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RESUMO

Os compostos fendlicos presentes em uvas e vinhos apresentam atividades
antioxidantes benéficas a saude humana, além de indicarem a qualidade desses
produtos. Assim, esta tese teve como objetivo desenvolver, validar e aplicar métodos
para a andlise dos compostos fendlicos e avaliar a atividade antioxidante de uvas e
vinhos tintos finos provenientes de uma nova regiéo vitivinicola brasileira (Campanha
Gaucha - RS, Brasil). Ao total, foram utilizadas 103 amostras de vinhos finos tintos
obtidos a partir de diferentes processos de vinificacdo (experimentais e comerciais),
variedades (10), safras (2004 a 2015) e regibes (97 das microrregides Ocidental,
Central e Meridional da Campanha Gaucha e seis de outras regifes do RS). Além
disso, foram utilizadas oito amostras de uvas finas tintas da Campanha Gaucha, das
safras 2014 e 2015. O primeiro método, por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD), com proposito de dosar dois
marcadores de compostos fendlicos, trans-resveratrol e quercetina, mostrou-se
adequado para diferenciar 12 vinhos tintos do RS. O segundo método, por HPLC-DAD
e espectrometria de massas de alta resolucdo, possibilitou o doseamento de seis
fendis bioativos (trans-resveratrol, quercetina, miricetina, quempferol, trans-&
viniferina e acido trans-cinamico) em 87 amostras da Campanha Gaucha. Os teores
mais elevados de compostos fendlicos foram encontrados em: variedades Arinarnoa,
Marselan, Rebo, Syrah, Tempranillo e Teroldego; microrregido da Campanha Central;
safra de 2013. Os vinhos foram classificados mediante analises de agrupamento
hierarquico (HCA) e de componentes principais (PCA), conforme seus respectivos
processos de vinificacdo, variedades e microrregides. O terceiro e Ultimo método
abordado foi com o intuito de analisar um maior nUmero de compostos fendlicos, o
que foi possivel através da técnica de extracdo em fase sélida por troca catiénica forte.
Esse método foi utilizado para analises de uvas e seus vinhos experimentais
correspondentes da Campanha Gaucha, por HPLC-DAD e por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplado a espectrometro de massas (UPLC-MS). Uvas com alto
teor de galato de (-)-epicatequina originaram vinhos com elevada concentracao de
fendis biativos. Tais amostras também foram analisadas quanto ao indice de fendis
totais e quanto a atividade antioxidante in vitro, demonstrando uma correlagéo positiva
entre uvas e vinhos das mesmas variedades. Nesse mesmo estudo, foi possivel

atribuir atividades antioxidantes in vivo (modelo Caenorhabditis elegans) superiores



nas amostras com teores mais elevados de astilbina e flavanéis, como a (+)-catequina,
a (-)-epicatequina e a (-)-epigalocatequina. Assim, esses compostos, principalmente
a astilbina, poderao ser utilizados como modelos para modificacdes moleculares na
area de quimica medicinal. Além disso, o estudo dos compostos fendlicos pode
contribuir para a melhoria da qualidade de vinhos da Campanha Gaucha, trazendo

beneficios diretos a vitivinicultura nacional e indiretos a toda a sociedade.

Palavras-chave: uva tinta; vinho tinto; compostos fendlicos; grau nutracéutico;

qualidade; Campanha Gaucha



ABSTRACT

Title: Red Grapes and Wines from Campanha Gaucha region:

Phenolic Compounds and the Biological Activity

Phenolic compounds found in grapes and wines show antioxidant activities with health
benefits for humans, and also indicate the quality of these products. Therefore, this
thesis aimed to develop, validate and investigate methods for phenolic compound
analysis, and evaluate the antioxidant activity of grapes and wines from a new Brazilian
viticulture region (Campanha Gaucha, Southern Brazil). In total, 103 red wine samples
were used. These samples were obtained from different winemaking processes
(experimental and commercial), varieties (10), vintages (2004 to 2015), and regions
(97 from occidental, central e meridional from Campanha Gaucha and six from other
Southern Brazilian regions). Eight grape samples, 2014 and 2015 vintages, from
Campanha Gaucha were also used. The first method, using high-performance liquid
chromatography with a diode array detector (HPLC-DAD) was used to quantify two
phenolic compound markers, trans-resveratrol, and quercetin, and was adequate for
differentiating 12 red wines from Southern Brazil. The second method, using HPLC-
DAD and high-resolution mass spectrometry, enabled the quantification of six bioactive
phenols (trans-resveratrol, quercetin, myricetin, kaempferol, trans-¢viniferin, and
trans-cinnamic acid) in 87 samples from Campanha Gaucha. The highest levels of
phenolic compounds were found in the Arinarnoa, Marselan, Rebo, Syrah,
Tempranillo, and Teroldego varieties; central Campanha Gaulcha micro-region
varieties; and the 2013 vintage. The wines were classified according to their
winemaking processes, varieties, and micro-regions using hierarchical cluster and
principal component analyses. The third and final method aimed to analyze a large
number of phenolic compounds using a solid phase extraction technique employing
strong cation exchange. This method was used to analyze grapes and their
corresponding wines from Campanha Gaucha using HPLC-DAD and ultra-
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry. Grapes with high
levels of (-)-epicatechin galate corresponded to wines more concentrated in bioactive
phenols. The samples were also analyzed using the total phenol content index and in
vitro antioxidant activity, showing a positive correlation between grapes and wines of

the same varieties. In the same study, it was possible to attribute the in vivo antioxidant



activities (Caenorhabditis elegans model) to samples with higher levels of astilbin and
flavanols such as (+)-catechin, (-)-epicatechin, and (-)-epigalocatechin. Therefore,
such compounds, mainly astilbin, may be used for a molecular modification model in
medicinal chemistry. Moreover, the study of phenolic compounds may contribute to the
improvement of the quality of wines from Campanha Gaucha, and can bring several
direct benefits for national viticulture and indirect benefits to all society.

Keywords: red grape; red wine; phenolic compounds; nutraceutical grade; quality;

Campanha Gaucha
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C8: do inglés octylsilane

C18: do inglés octadecylsilane

Cc: Campanha Gaucha Central

Cwm: Campanha Gaucha Meridional

Co: Campanha Gaucha Ocidental

DAD: detector de arranjo de diodos, do inglés diode array detector

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

EMBRAPA: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

ESI: ionizagao por “electrospray”, do inglés electrospray ionization

EtOH: &lcool etilico

Fcac: valor de Fisher calculado

Ftab: valor de Fisher tabelado

HCA: analise de agrupamento hierarquico, do inglés hierarchical cluster analysis

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés high performance liquid
chromatography

TPI: indice de fendis totais, do inglés total phenol content index

k: fator capacidade

LC: cromatografia liquida, do inglés liquid chromatography

LOD: limite de deteccao, do inglés limit of detection

LOQ: limite de quantificacéo, do inglés limit of quantification

MeOH: alcool metilico

MS: espectrometria de massas, do inglés mass spectrometry

m/z: raz&80 massa/carga

N: nimero de pratos teoricos

p: probabilidade

PC: componente principal, do inglés principal component

PCA: analise de componentes principais, do inglés principal component analysis



PVDF: fluoreto de polivinilideno, do inglés polyvinylidene fluoride

QTOF: espectrometro de massas hibrido de quadrupolo e tempo de voo, do inglés
hybrid quadrupole time-of-flight

R%: recuperacao

Rs: resolugéo

RSD: desvio padrao relativo, do inglés relative standard deviation

SaF: estilbenos e flavondéis, do inglés stilbenes and flavonols

SCX: cartucho de troca catidnica forte ligado a anel benzil, do inglés strong cation

exchange linked to benzyl ring cartridge

SD: desvio padréo, do inglés standard deviation

SPE: extracdo em fase solida, do inglés solid-phase extraction

UPLC: cromatografia liquida de ultra eficiéncia, do inglés ultra-performance liquid
chromatography

v/v: volume/volume

TF: fator de cauda, do inglés tailing factor

tr: tempo de retencéo, do inglés retention time
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1. INTRODUCAO







O consumo de vinho € uma pratica milenar de diversas culturas e, no aspecto
da salude humana, € tradicionalmente associado a propriedades nutricionais e
terapéuticas (JACKSON, 2008; RENAUD e DE LORGERIL, 1992; RIBEREAU-
GAYON et al., 2006b). Com uma constituicdo quimica complexa, o vinho,
principalmente o tinto quando consumido moderadamente, proporciona beneficios
sobre os sistemas cardiovascular e neurolégico, bem como efeitos anticarcinogénicos.
Tais atividades séo atribuidas as elevadas concentracdes de antioxidantes, sendo
estes representados pelos compostos fenélicos (BARJOT et al., 2007; FERNANDEZ-
MAR et al., 2012; KIM e HE, 2013; NGUYEN et al., 2009; NIGDIKAR et al., 1998;
ORSINI et al., 2004; ROUPE et al., 2006; WHELAN et al., 2004). A divulgacao dessa
relacdo de ingestdo de vinho com a saude, além de um crescente aperfeicoamento
sensorial, levam o consumidor a desenvolver, cada vez mais, critérios apurados para
a escolha da sua bebida. Consequentemente, os produtores de uvas e as vinicolas
devem estar atentos a qualidade dos seus produtos, os quais podem ser diferenciados
através do seu valor nutricional (STRATIL; KUBAN; FOJTOVA, 2008).

Apesar dos beneficios reportados, sob o ponto de vista dos profissionais da
saude, o vinho deve ser ingerido com cautela devido a presenca de alcool,
principalmente por individuos com patologias, como doencas cardiacas, hepaticas ou
renais (JNC7, 2004; SBH, 2010; WHO, 2003). Entretanto, ndo sédo negligenciadas as
atividades biolégicas inerentes ao consumo de vinho, pois muitos desses fendis
bioativos sdo formados apenas durante o processo de vinificacdo e nado estédo
presentes em uvas, outras frutas e sucos (BEHLING et al., 2004; GIEHL et al., 2007,
MIYAGI; MIWA; INOUE, 1997). Assim, os compostos fendlicos presentes no vinho,
como trans-resveratrol e quercetina, sao alvos de pesquisas como tais ou através de
modificacdes moleculares, com o objetivo do desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais, por exemplo (NGUYEN et al., 2009; POTTER et al., 2002a; POTTER et
al., 2002b). Os vinhos com teor mais elevado de um ou mais compostos fendélicos
apresentam pronunciados efeitos in vivo (BURNS et al., 2000; ROCKENBACH et al.,
2011). O estudo dessas correlacdes pode ser usado como subsidio para a
determinacdo dos compostos fenolicos mais potentes ou promissores para uso em
medicina (ANDROUTSOPOULOS et al., 2011; MA et al., 2008; SALE et al., 2004).
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A caracterizacdo de compostos fendlicos em uvas e vinhos representa uma
ferramenta valiosa para pesquisar 0os seus possiveis beneficios a saude e curas de
doencas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Além disso, a determinacéo de tais
compostos permite avaliar as diferencas entre uvas e/ou vinhos em experimentos
multidisciplinares. Mediante determinacdes qualitativas e quantitativas, podem ser
avaliados varios fatores: variedades de uvas e seu potencial enoldgico; grau de
maturacdo de uvas para a elaboracdo de vinhos; caracterizacbes de regides
vitivinicolas; aprimoramento da tecnologia enoldgica; condi¢cdes edafoclimaticas para
0 cultivo de videiras; sanidade de plantas; estimativa da longevidade e do valor
agregado de vinhos; entre outros. O teor de compostos fendlicos, metabdlitos
secundarios biossintetizados por videiras, € uma caracteristica determinante em
muitos desses aspectos (LORRAIN et al., 2013; SILVA et al., 2011).

Técnicas analiticas instrumentais contribuem, de forma mensuravel e
especifica, para a exploracdo quimica de compostos fendlicos em uvas e vinhos
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). A maioria dos métodos disponiveis na literatura
cientifica para analise de compostos fendlicos em uvas e vinhos emprega
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (UPLC), com detectores de ultravioleta/visivel (UV/Vis), arranjo de diodos
(DAD) ou espectrometria de massas (MS) (AZNAR et al., 2011; COTEA et al., 2012;
FANG et al, 2007; FONTANA e BOTTINI, 2014; PEREIRA et al., 2010; PEREZ-
MAGARINO; ORTEGA-HERAS; CANO-MOZO, 2008; SALVATORE et al, 2013;
SILVA et al., 2011; VRHOVSEK et al, 2012). Esses equipamentos séo utilizados em
laboratérios de varios paises com o intuito de caracterizar os compostos fendlicos e,
assim, direcionar a estratégia tecnolégica para a elaborac¢do de vinhos tintos finos
(YOU et al.,, 2012). A tecnologia envolvida nesses equipamentos vem crescendo
rapidamente (CIELECKA-PIONTEK et al., 2013).

No Brasil, pais com polos de producédo vitivinicola recentes, a aplicacado de
ferramentas analiticas para a analise de novos tipos e estilos de vinhos se encontra
em fase de aplicacdo e aprimoramento (GUERRA et al., 2009). Considerando que
esse segmento ainda estd em desenvolvimento, poucos laboratorios brasileiros
dispéem de instrumentagdo analitica com a tecnologia mais avangada. Os métodos
disponiveis na literatura até o0 momento (ADRIAN et al., 2000; AZNAR et al., 2011;
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COTEA et al., 2012; MALOVANA et al., 2001; PEREIRA et al., 2010; PEREZ-
MAGARINO; ORTEGA-HERAS; CANO-MOZO, 2008; SILVA et al., 2011; VILLIERS
et al., 2004; VITRAC et al., 2005) ndo atendem por completo aos requisitos de tais
estabelecimentos. Afinal, prioritariamente, os métodos devem ser: rapidos, para
realizacdo de analises de rotina; com baixo consumo de solventes, para preservacao
do meio ambiente e reducdo de custos; validados para o atendimento a normas
técnicas laboratoriais (BRASIL, 2003; FDA, 2001; ISO, 2005); ter possibilidade de
analisar o maior niumero possivel de compostos fenélicos com a menor complexidade
analitica possivel; aplicacdo testada em diferentes tipos de amostras de uvas e/ou
vinhos. Cabe, portanto, disponibilizar a esses laboratérios métodos confiaveis para a
analise de compostos fendlicos em uvas e vinhos, 0S quais sejam passiveis de
adequacdo a cada condicéo e propésito. Assim, a melhoria da qualidade dos vinhos
provenientes dos novos polos vitivinicolas brasileiros € capaz de trazer beneficios a
sociedade brasileira, contribuindo para a competitividade e sustentabilidade da
agricultura (MELLO, 2013). No setor viticola, € possivel obter a qualificacdo da
producdo de uvas, de acordo com sua variedade, origem e safra. Adicionalmente, o
conhecimento do perfil fendlico de uvas e vinhos, associado aos seus efeitos
biol6gicos, pode contribuir para o desenvolvimento de novas terapias
medicamentosas (ANDROUTSOPOULOS et al., 2011; MA et al., 2008; SALE et al.,
2004).

A Campanha Gaucha é uma das mais promissoras entre as novas regides
vitivinicolas brasileiras (GUERRA, 2014; OLIVEIRA; MARTINEZ; SANTOS, 2015;
SILVEIRA, 2013; TONIETTO et al., 2012) e, consequentemente, as pesquisas
relacionadas aos compostos fendlicos de seus produtos ainda sdo escassas.
Conforme algumas estimativas anteriores, a Campanha Gaulcha apresenta condi¢cdes
climaticas favoraveis, podendo produzir uvas com altos teores de trans-resveratrol e
quercetina (GUERRA; TONIETTO; MION-GUGEL, 2008a; GUERRA; ZUCOLOTTO;
TONIETTO, 2008b) e ter alta atividade antioxidante (PAZZINI et al., 2015).
Contribuindo com esses aspectos, na presente tese foram propostos métodos
analiticos instrumentais passiveis de implantacdo em diferentes laboratorios. Além
disso, foram realizadas a caracterizacéo fendlica e a avaliagéo biologica de uvas e
vinhos da Campanha Gaulcha. Para as analises, utilizou-se como ferramentas: a
técnica de cromatografia liquida (LC), a técnica de espectrometria de massas (MS) e
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a disciplina de Quimiometria. Somando-se a essa caracteriza¢ao quimica, variedades
de uvas e vinhos foram avaliadas quanto a capacidade antioxidante in vitro e
atividades em Caenorhabditis elegans, um nematoide com genoma altamente
correlacionado ao de humanos (BRENNER, 1994; HENRICSON et al., 2004; LIMA et
al., 2014).

As atividades préaticas deste trabalho foram realizadas no Laboratério de
Cromatografia e Espectrometria de Massas (LACEM) da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) Uva e Vinho, (Bento Goncalves, Rio Grande do
Sul), no Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farméacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Rio Grande do Sul) e no
Laboratério GBToxCe da Universidade Federal do Pampa (Uruguaiana, Rio Grande
do Sul).

Os resultados obtidos foram compilados objetivando, principalmente, a sua
divulgagéo a comunidade cientifica e a sociedade, sendo a ultima representada pelos
laboratorios enoldgicos. Assim, esta tese € apresentada na forma de capitulos.
Primeiramente, no Capitulo 1 consta a definicdo dos compostos fendlicos a serem
avaliados, das amostras de uvas e vinhos e dos métodos analiticos por LC a serem
utilizados. Na sequéncia, sdo apresentados dois artigos com métodos simples, por
HPLC-DAD, para determina¢cfes de dois e seis fendis bioativos (Capitulos 2 e 3,
respectivamente). No Capitulo 4, é apresentada uma classificacdo de vinhos da
Campanha Gaucha, apés a aplicacdo do segundo método (HPLC-DAD II) em vérias
amostras. Um método para andlise de um maior nimero de compostos fendlicos,
eliminando interferentes, consta no Capitulo 5. Por fim, o Capitulo 6 correlaciona o

teor de compostos fendlicos em uvas e vinhos com a sua atividade antioxidante.
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2. OBJETIVOS







2.1. Objetivo Geral

Propor métodos para a determinacdo da composicao fendlica e da atividade
antioxidante de uvas e vinhos tintos finos e aplica-los aos produtos da Campanha

Gaulcha.
2.2. Objetivos Especificos

a) Desenvolver, validar e aplicar um método rapido, por HPLC-DAD, para a

analise de rotina de trans-resveratrol e quercetina em vinhos tintos finos;

b) Desenvolver, validar e aplicar um método simples e sem necessidade de
preparo de amostra, por HPLC-DAD (ll), para a andlise de fendis bioativos em uvas e

vinhos tintos finos;

c) Classificar vinhos da Campanha Gaulcha, com diferentes tipos de
elaboracdo, variedades, safras e microrregides de cultivo das uvas, de acordo com o

seu teor de fendis bioativos;

d) Propor um método para o preparo de amostras de uvas e vinhos, com a
finalidade de eliminar interferentes e possibilitar analises simultaneas de varios
compostos fenolicos por HPLC-DAD e UPLC-MS;

e) Estimar o potencial de novas variedades de uvas da Campanha Gaulcha para
a elaboracao de vinhos tintos finos com base na determinacao de fendis bioativos;

f) Avaliar a contribuicdo dos compostos fendlicos de uvas e vinhos
correspondentes da Campanha Gaucha para a capacidade antioxidante in vitro e in

Vivo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA







3.1. Aspectos Gerais de Uvas e Vinhos

A videira € uma planta vigorosa da familia Vitaceae. Seu cultivo pode ser
explorado comercialmente em grandes areas ou em pequenas propriedades. Além do
consumo in natura das uvas, estas sdo utilizadas como matérias-primas para a
producdo de varias bebidas e alimentos, como sucos, vinhos, destilados e geleias
(CREASY e CREASY, 2009; KUHN et al.,, 1996; RIBEREAU-GAYON, 2006a;
RIBEREAU-GAYON, 2006b).

As videiras do género Vitis spp. sdo as mais difundidas mundialmente, sendo
classificadas basicamente em europeias, americanas e hibridas. As cultivares
europeias (Vitis vinifera L.) apresentam maior valor agregado, devido a possibilidade
de elaboracéao de vinhos finos (BRASIL, 1988; BRASIL, 2004; JACKSON, 2008). Essa
espécie, porém, € mais sensivel as condi¢cdes edafoclimaticas e algumas variedades
requerem um manejo cuidadoso para a producao de frutos com alta qualidade. As
videiras americanas (ex. Vitis labrusca L.) sdo mais resistentes as doencas e toleram
um manejo menos rigoroso do que as europeias. Sua qualidade sensorial é adequada
para 0 consumo in natura, para a elaboracdo de sucos ou vinhos de mesa. As
variedades hibridas (Vitis spp.) sdo plantas resultantes de cruzamentos, com 0S
objetivos de melhorar a resisténcia de Vitis vinifera L. as pragas e/ou obter uma
qualidade superior a Vitis labrusca L. (KUHN et al., 1996).

Em todo o mundo, o vinho é uma bebida obtida através de fermentacéo
alcoolica do mosto simples de uvas sas, frescas e maduras (BOULTON et al., 1996;
GASSNIER, 2013; GMC, 1996; RIBEREAU-GAYON, 1950). Varios paises classificam
os tipos de vinhos de acordo com regulamentos definidos para cada produto.
Conforme a legislacao brasileira e regulamentacao vitivinicola do Mercosul, vinho fino
€ o vinho de teor alcodlico de 8,6% a 14% em volume e exclusivamente de variedades
Vitis vinifera L. (BRASIL, 2004; GMC, 1996). Os vinhos séo também classificados
guanto a cor em brancos, tintos ou rosados, dependendo da uva que lhe deu origem
(BRASIL, 2004). A qualidade de um vinho, intrinseca ou percebida, é influenciada por:
potencial genético da variedade de videira; fatores naturais, como localizagdo do
vinhedo, clima e solo; fatores agronémicos; tecnologia enoldgica (GUERRA, 2010;
GASSNIER, 2013).
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A constituicdo quimica do vinho é complexa e dindmica ao longo de sua
evolucao, com metabolitos vegetais primérios e secundarios. Os principais compostos
organicos do vinho tinto sédo: agua, alcoois (cerca de 12 °GL de alcool etilico “EtOH”),
acidos organicos, compostos fenolicos, proteinas, polissacarideos, acgUcares e
compostos aroméaticos. A qualidade do vinho, tanto sob o aspecto sensorial quanto
nutricional, esté relacionada a presenca destes compostos (GASSNIER, 2013; LONA,
2009). Além disso, estao presentes componentes inorganicos, como sodio, potassio,
cloretos, fostatos, entre outros minerais (GUERRA, 2010; RIBEREAU-GAYON et al.,
2006b).

3.2. Vitivinicultura
3.2.1. No Mundo

Os primeiros indicios de elaboracédo de vinhos datam de 4.000 a.C., no Egito.
Posteriormente, a expansdo da vitivinicultura ocorreu nas proximidades do mar
Mediterraneo. A popularizacdo do consumo e o desenvolvimento de praticas
enoldgicas foram iniciados a partir do desenvolvimento das civilizacbes grega e
romana (GASSNIER, 2013).

Atualmente, a viticultura € uma das areas agricolas mais exploradas no mundo
(CREASY e CREASY, 2009; JACKSON, 2008; RIBEREAU-GAYON, 2006a).
Conforme o relatorio estatistico mundial de vitivinicultura, em 2012, as plantacfes de
videiras ocupavam cerca de 7.528 milhdes de hectares, a producdo de vinho foi de
252.000 hL e o consumo de vinho foi de 243.000 hL. Isso representa um
desenvolvimento estavel do setor, impactando no mercado financeiro mundial (OIV,
2013).

O cultivo de videiras é concentrado em regides situadas entre os paralelos 30
e 50° para norte ou sul, com uma faixa mais restrita ao norte e mais dispersa ao sul.
De forma geral, isto esta relacionado ao fato das plantas apresentarem maior potencial
para a elaboracdo de vinhos de qualidade quando cultivadas em clima temperado,

com verdes e invernos bem definidos.
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3.2.2. No Brasil

O cultivo da videira no Brasil foi marcado pela colonizagdo europeia. As
primeiras mudas chegaram através dos imigrantes, os quais se instalaram
principalmente nas Regides Sul e Sudeste do pais (CAMARGO; TONIETTO;
HOFFMANN, 2011). Com a notavel presenca de imigrantes italianos na Serra Galucha
(paralelo 29 ° sul), esta regido de altitude se tornou tradicional na area de
vitivinicultura, propiciando a obtencéo de vinhos de qualidade (ABE, 2011; TONIETTO
et al., 2012).

No pais, existem mais de 1.000 vinicolas credenciadas no Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), com uma ampla variedade de
produtos. O Brasil é responsavel pela elaboracdo de 1,15% do volume mundial de
vinhos. Ha espaco para crescimento dessa area, visto que os vinhos brasileiros tém
pouca representatividade no comércio internacional e o consumo ainda é baixo,
quando comparado a outros paises, como a Franca e a Itdlia (MELLO, 2012; OIV,
2013).

Atualmente, a maior producao vitivinicola continua no Rio Grande do Sul,
representando 90% da totalidade do pais (MAPA, 2015; MELLO, 2013), que
apresentam noites frias ou temperadas. Outras regides vitivinicolas em crescimento
no pais sdo no Vale do Submédio do Sao Francisco (Pernambuco e Bahia) e Planalto
Catarinense (Santa Catarina) (TONIETTO et al.,, 2012). Algumas indicacdes
geograficas brasileiras foram estabelecidas na Serra Galcha, como a Denominacéo
de Origem do Vale dos Vinhedos (Bento Gongalves, RS) e Indicacédo de Procedéncia
de Pinto Bandeira (RS), o que contribui para o fortalecimento e desenvolvimento
econdbmico do setor e dessas microrregides (ABE, 2011; CAMARGO; TONIETTO;
HOFFMANN, 2011; PROTAS e CAMARGO, 2011; TONIETTO et al., 2012).

Novas regides brasileiras com potencialidade para producéo de uvas tém sido
identificadas em estudos. Os resultados de tais pesquisas indicam que, devido a
diversidade entre suas regides e possibilidades de combinagfes de varios fatores, o
Brasil tem grande potencial para obtencdo de vinhos finos de qualidade, incluindo
todas as regides. O Rio Grande do Sul apresenta outras regides promissoras além da

tradicional Serra Gaucha: Campanha Gaucha, Campos de Cima da Serra e Serra do
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Sudeste (Figura 3.1) (CAMARGO; TONIETTO; HOFFMANN, 2011; GUERRA,
TONIETTO; MION-GUGEL, 2008a; GUERRA; ZUCOLOTTO; TONIETTO, 2008b;
TONIETTO et al., 2012).

3.2.3. Na Campanha Gaulcha

A regido da Campanha Gaucha, situada no paralelo 31° Sul vem se destacando
na obtencao de vinhos finos. Essa regido retne fatores ambientais desejaveis para a
obtencdo de uva de alto potencial enolégico, como o alto indice heliotérmico, que é
um indice climatico viticola, e a menor umidade relativa do ar quando comparada as
demais regides vitivinicolas do Rio Grande do Sul (TONIETTO et al., 2012). Uma
caracteristica observada para os vinhos tintos elaborados com uvas dessa regido € a
intensidade do corpo e da cor (GUERRA et al., 2009). Tal atributo € considerado
positivo do ponto de vista sensorial e estad relacionado a composicdo quimica,
inclusive compostos fendlicos (GUERRA, 2010). Por esses motivos, a regiao esta em
fase de estudos para Indicacdo de Procedéncia (GUERRA, 2014; SILVEIRA, 2013).
Recentemente, um estudo comprovou o alto teor de compostos fendlicos e atividade

antioxidante em vinhos Tannat de Itaqui (Campanha Ocidental) (PAZZINI et al., 2015).

Vale do Submédio
do Sao Francisco

Santa
Catarina

I CampanhaGatcha

| SerraGatcha I

Sy Serra do Sudeste |

Fontes: IBGE, 2000; TONIETTO et al., 2010
Elaboracdo: Leticia Flores da Silva

Figura 3.1. Principais regides vitivinicolas do Brasil.

40



3.3. Valor Nutracéutico de Uvas e Vinhos

O termo nutracéutico foi criado pelo Dr. Stephen DeFelice, em 1989, o qual
deriva das palavras nutricdo e farmacéutico. Sua definicdo foi: “Um nutracéutico é
qualquer alimento ou parte de alimento que proporciona beneficios medicinais ou a

saude, incluindo prevengéo e tratamento de doengas” (FIM, 1999).

As uvas séo ricas em compostos antioxidantes, vitaminas e minerais, portanto
possuem elevado valor nutracéutico (BOULTON et al., 1996; GASSNIER, 2013;
GUERRA, 2010; RIBEREAU-GAYON et al., 2006a). Consequentemente, seus
produtos derivados, como vinhos e sucos, também representam fontes nutricionais
importantes a dieta humana, quando preparados de forma a manter ou ressaltar suas
caracteristicas originais (SHILS et al., 2006). Assim, 0 seu consumo € bastante
recomendado com o intuito de prevencdo de doencas (MAHAN; ESCOTT-STUMP;
RAYMOND, 2012; SHILS et al., 2006; SILVA e MURA, 2010). A dose diaria maxima
indicada é de 30 g de EtOH para homens e 10 a 15 g para mulheres, equivalentes a
300 e 150 mL de vinho, respectivamente (JNC7, 2004; SBH, 2010).

As doencas do sistema cardiovascular representam uma preocupac¢ao mundial,
devido ao elevado numero de mortes relacionadas as mesmas (MATHERS et al.,
2005). Tais riscos sao fortemente associados ao elevado consumo de alimentos com
alto teor de gordura e bebidas alcodlicas (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).
Entretanto, uma contradi¢cdo dessa relacao foi evidenciada na Franca, onde, apesar
de elevado consumo de gorduras, a morte por doencas cardiovasculares era baixa
em relacd@o a outros paises com dieta similar. Assim, em 1992, foi realizado um estudo
com seres humanos para estudar o “paradoxo francés”. Mediante avaliacdo de dados
epidemioldgicos e testes bioquimicos, foi confirmada a hipétese de baixa mortalidade
nos franceses, atribuida principalmente ao consumo regular e moderado de bebidas
alcodlicas fermentadas, como o vinho (RENAUD e DE LORGERIL, 1992). Desde
entdo, varios trabalhos confirmaram esses resultados, agregando, ainda, outras
atividades benéficas a saude humana (FLAMINI et al., 2013; NIGDIKAR et al., 1998;
WHELAN et al., 2004).

Ha muitas contradicbes entre os profissionais da saude quando o assunto é

bebida alcodlica. Afinal, o consumo exagerado pode desencadear o alcoolismo e
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patologias associadas, como cirrose e canceres (SHILS et al., 2006). Entretanto, cabe
a avaliacdo dos riscos e dos beneficios a cada individuo, j& que ha evidéncias de que
o vinho apresenta alto teor de compostos com biodisponibilidade no organismo
humano (SILVA e MURA, 2010). Os compostos fendlicos na fruta, por exemplo, sao
encontrados em maior concentracdo ligados a sacarideos, como a glicose, 0os quais
apresentam menor absorcdo nos tecidos gastrointestinais. Ja no vinho, estdo
presentes as formas livres desses compostos, sendo esses mais ativos
biologicamente (ANDERSEN e MARKHAM, 2006; BEHLING et al., 2004; CRESPY et
al., 1999; CRESPY etal., 2002; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA, 2006; MUROTA
e TERAO, 2003). Isso ocorre, pois no processo fermentativo os &cidos auxiliam na
hidrolise dos sacarideos e liberacdo dos polifenéis correspondente (ANDERSEN e
MARKHAM, 2006; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA, 2006). O meio etandlico,
durante a producéo do vinho, auxilia na extracao desses compostos em células mais
profundas das cascas de uva. Ainda, quando se compara uvas Vitis labrusca L. com
uvas Vitis vinifera L. aptas a producéo de vinho, as Ultimas apresentam maior teor de
compostos fendlicos. Afinal, fisiologicamente, as uvas Vitis vinifera L. sdo mais
susceptiveis a ataques por patdgenos e, para a sua defesa, ocorre maior estimulo da
biossintese de fitoalexinas, como o trans-resveratrol. Consequentemente, as mesmas
contém concentracbes mais elevadas de metabdlitos secundarios, como o0s
compostos fendlicos, do que as uvas Vitis labrusca L. (CREASY e CREASY, 2009;
JACKSON, 2008).

Sendo assim, a ingestao do vinho, além de proporcionar satisfacdo sensorial,
pode ser ingerido por individuos, com finalidade nutricional, desde que esses sejam
saudaveis fisicamente e psicologicamente. Para isso, € altamente recomendavel que
a dose de vinho esteja de acordo com a dieta, peso, altura e género do consumidor
(WHO, 2003). Profissionais da area da saude, como meédicos, nutricionistas e
farmacéuticos podem orientar a populacdo quanto a esse aspecto. Quando houver
necessidade de restricdo do alcool, uvas de mesa e sucos podem ser incluidos na
dieta alimentar (SHILS et al., 2006).

De acordo com a concentracdo dessas substancias naturais e benéficas a
saude em uvas e seus derivados, podem ser atribuidos diferentes valores

nutracéuticos. Isso pode ser influenciado por diversos fatores, que, em conjunto,
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podem favorecer a producdo de uvas Vitis vinifera L. e de vinhos com alta
concentragdo de fendis bioativos, bem como de alta qualidade (FERRER-GALEGO et
al.,, 2012; TENORE et al., 2011).

3.4. Compostos Fendlicos de Uvas e Vinhos
3.4.1. Classificacéo Geral

Os compostos fendlicos, ou simplesmente fenodis, sdo responsaveis pelas
principais diferencas entre os vinhos brancos e tintos, principalmente quanto a cor e
ao sabor dos produtos (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b). Sua concentracdo é maior
nos tintos, pois estdo presentes principalmente nas cascas e nas sementes destas
uvas. Esses compostos sao responsaveis por aspectos sensoriais, como cor,

adstringéncia, corpo, assim como pela longevidade do vinho (GUERRA, 2010).

Os compostos fendlicos podem ser flavonoides, conforme estrutura basica
apresentada na Figura 3.2a, ou nao flavonoides. Os flavonoides (C6-C3-C6)
apresentam dois anéis aromaticos, A e B. Também ha um anel C fundido ao A, que
forma uma ponte de trés carbonos entre os anéis aroméaticos, sendo que o primeiro
contém o oxigénio como heteroatomo. As numeracdes dos anéis A e C ocorrem
sequencialmente a partir do anel com oxigénio no sentido do anel aromatico fundido.
A numeracao do anel B é diferenciada pela adicdo do apéstrofo ao nimero que se
inicia na ligagcdo com o carbono do anel C. Os diversos flavonoides séo diferenciados
por diferentes ligantes em diversas posicfes dos anéis, tais como hidroxilas ou
acucares. Os nao flavonoides séo pertencentes as classes de estilbenos (C6-C2-C6),
encontrados principalmente na sua forma mais ativa trans (Figura 3.2b). Dentre os
ndo flavonoides também estdo os derivados de acidos fendlicos (Figura 3.2c). As
principais moléculas representantes de cada grupo, com relatos de bioatividade,
constam na Tabela 3.1 (BBSRC, 2016; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA, 2006;
PIETTA; MINOGGIO; BRAMATI, 2003; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

3.4.2. Biossintese de Compostos Fendlicos

As complexas biossinteses de estilbenos, derivados do acido cinamico (Figura

3.3) e flavonoides (Figura 3.4) envolvem as rotas do chiquimato, fenilpropanoides e
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flavonoides (ANDERSEN e MARKHAM, 2006; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA,
2006; DONNEZ et al., 2009; GENOMENET, 2015; TREUTTER, 2010).

O
OH

C

Figura 3.2. Estruturas quimicas béasicas dos flavonoides (A), estilbenos na posicao trans (B)
e acidos fendlicos (C).

Tabela 3.1. Compostos fendlicos bioativos presentes em uvas e vinhos, de acordo com sua
classificacdo quimica (ANDERSEN e MARKHAM, 2006; BBSRC, 2016; GUERRA, 2010;
PIETTA; MINOGGIO; BRAMATI, 2003; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

Origem Classificacéo Principais Compostos Fendlicos
Antocianidinas? malvidina, cianidina, petunidina, peonidina,
delfinidina
Flavandis (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-
Elavonoides epigalocatequina, galatos, procianidinas,
polimeros
Flavonois quempferol, quercetina, miricetina, rutina,
derivados ligados a sacarideos
Flavanonas naringerina, eriodictiol
Flavanonéis (+)-taxifolina, astilbina
Estilbenos trans-resveratrol, trans-piceido, trans-&-viniferina
N&o Derivados de acidos fenélicos cinamico: acido trans-cinamico, acido p-
flavonoides cumarico, acido ferdlico

benzoico: acido salicilico, acido galico

! Responsaveis pela cor de uvas e vinhos tintos. Presentes principalmente na forma sacaridica, chamadas de
antocianinas.

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos vegetais e sua biossintese esta
relacionada a defesa ao ataque de patdgenos. Algumas plantas apresentam genes
para a producédo de enzimas responsaveis pela formacado desses compostos. ISso
pode estar atrelado a genética ou as condi¢des evolutivas de adaptacao da planta. As
uvas Vitis vinifera L., como informado no item 3.1, sGo mais susceptiveis a ataques
por fungos do que as uvas Vitis vinifera L. ou outras variedades Vitis spp. Isso faz com

gue suas rotas biossintéticas para a producdo de metabdlitos antifingicos, como a
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fitoalexina trans-resveratrol, por exemplo, sejam ativadas (ANDERSEN e MARKHAM,
2006; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA, 2006; RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).
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DOMNMEZ et al., 2009; GENOMENET, 2015; TREUTTER, 2010
Elaboragdo: Leticia Flores da Silva

Figura 3.3. Biossintese de derivados de &cido cindmico e estilbenos. Enzimas envolvidas:
fenilalanina aménia liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H), p-cumarato:CoA-ligase (4CL),
acido caféico/5-hidroxi-fertlico O-metil transferase (COMT-1), acetilCoA carboxilase
(ACO0ACQC), estilbeno sintase (ST), hidroxilase (HX), flavonoide 3'-hidroxilase (FH), flavonoide
3',5'-hidroxilase (FD), 3-O-glicosil transferase (30GT) e peroxidase (PX).
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Figura 3.4. Biossintese de flavonoides. Enzimas envolvidas: flavonol sintase (FLS), diidroquempferol 4-redutase (E2), antocianidina
sintase (ANS), antocianidina redutase (ANR), flavonoideglicosil transferase (FGT), flavonoide 3'-hidroxilase (FH), flavonoide 3',5'-
hidroxilase (FD), flavonol 3-O-glicosiltransferase (GTI) e flavonol-3-O-glicosideo L-ramnosil-transferase (E1).



Os compostos fendlicos presentes nos vinhos tintos reagem ao longo do
periodo de evolugcdo dos mesmos. As principais reacdes envolvem as antocianinas,
com reacdes dos tipos: condensacdo indireta entre antocianina e flavanol,
polimerizacdo indireta entre flavanois, condensacdo direta entre antocianina e
flavanol, degradac¢éo das antocianinas e oxidacdo ndo enzimatica dos taninos. Assim,
os produtos formados contribuem para a longevidade de vinhos tintos (FREITAS e
MATEUS, 2011; GUERRA, 1997; GUERRA, 2010).

