetivamente ao contelddo fendlico das amostras analisadas do conjunto V2. Sera
interessante promover uma analise entre o contetdo fendlico do vinho V-B e PG-AR. As
uvas da casta Vinhdo, uma conhecida casta tintureira, rednem no seu interior uma polpa
profundamente rosada, aspeto sobejamente diferente da esmagadora maioria das
polpas de uvas tintas, normalmente nao-coloradas. Naturalmente, este aspeto remete
para o maior conteudo fendlico da polpa destas uvas, o que, em condi¢gdes normais de
vinificacdo de um vinho tinto, resultard num vinho com maior TPC comparativamente a
uma polpa ndo corada. Atribui-se a este aspeto a resposta observada para V-B. Porém,
tanto o vinho V-B, como os vinhos CS-B e TN-B, sdao vinhos ndo comerciais, hdao tendo
sido filtrados nem lhes sido aplicados agentes de clarificacdo, como a gelatina ou a
metilcelulose, uma pratica perfeitamente normal em industria. E sabido que estes
aspetos afetam o TPC dos vinhos, diminuindo-o [74]. Comparativamente, a casta
Aragonez ndo é tintureira, porém, o seu valor de TPC é muito elevado. Este vinho
monocasta Aragonez, que em outros trabalhos apresenta normalmente um elevado
valor para o TPC [43][101], tem a particularidade de ter sido desenvolvido num terroir

solarengo e de excelentes condi¢des edafoclimaticas como é o da Peninsula de Setubal,
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para além de que foi envelhecido em pipa durante 12 meses. Ambos estes aspetos
promovem a formacdo e a solubilizacdo de compostos fendlicos para o resultado final
na solucdo alcodlica [53][72], o que pode estar a promover esta elevada resposta por
parte deste vinho. Desta forma, o elevado contetdo fendlico destas duas amostras pode
estar a ser influenciado por aspetos como a casta, as praticas de industria, o terroir e

também o envelhecimento em barril.

Uma nota de igual destaque para a casta Alicante Bouschet, que, sendo tintureira,
apresenta um elevado valor de TPC. Adicionalmente, a casta Touriga Nacional, n3do-
tintureira mas reportadamente uma casta que da origem a sumos com elevada
concentracdo de pigmentos [66], surge em amostra com a terceira (TN-B) e quinta (FLL-

TN) resposta mais elevada neste teste.

Teste do DPPH — seguidamente, os vinhos foram testados relativamente a sua

capacidade de neutralizarem o radical DPPH (Figura 15).

Neutralizacdo do radical DPPH
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Figura 15 — Resultados da andlise da neutralizagdo do radical DPPH nas 29 amostras selecionadas, medidos em
equivalentes de Trolox (LM). A azul reportam-se os valores que remetem para o eixo das abcissas da esquerda (conjunto
V1), enquanto a vermelho se reportam os valores que remetem para o eixo das abcissas da direita (conjunto V2). A
neutralizagdo deste radical por parte de V1 é muito menor, em média, que a de V2. Em V1, destacam-se os vinhos rosé;
em V2, destacam-se as amostras CS-B, TN-B e V-B.
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Os resultados obtidos seguem a mesma tendéncia que a evidenciada na Figura 14 — as
amostras do conjunto V1 apresentam uma muito mais baixa capacidade de
neutralizacdo do radical DPPH do que as amostras do conjunto V2. Semelhantemente,
os resultados revéem-se com aqueles obtidos por outros investigadores [43], tanto para
os vinhos brancos (valores entre 0,4 mM e 2,2 mM de equivalentes de Trolox), como
para os vinhos tintos (entre 5 mM e 25,5 mM de equivalentes de Trolox), limite

ligeiramente ultrapassado pela amostra V-B e TN-B.

O teste do DPPH é percecionado como um dos testes de antioxidagcdo mas rapidos e
fidveis para testar a capacidade antioxidante in vitro de amostras contendo polifendis,
sendo de facto um dos mais amplamente usados [60] Por ser um teste que relega na
abstracdo de hidrogénio a respetiva reducdo do radical, e sabendo que é este o método
preferencial de reducdo/antioxidacdo por parte de flavondides, este podera ser um
teste fortemente representativo da real capacidade antioxidante in vitro de amostras

vinicas.

Dentro do conjunto V1, ndo se observam diferencas relevantes entre os vinhos
brancos/verdes analisados, sendo evidente a resposta ligeiramente mais elevada por
parte dos vinhos roses. No conjunto V2, destaque, de novo, para as amostras V-B, TN-B,
CS-B, AB e PG-AR. Dentro destas cinco, como referido, a casta Alicante Bouschet e a
casta Vinhdo sdo tintureiras, ao passo que as trés primeiras sao vinhos ndao comerciais e
nao-filtrados. A malvidina-3-glucésido é, indubitavelmente, a molécula singular que
mais contribui para a cor dos vinhos tintos, atribuindo-se cerca de 50% da cor destes
vinhos as propriedades cromogénicas desta molécula. Radovanovic et.al obtiveram
elevados valores de correlacdo R?, analisando vinhos Cabernet Sauvignon da regido dos
Balcas, entre o total de antocianinas 3-glucdsido num vinho e a sua capacidade de
scavenging do radical DPPH- (0,9619), tendo também obtido correlagdes muito elevadas
entre este scavenging e a soma das antocianinas com substituicdo 3-acetil-3-glucdsido
(R?=0,9728) e a substituicdo p-coumaril-3-glucésido (R?=0,8873) [68]. Em trabalho ndo
publicado nesta tese, foram medidas as composicdes de cor de alguns vinhos
selecionados, definidas como a razdo entre as absorvancias a cada comprimento de
onda—420nm, 520 nm e 620 nm — a dividir pela soma destes trés valores de absorvancia

[102]. O valor de 420 nm representa a tonalidade amarela dos vinhos, trazida pelos
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flavonois, predominante no vinho branco e rose, ao passo que o valor de absorcdo a 520
nm representa a cor vermelha dos vinhos, naturalmente com maior influéncia por parte
das antocianinas. Foi possivel observar que o vinho V-B e TN-B apresentavam ambos as
maiores composicoes em cor vermelha de todos os vinhos analisados, enquanto vinhos
brancos e rosés apresentavam predominancia a 420 nm; sendo os dois primeiros os
vinhos com maior resposta perante a neutralizacdo do radical DPPH, este aspeto
cromogénico podera encontrar relacdo com o proposto por Radovanovic et. al [68]. A
casta Cabernet Sauvignon é também, reportadamente, uma casta que da origem a

vinhos com elevada capacidade antioxidante [2].

Existe um aspeto interessante de se analisar. Pode-se admitir que a amostra V-B e V-PB
possuem uma concec¢do semelhante — ambos monocasta Vinhdo e da Regido Norte do
Pais, com diferenca de um ano na colheita. Porém, a diferenca entre a resposta face ao
radical DPPH é notéria, sendo que o V-PB apresenta uma resposta cerca de trés vezes
menor que o V-B. Este aspeto coloca perguntas direcionadas ao impacto das praticas
enoldgicas, ou até a influéncia do microclima/solo. Foi provado por uma equipa de
investigadores checos que, para o mesmo tipo de vinho, com semelhantes uvas
maturadas na mesma sub-regido, que a diferenca em contelddo de trans-resveratrol
podia ascender até nove vezes mais em determinadas colheitas [94]. Em 2011 reportou-
se que, para dois vinhos diferentes, feitos da mesma casta (Syrah), na mesma regiao,
por dois produtores diferentes, se obteve uma diferenca face a resposta ao DPPH de
aproximadamente o triplo [43]. De novo, é totalmente legitimo afirmar que este
decréscimo na resposta antioxidante poderia ser devido a filtracdo e a clarificacdao por
agentes externos (V-PB é uma amostra filtrada e clarificada). Porém, admitindo uma
genérica semelhanca no contelddo molecular entre as duas amostras, e ja tendo
presente que a estrutura dos flavondides e os respetivos substituintes nos anéis A, B e
C influenciam determinantemente a capacidade de scavenging de radicais livres [64],
fatores enoldgicos pré-colheita, como a dgua, a exposicdo solar, a exposicao a
organismos patogénicos, os tratamentos quimicos, entre outros [69], bem como fatores
pos-colheita, como a oxidagdao do mosto [103], ndo sé podem promover a formagao de
compostos com menor atividade antioxidante (exemplo — anéis aromdticos com

diferentes substituicdes), como também oxidar os compostos presentes em solucdo. Tal
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aspeto resultaria em duas respostas totalmente diferentes, apesar das condi¢des

originais serem semelhantes.

Teste do FRAP — apds o teste do DPPH, procedeu-se ao teste do FRAP com as amostras

selecionadas (Figura 16).

Os resultados obtidos seguem a mesma tendéncia que a evidenciada na Figura 14 e 15
—as amostras do conjunto V1 apresentam uma muito mais baixa capacidade de reducao
do complexo Fe(lll)-TPTZ do que as amostras do conjunto V2. Semelhantemente, os
resultados revéem-se naqueles obtidos por outros investigadores [43], ndo
precisamente em vinhos brancos (valores médios de 10 mM de equivalentes de FeSOa,
contrastando com os obtidos de cerca de 4 mM) e com maior concordancia nos tintos

(médias de 58 a 70 mM de equivalentes de FeSOa).
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Figura 16 — Resultados da andlise da redugdo do complexo Fe(lll)-TPTZ nas 29 amostras selecionadas, medidos em
equivalentes de FeSO4 (LM). A azul reportam-se os valores que remetem para o eixo das abcissas da esquerda (conjunto
V1), enquanto a vermelho se reportam os valores que remetem para o eixo das abcissas da direita (conjunto V2). A
neutralizagdo deste radical por parte de V1 é muito menor, em média, que a de V2. Em V1, destacam-se os vinhos rosé;
em V2, destacam-se as amostras V-PB, AB e V-B.
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Dentro do conjunto V1, reportam-se o mesmo padrao que na Figura 15 — pouca
variabilidade entre amostras brancas/verdes, algum incremento na resposta em vinhos
roses e moscatel. No conjunto V2, novo destaque para a amostra V-B, com resposta
antioxidante seguida da amostra AB (Alicante Bouschet), V-PB (casta Vinhdo) e TN-B.
Desta forma, observa-se uma tendéncia genericamente semelhante a resposta ao DPPH,

porém, com a novidade do aparecimento da amostra V-PB.

Aqui, torna-se interessante perceber o que poderd motivar uma resposta
substancialmente diferente utilizando um método como o do DPPH ou do FRAP, dando

origem a uma sequéncia de respostas modificada.

