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Resumo

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, sabor e aroma dos vinhos,
além da presenca dos mesmos estarem associados com alguns efeitos benéficos a
saude humana. Neste trabalho foram utilizados métodos cromatogréaficos por CG MS
para a determinacdo de acido galico, (+)-catequina, resveratrol, quercetina,
malvidina. As concetracdes de quercetina variam de 2,4 a 3,0 mg L™, 4cido gélico de
21,4 a 56,3 mg L', resveratrol 1,5 a 5,9 mg L*, malvidina 15,3 a 32,2 mg L™,
catequina 11,71 a 18,2 mg L. Foi utilizado método eletroforético (CZE DAD) para a
determinagdo de quercetina, caempferol, miricetina, acidos siringico, galico e cafeico.
As concentracgdes de acido galico nas amostras de vinhos variaram de 16,00 a 42,00
mg L™, Caféico (3,16 a 5,18 mg L™), Siringico (5,73 a 13,05 mg L), kaempferol (
2,32 a 4,33 mg L), Quercetina (1,68 a 4,03 mg L), Miricetina (7,52 a 25,13 mg L™).
Outra gama de compostos foram determinados por HPLC-DAD-Fluorescéncia (acido
galico, hidroximetil furfural, acido vanilico, acido caféico, acido p-Cumarico, acido
ferdlico, caftérico, cis-cutarico, fertarico, trans-cutarico). A concentracdo de acido
caftarico variou de 13,28 a 46,83 mg L, cis-cutarico de 1,01 a 2,13 mg L™, trans-
cutérico de 2,13 a 17,56 mg L, fertarico de 1,11 a 2,43 mg L™, &cido p-Cumérico de
0,26 a 12,46 mg L™, &cido ferulico de 0,31 a 3,97 mgL™, Hidroximetil furfural de 0,59
a 8,83 mg L™, &cido vanilico de 2,90 a 11,57 mg L™, 4cido caféico de 4,20 a 14,20
mg L, acido p-Cumarico de 0,26 a 12,46 mg L™, &cido ferulico de 0,31 a 3,97 mg L’
! Utilizou-se UPLC DAD para a identificacdo e determinacdo de antocianinas nos
vinhos. A concentragdo para Delfinidina -3-O glicosideo variou de 0,18 a 57,61 mg L
! Cianidina-3-O glicosideo de 0,17 a 207,45 mg L™, Peonidina -3-O glicosideo de
0,19 a 2,88 mg L™, malvidina -3-O glicosideo de 1,05 a 11,97 mg L™, Cianidina-3-O-
p-cumaroilglicosideo de 0,25 a 3,83 mg L™, a Peonidina -3-O-acetilglicosideo foi
encontrada em uma Unica amostra e sua concentracdo foi de 11,10 mg L™, o teor de
malvidina-3-O-acetilglicosideo variou de 0,23 a 64,96 mg L™, malvidina-3-O-
cafeoilglicosideo variou de 0,35 a 2,82 mg L. Foram também avaliados outros
compostos fendlicos por HPLC DAD MS. Os métodos desenvolvidos apresentaram

precisédo, exatiddo e uma boa linearidade.



Abstract

The phenolic compounds are responsible for the colour and flavour of the
wines, besides the presence of the same ones they be associated with some
beneficial effects to the human health. In this work chromatographic method were
used by CG MS for the determination of gallic acid, catechin, resveratrol, quercetin,
malvidin. The quercetin concentration vary from 2.4 to 3.0 mg L™, gallic acid from
21.4 to 56.3 mg L™, resveratrol 1.5 to 5.9 mg L*, malvidin 15.3 to 32.2 mg L™,
catechin 11.71 to 18.2 mg L. Eletrophoretic methods was used (CZE DAD) for the
guercetin determination, kaempferol, myrecetin, siringic acid, gallic and cafeic acids.
The concentrations of gallic acid in the samples of wines varied from 16,00 to 42,00
mg L*, cafeic acid (3.16 to 5.18 mg L™), siringic acid (5.73 to 13.05 mg L™),
kaempferol (2.32 to 4.33 mg L™), quercetin (1.68 to 4.03 mg L™), myrecetin, (7.52 to
25.13 mg L™). Other range of compounds were certain for HPLC-DAD-fluorescence
(gallic acid, hidroximetil furfural, vanillic acid, cafeic acid, p-Cumaric acid, ferulic acid,
caftaric acid, cis-cutaric acid, fertaric acid, trans-cutaric acid). The concentration of
caftaric acid varied from 13.28 to 46.83 mg L™, cis-cutaric acid from 1.01 to 2.13 mg
L™, trans-cutaric acid from 2.13 to 17.56 mg L™, fertaric acid from 1.11 to 2.43 mg L™,
acid p-Cumaric from 0.26 to 12.46 mg L™, ferulic acid from 0.31 to 3.97 mgL™,
Hidroximetil furfural from 0.59 to 8.83 mg L™, vanillic acid from 2.90 to 11.57 mg L™,
acid caféico from 4.20 to 14.20 mg L™, acid p-Cumérico from 0.26 to 12.46 mg L™,
acid ferulico from 0.31 to 3.97 mg L. UPLC DAD was used for the identification and
anthocianins determination in the wines. The concentration for Delphinidin -3-
glycoside varied from 0.18 to 57.61 mg L™, Cianidina-3-the glycoside from 0.17 to
207.45 mg L™, Peonidin-3-glycoside from 0.19 to 2.88 mg L™, malvidin -3-The
glycoside from 1.05 to 11.97 mg L, Cianidin-3-o-p-cumaroylglycoside from 0.25 to
3.83 mg L™, Peonidin-3-0-acetilglicosideo it was found in a single sample and his/her
concentration was of 11.10 mg L™, the tenor of malvidina-3-the-acetilglycoside it
varied from 0.23 to 64.96 mg L™, malvidina-3-o-cafeoil glycoside it varied from 0.35 to
2.82 mg L. They were appraised also others composed fenélicos for HPLC DAD

MS. The developed methods presented precision, accuracy and a good linearidade.
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Capitulo |

1.0 Introducéo

A uva é um dos frutos que possui alta concentracdo de acuUcar, além de possuir
sumo abundante e caracteriza-se pela facilidade em sofrer um processo de
fermentacdo quando em contato com microorganismos, em especial as leveduras,
produzindo uma das bebidas mais consumidas no mundo, desde a antiguidade até
0s tempos atuais: o vinho. A origem desta bebida é tdo antiga que remota da pré-
historia e das antigas civilizagbes egipicias, babilénicas e Greco-romanas. Assim, a
histéria do vinho esta atrelada com a descoberta das primeiras reacdes quimicas
percebidas pelo homem: a fermentacédo e a oxidagao.

Os vinhos, de maneira geral, sdo constituidos de agua, alcoois, aglcares, acidos
organicos, proteinas, polifendis, sais minerais e vitaminas. Cada grupo de
constituintes do vinho € composto por dezenas, e as vezes centenas, de compostos
quimicos. Esta composi¢ao quimica esta intimamente ligada com a origem das uvas;
ou seja, o tipo de solo, clima, regido onde sdo cultivadas estas uvas e o tipo de
tratamento pelos quais estas sdo submetidas durante o processo de producédo e
conservacdo do vinho. A obtencdo de um vinho de boa qualidade requer,
principalmente, um grande conhecimento e constante monitoramento dos
compostos quimicos presentes na uva.

A conservacédo do vinho em barris de carvalho durante o seu amadurecimento &
uma pratica antiga, que promove uma mudanca nas propriedades organolépticas,
como cor e sabor, preparando a bebida para posterior envelhecimento nas garrafas.
Este tipo de alteracdo pode ocorrer devido a modificagdo da estrutura de compostos

fendlicos presentes na bebida, através do fenémeno de Oxido-reducio. E importante



destacar que os compostos fendlicos presentes no vinho tinto é muito mais
complexo do que o presente na propria uva, que é constituida de antocianinas
monoglicosidicas, encontradas em sua maioria no estado livre, e de taninos mais
polimerizados formados a partir de procianidinas, conforme a sua origem (pelicula,
semente ou engaco). As combinagfes tanino-antocianina estdo presentes no vinho
desde a vinificacdo e sua formacdo depende das condicbes das operacdes
executadas. Os fendmenos oxidativos ligados a conservacdo de vinho na madeira
sao particularmente complexos, pois eles conduzem a estabiliza¢do da cor vermelha
do vinho e a modificagédo das estruturas de seus taninos, desde que a oxidagao seja
conduzida quando o teor dos compostos fendlicos do vinho for suficiente. O acido
galico e os taninos gélicos, provenientes da madeira, sdo 0s elementos que
favorecem essa oxidacdo. Todos estes compostos citados anteriormente s&o
responsaveis pelas propriedades que conferirdo ao vinho caracteristicas que faréo
dele uma bebida de boa ou de ma qualidade.

De um modo geral as ciéncias contribuem muito para a melhoria do controle de
qualidade do vinho, desenvolvendo pesquisas sobre o cultivo, processos
fermentativos e de envelhecimento. Varios estudos demonstram [1,2] que a
presenca de substancias fendlicas e/ou flavonodides no vinho contribuiram para a
melhoria da salde humana, pois alguns destes compostos possuem ac¢des anti-
séptica, anti-virética e protetora dos vasos sanguineos, podendo prevenir as
doencas vasculares e retardar o envelhecimento [3]. Dentre estes compostos
encontrados nos vinhos pode-se destacar o resveratrol, catequina, epicatequina e
quercetina. No contexto dos compostos fendlicos, os flavondides, especialmente as
proantocianidinas, sdo 0s principais responsaveis pelas sensacfes gustativas dos
vinhos, nomeadamente ao nivel da adstringéncia, assumindo ainda um importante
papel no envelhecimento do vinho.

O resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxistilbeno), encontrado em maior concentracao
nas cascas da uva, é uma substancia produzida pela videira que atua como uma
resposta a invasdo por fungos do tipo Botrytis cinerea, por isso o resveratrol é
considerado uma fitoalexina. A concentragdo destas substancias no vinho € utilizada

como parametros para a determinacdo da qualidade da bebida [4]. Esta substancia



possui comprovada acdo bioldégica no organismo humano, prevenindo problemas
cardiacos, pois reduz a susceptibilidade das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
a peroxidacdo lipidica, ou seja, efeito antioxidante.

Estudos mostram que a quercetina possui varias atividades biologicas. Assim
como o resveratrol, esta substancia protege a oxidacdo do LDL do colesterol [5].
Além disso, esta evidenciado um efeito sinergistico entre etanol, quercetina e
resveratrol na inibicdo da enzima Oxido nitrico sintase envolvida nos danos das
paredes vasculares e do DNA [6].

A presenca de polifenéis em vinhos esta relacionada com a cor e o sabor do
produto, conferindo adstringéncia e corpo a bebida. O conhecimento da composi¢ao
de polifendis mostra-se muito importante para identificar a idade, a origem do
produto e para colaborar na solugao de problemas relacionados com a coloragao e
estabilidade dos vinhos [7].

No Brasil, as principais regides produtoras de vinhos (Figura 1), sdo: Rio Grande
do Sul, onde se concentra a maior parte da produgéo nacional, Vale do Rio Peixe,
em Santa Catarina, e o vale do Rio Sao Francisco, na divisa entre Bahia e
Pernambuco. E neste Ultimo, especialmente na cidade de Santa Maria da Boa Vista
proxima a Petrolina e Juazeiro, na fronteira entre Pernambuco e Bahia, que a
producdo vinicula nacional tem se mostrado bastante promissora. Nesta regiéao,
técnicas de cultivo diferenciadas pela irrigacdo mecanizada permitem a producéo de
até 2,5 safras por ano, numa vinicultura que desperta a curiosidade do mundo com
seus bons vinhos de latitude impensavel até entao.

Este trabalho tem como objetivo desenvolver um conjunto de métodos que
permitam avaliar a qualidade dos vinhos produzidos na regido do vale do S&o
Francisco, estabelecendo assim critérios que permitam a esta regido vinicola
melhorar as condi¢des dos vinhos brasileiros, conferindo-lhes maior competitividade,
em ambito nacional e internacional, e fortalecendo a economia da regido e também

do pais.