3.4.3. Beneficios dos Compostos Fendlicos a Saude

Os compostos fendlicos presentes em vinhos apresentam atividades bioldgicas
bastante diversificadas. Estudos in vitro e in vivo foram conduzidos com 0s compostos
fendlicos isolados ou em conjunto (SHILS et al.,, 2006). A acdo antioxidante é
amplamente relatada na literatura e dela derivam outras atividades, tais como
anticarcinogénica, anti-inflamatoria, protetora cerebral e antienvelhecimento (BARJOT
et al., 2007; FERNANDEZ-MAR et al., 2012; NIGDIKAR et al., 1998; ROUPE et al.,
2006; WHELAN et al., 2004). De forma geral, essas patologias estdo envolvidas com
a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), danosas para 0s sistemas
biologicos (FINLEY et al.,, 2013; YU e SCHERLLHORN, 2013). Os compostos
antioxidantes, como os compostos fendlicos, possuem a capacidade de captar os
radicais livres, inibindo assim os processos oxidativos (FINLEY et al., 2013; MAHAN;
ESCOTT-STUMP; RAYMOND, 2012; SHILS et al., 2006; SILVA e MURA, 2010).

O trans-resveratrol é o fenol de uvas e vinhos com maior nimero de
comprovagdes cientificas de atividades biologicas. Um dos possiveis mecanismos de
atividade anticarcinogénica do trans-resveratrol é por inducéo especifica da apoptose,
ou seja, a morte celular ndo seguida de autdlise. Outro mecanismo bastante relatado
para o trans-resveratrol € a inibicdo do ciclo de células cancerigenas de pulmé&o, cdlon,
pele, mama, ovario, rim, préstata e figado, por exemplo (ANDROUTSOPOULOS et
al., 2011; BELLINA et al., 2015; CUSHMAN et al., 1991; KIM e HE, 2013; MIKSTACKA
etal.; 2014; NGUYEN et al., 2009; PETTIT etal., 2009; POTTER et al., 2002a). Outros
estudos demonstraram que os fendis bioativos exercem prote¢éo cardiovascular, com
modulacdo dos canais de potassio (ORSINI et al., 2004; WANG et al., 2012). Os

compostos bioativos de uvas e vinhos também promovem a reducédo da agregacao
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plaguetaria, atuando na prevencao da aterosclerose (GIEHL et al., 2007; RENAUD e
DE LORGERIL, 1992). A acdo antioxidante também induz a protecdo cerebral
mediante ativacdo da sinalizacdo, transcricdo, fosforilacdo e expressdo génica
(MAHAN; ESCOTT-STUMP; RAYMOND, 2012). Além disso, ha observacbes de que
os flavonoides atuam em fung¢des da tireoide, proporcionando a interrupcdo do
metabolismo dos hormonios T3 e T4. Outras atividades relatadas foram:
antiobesidade, antidiabético, antimicrobiano e antiviral (HOSSION et al.,, 2010;
MAHAN ESCOTT-STUMP; RAYMOND, 2012; SILVA e MURA, 2010). Apesar das
pesquisas, as doses diarias de fendis bioativos para humanos ndo sao bem
estabelecidas ou sdo contraditorias.

3.4.4. Métodos Analiticos

A avaliacdo da qualidade e da composicdo quimica de vinhos é realizada
através de analises quimicas globais ou especificas, complementadas pela analise
sensorial. Para tais casos, existem métodos padronizados (OlV, 2016a; OIV, 2016b).
Do mesmo modo, a avaliacdo do potencial enoldgico de uvas destinadas a vinificagéo
é feita por alguns parametros considerados classicos, como dosagem quantitativa de
acucares, acidos, pH, densidade do mosto, entre outros. No entanto, para avaliacdes
mais aprofundadas do potencial enologico de uvas e da qualidade de vinhos, sé@o
necessarios testes mais especificos. Nisso, sédo incluidas determinac¢des quimicas em
etapas da elaboracdo de produtos derivados de uvas, como os compostos fendlicos,
por exemplo (LORRAIN et al., 2013; SILVA et al., 2011; STRATIL; KUBAN; FOJTOVA,
2008). Assim, podem ser empregadas em etapas do processo de vinificacdo e na
determinac&o do valor nutracéutico (GARCIA-MARINO et al., 2011; YOU et al., 2012).

Em diversos paises, a analise de compostos fendlicos é uma pratica de rotina,
utilizando métodos analiticos como LC e MS (Tabela 3.2). Entre esses compostos
fendlicos, os ndo antocianicos possibilitam uma avaliacdo mais adequada da
gualidade de uvas e vinhos, uma vez que essas moléculas sdo mais estaveis, ou seja,
apresentam baixa reatividade quando comparados as antocianinas (GUERRA, 1997;
GUERRA, 2010; FREITAS e MATEUS, 2011). Entretanto, no Brasil, os procedimentos
para avaliagdo de compostos fendlicos ainda necessitam de desenvolvimento,
considerando que a ela tem sido feita, na grande maioria, por um método quimico

tradicional, denominado Folin-Ciocalteau ou pelo indice de fendis totais em 280 nm
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(ABE et al., 2007; RIBEREAU-GAYON, 2006b; ZANUS et al., 2009). A limitagéo
desses métodos é ndo diferenciar os compostos, gerando um resultado do contetdo
de fendis totais (OIV, 2016a).

Os compostos fendlicos ndo antocianicos com maior nimero de doseamentos
em estudos séo: estilbenos (trans-resveratrol, cis-resveratrol, trans-piceido e trans-¢-
viniferina), flavondis (quempferol, quercetina, miricetina e rutina), flavanois ((+)-
catequina, (-)-epicatequina), derivados de acidos fendlicos (acido p-cumarico, acido
trans-ferulico, acido caféico, acido trans-cinamico, acido galico, acido siringico, acido

vanilico, acido protocatéquico e acido salicilico).

Os métodos disponiveis na literatura (Tabela 3.2) indicam que o uso de técnicas
de LC, espectrofotometria e MS permitem a identificacéo e a quantificacéo de diversas
moléculas organicas, simultaneamente, em matrizes complexas, como 0 vinho
(ANDERSEN e MARKHAM, 2006; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2010;
SKOOG et al., 2006). A técnica de LC possibilita a separacdo de compostos e, com
os recentes avancos em UPLC, é possivel obter alta resolucéo e diminui¢cdo do tempo
de andlise (MALDANER e JARDIM, 2009). Entretanto, com base nesse levantamento
da literatura, os métodos disponiveis para doseamentos de compostos fendélicos em
uvas e vinhos séo inadequados para o atendimento aos objetivos dessa tese. Afinal,
tais métodos sdo longos, complexos, ndo foram completamente validados ou foram
aplicados a um pequeno nimero de amostras e analitos. Assim, 0s capitulos a seguir
apresentam o0s métodos analiticos para compostos fendlicos, com validacdo e
aplicacdo as amostras da Campanha Gaucha, bem como a avaliacdo de atividade

antioxidante, desenvolvidos na tese.
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Tabela 3.2. Lista de métodos por HPLC, e exemplos de UPLC, com detectores de UV/Vis,

DAD ou MS reportados na literatura cientifica para analises de compostos fendélicos néo

antocianicos em vinhos.
Tempo Preparo

. - b - .
(min) Amostrad Validacdo Apl. Fendis Referéncia
HPLC-UV/Vis
52 ID Parcial 7 M QK FANG et al., 2007
i . QKM158-1013 RODRIGUEZ-DELGADO
35 L-L Parcial 55 1417 19 33 etal.,, 2002
HPLC-DAD
35 ID NR 7 RV 28 30 36 ADRIAN et al., 2000
. RQKM58913
20 ID Parcial 10 14 17 19 33 38 AZNAR et al., 2011
BAPTISTA; TAVARES;
60 SPE Completa 36 R Q28 36 CARVALHO, 2001
35 ID Completa 5 RQ CARERI et al., 2003
. RQM158912
36 ID Parcial 17 19 36 37 CASTELLARI et al., 2002
90 SPE Parcial 1 RQ 1159 1327 1317 COTEA et al., 2012
32 QUEChERS Completa 8 RQ15 :?912 1317 FONTANéAotle‘lBOTTINI,
30 SPE Parcial NR RQ16917 KEREM et al., 2004
100 L-L Parcial 21 V 15 27 LANDRAULT et al., 2002
60 L-L Parcial 120 R 16 28 36 LIMA et al., 1999
50 ID NR 5 RQ937 LOPEZ et al., 2001
35 L-L Parcial 19 RQKM51719 36 MALOVANA et al., 2001
. RQKMAC589
60 ID Parcial 4 131819 21 37 PEREIRA et al., 2010
. RQKM13-6910 PEREZ-MAGARINO et al.,
140 SPE Parcial NR 1314 17 19 28 2008
35 L-L NR 9 RQKM RASTIJA et al., 2009
100 1D NR NR R917 19313237 REVILLA e RYAN, 2000
39 SPE Completa 12 QM1591317 SALVATORE et al., 2013
. SERUGA; NOVAK;
35 ID Parcial 11 Q1591719 JAKOBEK, 2011
75 SPE Parcial NR RQKM5171937 VILLIERS et al., 2004
55 ID Parcial 12 RV 16 28 36 39 VITRAC et al., 2005
HPLC/DAD/EM
RQM13-5910
120 Rotavapor NR 4 1314171924 30 MONAGAS et al., 2005
313536
38 ID Parcial 3 R AC 24 34-36 TENORE et al., 2011
UPLC-DAD
RQKMAC589
8 SPE Completa 4 10 13 19 37 SILVA et al., 2011
UPLC-MS
15 1D Completa 1 RQKMYVAC 1-38 VRHOVSEK et al., 2012

NR: informacéo néo relatada na literatura.
a|njec¢éo direta (ID); extracdo em fase sélida (SPE); extracdo em fase liquida (L-L).
b Aplicagdo: nimero de amostras de vinhos analisadas na literatura.

¢ Compostos Fendlicos: acido trans-cinamico (AC); trans-resveratrol (R); trans-¢viniferina (V); quempferol (K);
quercetina (Q); miricetina (M); acidos caféico (1), hidroxi-benzéico (2), caftarico (3), coutarico (4), p-cumarico (5),
elagico (6), fertarico (7), feralico (8), galico (9), protocatéquico (10), neoclorogénico (11), salicilico (12), siringico
(13), vanilico (14); astilbina (15); astringina (16); (+)-catequina (17); galato de (+)-catequina (18); (-)-epicatequina
(19); galato de (-)-epicatequina (20); (-)-epigalocatequina (21); galocatequina (22); galato de (-)-epigalocatequina
(23); miricetina-3-O-glicosideo (24); mircetina (25); naringenina (26); palidol (27); trans-piceido (28); piceatanol
(29); polidatina (30); procianidina B1 (31); procianidina B2 (32); quercitrina (33); quercetina-3-O-glicosideo (34);
qguempferol-3-O-glicosideo (35); cis-resveratrol (36); rutina (37); taxifolina (38); trans-&-viniferina (39).
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4. CAPITULOS







4.1. CAPITULO 1

Obtencdo de Amostras de Uvas e Vinhos da Campanha Gaucha e

Padrbes para Analises de Compostos Fendlicos






4.1.1. Introducgéo

As atividades da presente tese foram realizadas paralelamente com dois
projetos multidisciplinares e interinstitucionais. Ambos o0s projetos, ainda em
andamento, sdo coordenados pelo Centro Nacional de Pesquisa de Uva e Vinho da
EMBRAPA (EMBRAPA Uva e Vinho, Bento Gongalves, Rio Grande do Sul), e

abrangem o desenvolvimento da vitivinicultura na Campanha Gaucha.

Um dos projetos € intitulado “Tecnologias para o incremento da
sustentabilidade da vitivinicultura brasileira de clima temperado e tropical, aplicadas a
vinhos finos e sucos naturais” (cédigo 02.13.14.007.00.00, financiado pela
EMBRAPA), com o objetivo de “contribuir para a viabilidade, competitividade e
sustentabilidade da producdo brasileira de vinhos através da geracdo de
conhecimentos e tecnologias para a melhoria significativa da qualidade dos produtos
atuais e da criagcdo de novos produtos” (GUERRA, 2014). O outro projeto € intitulado
“‘Desenvolvimento da Indicacdo de Procedéncia ‘Campanha’ para vinhos finos e
espumantes” (cédigo 02.13.00.001.00, financiado pela Financiadora de Estudos e
Projetos - FINEP) e tem como objetivo “desenvolver a indicacdo de procedéncia

‘Campanha’ para vinhos finos e espumantes” (SILVEIRA, 2013).

A caracterizacdo de fendis bioativos em uvas e vinhos da Campanha Gaucha,
proposta nesta tese, pretente contribuir com resultados para esses projetos amplos.
Para atingir cada objetivo sdo necessarios: selecdo dos fendis bioativos a serem
dosados; obtencdo de amostras representativas da regido; disponibilidade de

métodos analiticos.
4.1.2. Padrdes Analiticos

Os compostos fendlicos a serem analisados em uvas e vinhos foram
selecionados considerando-se a sua indicagéo de bioatividade (Tabela 3.1) e relatos
de doseamentos na literatura (Tabela 3.2), bem como a sua disponibilidade de

aquisicao comercial.

No escopo da tese foram utilizados 20 padrbes de fendis bioativos para

doseamentos em uvas e vinhos, sendo 0s primeiros adquiridos comercialmente
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(Tabela | do Anexo). Esses foram definidos mediante cruzamento de dados de
bioatividade dos compostos fenodlicos (Tabela 3.1), com os doseamentos
disponibilizados na literatura (Tabela 3.2) e a possibilidade de aquisicdo comercial.
Apesar de existirem poucos estudos na literatura cientifica sobre alguns fenois, foram
incluidos alguns padrbes disponiveis no laboratério, como a astilbina e outros
flavandis. Os compostos fendlicos utilizados nesta tese abrangeram todas as classes
guimicas, exceto as flavanonas, devido a indisponibilidade de padrdo até 0 momento
em que as analises laboratoriais foram conduzidas. As antocianinas também néo
foram incluidas no escopo da tese, devido a sua alta reatividade em vinhos (item
3.4.2). Consequentemente, o perfil de antocianinas € dindmico ao longo do periodo
de evolucdo do vinho, tornando complexo o estabelecimento de correlacdo entre
antocianinas e bioatividade. O cis-resveratrol também n&o foi incluido devido a sua
baixa atividade biologica (MCNULTY e DAS, 2009; MORO; CARDOSO; CORREIA,
2008).

Todos os padrdes foram mantidos conforme recomendacéo do fabricante, sob
congelamento (-20 £ 5 °C), sob refrigeracéo (6 £ 2 °C) ou sob temperatura ambiente
em dessecador (20 + 2 °C). Alguns desses compostos sado fotolabeis. O trans-
resveratrol, por exemplo, é convertido da sua forma trans para cis quando exposto a

luz por tempo prolongado (WANG et al., 2002).

De forma geral, os compostos fendlicos sao soltveis em alcool metilico (MeOH)
e EtOH e sao apresentados na forma de p6 branco a amarelado e absorvem na regiao
do ultravioleta (O’NEIL, 2013).

4.1.3. Amostras

As amostras de uvas e vinhos tintos finos da Campanha Gaucha, utilizadas
nesta tese, foram as mesmas destinadas a execucdo de projetos de pesquisas da
EMBRAPA (GUERRA, 2014/ SILVEIRA, 2013).

4.1.3.1. Uvas

As uvas para a elaboracdo de vinhos experimentais foram coletadas por
colaboradores da EMBRAPA, entre 2013 e 2015. Foram utilizadas 150 plantas

previamente marcadas e representativas de cada vinhedo, objetivando a maior
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similaridade possivel quanto a idade, produtividade, sistemas de conducédo e poda.
Apos, 50 kg de cada amostra de uva foram enviados ao Laboratério de
Microvinificacdo da EMBRAPA Uva e Vinho e imediatamente resfriados. Nesse
laboratorio, foram elaborados os vinhos experimentais utilizados para analise do teor

de fendis bioativos nesta tese (item 4.1.3.2).

As amostras de oito uvas Vitis vinifera L. da Campanha Gaucha foram
coletadas no Laboratorio de Microvinificacdo para andlises de compostos fenélicos na
tese e sdo apresentadas na Tabela Il, em Anexo. Para tanto, 100 bagas foram
amostradas aleatoriamente e enviadas ao Laboratério de Cromatografia e
Espectrometria de Massas da EMBRAPA Uva e Vinho para o pré-processamento

imediato até a etapa que garanta a sua estabilidade (itens 4.6.2.1 e 4.6.3.1).
4.1.3.2. Vinhos

As amostras de vinhos e o0s respectivos codigos utilizados no desenvolvimento
da tese séo apresentados na Tabela Ill, em Anexo. Foram analisadas 103 amostras
de vinhos tintos finos de diferentes: variedades de uvas do Rio Grande do Sul,
majoritariamente da Campanha Gaucha (97); processos de vinificacdo; safras. As
amostras da Campanha Gaucha foram provenientes de 13 estabelecimentos
vitivinicolas, sendo dois, cinco e seis localizados, respectivamente, em trés
microrregifes: Campanha Gaucha Ocidental (Co), Campanha Gaucha Central (Cc) e

Campanha Gaucha Meridional (Cw).

As variedades de vinhos tintos incluidas no estudo apresentaram potencial
enolégico em pesquisas anteriores da EMBRAPA Uva e Vinho (GUERRA;
TONIETTO; MION-GUGEL, 2008a; GUERRA; ZUCOLOTTO; TONIETTO, 2008b;
GUERRA et al., 2009), ou foram identificadas durante a execucéo de projetos em
andamento (GUERRA, 2014; SILVEIRA, 2013). A maioria desses vinhos foi
proveniente da Campanha Gaucha, sendo que seis foram de outras regides e foram
utilizados apenas para viabilizar o desenvolvimento de métodos em tempo habil, ou

seja, antes do inicio do recebimento das amostras da Campanha Gaucha para teste.

Quanto ao processo de vinificagdo, os vinhos foram experimentais ou
comerciais. Os vinhos experimentais (66) foram obtidos através de microvinificagoes,

seguindo protocolos previamente estabelecidos e uniformizados para a elaboracéo
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dos vinhos no Laboratério de Microvinificacdo da EMBRAPA Uva e Vinho (DELTEIL,
2004; DI STEFANO et al., 2003; GUERRA; PEREIRA; ZANUS, 2007). Os vinhos
comerciais (37) foram adquiridos por pesquisadores e suas equipes, conforme projeto
em andamento (SILVEIRA, 2013). As safras de vinhos experimentais variaram de

2012 a 2015, enquanto as safras dos vinhos comerciais foram entre 2004 e 2015.

O critério de selegcdo das amostras de vinhos para esse estudo foi a sua
aprovacdo em analises quimicas e sensoriais, realizadas nos laboratorios de
Enoquimica e Analise Sensorial, respectivamente, da EMBRAPA Uva e Vinho. As
analises quimicas incluiram parametros classicos, como pH, acidez volatil, acidez fixa,
alcool, acucar, entre outros (OIV, 2016a; OIV, 2016b). As andlises sensoriais foram
realizadas de acordo com 0s seguintes parametros: cor, aroma, sabor e apreciacao
global (LONA, 2009; OIV, 2009).

4.1.4. Métodos Analiticos

Para a selecdo dos métodos analiticos a serem aplicados para a anélise de
fendis bioativos em uvas e vinhos, foi realizado um levantamento da literatura
cientifica. Os métodos mais modernos utilizam instrumentos de alta tecnologia, como
a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), com acoplamento aos
espectrometros de massa com alta seletividade. Entretanto, tais equipamentos
apresentam custo elevado e ainda sdo pouco difundidos em laboratorios de
instrumentacdo (LORRAIN et al., 2013). Os cromatégrafos a liquido de alta eficiéncia
ainda sdo os mais amplamente distribuidos dentro dessa categoria de equipamentos.
Entdo, convém propor métodos alternativos, simples e validados, por HPLC para
andlises de fendis bioativos em uvas e vinhos. O método deve ser escolhido de acordo
com o propdsito do estudo, os analitos a serem dosados e a matriz na qual estédo
inseridos (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2006; SKOOG et al., 2006). Além disso, a
validagéo de métodos analiticos é imprescindivel aos laboratorios para o cumprimento
de normas de Boas Préticas de Laboratorio (BPL) mundialmente reconhecidas (ABNT,
2005).

Para a realizacdo de andlises de rotina e uma possivel disponibilizacdo de
metodologia a outros laboratérios, foram priorizadas técnicas envolvendo o uso de

HPLC-UV ou HPLC-DAD. Afinal, esses equipamentos sdo mais facilmente
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encontrados nos laboratorios brasileiros da area enoldgica. Entretanto, conforme
informacdes disponiveis na Tabela 3.2, os métodos encontrados na literatura ndo
atendem a todos os requisitos desejados para a realizacdo de andlises laboratoriais:
meétodo rapido, completamente validado, destinado a analise do maior nimero de
compostos fendlicos e aplicado as diferentes variedades de uvas e vinhos. Por isso,
previamente as analises de fendis bioativos em uvas e vinhos da Campanha Gaucha,
foi necessario desenvolver e validar métodos analiticos por HPLC-DAD conforme os
requisitos necessarios para atingir os objetivos desta tese. Para possibilitar uma
andlise simulanea de varios compostos fendlicos, foi necesséria uma limpeza

preliminar das amostras e/ou o0 uso de UPLC-MS.

Ferramentas para o controle de qualidade sédo extremamente Uteis para ampliar
a insercao de produtos no mercado. Isso é imprescindivel no caso de vinhos brasileiros,
devido a sua alta potencialidade para contribuicdo a economia do pais. Entretanto, para
uma criteriosa avaliacdo do desempenho e da qualidade desses produtos, ainda ha
uma grande caréncia de meétodos. Por isso, € fundamental que os laboratérios
enoldgicos brasileiros disponham de uma metodologia simples, rapida, confiavel e

versatil para atender as crescentes demandas e exigéncias analiticas.
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4.2. CAPITULO 2

Método HPLC-DAD para Determinacgéao de
trans-Resveratrol e Quercetina em Vinhos Tintos






4.2.1. Introducgéo

Os dois compostos fendlicos mais estudados quanto a bioatividade e ao teor
em uvas e vinhos, séo o trans-resveratrol e a quercetina (Tabelas 3.1 e 3.2). Assim,
sao os analitos mais requisitados para avaliagdes gerais em pesquisas cientificas ou
da qualidade de produtos relacionados a vitivinicultura. Apesar disso, os métodos
disponiveis na literatura para o doseamento desses compostos séo longos, nao foram
validados, foram aplicados em poucas amostras reais ou requerem equipamentos

muito sofisticados, como UPLC e MS.

Buscando-se encontrar um método alternativo, mas cumprindo os requisitos
mencionados, Varios ensaios foram conduzidos visando ao estabelecimento de um
método por HPLC-DAD para analise de trans-resveratrol e quercetina em amostras
de vinhos. Alguns métodos publicados foram utilizados como ponto de partida para a
escolha de eluentes, diluentes para padrdes, coluna e gradiente no HPLC (KEREM et
al., 2004; RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2002). Assim, um meio sintético de vinho,
composto por EtOH 12% v/v, acido L-tartarico 5,5 g L™ e ajuste do pH para 3,5 com

hidréxido de sédio 1 M, foi escolhido para a dissolucao dos padrdes.

Como solventes orgéanicos para a eluicdo em HPLC-DAD, foram testados
MeOH e acetonitrila (ACN), com composi¢cfes variadas. O eluente aquoso foi 4cido
férmico 0,1% v/v, sendo este aditivo escolhido por ser um acido fraco e,
consequentemente, apresenta baixo risco de danos a coluna de HPLC. Outras
variaveis avaliadas foram o fluxo (0,8 a 1,2 mL mint) e o gradiente da fase movel.
Apo6s a confirmacdo da eluicdo dos dois analitos, foram realizados testes com
amostras de vinho puro, as quais foram apenas filtradas através de filtro 0,45 um, para

otimizar o gradiente (item 4.2.2).

Previamente as andlises em HPLC-DAD, a coluna foi condicionada mediante
passagem do gradiente estabelecido (Tabela 4.2.1), repetidamente, até atingir 30
minutos. Considerando que as amostras de vinhos foram analisadas diretamente, isto
€, contendo alta concentragcdo de compostos organicos, posteriormente as analises,
foi realizada uma limpeza adequada da coluna de HPLC. Para tanto, foi utilizada uma

solucédo de MeOH 90% v/v, com fluxo de 1 mL min, durante 30 minutos. A limpeza
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da coluna foi confirmada através da auséncia de picos detectados através do DAD.
Assim, para uma jornada de oito horas de trabalho, foi possivel realizar cerca de 42

analises.

Finalmente, o método mais promissor para andlise de trans-resveratrol e
guercetina em amostras de vinhos teve duragao de 10 minutos no HPLC-DAD e foi
validado. Esse tempo € bastante reduzido quando comparado a métodos com
propdsito similar na literatura (Tabela 3.2) (BAPTISTA; TAVARES; CARVALHO, 2001,
CARERI et al., 2003; PEREIRA et al., 2010; SILVA et al., 2011). Cabe salientar, que
esse método pode ser adaptado para equipamentos de HPLC com detector UV/Vis,
uma vez que muitos possibilitam a selecdo dos dois comprimentos de onda

estabelecidos para a andlise de trans-resveratrol e quercetina.

Esse método foi a primeira abordagem no escopo desta tese, com a finalidade
de realizar uma exploragdo preliminar de amostras de vinhos tintos finos em
equipamento HPLC-DAD. A fim de disponibilizar esse método aos laboratorios
brasileiros, um manuscrito foi submetido a revista Pesquisa Agropecuaria Brasileira
(PAB).
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4.2.2. Artigo Submetido ao Peridédico Pesquisa Agropecuaria Brasileira

Validacdo de método cromatografico para analises de rotina de
trans-resveratrol e quercetina em vinhos tintos
Leticia Flores da Silvatl4, Celito Crivellaro Guerra®,

Ana Beatriz Costa Czermainski®®, Leonardo Ferrari® e Ana Maria Bergold®

(DEmbrapa Uva e Vinho, Rua Livramento, 515, CEP 95700-000 Bento Gongalves, RS,
Brasil. E-mail: leticiaflores@ig.com.br, celito.guerra@embrapa.br,

ana.czermainski@embrapa.br

@Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul, Campus
Bento Gongalves, Avenida Osvaldo Aranha, 540, CEP 95700-000 Bento Gongalves,

RS, Brasil. E-mail: leonardo.enologo@gmail.com

®Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmécia, Laboratdrio de
Quimica Farmacéutica, Avenida Ipiranga, 2752, CEP 90610-000 Porto Alegre, RS,

Brasil. E-mail: ana.bergold@ufrgs.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi validar um método rapido e com baixo
consumo de solventes para a analise de trans-resveratrol e quercetina em vinhos
tintos. As amostras foram filtradas e analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), com detector de arranjo de diodos (DAD), em 306 e 371 nm para
trans-resveratrol e quercetina, respectivamente. Utilizou-se uma coluna octilsilano e
fase mével composta por um gradiente de metanol, agua e acido formico. O método
foi validado de acordo com as figuras de mérito: especificidade, linearidade, limite de
deteccao, limite de quantificacdo, preciséo, exatidao e robustez. Assim, o método de
CLAE-DAD proposto pode ser facilmente implantado para andlises de trans-

resveratrol e quercetina em vinhos tintos.

Termos para indexacdo: trans-resveratrol, quercetina, cromatografia, vinho tinto,

Brasil
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Validation of chromatographic method to routine analysis of

trans-resveratrol and quercetin in red wines

Abstract — The objective of this work was to validate a rapid method and with low
solvents usage, for analysis of trans-resveratrol and quercetin in red wines. The
samples were filtered and analysed by high pressure liquid chromatography (HPLC)
with photodiode array detector (PDA), at 306 and 371 nm for trans-resveratrol and
guercetin, respectively. An octylsilane column was used and the mobile phase was
composed by a gradient of methanol, water and formic acid. The method was validated
according to figures of merit: specificity, linearity, limit of detection, limit of
guantification, precision, accuracy and robustness. Therefore, the HPLC-PDA
developed method may be easily implanted for analysis of trans-resveratrol and

guercetin in red wines.
Index terms: trans-resveratrol, quercetin, chromatography, red wine, Brazil
4.2.2.1. Introducéo

Os polifendis presentes em uvas e vinhos, tais como trans-resveratrol e
guercetina, possuem potente atividade bioldgica e interesse em medicina, nutricdo e
areas afins (Flamini et al., 2013; Ribéreau-Gayon, 2006). Por isso, esses sao os dois
polifendis mais pesquisados na vitivinicultura, envolvendo diferentes variedades de
vinhos, condicdes edafoclimaticas, regides viticolas ou tecnologia de elaboracédo de
vinhos (Aznar et al., 2011; Baptista et al., 2001; Careri et al., 2003; Fontana & Bottini,
2014; Malovana et al., 2001; Monagas et al.,, 2005; Pereira et al., 2010). As
propriedades biolégicas sdo dependentes da dose de polifendis e sédo caracteristicas
de variedades ou regides produtoras de uvas (Carbonell-Bejerano et al., 2014; Ferrer-
Gallego et al.,, 2012; Ribéreau-Gayon, 2006; Tenore et al.,, 2011). Os vinhos
representam uma das fontes mais ricas desses compostos na dieta humana,
apresentando beneficios a saude quando consumidos moderadamente (Fernandez-
Mar et al., 2013; Flamini et al., 2013). Por isso, elevados teores de polifendis podem
agregar valor aos vinhos, sendo um fator importante para o marketing e a

comercializacao.

Uma grande limitacdo das analises quimicas para a deteccao e a quantificacao

desses compostos é que vinhos sdo amostras complexas, principalmente quanto a
66



diversidade e aos altos teores de compostos orgéanicos (Delcambre et al., 2013;
Guerra, 2010). Esses compostos englobam metabdlitos primérios, como agucares,
acidos organicos, aminoacidos e carboidratos, 0s quais sao interferentes em diversos
métodos de analises de polifendis. Por esse motivo, as técnicas instrumentais
analiticas mais seletivas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), séo
fundamentais para realizar andlises qualitativas e quantitativas de polifendis
especificos em vinhos (Aznar et al., 2011; Baptista et al., 2001; Careri et al., 2003;
Fontana & Bottini, 2014; Malovana et al., 2001; Monagas et al., 2005; Pereira et al.,
2010; Ribéreau-Gayon, 2006). Ja existe uma tecnologia mais avancada nessa linha
de equipamentos, com uso da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE) associada a detector de arranjo de diodos (DAD) (Silva et al., 2011) ou a
espectrometria de massas (Ignat et al., 2011; Vrhovsek et al., 2012). Entretanto, a
CLUE ainda ndo estd ao alcance da maioria dos laboratorios (Pereira et al., 2010),
incluindo aqueles relacionados a enologia no Brasil, por se uma area em expansao no
pais. A escassez de publicacbes com doseamentos especificos de polifendis em
vinhos brasileiros indica que a maioria das avaliacdes tem sido realizada por técnicas
genéricas e pouco seletivas, como as determinacdes de polifendis totais em
espectrofotometro de absor¢do na regido do ultravioleta (UV) (Ignat et al., 2011;
Ribéreau-Gayon, 2006). Considerando isso, 0 emprego de CLAE-DAD, uma técnica
mais acessivel do que CLUE e mais confidvel do que UV, possibilitaria o

desenvolvimento de estratégias para o avanco da qualidade dos produtos brasileiros.

Um dos inconvenientes da CLAE-DAD € que a maioria dos métodos para
analise simultanea de trans-resveratrol e quercetina sdo demorados, com duracao
superior a 30 minutos, a fim de promover a separacao da variedade de compostos
com alta similaridade quimica (Baptista et al., 2001; Careri et al., 2003; Fontana &
Bottini, 2014; Malovana et al., 2001; Monagas et al., 2005; Pereira et al., 2010). O
provavel motivo desse elevado tempo € a analise simultdnea de trans-resveratrol,
guercetina e outros marcadores de polifendis bioativos em vinhos tintos. Em muitos
desses casos, inclusive, o preparo de amostra requer um procedimento laborioso e
oneroso (Baptista et al., 2001; Fontana & Bottini, 2014; Ignat et al., 2011; Malovana et
al., 2001; Monagas et al., 2005). Entretanto, observou-se que quando o objetivo for a
determinacao exclusiva de trans-resveratrol e quercetina, o tempo de analise pode ser
bastante reduzido e a manipulagéo da amostra pode ser simplificada, mantendo-se a
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confiabilidade dos resultados. Além da praticidade, essas otimiza¢des na técnica de
analise possibilitam a reducéo do volume de fase mével (FM), de custos e da geragéo
de residuos quimicos (Tobiszewski & Namiesnik, 2012). Os métodos de CLAE-DAD
publicados até o momento ndo contemplam simultaneamente as caracteristicas ideais
analise de trans-resveratrol e quercetina nos laboratorios enologicos brasileiros, tais
como: rapidez de andlise, praticidade no preparo de amostras, validagdo conforme os
requisitos da ANVISA (2003) e aplicacdo em amostras de vinhos tintos (Aznar et al.,
2011; Baptista et al., 2001; Careri et al., 2003; Fontana & Bottini, 2014; Malovana et
al., 2001; Monagas et al., 2005; Pereira et al., 2010; Ribéreau-Gayon, 2006).
Considerando tais aspectos, o objetivo desse trabalho foi validar um método rapido e
com menor geracao de residuos por CLAE-DAD para a determina¢éo dos teores de

trans-resveratrol e quercetina em vinhos finos.
4.2.2.2. Material e Métodos

Os padrdes analiticos (pureza > 90,0%) de trans-resveratrol, quercetina e
possiveis interferentes presentes em vinhos (trans-resveratrol-3-4-D-glicopiranosideo,
miricetina, quempferol e quercetina-3-O-glicosideo) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Missouri, EUA). Foram preparadas solugdes estoque de cada padrao (200 mg
L), utilizando &lcool metilico (MeOH) 50% v/v como diluente. O cis-resveratrol foi
obtido mediante exposi¢éo do trans-resveratrol (200 mg L) a luz solar direta (Baptista
et al., 2001; Castellari et al., 2002; Monagas et al., 2005), por 48 horas. A partir da
solucado estoque, foram preparadas as solucdes para a validagcdo do método,
conforme descri¢cdes nas figuras de mérito a seguir. Como diluente dessas solucoes,
foi utilizado um vinho sintético adaptado de Malovana et al. (2001), composto por:
alcool etilico 12% v/v, 5,5 g L de &cido L-tartarico e pH 3,5 ajustado com hidréxido
de s6dio 1 M.

Acetonitrila (ACN), MeOH, acido formico (AF) e acido L-tartarico foram de grau
adequado para CLAE (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Alcool etilico, hidroxido de
sédio e acido cloridrico foram de grau analitico (Merck, Darmstadt, Alemanha). O
preparo das solugbes foi realizado com agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Billerica —
Massachusetts, EUA). As FM foram previamente desgaseificadas por dez minutos
com auxilio de ultrassom (modelo T50, Thornton, Porto Alegre - RS), bomba de vacuo

(modelo CL, Fanem, S&o Paulo - SP) e agitagdao manual.
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O preparo de cada solugédo para andlise em CLAE-DAD (Shimadzu, Quioto,
Japao) consistiu de filtracdo de 2 mL através de membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) com poros de 0,45 pum (Millipore). O sistema de CLAE-DAD foi composto pelos
modulos: detector de arranjo de fotodiodos SPD-M10AVP, modulo de controle UFLC
CBM-20A, duas bombas LC-10AD e injetor manual Rheodyne®. Os dados foram
obtidos e analisados com o auxilio do aplicativo Class-VP, versédo 6.12 (Shimadzu,
Quioto, Japdo). Os métodos de Kerem et al. (2004) e Malovand et al. (2001) foram
referéncias para a selecdo de FM organica (MeOH ou ACN e AF 0,1% v/v como
aditivo), coluna (fases estacionarias octilsilano “C8” ou octadecilsilano “C18) e
gradiente de FM organica (inicio de 0, 30 e 50%, com maximo de 70% v/v). As colunas
testadas foram: C8 (4,6 x 150 mm, particulas de 5 pm, poros de 100 A; VertiSep UPS,
Vertical, Muang — Nonthaburi, Tailandia), C8 (4,6 x 150 mm, particulas de 5 um, poros
de 100 A; 5 C8, ACE, Aberdeen — Craibstone, Escécia) e C18 (4,6 x 150 mm,
particulas de 5 pm, poros de 120 A; ODS Hypersil, Thermo, Waltham -
Massachusetts, EUA).

As figuras de mérito adequadas para a validacdo de métodos analiticos foram
avaliadas com base nas descri¢cdes de técnicas e limites de aceitacdo da ANVISA
(2003): especificidade, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, preciséo,
exatidao e robustez. A variedade Merlot (amostras 1 e 2 do Rio Grande do Sul, safra
2012) foi utilizada como modelo de matriz para validagcdo. Para as analises dos dados
e obtencéo de estimativas dessas figuras de mérito foi utilizado o0 SAS/STAT® software
(SAS Institute Inc., 2008).

A especificidade foi avaliada através da analise dos polifendis que poderiam
interferir no método, incluindo o cis-resveratrol. Além disso, os padrbes de trans-
resveratrol e quercetina foram submetidos a estresse por hidrélise acida, a fim de obter
possiveis produtos de degradagédo (ANVISA, 2003) e analisados em triplicata. Para
tanto, a solugéo padrdo (20 mg L de cada) foi misturada com um igual volume de
acido cloridrico 0,1% v/v (pH 1,8) e exposta a 30 minutos de ultrassom. Para cada um
desses ensaios de especificidade, os cromatogramas foram avaliados por DAD

(ANVISA, 2003) e os resultados foram comparados com uma solucdo padréo integra.

Um ensaio adicional de especificidade foi realizado através da avaliacdo da

estabilidade dos analitos, verificada frente as condi¢des de conservagao das amostras
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Merlot (1 e 2) estocadas em microtubos a -20 °C, por 21 meses. Além disso, foi
realizada uma tentativa de concentracdo dos analitos na amostra por aquecimento,
adaptando-se o0 método proposto por Monagas et al. (2005), em rotavapor a 30 °C.
Para tanto, a termolabilidade foi investigada por evaporacédo de 5 mL de cada amostra
até secura, em banho-maria (50 °C), seguido de reconstituicdo do residuo em 1 mL
do mesmo diluente utilizado para os padrdes analiticos.

A analise de variancia (ANOVA) das integracfes das areas obtidas para
construir as curvas padrdo em trés dias diferentes foi utilizada para avaliacdo da
linearidade do método. As curvas padrao foram construidas com as solucdes
contendo 2,0; 10,0; 15,0; 25,0 e 35,0 mg L' de cada analito. O coeficiente de
correlacdo (r) e a equacéo da reta referentes a cada padrdo foram determinados
através de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Adicionalmente, as
curvas padréo foram determinadas ao longo de dois anos através de cartas controle
para o monitoramento dos valores de intercepto e inclinagdo correspondentes a cada
analito. Foi estabelecido como limite de aceitacdo a média +2 ¢ (desvio padréao) dos

valores obtidos.

Foram estimados os limites de deteccdo e quantificacdo a partir de dados da
linearidade, como o desvio padrdo médio do intercepto de trés curvas padrdo e o
coeficiente de correlagéo linear (ANVISA, 2003).