Os investigadores portugueses Oliveira et.al (2011) publicaram um artigo de revisdo
muito conciso e acutilante no qual abrangiam todos os processos de oxida¢do ao qual o
vinho esta sujeito [104]. No segmento da oxidacdo quimica inerente ao vinho, os autores
indicam a ja conhecida mediacdo por parte do ferro e do cobre dos processos de
oxidacdo, cuja adicdo final de eletrdo a um composto oxigenado é promovida pela

reacdo em cadeia do Fe(ll) e Cu(l), formando-se quinonas.

O dioxido de enxofre e o acido ascorbico sdo efetivamente capazes de reduzir esta
guinona de volta a forma fendlica, de forma que a sua presenca pode ser de central
importancia para este aspeto. Na matriz do ensaio FRAP o pH é de aproximadamente
3.6, 0 que promove o aparecimento de SO; livre no vinho. Este SO; livre pode participar
na redu¢do das quinonas de volta a sua forma fendlica, pelo que estes compostos

estariam de novo disponiveis para reduzir o complexo de Fe(lll)-TPTZ.

Admitindo que este vinho se encontraria num estado de alguma oxidagao
anteriormente, este aspeto seria revertido considerando esta hipdtese, o que pode
explicar a observada resposta. Porém, a presenca de ides Fe(lll) no meio FRAP é o que
podera realmente ajudar a catalisar a resposta oxidativa dos compostos polifendlicos
neste vinho, como indicado em [105], o que também pode ser particularmente visivel
no teste FRAP por eventual oxidacdo e nova reducdo (segundo esta possibilidade de
regeneracdo) de uma molécula/conjunto de moléculas com forte propensido a
evidenciar uma forte resposta antioxidante através deste teste. Os investigadores

relatam que, num vinho modelo, a auséncia de ides metalicos promove a ndo-oxidagcao

57



Daniel Abegdo, Vinho e Saude, Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, 2016

do anido bissulfito, pelo que a exposicdo a estes ides metdlicos no reagente FRAP
poderia ser o trigger para este processo de reduc¢do catecol = quinonas = HSOs- 2>
catecol = Fe(lll)-TPTZ = Fe(ll)-TPTZ. Na medida em que a amostra V-B e AB evidenciam
elevada resposta antioxidante por este mecanismo, sendo tintureiras, a semelhanca da
amostra em analise, coloca-se a possibilidade das antocianinas poderem ter uma maior
facilidade na doacdo do seu eletrao na presenca de Fe(lll) — esta relacdo entre conteddo
em antocianinas e resposta FRAP incrementada foi estudada e confirmada por Azima

et.al [106].

Teste do ABTS* - ap6s o teste de FRAP, procedeu-se ao teste do ABTS* com as amostras

selecionadas. (Figura 17).

Os resultados obtidos seguem a mesma tendéncia que aquela evidenciada nas Figuras
relativas ao ensaio do DPPH e FRAP — as amostras do conjunto V1 apresentam uma
muito mais baixa capacidade de reducdo do radical ABTS* do que as amostras do
conjunto V2. Os resultados revéem-se naqueles obtidos por outros investigadores [72]
[70], tanto em vinhos brancos (valores médios de cerca de 4 mM de equivalentes de
Trolox) como em vinhos tintos (valores observados sobretudo compreendidos entre os

25 mM e os 35 mM de equivalentes de Trolox).

Dentro do conjunto V1, reportam-se o mesmo padrao que aquele verificado no teste do
DPPH e FRAP — pouca variabilidade entre amostras brancas/verdes, algum incremento
na resposta em dois vinhos roses, com menor resposta da amostra Rose Espadeiro (ESP-
ESP) e da amostra de vinho fortificado Moscatel (M-FV). No conjunto V2, observa-se de
novo uma diferenca fortemente mensurdvel entre as amostras V-B e TN-B com as
restantes, com resposta antioxidante seguida da amostra Aragonez de Setubal (PG-AR),
porém, com uma resposta aproximadamente 50% menor. Sendo a tendéncia
semelhante entre os restantes vinhos, importa ressalvar e analisar de novo as condig¢des

em que os dois vinhos com maior resposta foram produzidos.

58



Daniel Abegdo, Vinho e Saude, Departamento de Quimica da Universidade de Coimbra, 2016

Reducdo do radical ABTS™

5000 = = 100000
m
=
0
=
_ 4000 = = 80000 <
x <
o .
—_ o
o 3000 = = 60000 o
S
[ —
—
) 2000 = = 40000 o
- —
. (@)
> x
S 1000 = = 20000
-
o Z
Ll
0= -0
0 430, RN e NN R e TN 0000 IR 6K DO D
NS N N Y A RO I DO A PN TN IR T
e o’ © @gqv% R CY ‘ZJ‘QO Adb’ SEPSAAN
A0/ 0,&/ ?(“JO/ 00 ((\/\/

Vinhos

Figura 17 — Resultados da analise da reduc¢do do radical ABTS* nas 29 amostras selecionadas, medidos em equivalentes
de Trolox (uUM). A azul reportam-se os valores que remetem para o eixo das abcissas da esquerda (conjunto V1),
enquanto a vermelho se reportam os valores que remetem para o eixo das abcissas da direita (conjunto V2). A reducéo
deste radical por parte de V1 é muito menor, em média, que a de V2. Em V1, destacam-se dois vinhos rosé; em V2,
destacam-se, de forma fortemente mensuravel, as amostras TN-B e V-B.

Muselik et.al (2007) [44] mediram isoladamente a atividade antioxidante in vitro de
varios conjuntos de moléculas presentes no vinho, dentro das quais as
proantocianidinas, as procianidinas, as antocianinas e as piranoantocianinas,
reportando, interessantemente, dois aspetos: uma consideravel maior diferenca entre
conjuntos moleculares usando o teste do ABTS* (mais de 50% de diferenca entre
analitos, diferencas muito menores entre amostras utilizando o teste de FRAP) e
também que a resposta antioxidante dos analitos aumentava proporcionalmente ao
grau de polimerizacdo dos flavandis (catequina e epicatequina). Este aspeto podera ser

determinante para a interpretacao dos resultados expressos na Figura 17.

Os flavondis e as procianidinas sao responsaveis por cerca de 60% da resposta

antioxidante do vinho tinto [61]. Sabendo que as amostras V-B e TN-B ndo foram
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filtradas nem clarificadas, este aspeto podera promover a presenca de mais flavonois e
procianidinas de maior massa molecular nas referidas amostras. Tendo em mente o
observado por Muselik et. al, a resposta observada para V-B e TN-B podera ser
simultaneamente resultado da maior capacidade antioxidante destas moléculas como
também da maior sensibilidade deste teste a estes compostos. Neste sentido, a amostra
CS-B, ndo filtrada nem clarificada, poderia igualmente apresentar uma resposta
semelhante as amostras V-B e TN-B, o que podera ndo se verificar por eventual menor
conteudo natural em flavondis e procianidinas diméricas, triméricas ou até de maior
massa molecular, componentes que parecem influenciar sobremaneira a resposta

obtida por este teste.

Correlagdo entre testes de TPC, DPPH, FRAP e ABTS* — sera interessante poder perceber
se existe algum tipo de correlacdo entre os quatro testes realizados, sobretudo visualizar
a correlacdo entre o TPC e os testes de antioxidacdo, tanto para o conjunto V1 como
para o conjunto V2, o que poderia estabelecer imediatamente uma relacdo de
causalidade entre o TPC e qualquer expectavel resposta antioxidante. Para este efeito,
os resultados foram correlacionados através do teste da regressao linear, evidenciando

uma eventual maior ou menor correlacdo pelo valor de R? (Tabela 3).

A correlacdo do R? foi considerada em detrimento do coeficiente de Pearson por ser um
teste mais expedito e que permite uma rapida visualizagao grafica dos resultados. O
coeficiente de Pearson é a raiz quadrada do valor de R2. Nesta relacdo, apesar de haver
algum debate nesta questao, considera-se que havera algum tipo de correlagdo linear

significativa se R?> 0.9. [107]

Neste sentido, pode-se concluir que ndo existe qualquer correlagao linear significativa
entre qualquer um dos testes efetuados, e que, em especial, o teste do TPC nao pode
ser considerado um verdadeiro indicador de eventual capacidade antioxidante. Estes
resultados vao contra os resultados obtidos por outros investigadores [73][71][92], os
quais verificam elevados valores de correlacdo R? entre os testes de TPC, DPPH e FRAP;
porém, existem também trabalhos a ndo evidenciar correlagdo entre os referidos testes
analiticos [61][43]. Neste trabalho, este aspeto de ndo-correlacao, tendo em conta que
a verificacdo de correlagdo é mais comum, pode ser justificado pelo facto das amostras

serem bastante diferentes dentro de cada grupo: V1 com amostras de vinhos brancos,
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Tabela 3 — Valores de R2 entre os resultados da TPC, ensaio do DPPH, FRAP e ABTS, em ambos os conjuntos. E
considerado que existira correlagdo positiva quando R2 > 0.9. Desta forma, os valores apresentados permitem concluir

que ndo se verificam correlagdes significativas entre os testes efetuados, tanto em V1 como em V2.