1.1 Vinhos no Brasil

No Rio Grande do Sul concentra-se mais de 90% da producao vinicola do pais e
la estdo as maiores vinicolas brasileiras. A maior parte destas vinicolas esta localizada
na Serra Gaucha regido de montanha ao norte do estado, destacando-se as cidades de
Bento Gongalves, Garibaldi e Caxias do Sul, seguidas de Flores da Cunha, Farroupilha
e Canela, e o restante em Erechin, no noroeste do estado; Jaguari, no sudoeste;
Viaméo e S&o Jerdnimo, no centro-leste; Bagé, Don Pedrito, Pinheiro Machado e
Santana do Livramento, no extremo sul.

Uma pequena parte dos vinhos brasileiros € proveniente de diminutas regides
vitivinicolas (Figura 1), situadas nos estados de Minas Gerais (municipios de Andradas,
Caldas, Pocos de Caldas e Santa Rita de Caldas), Parana, Pernambuco (Santa Maria
da Boa Vista e Vitoria de Santo Antdo), Santa Catarina (Urussanga) e S&do Paulo
(Jundiai e Sdo Roque).

No quadro vinicola descrito para as regides fora do Rio Grande do Sul, existe
uma regido do semi-arido brasileiro situada no Nordeste brasileiro. E o promissor Vale
do rio Sao Francisco (Figura 2), especialmente na cidade de Santa Maria da Boa Vista,
proxima de Petrolina e Juazeiro, na fronteira de Pernambuco e Bahia. O vale do Sao
Francisco vem tornando-se um dos importantes produtores vitivinicolas do pais.
Responsavel por 99% da uva de mesa exportada pelo Brasil e pela producédo de 5
milhdes de litros de vinho por ano. A vinicultura pernambucana/baiana ja detém 15% do
mercado nacional é o Vale do S&o Francisco, unica regido do mundo que produz duas
safras e meia por ano).

Na literatura tem sido descrito poucos trabalhos sobre vinhos brasileiros. Estes
trabalhos descrevem vinhos elaborados principalmente na regido sul do Brasil [8,9],

sendo os dados disponiveis, ainda sdo bastante limitados.



Figura 2: Mapa da Regiéo vitivinicola do Vale do Sao Francisco [10]



1.2 Vinho e saude

Muitos trabalhos ja foram publicados descrevendo varios procedimentos para a
determinacdo de polifen6is em vinhos e a relacdo dos mesmos com sua capacidade
antioxidante [11], que é a habilidade em sequestrar espécies de oxigénio ativo. Dentre
0S compostos que apresentam esta capacidade destacam-se os flavanois [12,13], as
antocianinas [14,15], e &cido tanico [16].

Além da capacidade antioxidante, foram investigadas outras propriedades que
poderiam estar relacionadas com a presenca deste e de outros compostos fendlicos,
como acao anti-inflamatoria, antiviral [1,2], antialérgicos [17], anticarcinogénicos [18] e a
prevencao de doencas cardiovasculares [19,20]. Com todas estas propriedades o vinho
passou a ser um aliado muito importante para a saude humana, sendo inserido na lista
dos alimentos funcionais, definidos como sendo alimentos que proporcionam efeitos
fisiolégicos benéficos a saulde, além de satisfazer as necessidades nutricionais
classicas. Para um alimento ser classificado como funcional, ele deve ter efeito
relevante na salude e no bem estar ou resultar na reducdo do risco de doengas. O
componente funcional pode ser um macronutriente, um micronutriente ou um
componente n&o nutritivo [21].

Quanto ao papel dos polifenéis como metabdlitos em plantas € importante
mencionar que 0S mesmos participam no metabolismo das plantas, sendo responsaveis
pelo crescimento e interacdo com outros organismos vivos. Uvas e vinhos contém altos
teores de fendlicos, principalmente flavondides com concentragdes variando de 1000 a
1800 mg L™ [22].

Apbs vérios estudos foi sugerido que o consumo moderado de vinho auxiliava na
protecdo contra doencas coronarias. As investigacdes sobre este tema foram iniciadas
com a divulgacéo do "Paradoxo Francés" relatado por Renaud & de Lorgeril [23], onde
0s autores constataram que apesar dos franceses possuirem habitos alimentares pouco
recomendaveis, como alta ingestdo de gorduras saturadas e sedentarismo, a incidéncia
de doencas cardiovasculares na populacdo em geral era relativamente baixa. Este fato

foi atribuido ao consumo regular de vinho pelos franceses [24].



Estudos in vitro indicam que o resveratrol pode atuar como cardioprotetor por
uma serie de mecanismos, como: inibicdo da agregacdo plaquetaria (formacédo de
trombos), da proliferacdo de células musculares lisas e da oxidacdo do mau colesterol
(LDL); reducdo da sintese de certos lipideos e eicosandides que podem promover
inflamacao e aterosclerose; e supressao de certos tipo de arritmia [25]. Outro estudo in
vitro mostrou ainda a atividade anticarcinogénica e quimiopreventiva do resveratrol, que

pode atuar nas fases de iniciacdo, promocéo e progressao de células tumorais [21].
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2.0. Caracteristicas da estrutura dos polifenois

Uma das possiveis classificacdes dos polifendis das uvas e dos vinhos € a sua
divisdo em compostos flavondides e em néo flavonodides (Figura 3). Ao primeiro grupo
pertencem as flavanas, os flavonois e as antocianinas, estas Ultimas apenas existentes
nas uvas tintas. Ao segundo grupo pertencem o0s acidos benzolicos e o0s ésteres
tartaricos dos acidos da série cinamica. Existem ainda outros compostos fendlicos como

os estilbenos (vide pagina 11).

H
~~CO,H
HO H CO,H
HO HO
(a) Acido caféico (b) Acido galico

@)
Y

o O OH OH
C,OH
(c) tartarato de cafeoila (d) &cido cindmico
y @)
HO / OH

(e) acido p-cumarico
Figura 3. Compostos fendlicos de natureza ndo flavondidica encontrados em uvas e

vinhos.



3.0 Composicao de natureza néo flanoidica

Os compostos nédo flavonéides compreendem os &cidos fendlicos, benzoicos e
cindmicos e outros derivados fendlicos como os estilbenos (Figura 4). Nas uvas, 0s
acidos fendlicos séo principalmente os acidos hidroxicinamicos que se encontram nos
vacuolos das células das peliculas e polpas. Os acidos fendlicos sao incolores quando
se encontram em solugcdo hidroalcodlicas, contudo podem adquirir uma coloragéo
amarelada depois dos processos de oxidacdo, e sdo responsaveis pelo aparecimento
de uma coloragdo acastanhada nos vinhos [26]. Embora n&o exercam uma influéncia
direta no gosto dos vinhos, estdo implicados no aparecimento de fendis volateis depois

da acéo de certo microrganismos com consequentes alteracdes aromaticas.

3.1. Acidos benzoicos

Dos é&cidos derivados do acido benzoéico, destacando-se os é&cidos vanilico,
siringico e salicilico, que aparecem ligados as paredes celulares e, principalmente, o
acido galico, que se encontra esterificado aos flavandis. Outros acidos benzdicos
existentes em menor quantidade s&o o protocatéquico, o gentisico, e 0 p-
hidroxibenzoico. Estes acidos encontram-se nas uvas na forma de ésteres e no decurso
da elaboracdo e conservacdo do vinho vado sofrendo uma hidrélise lenta. Podem ser

encontrados livres ou combinados.

3.2 Acidos hidroxicinamil tartaricos

Os acidos fendlicos da série cindmica encontram-se na uva esterificados com o

acido tartarico, formando monoésteres. Na Figura 3 encontra-se representado o acido
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cindmico, do qual derivam os acidos fendlicos desta série, e 0s acidos cinamicos mais
importantes, como o acido ferrdlico, o acido p-cumarico e o acido caféico. Os ésteres
acidos hidroxicinamil tartaricos estdo presentes no sumo de uva e tem um papel
fundamental no fenbmenos de acastanhamento oxidativo que 0s mostos ou vinhos

brancos podem sofrer.

3.3 Estilbenos

Devido, principalmente, as suas propriedades antioxidantes, os compostos
fendlicos dos vinhos tintos, particularmente os estilbenos, podem ser responséaveis
pelos efeitos benéficos do vinho a saude humana. Dentre os estilbenos conhecidos
destacam-se o trans e cis-resveratrol, o trans e cis-piceid e o trans-astringina (Figura 4).
Assim como o resveratrol, o trans e cis-piceid sdo fisiologicamente tdo importantes
guanto o mesmo. O trans-astringina € um estilbeno que apresenta um grupo hidroxila
adicional na sua estrutura que aumenta suas propriedades antioxidativas, quando
comparada com o piceid e com o resveratrol. A concentracdo de estilbenos, nas uvas e
vinhos, pode variar de acordo com a variedade, a origem geogréfica, o ataque de

patdgenos e o processo de fermentacao.
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Figura. 4. Estrutura quimica de estilbenos frequentemente encontrados em vinhos. 1 e

4, trans- e cis-resveratrol; 2 e 5, trans- e cis-piceid; 3 trans-astringina.

Um estudo feito com vinhos de denominacdo de origem espanhois demonstrou que a
concentracdo de trans-resveratrol varia de 0,32 a 4,44 mg L* em vinhos tintos,
enquanto que nos rosés esta substancia varia de 0,12 a 2,80 mg L. O isémero cis-
Resveratrol est4 presente em concentracbes que variam de 0,20 a 5,84 mg L' e de
0,02 a 3,17 mg.L™ em vinhos do tipo tinto e rosé respectivamente. Segundo os autores

deste trabalho a variedade de uva influencia no conteldo de resveratrol nos vinhos de
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diferentes regifes. Porém, uma analise discriminante aplicada as concentragbes nao
mostrou diferencas significantes entre vinhos tintos jovens nem entre vinhos rosé das
guatro denominacdes de origem [27]. Jeandet e co-autores determinaram o conteudo
de trans-resveratrol em Champagne através de cromatografia liquida com deteccao
fluorométrica e UV, apos uma extracdo liquido-liquido com acetado de etila. Foram
encontrados niveis de resveratrol em Champagne que variaram de 20 a 77 pg L™
Segundo os autores o conteudo de resveratrol em Champagne diminui com o

envelhecimento do mosto [28].

4.0 Compostos flavonoidicos

Flavondides (C6-C3-C6) podem ser classificados em vérias familias, de acordo
com as mudancas na sua estrutura béasica: flavondis, flavanois, flavonas e
antocianidinas. Tém varios grupos hidroxila (OH-) ligado a estrutura do anel, os quais

determinard em grande parte a capacidade antioxidante destes compostos.

4.1 Flavonois

Sao compostos flavonoides caracterizados pela presenca de uma insaturacao no
anel heterociclico e um grupo hidroxila na posicdo 3. Nas uvas encontram-se apenas
nas peliculas, como glucésidos. Estes heterosidios nas uvas sdo facilmente
hidrolizados. Nos vinhos tintos sdo encontrados na forma de agliconas. Estes
heterosidios presentes nas uvas sdo facilmente hidrolisados. Nos vinhos tintos séo
encontrados na forma de agliconas. Embora sejam compostos minoritarios nas uvas,
possuem um papel importante na evolugcdo da cor dos vinhos tintos por processos de
copigmentacdo com as antocianinas. Os principais flavonois séo, quercetina (3,5,7,3",4"
-pentahidroxiflavonol), kaempferol (3,5,7,4'-tetrahidroxiflavononol), miricetina (3,5,7,3",4"

,5'-hexahidroxiflavonol) (Figura 5).
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Ri=H R,=H  Kaempferol
R;= OH R,=H  Quercetina
R;= OH R,=OH Miricetina

Figura 5 : Flavondis mais encontrados em vinhos.