Para os ensaios de precisao e exatidado, foram adicionados a amostra Merlot 2
trés niveis de concentracdes dos padrées de trans-resveratrol e quercetina: baixo (10
mg L), médio (15 mg L?) e alto (25 mg L1). A precisdo, expressa em termos de
coeficiente de variagdo (CV%), foi calculada com base nas quantificacdes de seis
injecbes dessas amostras fortificadas com padrdes em CLAE-DAD. Para avaliacdo da
exatidao, foi verificado o efeito da matriz em cada vinho fortificado, mediante calculos

de recuperacao (%) dos padréo adicionados.

A robustez foi investigada pela avaliagdo de pequenas variacdes nas condicdes
cromatograficas mais susceptiveis a alteracdes (ANVISA, 2003). Assim, foi modificada
a composicao das FM de 0,10 para 0,09 e 0,11% de AF. Outra modificacao testada
foi na marca da coluna de fase reversa C8 utilizada na validacao, ou seja, troca da

coluna Vertical por ACE.
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Depois de validado, o método foi avaliado através de andlises das doze
amostras de vinhos experimentais, os quais foram elaborados por método classico
(Guerra, 2010) a partir de uvas (Vitis vinifera L.) de variedades tintas (Cabernet Franc,
Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot, Petit Verdot, Pinot Noir, Ruby Cabernet, Syrah,
Tannat e Tempranillo), provenientes do Rio Grande do Sul, safra 2012. Entre essas
amostras, duas foram de Merlot (1 e 2) e Petit Verdot (1 e 2) e uma das demais
variedades. Os picos de trans-resveratrol e quercetina foram identificados nos
cromatogramas das amostras por comparacao dos tempos de retencdo (tr) e
espectros na regiao do ultravioleta (UV) com os respectivos padrdes. A quantificacao
foi realizada mediante determinacao das areas dos picos dos analitos.

4.2.2.3. Resultados e Discussao

Na etapa de desenvolvimento do método CLAE-DAD, a FM composta por
MeOH apresentou valores adequados (FDA, 1994) de resolucao (> 2,0) e assimetria
de pico (= 2,0), enquanto o uso de ACN resultou em assimetria superior a 2,0. As
colunas de fase C8 proporcionaram um menor tempo para eluicdo dos picos do que a
coluna C18, sem prejuizo de resolucao e assimetria. A FM orgéanica iniciando em 50%
proporcionou o0 menor tempo de analise (10 min), quando comparados a 0 e 30% (15
min). Assim, 0s parametros cromatograficos mais adequados conforme resolucéo e
assimetria de pico, associados ao menor tempo de analise, foram obtidos com as
condi¢des cromatograficas para o método desenvolvido (Tabela 4.2.1). O método por
CLAE-DAD proposto € rapido, com obtencdo do cromatograma em apenas dez
minutos, enquanto outros previamente estabelecidos para analise de polifendis,
consomem tempos acima de 30 minutos (Baptista et al., 2001; Careri et al., 2003;
Fontana & Bottini, 2014; Malovana et al., 2001; Monagas et al., 2005; Pereira et al.,
2010). Essa redugédo no tempo de analise foi devido a troca da coluna tradicionalmente
utilizada (C18) por outra com a fase estacionaria um pouco mais polar (C8), bem como
pelo uso de um gradiente com elevada proporc¢do de FM organica no inicio do método
(MeOH 50% v/v).

Os comprimentos de onda (nm) para a deteccdo de cada analito (10 mg L)
foram estabelecidos de acordo com os maximos (Amax) obtidos para cada padréo
individualmente, sem interferéncias dos picos vizinhos e do diluente de padrbes

(Figura 4.2.1a). Assim, foram estabelecidos 0s Amax de 306 e 371 nm, para as
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guantificacdes de trans-resveratrol e quercetina, respectivamente. Os tr foram cerca
de 4,1 (trans-resveratrol) e 8,0 minutos (quercetina), os quais séo inferiores a outros
relatados na literatura (Aznar et al., 2011; Baptista et al., 2001; Careri et al., 2003;
Fontana & Bottini, 2014; Malovana et al., 2001; Monagas et al., 2005; Pereira et al.,
2010). Os picos de trans-resveratrol e quercetina do vinho Merlot 2 apresentaram
separacdo adequada, possibilitando a integracdo de suas areas (Figura 4.2.1b). O
vinho tinto apresentou varios picos mais intensos que, provavelmente, sdo outros
polifendis em alta concentracao, tais como as antocianinas (Guerra, 2010; Ribéreau-
Gayon et al., 2006).

Os polifendis com caracteristicas quimicas semelhantes ao trans-resveratrol
(cis-resveratrol e trans-resveratrol-3-#-D-glicopiranosideo) e a quercetina (miricetina,
guempferol e quercetina-3-O-glicosideo), assim como os produtos de degradacao
acida, nao interferiram nos picos de interesse (Tabela 4.2.2). A ordem de eluicdo dos
analitos e dos compostos interferentes foi a mesma obtida por outros autores (Baptista
et al., 2001; Castellari et al., 2002; Wang et al., 2002). Os produtos de hidrélise acida
apresentaram tr menores que os analitos, sendo, portanto mais polares que seus
precursores e ndo interferem na sua analise (Tabela 4.2.2). A estabilidade dos analitos
em meio acido nao foi determinada em trabalhos anteriores quimica (Baptista et al.,
2001; Careri et al., 2003; Fontana & Bottini, 2014; Malovana et al., 2001; Monagas et
al., 2005; Pereira et al., 2010).

Na avaliacdo da estabilidade dos analitos a -20 °C, o perfil cromatografico nao
foi alterado e os analitos foram reduzidos a niveis aceitaveis de +15% (Tabela 4.2.3)
(ANVISA, 2003). Esses resultados indicam que o armazenamento de amostras em
congelador é adequado no intervalo de tempo avaliado. Entretanto, outro estudo
investigou a estabilidade do trans-resveratrol, em solucdo de MeOH, a -20 °C e
determinou como tempo maximo de cinco dias para estoque nessas condi¢des (Wang
et al., 2002). Idealmente, convém que cada laboratério realize os testes de
estabilidade, a fim de estabelecer as melhores condi¢des de estocagem e preparo das

amostras.

As amostras apresentaram baixos valores de recuperacdo quando submetidas
a temperatura de 50 °C (Tabela 4.2.3). Isso indica que esse método para concentrar

as amostras através de aquecimento ndo é adequado. Além disso, foram constatados
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CV% elevados, justificados pelo manuseio excessivo das amostras e pela
necessidade de reconstituicdo do residuo obtido em diluente. Monagas et al. (2005)
realizou a concentracdo dos polifendis em vinhos através de equipamento de
rotavapor (30 °C). Considerando que o rotavapor nem sempre esta disponivel nos
laboratérios e com o propdsito de disponibilizar um método simples possivel, esse
método foi desconsiderado nesse trabalho.

O método apresentou linearidade na faixa de 2,0 a 35,0 mg L para cada
analito, com coeficientes de correlacdo superiores a 0,99 (Tabela 4.2.3). A analise de
variancia demonstrou a alta significancia do efeito da regresséo linear (p<0,01) e que
nao houve desvio significativo da linearidade (p>0,10). A analise dos residuos da
regressao indicou ndo haver qualquer transgressado ao modelo linear simples. Para a
maioria das curvas padrdo utilizadas na carta controle (1 a 10), os valores de
inclinacdo e intercepto correspondentes as equacdes de reta de cada analito foram
mantidos dentro dos limites de normalidade (média + 20) (Figura 4.2.2). Apenas um
ponto ficou fora dos limites, o qual pode ser observado no intercepto do trans-
resveratrol (curva 4, Figura 4.2.2a). Por esse motivo, laboratérios podem utilizar
ferramentas como cartas controle para o acompanhamento das curvas padréo,
principalmente em casos de trocas de equipamentos, analistas e produtos quimicos.
Dessa forma, é possivel identificar possiveis erros laboratoriais relacionados a curva
padrdo. Os dados da carta controle podem ser usados como subsidios para a
investigacdo em casos de resultados de areas fora da especificacdo, conforme
indicado pelo FDA (2006) e Kuselman et al. (2012).

Os limites de deteccao e quantificacdo foram determinados e s&o inferiores aos
teores usualmente encontrados (0 a 6,5 mg L para trans-resveratrol e 0 a 8,84 mg L-
! para quercetina), principalmente em vinhos tintos (Baptista et al., 2001; Careri et al.,
2003; Fontana e Bottini, 2014; Guerra et al., 2008; Malovana et al., 2001; Monagas et
al., 2005; Pereira et al., 2010; Silva et al., 2011; Vrhovsek et al., 2012).

De acordo com os valores de CV% inferiores a 15%, o método foi considerado
preciso (Tabela 4.2.3). A exatidao foi demonstrada por meio das recuperacdes entre
85 e 115%, indicando que a matriz ndo interfere na metodologia desenvolvida (Tabela
4.2.3).
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O método também foi robusto frente as modifica¢cdes da concentragdo do AF
na FM e marca da coluna, uma vez que 0s picos nao sofreram alteragbes
consideraveis (CV <5,0%) em seus tr € areas (Tabela 4.2.3). O pH da FM original (AF
0,1% v/v) foi de 3,19 e sofreu uma pequena variacao nas concentracdes de AF 0,09%
v/v (pH = 3,30) e 0,11% v/v (3,10).

Os resultados obtidos para as figuras de mérito avaliadas para esse método
CLAE-DAD foram de acordo com os limites aceitaveis (ANVISA, 2003). A maioria dos
estudos anteriores ndo apresentou ou realizou uma validacdo parcial (Aznar et al.,
2011; Castellari et al., 2002; Kerem et al., 2004; Malovana et al., 2001; Monagas et
al., 2005; Pereira et al., 2010). Baptista et al. (2001) e Careri et al. (2003) validaram
um método por CLAE-DAD, porém de 60 e 35 minutos, respectivamente. Fontana e
Bottini (2014) validaram um método por CLAE-DAD, mas que requer um preparo de
amostras complexo. Silva et al. (2011) e Vrhovsek (2012) validaram métodos para o
doseamento de varios polifendis em vinhos, mas com uso de CLUE.

Para cada pico de analito da maioria dos vinhos tintos foi constatada uma
pureza superior a 95%, o que reduz a possibilidade de coeluicdo com outros
compostos. Uma excecao foi observada para os vinhos das variedades Syrah,
Tempranillo e Petit Verdot, com pureza de pico entre 90 e 95% para o trans-
resveratrol. Por isso, se forem observadas purezas de picos inferiores a 90%, é
recomendavel utilizar um método com tempo de corrida mais prolongado para
promover uma melhor separacdo entre o analito e interferentes (Kazakevich &
Lobrutto, 2007). Assim, € possivel assegurar a conformidade com os requisitos de
seletividade preconizados por érgaos regulamentadores (ANVISA, 2003). Os doze
vinhos tintos apresentaram variacfes nos teores dos compostos polifendlicos (Figura
4.2.3). Os valores variaram em funcéo das variedades analisadas conforme esperado
(Guerra et al., 2008). Os teores de trans-resveratrol obtidos para os vinhos variaram
de 2,46 até 15,88 mg L1, enquanto a quercetina foi de 3,85 até 26,51 mg L (Figura
4.2.3). Tais resultados foram similares ou superiores aos obtidos em estudos
anteriores de vinhos tintos de varias regiées do mundo (Baptista et al., 2001; Careri et
al., 2003; Fontana e Bottini, 2014; Monagas et al., 2005; Pereira et al., 2010; Silva et
al., 2011; Vrhovsek et al., 2012). Uma concentragcao superior de quercetina (38,55 mg

L) foi encontrada em amostras de vinhos das Ilhas Canarias (Malovana et al., 2001).
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As amostras Pinot Noir e Merlot 2 apresentaram altos valores dos dois analitos, ao
contrario de Malbec (Figura 4.2.3), sendo necessérias analises de um maior nimero
de amostras dessas variedades para verificar se esses teores séo tipicos da regiao

de procedéncia em estudo.
4.2.2.4. Conclusdes

1. Os resultados obtidos na validacao indicam que o método desenvolvido por CLAE-
DAD é adequado para a andlise de trans-resveratrol e quercetina em vinhos tintos.

2. O método apresentado por CLAE-DAD é mais rapido e gera menor volume de
residuos quimicos do que os disponiveis na literatura cientifica, o que facilita a sua

implantacéo para o controle de qualidade de vinhos tintos em laboratorios brasileiros.

3. A andlise do teor de trans-resveratrol e quercetina em dez variedades de vinhos
tintos experimentais do Rio Grande do Sul (12 amostras) indica que o método é capaz

de diferenciar o teor desses polifendis.

4. Esse método por CLAE-DAD podera ser utilizado como referéncia para andlises de

trans-resveratrol e quercetina em outros produtos derivados de uvas, como Sucos.
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Tabela 4.2.1. Condi¢cBes analiticas adotadas para a determinagéo de trans-resveratrol e de
guercetina em vinhos tintos.

Condic¢ao Descricao

Pré-coluna Recheio C8 (Phenomenex)

C8 VertiSep UPS (Vertical), 4,6 x 150 mm, com tamanho de particula

Coluna 5 um e tamanho de poro de 100 A

Fase mével A Acido férmico 0,10% v/v, diluido em agua ultrapura

Fase moével B Acido formico 0,10% v/v, diluido em MeOH

Gradiente Linear, com concentracfes dg A: 50% v/v de 0 a 5 min; 30% v/v de 7
a 8 min; 50% v/v de 9 a 10 min.

Volume de injecao 20 pL

Fluxo 1,0 mL min-t

Deteccao (DAD) 306 nm (trans-resveratrol), 371 nm (quercetina)

Tabela 4.2.2. Avaliacdo de possiveis interferentes no método CLAE-DAD para andlise de
trans-resveratrol e guercetina em vinhos tintos.

Possivel Composto Interferente tr (Min) Amax (NM)

Estilbenos

trans-resveratrol-3--D-glicopiranosideo 2,6 306
cis-resveratrol 8,6 285
Flavondis

miricetina 4,5 374
guempferol 9,3 365
guercetina-3-O-glicosideo 3,5 354
Hidrdlise acida - trans-resveratrol 3,6 306
Hidrdlise acida - quercetina 7,4 371
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Tabela 4.2.3. Figuras de mérito do método cromatografico (CLAE-DAD) para analise de trans-
resveratrol e quercetina em vinhos tintos.

Figura de Mérito Limite trans-Resveratrol Quercetina

Especificidade (Merlot 2)

Estabilidade® (-20 °C) 85 - 115 (<5)® 103,06 (4,94) 89,34 (1,81)
Estabilidade® (50 °C) 85 - 115 (<5)® 81,58 (10,83) 89,69 (16,08)
Linearidade

Equacédo da reta®@ ) y = 123723x + 8015 y = 109813x -124862
r@ 0,99®) 0,9947 0,9951
Regressao linear® >9,33 1012,85 1474,19
Desvio da linearidade® <5,41 0,29 1,50
Faixa linear (mg L) - 2,0a35,0 2,0a35,0
Limites

Detecgdo (mg L?) - 0,22 0,33
Quantificagcao (mg L) - 0,68 0,99
Precisdo (CV1%) <5,000 7,84 2,52
Exatidao®4 (%) 85 - 1150 99,74 (4,37) 106,90 (2,22)
Robustez

FM - % AF (CV2%) - 4,78 6,31
Marca coluna (CV3%) - 3,97 4,63

(1) Média (%) e CV% calculados em termos de recuperagéo (n = 3).

(@) Calculada a partir de soluges padréo analisadas no mesmo periodo das amostras (curvas 1, 2 e 3 da Figura
4.2.2).

) ANOVA (p = 0,01).

@) Calculado para vinho Merlot 2, nos niveis de concentracGes baixo (10 mg L), médio (15 mg L?) e alto (25 mg
L1).

) ANVISA (2003) e FDA (2001).
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Figura 4.2.1. Cromatogramas em 340 nm, obtidos conforme método CLAE-DAD para:
solugédo padrédo de trans-resveratrol (R) e quercetina (Q), na concentracéo de 10 mg L%, com
respectivas estruturas quimicas e espectros UV (a) e vinho tinto Merlot 2 (b).
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amostras de vinhos tintos elaborados com uvas do Rio Grande do Sul, safra 2012.
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4.3. CAPITULO 3

Método HPLC-DAD Il para Determinacéo de Seis Fendis Bioativos em Vinhos Tintos






4.3.1. Introducgéo

Pelos mesmos motivos explicitados no item 4.2.1, optou-se pelo uso de HPLC-
DAD para o desenvolvimento do método Il. Com base no método apresentado no
Capitulo 2, foram realizadas varias tentativas para aumentar ao maximo o numero de
flavondis e estilbenos com andlise direta de amostras de vinhos em HPLC-DAD.
Assim, novos analitos foram inseridos, totalizando nove fendis bioativos. Entre os
estilbenos, além do trans-resveratrol, foram avaliados: trans-¢-viniferina, trans-piceido
e piceatanol. Entre os flavondis, além da quercetina foram testados: quempferol,
miricetina e rutina. Também foi testado o &cido trans-cindmico, um precursor comum

dessas classes de metabdlitos de videira.

O meio sintético de vinho, descrito no item 4.2.1, foi avaliado para preparar as
solugdes estoque de padrdes, mas este foi incapaz de solubilizar aqueles compostos
menos polares, como o quempferol. Por isso, foram testados MeOH 50% v/v, EtOH
70% v/v e EtOH p.a., sendo que o EtOH 70% v/v foi escolhido por manter os padrdes
soluveis e estaveis por mais tempo em refrigerador (até uma semana). A partir dessas
solugdes, foram preparadas as solu¢des das curvas de calibragdo, com a mesma
composicdo de solvente organico do inicio de cada gradiente testado e sem o acido

féormico.

No método por HPLC-DAD II, foram mantidos a mesma composicao qualitativa
de eluentes e 0 mesmo fluxo (1 mL mint), conforme previamente estabelecidos para
a analise de trans-resveratrol e quercetina (Tabela 4.2.1). A concentracdo de MeOH
na fase movel B foi alterada de 100% para 90% v/v, a fim de reduzir a formacao de
bolhas no sistema HPLC. Contudo, foi necessario avaliar novas condi¢cbes de
gradiente da fase movel para a analise desse maior numero de compostos. O tempo
de analise foi aumentado para possibilitar a separacdo do maior nimero de compostos
fendlicos. A concentracdo méxima de fase movel B ao longo do gradiente foi
aumentada de 70% para 90% em relacdo ao método descrito na Tabela 4.2.1, para
viabilizar a eluicdo de compostos fendlicos menos polares, como o quempferol.
Também foi reduzida a concentracdo de MeOH no inicio da analise de 50% para 30%
v/v (sobre 90% v/v), para promover a separagdo preliminar de alguns compostos

interferentes mais polares do que os de interesse. O ajuste final do gradiente foi
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realizado frente a pequenas alteracdes nas concentragdes de solvente organico no
gradiente até obter a separacdo dos picos cromatograficos. No inicio e no final das
analises, a manutencéo da coluna de HPLC-DAD foi realizada conforme descrito no
item 4.2.1. Entdo, para uma jornada de oito horas de trabalho, foi possivel realizar

cerca de 14 andlises.

Para checar a seletividade do método, paralelamente ao DAD, foram
conduzidas deteccdes em espectrometro de massas hibrido de quadrupolo e tempo
de voo (QTOF), com alta resolucdo. Dos nove fendis bioativos em teste, foram
quantificaveis com alta seletividade: acido trans-cindmico, trans-resveratrol, trans-¢
viniferina, quempferol, quercetina e miricetina. Os compostos rutina, trans-piceido e
piceatanol apresentaram baixa pureza de pico. Sendo assim, foi proposto e validado
um método de 30 minutos em HPLC-DAD para os demais seis fenois bioativos. Este
método apresentou tempo inferior a outros previamente relatados para o0 mesmo
namero de compostos fendlicos, com validacdo completa e com uso de HPLC-DAD
(Tabela 3.2).

Apesar de usar o QTOF na validagdo do método HPLC-DAD II, na rotina
laboratorial pode ser empregado o método com o uso de HPLC e detector DAD. Dessa
forma, ap6s a validacdo do método, foram analisadas 87 amostras de vinhos

comerciais e experimentais da regido da Campanha Gaucha (Capitulo 4).

O método desenvolvido contribui para a realizacdo de pesquisas relacionadas
a vinhos com diferentes abordagens, como por exemplo: avaliacdo de variedades de
uvas, novas regides vitivinicolas, condi¢cdes climaticas, sanidade de plantas, entre
outras. Para essas avalia¢cfes, frequentemente, sdo necessarios conhecimentos de
peculiaridades das amostras, como a biossintese caracteristica de seus metabdlitos
primarios e secundarios. Os compostos fendlicos representam a classe de metabdlitos
secundarios com maior interesse, pois apresentam alta correlagdo com os efeitos
benéficos de uvas e vinhos na saude humana. Portanto, o conhecimento das rotas
metabdlicas mobilizadas pode fornecer subsidios importantes para o desenvolvimento
de produtos ou para a caraterizacdo de produtos de regides especificas. No item 4.3.2,
0 artigo aceito para publicacdo pelo periodico Chemical Papers apresenta 0s
resultados obtidos para a validacdo do método HPLC-DAD Il e os cromatogramas

correspondentes aos padrdes e as amostras de vinhos.
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Quantification of bioactive phenols, like stilbenes and flavonols (SaF), has been
conducted to evaluate the nutraceutical potential of red wines. However, there is still a
lack of full validated, fast and accessible liquid chromatography methods offering high
selectivity and a simple procedure. We present here the use of a high-resolution mass
spectrometer to evaluate the selectivity of a feasible and traditional liquid
chromatography technique (HPLC-DAD) to analyze markers of aglycone SaF in red
wines. The SaF compounds were tested: trans-resveratrol, trans-¢-viniferin, quercetin,
myricetin, and kaempferol, as well as trans-cinnamic acid, one of their precursors.
System suitability and validation tests were employed for the selected conditions
(octylsilane column, methanol mobile phase, and gradient elution). The validation
process ensured the HPLC-DAD method was selective, linear, sensitive, precise,

accurate and robust. The method was then applied to red wine samples from the
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Campanha Gaucha region, Southern Brazil. The real samples contained different SaF
levels, showing that the method is applicable to routine use. Furthermore, this was the
first SaF characterization of red wines from the Campanha Gaucha, contributing to

regional and product development.

Keywords: bioactive phenols, red wine, liquid chromatography, mass spectrometry,

validation
4.3.2.1. Introduction

Biological studies, dealing with the French Paradox, showed that red wines are
associated with increased longevity and the prevention of diseases in moderate
consumers (Bidlack & Wang, 2006; Renaud & De Lorgeril, 1992), and that such
responses could be mainly attributed to the wine phenol constituents (Flamini et al.,
2013; Khan et al., 2013). The wide variety of phenolic compounds found in wines has
as their precursor trans-cinnamic acid. They are derived from the secondary
metabolism of grapes and may be classified into non-flavonoid and flavonoid groups
(Crozier et al., 2006; Ribéreau-Gayon et al., 2006). Among these classes, the bioactive
stilbenes and flavonols (SaF) are the focus of the nutritional aspects of grapes and
their derived products, which are some of the major sources of such compounds in the
human diet (Bidlack & Wang, 2006; Malovana et al., 2001; Monagas et al., 2005;
Pereira et al., 2010; Pérez-Magarino et al., 2008; Rodriguez-Delgado et al., 2002; Silva
et al., 2011; Tenore et al., 2011, Villiers et al., 2004, Vitrac et al., 2005; Vrhovsek et
al., 2012).

Stilbenes are non-flavonoid molecules, like trans-resveratrol, trans-piceid and
viniferin, whereas flavonols are from the flavonoid class, like quercetin, kaempferol and
myricetin (Crozier et al., 2006; Ribéreau-Gayon et al., 2006). trans-Resveratrol and
guercetin, for example, have been extensively evaluated due to their biological
activities in the cardiovascular system, brain protection, antioxidative processes, and
antitumor and anti-inflammatory actions (Baur et al., 2006; Bidlack & Wang, 2006;
Flamini et al., 2013; Prior, 2006; Tringali, 2012). The majority of the grape phenols
naturally occur as glycosides, but the wine fermentation processes in acid media

usually promote the hydrolysis of the glycoside linkage giving the corresponding
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aglycone molecules, which are easier to absorb through the gastrointestinal system
(Bidlack & Wang, 2006; Crespy et al., 1999, 2002; Murota & Terao, 2003).

The development of wines containing high levels of SaF may enhance the
health benefits already identified in humans (Cotea et al., 2012). It may be substantially
supported by a chemical characterization of the SaF biosynthetic pathways, where
some SaF markers would be detected in higher doses than their common precursors
(e.g. trans-cinnamic acid) (Baur et al., 2006; Prior, 2006). UPLC (ultra-performance
liquid chromatography) coupled to a MS (mass spectrometer) is the most modern
technique and, in principle, can create faster and more selective methods than HPLC
(high-performance liquid chromatography) coupled to a DAD (diode array detector)
(Cielecka-Piontek et al., 2013). Indeed, UPLC-MS should be the first choice for SaF
guantification in wines. However, UPLC-MS is not widely available in food laboratories
yet, because of the high costs associated with purchasing, and the need for
maintenance and skilled personnel. Therefore, it seems clear that the HPLC-DAD may
be a suitable analytical option for several laboratories, since it is still the most
widespread LC (liquid chromatography) instrumentation worldwide, mainly in wineries
or small research centers, where the funding and resources are sometimes restricted.
Some previous publications used HPLC-DAD for SaF determination in wines (Adrian
et al., 2000; Aznar et al., 2011; Cotea et al., 2012; Malovana et al., 2001; Pereira et
al., 2010; Pérez-Magarino et al., 2008; Villiers et al., 2004; Vitrac et al., 2005). A simple
direct injection of the samples for analysis of resveratrol and other SaF has been
described in some methods (Adrian et al., 2000; Carer et al., 2004; Castellari et al.,
2002; Lopez et al., 2001; Pereira et al., 2010; Revilla & Ryan, 2000; Vitrac et al., 2005).
Complex sample preparation has been required by other procedures (Baptista et al.,
2001; Cotea et al., 2012; Fontana & Bottini, 2014; Kerem et al., 2004; Lima et al., 1999;
Malovana et al., 2001; Paulo et al., 2011; Pérez-Magarino et al., 2008; Villiers et al.,
2004), but they may introduce analytical errors, be expensive, cause environmental

pollution due to chemical waste and be time-consuming.

The evaluation of the selectivity for each chromatographic peak is another
important aspect, since it is a crucial validation requirement for such methods
(ANVISA, 2003; FDA, 2001; Gonzalez et al., 2014; 1SO, 2005). Concerning SaF

determination in wines, a full exploration of selectivity data is indispensable because
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the compounds have similar chemical characteristics among themselves and with
other organic compounds in the matrix, such as the high levels of red wine pigments
(anthocyanins, a positively charged flavonoid class). Interfering compounds may
exhibit coelution and, consequently, lead to overestimation of the content, or non-
selective detection of, the analytes (Gonzéalez et al., 2014). The DAD detector and,
mainly, high-resolution mass spectrometers (e.g. a hybrid quadrupole time-of-flight, or
QTOF, instrument) may be able to provide more data through software tools, such as
providing the purity index of the chromatographic peaks (ANVISA, 2003; FDA, 2001;
Kazakevich & Lobrutto, 2007). Despite this, selectivity has not been extensively
investigated for these analyses when DAD is the detector (Adrian et al., 2000; Aznar
et al., 2011; Castellari et al., 2002; Cotea et al., 2012; Gomez-Alonso et al., 2007,
Kerem et al., 2004; Lima et al., 1999; Lopez et al., 2001; Malovana et al., 2001,
Pereira et al., 2010; Pérez-Magarino et al., 2008; Rastija et al., 2009; Revilla & Ryan,
2000; Villiers et al., 2004; Vitrac et al., 2005). A few selective and validated HPLC-DAD
methods were found (Baptista et al., 2001; Careri et al., 2004; Fontana & Bottini, 2014),
but they did not focus on SaF markers. In the literature, no HPLC-DAD method that
combines a short analysis time (below 30 min), simple sample preparation, and full
validation with high selectivity has so far been reported. Conditions like these are useful
to combine time-reduction with good laboratory practices (Lorrain et al., 2013). Thus,
the present study aimed to employ QTOF to check the selectivity of a feasible HPLC-
DAD method for chemical characterization of the SaF biosynthetic pathways (trans-
resveratrol, trans-¢-viniferin, quercetin, myricetin, kaempferol and trans-cinnamic acid)
in red wines, with no sample preparation. A preliminary application of the method in
routine analyses of Southern Brazilian red wines is also presented here.

4.3.2.2. Experimental
4.3.2.2.1. Chemicals and Standards

Methanol, acetonitrile and formic acid were HPLC grade and were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Reagent grade ethanol was obtained from
Merck (Darmstadt, Germany). Ultra-pure water (Milli-Q, Millipore, USA) was used to
prepare all the solutions. Analytical standards of trans-cinnamic acid, trans-resveratrol,

trans-e-viniferin, quercetin, kaempferol and myricetin were purchased from Sigma-
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Aldrich (St. Louis, MO, USA). Malvidin-3-O-glucoside and (+)-catechin were purchased
from Extrasynthese (Genay, France). All standards were of at least 94% purity.

A stock solution was prepared containing 200 ng mL* of each analyte, whose
concentrations were corrected according to respective purities, and was diluted with
ethanol 70% (v/v in water). Fractions of the stock solution were kept protected from
light and stored at 4 °C for a week. The working standard solutions were prepared

daily.
4.3.2.2.2. Samples of Red Wines

Tests were conducted with samples of commercial red wines from the
Campanha Galucha region, the grapes for which were harvested between January and
February 2012. The following wine samples derived from six different varieties of
grapes were used: Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot, Tannat, and

Tempranillo.

Before analysis, all samples were stored at 20 + 2 °C. Samples were filtered
through a 0.45 um hydrophilic PVDF (polyvinylidene fluoride) membrane (Millipore,
USA), and used without dilution.

4.3.2.2.3. Method Development

The method conditions were optimized by testing different solvents (acetonitrile
and methanol), column types (octylsilane—C8 and octadecilsylane—C18), column
lengths (15 and 25 cm), column packing particle sizes (2.6 and 5.0 um) and elution
gradients. The peaks of the chromatograms were evaluated by Rs (resolution) and TF
(asymmetry), following suitability recommendations (Bliesner, 2006; FDA, 1994;
Kazakevich & Lobrutto, 2007; Shabir, 2003).

The settings for DAD detector were experimentally established. For this, the tr
(retention time) and Amax (maximum ultraviolet absorption wavelength) were
determined for each analyte. Full system suitability was also checked, considering: k
(capacity factor), Rs, TF and N (number of theoretical plates).
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4.3.2.2.4. HPLC-DAD Conditions

Determinations of SaF and trans-cinnamic acid were carried out by HPLC-DAD.
A Shimadzu system (Kyoto, Japan) equipped with a DAD detector (SPD-M10AVP),
two dual piston solvent delivery pumps (LC-10AD), a controller module (UFLC CBM-
20A) and CLASS VP software (version 6.12) were used. The column selected was a
C8 (Vertical) 150 x 4.6 mm, 5 um particle size, carbon load of 9%, surface area of 450
m?2 g* and pore size 10 nm. It was protected with a guard column of C8 material
(Phenomenex). Detection was conducted at 276, 306, 322, 365, 371 and 374 nm,
according to the Amax of each analyte. The injection volume was 20 uL and the flow
rate was 1 mL min-t. Mobile phase A consisted of formic acid and water (1:1000, v/v)
and mobile phase B consisted of methanol, formic acid and water (900:1:100, v/v/v).
The linear gradient was: from 30% to 45% of B in 7 min, 45% of B for 7 min, from 45%
to 55% of B in 1 min, from 55% to 65% of B in 9 min, from 65% to 90% of B in 1 min,
90% of B for 2 min, from 90% to 30% of B in 0.5 min, 30% of B for 2.5 min. The total

time of analysis was 30 min.
4.3.2.2.5. Method Validation

The analytical method described in the HPLC-DAD Conditions section was
validated for its intended use. The performance characteristics defined in the validation
guidelines from the Food and Drug Administration (FDA, 2001) and the Brazilian
Health Surveillance Agency (ANVISA, 2003) were followed.

Selectivity was evaluated by assessing peak purity and Rs. Purity was
determined using features of the DAD detector managed by the CLASS VP software,
as follows: overlay of the spectra at different peak points; calculation of the purity index
(from 250 to 600 nm); evaluation of the contour graph; and plots of three-dimensional
(3D) graphs. Peaks of compounds were considered pure when the purity index was
higher than 0.99.

For a more consistent evaluation of selectivity, an Ultima API Q-TOF instrument
(Micromass, Manchester, UK) was used and it was controlled by Masslynx software,
version 4.1 (Waters, Milford, United States). The analyses were conducted with ESI

(electrospray ionization), in positive mode scanning from m/z 150 to 1000. The cone
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and desolvation nitrogen supply (99.0% purity) was set at flow rates of 30 and 300 L
h-1, respectively. The instrument operation conditions were: capillary voltage of 2000
V, cone voltage of 100 V, source temperature of 80 °C, desolvation temperature of 150
°C. TOF was set at 9100 V, and detector voltage (MCP) was 1900 V, in V mode. The
m/z data were registered by comparison with malvidin-3-O-glucoside (m/z 493.14) and

(+)-catechin (m/z 291.09) standards, both of which are common wine constituents.

Linearity was performed by analyzing of three calibration curves on different
days. Each solution was injected in triplicate. The stock solution was used to prepare
calibration curve solutions at six concentration levels, being all of them diluted in
ethanol 70% (v/v in water) (see Chemical and Standards section). For cinnamic acid
the concentrations were 0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10.0 ug mL%, whereas for the other
analytes (trans-resveratrol, trans-g-viniferin, quercetin, kaempferol and myricetin) the
concentrations were 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0 and 40.0 ug mL. Linear regression
equations were calculated by the least squares method. The linearity was evaluated
by ANOVA.

Sensitivity was assessed by LOD (limit of detection) and LOQ (limit of
guantification). They were determined by the noise level of the chromatograms
obtained from linearity studies (ANVISA, 2003; FDA, 2001).

Precision was determined by an intra-day test (repeatability) and an inter-day
test (intermediate precision). Repeatability was conducted by spiking a sample
(Cabernet Sauvignon) with three concentration levels of SaF standards, prepared as
six replicates on the same day. Concentrations were: low (L, 2.5 ug mL* for cinnamic
acid and 10.0 ug mL*for the SaF), medium (M, 5.0 ug mL*for cinnamic acid and 20.0
ng mLt for the SaF) and high (H, 7.5 ng mL* for cinnamic acid and 30.0 ug mL* for
the SaF). Intermediate precision was determined by spiking the same concentration
levels, prepared in triplicate on three different days. The precision of the results was
expressed by %RSD (relative standard deviation).

Accuracy was assessed by a recovery study processed in the same way as the
repeatability work. Calculations of accuracy were based on comparison of the

theoretical and the measured concentrations.
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Robustness was corroborated by deliberate method modifications. Investigation
of little differences in the elution gradient was conducted (Tests 1, 2 and 3). Test 1 was
carried out as described in the HPLC-DAD Conditions section from 0 to 14 min and
from 26 to 30 min, with changes from 50% to 65% of B in 11 min and from 65% to 90%
of B in 1 min. Test 2 was performed using a change from 30% to 40% of B in 7 min,
40% of B for 7 min, from 40% to 55% of B in 1 min and then the same as described in
the HPLC-DAD Conditions section from 15 to 30 min. Test 3 was run according to
HPLC-DAD Conditions section from 0 to 14 min and from 26 to 30 min, varying only
from 50% to 55% B in 1 min, from 55% to 65% B in 9 min, from 65% to 90% B in 1
min and keeping 40% of B over 1 min.

Another test for robustness consisted of the replacement of the column by
another C8 column (ACE, 150 x 4.6 mm, 5 um, 10 nm pore size, surface area of 300
m? g1). This column had similar specifications to the one used in the original method,

except for its surface area and brand.
4.3.2.2.6. Method Application

The practicability of the validated method was checked with real red wine
samples from the Campanha Gaucha region, as described under the Samples of Red
Wines section. All quantified analytes of these samples had their peaks compared with

standards in terms of tr, UV/VIS (ultraviolet/visible) spectra and purity.
4.3.2.2.7. Statistical Analysis

Recovery, precision, robustness, linearity assessments, ANOVA, determination
of calibration curve and r2 were calculated using Excel 2013 software (Microsoft Corp.,
Redmond, United States), being confirmed through OriginPro 8 software (v8.0724)
(OriginLab Corp., United States).

4.3.2.3. Results and Discussion
4.3.2.3.1. Development of HPLC-DAD Method

In this study, the focus was on developing a very selective method for the
analysis of the largest possible number of markers of SaF biosynthetic pathways in red

wines using an accessible technique (HPLC-DAD). To accomplish this goal, the
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method was exhaustively tested under the conditions presented in Table 4.3.1, and
then optimized. Observations on the performance of the system suitability are also
presented, namely Rs and TF for each methodological variation. Rs, which measures
the separation between two peaks, is recommended to be over 2.0 (FDA, 1994). The
Rs values between most analytes and the adjacent peaks were at least 2.0, ensuring
an adequate chromatographic separation (Table 4.3.2). The Rs of resveratrol was
close to 2.0. However, some authors recommend acceptance criteria with Rs less than
1.5 (Bliesner, 2006; FDA, 1994). Considering the high purity of the resveratrol peak,

the Rs close to 2.0 did not cause error of integration.

Table 4.3.1. HPLC conditions during SaF and trans-cinnamic acid method development.

Column Eluent® ?gﬁ;ebrﬂityd
Phase D'”gr‘f]’:ﬁ)'g’”s P?;ch)le Po(rfn?)lze Organic® TF Rs
C18 250 x 4.6 5.0 12 ACN >2.0 <15
C18 250 x 4.6 5.0 12 MeOH <20 <15
C18 150 x 4.6 5.0 12 ACN >2.0 <15
C18 150 x 4.6 5.0 12 MeOH <20 <15
C18 150 x 4.6 2.6 10 ACN >2.0 <15
C18 150 x 4.6 2.6 10 MeOH >2.0 <15
C8 150 x 4.6 5.0 10 ACN <20 <15
C8 150 x 4.6 5.0 10 MeOH <20 >2.0

a Length and internal diameter of column.

b Same gradient conditions as described in HPLC-DAD Conditions section. Use of methanol (MeOH) or
acetonitrile (ACN).

¢ Aqueous/organic ratio was constant. Organic phase was always 90% (v/v in water), and formic acid
was added to this to give 0.1% v/v. Aqueous phase was fixed (formic acid 0.1% v/v).

d System suitability in terms of TF and Rs, with acceptable values of 2.0 and >2.0, respectively (FDA,
1994).