Conj. V1

TPC

DPPH

FRAP

ABTS

TPC

0,6605

0,7181

0,7031

DPPH

X

0,67

0,6271

FRAP

X

0,7609

ABTS

X

Conj. V2

TPC

DPPH

FRAP

ABTS

TPC

0,7176

0,612

0,6972

DPPH

0,6372

0,7755

FRAP

0,5892

ABTS - - - X

verdes, aguardentes, roses e vinhos fortificados; V2 com sangria, vinhos comerciais,
filtrados e clarificados, em conjunto com vinhos ndao comerciais, nao filtrados e nao
clarificados, claramente num estado mais original. Apesar de se verificarem estas
diferencas intra-grupais, foi considerado que seria legitimo agrupar estas amostras da
forma que tal foi efetuado. Adicionalmente, as correlagdes foram efetuadas para cada
grupo V1 e V2, dado que as matrizes vinicas sao totalmente diferentes — foi simulado
qual seria o valor de R? considerando V1 e V2 em conjunto e é sempre mais elevado do
gue os valores obtidos, o que, naturalmente, é promovido pelo maior niumero de

amostras e melhor fitting da correlacao.
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3.1.2 - Escolha das amostras para continuagdo dos

testes em HPLC

Este trabalho dividia-se em trés fases principais — estudo das caracteristicas
antioxidantes in vitro das amostras analisadas, analise e monitorizacdo por HPLC de
tratamento enzimatico a desenvolver e, finalmente, teste in vitro da absorcdao dos
compostos presentes nos vinhos padrdao e enzimaticamente modificados em células
intestinais representativas. Nesta fase, importava decidir qual(is) das amostras
deveria(m) ser escolhida(s) para testar em HPLC, apds fazer a caracterizacdo dos
sistemas em fase aquosa e em solu¢gdo mimética de vinho. Dado que o critério principal
era que as amostras escolhidas apresentassem elevado potencial antioxidante in vitro
apos teste, optou-se por escolher as duas amostras que mais respostas consistentes
apresentaram nesse dominio — Vinhdo da Bairrada (V-B) e Touriga Nacional da Bairrada
(TN-B) —iniciando os trabalhos em HPLC com estes dois vinhos. Porém, como explicado
no decorrer deste trabalho, vir-se-ia a verificar que estas amostras interferiam com a
coluna de HPLC, provavelmente pela sua auséncia de filtracdo e clarificacdo industrial,
pelo que se optou por trabalhar com um vinho industrialmente padronizado e que

revelasse menores interferéncias com a coluna de HPLC.
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3.2 - Trabalhos em HPLC

Os trabalhos em HPLC iniciaram-se pela definicdo da metodologia de trabalho para uso
nesta técnica. Na proposta de valor (ver na pagina 39) é descrito que se pretende utilizar
uma metodologia enzimatica que permita monitorizar a possibilidade de promover a
absorcdo e consequente biodisponibilidade de alguns dos componentes antioxidantes
presentes no vinho. Para tal, sdo enderecadas as antocianinas e qualquer componente
glicosilado que possa, teoricamente, aumentar os seus niveis de absor¢do caso esta
componente polar seja removida, com base nas evidéncias apresentadas na literatura
[85]—[88], [108]. Desta forma, dado que a malvidina-3-glucésido (M3G) representa a
antocianina de maior concentracdo no vinho tinto, optou-se por adquirir este padrao
comercial, bem como a sua aglicona e produto de hidrélise, malvidina [68]. O
seguimento deste processo, tanto no padrdao comercial como nos vinhos, foi

acompanhado por HPLC.

Protocolo HPLC - Em HPLC, é necessario primeiramente definir um protocolo de fases
moveis e respetivas metodologias de eluicdo, de modo que, pelos diferentes racios de
fases mdveis em cada momento, seja possivel separar os compostos-alvo em tempo util.
O primeiro passo passou por analisar literatura relacionada com o tema e cuja
metodologia de trabalho proposta fosse exequivel. Desta forma, analisaram-se os
trabalhos de Gémez-Alonso et.al (2007) [109] e Kozminski et.al (2006) [93]. O primeiro
trabalho apresenta uma metodologia de grande capacidade de separa¢ao de compostos
presentes no vinho, porém, os tempos de reten¢cdo foram considerados bastante
elevados, aliado ao facto de que as fases mdveis usadas contém forgas idnicas elevadas,
um aspeto a evitar por eventualidade de precipitacdao dos sais na coluna. O segundo
trabalho, realizado na Universidade de Coimbra, apresenta uma metodologia mais
simples de desenvolver, com as vantagens de que apenas usa duas fases mdveis, os
tempos de retencdo sao menos longos e apenas uma das fases méveis apresenta a
adicao de 2 mM de KCI. Na Tabela 4 é apresentada a metodologia de eluicao usada neste

trabalho.
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Tabela 4 — Programa de eluentes aplicado no trabalho de Kozminski et.al [93]. A fase A é composta por agua,
acetonitrilo e acido formico num racio de 94:5:1, a pH 2.20; a fase B é composta por acetonitrilo e agua num racio de
60:40, com 2mM de KCl, a pH 2.20. Cada injegdo é monitorizada no espago de 29 minutos.

Tempo/min A(%) B(%)
0 100 0
3 100 0
14 85 15
27 25 85
29 20 80

Como referido neste trabalho, ambas as fases mdveis apresentam o pH de 2.20 porque
a este pH serd possivel promover uma melhor separacdo das antocianinas. Desta forma,
com o DAD fixado nos 520 nm, por ser o comprimento de onda de absor¢do maxima das
antocianinas [109], replicaram-se as condi¢des de trabalho deste artigo e iniciaram-se
as experiéncias com uma solucdo aquosa de 100ppm de M3G, tendo obtido um pico
bem definido a cerca de 28 minutos apds a injecdo. Neste momento, questionou-se a
possibilidade de arranjar uma forma de diminuir o tempo de retenc¢do deste composto,

aspeto que foi posto em pratica alterando o programa de eluicdes.

A malvidina-3-glucdsido é um composto mais polar que a malvidina, na medida em que
o grupo polar glucésido é responsdvel por este aspeto. Porém, a malvidina-3-glucésido
€ um composto também com uma importante componente apolar, por presenga dos
dois anéis aromaticos e do anel de pirano. Assim sendo, aplicando esta técnica, sera
possivel verificar que a malvidina-3-glucésido serd primeiramente eluida, teoricamente,
do que a malvidina. Como é passivel de comparacdo entre as Tabelas 2 (Materiais e
Métodos) e 4, considerou-se que uma variagdo no racio de polaridades na fase inicial da
eluicdo poderia verificar uma diminuicdo mensuravel no tempo de retencdo da
malvidina-3-glucésido, que, ao fim de tentativa e erro, se conseguiu, com uma
percentagem de 85% de Fase A e 15% de Fase B, eluir ao fim de 8 minutos. O protocolo
da Tabela 4 podera focar em demasia a componente polar da M3G e esquecer a sua
componente mais apolar, o que potencia a sua retengao. Deste modo, tendo conseguido
separar a M3G, restava detetar a malvidina, mais apolar. Para este efeito, variou-se

aproximadamente um minuto depois da detecdo da M3G a polaridade do meio para
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uma componente mais apolar, por maior presenca de Fase B, com acetonitrilo, com
75%. Neste momento, retornou-se gradativamente a condicdo original, por novo
aumento da percentagem de Fase A. Foi possivel detetar a malvidina a 12 minutos apds
ainjecdo, apds injecdo de solucdo aquosa de 100 ppm. Este protocolo permitiu encurtar
grandemente o tempo de retencdo da malvidina-3-glucdsido relativamente ao método

de elui¢des original, obtendo uma separacao eficaz dos picos dos dois compostos-alvo.

Caracterizacdo dos padroes em solugdo aquosa - Posteriormente, realizou-se a curva
de calibracdo da M3G e da MV em d4gua ultrapura, quantificando através da detecdo a
520 nm (ver em Anexo). A malvidina, e as agliconas das antocianinas, apresentam
normalmente elevada instabilidade em solucdo [41], o que se pb6de prontamente
verificar neste trabalho — a malvidina evidenciou sinais de degradacdo quando em
solucdo aquosa, mesmo estando congelada a -202C. Esta questdo da instabilidade
podera ter-se refletido na impossibilidade de ter obtido mais pontos que se

enguadrassem corretamente na calibracdo desta antocianidina.

Apresenta-se, na Figura 18, o cromatograma total da M3G e da MV em soluc¢do aquosa
a uma concentragao de 90 ppm (Figura 18a) e 18b)) e os respetivos perfis em matéria
de absorcdo de luz visivel (Figura 18¢c) e 18d)). E possivel observar que a M3G absorve a
um maximo de 520 nm com um tempo de retencao de aproximadamente 7.6 minutos,
ao passo que a MV absorve a um maximo de cerca de 540 nm com um tempo de

retengao de cerca de 12 minutos.

Neste sentido, importa discutir os espetros de absor¢ao destes dois compostos, dado
gue esta ferramenta pode ser uma mais-valia de enorme relevo na identificagao de
compostos apds injecdo em HPLC. As antocianinas monoméricas apresentam um tipico
maximo de absorcdo entre os 480-580 nm [110], dependendo do grau e padrdao de
substituicdo. Porém, como referido anteriormente, a estrutura adotada por estas
moléculas depende de forma muito mensuravel do pH, o que se vai refletir no espetro

de absorc¢do (ver Figura 19).
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Figura 18 — Andlise por HPLC de solugdes em agua ultrapura de 90 ppm de M3G e 90ppm de MV. Em a), é possivel
observar o cromatograma total da M3G, com um distinto pico a cerca de 7.6 min de tempo de reten¢do. Em b), constata-
se a presenca de 3 picos bem definidos, que remetem para a possibilidade da adogdo de varias estruturas por parte da
MV consoante o pH. Em c), analisa-se o espetro de absorgdo de a), que confirma a presenca Unica de um pico a cerca
de 520 nm e igualmente a detegdo de algumas impurezas; em d), observa-se a presenga de duas zonas de detegdo

principais —a malvidina na forma de catido flavilio apresenta assim um tempo de retenc¢do de cerca de 12 minutos, dada
a sua absorvancia com um pico a cerca de 540 nm.
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A pH acido, ao pH do vinho, a forma de catido flavilio domina o equilibrio, promovendo
a absorcdo a comprimentos de onda na ordem dos 520 nm. Porém, ndo é a Unica forma
presente no equilibrio. A um pH apenas ligeiramente acidico, exemplo 4.5, a forma de
chalcona e hemiacetdlica das antocianinas ira ser promovida, o que se reflete no
decréscimo quase por inteiro da absor¢cao a 520 nm, com aparecimento de um maximo
de absorcdo a cerca dos 320-330 nm caracteristico destas formas [111][112]. Este novo
maximo de absorcdo pode também verificar-se em solu¢ées mais acidicas (pH 3.6),
neste caso, algo comprovado por investigadores franceses ao estudar o perfil de
absorcdo da malvidina-3,5-diglucdsido [113]. Este aspeto é importante para a
compreensdo da Figura 18. A M3G, aquando da sua solubilizacdo em dagua ultrapura,

demonstrava imediatamente uma cor vermelha extremamente intensa, semelhante a
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Figura 19 — Espetros representativos da absor¢dao maxima de um extrato aquoso de uvas Cabernet Sauvignon. O pH foi
propositadamente alterado de modo a poder estudar a variagdo no espetro do visivel que tal traria. E possivel observar
um decréscimo na absor¢do a 520nm por aumento do pH. A pH 1, uma parte muito significativa das antocianinas
encontrar-se-3o na forma de catido flavilio, enquanto que a pH 4.5 a grande maioria encontrar-se-a na forma
hemiacetalica/chalcona. Retirado de [129]

um vinho tinto; a MV aparentava uma cor rosa diluida. Este aspeto pode ser indicativo
do pH da solugdo e, consequentemente, da forma predominante em solucdo. Foram
medidos os pH de cada soluc¢ado, indicando a solugdo de 90 ppm de M3G um pH de 3.35,
enguanto a medicdo da solucdo de MV indicou um pH de 4.32. Este aspeto permite
prever que, na solucao de M3G, predominara a forma de catido flavilio, enquanto na

segunda ocorrera preferencialmente a forma de chalcona/hemiacetal, o que é

suportado por andlise da Figura 18c) e d). Esta forma, ndo sendo catidnica, assume um
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carater mais apolar, o que promove o aumento do tempo de retencdo por maior
interacdo com a coluna. As diferencas no que respeita aos diferentes valores de
absorcdo, apesar de semelhantes concentracdes, podem ser explicadas por diferentes
coeficientes de extincdo molar, como devidamente explicado por Heredia et. a/ (1998)
[114]. Rockenbach et.al consideram um valor de coeficiente de extincdo molar para as

antocianinas ao pH do vinho de 28.000 L/cm/mol [115].