O conteudo dos flavondis (miricetina e quercetina), em vinhos tintos variam 4,6
and 41,6 mg L™, e sdo encontrados nas formas livres ou conjugados. A proporcédo de
flavonois livres variam entre 20 a 50% do total [29]. Os glicosidios de quercetina
acumulam na pele das uvas negras, entdao os vinhos que vém de uvas negras com uma
proporcéo de pele alta com relagédo ao volume, como a variedade Cabernet Sauvignon
contém concentracdes mais altas de flavondis, que aumentam a medida que as uvas
vao amadurecendo. Mattivi e colaboradores estudaram a presenca de flavonois na
pelicula de 91 diferentes variedades de uvas a fim de produzir uma classificacao a partir
do perfil de flavondis, a presenca de laricitrina 3-O-galactosidio e siringetina 3-O-
galactosidio em uvas tintas é apresentado pela primeira vez neste trabalho. Segundo o
traballho de Mattivi e pesquisadores, em uvas tintas o principal flavonol é a quercetina
(43,99%), seguido da miricetina (36,81%), kaempferol (6,43%), laricitrina (5,65%),
isorhamnetina (3,89%), e siringetina (3,22%). Em uvas verdes, o principal flavonol € a
guercetina (81,35%), seguido de kaempferol (16,91%) e isorhamnetina (1,74%) [30].
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4.2. Flavanois

De entre os flavanois salientam-se os 3-flavandis e as proantocianidinas. Os
flavan-3-6is caracterizam-se por possuirem um anel heterociclico saturado. Os
carbonos 2 e 3 sdo os centros assimeétricos da molécula. Os principais flavan-3-ol que
se encontram nas uvas e nos vinhos séo a (+)-catequina e a (-)-epicatequina, que sao
epimeros no carbono 3, e cuja estrutura se representa na Figura 6. Ao contrario de
outros flavondides encontram-se nas uvas no estado livre, encontrando-se pequenas
guantidades de galato de epicatequina.

Dentre os contituintes fenolicos dos vinhos a catequina é mais abundante
seguido do acido gdlico. O acido galico vem da hidrolise de ésteres de flavondides que
esta ausente no vinho branco devido a falta da casca da uva na extracdo e preparacéo
dos vinhos. Os niveis de epicatequina sdo menores em relacdo aos de catequina na
maioria dos vinhos. As concentracfes de acido caféico sdo relativamente baixas tanto
para tinto como para vinhos brancos. Acido caféico € um produto da hidrolise do éster
do &cido tartarico [31].

OH OH
OH OH

OH O

Z0H

OH
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Figura 6: Estrutura quimica da (+)-catequina (1) ; (-)-epicatquina (2) ; Galato de (-)-
epicatequina (3) ; (-)-Epigalocatequina galato (4)

4.3 Antocianinas

As antocianinas sdo formadas por anéis benzénicos unidos por uma molécula de
trés atomos de carbono. Sua forma habitual é combinado com agucares e sé&o
conhecidas como antocianidinas, Figura 7, também se obtem uma grande diversidade
destes compostos pela acilacdo dos acucares com o0s &cidos acético, cumarico e
caféico. A diversidade estrutural contribui favoravelmente com a existéncia natural de
300 antocianinas com diferentes substituicbes glicosidicas [32]. O grupo das
antocianinas foi dividido em seis classes de compostos (Figura 8), responsaveis pelas
diferentes pigmentacdes: cianidina (vermelho), peonidina (vermelho escuro), delfinidina
(azul), malvidina (purpura) e petunidina (vermelho escuro) [33]. Entre as caracteristicas
destes compostos, destacam-se a instabilidade a um meio acido com pH superior a 5,0,
a altas temperaturas em periodos de armazenamento, conduzindo a degradacéo e a
mudancas de cor, sensibilidade a oxidacdo e a agentes redutores. No periodo de

conservacdo e envelhecimento, as antocianina combinam-se entre si ou com as



16

proantocianinas (taninos dos vinhos), quer por polimerizacdo direta quer por pontes de
acetaldeido, originando moléculas de grande tamanho que tendem a precipitar ao longo
do tempo. Os vinhos tornam-se menos corados, adquirindo uma tonalidade vermelho
acastanhada, e menos adstringentes, ja que, para além de haver uma quantidade
menor de proantocianinas, as que permanecem no meio, por estarem polimerizadas,
tém menor capacidade de reagir com as glicoproteinas da saliva, diminuindo, desta

forma, a sensacédo de adstringéncia [34-36].

OH
OH

Wi

OH

OH

OH

Figura 7 . Estrutura quimica da cianidina-3 — glicosidica
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Apigenidina H H H
Petunidina OH OCHj3 OH

Figura 8 : Principais antocianinas encontradas nos vinhos
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Capitulo Il

5.0 Analise de vinhos para a determinacdo da antivi dade antioxidante e
compostos fenolicos

5.1 Fendlicos totais e atividade antioxidante

Existe uma relagdo da presenca de polifendis em vinhos e a capacidade
antioxidante desta bebida, por exemplo, Ferndndez-Pachon e colaboradores
propuseram um estudo sobre a possivel relacdo entre a atividade antioxidante (AA) de
treze vinhos brancos e nove vinhos tintos e suas composi¢des fendlicas. Vinte
compostos fendlicos foram determinados por cromatografia liquida (LC). AA tem sido
determinada por diferentes métodos, incluindo 2,2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido
sulfonico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e Capacidade de absorvancia dos
radicais de oxigénio (ORAC). Um estudo estatistico foi realizado usando analise por
regressdo multipla e redes neurais para avaliar se uma composicao especifica de
fendlicos confere uma maior atividade antioxidante. O estudo demonstrou que o0s
compostos fendlicos: Aldeido vanilico, p-hidroxibenzoico, 5-hidroximethylfurfural, acido
protocatéico, 2-furaldeido, (-)-epigalocatequina, &cido vanilico, &cido siringico, (-)-
epigalocatequina, aldeido siriingico, triptofol, acido ferulico, galato (-)-epicatequina,
miricetina, trans-resveratrol, caempferol, &cido galico, tirosol, 5-metilfurfural, &cido
caféico, (-)-epicatequina, (+)-catequina, acido p-coumarico, quercetina, procianidina B1,
procianidina B2, &cido caftarico possuem uma alta correlagéo linear com o AA total dos
vinhos [37].

A determinagdo de compostos fendlicos totais em vinhos nominalmente € feita
empregando-se o método de Folin Ciocalteu. Este método consiste em utilizar uma

mistura dos &cidos fosfotlngstico (HsPW1,040) e fosfomolibdico (HsPM01,040) como
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agentes oxidantes. A cor azul obtida € medida em um espectofotémetro utilizando um
comprimento de onda de 765 nm. Usualmente, o valor é obtido em g.L™ de fenélicos
totais, expresso em equivalentes de acido gélico (GAE).

Peri and Pompei desenvolveram um meétodo para a separacdo e determinagéo
de fendlicos em vinhos brancos. A concentracdo de fendlicos do tipo ndo-flavonoidicos
e flavonoides néo-tanicos e fendlicos taninos foi determinado e avaliado utilizando a
reacdo de Folin-Ciocalteu [38]. Este meétodo apresenta uma resposta rapida e
apropriada as exigéncias de algumas vinicolas, porém ndo pode ser usado como uma
ferramenta para identificar e quantificar compostos fendlicos individualmente, uma vez
gue, existem outros compostos presentes na matriz de vinho que podem interferir na
determinacdo espectofotométrica. Assim este método é caracterizado por possuir uma
baixa especificidade.

A cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
sdo técnicas geralmente utilizadas para determinar qualitativamente e quantitativamente
compostos fendlicos individualmente. O HPLC é mais comumente usado quando
comparado com o CG, pois a depender da técnica utilizada para a deteccdo sao
suficientemente sensiveis e apresentam boa precisao. Muitos métodos com HPLC [39 -
45], utilizam deteccdo de UV e muitos fendis mostram espectros de UV com
comprimento de onda méaximo em uma faixa estreita (280-320 nm).

Costin e colaboradores desenvolveram um metodo baseado em injecdo em fluxo
para estimar o teor de fendis totais em vinhos utilizando permanganato de potassio com
deteccdo de quimiluminescéncia, foram selecionados para a determinacdo alguns
compostos fendlicos simples, quercetina, rutina, catequina, epicatequina, acido ferulico,
caféico, galico e 4-hidroximetilcinAmico e vanilina, utilizando quimioluninescéncia. A
comparacdo do método proposto com outros ensaios para a determinagdo da
capacidade antioxidante e fendis totais utilizada pelas industrias de bebidas e alimento,
apresentou boa correlagdo, a quimiluminescéncia se mostrou uma excelente alternativa
para a determinacdo da capacidade antioxidante e conteudo de fendis totais, pois é
seletiva e apresenta pouca interferéncia a compostos nao fendlicos presentes na matriz

de vinho, além do tempo reduzido para analise aumentando a frequiéncia analitica [46].
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A técnica analitica mais utilizada para a determinacdo de polifendis em vinhos
tem sido a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detectores de arranjo de
diodos (DAD), fluorescéncia (FD) [41,47,48], eletroquimico (ED) [49,50] e
espectrometria de massa (MS). Este ultimo tem sido largamente utilizado devido a
possibilidade de obter informacBes sobre a estrutura quimica do analito [51]. E
importante salientar que existem outras técnicas, que sao utilizadas como a eletroforese
capilar (CE) [52-54], a cromatografia micelar eletrocinética (MEKC) [55 ]. Também é
possivel empregar a cromatografia gasosa (CG), porém ha a necessidade de passar os
analitos por um processo de derivatizacdo, devido a baixa volatilidade dos mesmos.
Recentemente tem sido reportado uma nova tecnologia em cromatografia liquida, que é
a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC). A maioria dos trabalhos publicados
sobre esta técnica foram realizados nos ultimos 5 anos [56-58] demonstrando assim
gue € uma técnica que surgiu recentemente.

A Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) no modo fase reversa com fase
estacionaria C18 tem sido o mais usado para a separacado dos compostos fendlicos. As
fases mdveis mais comumente empregadas consistem de acetonitrila ou metanol em
uma mistura acida diluida com acido acético [59] ou acido férmico [60]. O detector mais
usado é, sem duvida, o arranjo de diodos (DAD), pois os flavonoides apresentam duas
bandas caracteristicas com maximos entre 300 a 550nm (banda I) e 240 a 285nm
(banda I1). O comprimento de onda utilizado para a detec¢éo varia bastante, sendo que
0s comprimentos mais utilizados sdo 280 nm e 210 nm. Alguns autores justificam o uso
de 210 nm pela relacdo sinal:ruido apresentada. Mais recentemente, o acoplamento a
espectrometria de massas possibilitou a confirmacdo da identidade dos analitos, bem
como a obtencgéo de dados que podem ajudar na elucidacéo de reacdes e mecanismos
complexos envolvidos no envelhecimento de vinhos [61,62]. Na literatura tém sido
reportados varios meéetodos cromatograficos [63,64] e eletroforeticos [65,66] para a
separacgdo e quantificacdo de compostos presentes nos vinhos.

Foi desenvolvido e validado um método cromatografico simples e rapido com
deteccéo de Uv-Vis com arrajo de diodos para a determinacdo simultanea de trans-
resveratrol e quercetina em vinhos tintos sicilianos. Este método foi estendido para a

determinacédo destes dois compostos na pele da uva e produtos de vinificacdo. Estas
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amostras passaram por um processo prévio de extracdo com solvente organico e 0s
extratos provenientes desta extragdo foram condicionados em cartuchos C18 e eluidos
sob condi¢des isocréticas. A determinacdo de trans-resveratrol e quercetina em vinhos
tintos foram conduzidas sem qualquer prétratamento das amostras. As faixas lineares
de concentracdo foram 0,39-12,50 e 0,45-57,6 mg L™ para trans-resveratrol e
guercetina, respectivamente. Os limites de deteccdo nas amostras reais foram de (0,07
mg L™ para trans-resveratrol e 0,12 mg L™ para quercetina). Este método utilizando
HPLC-UV/DAD foi aplicado para analises para avaliar o conteludo de tras-resveratrol e
guercetina foram aplicados para andlises de rotina de vinhos tintos, extratos de
produtos de vinificagédo e peles de uvas [67].

Delgado e colaboradores desenvolveram um meétodo capaz de separar e
determinar, flavondides, acidos e aldeidos fendlicos [48]. Ratola e co-autores
desenvolveram e validaram um procedimento simples para a determinagdo de trans-
resveratrol em vinhos da regido do Alentejo (Portugal), foram analisados 47 amostras
de vinhos tintos e 21 de vinhos brancos, utilizando injecdo direta em CLAE com
deteccédo em Uv-vis. Foi encontrado trans-resveratrol em todos os vinhos tintos e em 8
amostras de vinho branco, o método apresentou limites de deteccéo de 0,06 mg L™, o
teor encontrado de trans.resveratrol em vinhos tintos era relativamente alto (acima de
2,64 mg L™, as de vinho branco ndo excediam 0,19 mg L. Uma excelente estratégia é
a combinacdo de detectores para proporcionar uma melhoria na seletividade e
sensibilidade dos métodos analiticos, como a unido de duas técnicas de deteccéo, por
exemplo, cromatografia liquida com arranjo de fotodiodos e espectrdmetro de massas
[68]. Guadalupe e colaboradores desenvolveram um método analitico com multi-etapas
para a determinacdo de fendlicos poliméricos em vinhos tintos. Neste trabalho foram
utilizadas varias técnicas de separacdo e deteccdo:cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) e espectrémetro de
massas (HPLC -MS), eletroforese capilar de zona (CZE) e espectofotometria. Foram
analisadas diferentes familias de compostos fendlicos [69]. Uma revisdo sobre alguns
compostos fendlicos presentes nos vinhos e os diferentes métodos cromatograficos

para a determinacao destes compostos € apresentado tabela 1.