The selectivity using a DAD detector has been previously reported, but with the
use of an UPLC instrument (Silva et al., 2011). In addition, the TF of a peak should be
equal to, or less than, 2.0 in order not to have tailing complicate the integration
(Bliesner, 2006; FDA, 1994).
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Guidelines require that the system suitability is shown to be acceptable before
method validation (ANVISA, 2003; FDA, 2001). The only tested method that was in
compliance with this requirement was using a C8 column and an organic mobile phase
composed of methanol (see HPLC-DAD Conditions section). Given its suitability, this
method was chosen to be validated. Detection characteristics of this method, like tr
and Amax are described in Table 4.3.2. Since the analytes studied all have a very strong
chromophore, they also proved to have high enough molar absorptivity to be
detectable by UV (Kazakevich & Lobrutto, 2007). Nevertheless, the method is suitable
for the DAD detector instead of a UV/VIS one, since the specific Amax Of each analyte
is required for their detection. SaF and trans-cinnamic acid have different properties of
Amax and polarity, evidenced by different tr values. In the current study, such specific

differences were fully explored to separate each analyte and to obtain a pure peak.

HPLC-DAD chromatograms at 306 nm demonstrated good peak separation
(Fig. 4.3.1) allowing suitable identification of each peak (Fig. 4.3.2). The chromatogram
of a solution containing a mixture of standards at 10 ug mLis presented in Fig. 4.3.1a.
A comparison of a typical red wine chromatogram with a spiked red wine (10 ng mL™?
of analytical standards) is illustrated in Fig. 4.3.1b, recorded at 306 nm. The analytical
profile of each analyte was then established using the developed method.

100{ R

50 e

mAU

100

14 16 18 20 22 24 26 28 30
Minutes

Fig. 4.3.1. HPLC-DAD chromatograms obtained according to parameters defined in HPLC-

DAD Conditions section: standard mixture with 10 ug mL? of each analyte at 306 nm (a);

overlaid at 306 nm for unspiked red wine (bottom line) and red wine spiked (top line) with a

standard mixture of analytes (b). Peak identifications: trans-resveratrol (R), myricetin (M),

trans-g-viniferin (V), quercetin (Q), trans-cinnamic acid (C) and kaempferol (K).
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Table 4.3.2. Analytical characteristics and selectivity (values + SD) of the HPLC-DAD method
for SaF and trans-cinnamic acid standards, according to Section HPLC-DAD Conditions.

% —

% [e)

2 s s g E o c =
g - g : . o s
¢ s 9 : g S =

x = S =

Detection characteristics®

tr (Min) tr 23.38 15.63 21.78 26.65 22.53 16.91

+1.0 +0.16 +0.20 +0.08 +0.21 +0.13 +0.32

Amax (NM) - 276 306 322 365 371 374

System suitability®

k >2.0 13.23 8.57 12.50 15.47 12.67 9.37

+0.05 +0.05 +0 +0.05 +0.30 +0.05

Rs >2.0 2.25 2.18 4.38 9.22 7.13 3.05

+0.08 +0.04 +0.52 + 0.09 + 0.50 +1.42

TF <2.0 1.0 0.97 0.92 1.05 1.03 1.02

=0 +0.05 +0.04 +0.05 +0.05 +0.04

N >2000 71202 11872 54081 41161 42283 8923

+ 764 + 461 + 3098 + 1018 + 444 + 326

Selectivity®

tr (Min) tr 23.06 15.33 21.60 26.34 22.22 16.58

+1.0 +0.05 + 0.08 +0.03 +0.03 +0.02 +0.08

Amax (NM) - 276 306 322 365 371 374

Purity - >0.99 1.00 1.00 >0.99 >0.99 >0.99

a According to Bliesner (2006), FDA (1994) and Shabir (2003).
b Determined by DAD detector for each analytical standard (Fig. 4.3.2a).
¢ Determined at Amax Of each SaF of a spiked wine (n = 6, low level = 10 ug mL).

The system suitability of parameters under the test conditions is also described
in Table 4.3.2. The obtained values for all analytes in the low level spiked wine (2.5 ng
mL? for cinnamic acid, and 10 pg mL* for other SaF) were according to
recommendations (FDA, 1994).
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Fig. 4.3.2. Set of UV spectra for all the analytes, with their corresponding chemical structures.

The use of a C8 column for SaF and trans-cinnamic acid analysis is different to
most published HPLC methods, that use C18 phase columns instead (Careri et al.,
2004; Cotea et al., 2012; Lépez et al., 2001; Malovana et al., 2001; Tenore et al., 2011).
Determination of trans-resveratrol has been conducted with a column similar to the one
used in this research (Zhou et al., 2004), i.e. it had the same technical specifications,
but that study used an isocratic elution. The columns with a C8 phase are less
hydrophobic than those with a C18 phase. Compared to C18, a C8 column decreases
the retention of moderately polar compounds (Kazakevich & Lobrutto, 2007), like SaF
and trans-cinnamic acid. These characteristics were fully explored and found to give
suitable separation and represented an advantage in method optimization. Then, a C8
phase column may be a good option to obtain the desirable system suitability,

selectivity and a fast chromatographic run for the HPLC standards (30 min).
4.3.2.3.2. Method Validation

The method was considered suitable in terms of the performance characteristics

defined by FDA (2001) and ANVISA (2003) guidelines, namely: selectivity, linearity,
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LOD, LOQ, precision, accuracy and robustness. Calibration results are reported in
Table 4.3.3. Precision, accuracy and robustness are exposed in Table 4.3.4.

Table 4.3.3. Calibration values of the HPLC-DAD method (defined on Section HPLC-DAD
Conditions) for SaF and trans-cinnamic acid standards.

o o —
5 2 o £
o] — — — —_
S < L s 2 o c c
= © e o = ) = =
g s £ 7 > E o 8
a8 £ = & % & < =3
= E C & @ S & =
O S n c < X
5} c ] fas
14 © = -
Range (ug mLt) - 0.1-10.0 1.0-40.0 1.0-40.0 1.0-40.0 1.0-40.0 1.0-40.0
r2 >0.99 0.9966 0.9972 0.9940 0.9954 0.9916 0.9952
Slope £ SD - 254231 167034 66919 123799 87227 89030
+1633  £4180 L4750 14113 +5055  +1366
Intercept + SD - 27071 -35370 -66727 -182808  -134573  -119958
+ 1389 + 16851 + 4698 + 10076 + 7879 + 6143
Linear regression® >9.33 9254.7 4739.2 3586.6 5055.0 2300.3 4599.3
Linearity deviation® <5.41 4.96 0.27 2.32 2.82 1.87 2.50
LOD (ug mL) - 0.02 0.33 0.23 0.27 0.30 0.23
LOQ (ug mLt) - 0.05 1.01 0.70 0.81 0.90 0.69

a Three calibration curves, in three different days. Calculations were performed accordingly to FDA
(2001) and ANVISA (2003).
b Calculated by least squares regression, with p < 0.01 (n = 18).

The primary method selectivity was verified by the classic crossing DAD data of
UV spectra (Fig. 4.3.2), purity index (at least 0.99) and tr (standard deviation—SD < 1)
of the analytes. Previous methods have used only this simplified approach, or
something even less rigorous, to check the selectivity (Castellari et al., 2002; Cotea et
al., 2012; Kerem et al., 2004; Lima et al., 1999; Malovana et al., 2001; Paulo et al.,
2011; Pereira et al., 2010; Pérez-Magarino et al., 2008; Villiers et al., 2004). Some of
these published chromatograms had critical regions of elution with wide unknown
peaks and baseline deviation, as demonstrated in Fig. 4.3.1. This does not impair the

use of the method, but during validation it is recommended that a thorough knowledge
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of the interferences and their identities and tr values be acquired (ANVISA, 2003; FDA,
2001). For these reasons, we conducted an exhaustive exploration of the DAD and
QTOF data obtained from the chromatograms of red wines analyzed by the developed
method. Chromatograms recorded at 525 nm (Fig. 4.3.3a), in the visible region,
suggested the presence of anthocyanic pigments, according to a well know UV/VIS
profile (Burns et al., 2002, OIV, 2015). The three-dimensional graph (Fig. 4.3.3b) also
illustrates an intense absorption (MAU) where these interferences elute through a
range of tr: from 0 to 15.0 min, from 19.0 to 21.3 min and after 28 min. QTOF data
confirmed the interference of anthocyanic pigments and other phenols in these three
tr ranges, showing higher total ion counts through the chromatogram and also their
characteristic m/z for molecular ions and fragments in positive mode (ESI*) in
accordance with previous publications (Burns et al., 2002; De Rosso et al., 2012,
Flamini, 2003; Gordillo et al., 2012; OIV, 2015; Wu et al., 2005). The main interferences
occurred from 0 to 15.0 min, where the combined mass spectra registered m/z 291.09,
579.13 and 867.18 which are compatible with wine flavanols (Fig. 4.3.3c). Trace levels
of some nonacylated anthocyanins (m/z 479.08 and 465.09) were also detected
through the first 15 min (Fig. 4.3.3d). From 19.0 to 21.3 min, a high quantity of malvidin-
3-0O-glucoside (m/z 493.14, and its fragment m/z 331.10) and peonidol-3-O-glucoside
(m/z 462.14) were found (Fig.3e). Additionally, the sensitivity of QTOF, over that of the
DAD, enabled the detection of acetylated (m/z 505.14, 535.15) and coumarylated (m/z
639.17) anthocyanins that seem to appear after 28 min (Fig. 4.3.3f).

Anthocyanins, which are responsible for the color of red wines, and flavanols
were the major interfering compounds in this analysis of SaF and trans-cinnamic acid
in red wines. To ensure system suitability, it was necessary to identify a safety region
to perform selective determinations of SaF and trans-cinnamic acid by direct injection
of red wine in HPLC, that is: from 15.0 to 19.0 min and from 21.3 to 28 min. Absorptions

by the interferents did not occur in the visible range at the tr defined for analysis.
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Table 4.3.4. Precision, accuracy and robustnes of the HPLC-DAD method for SaF and trans-
cinnamic acid analysis in Cabernet Sauvignon red wine. The method is as described in the
HPLC-DAD Conditions section.

© S
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& T 2 < 2 © c c
g o = o = o = =
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o 3 % 2 S ¥ <
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04 © = =
Repeatability (%0RSD)*
L <15 1.98 1.78 1.85 3.55 4.63 4.04
M <15 0.94 1.90 1.35 5.11 4.44 4.15
H <15 0.51 1.27 3.36 3.52 1.88 1.17
Intermediate precision (%RSD)*
L <15 5.56 5.65 3.20 8.03 7.48 5.24
M <15 4.41 3.09 5.28 8.49 7.61 6.00
H <15 3.78 4.58 4.97 9.16 8.48 5.37
Accuracy (% Recovery)*
L 85-115 94.66 101.30 106.27 101.32 97.94 101.52
M 85-115 102.57 102.48 100.98 103.62 98.70 99.77
H 85-115 102.07 105.86 106.95 87.40 90.12 86.70
Robustness (RT)
Elution — Test 1 - 23.91 17.03 22.48 27.54 22.97 17.80
Elution — Test 2 - 23.15 17.76 21.72 25.74 22.98 19.02

* Spiked wine with three level of each analytical standard of SaF, defined on Section Method Validation
(L =low, M = medium and H = high).

Linearity was observed for all analytes, over their concentration ranges and r2 >
0.99. ANOVA confirmed a linear relationship (Fcaic > Ftab, p<0.01) and no deviation from
linearity (Fcac < Ftab, p>0.01). The calibration curves covered the range of analyte

concentrations normally found in red wines (Adrian et al., 2000; Castellari et al., 2002;
Fontana & Bottini, 2014; Lima et al., 1999; Lopez et al., 2001; Malovana et al., 2001;
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Vitrac et al., 2005). Linearity, LOD and LOQ for each SaF and trans-cinnamic acid

analysis are presented in the calibration curve data (Table 4.3.3).
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Fig. 4.3.3. Selectivity data for a sample of red wine showing no interference of anthocyanins
with SaF and trans-cinnamic acid: HPLC-DAD chromatogram at 525 nm (a); 3D graph (b);
mass spectrum of flavanol interferences, scanned from 0 to 15 min (c); mass spectrum of
anthocyanic interferences, scanned from 0 to 15 min (d); mass spectrum of anthocyanic
interferences, scanned from 19 to 21.3 min (e); mass spectrum of anthocyanic interferences,
scanned from 28 to 30 min (f). For conditions of HPLC-DAD and QTOF, see HPLC-DAD
Conditions and Method Validation sections, respectively.
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Intra-day and inter-day precisions were acceptable because the %RSD between
determinations did not exceed 15% (Table 4.3.4). In general, kaempferol and quercetin
had higher %RSD than the other analytes. They are also the most hydrophobic of the
compounds present in high concentrations, i.e. excluding cinnamic acid. Probably their
solubilities in wine, with around 12% or 14% GL alcohol, were lower than those of the
other analytes. However, such characteristic did not interfere in the method validation.
As a result, the HPLC-DAD method was demonstrated to be precise for repeatability

and intermediate precision.

Accuracy was demonstrated by suitable recoveries of all analytes (from 85% to
115%), as prescribed by the FDA (2001). The lowest determined values were for
kaempferol, quercetin and myricetin, presumably for similar reasons explained above.
The developed method was accurate for the required purpose, demonstrated no
remarkable matrix effect (Table 4.3.4). Additionally, all identities were confirmed by UV
spectra.

The developed method was robust, as some small modifications to its conditions
did not affect the results (Table 4.3.4). Changing the gradient elution, the values of
some tr were modified. Nevertheless, purities were kept within acceptable values.
Furthermore, quantifications did not deviate more than 5.0% (%RSD). Thus, the
method was considered robust enough to be included in the routine repertoire of a

laboratory.

Further and more significant alterations to the method were also tried by
changing the C8 column for another one, but of a different brand and surface area.
This second C8 column tested promoted separation of all compounds, except for
viniferin and quercetin (Table 4.3.2). Viniferin had a tr of 21.01 min and eluted very
close to quercetin (21.18 min). UV/VIS detection of viniferin (Amax = 322 nm) did not
affect the detection of quercetin (Amax = 371 nm). However, the opposite did not hold,
since quercetin absorbs at 322 nm (Fig. 4.3.2). For this reason, viniferin could not be
determined with this tested column without other alterations in the original method
described under HPLC-DAD Conditions section.
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4.3.2.3.3. Application of HPLC Method in Red Wine

In this study, the first goal was not necessarily to elucidate which of the wines
from a region would be richest in their SaF markers. Before this comparison could be
undertaken, it was necessary to put the current selective and validated HPLC-DAD
method into practice to demonstrate its applicability as a feasible tool for the evaluation
of red wines. Considering that wines are complex samples and their phenolic profiles
are affected mainly by the grape variety, six varieties from the same region (Campanha
Gaucha) were tested to check the method selectivity. Therefore, the red wine samples
were submitted to the method and their SaF markers were measured. Sample analyte
peaks were comparable with those in standard profiles, including purity index (>0.99),

tr (SD<1) and UV/VIS spectra (Table 4.3.2, Fig. 4.3.1 and Fig. 4.3.2).

The concentrations of five SaF and trans-cinnamic acid in red wines determined
by this HPLC-DAD method are given in Table 4.3.5. The %RSD was higher for the
lower SaF concentrations, but they could be reduced by employing an automated
injector. The data presented were collected using a manual injector, taking into account
analyst operation errors. Furthermore, trans-cinnamic acid and kaempferol showed the

higher %RSD, but this is explicable by their low level and low solubility, respectively.

This is the first SaF characterization known for wines from the Campanha
Gaucha region. An exploration of the presented results, or the application of the same
method for new samples, may contribute for Certificate of Origin and strategies for the
design of new products in this region (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Here, the majority

of the results were within the linear range of the method for each analyte.

Regarding each specific compound, viniferin, quercetin and myricetin were
more frequently found than trans-resveratrol and kaempferol. Cinnamic acid was
detected in a few samples and only quantified in one Merlot sample (0.07 ug mL™).
The biosynthesis of SaF requires consumption of cinnamic acid, which is the first
compound derived from phenylalanine (Pereira et al., 2010; Silva et al., 2011; Tenore
et al., 2011). Generally, when this pathway to SaF is active, trans-cinnamic acid is
present at low levels, whereas the SaF concentrations are high (Ribéreau-Gayon et
al., 2006, Silva et al., 2011).
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Table 4.3.5. Concentration of SaF markers and trans-cinnamic acid in commercial red wines
samples from Campanha Gaucha, according to the method described under HPLC-DAD
Conditions section.

Concentration?(ug mL?)

> = i
[} = — —_ 2 <

> wn o o © P s 2 ° z s < °

w cE g3 22 = o o s £ ¢

£ © % c S 8 ¢ IS o £ = © 9

3 = E - 8 I % o = n L <

£ 4 ¥ P

®)

1.85 4.01 2.37

Cabernet Franc ND ND ND 1.85 6.38 8.23
(3.06) (4.21) (3.81)
Cabernet 3.65 3.32 2.01 5.19 7.86

) <0.05 6.97 15.06 22.08
Sauvignon (5.44) (3.42) (8.03) (2.05) (0.73)
2.37 1.95 1.78 4.64 8.07

Malbec <0.05 432 14.49 18.86
(0.83) (1.39) (1.18) (2.23) (1.07)
0.07 8.61 2.92 3.80

Merlot ND <0.90 1153 4.70 16.3
(8.13) (4.36) (0.412) (4.56)
1.78 2.79 1.74 4.06 3.61

Tannat <0.05 457 9.41 14.03
(2.76) (4.34) (4.70) (0.94) (4.23)
) 5.27 531 1.87 4.58 8.94

Tempranillo <0.05 10.58 15.39 26.02

(3.62) (2.42) (4.45) (5.46)  (3.96)

ND: not detected

aMean value and %RSD (in brackets), n = 3.

b Sum of trans-resveratrol and trans-&-viniferin.

¢ Sum of kaempferol, quercetin, and myricetin.

d Sum of all evaluated markers of SaF, where: ND=0.00; <0.05=0.05; <0.90=0.90.

In general, the results presented in this study agreed with other studies
previously reported for red wines (Adrian et al., 2000; Castellari et al., 2002; Fontana
& Bottini, 2014; Lima et al., 1999; Lopez et al., 2001; Malovana et al., 2001; Vitrac et
al., 2005), which were similar in terms of the range of each SaF (ug mL) present.
More detailed comparisons among varieties or regions with those publications are
meaningless, because the samples were analysed using different methods and
conditions. Furthermore, other investigations proved that levels of SaF in wines are
influenced by several factors like vineyard management, climatic conditions,
vinification technology and grapevine variety (Carbonell-Bejerano et al., 2014). Despite
this, clearly the developed method is usable and suitable for distinguishing samples
through the analytes. This current HPLC-DAD method has several advantages over
the previous published methods (Adrian et al., 2000; Aznar et al., 2011; Baptista et al.,
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2001; Careri et al., 2004; Castellari et al., 2002; Cotea et al., 2012; Fontana & Bottini,
2014; Gomez-Alonso et al., 2007; Kerem et al., 2004; Lima et al., 1999; Lépez et al.,
2001; Malovana et al., 2001; Pereira et al., 2010; Pérez-Magarino et al., 2008; Rastija
et al., 2009; Revilla & Ryan, 2000; Villiers et al., 2004; Vitrac et al., 2005). These
include very simple sample preparation, high selectivity, fast analysis, full reported
validation, with widely available instrumentation and it has been tested through
analysis of different varieties of real wine samples. In summary, we have showed the
compliance of this HPLC method to determine markers of SaF biosynthetic pathway in

red wines.
4.3.2.4. Conclusions

QTOF provided the confirmation of analyte selectivity in a feasible HPLC-DAD
method for the chemical characterization of the products of SaF biosynthetic pathways,
through a simultaneous determination of trans-resveratrol, trans-¢viniferin, quercetin,
kaempferol, myricetin and trans-cinnamic acid in red wines. The developed method
combines several methodological advantages to determine markers of bioactive SaF
in red wines (Cabernet Franc, Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot, Tannat and
Tempranillo). Validation results demonstrated that the proposed method is linear,
sensitive, precise, accurate for each analyte, and robust. During validation, QTOF and
DAD supported the establishment of the secure range of tr to evaluate the analytes,
avoiding overestimation of the results by coelution of the main interferents
(anthocyanic pigments and flavanols). This method may be performed in any simple
HPLC-DAD system, following the methodology recommendations in observing the
analyte profiles on DAD detectors. The sample preparation and handling are very

simple and minimize analytical errors.

The method appears to be useful in routine analysis, being selective and
feasible. The analysis of wines from the Campanha Gaucha region, Brazil, proved that
the method may be used for successful wine designs. Using those SaF as markers of
the nutraceutical grade of a wine it is possible to study the quality of the product. It may
also be employed to establish the optimal conditions of field management, vinification
technologies and potential regions for each grape variety. Finally, the proposed
technique can potentially contribute to agriculture and wine making, not only in the new

Brazilian grape regions, because it may be extrapolated to other regions and samples.
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This HPLC-DAD method could be further adapted for the aglycone SaF and trans-
cinnamic acid analysis of other wine varieties, grapes, grape by-products (e.g. juices),
fruits, processed foods or beverages, following the specific sample preparation when

necessary.
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Symbols
tr retention time min
v/v.  volume/volume %
Rs  resolution
TF  asymmetry
k capacity factor
N theoretical plates
r coefficient of determination
Fcac calculated Fisher value
Fiab Fisher table value
n number of repetitions
p probability
m/z  mass/charge Da
Greek letters
Amax Maximum ultraviolet absorption wavelength nm
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4.4. CAPITULO 4

Andlise e Classificacdo Multivariada de

Vinhos Tintos Finos da Campanha Gaulcha através de Fendis Bioativos






4.4.1. Introducgéo

Muitos esfor¢cos vém sendo dedicados ao crescimento e a qualificacdo da
vitivinicultura brasileira e, assim, ela vem ganhando espaco nos mercados (LIMA,
2013). A maior parte da producao brasileira de uvas e vinificacdes (90%) ocorre no
Rio Grande do Sul, mais especificamente na Serra Gaucha (MAPA, 2015; MELLO,
2013). Os vinhos do sul do Brasil sdo conhecidos por apresentarem altos teores de
fendis bioativos. Mediante andlise de 520 amostras de vinhos tintos sul-americanos
foi constatado um teor de trans-resveratrol superior em vinhos do sul do Brasil
(VANDERLINDE et al., 2015).

Tentando explorar a diversidade de condi¢des edafoclimaticas do Brasil, novas
regides vitivinicolas estdo em desenvolvimento. Tais regibes podem abrigar
variedades tradicionais com qualidade diferenciada ou mesmo serem utilizadas para
explorar novas variedades de uvas para vinificacdo (GUERRA, 2014). A Campanha
Gaucha é uma das mais novas e potenciais regides vitivinicolas brasileiras
(TONIETTO et al.,, 2012). Especificamente para essa regido, alguns estudos
preliminares indicaram uma diferencia¢éo dos vinhos com elevado teor de compostos
fendlicos com atividade bioldgica, como o trans-resveratrol e a quercetina (GUERRA,;
ZUCOLOTTO; TONIETTO, 2008b; PAZZINI et al., 2015). Apesar disso, considerando
que a Campanha Gaucha € uma regiao vitivinicola recente, as caracteristicas
quimicas e, principalmente de fendis bioativos, dos seus produtos ainda sao pouco
conhecidas. Assim, procedeu-se a triagem e a classificagcdo de amostras de vinhos

tintos finos da Campanha Gaucha através do teor de seis fendis bioativos.
4.4.2. Reviséao Bibliografica
4.4.2.1. Campanha Gaucha como Regido Vitivinicola

A regido da Campanha Gaucha é constituida por trés microrregides: Co, Cc e
Cwm (Figura 4.4.1). Considerando as areas vitivinicolas, a microrregido Co abrange as
cidades: Uruguaiana, Alegrete, Itaqui, Macambara e Quarai. Cc € representada por
Santana do Livramento e Rosario do Sul. J& a microrregido Cm engloba Bagé, Dom
Pedrito, Candiota e Hulha Negra (IBGE, 2000; OLIVEIRA; MARTINEZ; SANTOS,
2015).
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Macambara Regides Vitivinicolas avaliadas na Campanha Galcha:
H O ocidental
O Central
@ WMeridional

Alegrete

Uruguaiana
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Quarai

Campanha
Gauacha

Candiota

Fonte: IBGE, 2000; OLIVEIRA; MARTINEZ,
SANTOS, 2015

1 . . Hulha Negra
Elaborac&o: Leticia Flores da Silva

Figura 4.4.1. Microrregides vitivinicolas da Campanha Gaucha, com indica¢des das cidades
avaliadas no presente estudo.

Ha pesquisas em andamento com propostas de indicacdo geogréafica, com
objetivo de obtencado de Indicacdo de Procedéncia (IP) para vinhos provenientes da
Campanha Gaucha (GUERRA, 2014; SILVEIRA, 2013). A IP é um registro concedido
pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) ao local que se torna conhecido
por produzir, extrair ou fabricar determinado produto (BRASIL, 1996; INPI, 2015).
Buscando agregar ainda mais valor aos vinhos e obter beneficios para a economia
local, as etapas seguintes de indicacdo geografica podem abranger a Denominacao
de Origem (DO). A DO também é concedida pelo INPI aos produtos cujas qualidades
ou caracteristicas se devam exclusiva ou essencialmente ao meio geografico,
incluidos fatores naturais e humanos (BRASIL, 1996; INPI, 2015).

4.4.2.2. Classificacdo Quimica em Enologia

Para a diferenciacdo de produtos e analise de dados numerosos, a aplicacéo
de ferramentas quimiométricas, como os métodos de classificacdo multivariada, tem
sido muito util. O reconhecimento de padrées, tal como o referente ao perfil quimico,
pode ser realizado por analises exploratérias como agrupamento hierarquico (HCA) e
analise de componentes principais (PCA) (CORREIA e FERREIRA, 2007; FERREIRA,
2015; GARCIA-MARINO et al., 2011).
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As técnicas de Quimiometria tém sido aplicadas como embasamento para
indicacdes geograficas e controle de qualidade de uma diversidade de produtos, como
agua, o6leos vegetais, especiarias, mel, uvas, sucos e vinhos (CHUDZINSKA e
BARALKIEWICZ, 2010; CORREIA e FERREIRA, 2007; HOSSAIN et al., 2011; LI et
al., 2011; LIMA et al., 2015; PREINER et al., 2013; WELKE et al., 2012).
Especificamente para vinhos, diferentes avaliagdes podem ser conduzidas com o uso
dessas ferramentas. Gordillo et al. (2012) classificaram, quanto aos teores de
antocianinas, vinhos espanhdis da variedade Syrah em diferentes tempos de
envelhecimento em barrica. Estudos de diferenciacdo de variedades de vinhos e
tecnologia de vinificagdo também foram realizados por PCA (GARCIA-MARINO et al.,
2011). O teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante foi utilizado para
classificar amostras de vinhos brancos, rosés e tintos provenientes de diferentes
regibes da india (PATIL et al., 2011).

4.4.3. Material e Métodos
4.4.3.1. Amostras

O teor de fendis bioativos foi determinado em 87 amostras de vinhos tintos finos
da Campanha Gaucha, abrangendo as microrregiées Co, Cc € Cu. Os vinhos foram
elaborados com uvas de 19 variedades, produzidas entre 2004 e 2015. O processo
de vinificagdo foi experimental, no qual foi mantida uma padronizacéo (item 4.1.3.2)

ou comercial, de acordo com o procedimento de cada vinicola.
4.4.3.2. Metodologia Analitica

Os reagentes, padrfes analiticos e método validado por HPLC-DAD (ll) foram
utilizados conforme descrito no item 4.3.2. Os teores de seis fendis bioativos foram
determinados: &cido trans-cindmico, trans-resveratrol, trans-g-viniferina, quempferol,

guercetina e miricetina.
4.4.3.3. Analises de Dados

Os dados de fendis bioativos obtidos para 71 amostras de vinhos foram
submetidos a analise multivariada, sendo essas escolhidas por apresentarem pelo
menos trés amostras de cada variedade e safra (2011 a 2015). A analise exploratoria
foi realizada por métodos multivariados nao supervisionados (HCA e PCA), utilizando
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0 programa computacional ChemoStat® (HELFER et al., 2015). Para possibilitar os
calculos nesse programa e para determinar as médias e desvios padrdo de cada
analito, os dados ndo detectados (ND) foram substituidos pelo limite de detec¢éo
(LOD), enquanto os teores menores que o limite de quantificagcdo (LOQ) foram

substituidos por seu valor exato.

Os dados foram pré-processados através de autoescalamento, com a
finalidade de atribuir igual importdncia a todos os fendis bioativos quantificados,
mesmo que estes apresentem grandes variagdes em suas respostas. Na andlise por
HCA, o dendograma foi obtido utilizando o método da distancia Euclidiana (CORREIA
e FERREIRA, 2007; CORREIA, 2015).

4.4.4. Resultados e Discusséao
4.4.4.1. Avaliagdo Geral de Teores de Fendis Bioativos

Os valores de LOD e LOQ obtidos para &cido trans-cinamico, trans-resveratrol,
trans-&-viniferina, quempferol, quercetina e miricetina foram, respectivamente: 0,02 e
0,05; 0,33 e 1,01; 0,23 e 0,70; 0,27 ¢ 0,81; 0,30 e 0,90; 0,23 e 0,69 mg L. Os teores
de compostos fendlicos, bem como o somatério das classes de estilbenos, flavonéis
e fendis bioativos apresentaram variabilidade entre as 87 amostras analisadas. No
mapa de calor (Figura 4.4.2) séo disponibilizados os dados referentes aos vinhos (71)
com pelo menos trés amostras por variedade (10) e safra (2011 a 2015), enquanto a
Figura 4.4.3 ilustra os dados dos 16 vinhos restantes. Mesmo n&o fazendo parte da
analise multivariada, a andlise dessas 16 amostras comprova a possibilidade de
aplicacdo do método HPLC-DAD Il em uma maior diversidade de variedades, bem
como apresenta uma triagem dos compostos fendlicos nos vinhos tintos finos da
regido da Campanha Gaucha. Tais dados poderdo ser utilizados como banco de
dados para futuras pesquisas com variedades potenciais da regido da Campanha. De

forma geral, o teor de flavonois das amostras € superior ao dos estilbenos.
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Variedade Am. AC R \Y K Q M 1 Est [l Flav [ Fenoéis
AC13e 588 48 | 2294 278l
Arinarnoa ACl4e 6,09 6,61 11,96 1859
AM14e 3,09 4,72 8,90 13,64
AM15e 3,49 4,46 4,77 9,25
BM13e 2,70 2,62 11,73 14,37
Barbera BM14e 204 722 5,35 12,59
BM15e
CC13e2
cCi3c 3,51 5,67 5,83
cCi3el 3,04 4,20 5,22 9,44
CCiic 4,29 5,83 9,22
CM13e3 2,85 4,44 4,80
CM1icl 5,62 4,23 11,01
Cabernet CM11c2 6,05 5,62 7,84 13,62
Sauvignon CM13el 13,24 7,63 3,63
CM13e2 3,21 3,94 5,37
CM11c3 6,05 4,24 9,77 12,56
CM13e4 5,17 4,07 5,96 a
co1ilc 6,30 9,55 3,53
co12c 5,19 7,86 6,97
CO13¢c 6,08 6,07 6,34 13,75
XC13el 6,97 6,48
XC13e2 7,54 6,63
XCl4el 5,53 5,45
XC14e2 5,42 6,07 3,89
Malbec XM13e 3,46 3,89
XM14e 2,83 3,90
X012¢ 4,64 8,07 4,32
XO13e 679 1492 376
XOl4e 5,67 4,22 10,11 14,35
MC12cl 5,69 6,97 11,60
MC13c 2,87 5,86 3,44 9,34
MC12c2 3,80 11,53 407 | 1657
Merlot MM12¢ 2,28 4,35 5,29 9,67
MM13c 3,27 3,00 6,98
MM11c 4,87 4,70 8,31
MO1lc 4,22 7,18 3,99
RC13e 7,59 7,33 4,66
RCl4e 4,07 6,61 6,60
Rebo RC15e 3,66 5,35 3,88 10,04 13,94
RM13e 4,68 5,29 3,22
RM14e 2,45 3,78 3,18
SC13el 14,03 314
SC13e2 3,43 13,62 2,93
SCl4el 9,86 3,75
SC14e2 9,76 3,74
Svrah SM13el 2,65
yra SM13e2 312
SM14el
SM14e2
SO13e
SOl4e
TCl2cl
TC13c
TC12c2
TM12c1
Tannat TM1202
TM13c1 7,96
TM13c2 4,14 8,54
TM14c 3,04 4,64
LC13e 12,66 8,48
LC14e I N 824 4,93
T i LM12¢ - 4,58 8,94
empranifio LM13c 4,63 7,51
LO13e 8,57 12,30
LO14e 4,15 5,22
GC13e 12,12 10,16
GCl4e 4,27 5,98 14,09
Teroldego GM13e 4,49 8,93
GM14e 6,32 7,70 14,87
GM15e 4,37 7,89 2,98 1477 1797

I somgLt

Figura 4.4.2. Mapa de calor dos teores médios (mg L) obtidos para vinhos tintos finos da
Campanha Gaucha (n = 71), com pelo menos trés amostras por variedade e safra. Fendis
bioativos: acido cinamico (AC), trans-resveratrol (R), trans-g¢-viniferina (V), quempferol (K),
quercetina (Q) e miricetina (M). Soma de fendis bioativos: estilbenos “X Est” (R + V), flavonois
“C Flav” (K + Q + M), fenodis “T Fendis” (AC + R + V + K + Q + M). ND: nao detectado.
Descri¢cdes das amostras (Am.) conforme Tabela Il (Anexo).
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Variedade Am. AC R \% K Q M X Est X Flav X Fenois
DM12¢ ND ND 1,85 ND 4,01 2,37 2,18 6,65 8,85
C. Franc
DM13c ND 2,27 2,69 1,91 4,51 2,93 4,95 9,35 14,32
C. Sauvignon CCO04c <0,05 ND 3,07 1,87 4,42 3,00 3,40 9,29 12,68
Francoria FM13e ND 2,52 2,22 ND 434 2,09 4,73 6,43 11,17
L. Grasp. WC13e 1 4,14 2,93 2,38 11,27 6,19 7,07 19,84 27,91
) YC13el ND 2,94 3,03 1,98 6,71 8,37 5,97 17,06 23,03
L. Salamino
YC13e2 ND 2,56 2,64 1,89 578 6,56 5,20 14,22 19,43
ZM15e ND ND 3,11 1,71 ND ND 3,11 1,71 4,82
Marselan
ZM14e ND 1,45 4,84 1,64 3,58 2,97 6,29 8,19 14,48
Merlot MCo8c ND ND 3,64 1,80 3,82 3,55 3,97 9,17 13,16
MMO9c | <0,05 ND 2,86 2,57 9,95 6,46 3,19 18,98 22,17
M. Hamburgo HC13e ND 2,31 3,01 2,32 6,90 2,12 5,32 11,34 16,67
Pinot Noir PM13c ND 5,59 4,53 1,81 7,67 4,85 10,12 14,32 24,47
Ruby Cabernet  YO13e ND 3,08 2,65 1,67 4,45 6,35 573 12,48 18,24
Sangiovese IM13e ND 1,67 1,62 ND 5,95 2,18 3,29 8,40 11,71
Tannat TCO5¢ ND ND 714 ND 3,59 4,12 7,47 7,99 15,48
ND 30mgL?

Figura 4.4.3. Mapa de calor dos teores médios (mg L) obtidos para vinhos tintos finos da
Campanha Gaucha (n = 16), com menos de trés amostras por variedade e safra. Variedades:
C. Franc (Cabernet Franc), Sauvignon (Cabernet Sauvignon), L. Grasp. (Lambrusco
Grasparossa), L. Salamino (Lambrusco Salamino), M. Hamburgo (Moscato de Hamburgo).
Fendis bioativos: acido cinamico (AC), trans-resveratrol (R), trans-g-viniferina (V), quempferol
(K), quercetina (Q) e miricetina (M). Soma de fendis bioativos: estilbenos “X Est” (R + V),
flavonois “T Flav” (K + Q + M), fendis “X Fenois” (AC + R +V + K+ Q + M). ND: nao detectado.
Descri¢cdes das amostras (Am.) conforme Tabela Il (Anexo).

A Tabela 4.4.1 resume as médias e desvios padrdo (DP) de cada composto
fendlico por variedade de vinho analisada no presente estudo. A partir da andlise
desses dados, em conjunto com a interpretacdo do grafico apresentado na Figura
4.4.4, é possivel extrair informacfes gerais sobre os vinhos tintos da Campanha
Gaucha. As variedades em destaque quanto ao alto teor de fendis bioativos (soma)
sdo: Arinarnoa, Marselan, Rebo, Syrah, Tempranillo, Teroldego, Lambrusco
Grasparossa, Lambrusco Salamino, Pinot Noir e Ruby Cabernet. As quatro Ultimas
variedades requerem analise de um maior nimero de amostras para avaliar suas

caracteristicas quando produzidas na regiao.

As Figuras 4.4.2 e 4.4.3 e a Tabela 4.4.1 permitem uma avaliacdo especifica
de cada amostra. A média do somatorio dos compostos fendlicos para as amostras
foi de 16,77 mg L* (DP = 6,01). Em avaliacdo geral, 16 amostras apresentaram teores
mais elevados (média de fendis + DP = 22,78 mg L) de fendis bioativos: Arinarnoa
(Cc), Cabernet Sauvignon (Cwm), Lambrusco Grasparossa (Cc), Lambrusco Salamino
(Cc), Malbec (Co), Pinot Noir (Cm), Syrah (uma amostra de Co e duas amostras de
Cc), Tannat (uma amostra de Cc e duas amostras de Cwm), Tempranillo (Cm, Co e Cc)

e Teroldego (Cc).
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A metade das amostras com alto teor de fendis bioativos foi proveniente da Cc
e todas foram da safra de 2013, exceto a Teroldego (2012). Mediante observagao
geral, o processo de vinificacdo pode contribuir para o teor elevado de compostos
fendlicos, pois 24,4% dos vinhos experimentais e 19,2% dos vinhos comerciais se
destacaram. As amostras com teores mais baixos (média de fendis — DP = 10,76 mg
L'1) de compostos fendlicos foram 15: Arinarnoa (Cwm), Barbera (Cwm), Cabernet Franc
(Cwm), Cabernet Sauvignon (uma amostra de Cc e duas amostras de Cw), Malbec (duas
amostras de Cw), Marselan (Cw), Merlot (Cm e Cc), Rebo (Cwm), Syrah (duas amostras
de Cwm) e Tannat (Cwm). Dessas amostras com baixo teor de compostos fendlicos, 12
foram provenientes da Cwm e as safras variaram entre 2012 e 2015. Tais constatagdes
confirmam que uma microrregido e ano de safra podem influenciar positivamente para

a biossintese de compostos de interesse enoldgico.

Tabela 4.4.1. Teores médios, em mg L?, (+ DP) para os fendis bioativos e somatérios de
estilbenos, flavonéis e fendis por vinho tinto varietal (n = 87) da Campanha Gaucha.