Neutralizagao do radical DPPH: solugdes de MV e M3G - Neste momento, apds estudo
inicial em HPLC das caracteristicas das solucdes de M3G e MV em solucdo aquosa,
interessava saber se a glicosilacdo da malvidina teria algum efeito na resposta
antioxidante perante o radical DPPH. Adicionalmente, considerou-se a possibilidade de
a solubilizacdo da M3G em solugdo mimética de vinho (SMV), isto é, numa solucdo de
13% EtOH e pH 3.5 (sem, neste caso, a forga idnica providenciada pela adicdo de acido
tartarico [99]), influenciar a resposta antioxidante da M3G comparativamente a sua
solubilizacdo em solucdo aquosa. Para este efeito, realizou-se um estudo de DPPH
comparativo e exploratdrio entre estas amostras (Figura 20). E possivel constatar que a
amostra com maior % de inibicdo do radical DPPH é a solucdo de MV em solucdo aquosa,
seguida, sem diferengas constataveis de realce, tanto pela média do n=3 da M3G em
solugao aquosa como pela M3G em SMV. De realgar que, por motivos de disponibilidade
de reagentes, apenas se realizou n=1 com a MV e n=1 com a M3G em SMV. Os aspetos
observados na Figura 20 sdao expectdveis, de acordo com a literatura. Rice-Evans et.al,
em 1996 [64], demonstrou, pelo teste do ABTS*, que a glicosilagdao dos flavondides

diminui consideravelmente a sua capacidade antioxidante.

Isto é explicado tendo em conta que a substituicdo do grupo 3-OH do anel B, como se
encontra na aglicona malvidina, pelo glicosideo, bem como a remocdo das duplas
ligacdes no anel de pirano, influenciam negativamente o fendmeno de ressonancia
responsavel pela estabilizacdo do radical semiquinona aquando da oxidagdo do
flavonoide, pelo que, se o composto passivel de se formar sera mais instavel, menos
favorecimento da antioxidacdo se verificard. Por outro lado, ndo se verificou uma
diferenca consideravel entre M3G em solugdo aquosa e M3G em SMV, sendo que a

principal variante a considerar seria o etanol em solugdo, o que pode levar a conclusées
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sobre o efeito ndo influenciador deste solvente. Porém, ndo devem ser retiradas

conclusdes firmes pelo facto de pouca credibilidade estatistica (n=3 VS n=1).

Neutralizacdo do radical DPPH
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Figura 20 — Ensaio de neutraliza¢do do radical DPPH, medido em % de inibi¢do. Foram comparadas as amostras de
MV em solugdo aquosa (n=1), M3G em solugdo aquosa (n=3) e M3G em SMV (n=1). A amostra MV em solugdo aquosa
demonstrou um maior potencial antioxidante face a este radical, o que se pode explicar por razdes estruturais do
anel B deste flavondide. Ndo se verifica uma diferenga significativa entre M3G em solugdo aquosa e SMV. As
diferencas foram consideradas significativas pelo teste de Dunnett face ao controlo, exceto a amostra M3G n=2.

Inicio dos testes enzimaticos: M3G em SMV - Apds se terem caracterizado os
compostos-alvo em matéria de tempos de retencdo, absorcao de luz visivel e capacidade
de neutraliza¢do do radical DPPH, iniciaram-se os testes enzimaticos que permitiriam a
continuacdo da edificacdo da proposta de valor. Como anteriormente referido,
pretende-se remover os grupos glicosidicos dos antioxidantes glicosilados em solucdo
vinica, de modo que, em tese, se possa promover a absor¢do incrementada destes
compostos, agora agliconas, a nivel intestinal. Adicionalmente, este processo deve ser
economicamente sustentavel e os compostos usados para este fim devem estar

aprovados para uso vinicola.

Na medida em que se quer remover uma ligacao glicosidica, procura-se naturalmente

uma preparacao enzimatica com atividade de glicosidase. Dentro desta atividade
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glicosidase, sabendo que pode distinguir-se entre a e B consoante a ligacado glicosidica-
alvo, optou-se por procurar uma preparagdo enzimatica no mercado com atividade de
B-glicosidase, dado que a ligacdo glicosidica entre as antocianidinas e o grupo glicosidico
é do tipo B. Seria expectavel que houvessem preparacdes enzimaticas enoldgicas com
esta atividade dado que esta enzima é utilizada para a volatizacdo de aromas em vinhos
brancos e roses, precisamente pelo facto de que a acdo desta enzima remove os grupos
polares glicosidicos, e os aromas, agora mais apolares, apresentam maior tendéncia

para volatizar.

Foi encontrada uma preparacdo enzimatica com potencial de aplicacdo neste projeto,
Lafazym Arom (Figura 21). Esta preparacdo enzimdatica, como previamente referido e
como o nome poderd indicar, é utilizada para o realce aromatico de vinhos brancos e
roses. Porém, a aplicacdo desta preparacdao enzimatica em vinhos com o objetivo de
aumentar a absorc¢do dos seus antioxidantes representa um passo fortemente inovador
e disruptivo para esta industria e, para nosso conhecimento, tal nunca tinha sido testado

até entdo.

LAFAZYM '_ AROM

[

Figura 21 — Embalagem contendo a preparagdo enzimatica Lafazym Arom, produzida pela Laffort e fornecida pela
empresa EcoFiltra. Esta preparagdo enzimatica apresenta uma forte atividade B-glicosidase, sendo aprovada para
introdugdo em vinhos. Retirado de Wikipedia.

Assim sendo, iniciaram-se os testes com as trés preparagdes enzimaticas recebidas,
sendo que as outras duas preparagdes poderiam, ou ndo, apresentar atividade PB-
glicosidase em solugdo. Os testes foram conduzidos com solu¢des de 100 ppm de M3G

em solugcdo mimética de vinho, de modo que esta inoculacdo enzimatica se pudesse

aproximar consideravelmente das condi¢des na amostra real, vinho tinto. O objetivo, ja
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tendo identificado os tempos de retencao da M3G e da MV numa fase anterior, passava
por inocular uma determinada concentracdo de preparacdao enzimatica em solucdo de
modo que, apds um intervalo de tempo definido, se pudesse observar um decréscimo
do pico relativo a M3G e o aparecimento de um pico atribuido a MV. Os testes foram
conduzidos com 50 ppm de prepara¢ao enzimatica, e sdo apresentados os resultados ao
fim de 3 h. Apenas se indicam os resultados da aplicacdo de Lafazym Arom, dado que as
outras duas preparacdes enzimaticas ndo tiveram qualquer efeito (Figura 22) — ndo
tendo as restantes enzimas, em principio, atividade mensuravel face ao fim pretendido,
decidiu-se testar as mesmas por possibilidade de atividades enzimaticas secundarias B-
glicosidase. Chama-se a atencdo para a elevada variabilidade verificada no tempo de
retengdo da M3G nesta imagem comparativamente a anteriores, o que se atribui a
variagOes experimentais de elaboragao das fases moveis (ajuste do pH com eventual
adicdao em demasia de HCI, com posterior correcdo com NaOH, o que faz variar a forca
idbnica do meio). Porém, esta variabilidade no tempo de retencdo raramente se verificou.
O composto com tempo de retengdao de aproximadamente 9.4 minutos é a M3G e a

cerca de 12 minutos é a MV.

nm

Figura 22 — Analise por HPLC de solugdo aquosa de 50ppm de M3G apds inoculagdo com 50ppm de Lafazym Arom,
ao fim de 3 horas. E possivel observar que esta atividade enzimatica promove dois focos de detegdo — a cerca de
520nm, ao qual se atribui a presenga de M3G, se bem que com tempo de retencgdo ligeiramente superior ao anterior,
e a cerca de 540nm, o qual se atribui a presenga de malvidina na sua forma de catido flavilio.
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Desta forma, observa-se na figura de cima que a preparacao enzimatica Lafazym Arom
consegue converter eficazmente M3G em MV (taxa de conversdo de aproximadamente
60% nesta Figura 22) libertando MV em quantidades realmente mensurdveis. E
fortemente assinaldvel o facto de que, a este pH (3.3), ndo se observar a presenca da
forma chalcdnica/hemiacetdlica, ao contrario do que aparentemente acontece de forma
preferencial a pH’s relativamente comparaveis. Este teste foi feito isoladamente (n=1).
Desta forma, iniciou-se uma bateria de testes com base em planeamento fatorial, no
gual se pretendia variar a concentracao de preparado enzimatico entre 50 ppm e 2000
ppm, variando simultaneamente o tempo de incubagao entre 24h e 72 h, monitorizando
a resposta através de HPLC (planeamento fatorial demonstrado na Tabela 5). O limite
superior de 72 h foi considerado pois permite, em tempo util e as concentracdes
utilizadas, observar significativamente o tipo de mudancgas que ocorrem nas matrizes
em estudo. Porém, ndo se exclui a possibilidade de acompanhamento a mais longo
prazo ndo trazer uma nova percecdo sobre a evolucdo do sistema. Esta andlise
exploratéria foi extremamente atil para perceber alguns aspetos relativosao
comportamento desta enzima em solugdo, sobretudo que a resposta era dependente
da concentracgdo de preparado, com eventual semelhanca entre os 1100 ppm e os 2000
ppm, diferenca mais aparente entre os 50 ppm e os 1100 ppm, e que se podia estar a
verificar alguma formacgdo de MV seguida de decomposi¢dao. Porém, os resultados
obtidos careciam grandemente de pertinéncia estatistica, pelo que se optou por retirar

sobretudo conclusdes qualitativas deste ensaio e ndo apresentar graficamente os

resultados.

Tabela 5 — Planeamento fatorial efetuado em solugdes aquosas de 50ppm de M3G, onde se pretendia verificar a
influéncia da concentragdo de preparado enzimatico e da variagdo do tempo para a degradagdo da M3G e surgimento
da malvidina.