Tabela 1. Métodos por HPLC para a analise de vinhos.
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Compostos Deteccéo Coluna Fase movel Ref
trans-resveratrol, fluorescéncia C18 Hypersil H5 ODS Gradiente MeCN — agua e acido [70]
catequina e epicatequina 250 x 4,6 mm,5um acetico
electrochemico | C18 fase reversa Nucleosil 25% acetonitrila, 0,1% H3;PO, e NaCl [50]
Resveratrol e UV (250 x 4 mm, 5 ym; Supelco (c=5 mmol/l) em &gua
DAD-MS Coluna Cyg (150%2,1 mm eluente A foi: agua , pH ajustado para | [71]
Resveratrol [.D.), 5 ym tamanho de 2,5 com acido sulfurico; eluente B
particula acetonitrila; eluicdo por gradiente
UV —vis LiChrospher 100 CN 250X4 agua-MeCN-MeOH (90:5:5) [72]
Resveratrol mm, 5 um
trans-resveratrol e outros uv Coluna, Nova-Pak C18 150 (A) metanol-acido acético —agua [59]
compostosto mmx3,9 mm i.d. da Waters, (10:2:88, v/v (B) metanol-acido
polifendlicos 4 um tamanho de particula. acético—agua (90:2:8, v/v) foi usado
como solvente B
flavan-3-ols, PDA Nova-Pak Cig, 250 mmx3,9 Gradiente: agua—acetonitrila (50:50) [73]
antocianinas,derivados mm, 5 um de tamanho de pH ajustado para 1,8 com &cido
do &cido cinamico, particula. perclorico (solvente B) agua—
derivados dos flavondis acetonitrila (95:5) pH ajustado para 1,8
trans-resveratrol com &cido perclorico (solvente A),
DAD Gradiente A: Metanol-bidestilado -
Fendlicos Chromolith  RP-C;3 coluna, | agua (2.5:97.5, v/v) at pH 3 with H3PO,4 | [42]
100 mm x 34,6 mm com | B Metanol-bidestilado-agua (50:50, v/v)
temperatura controlada em pH ajustado para 3,0 com H3PO,
30+1 °C
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Compostos Deteccdo Coluna Fase movel Ref
O sistema de solvente usado foi um
Trans e cis-resveratrol, UV-vis Chromolith Performance RP- | Gradient de (A) agua—acido acético [74]
trans e cis-piceid 18e (100 mm x 4,6 mm, 1.D.) | (94:6) (v/v) e (B) agua/acetonitrila—acido
acético (65:30:5) (v/viv).
RP Amid Gradiente com trés
Fendlicos condutividade | Cji6 (250 mm x 3,0 mm i.d.,5 | solventes: (A) metanol, (B) acetonitrila, | [75]
e fluorimetria | ym ) com uma pré-coluna RP (C) 0,085% acido ortofosférico
Amid C36 (2,0 mm x 2,0 mm (13:7:80),
i.d., 5,0 yum).
Os solventes
Vinilpiranoantocaninas - DAD-MS 250 mm x 4,6 mm, 5,0 um i.d. A: H,O/HCOOH (9:1), e B: CHsCN/ | [76]
vinilfenol fase-reversa Cig H,O/CH3COOH (8:1.95:0.05). gradiente
linear
coluna Nova-Pak C;g Gradiente, (A) dgua/acido acético (98:2,
Fendlicos PAD-MS (300 mm x 3,9 mm, 4,0 um) vIv) e [77]
(B) agua/acetonitrila/acido acético
(78:20:2, VIVIV).
Fase reversa Atlantis d Cyg O sistema de solvents foi um
Polifendlicos DAD-MS (250mmx2,1 mm, Gradiente: solvente A (dgua/acido [60]
5 ym) com uma coluna férmico , 95:5, v/v) e solvente
guarda (20mmx2,1 mm, 3,0 B (acetonitrila/agua/acido férmico,
um 80:15:5, v/viv)
Hypersil ODS column eluente
Compostos derivados de DAD (200 mm x 4.6mm i.d., (A) foi metanol; eluente (B) foi [78]

antocianinas

particle size 5 ym)

metanol:agua:acido formico
(45:45:10); eluente (C) foi acido
férmico: agua (15:85).
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Compostos Deteccéo Coluna Fase movel Ref
LiChrospher Gradiente,(A) H.O + 0,05% Acido
Piceid e Resveratrol DAD coluna 100 RP-18 (250 mm x Trifluoroacético e (B) 60:40 MeOH- [79]
4 mm, 5 4m) coluna guarda ACN + 0,05% Acido trifluoroacético
do mesmo material
Gradient, A
Polifenolicos uv LiChrospher (10% metanol-2% é&cido acético em [80]
agua) e B (90% metanol—
2% acido acetico em agua).
Nova-Pak C18 150 3,9 mm | metanol-acido acético - agua (10:2:88)
Trans-resveratrol Fluorescéncia i.d., 4 mm didmetro de como solvente A, e metanol- acido [81]
particula. Precoluna Nova- | acético - agua (90:2:8) como solvent B.
Pak C-18
Coluna Cyg (250 x 4,6 mm Sistema | (Antocianinas). Fase movel
Polifendis DAD -MS/MS i.d.; 5 #m diametro de Agua/acido formico/acetonitrila
particula), com coluna guarda | (87:10:3, v/viv; eluente A) e Agua/acido
Ci15 ODS (4.0 x 3.0 mm i.d.), férmico/acetonitrila (40:10:50, vivlv; [82]
eluente B)
Sistema Il ( Acidos fendlicos). Fase
movel 2% (v/v) acido acético em agua
(eluente A) e 0,5% acido acético em
agua e acetonitrila (50:50, v/v; eluente
B)
Compostos febolicos de Gradiente, Solvente A: Agua:acido
baixo peso molecular DAD Cig (5 um packing, 250 mm x | &cetico (98:2, v/v), solvente B: Agua: | [83]
4.6 mmi.d.) acido acetico (68:30:2, v/v) e solvente
C: metanol
Fendlicos MS/PDA Supelco C18, Gradiente, acido formico em agua (pH | [84]

150 mm x 2.1 mm, 5 ym

3, solvente A) e acido férmico em
acetonitrila (pH 3, solvente B)
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Compostos

Deteccao

Coluna

Fase movel

Ref

(vanillina, siringialdeido)

DAD

Lichrospher RP-18,
240 x 4.5 ym with precolumn
4x45pum

A fase movel: A (0.5% (v/v) acido
formic em agua) e B (metanol).
Gradiente de eluicdo: 0 min 100% A,
20 min 90% A, 75 min 80% A, 80 min
20% A, 95 min 20% A, 100 min 100% A
e 115 min 100% A.

[85]

Taninos

DAD

Fase reversa C18 (4 um, 3.9
mm ID 300 mm

Gradiente, Solvente, agua/acetonitrila,
A: 98:2, (v/v) e agual/acetonitrila/acido
acetico B 78:20:2, (v/viv). 0-55 min,
100-20% A; 55-57 min, 20-10% A; 57—
90 min, 10-0% A.

[86]

Compostos fendlicos

MS

phenomenex (5 ym,
250 x 4.6 mm i.d.) coluna
guarda : ODS C18

0,1% (v/v) &cido formic em agua
(solvente A), metanol (solvent B),
gradiente

[87]

(+)-catequina, (-)-
epicatequina, trans-
resveratrol, caempferol,
miricetina, rutina,
apigenina

UV —vis/
fluorescéncia

ODS2 (25 x 0,4 cm, i.d. 5 ym)
temperatura 28 T

A ( &gua/acetonitrila/acido acético ,
67:32:1 v/vilv) e B ( Agua/acido acético ,
99:1 v/v). Gradiente

[88]
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a eletroforese capilar de
zona foi empregado na determinagdo de nove flavonoides mais frequentemente
encontrados em vinhos tais como: apigenina, baicaleina, naringenina, luteolina,
hesperetina, galangina,caempferol, quercetina e miricetina. O sucesso da separacao
cromatografica foi obtido utilizando tetrahidrofurano, um aditivo pouco usual em fase
movel para HPLC e tampdo borato para CZE. O método apresentou excelentes
limites de deteccao e quantificacdo [89].

Tzu-Yun Chu e pesquisadores propuseram um método rapido para a
derivatizacdo de compostos fendlicos antioxidantes usando radiacdo microondas.
Seis compostos fendlicos encontrados em vinhos e frutas. (acidos: galico, gentisico,
vanilico, caféico, ferulico e p-cumarico) foram usados no estudo do modelo. A
solucdo com a mistura dos acidos fendlicos foi evaporada em um rotavaporizador
seguido de secagem por radiagdo microondas a uma poténcia de 600 W por 30 s. O
residuo foi redissolvido em piridina e tratado com bis(trimetilsilillacetamida sob
radiacdo microondas por 30 s, para avaliar a eficiéncia do procedimento, o0 mesmo foi
comparado utilizando aquecimento convencional. Os trimetilsilano derivados foram
identificados e quantificados por cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro
de massas. Os espectros de massas dos compostos obtidos por derivatizacao
assistida por microondas foram idénticos aos dos compostos obtidos por
aguecimento convencional. O RSD foi menor que de 8% para seis replicatas. Este
método mostrou-se uma boa alternativa para avaliar o conteddo de compostos
fendlicos em vinhos e produtos agricolas. Os compostos foram identificados apartir
de uma base de espectros que contém o espectro de massas dos TMS derivados
dos padrdes dos acidos organicos [90].

Foi desenvolvido um método para a determinagdo de compostos bioativos em
vinhos tintos utilizando colunas de fase reversa em cromatografia liquida, este
método apresentou uma eficiéncia de separacdo aumentada e seletividade
melhorada, sensibilidade e velocidade foram estabelecidos para determinacao de
flavonoides quercetina, miricetina and caempferol e os estilbenos cis- e trans-

resveratrol, em uma Unica corrida. Neste trabalho foram avaliados detectores Uv-vis,
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fluorescécia (FLD), e espectrometro de massas (MS). A detec¢éo espectofotometrica
dos estilbenos foi em 320 nm e 377 nm para flavonoides, pode ser detectadas
guantidades de analito acima da faixa de nanograma com uma boa linearidade
R?*>0.9999 (faixa linear 50 ng mL™ —50 pyg mL™. Para resveratrol, a deteccdo por
fluorescéncia apresentou maior seletividade e sensibilidade quando comparado a
deteccado epectofotometrica. O método entéo foi validado utilizando HPLC acoplado a
um espectrometro de massas com interface via electrospray (ESI). A deteccao por
MS mostrou-se linear de 50 ng mL™ a 50 pg mL™ com R?>0,9878, para todos os
analitos investigados e com limites de detec¢cdo abaixo da faixa de nanograma.
Comparando deteccdo de UV com MS, esta apresentou um aumento na intensidade
do sinal de 200% para mirecetina 400% para quercetina e caempferol, para o
resveratrol foi obtida uma intensidade similar. Os valores de recuperacédo foram de
102% para miricetina e 79% para piceid. A dissociacao induzida por coliséo (CID) foi
também usado para obter fragmentagéo caracteristica facilitando a analise qualitativa

e gquantitativa até mesmo em matrizes complexas. [91].

5.3 Eletroforese

A eletroforese capilar (CE) € uma técnica que vem despertando grande
interesse na quimica analitica moderna, pois oferece baixo custo e volume reduzido
de reagentes, rapidez nas analises, entre outras vantagens. Entre as técnicas
eletroforéticas, a eletroforese capilar de zona (CZE) e a cromatografia micelar
eletrocinética (MEKC) tem sido as mais empregadas, para analise de vinhos e uvas
[92-94]. A eletroforese é uma técnica de separacdo de alta eficiéncia baseada na
migracdo diferencial de espécies ibnicas ou ionizaveis quando submetidas a um
campo elétrico [95]. Na CE, a separacéo € conduzida em tubos de silica fundida de
dimensdes capilares de 15 a 100 ym de diametro interno, e 50 a 100 cm de
comprimento, preenchidos com um eletrélito condutor, e submetidos a acdo de um

campo elétrico. Devido a fatores geométricos (a relacdo entre a area superficial
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interna e volume é apreciavelmente grande), um capilar possibilita a dissipa¢ao
eficiente do calor gerado pela passagem da corrente elétrica (efeito Joule). Além
disso, a alta resisténcia elétrica do capilar permite o estabelecimento de campos
elétricos elevados (100 a 1000 V/cm), resultando em separacdes de alta eficiéncia
(geralmente excede 10° pratos tedricos), excelente resolucdo e tempos de anélise
bastante curtos.