Variedade AC R \% K Q M Y Est Y Flav X Fenois

. 0,02 + 2,49 + 2,67 1,45+ 6,06 £ 4,64 £

Arinarnoa 0.00 0,58 0.41 1,32 464 1,36 5,16 12,14 17,32
0,02 £ 1,20 + 4,05 + 0,79 £ 351+ 1,66 +

Barbera 0,00 0,33 2,14 0,90 3,47 1,28 525 5,96 11,23
0,02 + 1,30 £ 2,27 + 1,09 £ 4,26 + 2,65+

Cabernet Franc 0.00 137 059 116 0.35 0.39 3,57 8,00 11,59
Cabernet 0,03 + 1,30 £ 4,29 + 1,23 £ 4,68 + 4,85+

Sauvignon 0,01 1,32 1,83 0,99 2,96 2,16 553 1076 16,38

Francoria? 0,02 2,52 2,22 0,27 4,34 2,09 4,73 6,43 11,17

Lambrusco

Grasparossa® 1,00 4,14 2,93 2,38 11,27 6,19 7,07 19,84 27,91
Lambrusco 0,02 + 2,75+ 2,84 1,93+ 6,24 7,47 £

Salamino 0,00 0,27 0,27 0,06 0,66 1,28 559 1564 2123
0,02 £ 1,89 + 1,28 + 1,11 + 5,26 £ 6,79 £

Malbec 0,01 0,77 1,28 1,01 1,63 3,32 3,17 1316 1635
0,89 + 3,98 £ 1,68 + 1,94 + 1,60 +

Marselan 0,02 0.40 061 0.02 116 0.97 4,70 4,95 9,65
0,04 + 3,48 + 2,65+ 1,18 £ 3,81+ 4,39 +

Merlot 0,02 2,70 0,59 0,90 2,77 1,72 6.13 9,28 15,53

Moscato de

Hamburgo® 0,02 2,31 3,01 2,32 6,90 2,12 5,32 11,34 16,67

Pinot Noir? 0,02 5,59 4,53 1,81 7,67 4,85 10,12 14,32 24,47
1,34 £ 2,97 = 1,05 4,49 + 5,67

Rebo 0,02 1.28 0.50 0.79 1,92 137 4,31 11,22 15,55

Ruby Cabernet?® 0,02 3,08 2,65 1,67 4,45 6,35 5,73 12,48 18,24

Sangiovese?® 0,02 1,67 1,62 0,27 5,95 2,18 3,29 8,40 11,71
0,02 £ 1,90 + 1,68 + 3,13+ 7,98 £ 2,96 £

Syrah 0,00 0,92 1,13 084 4.90 1,71 3,58 1406 17,67
0,03 £ 2,21+ 4,77 + 0,84 + 3,67+ 5,76 £

Tannat 0,02 1,85 1,62 0,75 1,37 3,04 6,98 1018 17,28
. 0,03 + 1,73 £ 3,44 + 1,31+ 7,14 7,90 £

Tempranillo 0,01 178 1,39 118 333 272 5,17 16,34 21,54
0,02 + 0,60 + 1,17 + 1,59 + 6,31 + 8,13 +

Teroldego 0.00 037 1.29 093 335 155 1,77 16,03 17,83

Fendis bioativos: acido trans-cinamico (AC), trans-resveratrol (R), trans-&-viniferina (V), Média 16,77

quempferol (K), quercetina (Q) e miricetina (M). DP 6.01

¥: somatorio de estilbenos (Est), flavondis (Flav) e fendis. 2 Apenas uma amostra
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Figura 4.4.4. Grafico de teores de fenois bioativos em variedades de vinhos tintos finos da
Campanha Gaucha (n = 87). * Apenas uma amostra.

Os teores de trans-resveratrol obtidos para as 87 amostras avaliadas variaram
de ND até 8,61 mg L, enquanto a quercetina foi de ND até 14,03 mg L?. Tais
resultados sdo compativeis com estudos anteriores de vinhos tintos da Campanha
Gaucha (GUERRA; ZUCOLOTTO; TONIETTO, 2008b; PAZZINI et al., 2015). Essas
concentracfes de fendis bioativos sdo superiores as encontradas na maioria dos
vinhos tintos finos (AZNAR et al., 2011; FONTANA e BOTTINI, 2014; MONAGAS et
al., 2005; VRHOVSEK et al., 2012). Uma concentragao superior de quercetina (38,55
mg L1) foi encontrada em amostras de vinhos das llhas Canarias (MALOVANA et al.,
2001).

4.4.4.2. Andlise Multivariada

Conforme o exemplo das diferencas observadas em Arinarnoa provenientes de
microrregides distintas, algumas variedades de uvas para vinificacdo podem ser mais
atraentes para producdo em determinadas microrregibes. Para evidenciar tais
diferencas, bem como atribuir quais compostos fendlicos contribuem para a
classificacdo das amostras de vinhos tintos finos da Campanha Gaucha, foram
realizadas as analises por HCA e PCA. Tentativas de classificacdo de acordo com o
tipo de elaboracdo (experimental ou comercial), variedade, ano de safra e
microrregido de produgédo foram realizadas. O fenol &cido trans-cinamico foi excluido

das avaliagOes, pois nédo foi detectado na maioria das amostras.
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Os resultados de HCA séo apresentados através de um dendograma (Figura
4.4.5), no qual foi possivel identificar dois grupos, considerando a distancia euclidiana
de 15,25 como valor de referéncia. O primeiro grupo, formado majoritariamente por
amostras de vinhos experimentais, apresentou teores de compostos fendlicos mais
elevados, enquanto o segundo grupo foi constituido por amostras com teores baixos
a intermediarios (Figura 4.4.2). As possiveis justificativas para a ocorréncia de
diferencas quimicas dessas amostras sao os fatores edafoclimaticos e agronémicos,
os quais influenciam a ativacao da biossintese de compostos fendlicos, as variedades
de uvas, 0s processos de microvinificacdo (experimental ou comercial) e as safras.
Os agrupamentos das amostras de mesma variedade e microrregido foram menos
dispersos quando comparados as demais amostras. Algumas altas similaridades
foram verificadas nas amostras: Malbec da Cvm (XM13e e XM14e), Malbec da Cc
(XC13el e XC13e2, XCl4el e XC14e2), Syrah da Cwv (SM13el e SM13e2, SM14el
e SM14e2) e Tannat da Cm (TM13cl e TM13c2).

Os graficos de PCA para as 71 amostras descreveram 94,83% da variancia nas
quatro primeiras componentes principais (Tabela 4.4.2). No grafico de componentes
principais (PC), PC1 versus PC2, foi verificada uma tendéncia de separacdo das
amostras conforme o tipo de elaboragcdo dos vinhos (Figura 4.4.6). A mesma
separacdo de grupos conforme teor de compostos fendlicos evidenciada no HCA
(Figura 4.4.5) foi descrita pela primeira componente principal, a qual explicou 40,09%
da variancia total. As indicacdes dos pesos de cada parametro analisado mostram que
quempferol, quercetina e miricetina sdo responsaveis pela formacgéo do grupo com o
teor mais elevado de fendis bioativos, composto majoritariamente por vinhos
experimentais. A segunda componente principal (21,47% da variancia) separou as
amostras comerciais de acordo com os teores de trans-resveratrol e trans-¢-viniferina,
sendo que aguelas com escores negativos apresentaram teores mais elevados
desses compostos fendlicos. Entretanto, muitas amostras apresentaram escores
proximos ao ponto de interseccdo entre os eixos de PC1 e PC2, dificultando a sua
classificagdo. A formacao de grupos de amostras experimentais e comerciais indica
que a tecnologia de vinificagdo pode influenciar no teor de compostos fendlicos,

podendo ser explorada em pesquisas posteriores.
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Figura 4.4.5. Dendograma obtido através dos teores de cinco fenodis bioativos (trans-
resveratrol, trans-&-viniferina, quempferol, quercetina e miricetina) em 71 amostras de vinhos
tintos finos experimentais (verde) e comerciais (vermelho) da Campanha Gaucha. Referéncia
para divisdo dos grupos (----). DescricBes das amostras conforme Tabela Il (Anexo).
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Tabela 4.4.2. Variancias dos dados explicadas pela analise por PCA.

Componente Principal Variancia (%) Variancia Acumulada (%)
PC1 40,09 40,09
PC2 21,47 61,56
PC3 17,77 79,33
PC4 15,50 94,83
PC5 5,17 100,00
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Thaede ‘.’rk?'mha: e,
¥ PR Coqaat® 1
o M13e & *, .
K3 Mide T JGM14e SCi3at 7]
Mise_ | 4 E13st, |

; quempferol

&

PC2-21,47%

.
L]
$01 . E
L]
L
L
&

..+*"| resveratrol

Tipos de Vinificacéo:
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Alto teor de fenois —» |

@ Comercial (----C)

PC1 - 40,09%

Figura 4.4.6. Grafico de escores e pesos por PCA (1 e 2, variancia explicada = 61,56%) obtido
para os teores de fendis bioativos de 71 amostras de vinhos tintos finos experimentais e
comerciais da Campanha Gaulcha. Pesos dos compostos fendlicos (-): trans-resveratrol,

trans-g-viniferina, quempferol, quercetina e miricetina. Descrigdes das amostras conforme
Tabela Il (Anexo).
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De forma geral, as amostras de vinhos experimentais de mesma variedade, tal
como a Syrah, apresentaram menor disperséo do que os vinhos comerciais, tal como
a Cabernet Sauvignon (Figura 4.4.7). Tal fato era esperado, pois 0 processo para a
elaboracdo dos vinhos experimentais € padronizado, ao contrario dos vinhos
comerciais para 0s quais as vinicolas tém autonomia para escolha da tecnologia a ser
empregada. A extracdo de compostos fendlicos da uva para o vinho depende
principalmente do tempo e condicdbes da maceracdo envolvida no processo de
vinificacdo (PATIL et al., 2011). Por isso, para identificar os agrupamentos nas
avaliacdes de PCA a seguir (variedades, microrregioes e safras), foram considerados
dois conjuntos de amostras: (1) 71 amostras de vinhos comerciais e experimentais;

(2) 45 amostras de vinhos experimentais.
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Figura 4.4.7. Grafico de escores e pesos por PCA (3 e 4, variancia explicada = 33,27%) obtido
para os teores de fendis bioativos de 71 amostras de variedades de vinhos tintos finos da
Campanha Gaucha. Pesos dos compostos fendlicos (-): trans-resveratrol, trans-&-viniferina,
guempferol, quercetina e miricetina. Descricbes das amostras conforme Tabela Il (Anexo).
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Algumas variedades de vinhos (71 amostras) foram classificadas através do
grafico de PC1 versus PC3 (Figura I, em Anexo): Merlot, Syrah, Cabernet Sauvignon,
Arinarnoa (exceto safra 2013) e Tannat (exceto safra 2013). Um maior numero de
variedades foi agrupado no grafico de componentes principais de PC3 versus PC4
(Figura 4.4.7), representadas por elipses: Arinarnoa, Barbera, Malbec, Merlot, Syrah,
Tempranillo e Teroldego. Também é possivel verificar a alta similaridade de algumas
variedades, por intersec¢cao entre as elipses: Malbec e Teroldego; Arinarnoa, Barbera

e Syrah.

As amostras da variedade Rebo (Figura 4.4.7), apesar de terem alto valor para
a soma de compostos fendlicos, apresentaram teores intermediarios de cada analito
dosado e, portanto, ficaram posicionadas proximo a interseccdo dos eixos das
componentes principais. Ja as amostras da variedade Tannat ficaram dispersas,
provavelmente devido ao fato de todas serem comerciais, com processos de

vinificac@o especificos de cada vinicola.

Para avaliar as amostras com tecnologia de vinificacdo mais homogénea, o
PCA foi realizado com as 45 amostras experimentais. Na figura 4.4.8, o gréfico de
PC2 versus PC3 demonstra uma separacdo mais adequada para as variedades do
gque com a totalidade de amostras, agrupando, inclusive, a variedade Cabernet

Sauvignon.

Mediante analise do gréfico de PC1 versus PC2, elaborado com os dados do
conjunto 1 (71 amostras), foi possivel verificar uma tendéncia de separacao de acordo
com as microrregides da Campanha Gaucha (Figura I, em Anexo). O PCA obtido a
partir dos dados do conjunto 2 (45 vinhos experimentais) é apresentado na Figura
4.49, para PCl versus PC3. Nesse Ultimo grafico, a separacdo conforme
microrregides foi melhor, principalmente para Cc e Cwm, pois foram compostos
exclusivamente por vinhos experimentais, cujo processo de vinificacdo foi

padronizado.
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Figura 4.4.8. Grafico de escores e pesos por PCA (2 e 3, variancia explicada = 35,71%) obtido
para os teores de fendis bioativos de 45 amostras de vinhos tintos finos experimentais de
diferentes variedades da Campanha Gaulcha. Pesos dos compostos fendlicos (-): trans-
resveratrol, trans-&-viniferina, quempferol, quercetina e miricetina. Descricbes das amostras
conforme Tabela Il (Anexo).

Na tentativa de classificacdo das amostras de acordo com o ano da safra da
uva, ndo foram observadas separacdes (Figura 4.4.10). Conforme constatado no item

4.4.3.1, a maioria dos vinhos de 2013 apresentaram elevado teor de compostos

fenodlicos.

De forma geral, os vinhos da Cc apresentam maior teor de fendis bioativos,
com maior peso para quempferol, quercetina e miricetina. A safra também foi um fator
importante, sendo que as amostras de 2013 apresentaram teores mais elevados
desses mesmos compostos fendlicos. Assim como previamente relatado na avaliacédo
geral de teores de compostos fendlicos (item 4.4.3.1), a tecnologia de vinificacdo
interferiu na obtencéo de vinhos com concentracdo mais elevada de fendis bioativos.
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Entretanto, apenas mediante andalise por PCA foi possivel constatar uma maior
similaridade entre variedade de vinhos experimentais do que de vinhos comerciais.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
Microrregifes da Campanha Gaucha: T ]
® Central (-C---) T
@ Meridional (-M---) 1
@ Ocidental (-O---) et SN 4

X
o)) T
— 2
— .
N ’0.
l T T
o~ #’"ﬁ.‘."--
O
o
. . . *
viniferina : 1

resveratrol
‘23132 |

T miricetina .

PC1 - 47,40%
Figura 4.4.9. Gréfico de escores e pesos por PCA (1 e 3, variancia explicada = 68,59%) obtido
para os teores de fendis bioativos de 45 amostras de vinhos tintos finos experimentais de
diferentes microrregi6es da Campanha Gaucha. Pesos dos compostos fendlicos (-): trans-
resveratrol, trans-g-viniferina, quempferol, quercetina e miricetina. Descricbes das amostras
conforme Tabela Ill (Anexo), com cores definidas conforme microrregides.
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Figura 4.4.10. Gréfico de escores e pesos por PCA (1 e 2, variancia explicada = 68,59%)
obtido para os teores de fendis bioativos de 45 amostras de vinhos tintos finos experimentais
de diferentes safras da Campanha Gaucha. Pesos dos compostos fendlicos (-): trans-
resveratrol, trans-&-viniferina, quempferol, quercetina e miricetina. Descricbes das amostras
conforme Tabela lll (Anexo), com cores definidas conforme safras.

4.45. Conclusodes

E apresentado um banco de dados com resultados de fendis bioativos obtidos
para 87 amostras de vinhos tintos finos da Campanha Gaucha. Mediante avaliagéo
geral dos parametros analiticos e Quimiometria foi possivel verificar que as amostras
de vinhos tintos finos da Campanha Gaucha séo distintas quanto a composicao
fendlica. Os teores de compostos fendlicos sédo influenciados, principalmente, pela
tecnologia de vinificagdo e pela variedade de uva, com destaque para Arinarnoa,
Marselan, Rebo, Syrah, Tempranillo e Teroldego. Lambrusco Grasparossa,

Lambrusco Salamino, Pinot Noir e Ruby Cabernet apresentaram amostras contendo
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alto teor de fendis bioativos e seu potencial enologico pode ser investigado

futuramente mediante andlise de um maior nUmero de amostras.

Outros fatores como microrregiao de origem do vinhedo e ano da safra também
contribuem para o perfil fenélico. Os vinhos elaborados com uvas produzidas na
microrregido da Campanha Central e a maioria da safra de 2013 apresentaram maior
teor de fendis bioativos. A influéncia de safra foi pequena quando variedade,
microrregido e, principalmente, mesmo vinhedo foram idénticos. Com isso, a analise
por Quimiometria possibilitou a classificacdo da maioria das amostras de acordo com
o teor de compostos fendlicos de cada variedade. A triagem de compostos fendlicos
e a classificacdo apresentadas para vinhos tintos finos da Campanha Gaucha podem
ser utilizadas como ferramentas para o desenvolvimento do setor vitivinicola e, assim,

contribuir para a obtencéo de indicacdo geografica da regiao.
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4.5. CAPITULO 5

Limpeza de Amostras de Vinhos Tintos para Determinacao de
Fendis Bioativos por HPLC-DAD Il e UPLC-MS






4.5.1. Introducgéo

O método por HPLC-DAD I, descrito no Capitulo 3, foi desenvolvido e validado
para a determinacdo de seis fendis bioativos em vinhos. Para algumas pesquisas,
pode ser necessario o doseamento de mais compostos fendlicos para a avaliacdo do
potencial de variedades de uvas, regides vitivinicolas ou para a avaliagdo do grau
nutracéutico (LORRAIN et al., 2013; SILVA et al., 2011; STRATIL; KUBAN; FOJTOVA,
2008; YOU et al., 2012). Visando a atender a dois dos objetivos desta tese, de verificar
o potencial de uvas para a elaboracdo de vinhos e de correlacionar compostos
fendlicos com a atividade bioldgica, foi necessario ampliar o numero de moléculas
analisaveis. Por isso, 0 método por HPLC-DAD II (Capitulo 3), foi explorado para
avaliar a possibilidade de incluir outros padrbes de fendis bioativos na andlise (7),
juntamente com os seis do método original. Foi possivel detectar 13 padrdes de
compostos fendlicos ha mesma analise cromatografica, com coeluicdo apenas do
acido trans-feralico e do acido p-cumarico. Entretanto, mediante analise direta de
amostras de vinhos tintos em HPLC-DAD (método 1), apenas filtradas, a seletividade

€ adequada s0 para seis fenois bioativos (item 4.3.2).

Frente a constatacao da grande interferéncia de antocianinas na determinacao
de fendis bioativos em vinhos (item 4.3.2), foram procuradas alternativas para a
eliminacéo das primeiras. Para tanto, foram testados métodos para realizar a limpeza
das amostras através de SPE, utilizando as fases estacionarias C18 ou SCX,
combinadas com diferentes sequéncias de eluicdo. A fase C18 foi escolhida por ser a
mais usada para essa aplicacdo (LORRAIN et al., 2013; MATTIVI, 1993; ORTEGA-
HERAS; CANO-MOZO, 2008; PEREZ-MAGARINO), enquanto a SCX foi selecionada
com base nas caracteristicas quimicas das moléculas envolvidas (item 4.5.2.3.2).
SCX foi capaz de reter as antocianinas interferentes e eluir os demais fendis bioativos
de interesse, com recuperacdes adequadas. Através desse método de preparo de
amostras de vinhos tintos, foi possivel aumentar de seis para oito compostos fendlicos
analisaveis por HPLC-DAD e um total de 19 por UPLC-MS.

O método desenvolvido por HPLC-DAD II foi utilizado como embasamento para
o gradiente inicial no UPLC-MS. Foi utilizado o médulo “Column calculator” disponivel

no Empower3. Em seguida, foram realizados os testes com padrdes de 19 fendis
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bioativos para a avaliagdo do seu comportamento no equipamento. As condi¢des
foram otimizadas para se obter um método de cinco minutos. Associando ao preparo
de amostras com SCX, varios fendis bioativos podem ser analisados por esse método.
Com esses dados, foi redigido um artigo, o qual foi submetido ao periédico Food
Chemistry (item 4.5.2).

136



4.5.2. Artigo Submetido ao Peridédico Food Chemistry
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ABSTRACT

Bioactive phenols (BPs) are often targets in red wine analysis. However, other
compounds interfere in the liquid chromatography methods used for this analysis.

Here, purification procedures were tested to eliminate anthocyanin interference during
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the determination of 19 red-wine BPs. Liquid chromatography, coupled to a diode array
detector (HPLC-DAD) and a mass spectrometer (UPLC-MS), was used to compare
the direct injection of the samples with solid-phase extractions: reversed-phase (C18)
and strong cation-exchange (SCX). The HPLC-DAD method revealed that, out of 13
BPs, only six are selectively analyzed with or without C18 treatment, whereas SCX
enabled the detection of all BPs. The recovery with SCX was above 86.58% for eight
BPs. Moreover, UPLC-MS demonstrated the potential of SCX sample preparation for
the determination of 19 BPs. The developed procedure may be extended to the
analysis of other red wine molecules or to other analytical methods where
anthocyanins may interfere.

Keywords:

Bioactive phenols, red wine, liquid chromatography, mass spectrometry, diode array

detector, sample purification

45.2.1. Introduction

Design of functional foods and beverages increasingly requires the examination
of bioactive molecules (Bidlack & Wang, 2006; Khan, Grigor, Winger, & Win, 2013).
Phenols, which are biosynthesized as part of the plant’s defense system (Figure 4.5.1),
are often targets in the analysis of fruit-derived products (Crozier, Clofford, & Ashihara,
2006). Grapes and wines are potential sources of such compounds in the human diet
(Ribéreau-Gayon, Glories, Maujean, & Dubourdieu, 2006). Natural phenols may be
classified as nonpigmented (or sometimes, soft) or strongly pigmented molecules.
Nonpigmented molecules provide more health benefits such as: cardiovascular
protection, and antitumor and antioxidant activity (Barjot, Tournaire, Castagnino, Vigor,
Vercauteren, & Rossi, 2007; Fernandez-Mar, Mateos, Garcia-Parrilla, Puertas, &
Cantos-Villar, 2012; Nigdikar, Williams, Griffin, & Howard, 1998; Renaud & Lorgeril,
1992; Roupe, Remsberg, Yafiez, & Davies, 2006; Whelan, Sutherland, Mccormick,
Yeoman, & Jong, 2004). Because of their high nutraceutical value, the nonpigmented
compounds, called bioactive phenols (BPs), have received special attention in food
research (Bidlack et al., 2006; Khan et al., 2013).

Technological advances in analytical instrumentation have enabled the analysis
of several compounds that affect human health, including that of BPs in wines
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). High-performance liquid chromatography (HPLC) and
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ultra-performance liquid chromatography (UPLC), coupled to an ultraviolet/visible
detector (UV/Vis), a diode array detector (DAD), or a mass spectrometer (MS), are the
main techniques for BP analysis, since BPs are nonvolatile organic molecules (Cotea,
Luchian, Bilba, & Niculaua, 2012; Ignat, Volf, & Popa, 2011; Lorrain, Ky, Pechamat, &
Teissedre, 2013; Pereira, Camara, Cacho, & Marques, 2010; Rodriguez-Medina,
Segura-Carretero, & Fernadez-Gutiérrez, 2009; Silva, Pereira, Woutera, Girda, &
Camara, 2011; Tenore, Troisi, Di Fiore, Manfra, & Novellino, 2011). However,
pigmented phenols, for example, may interfere BP analysis in wines, as they have
similar chemical properties (such as polarity), and as a result, they interact with the
HPLC or UPLC columns fitted with most commonly used detectors (DAD and MS).

Another relevant aspect is the purification of the samples prior to the analysis in
order to preserve the chromatographic columns, as they are usually expensive.
Therefore, sample preparation is a crucial step for BP analysis in red wines through
this instrumentation, and some attempts have been made to perform direct injection of
the samples, a simple procedure, which, however, is not always selective and accurate
(Pereira et al., 2010; Tenore et al., 2011). Other methods use solid-phase extraction
(SPE) by different separation mechanisms or liquid-liquid extraction (Lorrain et al.,
2013; Malovanéa, Montelongo, Péreza, Rodriguez-Delgado, 2001), although the latter
is more laborious and tends to give lower yields than SPE (Silva et al., 2011, Villiers,
Lynen, Crouch, & Sandra, 2004). An SPE adsorbent commonly found in the literature
for this purpose is octadecylsilane (C18), which is a reverse-phase-type adsorbent
(Lorrain et al., 2013; Mattivi, 1993; Pérez-Magarino, Ortega-Heras, & Cano-Mozo,
2008). However, other types of adsorbents and techniques have also been proposed,
such as anionic strong exchange (Figueiredo-Gonzalez, Regueiro, Cancho-Grande, &
Simal-Gandara, 2014; Guillén, Barroso, & Pérez-Bustamante, 1996; Guillén, Merello,
Barroso, & Pérez-Bustamante, 1997), styrene-divinylbenzene (Silva et al., 2011;
Villiers et al., 2004), molecularly imprinted polymers (Hashim, Schwarts, Boysen,

Yang, Danylec, & Hearn, 2013), or mesoporous silica (Cotea et al., 2012).

In order to achieve suitable elimination of interferences from the wine matrix, it
is important to identify these chemical differences with regard to BP analytes.
Pigmented phenols are some of the major interferences; they are positively charged,
whereas BPs are neutral in acidic media. Because of this observation, a strong ionic
exchange mechanism was considered by Figueiredo-Gonzalez et al. (2014), who used
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a strong anion exchange cartridge in which the reaction of anthocyanin with sodium
bisulfite was necessary for retention by the adsorbent. In another report, a strong
cationic exchange cartridge was used, although the study focused on the analysis of
anthocyanins in fruits and vegetables and they probably discarded the BPs which
interfere in their analyses (He & Giusti, 2011). Such processes could be simplified
through the retention of positively charged molecules on a strong cationic exchange
cartridge, whereas BPs could be directly collected for the analysis. Considering that
“strong cation exchange linked to benzyl ring cartridges” (SCX) combine both ionic and
hydrophobic interactions (Moldoveanu & David, 2002), SCX could be a selective option
to eliminate positively charged organic molecules that interfere BP analysis. Therefore,
this study aimed to compare the BP recovery and selectivity obtained after SCX
treatment of some traditional sample preparations of red wines, using the most

commonly used instrumentation for analytical purpose (HPLC-DAD and UPLC-MS).
4.5.2.2. Materials and Methods
4.5.2.2.1. Chemicals and Standards

Methyl alcohol (MeOH) and formic acid were HPLC grade and were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Reagent grade ethyl alcohol (EtOH) and
hydrochloric acid were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Ultra-pure water
(Milli-Q, Millipore, USA) was used to prepare all the solutions. Analytical standards of
trans-resveratrol, trans-piceid, trans-g-viniferin, quercetin, myricetin, kaempferol, rutin,
trans-cinnamic acid, p-coumaric acid and trans-ferulic acid were from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). (+)-Catechin, (-)-epicatechin, (-)-epigallocatechin, (-)-
epicatechin gallate, (-)-epigallocatechin gallate, procyanidin B1, quercetin-3-O-
glucoside, kaempferol-3-O-glucoside, and taxifolin were acquired from Extrasynthese

(Genay Cedex, France). All the phenol standards were of at least 94% purity.

A stock solution comprising 200 mg/L of each phenol was diluted in EtOH 70%
(v/v in water). Fractions of the stock solution were stored at 4 °C for a week. The

working standard solutions were freshly prepared daily.
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4.5.2.2.2. Samples of Red Wines

A commercial Cabernet Sauvignon wine (CS1) from Rio Grande do Sul, Brazil,
was used to evaluate the effect of the matrix and to determine a suitable methodology
for sample preparation. The original wine sample was diluted 1.25 times with EtOH 70
% (v/v), followed by filtration through a 0.22 um polyvinylidene fluoride (PVDF)
membrane. The sample was diluted to maintain the same proportion of the matrix in

the fortified samples described below.

A fortified sample of CS1 was prepared by adding an appropriate volume of the
stock solution so as to have a final concentration of 10 mg/L of each phenol. To obtain
this, the matrix was diluted 1.25 times. The enriched sample was processed according

to each optimization test (see Section 4.5.2.2.3).

The optimized sample purification method was applied to Merlot, Syrah, and
Cabernet Sauvignon (CS1 and CS2) samples from Rio Grande do Sul. All the red wine

samples were conserved at 18+2 °C until analysis.
4.5.2.2.3. Sample Preparation Tests

Six different tests were conducted to evaluate the analytes according to each
sample preparation: the traditional methods (direct injection and C18 SPE cartridge)
and SCX SPE cartridges (SCXa, SCXb, SCXc, and SCXd tests). The SPE cartridges
were coupled to a vacuum manifold (Supelco, USA).

Co-elution of the analytes with anthocyanins was considered in each test. A
preliminary test of the direct injection of the CS1 sample was conducted through the
HPLC-DAD instrument.

The purification of CS1 was tested by an RP tri-functional bonded (C18)
cartridge, with 900 mg of sorbent and a particle size of 55-105 um (tC18, Waters).
First, the cartridges were conditioned with 10 mL of MeOH, 10 mL of water, and 3 mL
of the sample. Any resulting waste was disposed of. Then, 2 mL of the sample were
passed through the cartridge and the fraction was collected for subsequent HPLC-DAD

injection.
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Another test (SCXa) involved verifying the elimination of interferences using an
SCX cartridge with 200 mg of sorbent and a particle size of 33 um (Strata-XC,
Phenomenex). After this, different experiments were conducted to determine the
optimal conditions for sample purification (SCXb, SCXc, and SCXd tests). All
cartridges were prepared beforehand by adding 1 mL of MeOH, followed by 1 mL of
water. SCXa and SCXb tests involved passing 2 and 3 mL of the sample through the
cartridges, respectively, and discarding the corresponding portions. The SCXa test
required the use of 1 mL of MeOH with 0.1 M HCI for elution, whereas SCXb required
1 mL of MeOH/EtOH (90:10 v/v) with 0.1 M HCI. In the SCXc and SCXd tests, a portion
of the sample (1 mL) was collected with the eluent, through elution with MeOH/EtOH
(90:10 v/v) and 0.1 M HCI and with MeOH and 0.1 M HCI, respectively. The conditions
and elution sequences for each test are summarized in Supplementary Table 4.5.1.

4.5.2.2.4. HPLC-DAD Method

The phenol determinations were carried out through an HPLC-DAD method
previously validated by our group for six BPs, as described below (Silva, Guerra,
Cavalcanti, & Bergold, 2014). A Shimadzu system (Kyoto, Japan) equipped with a
diode array detector (DAD) was used, managed by CLASS VP software (Shimadzu).
The C8 column used (Vertical, 150 x 4.6 mm, 5 um) was protected with a C8 guard
column (Phenomenex). The flow rate was 1 mL/min and the injection volume was 20
uL. The detection was performed according to the maximum UV/Vis absorption (Amax)
of each analyte (Table 4.5.1). The aqueous eluent consisted of formic acid and water
(2:2000, v/v), and the organic eluent consisted of MeOH, formic acid, and water
(900:1:100, v/v). The linear gradient was: from 30% to 45% of B in 7 min, 45% of B
over 7 min, from 45% to 55% of B in 1 min, from 55% to 65% of B in 9 min, from 65%
to 90% of B in 1 min, 90% of B over 2 min, from 90% to 30% of B in 0.5 min, and 30%

of B over 2.5 min. The chromatograms were recorded for 30 min.

Sample and standard solutions were injected in triplicate. All peak integrations
were performed according to previously established conditions for the standard
solutions, such as the retention time (Rt) and Amax. Quantification was carried out using
the external standard method and by comparing each analyte with its corresponding

calibration curve.
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The selectivity was also evaluated. The peak purity obtained for each analyte in
the standard solutions, wine samples, and fortified samples was analyzed by DAD.
Spectra were collected from 200 to 600 nm. The peaks were considered pure when

the peak purity index was over 0.95, as calculated by CLASS VP software.

Linearity was applied for the analysis of three calibration curves on different
days, which involved injections in triplicate. The stock solution (Section 4.5.2.2.1) was
used to prepare calibration curve solutions at six concentration levels (1.0, 5.0, 10.0,
20.0, 30.0, and 40.0 mg/L), which were diluted in EtOH 70% (v/v). The concentrations
of cinnamic acid were 0.1, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, and 10.0 mg/L. The linear equations were
calculated using the least squares method and the linearity was evaluated by ANOVA.

The accuracy was assessed by a recovery study. The analytes were tested by
adding 10 mg/L of each standard to a red wine sample (CS1). The calculation of the
recovery was carried out using the following formula: R% = [analyte in fortified sample]

x 100/([analyte on original sample] + [analyte added]).
4.5.2.2.5. UPLC-MS Method

The identifications of 19 BPs was performed on a Waters Acquity UPLC System
(Milford, MA, USA), that comprised a quaternary pump, an autosampler, a column
oven, a single mass quadrupole detector (MS), and Empower 3 software. A C18 BEH
column was used (Waters, 50 x 2.1 mm, 5 um), which was protected with a guard
column of the same material (Waters). The flow rate was 0.5 mL/min and the injection
volume was 1 uL. The detection was performed based on the molecular weight of each
analyte (Table 4.5.1). The eluents were the same as those used for the HPLC-DAD
method. The linear gradient was: from 30% to 65% of B in 2.5 min, from 65% to 90%
of B over 0.5 min, 90% of B over 0.8 min, from 90% to 30% of B in 0.2 min, and 30%

of B over 1.0 min. The chromatograms were recorded for 5 min.

MS detection was conducted on a Waters QDa instrument (Milford, MA, USA)
with an electrospray (ESI) source. ESI mode was selected to obtain a high selectivity
for each analyte. The probe temperature was 600 °C, the capillary voltage was -0.8
and +0.8 kV, the cone voltage was 15 V, and the sampling rate was 1 point across the

peak. Acquisitions were obtained by scanning from m/z 140 to 615 Da.
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4.5.2.3. Results and Discussion
4.5.2.3.1. Evaluation of Direct Injection by HPLC-DAD

Thirteen BP standards were suitably separated and detected through the HPLC-
DAD method, whose chromatograms were illustrated at 278 and 320 nm to cover all
the detection signals (Figure 4.5.2A). The linearity and selectivity (Rt and Amax)
obtained for each isolated analytical standard determined by the HPLC-DAD system
are shown in Table 4.5.1. The method displayed good linearity for all BPs; their
correlation factors (r) were up to 0.99, as corroborated by ANOVA statistics. The
different Rt and Amax values allowed the selective determination of each analyte. These
results are in accordance with FDA (2001) requirements for analytical method

validation.

However, when the method was tested using direct injection of a fortified red
wine sample (CS1), only six BPs were detected: trans-resveratrol, myricetin, trans-&-
viniferin, quercetin, trans-cinnamic acid, and kaempferol. Figure 4.5.2B illustrates the
chromatogram for pure CS1 wine, in which these BPs were found, except for trans-
cinnamic acid and trans-&-viniferin. Despite the potential of the HPLC-DAD method,
the chemical complexity of red wines limits the analysis to a small number of BP, owing
to several co-elutions with undesirable compounds. To have an acceptable
chromatographic separation of more BP analytes, longer times of analysis and larger
amounts of solvents would be required, which is against the green chemistry principles.
Therefore, we conducted a study to remove the main interferences during the LC

analysis of BP.

Substantial interferences occur owing to anthocyanin pigments, causing
absorption both in the visible region and the UV region, which is the range where BP
should be detected. The UV/Vis spectra shown in Figure 4.5.2C are consistent with
those of red wine pigments such as malvidin 3-O-glucoside, an anthocyanin
compound. The confirmation of such a wide region of co-elution is observed in the
contour view graph of the CS1 sample directly injected in the HPLC-DAD instrument
(Figure 4.5.3A). In these colored figures, the blue regions mean zero absorption at the
corresponding retention time and wavelength. The change from green to red

represents increasing peak concentrations. It was possible to confirm that, from the
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beginning of the chromatogram up to 15 min of elution, the analytes and some
interferences elute simultaneously. In this range of retention time, high absorption
intensities were observed at visible region wavelengths (400-550 nm), which are
consistent with the absorption signals of anthocyanins. Peak purity determination also
confirmed this, since compounds that eluted before 15 min had poor peak purity values
(<95%).

Therefore, it is possible to conclude that anthocyanins are nondesirable
components in HPLC-DAD analysis of several BPs in red wines. Several organic red
wine constituents interfere in the BP analysis, because such compounds also elute
and are detected by the HPLC-DAD method within the same time scale (He & Giusti,
2011).

4.5.2.3.2. Choice of SPE Adsorbent

Here, the main objective was to develop a method to analyze the maximum
number of BPs in the same chromatographic run. An attempt was also made to
determine whether the acceptable selectivity of each analyte can be obtained. The
above results show that direct injection was not considered any further, and a series
of SPE experiments aimed at reducing anthocyanin interferences while simultaneously
quantifying various BP were carried out. Direct injection, as already proven in Section
4.5.2.3.1, and the C18 cartridge were not able to completely solve the selectivity
problem regarding the desired analytes (Figures 3A and 3B, respectively). An overlap
of the UV/Vis spectra of the analytes with those of anthocyanins is observed, which
demonstrates that they have not been successfully separated. The inefficiency of C18
SPE has been reported (Silva et al., 2011; Villiers et al., 2004). Rebelo, Sousa,
Valentéo, Rego, & Andrade (2014) employed C18 for the determination anthocyanins
and some acids in wines; their conclusions agree with our on this class of compounds
and the C18 cartridge. Other proposed methods have led to low analyte yields, like the
use of styrene-divinylbenzene adsorbents for compounds such as quercetin and

myricetin (Villiers et al., 2004).

In the present method, a different mechanism was envisioned, i.e. the retention
of cationic anthocyanins, while the other neutral phenols elute in an acidic medium.

After treatment with the SCX cartridge, the wine was free from anthocyanins. Figure
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4.5.3C illustrates the purified CS1 wine sample after passing through an SCX cartridge
(SCXa test). Its contour graph presents a clean area in the visible range, showing that
anthocyanins have not been detected. Remarkably, the compounds of interest, i.e.,
BP, could still be detected after the SCX cartridge treatment, as shown for the fortified

red wine sample (Figure 4.5.3D).
4.5.2.3.3. Refinement of the SPE Procedure

Once the anthocyanins have been removed from the samples, BP recovery
could be further enhanced. Considering this, some variations of the SCXa test were
conducted to optimize the corresponding recoveries. The organic solvents were varied
and different volumes of the CS1-fortified sample were also used in these tests

(Supplementary Table 4.5.1).

A comparison between the obtained recoveries for the six tested purification
methods aimed at BP analysis in red wines is presented in Table 4.5.2. The analytes
have been ordered according to their Rt values, which are inversely proportional to the

polarity of the analytes along the chromatogram.

Although direct injection provided higher recoveries for resveratrol, myricetin,
viniferin, quercetin, cinnamic acid, and kaempferol, its lack of selectivity did not allow
the quantification of all the tested analytes.

Sample preparation with the C18 cartridge did not remove the anthocyanins and
thus reduced the recovery values for the same six BPs analyzed by direct injection.
The tests with the SCX cartridges provided higher recoveries in the ascending order:
SCXa, SCXb, SCXc, and SCXd. In particular, SCXd showed recoveries from 86.58%
to 101.21% (the lowest value corresponds to trans-e¢-viniferin and the highest one to
trans-cinnamic acid), accordance with validation requirements (FDA, 2001). All the test
results show that SCXd was able to quantify more BPs, as observed on the radar graph

(Supplementary Figure 4.5.1).

Some differences were found by changing the nature of the eluent and the
sequence, since SCX has also enables the use of other mechanisms of retention such
as n-n bonding and hydrophobic interactions (Moldoveanu & David, 2002), owing to

different polarities of the analytes. Kaempferol, trans-e-viniferin, and quercetin, for
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example, are less polar than the studied compounds and present therefore a stronger
interaction with the sorbent.