PPM de prep.enz. (ppm) HORAS (h)

0 0
200 24
200 48
200 72
1100 24
1100 48
1100 72
2000 24
2000 48
2000 72
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De seguida, iniciou-se um teste nas mesmas condicdes do anterior mas que pretendia
acompanhar por HPLC, até 72 h, a evolucao das amostras onde havia sido incubada uma
guantidade conhecida de preparacdo enzimadtica (500 ppm foi definida como uma
guantidade que permitiria um bom acompanhamento da evolu¢dao dos compostos em
solugdo). Este teste foi conduzido em solugdao mimética de vinho (SMV), de pH 3.5 e

13%EtOH, porém, sem a forca idnica proveniente do acido tartarico [53].

O grande objetivo deste teste, ja tendo informacdo de que a preparacao enzimatica era
eficaz neste tipo de matriz, era monitorizar qual o verdadeiro comportamento dos

produtos de hidrélise desta reacdo, neste caso, da malvidina (Figura 23).
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Figura 23 — Andlise por HPLC de solugdes de 100 ppm de M3G em solugdo mimética de vinho, incubadas com 500 ppm
de preparagdo enzimatica Lafazym Arom: acompanhamento temporal até 72h. a) Oh; b) 6h; c) 24h; d) 72h. Observa-se
inicialmente uma predominancia da M3G, a cerca de 8 minutos de tempo de retengdo, mas que prontamente
desvanece por acdo enzimatica. Ndo se deteta malvidina a 540 nm, porém, parece haver formagdo da respetiva forma
chalcénica/hemiacetdlica e consequente degradagdo em compostos com absor¢do maxima localizada cerca dos 300
nm.
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Foi possivel observar que a t=0h de incubacdo se visualizava uma solucdo notoriamente
vermelha, contrastando com a observacdo feita a t = 72 h, onde a solucdo ja se
encontrava totalmente incolor. O pH foi descendo consecutivamente, iniciando, at =0
h a um pH de 3.6 e progredindo até aos 2.43. At = 72 h a solugdo estava totalmente
incolor. Observa-se claramente, em t = 0 h, uma predominancia da M3G a 520 nm; a
M3G comeca a ser hidrolisada e forma malvidina, que prontamente se converte na
forma chalcdnica; esta forma chalcénica provavelmente degrada-se e da origem a

produtos de degradacdo com absorc¢do incrementada abaixo de 300 nm.

Desta forma, conclui-se que, em solu¢do vinica modelo, a acdo da Lafazym Arom é eficaz,
com capacidade de conversao de virtualmente 100% da M3G em MV. Relativamente a
MV, esta degrada-se em solucdo modelo, fendmeno ja descrito por outros
investigadores em matrizes reais [111], degradacdo que pode resultar da maior
fragilidade por abertura da cadeia na forma de chalcona e ndo detecdo dos fragmentos
por absorcao de luz nos comprimentos vigiados [110], Cheynier et.al demonstra, por
exemplo, que as antocianinas cianidina-3-glucdsido e malvidina-3-glucdsido se
degradam por formacao de aductos com produtos de degradacdo de acidos fendlicos,
resultando em compostos levemente corados e que, num intervalo de tempo variavel,
deixam de absorver no ambito do visivel [116]. Outros dois estudos demonstram, em
solugdes acidicas modelo, que a malvidina e as outras agliconas se deformam apds
abertura da cadeia e conversdo na chalcona, e que esta abertura é um ponto de ndo
retorno no que toca a nova adog¢do de forma de catido flavilio. A malvidina, segundo
estes, decompde-se em 2,4,6-trihidroxibenzaldeido e acido siringico, compostos que
absorvem preferencialmente a comprimentos de onda abaixo dos 300 nm. Os mesmos
advogam que a glicosilacdo é fundamental para a estabilidade destes compostos
[117][118]. Desta forma, ndo se afirma ter mais malvidina em solu¢do, mas sim os seus

produtos de degradagdao, como a chalcona e os possiveis acidos fendlicos e aldeidos.

A mesma situacdo parece estar a ocorrer neste sistema. De facto, a possibilidade de
degradacdo faseada é fortemente cogitada, dando lugar a formacao de produtos de
degradacdao como possivelmente o acido siringico ou o acido cafeico, que promovem o

abaixamento do pH. Evidentemente, a detecao de malvidina ndo foi tao eficaz como foi
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detetada anteriormente, por exemplo, no ensaio de despiste com Lafazym Arom; na

verdade, ndo foi detetada qualquer malvidina no canal de detecdo de 520 nm.

Porém, esta situacdo podera ndo se verificar com tanta veeméncia na verdadeira matriz
vinica as concentracdes elevadas que expectavelmente serdo atingidas, com base nas
taxas de conversdo atingidas neste teste em SMV - sabendo que as agliconas
normalmente se encontram no vinho a concentra¢des vestigiais, poderdo ser
promovidos fendmenos de interacdo eletrostatica (a malvidina monomérica, na forma
flavilica, é catidénica) com taninos (anidnicos), ou, mais provavelmente, intera¢des
hidrofdbicas entre agliconas ou entre agliconas e outras moléculas anfifilicas: estas
interac0es poderdo promover a estabilidade destas moléculas, evitando a sua
degradacdo ou eventual precipitacdo. Em adicdo, este possivel aspeto de degradacdo
até em vinhos pode ndo ser necessariamente um revés — o acido siringico € um bom
antioxidante, com fortes propriedades medicinais [119]; o 2,4,6-trihidroxibenzaldeido é
comprovadamente um forte agente antidiabético e antioxidante [120]. Ambas as
moléculas sdo mais pequenas que a malvidina, o que podera promover a absorcao

intestinal, e aparentemente mais estaveis.

Testes enzimaticos em matriz vinica - Apds os testes do subcapitulo anterior, que
permitiram evidenciar que a preparac¢do enzimatica Lafazym Arom é, efetivamente, uma
solucdo eficaz de conversdao de 3-glucésidos na sua forma aglicona em matrizes de
simulagdo vinica, iniciaram-se os testes em vinhos previamente caracterizados em
relagdo ao seu potencial antioxidante in vitro — métodos da determinagao fendlica total
(Figura 14) teste da neutralizacdo do radical DPPH (Figura 15), teste de redugao do Fe(lll)
FRAP (Figura 16) e teste da reducdo do radical ABTS* (Figura 17). Neste sentido, como
previamente descrito, foram escolhidos, inicialmente, dois vinhos que apresentaram
elevada resposta antioxidante nestes testes, Vinhdao da Bairrada (V-B) e Touriga Nacional
da Bairrada (TN-B), ambos vinhos ndo comerciais e feitos com o objetivo Unico de

experimentacao pela Aveleda.

A primeira bateria de testes assentou num modelo de triagem, tendo-se desenhado um

protocolo fatorial como apresentado na Tabela 5, com algumas alteracdes (Tabela 6).
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Tabela 6 — Planeamento fatorial efetuado em vinhos Vinhdo - Bairrada e Touriga Nacional — Bairrada, onde se
pretendia verificar a influéncia da concentragdo de preparagdo enzimatica e da variagdo do tempo para a
degradagdo da M3G e surgimento da malvidina.

PPM de prep.enz. (ppm) HORAS (h)

0 0
1000 24
1000 48
1000 72
3000 24
3000 48
3000 72
5000 24
5000 48
5000 72

Neste teste, assumiu-se que, por haver maior concentracdo de compostos glicosilados
em solugdo no vinho, se deveriam aumentar as concentracdes de preparado de modo a
poder observar uma resposta mensurdvel. Mantiveram-se os tempos de incubagao.
Apds os tempos de incubacdo, as amostras foram analisadas por HPLC face a um
controlo, que era o préprio vinho original, monitorizando os niveis de M3G, quantidades

previamente determinadas nestes vinhos.

Os resultados obtidos por este teste foram elucidativos de forma qualitativa, a
semelhanga do teste fatorial conduzido quando em SMV (solugao mimética de vinho)
com M3G. Porém, foi encontrada uma dificuldade logo desde o inicio com a andlise
posterior em HPLC deste tratamento enzimatico, que se relacionava com a incapacidade

de dete¢ao de malvidina a 520 nm, tal como verificado nos testes em padrao.

Na pratica, observaram-se claras diminui¢ées do conteddo em M3G em alguns dos
ensaios (os testes evidenciaram que apenas as concentragées de 5000 ppm resultavam
em algum tipo de resposta, sobretudo ao fim de 72 h), mas o produto de hidrélise ndo

se observava.

Apds esta constatacdo, importava repetir os testes em vinho tinto para que fosse
possivel observar uma correlagdo clara entre a diminui¢cdo da quantidade de M3G, a
influéncia do tempo nesta atividade enzimatica, o respetivo produto de hidrdlise, a MV,
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e, simultaneamente, perceber se a atividade enzimatica nestes vinhos poderia ter algum
tipo de influéncia na resposta antioxidante in vitro. Este aspeto final é igualmente um
indicador indireto da remocdo do grupo glicosidico dos substratos-alvo, na medida em
gue, como demonstrado previamente (n=1), a remoc¢ao destes grupos polares promove
uma resposta antioxidante mais eficaz in vitro face ao radical DPPH. Nesta medida, a
atividade enzimdtica de B-glicosidase, com previsivel libertacdo de agliconas em
solugdo, assumidamente estdveis durante um intervalo de tempo varidvel, poderia
promover uma resposta antioxidante mais veemente. Os hipotéticos produtos de

degradacdo também foram observados.

Os testes iniciaram-se com concentracdes de 5000 ppm de preparado enzimatico: esta
concentracdo, 10x maior do que a que foi usada em SMV, foi definida por se encontrar
proxima da concentracdo que dera previamente os melhores resultados nos testes
fatoriais. E naturalmente desejavel manter esta concentracdo o mais baixa possivel com
os melhores resultados possivel, tanto por motivos organoléticos como por aspetos
economicos. Neste teste, estabeleceu-se um seguimento das amostras até 72 h, com
monitoriza¢do da variacdo da concentracdo da M3G por HPLCas 0 h,6 h,24 h e 72 h;
simultaneamente, as amostras foram testadas relativamente ao seu potencial
antioxidante face ao radical DPPH as Oh (controlo), 1 h,3 h,6 h,12h,24 h,48he 72 h.
Adicionalmente, por verificacdo da dificuldade e incerteza na quantificacdo da
malvidina, optou-se por se considerar apenas o decréscimo da concentragdo da M3G e
correlacionar este aspeto com a resposta antioxidante face ao radical do DPPH, bem

como analisar detalhadamente os espetros de absorgao.