A utilizacdo de capilares de silica fundida introduziu a técnica uma importante
peculiaridade: a geracdo do chamado fluxo eletrosmotico. Este fluxo é consequUéncia
de uma interacdo entre a solucéo e as paredes do capilar. Quimicamente, a silica é
caracterizada pela presenca de varios grupos silandis, os quais, em média
apresentam um carater 4cido. Em contato com o meio aquoso, alguns destes grupos
sdo ionizados e, com a ionizacdo, a superficie do capilar torna-se negativamente
carregada, gerando um saldo positivo de espécies carregadas positivamente na
solucdo. Quando um campo elétrico € imposto tangencialmente a superficie, forcas
elétricas causam um movimento unilateral de ions em direcdo ao eletrodo de carga
oposta. Durante a migracao, os ions transportam moléculas de agua, induzindo a um
fluxo de solucdo como um todo, na dire¢cdo do cétodo, conhecido como fluxo
eletrosmotico normal [95,96]. Para promover a inversdo do fluxo, sédo adicionados ao
eletrolito condutor, surfactantes catidnicos, principalmente os derivados de sais
guaternarios de amonio de cadeia longa. Desta forma, uma camada de semi-micelas
€ adsorvida na superficie do capilar, promovendo a organizacdo de uma camada de
anions na solucéo, que sob a acdo do campo elétrico, migra na direcdo do anodo,
definindo o chamado fluxo eletrosmético invertido [97].

O volume de injecéo é critico em CE. Por exemplo, um capilar de 1m x 75um
(diametro interno) contém cerca de 5 pyL de tampdo e o volume da amostra devera
ser menor que 50 nL (para evitar carregamento excessivo). Os métodos permitem a
andlise simultdnea de uma faixa ampla de moléculas. Como os polifendis séo
moléculas geralmente carregadas em meio alcalino, sdo separados pelas técnicas
eletroforéticas. A eletroforese capilar propriamente dita ndo é aplicavel a moléculas
sem carga. Entretanto, a técnica desenvolvida por Terabe et al. [98] chamada de

cromatografia eletrocinética micelar (MECK), a qual € hibrida da eletroforese e
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cromatografia e envolve a introducdo de um surfactante na solucdo tampéao (por
exemplo, SDS), é apropriada as moléculas sem carga. O uso de MEKC em andlise
de flavondides tem recebido atencéo [99] e os fatores como resolucao, seletividade,
voltagem aplicada, temperatura do capilar, concentracdo e natureza do eletrdlito tem
sido estudados. A introducdo de solventes organicos modifica a interacdo entre as
micelas e solutos, alterando a retencdo e resolugdo [100]. A separacdo dos
flavonoides foi melhorada com a adigdo de SDS a pH 8,3, sendo que o aumento do
pH para 10,5, teve efeito nulo ou apenas pequena influéncia. A separacdo procede
pela ionizacdo dos grupos hidroxilas [101].

Na literatura encontram-se reportados alguns trabalhos que exemplificam a
aplicacdo da eletroforese capilar na determinacdo de compostos fendlicos em
matrizes complexas tais como vinhos [52,102]. Em vinhos portugueses, dez
compostos fenolicos foram quantificados, comparando HPLC e CZE. Pequenas
diferencas nos teores foram encontradas como no caso do &cido caféico, com
valores superiores encontrados no método por CE, no entanto, flavondéis como a
miricetina, caempferol e quercetina foram detectados por HPLC e nédo por CE. O
método por CE foi aplicado em vinhos do porto, estudando o envelhecimento
relacionado aos compostos fenolicos [103]. Em outro trabalho, cis e trans resveratrol,
juntamente com &cido galico, catequinas, quercetina e outros fendlicos foram
primeiramente determinados em uvas e, posteriormente, em vinhos por eletroforese
capilar [104]. Foi utilizado o tampéao fosfato-borato a pH 9,1, o tempo de andlise
sendo 11 minutos. Amostras e padrbes foram injetadas sem preparagdo preévia.
Geralmente estes compostos requerem métodos de pré-concentracdo ou extracao,

pois apresentam-se em baixas concentragoes.

5.4 Cromtografia liquida de Ultra Eficiéncia

A cromatografia liquida ultra de eficiéncia (CLUE) € o avanc¢o mais recente das

técnicas de separacdo baseia-se nos mesmos principios da cromatografia liquida de



30

alta eficiéncia e utiliza fases estacionarias com particulas menores que 2 um. O uso
destas particulas juntamente com as altas velocidades lineares da FM aumentam a
resolucéo e a detectabilidade e diminuem o tempo das analises.

Como forma de melhorar a qualidade das analises, tem sido observado
recentemente o uso da cromatografia liquida ultra de eficiéncia (CLUE), acoplado
principalmente a espectrometria de massas, como uma alternativa as técnicas
tradicionais de cromatografia liquida de alta eficiéncia. As vantagens do uso da
UPLC para a determinacdo de varias substancias [105,106], nas mais diversas
matrizes [107-109], é a capacidade de separar e identificar uma gama de analitos
[107-109], com boa resolucao, incrivel reducdo no tempo de analise. Para atingir tal
desempenho é necessario trabalhar a altas pressfes. Entdo, no ano de 2004 surgiu
um novo equipamento que pode operar em pressfes acima de 100 MPa, o qual foi
denominado de ultra performance liquid chromatography system (UPLC).

Um exemplo da aplicacdo da cromatografia de ultra eficiéncia, pode ser visto
no trabalho de Gruz e colaboradores [110]. Os autores determinaram dezessete
acidos fendlicos (acido galico, acido 3,5-dihidroxibenzoico, acido protocateico, acido
clorogénico, acido gentisico, acido 4-hidroxibenzoico, acido caféico, acido vanillico,
acido siringico, acido 3-hydroxybenzoico, acido 4-cumarico, acido sinapico, acido
ferulico, &cido 3-cumarico, &cido 2-cumérico, &cido salicilico e trans-cindmico) em
diferentes bebidas, utilizando cromatografia de ultra eficiéncia acoplado a um
espectrometro de massas (MS/MS). O método apresentou limites de deteccédo (LDs)
na faixa de 0,15 a 15 pmol e a precisao calculada como desvio padrao relativo foi de
4.4 % O meétodo foi aplicado com sucesso para a analise de amostras de vinho
branco, sucos de uva e cha verde. A corrida cromatografica foi realizada em dez
minutos [110].
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6.0 Técnicas clean-up para a determinacao de fenoli  cos em vinhos.

A cromatografia e eletroforese acopladas as mais diversas técnicas de
deteccédo tem um lugar importante no campo da determinacdo de analitos nas mais
variadas matrizes, porém pode haver dificuldade na determinacéo direta de analitos
que estdo em concentracfes em niveis muito baixos ou cuja a matriz apresente
muitos interferentes, entdo nestes casos faz-se necessario 0 uso de técnicas para
separar e preconcentrar o analito presente na amostra. Tradicionalmente técnicas de
separagao incluem uma etapa de extracdo (e.x. extrator Soxhlet) seguida por
extracdo liquido-liquido (LLE), por exemplo, extracdo com éter dietilico [111]. A
extracdo liquido-liquido € um processo que envolve a transferéncia de massa entre
dois liquidos imisciveis ou pouco misciveis, tendo a capacidade de realizar
separagcfes que sdo inviaveis por outros métodos. Este processo de separacdo é
baseado na distribuicdo do soluto entre as duas fases e a miscibilidade parcial dos
liquidos. O processo de extragdo liquido-liquido ocorre em duas etapas. Na primeira
etapa, promove-se 0 contato do solvente e a solucdo. Na segunda etapa, as duas
fases em equilibrio, ou préxima a ele separam-se.

Nas ultimas décadas tem crescido a demanda de novas técnicas de extracao,
gue apresente reducdo no tempo de analise, consumo e manipulacdo de solventes
organicos. Estudos na area de preparo de amostras conduziram a utilizacdo de
técnicas alternativas & extracdo com solvente orgéanico (LLE), como a extragcdo com
fluido supercritico (SFE) [112], ou extracdo em fase soélida (SPE), estas técnicas
apresentam varias vantagens em relagéo a extracdo liquido-ligido, entre elas estéo,
melhor seletividade, reducdo no tempo de andlise e facilidade em automacdo do
sistema. [113]. Nesta técnica, os analitos contidos numa matriz aquosa Sao
extraidos, juntamente com 0s compostos interferentes, apds passarem por um
cartucho contendo sorvente. Um solvente organico seletivo € geralmente utilizado
para remover 0s interferentes e entdo, outro solvente € usado para lavar os analitos

de interesse.
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Chilla e colaboradores desenvolveram um método para preconcentracdo de
compostos fenolicos e analise de vinhos sherry, utilizando um sistema online para
extracdo em fase soélida, acoplado a HPLC DAD. As amostras de vinho foram
injetadas e adsorvida em cartuchos de poliestireno divinilbenzeno; através de um
sistema robotico semiflexivel, tornando estda etapa automatica. Separacao
cromatogréfica foi levada a cabo em uma coluna C-18, utilizando um gradiente em

duas etapas para eluicado dos analitos [114].

Na literatura séo reportadas numerosas técnicas de preparo de amostras para
a determinacdo de espécies fendlicas em uvas [115] e vinhos [116-117]. Samanidou
e colaboradores desenvolveram um método cromatografico automatico em
cromatografia liquida em fase reversa, utilizando, um gradiente binario em
multietapas para eluicdo este método foi aplicado para determinacéo de cinco acidos
fendlicos, caféico, ferulico, vanilico, salicilico e p-hidroxi-benzoico. A coluna utilizada
foi Inertsil Cg, 250 x 4 mm, 5 ym, a temperatura ambiente. Os solventes utilizados na
eluicdo foram A: 5-95 (v/v) CH30H-H,0 e B: 90-10 (v/v) CH3OH - H,O, com A e B
acidificados com acido acético glacial até pH 3—4. As amostras foram eluidas com
um gradiente que iniciava com 10% de B e finalizava com 100% de B. Os picos
foram monitorados através de um detector UV com arranjo de diodos [118]. Em outro
trabalho Dominguez e colaboradores desenvolveram um método analitico para a
determinagdo de fendis volateis (etil- e vinilfen6is) em vinhos sherry. A técnica
empregada para o tratamento da amostra foi a extracdo em fase solida,
posteriormente os extratos eluidos foram analisados utilizando cromatografia a gas
(GC) com detector de ionizagdo em chama. O método proposto foi aplicado ao
estudo de vinhos sherry finos, contaminados com Brettanomyces genus, e a relacao
entre a concentracdo de fendis volateis e a quantidade destes microorganismos
[119].
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Capitulo IV

7.0 Extracao liquido-liquido assistida por ultrasso m acoplada a
cromatografia gasosa com espectrometria de massas p araa
determinacdo de compostos fendlicos em vinhos brasi leiros elaborados
no Vale do Sao Francisco — Bahia/Pernambuco.

Neste trabalho foi utilizado uma extracdo liquido-liquido assistida por
ultrasom empregando-se acetato de etila e posterior derivatizagdo com N,O-
bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) em piridina (Figura 9). Em seguida
foram determinados acido galico, resveratrol, catequina, quercetina e malvidina

em vinhos utilizando GC MS.

o
CHs—Si~CHg
-0
F—C—— Cc—N—SiCHj
F CHs

Figura 9. N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA)

7.1 Parte experimental
Os procedimentos descritos neste capitulo foram realizados no
laboratorio de quimica organica da “Universidad de Lujan de Cuyo” em

Mendoza — Argentina sob a supervisao da professora Dr2 M2 Fernada Silva.