The SCXa and SCXb tests were used to concentrate the analytes in the elution
sequence, since, sometimes, they may be present at low concentrations in red wine
samples. However, the most polar analytes such as piceid, viniferin, resveratrol, and
myricetin were partially lost through the preparation sequence. Even after this loss, it
is possible that the alcohol content in wine (around 12% GL) was enough to elute some
of them before eluent addition. Hence, further attempts (SCXc and SCXd) were made

by joining the fractions of wine and eluent, thereby diluting the sample twice.

The SCXd test, with an eluent composed of acidic MeOH, proved to be the most
appropriate to elute the analytes with no interference between the compounds. Such
purification method allowed high recoveries of the quantifiable compounds.
Furthermore, the SCXd method presented acceptable recoveries in comparison with
those achieved by the strong anion exchange method, the former having the
advantages of being simpler requiring lower solvent consumption (Figueiredo-
Gonzalez et al., 2014; Guillén et al., 1996; Guillén et al., 1997).

As the anthocyanin interferences are adsorbed on the cartridge, the SCXd
treatment eliminates the need for a final washing step with an alkaline solution. After
sample elution, the cartridge may be directly discarded, without the need for any further
addition of an organic solvent, in agreement with the green chemistry principle of waste

reduction (Tobiszewski & Namiesnik, 2012).
4.5.2.3.4. Additional Analytes by UPLC-MS

For a better exploration of the SCX potential to analyze a wide number of BPs
in red wines, a UPLC-MS method was applied. Determining the co-eluted BP by
modification of the HPLC-DAD method (described in Section 4.5.2.2.4) would probably
imply longer analysis times and larger solvent quantities. UPLC-MS, in principle,
presents no co-elution problems, since its detector is more selective toward each
analyte. Despite this, sample purification is also desirable for this instrument, even if

only for the purpose of column preservation.
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After passing a fortified CS1 sample through SCX (test SCXd), 19 BPs were
identified by UPLC-MS. Each Rr, the ESI mode with the highest sensibility and the
corresponding m/z is presented in Table 4.5.1. The m/z detected for each BP was
similar to those previously established (Vrhovsek et al., 2012). These results show that

the SCX treatment can also be used to analyze other BPs in red wines.

Moreover, anthocyanins were not detected after the fortified sample passed
through the SCX cartridge, as positively charged molecules are retained on the SCX
column surface (Figure 4.5.4). On the contrary, SCX allows the elution of BPs, which
are neutral and polar to moderately polar compounds. The pKa of analytes is higher
than that of anthocyanins and they elute through the cartridge in acidic media. This
difference in their interaction with the column can be explained as follows: anthocyanin
molecules (Figure 4.5.2C) are positively charged in the high acidic medium of the
system, but not bioactive phenols (Figure 4.5.1). The sorbent is a polymer bounded to
benzenesulfonic acid, which is a strong cation exchanger. It retains strong cationic
compounds like anthocyanins, which are protonated at very low pH values
(Asenstorfer, lland, Tate, & Jones, 2003). In contrast, the desired analytes are not
retained by SCX because they are weak organic bases (e.g. resveratrol, pkai1 = 8.99,
pkaz = 9.63, pkas = 10.64) or weak organic acids (e.g. coumaric acid, pKa = 4.0)
(Chemicalize, 2016).

4.5.2.3.5. Quantification of Real Samples of Red Wines

Typical varieties of red wines were employed to test the SCXd purification
procedure. The results for the sample used in the previous tests (CS1), another
Cabernet Sauvignon sample (CS2), Syrah, and Merlot samples are presented in Table
4.5.2. Peaks of the sample analytes were compared to the standard profiles by means

of their purity (>95%), retention time (RSD < 5%) and UV/Vis spectra.

BPs profile distinguished the CS1 and CS2 samples, which were from the same
region and variety (Cabernet Sauvignon), but from different wineries. Trans-
resveratrol, trans-gviniferin, quercetin, and kaempferol were found in the CS1, CS2
and Merlot samples, with higher values obtained in the Cabernet Sauvignon samples
than in the Merlot one. In contrast, the Merlot sample contains 4.63 mg/L of piceid,

which was not detected in the CS1, CS2, and Syrah samples. The Cabernet Sauvignon
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and Merlot samples contained higher BP values than the Syrah sample. Taxifolin and
trans-cinnamic acid were not found in any of the analyzed samples. These results

demonstrate that this methodology may be applied to differentiate wine varieties.
4.5.2.4. Conclusions

Our results prove that anthocyanins interact strongly with the SCX sorbent in
acidic media, being removed from the red wine samples. When evaluated by the
HPLC-DAD method, the SCX purification treatment increases the number of
qguantifiable analytes, compared to those with direct injection and the C18 cartridge.
UPLC-MS confirmed that the SCX mechanism may be a potential tool to separate BP
analytes from anthocyanins, a major source of interference in red wine analysis. The
SCX purification procedure conferred selectivity to the analytical method as the
interference of anthocyanins was eliminated. Surprisingly, there are no previous

reports regarding this specific purpose.

By using BPs as markers of the nutraceutical grade of wines, it is possible to
study and establish the best conditions for field management, and the potential regions
for each grape variety and winemaking technologies. This SCX method can also be
adapted for the treatment of other matrices such as grapes related products or several
other fruits. Furthermore, this is a promising SPE mechanism for the analysis of other
organic compounds with chemical characteristics similar to those of BP (e.g. amines

or organic acids) or for other analytical methods (e.g. spectroscopy).
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Table 4.5.1. HPLC-DAD and UPLC-MS parameters for the determination of bioactive phenols

in red wines.
HPLC-DAD? UPLC-MS
Analyte a b Rt Amax Rt Iy
(min)  (nm) (min)
Stilbenes
trans-Resveratrol -35370 167034 0.999 15.3 306 1.39 229
trans-Piceid -16082 84951 0.998 10.0 306 1.23 389
trans-g-Viniferin -66727 66919 0.997 215 322 2.0 455
Flavanols
(+)-Catechin -214 11831 0.999 4.2 278 0.36 289
(-)-Epicatechin -4836 20984 0.999 6.0 278 0.46 289
(-)-Epigallocatechin * * * * * 0.31 305
(-)-Epicatechin gallate * * * * * 0.65 441
(-)-Epigallocatechin gallate * * * * * 0.35 457
Procyanidin B1 * * * * * 0.29 577
Flavonols
Quercetin -134573 87227 0.996 221 371 2.15 303
Quercetin-3-O-glucoside * * * * * 1.30 463
Myricetin -119958 89030 0.998 16.6 374 1.57 317
Kaempferol -182808 123799 0.998 26.2 365 2.65 287
Kaempferol-3-O-glucoside * * * * * 1.69 447
Rutin -9248 28334 0.998 13.4 354 1.32 609
Cinnamic acid derived
trans-Cinnamic acid 27071 254231 0.998 228 276 2.20 147
p-Coumaric acid -24165 208546 0.998 10.8 309 0.80 165
trans-Ferulic acid -14742 115639 0.997 11.0 322 1.02 195
Flavanonol
Taxifolin -23528 103730 0.998 105 288 0.74 305

a Linear equation: intercept (a), slope (b) and correlation factor (r).
b Equal to molecular weight in which eletrospray mode (ESI* or ESI).
* Linearity was not analyzed due to co-elution.
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Table 4.5.2. Recoveries from sample preparation tests and the SCXd test in real samples of red wine. HPLC-DAD conditions according to Section
4.5.2.2.4.

Recovery in sample preparation tests? Results with SCXd
Analyte Direct
o C18 SCXa SCXb SCXc SCXd Cs1 CSs2 Merlot Syrah
injection
o 66.81 38.42 75.50 95.32 4.63
trans-Piceid NS NS ND ND ND
+4.31 +3.91 +0.19 +1.98 +3.73
o 69.53 91.77 89.42
Taxifolin NS NS NS ND ND ND ND
+6.90 +2.40 +1.76
94.09 76.14 35.19 92.30 91.61 90.38 1.66 1.31
trans-Resveratrol <LQ ND
15.05 +2.71 +9.35 +0.46 +2.65 +5.29 +3.57 +1.07
Myricetin 94.98 104.20 10.07 6.52 21.02 87.19 3.13 ND Lo 1.91
<
+4.34 +3.07 +23.67 +6.73 +0.22 +4.02 +3.70 +3.12
o 89.16 75.15 14.02 60.38 68.96 86.58 4.56 1.0 1.38
trans-g-Viniferin <LQ
14.04 +2.20 1+19.62 +8.15 +0.04 +4.28 +0.91 6+4.91 +0.27
) 98.59 80.23 18.90 22.99 34.99 90.06 3.61 3.51
Quercetin <LQ ND
+4.71 +1.92 +12.41 +0.12 +1.11 +4.06 +4.31 +4.89
trans-Cinnamic 94.71 72.46% 87.39 86.70 91.85 101.21
ND ND ND ND
acid +4.45 3.50 +3.38 +0.70 +0.22 +1.27
93.04 88.35 24.57 60.38 56.11 99.55 251 3.62
Kaempferol <LQ ND
+4.74 +3.51 +5.63 +0.63 +2.57 +5.31 +3.18 +2.28

NS: Not selective, with peak purity below 95%.

ND: Not detectable, over the limit of detection.

LQ: Limit of quantification.

CS: Cabernet Sauvignon sample.

a Mean recovery of a fortified wine (10 mg/L of each analyte standard) and its corresponding RSD%.



Supplementary Table 4.5.1. SPE procedures for each optimization test with SCX cartridges.

Preparation i Final volume  Dilution
Test Elution sequence
sequence? (mL)® factor
1 mL of MeOH
SCXa 1 mL of water 1 mL of MeOH with HCI 0.1 M 1 0,5
2 mL of sample
1 mL of MeOH
SCXb 1 mL of water 1 mL of MeOH and EtOH (90:10 v/v) with HCI 0.1 M 1 0,33

3 mL of sample

1 mL of MeOH 1 mL of sample
SCXc . 2 2
1 mL of water 1 mL of MeOH and EtOH (90:10 v/v) with HCI 0.1 M

1 mL of MeOH 1 mL of sample
SCXd . 2 2
1 mL of water 1 mL of MeOH with HCI 0.1 M P

a Disposal
b Collection into a volumetric flask, which had its volume filled with the same SPE eluent.
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Fig. 4.5.1. Representative structures of the BP chemical classes: A) stilbenes: trans-
resveratrol, B) flavanols: (-)-epicatechin, C) flavonols: quercetin, D) cinnamic acid derived:
trans-cinnamic acid and E) flavanonol: taxifolin.
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Fig. 4.5.2. HPLC-DAD method for BP analysis: A) chromatograms at 278 (-) and 320 nm (-),
with 10 mg/L of each BP, except catechin and epicatechin (5 mg/L); B) chromatogram at 320
nm for Cabernet Sauvignon red wine; C) UV/Vis spectrum and chemical structure of malvidine-
3-O-glucoside. Peak identification: (+)-catechin (1), (-)-epicatechin (2), trans-piceid (3),
taxifolin (4), trans-ferulic acid (5), p-coumaric acid (6), rutin (7), trans-resveratrol (8), myricetin
(9), trans-g-viniferin (10), quercetin (11), trans-cinnamic acid (12) and kaempferol (13).
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Fig. 4.5.3. Contour graph of the Cabernet Sauvignon wine sample (CS1): A) original sample
before SPE; B) original sample after C18 cartrigde; C) original sample after SCXa test; D)
fortified sample, after SCXa test. Matrix was diluted 1.25 times.
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Supplementary Fig. 4.5.1. Radar graph of recoveries for different sample preparation
conditions (Cabernet Sauvignon CS1). DI: direct injection. C18: reverse-phase SPE. SCXa to
SCXd tests described in Table 4.5.1.
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4.6. CAPITULO 6

Avaliacdo de Compostos Fendlicos e Bioatividade em Uvas e Vinhos de

Novas Variedades da Campanha Gaucha






4.6.1. Introducéo

A Campanha Gaucha € uma nova regido vitivinicola brasileira, que vem
elaborando, principalmente, vinhos tintos finos das variedades: Cabernet Sauvignon,
Cabernet Franc, Merlot, Tannat, Tempranillo e Pinot Noir (TONIETTO et al., 2012).
Algumas novas variedades de uvas Vitis vinifera L. que se destacaram em regides
com condi¢cdes edafoclimaticas similares a Campanha Gaucha foram implantadas
nessa regido. Essas novas variedades estdo em avaliacdo quanto ao potencial
enoldgico e poderdo agregar valor através da diferenciacdo dos produtos da regido
(SILVEIRA, 2013). Muitos parametros analiticos podem ser utilizados para a avaliagdo
da qualidade de uvas e vinhos, como teor de acidez, alcool e densidade (OIV, 2016a).
Caracterizacdes quimicas mais detalhadas envolvem o doseamento de compostos
fendlicos, por exemplo, que além da relacdo com as caracteristicas sensoriais dos
vinhos, apresentam atividades bioldgicas (LORRAIN et al., 2013; RIBEREAU-
GAYON, et al., 2006a; RIBEREAU-GAYON, et al., 2006b; SILVA et al., 2011;
STRATIL; KUBAN; FOJTOVA, 2008).

Os compostos fendlicos apresentam  atividade antioxidante e,
consequentemente, sdo extensamente estudados para a prevencdo ou tratamento
das doencas relacionadas ao processo oxidativo, como cancer, doencas
cardiovasculares, diabetes, doenca de Alzheimer, entre outras (FERNANDEZ-MAR et
al., 2012; FINLEY et al., 2013; MAHAN; ESCOTT-STUMP; RAYMOND, 2012; SHILS
et al., 2006; SILVA e MURA, 2010; WANG et al., 2012). Os modelos biolégicos para
avaliacdo de compostos com potencial para o tratamento dessas patologias incluem,
por exemplo, o0 uso de animais, culturas de células do tecido envolvido, ou organismos
gue apresentam homologia (semelhanca) genética aos humanos, como a levedura
Saccharomyces cerevisiae ou o nematoide Caenorhabditis elegans (COSTA e
MORADAS-FERREIRA, 2001; FINLEY et al., 2011; POTTER et al., 2002a; POTTER
etal., 2002b; NGUYEN et al., 2009; TANG e HALLIWELL, 2010; YU e SCHELLHORN,
2013). Sobre o ultimo, estudos revelaram que cerca de 60% de seu genoma é
semelhante ao dos mamiferos (CULETTO e SATTELLE, 2000), o que, somado a
varias outras vantagens experimentais (corpo transparente, pequeno tempo de vida,
tamanho reduzido), o torna um bom modelo animal na avaliagdo de atividade
bioldgica. Além disso, estudos epidemiolégicos indicam que 0s processos oxidativos
sdo mais lentos em individuos que consomem vinhos tintos regularmente, uma das
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fontes mais ricas em fendis bioativos na dieta humana (FLAMINI et al., 2013;
NIGDIKAR et al., 1998; RENAUD e DE LORGERIL, 1992; WHELAN et al., 2004).
Esses compostos sao encontrados principalmente nas cascas de uvas Vitis vinifera L.
tintas, as quais sdo mais ricas em fendis bioativos do que as polpas (LOPES-LUTZ et
al., 2010; RIBEREAU-GAYON, et al., 2006a).

Apesar dos efeitos benéficos do vinho, a presenca de &lcool confere um efeito
danoso a muitas células (GIEHL et al., 2007). Por isso, para a obtencao dos beneficios
dos compostos fendlicos a saude humana, sdo necessarias pesquisas propondo
alternativas ao consumo de vinho, mas com efeitos antioxidantes iguais ou superiores.
Entretanto, alimentos ou bebidas funcionais ndo sdo sempre acessiveis a populacao
e, para as atividades biologicas dos compostos fenélicos, nem sempre as doses sao
suficientes (FERNANDEZ-MAR et al., 2012). Por isso, fenois bioativos promissores
tém sido estudados para uso como modelos moleculares em quimica medicinal. H&
um crescente interesse em isolamentos, mecanismos de sinteses e modificacdes
moleculares inspiradas em compostos fendlicos de uvas e, principalmente, de vinhos,
como o trans-resveratrol. O uso desses fendis bioativos como modelos para sintetizar
derivados moleculares tem como objetivo possibilitar sua dosagem, administracéo,
maior poténcia e/ou maior dissolucdo em meio intestinal, trazendo vantagens para
tratamentos de doencas (MCNULTY e DAS, 2009; MORO; CARDOSO; CORREIA,
2008; POTTER et al., 2002a). Para isso, é necessario conhecer quais sdo 0s
compostos fendlicos mais potentes e eficazes como antioxidantes, de forma que
possam, inclusive, ser utilizados como modelos para alteragcbes moleculares

objetivando o desenvolvimento de novos farmacos.

Assim, o0 objetivo desse estudo € estimar a atividade antioxidante relacionada
aos fenadis bioativos de vinhos tintos finos obtidos a partir de novas variedades de uvas
da Campanha Gaucha, fornecendo subsidios para avancos na vitivinicultura
regional/nacional. Além disso, relacionar o conhecimento de fendis bioativos de uvas
e vinhos da Campanha Gaucha com os efeitos antioxidantes em C. elegans,

contribuindo para a area da saude e, mais especificamente, para a quimica medicinal.
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4.6.2. Revisédo Bibliografica
4.6.2.1. Métodos para Fendis Totais

Alguns métodos gerais podem ser utilizados para estimar o indice de fendis
totais (TPI) em vinhos, como o valor de Folin-Ciocalteau ou a densidade 6ptica a 280
nm. O ultimo método apresenta maior reprodutibilidade, mas n&o inclui os derivados
de &cido trans-cinamico (RIBEREAU-GAYON et al., 2006b).

4.6.6.2. Métodos para Atividade Antioxidante in vitro

Os principios dos métodos 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e acido 2,2'-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS) sdo a captacdo de radicais livres por
compostos antioxidantes, os quais sdo usualmente utilizados para determinacdes de
atividade antioxidante in vitro relacionada a moléculas fendlicas (ALVES et al., 2010;
BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995; RE et al., 1999). Considerando que
sdo métodos estimativos, o ideal é utilizar mais de um método para a avaliagdo de um

conjunto de amostras.

O método de DPPH é amplamente empregado para avaliacdo da capacidade
antioxidante in vitro de muitas frutas e bebidas, como uvas e vinhos (ABE et al., 2007,
LIMA et al., 2015; PATIL et al., 2011; ROCKENBACH et al., 2011; RUFINO et al.,
2010; STRATIL; KUBAN; FOJTOVA, 2008; TENORE et al., 2011). O método de ABTS
também possibilita uma boa aproximacédo da atividade antioxidante de alimentos e
bebidas (LIMA et al., 2015; RE et al., 1999; RUFINO et al., 2007; RUFINO et al., 2010;
STRATIL; KUBAN; FOJTOVA, 2008). Embora sejam pouco comuns, outros métodos
com outros principios, envolvento a reducéo de ferro ou a peroxidacao lipidica, podem
ser usados para a determinacdo da atividade antioxidante in vitro de uvas e vinhos
(ALVES et al., 2010; RUFINO et al., 2010; STRATIL; KUBAN; FOJTOVA, 2008).

4.6.2.3. Caenorhabditis elegans para Estudos de Atividade Antioxidante

A utilizacdo de animais em estudos de atividade biolégica deve seguir principios
éticos e legislacdes especificas de cada pais. No Brasil, devem ser seguidas condutas
da politica dos 3R’s que visam a reducéo, a substituicdo ou o refinamento do uso de
animais em atividades de pesquisa (BRASIL, 1998; BRASIL, 2008). Assim, sempre

que possivel, devem ser escolhidos modelos alternativos ao uso de animais (BRASIL,
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2014). O C. elegans € um nematoide que possui cerca de 60 e 80% de homogia ao
genoma humano (CULETTO e SATTELLE, 2000), podendo ser utilizado para a
avaliacao de efeitos biologicos, como atividade antioxidante e doencas relacionadas
(BRENNER, 1994; HENRICSON et al., 2004; LIMA et al., 2014). Outras vantagens do
C. elegans sdo: baixo custo de manutencéo; ciclo de vida curto, possibilitando
resultados répidos; ndo parasitam humanos; possibilidade de transgenia com
expressdes de proteinas associadas a patologias humanas (BRENNER, 1994;
HENRICSON et al., 2004; LIMA et al., 2014).

Vérios protocolos envolvendo o uso de C. elegans foram usados para
avaliacbes de atividades antioxidantes de fendis bioativos. Extratos de produtos
naturais, como da erva mate (llex paraguariensis), da roma (Punica granatum L.) e
residuos de vinificacdo aumentaram a sobrevivéncia de nematoides submetidos a
agentes oxidantes (JARA-PALACIOS et al., 2013; KILICGUN; ARDA; UCAR, 2015;
LIMA et al., 2014).

O modelo de C. elegans indicou a atividade antioxidante do trans-resveratrol
frente a agentes estressores quimicos, como a juglona e glicose (CHEN;
REZAIZADEHNAJAFI; WINK, 2013b), e frente as radiac6es gama (YE et al., 2010).
Esses animais também foram utilizados como modelo para comprovar o efeito protetor
do trans-resveratrol na doenca de Alzheimer (REGITZ et al., 2015) e no aumento da
longevidade (BASS et al., 2007). Outros fendis bioativos, como quercetina, (+)-
catequina e rutina, também apresentaram acdo antioxidante ou prolongamento do
tempo de vida quando avalidas em C. elegans (KAMPKOTTER et al., 2007;
KAMPKOTTER et al., 2008; SAUL et al., 2008; SAUL et al., 2009; SURCO-LAOS et
al., 2011; SURCO-LAOS et al., 2012).

4.6.2.4. Compostos Fendlicos da Uva e do Vinho e Analogos como Potenciais

Farmacos

Frente aos inumeros estudos relatando as acfes dos fendis bioativos para
prevencdo de doencas, é crescente o0 interesse em isolar, sintetizar ou fazer
modificacdes em suas moléculas. O isolamento do trans-resveratrol, por exemplo, &
bastante comum a partir de uma planta asiatica, com nome popular de Knotweed

japonés (Polygonum cuspidatum). Dela, é extraido o resveratrol-3-O-glicosideo que,
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por uma reacdo de hidrdlise acida, produz o trans-resveratrol (WANG; LIU; CHEN,
2013).

A sintese completa do trans-resveratrol também foi proposta por diferentes
mecanismos. O mais usual é pela sintese de Wittig, que utiliza sais de tribenzil fosfénio
para produzir estereoseletivamente a forma ativa trans (MCNULTY e DAS, 2009).
Outro método é a arilacdo de Heck a partir de sais de arenodiaz6nio, também
estereoseletiva (MORO; CARDOSO; CORREIA, 2008).

Devido ao potencial do trans-resveratrol para ligacao a receptores especificos
de células doentes, varios analogos foram sintetizados. Estratégias foram utilizadas
para melhorar a dissolucdo em meio intestinal e estabilidade metabdlica do trans-
resveratrol, uma vez que a presenca de trés hidroxilas em sua molécula prejudicam
essas funcbes no organismo (CHEN et al., 2013a). Assim, foi sintetizada a nova
molécula, DMU-212 (trans-3,4,5,4’-tetrametoxi-estilbeno, Figura 4.6.1), a qual constou
da adicdo de metoxilas na molécula de trans-resveratrol, de forma a aumentar a sua
dissolucdo em fluidos intestinais e interacdo seletiva por receptores de células
tumorais (POTTER et al., 2002b). Varios outros compostos derivados do trans-
resveratrol foram propostos, com mecanismos de sintese total ou semissintese a partir
do isolamento de precursores naturais (BELLINA et al., 2015; CHEN et al., 2013a;
PETTIT et al., 2009). Estudos clinicos estdo em andamento para tornar farmacos
algumas moléculas de fendis bioativos e analogos, principalmente na terapia de
canceres (BISHAYEE, 2009; ORSINI et al. 2016).

H,CO s

H,CO
OCH,

Figura 4.6.1. Estrutura quimica do DMU-212, um analogo sintético do trans-resveratrol.

Depois do trans-resveratrol, um dos flavonois com maior nimero de estudos de
atividade biolégica e inclusdo em terapias é a quercetina (ZAMIN et al., 2009).
Isolamentos a partir de produtos naturais e sintese completa foram propostos. Além
disso, modificacbes moleculares de quercetina, mediante incluséo de radicais alquila,

por exemplo, apresentaram atividades antitumorais e antimicrobianas (HOSSION et
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al., 2010; SHI et al., 2014; YUAN et al., 2012). Pesquisas dessa natureza também
foram realizadas com outros fendis bioativos, como quempferol, miricetina e (+)-
catequina (IMAI et al., 2014; QU et al., 2009; XUE et al., 2015).

4.6.3. Material e Métodos
4.6.3.1. Reagentes

Nas determinagbes por HPLC-DAD e UPLC-MS foram utilizados padrbes
analiticos (Tabela 1 em Anexo) e solventes com pureza adequada para cada
equipamento. Para os testes de atividade antioxidante, foram utilizados: DPPH, ABTS
e persulfato de potassio da Sigma-Aldrich® (Saint Louis, EUA); Trolox (Acros
Organics) e EtOH p.a. (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os reagentes para a

manutencdo do nematoide C. elegans foram da Sigma-Aldrich® e Kasvi®.
4.6.3.2. Amostras

As variedades foram escolhidas de acordo com os teores de compostos
fendlicos obtidos para as 87 amostras de vinhos da Campanha Gaucha (Figuras 4.4.2
e 4.4.3). Para possibilitar a correlacdo da composicdo fendlica com a atividade
antioxidante, foram escolhidas variedades de vinhos com uma concentracao variada
de fendis bioativos, ou seja, baixos e elevados. Simultaneamente, foram selecionadas
novas variedades com potencial enoldgico, de forma a contribuir com a vitivinicultura

da Campanha Gaucha.

Foram utilizadas amostras de cascas de uvas Vitis vinifera L. da Campanha
Gaucha e dos vinhos experimentais correspondentes (item 4.1.2.2.2). Trés amostras
de uvas e vinhos (Arinarnoa, Barbera e Marselan) foram das safras de 2014 e 2015 e
duas (Rebo e Teroldego) foram de 2015. Adicionalmente, foram avaliados os vinhos
Rebo e Teroldego da safra de 2014. Todas as amostras foram de Dom Pedrito, exceto
Rebo (2014 e 2015) e Teroldego (2014).

4.6.3.3. Extragdo de Compostos Fenodlicos de Uvas

Para extrair o maior numero e concentragdes possiveis de compostos fendlicos
de cascas de uvas Vitis vinifera L., o0s métodos propostos por Careri et al. (2004) e

Carrera et al. (2012) foram adaptados. Para tanto, as bagas (100 de cada amostra de
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uva) foram lavadas com &gua corrente, seguida de 4gua ultrapura (Milli Q, Millipore)
e enxugadas com papel absorvente. Em seguida, as cascas foram separadas das
bagas, o residuo de polpa foi eliminado mediante espremedura e as cascas foram
secas com papel absorvente. As polpas foram descartadas e as cascas foram
utilizadas para andlise. As cascas frescas foram congeladas a -80 £ 5 °C e liofilizadas
utiizando um equipamento Terroni (modelo Enterprise) até a secagem.
Posteriormente, as cascas foram armazenadas em dessecador (20 £ 2 °C) e

protegidas da luz até o momento da analise.

O procedimento de extracao dos fendis constou da adicdo do solvente extrator
(EtOH 70% viv) as cascas secas previamente pulverizadas em gral, na propor¢céo de
1:7 (p/v). A suspenséao obtida foi submetida a extracdo em ultrassom por 12 minutos,
seguida de filtracdo a vacuo com uso de papel de filtro classe Il B. A partir desse
extrato foram preparadas as solu¢des para aplicacdo dos métodos de HPLC-DAD I,
UPLC-MS, TPI ou atividades antioxidantes.

4.6.3.4. Indice de Fendéis Totais

O TPI foi realizado através da determinacdo da densidade 6ptica a 280 nm de
amostras diluidas 100 vezes em &agua ultrapura (Milli Q, Millipore) (RIBEREAU-
GAYON et al, 2006). Todas as leituras foram realizadas em triplicata, em
espectrofotometro de absorcao nas regides UV/Vis (Cary 60, Agilent).

4.6.3.5. Método por HPLC-DAD II

As amostras de vinhos e os extratos obtidos no item 4.6.3.3 foram filtrados
através do filtro PVDF 0,45 um. Os vinhos foram diretamente analisados em HPLC-
DAD e os extratos foram diluidos cinco vezes em agua ultrapura. O método validado
por HPLC-DAD (ll) (item 4.3.2) foi utilizado para a analise de acido trans-cinamico,
trans-resveratrol, trans-g-viniferina, quempferol, quercetina e miricetina nas amostras

de uvas e vinhos.
4.6.3.6. Método por UPLC-MS

As amostras de vinhos e os extratos obtidos no item 4.6.3.3 foram diluidos 2,5
vezes em agua ultrapura. As solugdes foram submetidas a SPE do tipo SCX, conforme

definido no item 4.5.2.3.3, seguido de filtragdo atraves do filtro PVDF 0,22 uym e
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diluicdo, sendo que na diluicdo final a concentracdo era cinco vezes menor que na

amostra inicial.

As quantificacdes dos compostos fendlicos (trans-piceido, (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina, galato de (-)-epicatequina, quercetina-3-O-
glicosideo, quempferol-3-O-glicosideo, rutina, acido p-cumarico, acido trans-ferulico e
(+)-taxifolina) foram realizadas em equipamento UPLC-MS, conforme descrito no
Capitulo 5. A astilbina também foi determinada ha mesma analise, com aquisicao em
m/z=451, no modo ESI*. O volume de injecéo foi de 1 uL, em triplicada. Para aumentar
a sensibilidade do método, foram alteradas as condi¢cdes de aquisicdo do modo
varredura (Scan de m/z 140 to 615) para o modo Selected lon Recorder (SIR). A
programacao do método de aquisicdo foi conforme tr € m/z previamente determinados

para cada analito (Table 4.5.1).
4.6.3.7. Atividade Antioxidante in vitro

A atividade antioxidante in vitro foi realizada por dois métodos tradicionais,
DPPH e ABTS. As amostras de vinhos e extratos de uvas foram diluidas 20 vezes
com &gua ultrapura para a aplicacdo de ambos os métodos. Todas as leituras de
padrdes e amostras foram realizadas em triplicata, em espectrofotdmetro de absor¢éo

nas regifées UV/Vis (Cary 60, Agilent).

O método de DPPH foi adaptado de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995)
e Patil et al. (2011), com uso de solugfes estoque de DPPH 600 uM e Trolox 10 mM
dissolvidos em EtOH p.a. A solugéo estoque de DPPH foi utilizada para o preparo de
uma solucdo intermediaria etandlica com 120 uM. A partir da solucdo estoque de
Trolox, foram preparadas solucdes etandlicas para a curva de calibracdo nas
concentracdes de 200, 300, 400, 500 e 600 uM. Cada ponto da curva foi submetido a
cinética de reagdo em microtubos de 2 mL, mediante mistura de 950 uL de DPPH 120
uM com 1,05 mL de cada concentracdo de padréo. Os tubos foram agitados
vigorosamente por 30 s. Para garantir a realizacdo de leituras apos o término da
reacao, foram avaliados diferentes esquemas de incubacao: repouso por 30 minutos
a 25 £ 5 °C, ultrassom a 25 £ 5 °C (15, 25 e 60 min). Considerando que pode haver

aquecimento da &agua durante o banho de ultrassom, antes da incubacdo a
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temperatura da dgua foi regulada para o limite inferior da faixa estabelecida, isto é, 20
°C. As leituras foram realizadas em 515 nm.

O método de ABTS foi realizado conforme protocolo estabelecido por Rufino et
al. (2007). O radical ABTS** foi preparado através da mistura de 5 mL de ABTS 7mM
e 88 uL de persulfato de potassio 140 mM, seguido de repouso no escuro por 16h.
Essa mistura foi diluida com EtOH até a obtencédo de uma absorbancia de 0,70 + 0,02
em 734 nm. A curva de calibracéo foi preparada com solu¢des de 100, 500, 1.000,
1.500 e 2.000 uM de Trolox. Cada frasco de reacéo foi preparado mediante adicao de

30 plL de padréo ou amostra diluida e 3 mL do radical ABTS**.
4.6.3.8. Atividade Antioxidante in vivo
4.6.3.8.1. Preparo das Solugdes de Tratamento

Aliguotas de 833 uL de todos os vinhos foram diluidas em agua ultrapura e o
volume foi completado para 10,0 mL em baldo volumétrico. O gas nitrogénio foi
aplicado a superficie dos extratos etandlicos, em volumes correspondentes a 167 mg
de cada uva liofilizada (1,166 mL), para reducéo do teor alcodlico. Posteriormente, 0
residuo obtido foi ressuspendido em agua até completar o volume de 10,0 mL. As
solu¢Bes obtidas foram utilizadas nos tratamentos de nematoides frente as diferentes
condi¢cbes oxidantes.

4.6.3.8.2. Tratamentos em C. elegans

Foram utilizados C. elegans tipo selvagem (N2 Bristol), fornecidos pelo
“Caenorhabditis Genetics Center” (Minessota, EUA). A propagacao dos animais foi
realizada em meio para crescimento de nematoide (NGM), em placas contendo o
alimento Escherichia coli (cepa OP50) e mantidas em estufa a 22 °C. Os nematoides
foram sincronizados através do rompimento de hermafroditas gravidos por uma
solucéo de lise (NaOCI 1% v/v e NaOH 0,25 M) para que se obtivesse animais na fase
larval L1, os quais foram submetidos as condi¢cfes de estresse por agentes oxidantes
(paraquat 5 mM, luz ultravioleta a 253 nm e calor a 35 °C, por uma hora). Os vermes
(2.500) expostos a tais condi¢cdes foram previamente tratados com as amostras de
extratos de uvas e seus respectivos vinhos experimentais. O controle usado nos

tratamentos foi 0 mesmo tampé&o usado para diluir as amostras de uvas e vinhos
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(KH2PO4 20 mM, NaHPO4 42 mM, NaCl 86 mM e MgSO4 1 mM). A sobrevivéncia dos
animais foi analisada e contabilizada 24 h apds a exposicdo a cada estressor e foi

expressa como percentagem de sobrevivéncia em relacédo ao controle.
4.6.3.9. Analise Estatistica

Os resultados obtidos para os compostos fendlicos de amostras de uvas e
vinhos foram submetidos a analise por ANOVA e avaliados pelo teste de Tukey quanto
as similaridades. Para tanto, foi utilizado o programa Assistat, versao 7.7 beta (SILVA,
2016).

A andlise para os percentuais de sobrevivéncia dos nematoides foi realizada
através do programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc.), por ANOVA de
uma ou duas vias e, quando cabivel, um post-hoc de Tukey foi aplicado. A analise de
PCA foi realizada em programa computacional ChemoStat®, com autocalamento dos
dados (HELFER et al., 2015).

4.6.4. Resultados e Discusséo
4.6.4.1. Selecdo de Método para Preparo de Amostras de Uvas

A eliminacgdo da agua das cascas foi realizada para manter a estabilidade das
amostras de uvas por um longo periodo, preservando a integridade de compostos
labeis como os compostos fendlicos (ABE et al.,, 2007; CARERI et al., 2004;
LANDRAULT et al., 2002; RODRIGUEZ MONTEALEGRE et al., 2006; TOMAZ et al.,
2015). Por questdes de solubilidade dos analitos e menor toxicidade, foi selecionado
o EtOH 70% v/v como solvente extrator. Também devido a elevada solubilidade dos
fendis no solvente extrator, foi possivel utilizar uma baixa proporcao de volume por
massa de amostra (1.7 p/V), o que evita a diluicdo extrema dos compostos e a
consequente dificuldade de quantificacdo devido aos LOQ dos métodos, além de
consumir menor quantidade de solventes. Outros métodos envolvem uma maior
proporcdo de solvente em relacdo a massa de amostra. Entretanto, a maioria requer
uma posterior concentracédo dos analitos através de equipamento evaporador rotativo
e reconstituicdo do residuo em solvente (ABE et al., 2007; CARERI et al., 2004,
LANDRAULT et al., 2002; RODRIGUEZ MONTEALEGRE et al., 2006; TOMAZ et al.,

2015). Considerando que alguns dos compostos fendlicos analisados no presente
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trabalho s&o diferentes desses estudos, o procedimento de concentracédo de analitos
nao foi realizado, evitando, assim, perdas devido a maior manipulacdo da amostra e

termodegradacao.

Além disso, ndo foram adicionados acidos a solucéo extratora, considerando a
possibilidade de hidrélise de fendis ligados a sacarideos (ANDERSEN e MARKHAM,
2006; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA, 2006). As degradac¢fes quimicas em meio
acido também poderiam ser favorecidas pelo choque entre as moléculas, o qual foi
promovido pelo ultrassom utilizado no presente trabalho. Landrault et al. (2002) e
Careri et al. (2004) igualmente optaram pelo uso de solvente em pH neutro. Outros
trabalhos utilizaram extratores acidos, mas em condi¢des diferentes (ABE et al., 2007;
CARRERA et al., 2012; RODRIGUEZ MONTEALEGRE et al., 2006; TOMAZ et al.,
2015).

4.6.4.2. Teores de Compostos Fendlicos

Os dados referentes as curvas de calibracéo de cada padrao de fenol analisado
por HPLC-DAD Il sdo apresentados no Capitulo 3 (Table 4.3.3). Os perfis
cromatograficos e os dados do DAD obtidos para os vinhos sdo comparaveis aos
apresentados no Capitulo 3 (Figures 4.3.1 e 4.3.2). Os cromatogramas referentes as
uvas apresentam as mesmas regides com os desvios de linha de base observados
para os vinhos (Figura 4.6.2). Nesses mesmos tr, foram observadas absor¢bes na
regido do visivel, com espectros similares aos das antocianinas. Entretanto, as
amostras de uvas parecem sofrer menor interferéncia de antocianinas. Possivelmente,
isso ocorre porque 0s vinhos apresentam uma maior diversidade de moléculas
derivadas de antocianinas, que vao reagindo entre si durante o processo de
vinificacdo e apds o envase. Nas uvas, esse processo € mais lento ou ndo ocorre, 0
gue confere a elas uma menor diversidade de compostos derivados de antocianinas
(FREITAS e MATEUS, 2011; GORDILLO et al., 2012; GUERRA, 1997; SALAS et al.,
2004).
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Figura 4.6.2. Cromatograma em 306 nm obtido para extrato etanolico de casca de uva
Arinarnoa, por HPLC-DAD II. O pico assinalado corresponde ao trans-resveratrol (R).

Os resultados obtidos para as curvas de calibracdo de cada padrao de fenol
analisado por UPLC-MS séo apresentados na Tabela 4.6.1. Mediante comparacao
com o perfil cromatogréafico de padrbes de compostos fendlicos obtidos por UPLC-MS
(Tabela 4.5.1 do Capitulo 5), tais compostos foram identificados e quantificados nas
amostras de cascas de uvas e vinhos (Tabelas 4.6.2 e 4.6.3, respectivamente). Na

mesma analise, foi possivel incluir a determinacéo de astilbina (tr = 1,17 min).