Relativamente aos vinhos em analise, optou-se por ndo se realizar estas experiéncias
com as amostras nao comerciais V-B e TN-B, na medida em que o sistema de HPLC viria
a revelar uma elevada sensibilidade perante estas amostras (elevada frequéncia de
obtencdo de picos com baixa simetria, incapacidade de separagao de picos e dificuldade
na verificacdo do sucesso da atividade enzimatica). Estes aspetos poderiam estar a ser
promovidos pela elevada quantidade de pigmentos nestas amostras, que podem
influenciar a estabilidade da coluna, ou pela auséncia de filtracdo industrial e clarificacao
destes vinhos —mesmo apés filtracdo laboratorial usando um filtro 0,1 um, estes aspetos

viriam a ocorrer sucessivamente. Desta forma, procurou-se, dentro das amostras
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previamente caracterizadas, um vinho tinto que apresentasse sobretudo um contetdo
médio de compostos fendlicos e que conhecidamente tivesse sido filtrado e clarificado
industrialmente. Assim sendo, a escolha recaiu para o vinho tinto Charamba (amostra
CH-AVD), um vinho do Douro produzido pela empresa Aveleda S.A, adquirindo-se trés
novas garrafas. Corroborando o sucesso da metodologia enzimatica neste vinho, a
mesma podera ser aplicada entdo aos vinhos inicialmente escolhidos, de modo que se
possa efetivamente promover a maior resposta antioxidante in vivo possivel. Estes

aspetos poderdo ser abrangidos em trabalho futuro.

Na Figura 24 apresentam-se os espetros de absorcdo de 300 nm a 650 nm dos vinhos
com inoculagdo de preparado enzimatico 5000 ppm, monitorizadosdet=0hat=72h.
E notdvel a diferenca que ocorre com a variacdo do tempo. Primeiramente, verifica-se
um perfil de absorcdo que corresponde a definicdo de um vinho tinto leve e jovem —
absorcdo forte a 520 nm a aproximadamente 8 minutos, que representa a absorcdo
expectavel das antocianinas e, em especial, da malvidina-3-glucdsido. Porém, antes
constata-se a presenca de uma banda com intensidade bastante demarcada. De forma
a identificar este conjunto de compostos, é proveitoso analisar o que acontece apds 72
h: estes compostos desaparecem totalmente. Este aspeto muito provavelmente
relaciona-se com o facto de que estes compostos sdao glicosilados, e, assim sendo,
conclui-se que estes compostos sdao os flavondis glicosilados, com um maximo de
absorcdo entre 320 a 340 nm, com possibilidade de desvios batocrémico noutras
matrizes [121][122]. O acido cafeico também absorve a este comprimento de onda. O

mecanismo parece ser semelhante ao verificado em solugdo mimética de vinho:

e Figura 24a) - Presenca normal dos compostos anteriormente referidos, com
notdvel quantidade de flavonais;

e Figura 24b) - Ndao se observam diferencas de relevo comparativamente a
primeira imagem;

e Figura 24c) - Verifica-se um claro decréscimo dos flavondis glicosilados e das
antocianinas, com aparecimento de compostos a absorver préximo dos 300 nm,
com tempo de retencdo de aproximadamente 10.5 minutos — muito
provavelmente, dado que o tempo de retencgao e perfil de absor¢ao se conjugam

com o da Figura 23, estes compostos devem resultar da degradacdo das
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agliconas anteriormente formadas, podendo ser acido siringico e 2,4,6 —
trihidroxibenzaldeido, entre outros compostos.

e Figura 24d) - Desaparecimento total dos flavondis glicosilados e incremento do
desaparecimento das antocianinas — reforco dos hipotéticos produtos de

degradacao.

Assim sendo, estes resultados (n=3) parecem indicar de forma clara que a preparado
enzimatico Lafazym Arom, com a sua atividade B-glicosidase, permite deglicosilar tanto
as antocianinas como os flavonais glicosilados. Consequentemente, estes produtos de
hidrdlise deverdo ser altamente instaveis, resultando numa formacdo relativamente

répida dos hipotéticos produtos de degradacao.

Na Figura 25 apresenta-se o resultado da medigdo por HPLC da concentragao de M3G
apos os definidos intervalos de tempo de monitorizacdo, que se enquadra
perfeitamente com o anteriormente visualizado para o decréscimo da concentracdo das
antocianinas com o tempo. E possivel observar um decréscimo claro na concentragdo
de M3G em fung¢do do tempo, atingindo uma taxa de ‘conversdao’ de M3G na expectavel

aglicona malvidina de aproximadamente 42% ao fim de 72 h.

nm
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Figura 24 — Anélise por HPLC de vinhos Charamba 2014, incubados com 5000ppm de preparado enzimatico Lafazym
Arom: acompanhamento temporal até 72h. a) Oh; b) 6h; c) 24h; d) 72h. Observa-se inicialmente uma predominancia da
zona atribuivel as antocianinas, bem como uma zona atribuivel aos flavondis glicosilados, a cerca de 330nm e 7 minutos
de tempo de retengdo. Verifica-se uma forte agdo enzimatica de hidrélise destes compostos glicosilados, cuja
concentragdo desce significativamente ao fim de 72h —a semelhanga dos testes em padrdo, o resultado final é a formagao
de produtos de degradagdo, com tempo de retengdo de aproximadamente 10 minutos.
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Concentragcdo de M3G em funcédo do tempo (¢c/5000ppm de enzim a)
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Figura 25 — Monitorizagdo da concentragdo de M3G em fungdo do tempo por HPLC em vinhos Charamba 2014 apds
inoculagdo de 5000ppm de Lafazym Arom. Observa-se um claro decréscimo da concentragdo deste indicador, sendo
atingido um valor de 42% de hidrdlise deste produto ao fim de 72h. As diferengas foram consideradas significativas pelo
teste de Dunnett face ao controlo, exceto a amostra de inoculagdo apds 6h.

Neutralizacdo do radical DPPH em fun¢édo do tempo (c/5000ppm de enzim a)
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Figura 26 — Neutralizagdo do radical DPPH em fungdo do tempo em vinhos Charamba 2014 apés inoculagdo de 5000 ppm
de Lafazym Arom. Observa-se um aumento na capacidade de neutralizagdo deste radical com o tempo. As diferengas ndo
foram consideradas significativas pelo teste de Dunnett face ao controlo.
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Na Figura 26 observa-se um periclitante aumento da capacidade de neutralizacdo do
radical DPPH em funcdo do tempo (valor de 48,789% de presenca deste radical no vinho
sem tratamento enzimatico contra um valor de 41,754% no vinho com tratamento
enzimatico e ao fim de 72 h). Os valores apresentados na Figura 25 sdo positivos e
comprovam a capacidade desta preparacdo enzimatica de hidrolisar antocianinas em
vinho tinto, monitorizando esta acdo por intermédio da concentracdo de M3G, a
principal antocianina neste tipo de vinho [110]. O vinho Charamba apresenta um valor
médio de M3G, em concordancia com outros autores [109]. Adicionalmente, comprova-
se, pelo teste do DPPH, que o tratamento de vinhos tintos com enzimas B-glicosidase
promove a sua capacidade antioxidante in vitro, o que se explica pela maior
disponibilidade das agliconas em reduzir estas espécies oxidantes como explicado
previamente. Nesta fase, sera necessario considerar os produtos de degradacdo como

contribuindo hipoteticamente para a resposta antioxidante verificada.

Estes resultados remetem para a interpretacdo conjunta dos dados obtidos em ambas
as Figuras supra. E possivel interpretar que existe uma correlagdo entre ambos os
aspetos, principalmente que o decréscimo da concentracdo de M3G enquanto indicador
de antioxidante glicosilado, promove a resposta antioxidante. Porém, este aspeto ndo é
claramente visivel em todos os tempos monitorizados, nos quais se verifica inclusive
algum aumento da percentagem de DPPH em solugdo face ao vinho sem tratamento
enzimatico. Considerando este aspeto como a variabilidade inerente ao teste, com
significancia reduzida - de referir que os resultados da Figura 26 foram considerados
significativos com valor de P de 0.0217, porém, ndo significativos pelo teste da multipla
comparacdo de Dunnett - é expectavel que, por motivos estruturais, de mdultiplas
interacGes em solucdo ou até de especificidade enzimatica perante o seu substrato, nem
todos os compostos sejam tao prontamente hidrolisados como a malvidina-3-glucésido.
Permite também concluir que esta prepara¢ao enzimatica, ao invés de conter apenas
uma Unica B-glicosidase, devera possuir varias, dada a verificacdo da degradacao de
varios substratos glicosilados. Outros compostos presentes em solugdao com estruturas
semelhantes sdo os derivados glicosilados de cianidina, pelargonidina, delfinidina ou de
catequina, cuja resposta antioxidante também aumenta com a remoc¢dao do grupo

glicésido.
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Existe algo muito interessante de se observar face a estes resultados de forma
relativamente preliminar. Anteriormente, na Figura 20, observou-se que duas solucdes
aquosas de igual concentracdo de M3G e MV, quando testadas face ao radical DPPH,
gue a primeira (n=3) apresentava uma taxa de aproximadamente 16% de neutralizacdo
deste radical, ao passo que a segunda (n=1) neutralizava aproximadamente 31% de
radical —isto permite afirmar que quando existe 100% de diferenca entre as duas formas
no que ao seu grupo glucdsido concerne, que se reporta 15% mais capacidade de
neutralizacdo do radical DPPH. Na Figura 25 é observéavel que, desdet=0hat=72h,
se iniciou o teste com uma média de 128 ppm de M3G, terminando com 74 ppm, o que
se reflete numa variacdo de 42% no contetddo de M3G. Finalmente, na Figura 26, existe
um aumento de aproximadamente 8% na capacidade de neutralizacdo do radical DPPH

apos 72 h de incubacdo enzimatica.

Ora, tal permite elucidar a seguinte perspetiva: quando existe 100% de conversdo de
M3G em MV, verifica-se um aumento de 15% de resposta antioxidante; neste caso, com
uma diferenca de 42%, dever-se-ia verificar uma diferenca de aproximadamente 6.3%,
por mera equivaléncia. Neste sentido, os 8% de aumento na resposta antioxidante em
vinhos permitem afirmar, de forma preliminar, que a varia¢do dos niveis de M3G neste
tipo de tratamentos enzimaticos podera ser um bom indicador da variagdo da
capacidade de neutralizagdo do radical DPPH. Num outro trabalho, analisando vinhos
cujo conteudo em M3G era mais de 50% das antocianinas totais, investigadores
comprovaram que existe uma elevada correlacdo (R? = 0,95594) entre a neutralizacdo
do radical DPPH e o conteudo total em antocianinas 3-glucésido [68]. Deste modo, a
correlacdo preliminar anteriormente estabelecida poderd efetivamente encontrar

algum cabimento com base nestes dados apresentados neste trabalho.