7.1.1 Andlise por GC MS

O procedimento empregado inclui uma etapa de extracao liquido-liquido
da amostra assistida por ultrasom e uma derivatizacdo posterior com N,O-
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bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) 1% TCMSi de procedéncia (Sigma
Chem. Co., St. Louis, MO, USA) e com piridina (Flucka, Steinheim, Germany).
No esquema 10 € apresentado o fluxograma do procedimento de extracdo e
derivatizacdo pelo qual passaram as solu¢gbes das amostras e padroes. Os

extratos foram armazenados em viais com de vidro e tampa de rosca.

0,2 mL de Vinho

v
Filtrado (0,45 pum)

l: Na,S,0s + NaCl

Sonicado com 600 pL de
acetato de etila acidificado

» Fase aquosa

v
Fase Organica

l

Filtrado com Na,SO,4

y
Seco com fluxo suave de N3 (Q)

y

Derivatizacdo 30 pL piridina 70 uyL BSTFA

Banho de areia & 70 T ,70 min

v
GC MS

Esquema 10. Fluxograma da determinagdo de compostos fendlicos em vinhos
por GC MS.

Condigbes cromatograficas: Coluna capilar de 30 metros e didmetro interno de
0,25 pum, Temperatura do injetor: 300°C, volume da amostra: 2 pL (split less),

Temperatura da interface: 280 °C, Temperatura da fonte: 260°C, Programa de
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Temperatura da coluna: Temperatura inicial: 80°C (1 min), 250°C a 20°C /min
(hold 1 min), 300 °C a 6 °C/min (hold 2 min), 320°C a 20°C /min (hold 24 min).
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7.1.2 Derivatizagao

A etapa de derivatizacdo consiste em promover uma reacao de silanizacéao
dos grupos fendlicos com trimetil silicio o que converte os compostos fendlicos
mencionados anteriormente em substancias mais volateis. Nas Figuras 11 a 15 séo
apresentados os derivados TMS dos compostos fendélicos determinados nos vinhos.
A partir de 2 pL do extrato da amostra e dos padrbes que foram injetados no CG
MS, foi possivel o monitoramento dos ions e fragmentos observados na faixa de m/z
de 50 a800u a.

HO (CH3)3SIiO
@) (@]
H 4 ~BISFA_ . (CH)si0 4
Piridina .
OH OSI(CH3)3
HO (CH3)3SIiO

Figura 11. Reacdo de derivatizacdo do acido galico com BTSFA catalisada por
piridina.

HsC

HsC—SiO /CHs
HO : BTSFA H3C/ //4< HOS{7CH3

—_—»
D
iridina H3C
H,C— SiO
/
HO HaC

Figura 12. Reacdo de derivatizacdo do resveratrol com BTSFA catalisada por
piridina.
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OH
OH OSi(CH3)3
OSi(CH3)3
HO o_ _
—BISEA . (CHy)sSi0 o .
Piridina
OH
OH OSi(CH3)3
OSi(CHg3)3
Figura 13. Reacao de derivatizacdo da catequina com BTSFA catalisada por piridina.
OCHjs
OSi(CH
OCH, (CH3)s
OH CH3)3Sio oL .
(CHa)3 N OCHs
on CK BTSFA
Piridina =
OCHs OSi(CH3)3
= OSi(CHg)s

OH
OH

Figura 14 . Reacao de derivatizacdo da Malvidina com BTSFA catalisada por piridina.

OSi(CH3)3
OH
OH
(CH3)3Sio
HO (@)
H BTSFA
Piridina
| : o)
OH O (CH3)SiO

Figura 15. Reacdo de derivatizagdo da quercetina com BTSFA catalisada por
piridina.
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8.0 Resultados e discussao

8.1 Determinacdo de compostos fendlicos em vinhos por CG MS

A partir do pico base dos fragmentos de massas e do tempo de retencéo
(Tabela 2) dos padrdoes derivatizados, utilizando o modo SIC (single ion
chromatograms), foi possivel identificar, os compostos: acido galico, (Figuras 16 e
17), malvidina (Figuras 18 e 19), catequina (Figuras 20 e 21), resveratrol (Figuras 22
e 23) e quercetina (Figuras 24 e 25), nos vinhos produzidos no Vale do séo
Francisco. Na Figura 23 é apresentado um cromatograma de ions totais TIC, de uma
amostra de vinho tinto do tipo Shiraz contendo 0s picos e os respectivos tempo de
retencdes dos analitos determinados.

Tabela 2. Pico base e fragmentos de (m/z) utilizados para identificar os compostos
fendlicos nas amostras de vinho.

Composto | Tempo de retencéo Pico Base (m/z) Fragmentos

(min) (QD (m/z)
Acido galico 9,49 281 458,443
Resveratrol 15,1 444 428, 147
Catequina 16,65 650 368,355,267
Quercetina 19,68 647 645,556,392
Malvidina 21,21 619 589,295

100, HO. _.O 38
2 Acido Galico
SIC
o m/z = 281
HO H
-

Figura 16 . Cromatograma ion individual (SIC) do derivado TMS do acido galico na

amostra de vinho do tipo Shiraz.
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Figura 17 . Espectro de massa referente ao derivado TMS do acido galico na amostra

de vinho do tipo Shiraz apos derivatizacao.

[z= _
(CH3)3SiO (m 2 458) ('CH3) (CHg)SSIO .
o ) . P
[ 7/ (CH3)3SIO
(CH3)3Sio s, .
(CH3)3SiO (CH3)3Sio (miz=443)
\/YTMSiOH
(CH3)5Si0 T™sic®
O
®
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Figura 18 . Esquema de Fragmentacdo do derivado TMS do acido galico
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Figura 19. Cromatograma ion individual (SIC) do derivado TMS da malvidina na

amostra de vinho do tipo Shiraz
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Figura 20. Cromatograma ion individual (SIC) do derivado TMS da catequina na
amostra de vinho do tipo Shiraz.
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Figura 21. Espectro de massa referente ao derivado TMS da malvidina na amostra
de vinho do tipo Shiraz apos derivatizacao.
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Figura 22. Esquema de Fragmentacao do derivado TMS da Malvidina
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Figura 23. Espectro de massa referente ao derivado TMS da catequina na amostra
de vinho do tipo Shiraz apos derivatizacao.
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Figura 24 . Esquema de Fragmentacao do derivado TMS da Catequina
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Figura 25 . Cromatograma ion individual (SIC) do resveratrol na amostra de vinho do

tipo Shiraz.
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Figura 26. Espectro de massa referente ao resveratrol na amostra de vinho do tipo
Shiraz apoés derivatizacao.

19.59

Quercetina

16.95

i,
I B I L B B B

Figura 27. Cromatograma ion individual (SIC) do quercetina na amostra de vinho do
tipo Shiraz.
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Figura 28. Espectro de massa referente a quercetina na amostra de vinho do tipo
Shyraz apoés derivatizacao.



43

OSi(CH3)3
OSi(CH3)3
(CH3)3Sio (@) (CH3)3SiO
| N\ [HCHskS) + CHa* [ ey
v(-CHs)
OSi(CH3)3
OSi+(CH3)2
(m/z= 647)

(CHgsio  ©

Figura 29. Esquema de Fragmentacao do derivado TMS-Quercetina
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Figura 30. Cromatograma ion total (TIC) de uma amostra de vinho tinto do tipo
Shiraz.

Analisando o espectro de massas da Figura 17 pode observar a presenca do
m/z = 458 correspontente ao derivado TMS-acido galico, o m/z = 281 (pico base)
correspondente as perdas dos fragmentos TMSIOH e TMSIO', [M-(CH3)3:SIOH +
(CH3)3SiO7], (Figura 18) o fragmento m/z = 443, corresponde a perda de uma metila
proveniente do (CHs)3SiO, [M — CHj3] (Figura 18). O espectro de massas apresentado
na Figura 26 indica a presenca do fragmento m/z = 368, que é o0 pico base,
corresponde a perda do fragmento m/z =282, [M — 282], e o fragmento m/z = 355 que

originaram do rearranjo de retro Diels-Alder. As fragmenta¢gbes do derivado TMS-
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catequina sdo apresentadas na Figura 24. O espectro de massas apresentado na
Figura 26, apresenta o ion molecular m/z = 444, que corresponde ao derivado TMS-
resveratrol, os fragmentos m/z = 445 e m/z = 446 correspondem respectivamente
aos ios [M +1] e [M +2]. O espectro de massas do derivado TMS-quercetina (Figura
26) apresenta como pico base o fragmento m/z = 647, que corresponde a perda de
uma metila (M — CHgz]) e como resultado da fragmentagcdo do TMS-derivado o
fragmento m/z = 559, que corresponde a perda de (-[CH3]sSi +CHs]". As
fragmentacbes do derivado TMS-quercetina sao apresentados no esquema da

Figura 29.

8.2 Validag&do do método analitico

A validacdo € um conjunto de procedimentos que confirmam se o método sob
investigacdo tem capacidade de desempenhar com confiabilidade o que a aplicacdo
requer [120]. No processo de validacdo de procedimentos de pré-concentracdo sao
utilizados parametros analiticos como: linearidade e faixa dinamica, limite de
deteccdo e quantificagdo, exatidao, precisédo, robustez, entre outros [121]. A seguir

serdo abordados os parametros que utilizados para validar este trabalho

8.2.1. Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método em produzir resultados
diretamente proporcionais as concentragfes das espécies em estudo dentro de uma
determinada faixa analitica.

A linearidade é freqlientemente avaliada pelo coeficiente de correlagcédo (R).
Para se obter R é necesséario criar uma relagdo mateméatica que possa fazer a
correlacdo entre os sinais analiticos e solu¢cdes do analito de concentracdes
conhecidas. Estas relagbes matematicas muitas vezes S80 expressas como uma

equacao de reta (y = a x + b), chamada de curva de calibracao.
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8.3. Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

7

Limite de deteccdo é o fator mais critico na selecdo de um método para
andlise de tragos [122]. O limite de deteccao (LD) representa a menor concentragao
do analito que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental.

O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método

relacéo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica.

8.3.1 Método visual

E utilizado para determinar o limite de deteccéo utilizando como meio a matriz
da amostra com adicdo de concentragdes conhecidas da substancia de interesse, de
tal modo que ao medir o sinal seja possivel distinguir entre ruido e sinal analitico.

Visualmente, a menor concentragdo detectavel € determinado como LD.

8.3.2 Método relagéo sinal ruido

Este pode ser aplicado somente em procedimentos analiticos que apresentem
o ruido da linha de base. Para determinar a relacao sinal-ruido, é feita a comparacéo
entre a medida dos sinais analiticos referentes a amostra contendo concentragdo
conhecida do analito e um branco da mesma amostra. Assim, é estabelecido uma
concentragcdo minima na qual a substancia pode ser facilmente detectavel. O limite

de deteccao vai ser 3 vezes o valor da raz&o sinal:ruido.
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8.3.3 Meétodo baseado nos parametros da curva anali  tica

O método baseado em parametros da curva analitica é o mais usado para
técnicas analiticas em geral, adotando este método o limite de deteccdo pode ser
expresso como na equagao 1:

Equacéo 1 LD =3 x SD/b

Onde, SD é a estimativa o desvio padrdo da resposta que, pode ser expresso
como: o desvio padrao do branco analitico ou do coeficiente linear da equacéo; e b é
o coeficiente angular da curva de calibragéo.

O limite de quantificacdo representa a menor concentragdo do analito que
pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental. Os mesmos
critérios de LD podem ser adotados para o LQ, alterando-se e utilizando-se a relacdo

10:1(sinal: ruido), sendo a sua equacao expressa pela seguinte equacao:

Equacao 2 LQ =10 x SD/b

No presente trabalho os valores de LD e LQ foram calculados utilizando as
equacbes 1 e 2. Porém, como nas técnicas de separacdo cromatograficas e
eletroforéticas, € muito dificil obter um branco analitico, para o calculo foi entdo
utilizado o desvio padréao do coeficiente linear [123,124]. Os limites de deteccao e da
quantificacdo para o método analitico desenvolvido neste trabalho, assim como

outras figuras de méritos sdo apresentados na Tabela 3
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Tabela 3. Figuras de mérito para o método utilizado na determinacdo de polifendis
em vinhos por GC MS.

Analito TR® LD" LQ° Curva analitica R 2
Acido gdlico | 9,49 1,18 3,90 |[S=1,25x10'C + 2,03x10’ | 0,999
Resveratrol 15,1 0,41 1,36 |S =4,86x10°C + 1,28x10° | 0,997
Catequina 16,65 1,30 4,30 |S=8,49x10'C - 1,00x10® | 0,998
Quercetina 19,68 0,61 2,00 |S=7,60x10'C-9,6x10° | 0,991
Malvidina 21,21 0,75 250 |S=1,22x10°C - 5,1x10° 0,998

a Tempo de retengdo em minutos , ®Limite de deteccdo em (mg L'l), “Limite de quantificacio em (mg L"l).