Os teores de trans-resveratrol para as amostras de uvas Arinarnoa (2014),
Barbera (2014) e Marselan (2014) foram similares ou superiores aos encontrados por
Careri et al. (2003). Um estudo constatou concentragfes de (+)-catequina, (-)-
epicatequina, quercetina e derivados cindmicos em uvas Merlot e Syrah de Minas
Gerais, Brasil (ABE et al., 2007), superiores aos encontrados para as amostras da
Campanha Gaucha. Entretanto, ndo foi apresentada a seletividade desse método e a
solucéo de extracdo é acidificada, o que pode favorecer a hidrolise de flavonodides

ligados a sacarideos, formando os compostos livres encontrados.

174



Tabela 4.6.1. Resultados das curvas de calibracdo (n = 3) para os compostos fendlicos
analisados por UPLC-MS.

Faixa Equac&o da Reta® Limites®
Fenol Linear® re
a b LOD LOQ
Estilbeno
trans-Piceido 1,0-15,0 437 550 0,996 0,47 1,42
Flavandis
(+)-Catequina 0,2-10,0 3490 66021 0,998 0,11 0,32
(-)-Epicatequina 0,5-15,0 -42377 73558 0,999 0,32 0,97
(-)-Epigalocatequina 0,2-5,0 -5657 37022 0,999 0,08 0,23
Galato de (-)-Epicatequina 0,5-15,0 -36995 45699 0,999 0,24 0,74
Flavonois
Quercetina-3-0O-Glicosideo 0,2-3,0 -5377 40089 0,998 0,13 0,38
Quempferol-3-O-Glicosideo  0,2-15,0 147 85400 0,996 0,18 0,53
Rutina 0,2-7,5 -8763 18622 0,998 0,05 0,15
Derivados Cinamicos
Acido p-Cumaérico 0,5-15,0 113801 73856 0,999 0,30 0,91
Acido trans-Ferdlico 0,2-15,0 -49840 127129 0,996 0,12 0,36
Flavanondéis
Astilbina 0,5-5 -212 5264 0,998 0,25 0,75
(+)-Taxifolina 0,5-15,0 33673 187756 0,999 0,44 1,34

2 Faixa linear entre as concentragdes: 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 mg L.
b Intercepto (a) e inclinagéo (b).

¢ Fator de correlacéao (r).

d Limite de deteccéo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ).

Comparacdes adicionais dos teores obtidos com outros trabalhos que dosaram
compostos fendlicos sdo complexas, uma vez que o0s procedimentos para 0 preparo
de amostras e as expressodes dos resultados sao bastante variados. Muitos estudos
expressam os teores com relacdo a massa Umida de casca e/ou nao citam o teor de
agua (ABE et al., 2007; PALOMINO et al., 2000; RODRIGUEZ MONTEALEGRE et al.,
2006).

Para vinhos, os resultados sdo expressos em volume, o0 que possibilita a
realizacdo de comparacdes entre teores de compostos fendélicos obtidos em diferentes
estudos, com a ressalva das diferencas entre os métodos analiticos. O trans-
resveratrol apresentou teores intermediarios (1,45 a 3,44 mg L) quando relacionados
aos vinhos de varias regides do mundo. Valores inferiores foram encontrados por Abe
et al. (2007), Careri et al. (2003), Cotea et al. (2012), Fontana e Bottini (2014), Lopez
et al. (2001), Monagas et al. (2005), Pereira et al. (2010), Tenore et al. (2011) e
Vrohvsek et al. (2012). Valores superiores foram obtidos por Adrian et al. (2000),
Baptista et al. (2001), Castellari et al. (2002), Malovana et al. (2001), Silva et al. (2011)
e Vitrac et al. (2005). Entretanto, a maioria desses trabalhos com teores elevados de
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trans-resveratrol ndo avaliou a seletividade do método, podendo estar

superestimados.

O trans-piceido foi quantificado em apenas uma amostra (Rebo da safra de
2015), ao contrario de outros vinhos tintos. JA o outro estilbeno dosado (trans-&
viniferina), apresentou teores considerados elevados quando comparados a outros
estudos (ADRIAN et al., 2000; BAPTISTA; TAVARES; CARVALHO, 2001,
LANDRAULT et al., 2002; VITRAC et al., 2005; VROHVSEK et al., 2012).

Os teores de flavanodis e flavondis encontrados foram similares aos
determinados por outros autores, através de métodos que possivelmente possuem
alta seletividade, mediante uso de detector de MS ou elevado tempo de anélise em
HPLC-DAD (COTEA et al., 2012; LOPEZ et al., 2001; SALVATORE et al., 2013;
VRHOVSEK et al., 2012). Outros métodos, com uso de HPLC-DAD mais curtos e sem
limpeza de amostras apresentaram valores muito superiores (AZNAR et al., 2011;
CASTELLARI et al.,, 2002; MALOVANA et al., 2001; PEREIRA et al., 2010;
RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2002; SERUGA; NOVAK; JAKOBEK, 2011). Tais
contradicbes sdo justificadas por coeluicbes dos analitos com outros compostos
fendlicos, incluindo a alta interferéncia de antocianinas, conforme evidenciado no

Capitulo 5.

Dentre os flavanonois, a (+)-taxifolina foi inferior ao LOQ (1,34 mg L?) para
todas as amostras de vinhos, resultado similar a um vinho italiano da variedade
Sangiovese (VRHOVSEK et al., 2012). A astilbina é raramente dosada em estudos,
mas ja foi detectada em uvas, vinhos brancos e tintos e champanhes (CHAMKHA et
al., 2003; FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013;
MONAGAS et al., 2005; TROUSDALE e SINGLETON, 1983) e foi dosada em engaco
de variedades de uvas Vitis vinifera L. (SOUQUET et al., 2000). As amostras (Tabelas
4.6.2 e 4.6.3) apresentaram um teor inferior ao encontrado, por HPLC-DAD, para
vinhos tintos franceses das variedades Cabernet Sauvignon, Merlot e Egiodola, mas
superiores aos da variedade Tempranillo (LANDRAULT et al., 2002). Altos teores de
astilbina foram encontrados em vinhos argentinos Malbec (9,1 a 16,3 mg L) e norte
africanos (10,8 a 24,22 mg L') (FANZONE et al., 2010; GUEBAILIA et al., 2006). Nos
ultimos estudos (FANZONE et al., 2010; LANDRAULT et al., 2002), foi utilizado HPLC-
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DAD, enquanto os resultados apresentados na tese foram por UPLC-MS, um método

mais seletivo e, portanto, menos susceptivel a erros analiticos.

Tabela 4.6.2. Médias (+ DP) de compostos fendlicos (ug g* de casca seca) e parametros
gerais obtidos para uvas Vitis vinifera L. tintas da Campanha Gaucha, safras 2014 e 2015.

Arinarnoa Barbera Marselan Rebo Teroldego
Parametro
Auld Aul5 Bul4d Bul5 Mul4 Mul5 Rul4 Rul5 Tul4d Tulb
Estilbenos
61,64a 15,43c 25,12b
trans-Resveratrol (4.81) ND (3.95) ND (3.24) ND - ND - ND
trans-Piceido ND ND ND ND ND ND - ND - ND
trans-g-Viniferina ND ND ND ND ND ND - ND - ND
= Estilbenos® 62,34 ND 16,14 ND 25,82 ND - ND - ND
Flavanoéis
. 61,83a 24,82c 55,98b 18,32d 16,12e 23,27c ) 1,489 ) 13,45f
(+)-Catequina (047) (268) (075 (474 (375  (139) (3.90) (1,64)
. . 67,07a 46,89b 66,62a 43,14c 34,88d 47,85b 47,95b 45,92bc
(-)-Epicatequina (058) (169) (030) (2.62) (1,38)  (1,94) @ w9
. . 35,63a 33,04b 24,17d 25,81d 22,37e 29,23c 36,78a 33,44b
(-)-Epigalocatequina (2,88) (294) (258 (281) (407)  (297) - @34 (0,83)
. . 29,71b  29,41b 29,98b 28,44b 29,66b 28,82b 29,01b ) 31,83a
Galatode ()-Epicatequina “o'a5)  ‘2i39) (3,07 (223 (@61 (226 - (@72 (2.60)
> Flavanois® 194,24 134,16 176,75 115,71 103,03 129,17 - 115,22 - 124,64
Flavonéis
Quercetina ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Quercetina-3-0O- 208,32d 157,15e 671,52a 410,98c 158,23e 62,979 84,69f ) 597,68b
Glicosideo (0,50) (2,98) (0,91 (0,53)  (1,92) (1,59) - (1,99) (0,35)
Miricetina ND ND ND ND ND ND - ND - ND
11,77b 11,73b 15,44a
Quempferol ND ND (3.08) ND ND ND - (4.78) - (3.76)
. . 38,94d 25,75e 82,12b 41,89d 6,72f 86,63a 6,08f 75,99¢
Quempferol-3:0-Glicosideo 546y (128) (042) (184) (490) (08) - (298 (082
Rutina 31,41d 32,15d 42,12c 44,24c 23,49 47,69b 19,28f ) 93,83a
(2,76) (2,32) (0,31) (0,73) (4,46) (0,80) - (4,30) (0,90)
> Flavonéis® 279,47 215,85 808,06 497,91 189,24 198,09 - 122,31 - 783,47
Derivados Cinamicos
Acido trans-Cinamico ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Acido p-Cumérico ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Acido trans-Ferulico ND ND ND ND ND ND - ND - ND
> derivados Cinadmicos® ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Flavanondis
Astilbina 86,06b 38,09f 67,97c 30,23g 89,98a 60,44d 62,70d ) 45,20e
(0,81) (1,40) (0,50) (1,59) (0,93) (1,33) - (1,91) (0,87)
(+)-Taxifolina <1,34 <1,34 <1,34 <1,34 <1,34 <1,34 - <1,34 - <1,34
Y Flavanondis? 87,40 39,43 69,31 31,57 91,32 61,78 - 64,04 - 46,54
> Fendis® 623,89 390,91 1070,70 646,66 409,85 390,51 - 303,04 - 956,12
Parametros Gerais
TPIC 113,73b 101,40c 86,85d 41,33f  103,76¢C 79,26e 102,58c } 201,37a
(0,04) (0,02) (0,04) (0,05 (0,02 (0,20) (0,03) (0,04)
DPPH 64,61b 59,46¢ 54,15d 26,559 51,74de 49,40ef 47,84f ) 79,28a
(0,81) (0,52) (0,11) (0,29) (0,03) (0,05) (0,11) (0,04)
ABTS® 311,51b 237,97c 217,04d 106,50f 229,87c  199,70e 232,92¢ 450,91a
(0,05) (0,03) (0,18) (0,08) d (0,05) (0,14) (0,04) (0,19)

Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05).
aVariedades de uvas codificadas na ordem: primeira letra da variedade; amostra de uva (u); dois Ultimos digitos
do ano da safra (2014 ou 2015).
b Somatdrio da classe quimica de compostos fendlicos.

¢ TPI: indice de fendis totais.

4 DPPH: capacidade antioxidante por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (mM Trolox g casca de uva seca).
¢ ABTS: capacidade antioxidante por &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (mM Trolox g casca de

uva seca).
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Tabela 4.6.3. Médias (+ DP) de compostos fendlicos (mg L) e parametros gerais obtidos para
0s vinhos tintos da Campanha Galcha, safras 2014 e 2015.

Arinarnoa Barbera Marselan Rebo Teroldego

Parametro
Avl4 Av15 Bv14 Bv15 Mv14 Mv15 Rv14 Rv15 Tv14 Tv1l5

Estilbenos

1,90b 2,01b 1,59¢ <1,01 1,45d 3,44a

(353) (292) (355) 4,73) (2,80)
trans-Piceido ND ND ND ND ND ND ND (301’755 ND ND

2,82f 2459 563a 459c 4,84b 31le 324e 355d 2,529 2,65fg
(439) (1,94) (4,25) (4,66) (4,30) (279 (3.92) (3.42) (205 (1,87)
X Estilbenos® 519 4,93 7,69 6,07 6,76 3,91 715 3541 332 345

trans-Resveratrol ND ND ND ND

trans-g-Viniferina

Flavanoéis
7,14c 5,45e 6,54d 2,789 7,46bc 7,64b 3,50f 1,23h 7,57b 9,20a
(0,90) (2,95) (1,17) (3,17) (0,81) (0,79) (2,09) (3,89) (1,50) (0,95)
10,09ef 11,44d 10,34e 9,159 13,74b 12,17c  7,66h 4,431 9,54fg 16,11a
(1,41) (2,46) (1,55) (2,08) (1,08) (1,80) (2,54) (3,59) (2,42) (0,27)
4,15a 2,59 2,98d 2,87d 2,86d 2,14f 3,31c  3,78b 2,6le 3,68b
(1,59) (2,96) (2,28) (2,97) (3,59) (2,05) (2,13) (3,59) (2,85 (2,52)

(+)-Catequina
(-)-Epicatequina

(-)-Epigalocatequina

caoge epeans 900 LR 400 o A (e G e wo e
T Flavanois® 25,67 23,83 23,93 15,04 28,30 26,26 18,76 13,72 19,96 33,77
Flavondéis
Guecsins I B
Juercetina-3-0- ND <038  ND ND ND <038 ND ND <038 <038
Miricetina 3,00f 3,49 2,049 ND 2,97f ND 7,3lb 535d 5,98c 7,89

(4,61) (2,290 (4,28) (3,22) (3,20) (3,48) (1,35) (1,37)

Quempferol Gory No DD GTR WE O Goe den  (ow
Quempferol-3-O-Glicosideo ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Rutina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
= Flavonais® 9,16 5,28 5,61 1,06 8,45 2,75 11,91 10,30 11,73 15,28

Derivados Cinamicos
Acido trans-Cinamico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Acido p-Cumarico (31"‘:397(; ?2'70392 (32'%508) ND (711347"’; ND ND é;ﬁ‘; E‘z'%lgc) ND
Acido trans-Ferulico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
> derivados Cinamicos® 3,63 4,87 3,19 1,05 7,28 1,05 1,05 2,90 4,45 1,05
Flavanonois

Astlbina Gao Gon O G3 @en 6 G M @w) 030
(+)-Taxifolina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
= Flavanondis? 4,38 7,24 0,69 4,98 5,26 4,46 3,83 0,69 2,00 7,27
= Fenois® 48,03 46,15 41,11 28,20 56,05 38,43 42,70 63,02 41,46 60,82

Parédmetros Gerais

TPIc 36,14de 55,64b 24,86f 25,50f 33,80e 36,30d 46,45¢c 37,09d 58,10b 73,75a

(0,00) (0,02) (0,02) (0,08) (0,02) e(0,06) (0,05 (0,03) (0,02) (0,05

DPPH! 5,14d 6,41b 2,85h 3,429 4,03f 4,69e 584c  4,23f 7,72a  7,49a

(0,08) (0,26) (0,02) (0,12) (0,03) (0,27) (0,22) (0,03) (0,36) (0,04)

ABTS® 21,51d 27,04b  11,95f 10,599 17,27e 17,17e 24,12c 16,48e 30,1a 26,64b

(0,01)  (0,03) (0,06) (0,04) (0,04) (0,05 (0,05 (0,17) (0,08) (0,31)

Valores seguidos pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05).

aVariedades de vinhos codificadas na ordem: primeira letra da variedade; amostra de vinho (v); dois Ultimos
digitos do ano da safra (2014 ou 2015).

b Somatdrio da classe quimica de compostos fendlicos.

¢ TPI: indice de fendis totais.

4 DPPH: capacidade antioxidante por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (mM Trolox g casca de uva seca).

¢ ABTS: capacidade antioxidante por acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (mM Trolox g casca de
uva seca).
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4.6.4.3. Parametros Gerais de Avaliacdo dos Compostos Fendlicos

Durante a otimizacao do método para a determinacéo da atividade antioxidante
pelo método do DPPH, foi verificada a necessidade de um tempo elevado para que
reacao atingisse o0 seu estado estacionario. Tal condicdo é essencial para a
reprodutibilidade e a exatiddo do método. Conforme evidenciado por Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), a cinética de reacdo entre os compostos fendlicos e o
reagente DPPH é lenta. Por isso, ap0s realizacao de testes com os diferentes tempos
de reacéo e uso ou nao de ultrassom, a condicdo mais rapida que garantiu a reacao

completa foi por 30 min em ultrassom, na temperatura de 25 £ 5 °C.

Os valores mais elevados de atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e
ABTS foram obtidos para as amostras de uvas e vinhos Arinarnoa, Rebo e Teroldego,
de ambas as safras avaliadas. O método utilizado nesse experimento foi muito
semelhante ao de Stratil, Kubar e Fojtova (2008), o qual analisou 21 vinhos de vérias
regides do mundo e obteve médias de 5,52 mM de Trolox para o DPPH e de 26,44
mM de Trolox para o ABTS. Mediante comparacdo com tais resultados e outros
estudos (PATIL et al.,, 2011; TENORE et al., 2011), as trés variedades de vinhos
indicadas apresentam alta atividade antioxidante. Barbera e Marselan apresentaram
baixas atividades antioxidantes. As cinco variedades de uvas apresentaram valores
de DPPH superiores a amostras de Merlot e Syrah de outras regides do Brasil (ABE
et al., 2007).

O método com uso do ABTS forneceu valores maiores do que os de DPPH,
devido a maior reatividade do primeiro reagente com os compostos fendlicos. Assim,
uvas e vinhos Arinarnoa, Rebo e Teroldego também apresentaram atividades
antioxidantes superiores as demais amostras avaliadas, sendo consideradas
elevadas em relacéo a outro estudo (STRATIL; KUBAN; FOJTOVA, 2008).

Os valores TPI obtidos para vinhos e extratos de cascas de uvas apresentaram
alta correlagdo com os resultados dos dois métodos de atividade antioxidante in vitro
(r=0,887 e r = 0,938, para DPPH e ABTS, respectivamente). Entre DPPH e ABTS o
r foi de 0,982. Tais resultados sdo coerentes com outros reportados na literatura
(PATIL et al., 2011; STRATIL; KUBAN; FOJTOVA, 2008; TENORE et al., 2011).
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4.6.4.4. Correlagdes entre Teor de Compostos Fendlicos e Parametros Gerais

A Figura 4.6.3 apresenta um mapa de calor com os coeficientes de correlagéo
(r) entre os parametros analiticos obtidos para uvas e vinhos, quando estes foram
guantificaveis. As correlacdes mais elevadas foram obtidas entre os parametros gerais
de uvas (TPIl, DPPH e ABTS) e a maioria dos parametros determinados para vinhos,
com excecdo dos estilbenos, acido p-cumarico e astilbina. Gonzalez-Neves et al.
(2004) obtiveram correlagdes significativas quando comparados resultados de uvas e
vinhos tintos correspondentes através analises gerais, como fendis totais,

antocianinas totais e cor.

O galato de (-)-epicatequina determinado nas uvas também foi relevante para
a composicdo fendlica geral dos vinhos correspondentes, apresentando altas
correlagdes com varios compostos fendlicos. Aléem disso, as uvas apresentaram alta
correlacdo desse fenol com o seu correspondente livre em vinhos ((-)-epicatequina).
Apesar de terem sido observados teores de flavondis glicosilados superiores em uvas
do que em vinhos (Tabelas 4.6.2 e 4.6.3), ndo houve correlacdo com 0S seus
correspondentes livres em vinhos. Para o caso especifico dos estilbenos, foi
encontrada apenas a forma livre (trans-resveratrol) em trés amostras de uvas (Aul4,
Bul4 e Mul4). Enquanto isso, todos os vinhos apresentaram estilbenos, sendo esses
majoritariamente aglicosidicos (trans-resveratrol ou trans-¢viniferina). Considerando
gue esses compostos fendlicos sdo provenientes do metabolismo das uvas, esperava-
se que, se estdo presentes nos vinhos, também fossem encontrados nas uvas que 0s
originaram. Portanto, outros estilbenos, que ndo tenham sido quantificados no
presente estudo, poderdo estar presentes nas amostras de uvas. Além disso, convém
explorar ao maximo o processo de preparo de amostras de cascas de uvas quanto a
recuperacéo da extracdo de estilbenos. Esses podem estar sendo degradados em

alguma etapa, como na liofilizacao, por exemplo, ou com extracao insuficiente.
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trans-Resveratrol = 0,577 0,661 0,367 -0,188 -0,084 0,529 -0,464 -0,264 0,033 -0,434 -0,051 0,249 0,073 -0,229 0,053 -0,149
trans-gViniferina 0,017 0,163 0,038 [-0,816 -0,222 -0,026 0,080 0,012 0,399 -0,270 0,322 0,240 0,330 -0,488 -0,530 -0,529

T Estilbenos -0,200 -0,439 -0,049 0,408 -0,270 -0,245 0,394 -0,517 -0,322 -0,460 -0,366 0,094 -0,392 -0,080 -0,227 -0,132
(+)-Catequina 0,298 0,358 0,112 -0,182 0,669 0,265 0,022 0,542 0,271 0,557 0,344 0,314 0,411 0,568 0,697 0,609
(-)-Epicatequina 0,017 0,056 -0,246 -0,311 0,652 -0,081 -0,018 0,427 0,323 0,661 0,382 0,011 0,365 0,543 0,553 0,522
(-)-Epigalocatequina | 0,518 0,173 0,587 0,587 0,421 0,366 0,444 -0,257 0,175 0,064 0,136 0,295 0,236 0,500 0,420 0,566
Galato de(-)-Epicatequina 0,193 0,104 0,199 0,369 0,541 0,219 0,333 0,070 -0,171 0,068 -0,124 0,496 -0,044 0,655 0,805 0,669
X Flavanois 0,224 0,214 0,001 -0,094 0,771 0,150 0,118 0,430 0,257 0,590 0,324 0,272 0,370 0,707 0,789 0,722
Quercetina 0,482 0,133 0,249 0,274 0,683 0,244 0,579 -0,189 0,249 0,113 0,214 0,580 0,316 0,702 0,642 0,718
Miricetina -0,067 -0,311 -0,077 0,555 0,781 -0,112 0,703 -0,157 0,207 0,416 0,211 -0,005 0,187 0,900 0,744 0,851
Quempferol 0,253 -0,139 -0,140 0,283 0,585 -0,073 0,198 0,177 -0,088 0,485 -0,009 0,380 0,031 0,727 0,632 0,742

T Flavonéis 0,179 -0,158 0,018 0,478 0,818 0,010 0,653 -0,114 0,192 0,385 0,199 0,275 0,229 0,922 0,795 0,902

Acido p-Cumaérico 0,404 0,093 -0,180 -0,266 -0,030 -0,048 -0,327 -0,657 -0,323 -0,612 -0,414 0,580 -0,333 -0,032 0,090 -0,057
Astilbina -0,086 -0,196 -0,463 0,060 0,326 -0,271 -0,343 0,015 -0,048 0,462 -0,009 -0,358 -0,073 0,376 0,343 0,353

T Fenéis 0,069 -0,361 -0,168 0,461 0,563 -0,199 0,536 -0,387 -0,143 0,048 -0,151 0,371 -0,136 0,748 0,629 0,693

TPl -0,262 -0,323 -0,230 0,510 0,732 -0,182 0,377 0,119 0,123 0,657 0,183 -0,334 0,112 0,855 0,770 0,812

DPPH -0,110 -0,218 -0,167 0,600 0,626 -0,079 0,174 0,083 -0,031 0,571 0,035 -0,282 -0,004 0,787 0,760 0,780

ABTS 0,051 -0,084 -0,078 0,595 0,582 0,038 0,077 -0,057 -0,145 0,350 -0,099 -0,096 -0,095 0,744 0,808 0,752

Figura 4.6.3. Mapa de calor contendo os fatores de correlagédo (r) entre os teores individuais e parametros gerais de compostos fendlicos de oito
amostras de uvas e vinhos de novas variedades potenciais da Campanha Gaucha. Amostras: Arinarnoa (2014 e 2015), Barbera (2014 e 2015),
Marselan (2014 e 2015), Rebo (2015) e Teroldego (2015). Os somatorios (X) das classes com apenas um composto fenolico dosado néo foram
incluidas nessa avaliagéo.



Houve correlacdo negativa entre (-)-epigalocatequina de uvas e trans-&
viniferina de vinhos. Aparentemente, isso ndo esta relacionado a biossintese dos
compostos fendlicos, pois 0 primeiro € um flavanol e o segundo um estilbeno, com
rotas biossintéticas envolvendo enzimas diferentes. A correlacdo entre esses dois
compostos fendlicos podera ser aleatdria, devendo ser investigada em experimentos

envolvendo um maior nimero de amostras.

Assim, as determinacdes de compostos fendlicos em uvas, principalmente do
galato de (-)-epicatequina, de TPI e atividades antioxidantes in vitro (DPPH e ABTS)
podem ser Uteis para a predicdo do potencial antioxidante dos vinhos a serem
elaborados. Essa ferramenta pode ser aplicada na vitivinicultura, a fim de auxiliar na
escolha da tecnologia para a elaboracdo de vinhos ou para a definicdo do estagio
mais adequado de colheita da uva (GONZALES-NEVES et al., 2004).

4.6.4.5. Atividade Antioxidante in vivo

O preparo de extratos para o tratamento de nematoides envolveu a remocao
de EtOH até um nivel, determinado experimentalmente, que ndo causasse toxicidade
aos nematoides (1% v/v). A proporgcédo de massa de uva foi definida com base no teor
meédio de agua encontrado nas uvas (15% p/v) e a relacdo usual entre uva fresca e

volume de vinho obtido em vinificacao (1 kg de uva foi equivalente a 750 mL de vinho).

Os resultados de compostos fendlicos e parametros gerais obtidos para uvas e
vinhos originais (Tabelas 4.6.2 e 4.6.3) foram trabalhados, considerando as
respectivas diluicdes, a fim de determinar seus valores nas solucfes utilizadas para
tratamento dos nematoides (Tabelas 4.6.4 e 4.6.5). De forma geral, as solucdes de
uvas apresentaram teores superiores aos de vinhos (Figura 4.6.4). Isso indica que o
meétodo utilizado para o preparo de amostras de uvas em laboratério € mais eficiente
que o processo de vinificacdo para a extracdo de fendis bioativos. Os possiveis
motivos para a eficiéncia da extracdo em laboratorio € o elevado teor de EtOH na
solucéo extratora (70% v/v), enquanto que durante o processo de vinificacao, o teor
de EtOH aumenta de 0 a 14% v/v. Além disso, a extracao laboratorial dos compostos
fendlicos de uvas utilizou o ultrassom, o qual facilita a liberagdo dos analitos das

células das cascas e uma solubilizagdo mais eficiente dos fenois em solugéo etandlica
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(CARERI et al., 2004; CARRERA et al., 2012). Em processos de vinificagéo, evita-se

ter um elevado percentual de extragcdo de compostos fendlicos, pois acarretaria em

tanicidade excessiva, com amargor e adstringéncia.

Tabela 4.6.4. Valores calculados de compostos fendlicos (x 102 mg L?) e atividade
antioxidante in vivo (média % sobrevivéncia + DP) das solucdes de uvas Vitis vinifera L. tintas
da Campanha Gaucha (safras 2014 e 2015), utilizadas para tratamento.

Arinarnoa Barbera Marselan Rebo Teroldego
Parametro
Aul4 Aul5 Bul4 Buls Mul4 Mul5 Rul4 Rul5 Tul4 Tuls
Estilbenos
trans-Resveratrol 102,63 ND 25,70 ND 41,83 ND - ND - ND
trans-Piceido ND ND ND ND ND ND - ND - ND
trans-g-Viniferina ND ND ND ND ND ND - ND - ND
= Estilbenos® 102,63 ND 25,70 ND 41,83 ND - ND - ND
Flavanéis
(+)-Catequina 102,95 41,33 93,21 30,50 26,84 38,74 - 2,46 - 22,39
(-)-Epicatequina 111,67 78,07 110,92 71,83 58,08 79,67 - 79,84 - 76,46
(-)-Epigalocatequina 59,32 55,01 40,24 42,97 37,25 48,57 - 61,24 - 55,68
Galato de (-)-Epicatequina 49,47 48,97 49,92 47,35 49,38 47,99 - 48,30 - 53,00
= Flavanois® 323,41 223,38 294,29 192,65 171,55 214,97 - 191,84 - 207,53
Flavondéis
Quercetina ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Quercetina-3G 346,85 261,66 1118,08 684,28 263,45 104,85 - 141,01 - 995,14
Miricetina ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Quempferol ND ND 19,60 ND ND ND - 19,63 - 25,71
Quempferol-3G 64,84 42,87 136,73 69,75 11,19 144,24 - 10,12 - 126,52
Rutina 52,30 53,53 70,13 73,66 39,11 79,40 - 32,10 - 156,23
> Flavonais® 463,99 358,06 1344,54 827,69 313,75 328,49 - 202,86 - 1303,60
Derivados Cinamicos
Acido trans-Cinamico ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Acido p-Cumérico ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Acido trans-Ferulico ND ND ND ND ND ND - ND - ND
> derivados Cinamicos® ND ND ND ND ND ND - ND - ND
Flavanonois
Astilbina 143,29 63,42 113,17 50,33 149,82 100,63 - 104,40 - 75,26
(+)-Taxifolina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ  <LOQ - <LoQ - <LOQ
= Flavanonéis® 143,29 63,42 113,17 50,33 149,82 100,63 - 104,40 - 75,26
> Fenois® 1033,32 644,86 1777,70 1070,68 676,95 644,19 499,00 - 1586,38
Atividade Antioxidante em nematoides
Estressor® Sem¢
Paraguat 56,70 71,33* 64,65 68,88 60,72 73,42 69,34 ) 72,48* ) 62,68
(5,30) (5,04) (6,29) (6,81) (8,33) (5,16) (3,43) (6,82) (6,53)
uv 39,67 35,00 31,00 35,33 29,67  58,00* 39,67 ) 33,33 ) 36,67
(5,13) (8,89) (11,53) (4,51) (3,06) (4,36) (5,13) (6,51) (7,57)
Temperatura (52'25(% 33?1235) &%51(; (583:6%(; ?60,%3255) (‘11‘51:12) ?81,’8715) - Zg,’gg) ?36530)

3G: 3-O-Glicosideo. <LOQ: inferior ao limite de quantificagdo.

aVariedades de uvas codificadas na ordem: primeira letra da variedade; amostra de uva (u); dois Gltimos digitos

do ano da safra (2014 ou 2015).
b Somatdrio da classe quimica de compostos fendlicos.

¢ Taxa de sobrevivéncia dos nematoides sem estressor e sem tratamento (Controle = 100%).
d Taxas de sobrevivéncia dos nematoides expostos apenas aos agentes estressores.
* Diferenca significativa em comparagao ao controle ou estresse oxidativo sem tratamento (p < 0,05).
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Tabela 4.6.5. Valores calculados de compostos fendlicos (x 102 mg L) e atividade
antioxidante in vivo (média % sobrevivéncia + DP) das solucdes de vinhos tintos da Campanha
Gaucha (safras 2014 e 2015), utilizadas para tratamento.

Arinarnoa Barbera Marselan Rebo Teroldego
Parametro
Avl4 Av15 Bv14 Bv15 Mv14 Mv15 Rv14 Rvl5  Tvi4 Tvls
Estilbenos
trans-Resveratrol 15,83 16,75 13,25 <LOQ 12,08 ND 28,67 ND ND ND
trans-Piceido ND ND ND ND ND ND ND 262,75 ND ND
trans-g-Viniferina 23,50 20,42 46,92 38,25 40,33 25,92 27,00 29,58 21,00 22,08
T Estilbenos® 39,33 37,17 60,17 38,25 52,41 25,92 55,67 292,33 21,00 22,08
Flavanoéis
(+)-Catequina 59,50 45,42 54,50 23,17 62,17 63,67 29,17 10,25 63,08 76,67
(-)-Epicatequina 84,08 95,33 86,17 76,25 11450 101,42 63,83 36,92 79,50 134,25
(-)-Epigalocatequina 34,58 21,58 24,83 23,92 23,83 17,83 27,58 31,50 21,75 30,67
Galato de (-)-Epicatequina 35,75 36,25 33,92 ND 35,33 35,92 35,75 35,67 ND 39,83
= Flavanois® 213,91 198,58 199,42 123,34 23583 218,84 156,33 114,34 164,33 281,42
Flavondéis
Quercetina 33,75 8,42 25,33 ND 29,83 ND 33,92 30,50 3558 36,42
Quercetina-3G ND <LOQ ND ND ND <LOQ ND ND <LOQ <LOQ
Miricetina 25,75 29,08 17,00 ND 24,75 ND 60,92 4458 49,83 65,75
Quempferol 14,67 ND ND ND 13,67 14,25 ND 8,58 8,08 20,92
Quempferol-3G ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Rutina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
> Flavonéis® 74,17 37,50 42,33 0,00 68,25 14,25 94,84 83,66 93,49 123,09
Derivados Cinamicos
Acido trans-Cinamico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Acido p-Cumérico 29,08 39,42 25,42 ND 59,50 ND ND 23,00 35,92 ND
Acido trans-Ferulico ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
= derivados Cinamicos® 29,08 39,42 25,42 ND 59,50 ND ND 23,00 35,92 ND
Flavanonois
Astilbina 32,83 56,67 ND 37,83 40,17 33,50 28,25 ND 13,00 56,92
(+)-Taxifolina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
> Flavanonois® 32,83 56,67 ND 37,83 40,17 33,50 28,25 ND 13,00 56,92
> Fenois® 389,33 369,33 327,33 199,42 456,17 292,50 335,08 513,33 327,75 483,50
Atividade Antioxidante em nematoides
Estressor® Sem¢
Paraquat 56,70 59,55 57,97 60,17 55,42 75,47 62,11 61,40 57,06 57,61 62,41
(5,30) (6,52) (3,13) (5,24) (3,86) (4,73) (4,13) (2,57) (5,61) (6,46) (6,15)
uv 39,67 29,67 29,67 35,00 35,67 34,00 36,00 39,00 30,00 31,33 3533
(5,13) (4,16) (9,61) (4,00) (8,39) (4,58) (6,24) (3,61) (2,650 (3,21) (5,51)
Temperatura 53,50 48,25 45,00 41,50 51,00 47,50 42,00 45,25 48,00 55,25 48,00

(4,20) (10,72) (469 (947 (5,94 (5,80) (3,74 (834 (510) (13,40) (6,98)

3G: 3-O-Glicosideo. <LOQ: inferior ao limite de quantificagdo.

aVariedades de uvas codificadas na ordem: primeira letra da variedade; amostra de uva (u); dois ultimos digitos
do ano da safra (2014 ou 2015).

b Somatoério da classe quimica de compostos fendlicos.

¢ Taxa de sobrevivéncia dos nematoides sem estressor e sem tratamento (Controle = 100%).

d Taxas de sobrevivéncia dos nematoides expostos apenas aos agentes estressores.

* Diferencga significativa em comparagéo ao controle ou estresse oxidativo sem tratamento (p < 0,05).

Compostos com atividade antioxidante atuam prolongando o tempo de vida de
organismos (FINLEY et al., 2013). Assim, os resultados dos testes com C. elegans
sdo expressos em percentual de sobrevivéncia para as condigbes de estresse

oxidativo avaliadas: paraquat, UV e temperatura elevada (Tabelas 4.6.4 e 4.6.5). Os
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grupos controle apresentaram 100% de sobrevivéncia. A exposicao apenas aos
agentes estressores, paraquat, UV e temperatura elevada, induziram morte nos
nematoides, apresentando taxas de sobrevivéncia de 56,70% (DP = 5,30), 39,67%
(DP = 5,13) e 53,50% (DP = 4,20), respectivamente. A mortalidade induzida pelos
agentes pro-oxidantes em C. elegans foi parcialmente reduzida por algumas das

amostras de uvas ou vinhos, em diferentes estressores.

" 2000.00 - m Astilbina
S 180000 - - Acido cumarico
'S 160000 - - Rutina
& _ 140000 = Quempferol-3-0-Glisosideo
B Quempferol
Miricetina

Quercetina-3-0-Glicosideo
mQuercetina
B Galato de epicatequina
® Epigalocatequina
u Epicatequina
m Catequina
m\finiferina

# Piceido
Amostras de uvas e vinhos tintos B Resveratrol

Figura 4.6.4. Grafico de teores de fendis bioativos nas solu¢des de tratamento de nematoides
com uvas e vinhos tintos finos da Campanha Gaucha (safras 2014 e 2015).

A utilizacdo de diferentes agentes pré-oxidantes teve como objetivo testar a
efetividade dos extratos frente a diversos tipos de estressores que afetam diferentes
macromoléculas (proteinas, lipidios e DNA) por meio de mecanismos que envolvem a
oxidacdo. Além disso, essas condicbes mimetizam as que podem ser enfrentadas
naturalmente pelo consumidor das respectivas uvas e vinhos. Enquanto o paraquat é
um pesticida ainda usado em alguns paises (FORTENBERRY et al., 2016), este
mesmo pro-oxidante é rotineiramente usado nos mais diversos protocolos
experimentais como forma de induzir estresse oxidativo pela geragdo do anion
superéxido no citosol das células (HOSAMANI; KRISHNA; MURALIDHARA, 2014;
MEDINA-LEENDERTZ et al., 2014; SALGUEIRO et al., 2014). Ja a radiagcdo UV é um
mutagénico cuja acado é amplamente reconhecida nos casos de cancer de pele, por
exemplo (SURDU et al., 2014). Sua acao se da pela formacao de anions superoxido

a partir da quebra de moléculas de agua (SUGIURA et al., 1982), além de sua acao
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dimerizante sobre as bases do DNA (SINHA e HADER, 2002). Finalmente, o calor é
uma condig¢ao de estresse normalmente encontrada pelos organismos. Por exemplo,
no processo inflamatorio grave, onde a febre pode induzir dano as proteinas (HASDAY
e SINGH, 2000), da mesma forma como espécies oxidantes também o podem fazer.
Logo, tendo em vista as diferentes condi¢cdes de estresse perante as quais os extratos
desempenharam papel protetor, diversas hipéteses podem ser futuramente
exploradas para se explicar o motivo de, por exemplo, variedades iguais mas de
diferentes safras, terem resultados significativamente diferentes frente a luz UV, como
no caso da variedade Marselan (Tabela 4.6.5), ou razao dos extratos etandlicos das

uvas terem sido, geralmente, mais efetivos que seus vinhos.

Nos gréficos (Figura 4.6.5) sdo comparados os tratamentos com uvas e vinhos
correspondentes e, portanto, as siglas das amostras foram escolhidas de acordo com
avariedade e com a safra. As solu¢des que apresentaram resultados de sobrevivéncia
(%) dos vermes diferentes do controle e com agentes estressores foram consideradas
com maior atividade antioxidante (p < 0,05). Assim, os extratos de uvas Marselan
(safra de 2014) e Rebo (safra de 2015) protegeram os vermes frente as oxidacdes
causadas por paraquat, sendo que o primeiro também foi ativo em luz ultravioleta e o
segundo ao calor. A amostra de Arinarnoa da safra 2014 também aumentou a
sobrevivéncia dos nematoides quando estes foram expostos ao o paraquat. A amostra
de vinho Marselan (safra de 2014), que fez conjunto com o extrato de uva ativo,
também demonstrou atividade antioxidante quando os nematoides foram expostos ao

paraquat.