Por outro lado, existe outro aspeto que deve ser analisado. A acdo desta enzima é de
remover os grupos polares glicdsido, neste caso analisado, dos flavondis e das
antocianinas. Este grupo quimico, por sua vez, assinala a fun¢do de assegurar a
solubilidade e estabilidade das respetivas agliconas em solugdes hidroalcodlicas, na
medida em que, sem o grupo glucésido, os dois anéis aromaticos e o anel de pirano
tornam estas moléculas consideravelmente hidrofébicas. E expectavel que, num espaco

de tempo variavel, possam ocorrer interacdes hidrofdbicas entre estas agliconas, o que
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poderia promover a formacao de agregados e a sua precipitacdo. De facto, no inicio
deste trabalho e sobretudo em amostras resultantes do planeamento fatorial em
vinhos, as mesmas foram inspecionadas ao fim de um més e, surpreendentemente,
observava-se com alguma frequéncia a formacdo de um precipitado gelatinoso no fundo
dos frascos de amostra. E curioso notar que o aspeto deste precipitado era semelhante
ao precipitado formado pela solucdo stock de malvidina apds congelamento
prolongado. Este aspeto poderad ser a prova de que, num intervalo de tempo varidvel, as
moléculas resultantes do processo de deglicosilacdo se associam entre si e formam
agregados que precipitam sobre a forma de um componente gelatinoso. Trabalho futuro

podera enderecar esta questdo da estabilidade das agliconas em solucao.
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3.3 - Trabalhos em células Caco-2

Nos testes anteriores foi possivel concluir que a enzima Lafazym Arom era efetivamente
eficaz na hidrélise de antocianinas glicosiladas em vinho tinto, concluindo que a
estabilidade do produto de hidrélise monitorizado, a malvidina, era consideravelmente
baixa. Adicionalmente, foi possivel provar que a acdo desta enzima aumentava o
potencial antioxidante do vinho tinto apds acdo de 72 h, apesar de ndo serem valores
significantes, segundo o teste de multi-comparacdo de Dunnett. Porém, a verdadeira
guestdo passava por saber se, em adicdo ao facto de o vinho se tornar mais antioxidante
face ao teste do DPPH apds este tratamento, se os compostos formados, de menor
massa molecular e mais apolares, seriam melhor absorvidos. Desta forma, procedeu-se
ao teste da absorcdo intestinal in vitro concretizado pelo uso das células Caco-2,

chamado teste de permeabilidade.

Os testes de permeabilidade utilizando as células Caco-2 para monitorizacdo de
absorcdo de compostos presentes no vinho e efeito destes compostos nestas células ja
foram, como referido anteriormente, efetuados por outros investigadores [123]—-[125].
Nestes ensaios de afericdo do transporte e metabolismo dos compostos por estas
células, os compostos-alvo sdo normalmente dissolvidos a uma concentragao conhecida
na fase apical das células, sendo assim possivel acompanhar mais facilmente se o
composto foi absorvido/metabolizado por analise (HPLC/MS-UV) dos conteludos das
fases apical e basolateral apds tempo de incubagdo. Neste caso, optou-se por colocar
diretamente os vinhos controlo e enzimaticamente modificados em contacto com a fase
apical das células. Esta possibilidade ja foi levantada por outros investigadores, que,
guerendo testar bebidas com propriedades funcionais, iniciaram o debate se seria
correto diluir estas amostras em tampao, podendo assim correr o risco de ndo diluir
proporcionalmente os mais de 500 compostos presentes no vinho [82]. Esta questdo é
pertinente porque é sabido que alguns processos de diluicdao do vinho ndao apresentam
proporcionalidade direta com a resposta medida, sendo exemplo a cor [102]. Neste
caso, mesmo sabendo que a quantidade de etanol ou o baixo pH (3.44) do vinho

poderiam danificar as membranas celulares ou inibir certos tipos de transportes
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membranares, avancou-se com a metodologia de incubar as células Caco-2 com os

vinhos sem serem diluidos.

Os testes de permeabilidade iniciaram-se com a necessaria verificacdo da integridade
da monocamada, tendo-se realizado curva de calibracdo de 0.1 a 50 uM de amarelo de
lucifer em HBSS sem HEPES (R? = 0,9995 — ver curva de calibracdo em anexo) [96]. O
HEPES - (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) — é um tampado
zwitteridnico muito usado em cultura celular. Porém, ja foi demonstrado que a sua
fotoexposicdo promove a formacdo de EROS, pelo que, neste trabalho em especifico,
este aspeto poderia influenciar diretamente os resultados e, assim, a capacidade de
tampao ficou atribuida ao HBSS contendo bicarbonato de sédio [126]. No entanto, o
meio contendo apenas HBSS rapidamente acidifica por dissolu¢cdo de CO; — este aspeto
é fortemente relevante nestes testes quando se quer assegurar um meio balanceado
em componente de pH entre a fase apical e basolateral, dado que assegura comparacao
direta entre os compostos presentes em ambos os locais da membrana sem necessidade
de considerar mecanismos de transporte dependentes do pH [81]. No caso dos testes
em questdo, este aspeto é menos relevante, dado que se escolheu avangar com a
introducdo de vinho (pH 3.44) diretamente em contacto com a fase apical.
Adicionalmente, utilizou-se HBSS em vez de PBS pela sua capacidade adicional, para

além da de tamponizagao, de fornecer glucose e ides inorganicos como Mg(ll) e Ca(ll).

O amarelo de lucifer é uma sonda fluorescente utilizada para a verificagdo da
integridade das monocamadas da Caco-2. Em condigbes ideais, este composto
apresenta coeficientes de permeabilidade (medidos por fluorescéncia) devidamente
tabelados e que indicam ao utilizador se as células estdo em devidas condi¢Ges para
iniciar os testes de permeabilidade. O coeficiente de permeabilidade deve ser menor do

que 1x 10 ®cm/s [89].

Plaguearam-se 14 inserts, de modo que o planeamento passava por fazer 3 experiéncias
de absorg¢do dos compostos presentes no vinho normal, 3 experiéncias no vinho tratado,
3 experiéncias do controlo 1 e 3 experiéncias do controlo 2. O controlo 1 é o atenolol e
o controlo 2 o propranolol: o primeiro representa o transporte paracelular que ocorre
in vivo (entre as células) e apresenta uma permeabilidade de 50%, enquanto o segundo

mimetiza o transporte transcelular passivo e apresenta uma permeabilidade de 90%
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[89]. A concentracao dos controlos foi monitorizada, respetivamente, a 273 nm e a 290
nm, apods ter verificado os seus maximos de absorcdo em espetro UV-Visivel em HBSS.

Fizeram-se 14 inserts que ja contabilizavam a possivel perca de 2 destes inserts.
A férmula que permite medir o coeficiente de permeabilidade encontra-se em baixo:
Pc = (V/(A*Ci))*(C+/T) (Eq.2)

,onde V é o volume da cAmara basal (mL), A é a drea da membrana do insert (cm?), Ci é
a concentracdo inicial de composto na fase apical (uM), C: é a concentracdo final de
composto na fase basolateral (uUM) e T é o tempo do ensaio (s) [96]. Os valores do teste

em quest3o foram, respetivamente, 0.8 mL; 0.3 cm?; 100 uM; varidvel; 7200 s (2 horas).
A fase basolateral continha 0.6 mL de HBSS sem HEPES [95].

A concentracdao medida na fase basolateral ao fim de 2 horas variou entre 36 uM e 19.4
UM, o que corresponde a valores de Pc.entre 1x10* cm/s e 5.4 x 10 cm/s. Desta forma,
concluiu-se que nenhum dos 14 pocos estava devidamente validado para testes de
permeabilidade. Este aspeto fortemente imprevisto e detrator colocou imediatamente
a gquestao de avancar, ou nao, com os testes. Decidiu avangar-se com os testes
sobretudo para aprendizagem pessoal, porém, foi necessario efetuar algumas
alteragdes e reformulagdes. Das 14 monocamadas com excesso de permeabilidade ao
amarelo de lucifer, escolheram-se os seis que apresentaram P. menor que 6.6 x 10
cm/s. Optou-se por fazer uma experiéncia para cada controlo e duas experiéncias para

os respetivos vinhos, tratados e nao-tratados.

O objetivo passava por comparar os resultados ao fim de duas horas de incubacdo face
ao teste do DPPH, sendo que, se se obtivesse um maior poder antioxidante da fase
basolateral nos vinhos tratados face aos vinhos sem tratamento, essa situa¢ao poderia
dar as primeiras indicagdes de sucesso desta metodologia inovadora, com a nog¢ao de

gue o teste estd comprometido.

Fez-se uma revisao de literatura e juncdao de argumentos que pudessem, de alguma
forma, ajudar a explicar a ndo integridade das monocamadas, mesmo tendo respeitado,
aparentemente, todos os aspetos dos protocolos deste teste [96][81]. Os trés

argumentos mais fortes a favor deste insucesso sao os seguintes:
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1. As células Caco-2 devem ser utilizadas para os testes de permeabilidade a partir
da passagem numero 40, e utilizadas dentro de um intervalo de dez passagens.
Estas células diferenciardo o seu fendtipo dependentemente do numero de
passagens e poderdo ndo obter confluéncias em monocamada tdo desejaveis
quanto acontece em passagens mais avanc¢adas.

2. Mau manuseamento — a monocamada é extremamente sensivel a furos
provocados pelo contacto da(s) pipeta(s) com as células, aspeto que pode
aumentar drasticamente a sua permeabilidade.

3. Dias de diferenciacdo em monocamada insuficientes.

Em 1, de facto, as células que estavam disponiveis no laboratério contabilizavam a
passagem numero 17, tendo sido plagueadas a passagem numero 25. Este aspeto,
claramente, poderd ter inviabilizado a sua diferenciacdo e maturacdo em monocamada
de forma integra, resultando em confluéncias celulares menores. Contrastantemente,
as células foram utilizadas dentro do espaco de dez passagens desde o descongelamento

até ao plagueamento.

Em 2, é possivel que tal tenha afetado os resultados de forma significativa. A remocdo e
renovagao dos meios foi normalmente efetuada por uso de micropipetas, se bem que
de forma cuidada. No entanto, admite-se que este aspeto tenha influenciado a
integridade da monocamada. Alguns autores recomendam que nao sejam usados
materiais contundentes como pipetas, por elevada sensibilidade das células, e que os

meios sejam renovados por viragem cuidada das placas para descarte.