8.4 Precisao

Precisdo € um termo geral usado para avaliar a dispersédo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma solucéo de amostra, solugdes de
amostras semelhantes ou solucdes padrdoes, em condi¢cdes definidas. As duas
formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade e a
reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio padréo relativo (RSD).
Como é dependente da concentracdo do analito deve ser determinada para
diferentes concentracdes deste. Neste trabalho a precisdo expressa como desvio
padréo relativo (RSD) foi determinada para as concentracdes de 8,0 e 20 mg L™ de
cada analito. Os valores de RSD obtidos foram de 1,90 e 0,82 % para acido galico,
3,08 e 1,22 % para catequina, 1,30 e 0,44 % para malvidina, 1,50 e 0,53 % para
resveratrol, 1,41 e 0,61% para quercetina, para as concentracdes de 8,0 e 20 mg L™
respectivamente. Estes valores demostram boa precisdo do método para a

determinacdo dos compostos fendlicos nos vinhos.

8.5 Exatidao

A exatiddo expressa a concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito

como verdadeiro ou como referéncia. A exatidao representa o grau de concordancia
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entre os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referéncia aceito como mais provavel [125]. A exatiddo, quando aplicada a uma
série de resultados de ensaios, implica numa combinagdo de componentes de erros
aleatorios e sistematicos. Os processos normalmente utilizados para avaliar a
exatiddo de um método s&o, entre outros: uso de materiais de referéncia,
participacdo em comparagOes interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de
recuperacao.

Uma das dificuldades no processo de validagdo de um método analitico
para a determinacdo de compostos organicos em geral € a inexisténcia de materiais
de referéncia certificados (CRM), o que impossibilita a determinagdo da exatiddo do
meétodo. Existem materiais de referéncia certificado disponiveis no mercado, porém

para um nuamero limitado de analitos.

8.5.1 Ensaios de recuperacéo

A recuperacdo ou o fator de recuperacdo do método (R) € definida como a
proporcdo da quantidade da substéncia de interesse, presente ou adicionada na
porcdo analitica do material teste, que € extraida e passivel de ser quantificada. A
recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento analitico dentro de um limite de
variagdo. As porcentagens de recuperacdo do analito proximos a 100% sédo
desejaveis, porém admitem-se valores menores, desde que a recuperacao apresente
uma boa precisdo. A porcentagem de recuperagcao pode ser calculada de acordo a

equacao 3.

(Cf _Cb)

Equacéo 3: %R =100x%

Onde C; representa a concentracdo encontrada, Cy, 0 valor da concentragao original

do analito na amostra, C, a concentracdo adicionada. Neste trabalho foram
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encontrados valores de recuperacdo que variaram de 93,5 a 107 % para acido
galico, (+)-catequina, resveratrol, quercetina, malvidina (Tabela 4), o que evidéncia a
exatiddo do método.

Tabela 4. Teste de adicdo/recuperacdo de compostos fendlicos em amostras
comerciais de vinhos tinto (cabernet sauvignon).

Concentracédo | Valor adici onado | Valor enco ntrado Rec.

(mg L™ (mg L™ (mgL™ (%)

Acido gélico 6,20 2,0 8,16 98,0
(+)catequina 12,4 5,0 17,10 94,0
resveratrol 1,65 2,0 3,79 107
guercetina 2,63 2,0 4,50 93,5
malvidina 11,7 5,0 16,90 104

9.0. Determinacéo de acido galico, resveratrol, cat  equina, quercetina e
malvidina em vinhos brasileiros.

Na Tabela 5 s&o apresentados os valores das concentragbes dos analitos
determinados em sete amostras de vinhos brasileiros. As concetracdes de quercetina
variam de 2,4 a 3,0 mg L™, &cido galico de 21,4 a 56,3 mg L™, resveratrol 1,5 a 5,9

mg L*, malvidina 15,3 a 32,2 mg L, catequina 11,71 a 18,2 mg L™.
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Tabela 5. Concentracdo de Compostos fenélico encontrados em amostras de vinhos
brasileiros da regido do Vale do Sao Francisco.

Quercetina | Ac. Galico | Resveratrol | Malvidiva | Catequina

Amostra (mg L™ (mg L™ (mg L™ (mgL?h | (mgL™
Rosé (Shiraz <LQ 21,4+£1,7 <LQ <LQ <LQ
2005)
Tinto Cabe rnet
Sauvignon (2004) 24+11 27,1+ 4,0 15+£04 | - <LQ
Tinto Cabernet
Sauvignon/ 2,709 |47,2+£57 4,0+0,8 153+12 | 11,7+1,0
Shyraz (2003)
Tinto Cabernet
Sauvignon/ <LQ 49,4 +6,0 59+0,3 11,3+3,0 | 16,723
Shyraz (2004) 1
Shiraz(2004) 2 25+04 |46,4+6,3| 34+05 |124+24 | 156+1,6
Shiraz (2004) 3 27+10 |563+56 | 39+06 |322+36 | 182+2.3
Cabernet
Sauvignon/ 30+08 |541+3,7| 55+0,1 |208+4,0 | 17,8+2,7
Shiraz (2004) 5

N = 3 repeticdes

Na literatura sdo reportados alguns dados referentes as concentracdes dos
cinco compostos fendlicos determinados neste trabalho em vinhos elaborados em
varias regides, para acido galico (39,00 a 61,00 mg L) [42], Quercetina (3,54 a
12,65 mg L), catequina (17,72 a 41,87 mg L™), Resveratrol (0,61 a 2,44 mg L™)
[126], o teor de malvidina -3-O glicosideo encontrado foi de 55,10 mg L™; [129] para
vinhos tintos. A variagdo nos valores na concentracdo de acido gélico, quercetina e
resveratrol, malvidina, catequina pode ser explicada devido a variabilidade natural do
perfil de compostos fendlicos das uvas, que esta relacionado com o clima, solo, zona

geografica e tipo de uva e praticas enolologicas.
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Capitulo VI

10. Determinacdo de flavondides e acidos fendlicos em vinhos produzidos na
Regido do Vale do Séo Francisco — Bahia /Pernambuco  por Eletroforese Capilar

Neste trabalho foi desenvolvido um método eletroforético para a determinacéo
de quercetina, caempferol, miricetina, acidos siringico, galico e cafeico (Figuras 3 e
5) em seis amostras de vinhos do Vale do S&o Francisco. As amostras foram
filtradas e depois submetidas a extracao liquido-liquido usando éter etilico como
solvente. O extrato foi analizado por eletroforese capilar em zona com detecgao

espectrofotométrica com arranjo de diodos.
10.1 Parte Experimental
10.1.2. Analise por eletroforese

10.1.3. Instrumentacao

Nas analises das amostras por eletroforese capilar (CE) foi empregado
equipamento da “Backman” modelo P/ACE MDQ (Fullerton, CA), equipado com
detector de arranjo de diodos (DAD), utilizou-se comprimento de onda de 280 nm
para a andlise das solugbes padrdoes e amostra, os quais foram injetados
hidrodinamicamente (0,5 psi — 5 sec) utilizando voltagem constante de +25 Kv. O
eletrolito de corrida empregado foi Tetraborato de sodio (TBS) a uma concentracao
de 20 mM com 10% de metanol. Foi utilizado um capilar de silica-fundida (Polymicro
Technologies, 141 Phoenix, AZ, U.S.A.) com as seguintes dimensdes (50 pm x 50
cm), o mesmo foi condicionado a partir da lavagem com 1 mol L* NaOH por 5 min,

seguido da solucédo do eletrélito por 30 min.



52

10.2.1. Reagentes e solventes

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico e os solventes, que foram
previamente filtrados, de grau HPLC. O metanol utilizado foi de procedéncia
(Fairfield, OH, USA), enquanto que o acido cloridrico foi de procedéncia Merck
(Darmstad, Germany), tetraborato de sédio (TBS) Riedel-de Haen (Sweelze,
Germany). A agua foi desionizada por um sistema (Milli-Q system, Millipore, Bedford,
MA, USA) até atingir um valor de resistividade igual a 18 mQ. Os padrdes de
guercetina, acido galico, campferol, acido caféico miricetina foram da Aldrich (St.
Louis, MO, USA). A solucéio estoque de 1000 mg L™ foi preparada dissolvendo os 5
compostos fendlicos em 60:40 v/v adgua/metanol. As solu¢des de trabalho foram
preparadas diluindo a solugdo de partida com volumes apropriados de uma solucéo

60:40 v/v agua/metanol.

10.3.1 Extracédo Liquido-liquido

Foram adicionados 100 pL de acido cloridrico a 5 mL de vinho e manteve-se a
mistura sob com agitacdo magnética por 15 min. Em seguida, realizou-se uma
extracdo dos analitos com 8 mL de éter etilico na proporcdo de 8:5 solvente/vinho. A
fase organica foi separada da fase aquosa e evaporada utilizando um fluxo suave de
nitrogénio. Posteriormente, foi redissolvida com uma mistura de 2,5 mL de
etanol:adgua 60:40 v/v. As amostras foram entéo filtradas com uma membrana de
0,45 ym (Millex LCR PTFE) (Millipore, Sao Paulo, Brasil).
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11.0 Determinacéo de flavonoides e acidos fendlico s em vinhos por CZE

Os polifendéis foram identificados a partir dos eletroferogramas comparando o
tempo de migracdo e espectros obtidos através da analise dos picos dos padrdes e
das amostras de vinho. Também foi utilizada a fortificacdo de algumas amostras,
com diferentes niveis de concentragdo, permitindo assim uma melhor identificacao
dos analitos presentes nas amostras. A quantificacdo foi efetuada através das
medidas de area dos picos. As condicdes de separacdo foram otimizadas a partir do
método modificado de Perez et al.[127].

11.1 Figuras de mérito

As curvas analiticas foram tracadas a partir dos resultados das areas dos
picos das solugcbes padrdes de: caempferol, miricetina, acidos siringico, galico e
caféico na faixa de concentracdo de 5 a 80 mg L. Os limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ) foram estabelecidos por anélise da curva de calibracdo. Para o
célculo dos valores de LD e LQ, foram utilizadas a equacdes 1 e 2: As curvas
analiticas assim como outros parametros avaliados para a determinagdo de

compostos fendlicos sédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Figuras de mérito do método para a determinacdo de compostos fendlicos
usando eletroforese capilar

Limite de Limite de
Analito deteccéo ?| quantificacdo | Curvas analiticas R 2
mg L*
Acido Siringico 0,14 0,45 S =447,29C — 2214,90 | 0,999
Caempferol 0,19 0,58 S =684,70C — 1324,20 | 0,999
Miricetina 0,25 0,84 S =398,01C —1878,80 | 0,999
Quercetina 0,31 1,03 S =945,13C - 1079,70 | 0,999
Acido caféico 0,33 0,96 S =1045,10C - 3116,40| 0,999
Acido galico 0,22 0,72 S =1081,10C —4881,30 | 0,998

S: sinal analitico, a: Concentragdo em mg L™
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As curvas analiticas exibiram um comportamento linear dentro da faixa de
trabalho, com coeficientes de correlacdo linear acima de 0,998. Os limites de
deteccdo variaram de 0,14 a 0,33 mg L1 e os limites de quantificacdo variaram de
0,45 a 1,03 mg L™ para os analitos determinados. O desvio padréo relativo (RSD) foi
de 1,05 e 0,74 % correspondente as concentracdes de 5,20 e 32,5 mg L™ para acido
gélico, 3,08 e 1,37 % correspondentem as concentracdes de 3,30 e 10,60 mg L™
para quercetina, 1,05 e 0,74 % correspondente as concentracdes de 15,50 e 32,50
mg L™ para &cido caféico, 2,67 e 0,28 % correspondente as concentracées de 7,50 e
15,30 mg L™ para mirecetina, 2,81 e 0,96 % correspondente as concentracdes de
2,30 e 14,20 mg L para caempferol, 1,01 e 3,50 % correspondente as

concentracdes de 5,20 e 32,5 mg L™ para 4cido siringico, respectivamente.
11.2 Aplicagdo do método.