As amostras com maior atividade antioxidante in vivo ndo apresentaram,
necessariamente, maiores valores para 0s parametros gerais e somatorio de
compostos fendlicos (Tabelas 4.6.4 e 4.6.5). Isso confirma a hipétese de que os fendis
bioativos de uvas e vinhos apresentam diferentes poténcias e eficacias para
atividades bioldgicas e, ainda, podem atuar sinergicamente (FERNANDEZ-MAR et al.,
2012). Zamin et al. (2009) demonstraram um aumento da atividade antitumoral
mediante associacao de trans-resveratrol e quercetina. Para evidenciar 0s compostos
fendlicos com maior atividade antioxidante in vivo, no item 4.6.4.6 foram utilizadas

ferramentas para analise multivariada (HCA e PCA).
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Figura 4.6.5. Sobrevivéncia (média + DP) de C. elegans frente ao estresse oxidativo causado
por paraquat (A), UV (B) e temperatura (C), tratados com extratos de uvas (e) e respectivos
vinhos (¢) da Campanha Gaucha. Tratamentos com os conjuntos de amostras: Arinarnoa (A-
14 e A-15), Barbera (B-14 e B-15), Marselan (M-14 e M-15), Rebo (R-14 e R15) e Teroldego
(T-14 e T-15). Os dois ultimos digitos dos cédigos de amostras correspondem ao ano da safra
(2014 ou 2015). R-14 e T-14 apresentam apenas amostras de vinhos. # Diferenca significativa
guando comparados ao controle (C) ou estresse oxidativo sem tratamento (O) (p < 0,05).
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4.6.4.6. Relacédo entre Atividade Antioxidante in vivo e Compostos Fendlicos

Conforme evidenciado nas Tabelas 4.6.2 e 4.6.3 e por Silva e Mura (2010), os
teores de fendis livres sdo superiores em vinhos do que nas uvas de variedades
correspondentes. Alguns estudos indicam que os fendis livres apresentam uma maior
dissolucdo em meio intestinal e, consequentemente, uma atividade biolégica superior
em humanos (ANDERSEN e MARKHAM, 2006; CRESPY et al., 1999; CRESPY et al.,
2002; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA, 2006; MUROTA e TERAO, 2003).
Entretanto, através dos resultados obtidos para a atividade antioxidante em C.
elegans, ndo foi possivel constatar a maior atividade de compostos fendlicos de vinhos
em relagéo ao das uvas. Em vermes, foram identificadas diferencgas de atividade entre
guercetina livre e glicosilada, mas os resultados sdo controversos quanto a forma mais
ativa, sendo necessarios estudos adicionais para avaliar a sua absorcdo e
metabolismo (DUENAS et al., 2013; SURCO-LAOS et al., 2011). Portanto, ndo ha
subsidios para relacionar a atividade antioxidante nesse modelo aos teores de fendis

livres ou glicosilados.

Outra possivel justificativa para a obtencdo de maior atividade antioxidante em
extratos de uvas do que nos vinhos correspondentes é uma alta extracdo de
compostos fendlicos de uvas pelo método utilizado (item 4.6.4.5). No preparo de
extratos de cascas de uvas, o0 solvente extrator contém maior concentracdo de EtOH
e condi¢des mais favoraveis do que durante o processo de vinificacdo. Por isso, para
avaliacao da atividade bioldgica no presente estudo, foi coerente avaliar os conjuntos

de amostras separadamente, isto €, uvas e vinhos.

A fim de avaliar a atividade antioxidante in vivo frente as trés condicdes de
estresse oxidativo simultaneamente, foi realizada analise por HCA (Figura 4.6.6),
através da qual foi possivel identificar quatro grupos. O primeiro grupo (em vermelho)
€ o controle e, portanto, considerado o mais adequado para a sobrevivéncia dos
nematoides. Entre os tratamentos, apresentaram maior semelhanca com o controle,
nessa ordem: segundo (Mul4 e Rul5, em verde) e terceiro (Mv1l4, Mul5, Aul4 e
Bul4, em azul) grupos. As demais amostras, pertencentes ao quarto grupo (em cinza),
apresentaram baixa atividade antioxidante e estdo no mesmo agrupamento da

condicao de estresse sem tratamento.
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Figura 4.6.6. Dendograma obtido através de avaliacbes de atividade antioxidante em
nematoides frente a estresses oxidativos (paraquat, UV e temperatura elevada) em solucdes
de tratamentos de uvas (n = 8) e vinhos tintos finos experimentais (n = 10) da Campanha
Gaucha. Agrupamentos: Grupo 1 (=), Grupo 2 (), Grupo 3 (=) e Grupo 4 (-). Descri¢cdes das
amostras conforme Tabelas Il e Il (Anexo).
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Considerando que apenas uma amostra de vinho apresentou atividade
antioxidante in vivo, os vinhos foram excluidos da analise por PCA. Para a construcao
dos gréficos de PCA para as amostras de uvas, foram considerados os valores para
atividade antioxidante in vivo e os parametros que mais variaram entre as amostras
de uvas, isto é: trans-resveratrol, (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina,
galato de (-)-epicatequina, somatério de flavanéis, quempferol-3-O-glicosideo, rutina,
guempferol, astilbina, TPI, DPPH e ABTS.

Na avaliagdo por PCA, foi explicada 89,17% da variancia até o quarto
componente principal. O grafico de PC1 versus PC3 (Figura 4.6.7) classificou as
amostras com maior atividade antioxidante in vivo, de acordo com o observado no
segundo grupo do HCA (em verde). A astilbina foi o fenol que mais influenciou na
diferenciacdo das amostras de uvas com atividade antioxidante superior in vivo,

principalmente nas condi¢des de estresse promovidas por paraquat e UV.

189



T T T T T
epicatequina
L ~ flavanois 4
+catequina K3G
¢ Loassnnyafpits,,
¢¢"“‘: "\ .
"T T '| rutina T
: <> 4 4
"1.115 1 =
T R B |’ﬂ..x AL A .qH'e.mPfeTOJ. L !
S | L L e e 4 a !
S : : 2 : :
~ :‘}ns ]
‘l: :' resveratro GEp|Cat 1
I s EpiGcat
8 ;o ABTS |
o - TPI .
paraquat | 1 astilbina ]
5‘1..:”
uv Relagdo com HCA (Figura 4.6.6):5
s @ Grupo 2 .
I ¢ Grupo 3 ]
Grupo 4

PC1 - 32,08%

Figura 4.6.7. Grafico de escores e pesos por PCA (1 e 3, variancia explicada = 49,82%) obtido
para os teores de fendis bioativos de oito amostras de uvas Vitis vinifera L. tintas da
Campanha Gaucha. Pesos dos parametros analiticos (-): trans-resveratrol, quempferol,
rutina, astilbina, (+)-catequina, (-)-epicatequina, galato de (-)-epicatequina (GEpicat), (-)-
epigalocatequina (EpiGcat), quempferol-3-O-glicosideo (K3G), quercetina-3-O-glicosideo
(Q3G), parametros gerais (TPIl, DPPH e ABTS) e sobrevivéncia de nematoides frente aos
estresses oxidativos (paraquat, UV e temperatura “T”). Descrigcbes das amostras conforme
Tabela I, em Anexo.

Um segundo agrupamento foi observado na Figura 4.6.7, composto pelas
amostras do terceiro grupo do HCA, influenciadas por sua maior atividade antioxidante
em nematoides frente ao estresse por alta temperatura. Os compostos fendlicos
predominantes nessas amostras sdo os flavandis, como a (+)-catequina e a (-)-
epicatequina. Os valores de TPI e atividade antioxidante in vitro (DPPH e ABTS) nao
apresentaram relacdo com a atividade antioxidante in vivo. Além disso, apesar de
inimeros estudos comprovando a alta atividade antioxidante do trans-resveratrol
(ANDROUTSOPOULOS et al., 2011; BELLINA et al., 2015; CUSHMAN et al., 1991,
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KIM e HE, 2013; MIKSTACKA et al.; 2014; NGUYEN et al., 2009; PETTIT et al., 2009;
POTTER et al., 2002a), néo foi identificada alta correlacdo deste estilbeno com a
atividade antioxidante in vivo realizada no presente estudo. Entre as amostras com
maior atividade biologica, apenas a Aul4d apresentou teor elevado de trans-
resveratrol. Tal observacgéao indica que uvas e vinhos podem conter outros compostos
fendlicos com poténcia e eficacia igual ou superior aquelas relacionadas ao trans-

resveratrol.

De forma geral, a astilbina, principalmente, e os flavanois podem ser os mais
potentes e eficazes como antioxidantes entre os fendis bioativos dosados. Outra
possibilidade é que esses fendis, inclusive outros que ndo tenham sido dosados no
presente estudo, atuem em sinergia. O trans-resveratrol e quercetina vém sendo
amplamente estudados e, inclusive, ha modificacdes moleculares como propostas de
novos farmacos anticancer (MCNULTY e DAS, 2009; MORO; CARDOSO; CORREIA,
2008; POTTER et al., 2002a; SHI et al., 2014; ZAMIN et al., 2009). Entretanto, poucos
estudos foram realizados com a astilbina nesse sentido. Em uvas, a concentracao
desse fenol é elevada com podriddo causada pelo fungo Botrytis cinerea, indicando a
sua atividade para a defesa da planta ao ataque de patégenos (LANDRAULT et al.,
2002). Alguns doseamentos de astilbina foram realizados em uvas e vinhos, mas sem
avaliagdo da atividade relacionada a humanos (FIGUEIREDO-GONZALEZ;
CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA, 2013; LANDRAULT et al., 2002). Alguns
estudos indicam que esse flavanonol apresenta atividades antioxidante,
imunossupressora, antidepressiva e antibacteriana (HUANG et al., 2011; LV et al.,
2014; MOULARI et al., 2006; YI et al., 2008; ZHANG; ZHANG; CHEUNG, 2009). Um
mecanismo de sintese ja foi proposto para a astilbina (OHMORI; OHRUI; SUZUKI,
2000), mas nao foram encontrados estudos com derivados de sua molécula com a
finalidade de aumentar sua poténcia ou eficacia. Portanto, tal fenol pode ser promissor

para uso como modelo para modificagdes moleculares em quimica medicinal.
4.6.5. Conclusdes

Vinhos de novas variedades potenciais da Campanha Gaucha foram avaliados
em conjunto com suas uvas de origem, mediante determinacdo do teor de fendis
bioativos, capacidade antioxidante in vitro e in vivo. Os parametros gerais (TPIl, DPPH

e ABTS) apresentam alta correlagéo entre uvas e vinhos correspondentes. Elevados
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teores de galato de (-)-epicatequina em uvas também podem predizer a obtencdo de
vinhos com alto potencial fendlico. A determinacéo desses parametros em uvas pode
ser utilizada como suporte para a tomada de decis6es em vitivinicultura, objetivando,
principalmente, a obtencéo de vinhos com elevado teor de fendis bioativos.

Foram constatadas correlacdes altas de astilbina e moderada de flavandis com
a atividade antioxidante avaliada no modelo C. elegans. Os flavandis com maior
contribuicdo foram: (+)-catequina, (-)-epicatequina e (-)-epigalocatequina. Assim, tais
fendis bioativos, com énfase para a astilbina, sdo promissores para investigacoes

como modelos na quimica medicinal, em patologias relacionadas ao efeito oxidativo.
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5. DISCUSSAO GERAL







Na presente tese, foram desenvolvidos e aplicados métodos analiticos por LC
para o doseamento de compostos fendlicos, bem como foi avaliada a atividade
antioxidante in vitro e in vivo de uvas e vinhos da Campanha Gaucha. As principais
areas de conhecimento utilizadas foram: Quimica Analitica, Quimica Organica,

Quimiometria, Biologia, Enologia, Farmacologia e Estatistica.

Os procedimentos necessarios para a realizacdo de cada método e os fendis
bioativos analisaveis por cada um deles sdo resumidos na Tabela 5.1. Nas primeiras
tentativas de elaboracédo de métodos analiticos, foram priorizados procedimentos mais
simples e com analise direta da amostra. Com esse propdsito, foram desenvolvidos e
validados dois métodos: HPLC-DAD e HPLC-DAD II.

O primeiro método proposto, por HPLC-DAD, possibilitou a determinacao
quantitativa de trans-resveratrol e quercetina de forma rapida e apresentou baixo
consumo de solventes. Esse método também pode ser realizado em equipamento
HPLC com detector UV/Vis com dois canais para a sele¢cdo de comprimentos de onda,

pois apenas dois compostos com Amax diferentes sdo dosados.

O método HPLC-DAD Il constou da determinacdo de seis marcadores da
presenca de fendis bioativos, ou seja, flavondis e estilbenos (trans-resveratrol, trans-
&viniferina, quempferol, quercetina e miricetina), bem como o seu precursor acido
trans-cindmico. Esse método também utilizou HPLC-DAD, mas com um tempo de
analise maior (30 minutos), possibilitando a determinacéo seletiva dos analitos. Para
esse caso, a seletividade de picos foi verificada com auxilio de QTOF, uma vez que
as antocianinas demonstraram alta interferéncia nos compostos de interesse. HPLC-
DAD Il foi aplicado a andlise de cascas de uvas, cujos compostos fendlicos foram

extraidos por solucao hidroalcodlica.

Outros métodos para a analise de tais compostos constam na literatura, mas
apresentam enfoques diferentes dos reportados neste trabalho (Tabela 3.2). Esses
dois métodos por HPLC-DAD, disponibilizados nesta tese, apresentam vantagens
frente aos anteriores: mais curtos, validagao completa, aplicados em amostras reais,
com simples preparo de amostra (injecdo direta) e uso de HPLC-DAD, um
equipamento mais disponivel do que o UPLC em laboratorios brasileiros.
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Tabela 5.1. Resumo de métodos desenvolvidos por LC para andlises de compostos fendlicos em amostras de vinhos.

Método
Condicao

HPLC-DAD - 10 min

HPLC-DAD II - 30 min
(seis fendis)

HPLC-DAD II - 30 min
(oito fenais)

UPLC-MS

Estoque de padrbes

Padrdes de trabalho

Solucao diluida em meio
sintético de vinho

Solucao diluida em EtOH 70% v/v

Solugbes diluidas em MeOH 30% v/v

Preparo de amostra

Filtragcdo PVDF 0,45 um

- Limpeza com cartucho de SPE (SCX): condicionamento (1 mL de
MeOH + 1 mL &gua ultrapura) e eluigdo (1 mL de amostra + 1 mL

parainjecéo de MeOH com HCI 0,1% v/v);
- Filtragcdo PVDF 0,45 pm (HPLC) ou 0,22 um (UPLC).
Pré-coluna Fase estacionaria C8 (Phenomenex) Fase estacionédria C18 (Waters)
C18 BEH (Waters), 2,1 x 50
Coluna C8 VertiSep UPS (Vertical), 4,6 x 150 mm mm Tamanho de particula 1,7

Tamanho de particula 5 um e tamanho de poro de 100 A

pm e tamanho de poro de 100

Fase movel A

Acido férmico 0,1% v/v, diluido em agua ultrapura

Fase movel B

Acido formico 0,1% viv,
diluido em MeOH

Acido férmico 0,1% v/v, diluido em MeOH 90% v/v

Gradiente linear

Oa5min:50% de B; 7a8
min:70% de B; 9 a 10 min:

O0a7min: 30 a45% B; 7 a 14 min: 45% B; 14 a 15 min: 45 a
55% B; 15 a 20 min: 55 a 60% B; 20 a 24 min: 60 a 65% B; 24 a
25: 65 a 90% B; 25 a 27 min: 90% B; 27 a 27,5 min: 90 a 30% B;

0a2,5min:30a65%B; 25a
3,0 min: 65 a 90% B; 3,0a 3,8
min: 90% B; 3,8 a 4,0 min: 90 a

S0%de B 27,5 a 30 min: 30% B 30% B; 4,0 a 5,0 min: 30% B
Volume de injecédo 20 pL 5ulL
Fluxo 1,0 mL min*t 0,3 mL min?
DAD (/Amax de cada fenol): MS nos modos ESI* e ESI-
DAD (Amax de cada fenol): DAD (Amax de cada fenol): 276 nm (acido cinamico) (conforme massa molecular de
306 nm (trans-resveratrol) | 276 nm (4cido cindmico) 306 288 nm (taxifolina) cada fenol): 18 fendis
371 nm (quercetina) nm (trans-resveratrol) 322 | 306 nm (trans-resveratrol e trans- (quantitativamente) e 19

Detecgéo (trans-&-viniferina) piceido) (qualitativamente) fendis, com

Obs.: Substituivel por
detector UV/Vis com dois

365 nm (quempferol)
371 nm (quercetina)

322 (trans-&-viniferina)
365 nm (quempferol)

possibilidade de inclusdo de
outros fendis

canais 374 nm (miricetina) 371 nm (quercetina) Obs.: Substituivel por detector
374 nm (miricetina) MS/MS
Tem_po de analls_e em 10 30 30 5
equipamento (min)
NuUmero de anélises por 42 14 14 84

jornada (8h)




Além desses métodos, foi encontrada uma alternativa para o preparo de
amostras com intencdo de remover as antocianinas interferentes na anélise de fendis
bioativos. Entéo, foi utilizado um cartucho do tipo SCX, o qual retém as antocianinas,
gue sao carregadas positivamente em meio acido, e permite a passagem dos analitos,
que sdo neutros nesse pH. Assim, foi possivel ampliar o numero de fendis bioativos
detectaveis e quantifichveis por HPLC-DAD Il de seis para oito e com grande potencial
para determinacdes mais avancadas com o uso de UPLC-MS. Adicionalmente, esse
preparo de amostras com SCX podera ser adaptado para analises através de outros
métodos de HPLC-DAD publicados anteriormente com injecdo direta (CARERI et al.,
2003; CASTELLARI et al., 2002; PEREIRA et al., 2010). Nesses casos, é esperado o
aumento do numero de compostos quantificAveis, devido a eliminacdo de

antocianinas.

Além de vinhos, o método por UPLC-MS possibilitou a anélise de compostos
fenolicos de cascas de uvas, os quais foram extraidos em solugdo hidroalcodlica.
Existem alternativas para essa limpeza de amostras de vinhos tintos, com uso de fase
reversa, troca anidnica ou extracdo liquido-liquido. Entretanto, a maioria desses
métodos € laboriosa, consome grande quantidade de solventes ou apresenta baixos
rendimentos (FIGUEIREDO-GONZALEZ; CANCHO-GRANDE; SIMAL-GANDARA,
2014; GUILLEN; BARROSO; PEREZ-BUSTAMANTE, 1996; GUILLEN et al., 1997,
LORRAIN et al., 2013; MATTIVI, 1993; PEREZ-MAGARINO; ORTEGA-HERAS;
CANO-MOZO0, 2008; SILVA et al., 2011; VILLIERS et al., 2004).

Assim, nesta tese séo disponibilizadas diferentes possibilidades para o controle
de qualidade de uvas e vinhos brasileiros através de determinacfes de compostos
fendlicos bioativos. Um fluxograma para a selecdo do método adequado para o
doseamento de compostos fendlicos em vinhos tintos € apresentado na Figura 5.1. O
meétodo por HPLC-DAD de 10 min é o mais simples e de menor custo, enquanto o
meétodo por UPLC-MS é o mais seletivo e sensivel, possibilitando a realizacdo de
andlise simultanea de varios fenois bioativos em amostras de uvas e vinhos. O
equipamento de UPLC-MS é vantajoso frente aos de HPLC-DAD nos aspectos:
reducdo do tempo das analises (84 analises por jornada de oito horas), reducéao do
volume de solventes, maior sensibilidade e seletividade para possibilitar a validagéao

dos métodos analiticos.
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Selecdo de método para analise
de fendis em vinhos tintos

Necessario NAO Para .

R e
especificos? (ex.: ' ' ) o
e]
=
Q
S
S
Dosar apenas 0s AHP'.LC'OIID.AD (oul (L)J V) £
fendis R e Q? nélise wgta — 10 min 2
(Capitulo 2) p
8
3
3
E suficiente SIM HPLC-DAD I Tel
dosarR, V, Q, K, Andlise direta — 30 min S
M e AC? (Capitulo 3) S
3
S
9
2
Acrescentar SIM HPLC-DAD I o
apenas piceido e SPE -5 min s
taxifolina? (Capitulo 5) §
=
@
)
0
Aumentar NAO UPLC-MS 3
seletividade e Andlise direta — 5 min £
sensibilidade? (Capitulo 5) GEJ
)
SIM <

UPLC-MS
SPE -5 min
(Capitulos 5 e 6)

Figura 5.1. Fluxograma para sele¢cdo de método por LC para andlise de fendis bioativos em
vinhos finos tintos. Fendis: trans-resveratrol (R), quercetina (Q), trans-g-viniferina (V),
guempferol (K), miricetina (M) e &cido trans-cindmico (AC).
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Dessa forma, o método de HPLC-DAD II, desenvolvido para o doseamento de
seis fendis bioativos, foi utilizado para analisar 87 amostras de vinhos finos tintos
comerciais e experimentais da Campanha Gaucha. Mediante aplicacdo desse
meétodo, foram obtidas as primeiras informacgdes sobre o perfil de compostos fendlicos
de vinhos da regido, contribuindo para a constituicdo de um banco de dados, o qual
devera ser ampliado com amostras das safras seguintes. Tais dados contribuem para
a classificacao das diferentes variedades da regido e, consequentemente, poderao
fortalecer o pedido de elevagdo da regidao ao status de regido delimitada com

Indicacdo de Procedéncia ao INPI.

Os vinhos da Campanha Gaucha com teores de fendis bioativos mais elevados
foram: Arinarnoa, Marselan, Rebo, Syrah, Tempranillo, Teroldego, Lambrusco
Grasparossa, Lambrusco Salamino, Pinot Noir e Ruby Cabernet. Poucas amostras
das quatro ultimas variedades foram avaliadas na tese, mas devido ao seu destaque
merecem ser exploradas em estudos posteriores para avaliar os seus potenciais
enolégicos. Os vinhos com maior teor de compostos fendlicos foram
predominantemente da Campanha Central, experimentais e da safra de 2013. Os
valores obtidos para tais vinhos foram, de forma geral, iguais ou superiores a estudos
para vinhos de outras regides (CARERI et al., 2003; CASTELLARI et al., 2002; FANG
et al.,, 2007; FONTANA e BOTTINI, 2014).

Os dados referentes ao doseamento de seis fendis bioativos, por HPLC-DAD
I, possibilitaram a classificacdo de 71 amostras de vinhos tintos finos da Campanha
Gaulcha, principalmente quanto ao processo de elaboracdo (experimental ou
comercial), mas também quanto as variedades e microrregiées de procedéncia das
uvas. Os agrupamentos mais adequados foram obtidos para o0s vinhos experimentais,

uma vez que o método de vinificacdo é padronizado.

Os meétodos de HPLC-DAD Il e UPLC-MS desenvolvidos também foram
utilizados para o doseamento de compostos fendlicos em uvas e vinhos de novas
variedades potenciais da regido da Campanha Gaucha. Esse experimento possibilitou
a averiguacao das correlacdes entre os fenois de uvas e vinhos correspondentes. Tais
resultados confirmaram estudos anteriores, nos quais as uvas apresentavam
majoritariamente fendis sacaridicos e o0s vinhos fenois livres (ANDERSEN e
MARKHAM, 2006; CRESPY et al., 1999; CROZIER; CLOFFORD; ASHIHARA, 2006).
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Os resultados elevados de galato de (-)-epicatequina, TPI, DPPH e ABTS em uvas
foram determinantes para a obtencdo de vinhos com maior teor de compostos
fendlicos. Assim, as determinacdes de fendis especificos e os parametros gerais para
a avaliacdo dos mesmos podem ser Uteis para a estimativa do potencial de uvas para
a elaboracdo de vinhos. Tal ferramenta pode ser utilizada como subsidio para
decisdes, como periodo de colheita de uvas ou processos de vinificacdo adequados

para cada matéria-prima.

Foi realizada, ainda, uma avaliacédo inédita da atividade antioxidante de uvas e
vinhos em nematoides. As amostras das variedades Arinarnoa, Barbera, Marselan e
Rebo, principalmente das uvas, aumentaram o percentual de sobrevivéncia dos
nematoides submetidos as situacfes de estresse oxidativo. As amostras que se
destacaram nesse sentido continham simultaneamente teores elevados de astilbina e

flavandis (+)-catequina, (-)-epicatequina e (-)-epigalocatequina.

Contribuindo para futuras pesquisas, os métodos disponibilizados nesta tese
poderdo ser utilizados para analises de amostras de uvas e vinhos de outras regifes
brasileiras com potencial enologico. Assim, sera possivel realizar comparacdes entre
safras e avaliar variedades com alto teor de fendis bioativos para diferentes regides

vitivinicolas brasileiras.
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6. CONCLUSOES







Mediante avaliacdo dos resultados expostos nesta tese, é possivel concluir:

Sao disponibilizados métodos, com diferentes enfoques, para analises de
fendis bioativos em amostras de uvas e vinhos por HPLC-DAD e UPLC-
MS.

O método por HPLC-DAD, com andlise direta de amostra, para anélise de
trans-resveratrol e quercetina, marcadores da presenca de fendis, pode ser
utilizado como uma maneira rapida para a avaliacdo de amostras de vinhos.
O método para o doseamento (HPLC-DAD II) de seis estilbenos e flavonois
(acido trans-cindmico, trans-resveratrol, trans-e-viniferina, quercetina,
guempferol e miricetina), com analise direta de amostra, pode ser utilizado
quando for necessaria uma estimativa das rotas metabdlicas ativas das
videiras em estudo e, assim, avaliar amostras de uvas e vinhos.

O método de preparo de amostras com extracdo em fase sélida, do tipo
troca catibnica forte, possibilita a remocéo das antocianinas de vinhos, que
sdo as principais interferentes na determinacao dos fendis bioativos objeto
deste trabalho.

E possivel analisar um maior nimero de fendis bioativos por HPLC-DAD
(método II) ou UPLC-MS em amostras de uvas e vinhos previamente
processadas por troca catidnica forte.

A técnica por UPLC-MS, associada ao preparo de amostras por troca
cationica forte possibilita a ampliacdo do numero de compostos fendlicos
dosaveis, aumenta a seletividade e sensibilidade do método e confere
agilidade para a realizacdo das analises.

Com o uso da metodologia desenvolvida e validada (HPLC-DAD II) foi
possivel dosar seis fendis bioativos em 87 amostras de vinhos tintos da
regido da Campanha Gaucha e classificar 71 delas.

Os teores mais elevados de fenois bioativos foram encontrados nos vinhos
das variedades Arinarnoa, Marselan, Rebo, Syrah, Tempranillo e Teroldego
da Campanha Gaucha.

A maioria dos vinhos provenientes da microrregiao da Campanha Central

e da safra de 2013 apresentou alto teor de fendis bioativos.
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Uvas e respectivos vinhos experimentais da Campanha Gaucha
apresentaram correlacdes através do teor de galato de (-)-epicatequina,
TPI, DPPH e ABTS.

Mediante avaliacdo da atividade antioxidante in vitro e in vivo de uvas e
vinhos de novas variedades da Campanha Gaucha, foi possivel verificar os
compostos fendlicos com maior contribuicdo para esse efeito, como a
astilbina e flavanaois.

A caracterizacdo de fenois bioativos em uvas e vinhos da Campanha
Gaucha fornece subsidios para estratégias de acbes de desenvolvimento
da regido. Os resultados poderdo ser incorporados em projetos mais
amplos da EMBRAPA Uva e Vinho para a solicitacdo de Indicacdo de

Procedéncia.
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ANEXO







Gece

Tabela I. Descri¢bes dos padrdes analiticos de compostos fendlicos utilizados.

Caracteristicas Quimicas®

Dados do Fabricante

Fenois o Férmula Massa Caodigo
CAS Sinonimo Molecular  Molecular Marca Fabricante
Estilbenos

trans-Resveratrol 501-36-0 3,4’ ,5-triidroxiestilbeno C14H1203 227,24 Sigma-Aldrich R5010
trans-Piceido 65914-17-2  trans-resveratrol-3-B-D-glicopiranosideo C20H2208 390,38 Sigma-Aldrich 522691
trans-¢-Viniferina 129170-22-5 - C28H2206 454,47 Sigma-Aldrich  SMB00074
Flavanois
(+)-Catequina (2R, 3S) 154-23-4 (+)-3,3',4°,5,7-penta-hidroxiflavano C15H1406 290,28 Sigma-Aldrich 43412
(-)-Epicatequina (2R, 3S) 490-46-0 (-)-3,3,4’,5,7-penta-hidroxiflavano C15H1406 290,28 Extrasynthese 0977S
(-)-Epigalocatequina 970-74-1 (-)-3,3,4',5,5’,7-hexa-hidroxiflavano C15H1407 306,28 Extrasynthese 0979S
Galato (-)-de Epicatequina 1257-08-5 - C22H18010 442,37 Extrasynthese 0978S
Galato de (-)-Epigalocatequina 989-51-5 - C22H18011 458,37 Extrasynthese 0981S
Procianidina B1 20315-25-7 equicatequina(4beta-8)catequina C30H26012 578,53 Extrasynthese 0983
Quercetina 117-39-5 3,3,4’,5,7-penta-hidroxiflavona Ci15H1007 302,24 Sigma-Aldrich Q4951
Quercetina-3-0O-Glicosideo 21637-25-2 isoquercetrina C21H20012 464,38 Extrasynthese 0062
Miricetina 529-44-2 3,3,4’,5,5,7-hexa-hidroxiflavona Ci15H100s 318,23 Sigma-Aldrich 70050
Quempferol 520-18-3 3,4’,5,7-tetra-hidroxiflavona C15H1006 286,23 Sigma-Aldrich 60010
Quempferol-3-O-Glicosideo 480-10-4 astragalina C21H20011 448,37 Extrasynthese 1243S
Rutina 153-18-4 quercetin-3-O-rutinosideo C27H30016 610,51 Sigma-Aldrich 78095
Derivados do &cido cinamico
Acido trans-Cinamico 140-10-3 - CoHsgO2 148,16 Sigma-Aldrich C80857
Acido p-Cumarico 501-98-4 - CoHgO3 164,16 Sigma-Aldrich C9008
Acido trans-Ferulico 537-98-4 - C10H1004 194,18 Sigma-Aldrich 128708
Flavanonol
Astilbina 29838-67-3 taxifolina 3-ramnosideo C21H22011 450,39 Sigma-Aldrich A2862
(+)-Taxifolina 17654-26-1 (+)-3,3’,4°,5,7-penta-hidroxiflavanona Ci5H1207 304,25 Extrasynthese 1036

aGENOMENET, 2015; O’'NEIL, 2013


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/43412?lang=pt&region=BR
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=29838-67-3&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product

Tabela Il. DescricBes das amostras de variedades de uvas tintas utilizadas.

Variedade Cidade Microrregido? Safra Codigo df
Amostra
Arinarnoa Dom Pedrito Cwm 2014 Aul4
Arinarnoa Dom Pedrito Cwum 2015 Aul5
Barbera Dom Pedrito Cwm 2014 Bul4d
Barbera Dom Pedrito Cwm 2015 Bul5
Marselan Dom Pedrito Cwum 2014 Mul4
Marselan Dom Pedrito Cwum 2015 Mul5
Rebo Livramento Cc 2015 Rul5
Teroldego Dom Pedrito Cwm 2015 Tulb

a Microrregides: Campanha Gaucha Meridional (Cm), Campanha Gaulcha Central (Cc) e Campanha
Gaucha Ocidental (Co).

b Cdédigo de amostras, obedecendo a ordem: letra definida por variedade; letra definida para amostras
de uvas (u); dois ultimos digitos do ano da safra (2014 ou 2015).
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Tabela lll. Descricbes das amostras (n = 103) de variedades de vinhos tintos finos.

©
NI ¥S o %
E % ¢ 222 2§ of 2 o
S ° £88 §F 8§z § 8§
0
Arinarnoa (n = 3)
Cc1 - 2013 e AC13e
Cca - 2014 e ACl4e
Cwm1 - 2014 e AM14e Avl4
Cwm1 - 2015 e AM15e Av15
Barbera (n = 3)
Cm - 2013 e BM13e
Cwm1 - 2014 e BM14e Bv14
Cwm1 - 2015 e BM15e Bv15
Cabernet Franc (n = 3)
Cm - 2012 c *  DM12c
Cm - 2013 c DM13c
Co1 - 2012 e *
Cabernet Sauvignon (n = 18)
CCs - 2012 e *
Cc1 - 2013 e CC13e2
Cc1 - 2014 c *
Cc2 - 2004 c CCO04c
Ccs - 2013 c CCl13c
Ccs - 2013 e CC13el
Ccs - 2014 c *
Cca - 2011 c CCllc
Cw1 - 2013 e CM13e3
Cwm2 - 2011 c CM1lcl
Cwms - 2011 c CM11c2
Cwms - 2013 e CM13el
Cwma - 2013 e CM13e2
Cwms - 2011 c CM11c3
Cwme - 2013 e CM13e4
Coz - 2011 c COl1lc
Coz - 2012 c * CO12c
Coz - 2013 c CO13c
Francoria (n = 1)
Cw1 - 2013 e FM13e
Lambrusco Grasparossa (n = 1)
Cca - 2013 e WC13e
Lambrusco Salamino (n = 2)
Cci VCR1 2013 e QC13el1
Ca R5 2013 e QC13e2
Malbec (n = 10)
Cc 594 2013 e XC13el
Cca 595 2013 e XC13e2
Cc 594 2014 e XC1l4el
Cc 595 2014 e XCl4e2
Cwm1 - 2013 e XM13e
Cwm1 - 2014 e XM1l4e
Co1 - 2012 e *
Coz - 2012 c * X012c
Coz - 2013 e X013e
Co1 - 2014 e X0O14e
(continua)
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Tabela lll. Descri¢bes das amostras (n = 103) de variedades de vinhos tintos finos.

©
3 o Nm s o} o
E 2 s 222 oFf o2 2 =
S ° £8S § §3 § 8§

o

Marselan (n = 2)

Cw1 - 2014 e ZM14e Mv14

Cwm1 - 2015 e ZM15e Mv15

Merlot (n = 12)

CCs - 2012 e *

Cca - 2012 c MC12cl

Cc2 - 2008 c MCO08c

Ccs - 2013 c MC13c

Ccs - 2014 c *

Ccs - 2012 c * MC12c2

Cm - 2012 c MM12c

Cm - 2013 c MM13c

Cwm2 - 2011 c MM1ilc

Cws - 2009 c MMO9c

Co - 2011 c MO11c

Co1 - 2012 e *

Moscato de Hamburgo (n = 1)

Ca 302 2013 e HC13e

Petit Verdot (n = 2)

CCs - 2012 e *

CCS - 2012 e *

Pinot Noir (n = 2)

CCs - 2012 e *

Cwa - 2013 ¢ PM13c

Rebo (n =5)

Cca - 2013 e RC13e

Cc - 2014 e RC14e Rv14

Cc1 - 2015 e RC15e Rv15

Cwm1 - 2013 e RM13e

Cwm1 - 2014 e RM14e

Ruby Cabernet (n = 2)

Co1 - 2012 e *

Co1 - 2013 e YO13e

Sangiovese (n = 1)

Cm - 2013 e IM13e

Syrah (n =12)

Cca 174 2013 e SC13el

Cc1 300 2013 e SC13e2

Cc1 174 2014 e SCl4el

Ca 300 2014 e SC14e2

Cw1 174 2013 e SM13el

Cw1 747 2013 e SM13e2

Cw1 174 2014 e SM14el

Cwm1 747 2014 e SM14e2

Co1 - 2012 e *

Co1 - 2013 e SO13e

Co1 - 2014 e SO1l4e

SG - 2013 ¢ *

(continua)
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Tabela lll. Descricbes das amostras (n = 103) de variedades de vinhos tintos finos.
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Tannat (n = 10)

Cc1 - 2012 ¢ TC1l2cl

Cc1 - 2013 ¢ TC13c

Cc2 - 2005 ¢ TCO5c

Ccs - 2012 ¢ TC12c2

Cwm - 2012 ¢ * TM12cl

Cwm - 2013 ¢ TM13c2

Cwma - 2013 ¢ TM13cl

Cws - 2012 ¢ TM12c2

Cws - 2014 ¢ TM14c

Co1 - 2012 e *

Tempranillo (n =7)

Cc1 - 2013 e LC13e

Cc1 - 2014 e LCl4e

Cwma - 2012 C * LM12c

Cwma - 2013 c LM13c

Co1 - 2012 e *

Co1 - 2013 e LO13e

Co1 - 2014 e LO14e

Teroldego (n =5)

Cc1 - 2013 e GC13e

Cc1 - 2014 e GC14e Tvl4

Cm - 2013 e GM13e

Cm - 2014 e GM14e

Cwm1 - 2015 e GM15e Tv1l5
Numero de amostras = 12 6 16 71 4 10

* Amostras utilizadas no capitulo.
a Amostras de microrregides da Campanha Gaulcha (97): Campanha Gaucha Meridional (Cw),
Campanha Gaucha Central (Cc) e Campanha Gaucha Ocidental (Co), seguidas do c6digo numérico do
estabelecimento vitivinicola (produtor e/ou vinicola). Amostras de outras regides do RS (6): Bento
Gongalves, na Serra Galucha (SG) e Vacaria, nos Campos de Cima da Serra (CCS).

b Clone informado para diferenciacéo de amostras, quando aplicavel.
¢ Processo de vinificag&o: vinho experimental (e) ou comercial (c).

d Cédigo de amostras para o Capitulo 4, obedecendo a ordem: letra definida por variedade; letra
definida por microrregido da Campanha Galicha; dois ultimos digitos da safra; processo experimental
(e) ou comercial (c); diferenciacdo numérica de amostras, quando necessario.

e Cbdigo de amostras para o Capitulo 6, obedecendo a ordem: letra definida por variedade; letra
definida para amostras de vinhos (v); dois ultimos digitos do ano da safra (2014 ou 2015).
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Figura I. Gréafico de escores e pesos por PCA (1 e 3, variancia explicada = 57,86%) obtido
para os teores de fendis bioativos de 71 amostras de variedades de vinhos tintos finos da
Campanha Gaucha. Pesos dos compostos fendlicos (-): trans-resveratrol, trans-&-viniferina,
guempferol, quercetina e miricetina. Descricbes das amostras conforme Tabela Il (Anexo),
com cores definidas conforme variedades.
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Microrregli()es da Calmpanha Galu’Jcha:
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Figura Il. Gréfico de escores e pesos por PCA (1 e 2, variancia explicada = 61,56%) obtido
para os teores de fenois bioativos de 71 amostras de vinhos tintos finos de microrregides da
Campanha Gaucha. Pesos dos compostos fendlicos (—): trans-resveratrol, trans-&-viniferina,
quempferol, quercetina e miricetina. Descricbes das amostras conforme Tabela Ill (Anexo),
com cores definidas conforme microrregides.
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Figura lll. Grafico de escores e pesos por PCA (1 e 2, variancia explicada = 61,56%) obtido
para os teores de fendis bioativos de 71 amostras de vinhos tintos finos de diferentes safras
Campanha Gaucha. Pesos dos compostos fendlicos (-): trans-resveratrol, trans-&-viniferina,
guempferol, quercetina e miricetina. Descricdes das amostras conforme Tabela Il (Anexo),
com cores definidas conforme microrregioes.
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