Em 3, admite-se que este aspeto podera ndo ter influenciado preponderantemente os
resultados, na medida em que a maioria dos autores indica que 21 dias apds

plagueamento é o tempo 6timo de realizacdo dos testes de permeabilidade.

Na Figura 27 apresentam-se os resultados relativos a analise por DPPH dos pogos
analisados. Analisou-se o conteldo antioxidante da fase apical e da fase basolateral em
duas situagdes distintas — na mesma diluicdo efetuada que no teste na fase apical e com
diluicdo trés vezes inferior, dado que o volume da fase apical era de 200 uL e da fase
basolateral era de 600 plL. Foram igualmente analisadas as taxas de recuperag¢do dos

controlos 1 e 2 na fase apical apés as duas horas, registando valores, para o atenolol
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(A273) de 93.5% (permeabilidade de 7.5%) e para o propranolol (Aze) de 18.1%
(permeabilidade de 88.9%). Desta forma, apenas o controlo propranolol, que pretende
ser um indicador do transporte passivo transcelular, se aproximou dos valores fixados

para a sua permeabilidade (90%; atenolol 50%). (ver em anexo).

Neutralizacdo do radical DPPH apo6s teste de permeabilidade
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Figura 27 — Neutralizagdo do radical DPPH apés testes de permeabilidade, comparando os vinhos Charamba 2014 com
e sem tratamento enzimatico. Em ‘Fase Apical’ analisou-se diretamente o vinho apds contacto com as células; em ‘Fase
Basolateral’ analisou-se, respetivamente, o poder antioxidante dos compostos absorvidos para a fase basolateral,
diluindo trés vezes menos na analise em ‘Fase Basolateral x3’. Ndo se registam diferengas assinaldveis entre o vinho
normal e tratado. A fase basolateral apresenta um potencial antioxidante cerca de 50% menor que a fase apical.

Os valores observados na Figura 27 permitem concluir que, naturalmente, a fase apical,
no qual o vinho se encontrava em contacto direto sem diluicdo, apresenta um potencial
antioxidante de cerca do dobro do da fase basolateral. Dentro da fase basolateral, o
aumento de trés vezes da concentracdao de amostra ndo aumenta trés vezes a resposta,
0 que parece indicar uma auséncia de proporcionalidade direta neste aumento de
concentracdo. Outra nota de realce é o facto dos vinhos controlo, na fase apical,

apresentarem uma neutralizagao de cerca de 80% do DPPH, ao passo que, em condi¢des
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semelhantes (Figura 26, ao fim de 72 h) terem apresentado neutraliza¢cGes de cerca de
60%. Poderia ser questionada a diferenca nestes dois valores, se aparentemente os
vinhos e o teste era semelhante. Neste caso, optou-se por colocar um pouco mais de
amostra em contacto com o DPPH, de modo que se pudesse colocar o mesmo volume
de amostra nos testes relativos as fases basolaterais e assim obter uma resposta mais
expressiva e proporcional a usada na fase apical, sem nunca perder a proporcionalidade

afeta aos testes.

Deve ser relembrado que os testes de permeabilidade ndo sdo fidedignos, porém, os
resultados permitem iniciar algumas consideracdes. Primeiramente, deve ser
guestionado se, em condi¢cdes normais, se verificaria uma diferenca tdo ‘baixa’ entre a
capacidade de neutralizacdo do radical na fase apical, com vinho sem diluicdo, e os
compostos na fase basolateral. Existem varios aspetos detratores a considerar, como a
distancia mensuravel entre as células, a auséncia de calcio no meio apical que,
reforcando as tight-junctions, pode diminuir até 10x a absor¢do de compostos [127], a
influéncia do etanol e do baixo pH no contacto direto com as células, o que pode
promover a sua disrupcao, ou, também, o pH muito mais elevado da fase basolateral
(7.4), que potencia a capacidade antioxidante das antocianinas, como referido
anteriormente. Todos estes aspetos poderao influenciar os resultados observados,
sobretudo porque promovem a ndo integridade da monocamada e, assim, poderd haver

uma muito maior facilidade destes compostos em se deslocarem para a fase basolateral.

Desta forma, mesmo partindo de uma posicdo em que os testes estavam, a priori,
condicionados, foi possivel entender como funciona a preparacao e a logistica dos testes
de permeabilidade, tendo sido possivel reunir informacgdes de relevo de como proceder

nos préoximos testes.
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Conclusao

O presente trabalho partiu da vontade de uma empresa Portuguesa chamada Aveleda
S.A poder produzir o vinho mais antioxidante do Mundo. Este trabalho ainda ndo lhe

permitird alcancar esse objetivo por agora, mas é um excelente inicio.

O trabalho iniciou-se com a analise in vitro das propriedades antioxidantes de uma série
de vinhos e derivados Portugueses, tendo sido possivel concluir que trés vinhos tintos
monocasta - Touriga Nacional, Vinhdo e Aragonez — se destacavam das restantes
amostras. Atribui-se a todas estas um elevado conteudo fendlico, promovido por serem
castas com elevada pigmentagao natural, e consequentemente, maior resposta
antioxidante. Seguidamente, caracterizaram-se, por HPLC, sistemas aquosos contendo
malvidina-3-glucésido e malvidina — a primeira molécula é a principal antocianina
presente no vinho tinto, e a segunda é a respetiva aglicona. Desenvolveu-se uma
metodologia enzimatica de aplicacdo de preparacdo enzimatica contendo B-glicosidase
enoldgica para, desejavelmente, aumentar o conteudo desta aglicona no vinho tinto, o
que foi alcancado com elevada eficiéncia em matriz real; porém, verificou-se
prontamente que a aglicona é uma molécula altamente instavel, surpreendentemente
derivatizar, mesmo a pH acido, a sua forma chalcénica/hemiacetalica, que parece
marcar um ponto de nao-retorno de volta a sua forma de catido flavilio. Este aspeto
marca o inicio da degradagdo desta molécula e aparecimento de, provavelmente,

produtos de degradacdao como o acido siringico e o 2,4,6 — trihidroxibenzaldeido.

Foi concomitantemente provado que a aglicona malvidina apresenta uma maior
capacidade antioxidante do que a forma glicosilada, o que se prende com uma maior
eficacia da sua estrutura de ressonancia apds oxidacdo. Este aspeto serviu de mote a
experiéncia que comprovou que a deglicosilacdo das antocianinas e dos flavondis
glicosilados acompanha uma maior resposta antioxidante face ao radical do DPPH em
vinhos tintos. Parece haver, simultaneamente, uma correlagdo entre a diminuicao da
concentracdao de malvidina-3-glucésido, e conversdo noutras estruturas, e o aumento

da resposta antioxidante.
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Finalmente, foi possivel testar preliminarmente esta metodologia em ensaios de
permeabilidade utilizando células de adenocarcinoma humano Caco-2 (n=1).
Comprometidos desde o inicio por razbes afetas ao desenvolvimento desta técnica,
estes ensaios pretendiam comparar indiretamente a absorcdo de compostos de vinhos
tintos enzimaticamente tratados a de vinhos normais por resposta ao ensaio

antioxidante do DPPH. Nao foi possivel estabelecer conclusdes significativas.

Conclusivamente, o trabalho desenvolvido nesta tese de Mestrado permite aumentar
grandemente o estado-da-arte no que a capacidade antioxidante de vinhos de varias
categorias concerne. Adicionalmente, comprova os mecanismos de hidrdlise,
estabilidade e degradacdo de antocianinas e antocianidinas padrdo, procedendo a
apresentacdo das bases cientificas e tecnoldgicas para uma potencial metodologia de
incremento de absorcdo e possivel biodisponibilidade de compostos antioxidantes

presentes em bebidas.

Trabalho futuro

Esta Tese de Mestrado permitiu estabelecer as bases de trabalho para o possivel
desenvolvimento de uma metodologia disruptiva de incremento da absorcdo e possivel
biodisponibilidade de compostos com demonstrado forte potencial antioxidante, em
especifico, no vinho. Porém, foram observadas algumas contrariedades, sendo a mais
assinaldvel o facto de que a malvidina, enquanto padrao representativo das
antocianidinas, compostos nos quais se relegou o potencial para alterar o cendrio de

absorcdo a nivel intestinal, aparentemente se degradarem.

Comeca a parecer evidente, pela literatura, que as agliconas, por terem menor massa
molecular e serem mais apolares, sao melhor absorvidas pelo organismo do que os
correspondentes glucdsidos. Porém, a sua estabilidade é preocupante. Trabalho futuro
deverad passar, forcosamente, pela promocgdo de técnicas que simultaneamente possam
estabilizar os compostos antioxidantes de maior preponderancia no vinho e incitar a sua
absorcdo. Existem solu¢des que poderdo simultaneamente estabilizar e promover a
absorcdo, tais como a microencapsulacao de libertagdao controlada ou a micelizagao
destes compostos — ambas as técnicas poderiam, adicionalmente, evitar os fenémenos

de metabolizacao polifenélica abundantemente presente no corpo humano.
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Porém, ndo deve ser esquecido o que foi atingido neste trabalho, e algumas surpresas
agradaveis poderdo advir deste processo de investigacdo. A mais relevante serd
porventura a constatacdo da degradacdo das antocianidinas em compostos de massa
molecular mais pequeno, assumidamente mais estaveis em solugao e também eles
proprios com propriedades funcionais. Tendo identificado vinhos de grande
preponderancia antioxidante, em especial com riquissimo conteido em antocianinas, o
processo natural de conversdo antocianinas —> antocianidinas > produtos de
degradacdo benéficos podera ser surpreendente, na medida em que podera redesenhar

todo o processo de sinergias funcionais presentes no vinho.

Em concreto, a conversao parcial, nestes vinhos, das antocianinas noutros compostos
deixard ainda uma enorme pool/ de compostos com mecanismos de absorcdo ja
definidos, introduzindo possivelmente novas capacidades funcionais a esta bebida.
Desta forma, novos ensaios de permeabilidade em células Caco-2 poderdo confirmar a

eficacia desta metodologia, se bem que por outra via que inicialmente ndo ponderada.
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Curva de calibragao - M3G em solug¢do aquosa e quantificagdao por
HPLC-DAD (520 nm)
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Curva de calibragdo - malvidina em solugao aquosa e quantificagao
por HPLC-DAD (520 nm)
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Curva de calibragao - amarelo de lucifer em HBSS e quantificacao
por fluorescéncia - Ex.485 nm; Abs. 530 nm
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Espetro de absorcao UV-Visivel - Atenolol 100 ppm em

HBSS pH 7.4
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Espetro de absorcao UV-Visivel - Propranolol 100 ppm em

HBSS pH 7.4
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