Nas Figuras 31 e 32 sdo apresentados eletroferogramas dos compostos
fendlicos em uma solucdo contndo padrdes dos mesmos e determinado por
eletroforese capilar em vinhos tintos, na Tabela 7 estdo os valores de concentracdo

destes compostos determinados em seis direfentes amostras de vinhos analisadas.

3 4 5 6 7 8 2 10 11 12
Minutes

Figura 31: Eletroferograma de compostos fendlicos presentes em uma mistura de
padrdes. Eletrdlito de corrida: TBS 20 mmol L*, metanol 10 % (v/v); pH= 9,0 ;
potencial aplicado, +25 kV; deteccao UV em 280 nm. Identificacdo dos picos: 1.
Acido siringico, 2. caempferol, 3. miricetina, 4. quercetina, 5. Acido cafeico, 6. Acido
galico
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Figura 32 . Eletroferograma de compostos fendlicos presentes na amostra de vinho.
Eletrélito de corrida: TBS 20 mmol L, metanol 10 % (v/v); pH= 9,0 ; potencial
aplicado, +25 kV; deteccdo, UV em 280 nm. Identificacdo dos picos: 1. Acido
siringico, 2. kaempferol, 3. miricetina, 4. quercetina, 5. Acido cafeico, 6. Acido galico.



Tabela 7. Concentracdo em mg L™ dos compostos fenélicos determinados em vinhos brasileiros elaborados no Vale do Sao
Francisco por eletroforese capilar.

Amostras Quercetina | Caempferol | Miricetina | Ac Siringico | Ac. Caféico | Ac. Galico

(mgL?h | (mgL™ | (mgL™ (mg L™ (mg L™ (mg L™
1- Cabernet Sauvignon Shiraz 1,68+0,59 (4,33+£0,21 |15,34+0,31| 5,73+0,07 5,18 +0,30 |15,77 +0,58
2- Cabernet Sauvignon 3,568+0,49 |2,91+£0,23 | 25,13 +£4,82 8,13+0,80 8,04 £0,25 |22,45+1,00
3 - Ruby Cabernet 2,97 +0,47 [3,03+0,13 | 7,52+0,26 | 13,05#1,62 | 7,78+0,35 |22,35+1,07
4 - Tanat 2002 4,03+0,67 |3,11+0,21 |16,31+1,56 | 10,67+1,16 |13,16+1,09 | 15,47 +1,54
5 - Cabernet Sauvignon 3,76 £0,23 |2,32+0,15 | 23,95+0,43 | 10,43+0,13 | 7,83+0,07 |41,74+0,98
6 - Shiraz 3,79+0,31 |2,48+0,10 | 22,24+1,90 | 11,01+0,42 | 8,49+0,19 |28,09 +1,04

56
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As concentracdes de acido gélico nas amostras de vinhos brasileiros variaram
de 16,00 a 42,00 mg L, Caféico (3,16 a 5,18 mg L™), Siringico (5,73 a 13,05 mg L™),
kaempferol ( 2,32 a 4,33 mg L), Quercetina (1,68 a 4,03 mg L™), Miricetina (7,52 a
25,13 mg L™). Na literatura séo reportados alguns dados referentes as concentracdes
dos seis compostos fendlicos determinados neste trabalho, em vinhos produzidos em
varias regides, para acido galico (39,00 a 61,00 mg L ™), &cido caféico (2,20-8,70 mg
L) [42], Siringico (3,62 a 7,46 mg L), kaempferol (0,14 a 0,57 mg L™) , Quercetina
(3,54 a 12,65 mg L™, Miricetina (2,86 a 24,37 mg L) [126] para vinhos tintos.

Pode-se verificar pelos resultados obtidos que as concentragbes de &cido
galico e quercetina apresentam uma faixa um pouco menor que a reportada na
literatura, j& as concentracbes de kaempferol e acido siringico, estdo em uma faixa
de concentracdo superior a encontrada na literatura e a concentragcdo de miricetina
esta concordante com a literatura. A variagdo nos valores na concentracédo de acido
galico, quercetina e acido siringico, pode ser explicada devido a variabilidade natural
do perfil de compostos fendlicos das uvas, que esta relacionado com o clima, solo

entre outras praticas agronémicas.
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Capitulo VI

12.0 Determinacdo de catequina e epicatequina em vi nhos produzidos na
Regido do Vale do Séao Francisco por HPLC com detec¢  &o por Fluorescéncia.

O presente trabalho descreve a determinacéo de catequina e epicatequina em
vinhos brasileiros elaborados na regido do Vale do S&o Francisco empregando HPLC
com deteccdo por fluorescéncia. O método permitiu a identificacdo e quantificacdo
em diferentes tipos de vinho, através de injecao direta.

Através da deteccdo por fluorescéncia foi possivel determinar os compostos
do grupo flavan-3-ols com menos interferéncia e maior sensibilidade, quando
comparado deteccdo espectrofotométrica. A catequina e a epicatequina (Figura 6)
foram identificadas por comparacdo do tempo de retencdo obtidos através das
amostras de vinho e dos padrbes (Figuras 36 e 37) e também através da adicédo de
diferentes niveis de concentracdes dos padrbes a amostra (Tabela 12). O sinal de
fluorescéncia foi utilizado para determinar os analitos no vinho, foi utilizado
(comprimento de onda de excitacdo 280 nm, comprimento de onda de emissdo 310
nm [128]).

12.1 Parte Experimental
12.1.1 Solventes

Os solvents utilizados no preparo das amostras, solu¢éo padréo e fase movel
(metanol e acido acético,acido férmico), foram de grau cromatografico HPLC de
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procedéncia J. T. Baker. A agua desionizada,foi obtida apartir de um sistema de
ultra-purificacdo Milipore (Bedford, MA, USA).

Apés o preparo dos solventes para as fases moveis, os mesmos foram
filtrados a vacuo através de filtros milipore para solventes organicos (0,45 um) e

sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigénio.

12.1.2 Padrdes

Os padrdes usados: (Quercetina, acido galico kampferol, acido caféico e
mirecetina foram de procedéncia Aldrich (St. Louis, MO, USA); (+)-catequina, (-)-
epicatequina, acidos siringico, p-cumarico, vanilico, ferulico, hidroxi-metil furfural,
malvidina-3-O-glicosideo da Sigma (St. Louis, MO, USA), todos com grau de pureza

superior a 95%.

12.1.3. Preparo da amostra

Vérias amostras de diferentes de vinhos (tinto, branco e rose), das marcas Rio
Sol, Rendeiras, Adega do vale, Botticceli, Terra Nova e Garziera, foram adquiridas
em supermercados na cidade de Salvador (Bahia, Brasil). Estas amostras foram
escolhidas como representantes dos vinhos produzidos na regido do Vale do Séo
Francisco. As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 pym (Millipore)
paras as andlises por HPLC .Todos os vinhos foram armazenados em um ambiente

refrigerado & 4°C até analise.

12.2 Andlises de vinhos por HPLC/fluorescéncia

Nas andlises das amostras de vinho foi utilizado um HPLC, Dionex, equipado

com detectores de fluorescéncia (RF 2000) e arranjo de fotodiodos (PAD 100)

equipado com um auto-amostrador (ASI-100) e bombas (P-680). O sinal analitico foi
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monitorado e a area dos picos presentes nos cromatogramas foi integrada utilizando
o software Chromeleon 6.60. A Fase mdével foi composta por dois tipos de solvente
(A e B), sendo o solvente A composto por uma mistura de metanol:acido
aceético:agua na proporcao de (5:2:93), e o solvente B composto por uma mistura de
agua:acido acético:metanol na proporcdo de (10:2:88), utilizando um fluxo de 1,0 mL

min™. O gradiente empregado encontra-se descrito na Tabela 8.

Tabela 8. Gradiente da fase mével utilizado no (HPLC).

Tempo (min) | %B®
0 5
10 5
15 15
30 30
35 30
45 50
50 5
60 5

a agua-acido acético-metanol (10:2:88)

As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 pm. Foi utilizada uma
coluna monolitica da marca Chromolith Performace RP-18e (100 mm x 4,6 mm). A
deteccao por fluorescéncia em Aex= 280 nm € Aem= 310 nm.

As solucdes estoque de catequina (100 mg L™) e epicatequina (100 mg L™)
foram preparadas em uma mistura de metanol-agua na proporc¢éao de (1:1). A solucéo
estoque foi posteriormente diluida em solucdes padrdes com diferentes valores de

concentracao.
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Figura 33: Cromatograma da mistura de padrdes (Picos: 1.Catequina; 2.
Epicatequina).
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Figura 34: cromatograma da amostra de vinho Cabernet Sauvignon Shiraz. (Picos:
1.Catequina; 2. Epicatequina).
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12.2.1 Validacdo do método analitico

As curvas analiticas foram tracadas utilizando solu¢des padrbes na faixa de 1
a 30 mg L' A equacdo de regressdo correspondente e outros parametros
caracteristicos para a determinacdo catequina e epicatequina sdo mostrados na
Tabela 9. As curvas analiticas exibiram excelente linearidade (R> 0,99) na faixa de

concentracao estudada.

Tabela 9. Figuras de mérito do método

Analito Tempo de LD? LQP Equacdo da Reta
Ret. (min) | (mgL?Y) [(mgL?) R?
Catequina 19,64 0,27 0,91 |S=5,91C-0,75 0,999
Epicatequina 25,75 0,33 1,09 |S=6,30C-0,39 0,998

& Limite de deteccao, ® imite de guantificacdo , S = sinal analitico, C = concentragdo em mg L?

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram estabelecidos através da
equacao das curvas analiticas. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram de
0,27 e 0,91 mg L™, para catequina e 0,33 e 1,09 mg L™ para epicatequina,
respectivamente. A precisdo estimada como desvio padrao relativo foi de 3,34 e 1,09
% para as concentracées de catequina de 0,50 e 20,0 mg.L™ e, 2,82 e 0,49 % para
as mesmas concentracdes de epicatequina respectivamente. Para avaliar a exatidao
do método foi realizado um teste de adi¢do/recuperacéo, As solucdes padrdes foram
adicionados as amostra na faixa de 40 a 90% da concentracao original presentes nos
vinhos. As amostras fortificadas com os padrbes de catequina e epicatequina, foram
analisados em triplicata de acordo o método proposto, e as recuperacfes foram
calculadas de acordo com equacédo 3 . Foram obtidos valores que variaram de 105 e
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108 % de recuperacado para catequina e de 97,3 a 119 % para epicatequina (Tabela
10).

Tabela 10. Teste de adicao/recuperacdo para concentracfes de catequina e
epicatequina (mg L ™) em vinhos brasileiros elaborados na regido do Vale do S&o

Francisco , por HPLC.

Amostras | Epicatequina | Epicatequina | Rec | Catequina | Catequina | Rec
de vinho Adic. encontrada (%) Adic. Encontrada | (%)
(mg L™ (mg L™ (mg L™ (mgL™)
0,0 5,08 + 0,21 0,0 7,51+0,17 -
Petit 6,0 12,21 +0,60 | 119 15,0 23.68 +0,07 | 108
Shiraz
0,0 12,43 + 0,38 0,0 21,72 + 0,09
Shiraz 1 10,0 22,16 +0,10 | 97,3 10,0 32,25 +0,05 | 105
0,0 16,06 + 0,29 - 27,07+0,40 | -
Shiraz 2 6,0 2220+0,32 | 102 ; ; ;
Cabernet 0,0 9,99 +0,67 - 16,73 £ 0,16 -
Sauvignon 4,0 13,89+0,14 | 97,5 . - -
Shiraz

N = 3 replicatas

13. Determinacao de catequina e epicatequina em vin  hos brasileiros.

Na Figura 23 é mostrado o cromatograma da catequina e da epicatequina nas
amostras de vinhos e na Tabela 11 é apresentada a concentracdo dos analitos
determinados em nove amostras de vinhos brasileiros, a concentracdo para
catequina variou de 7,51 a 73,20 mg L* e de 5,08 a 43,32 mg L* para a

epicatequina.
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Tabela 11. Valoes de concentracdo de catequina e epicatequina (mg L™) obtidos em
vinhos brasileiros elaborados no Vale do S&o Francisco por HPLC com deteccéo por

fluorescéncia.

Amostra de vinhos Epicatequina Catequina

(mgL™) (mgL™)
Petite Shiraz 5,08 £0,21 7,51+0,17
Shiraz 1 12,43 £ 0,38 21,72 £ 0,09

Cabernet Sauvignon 1 26,87 +050 | @ -
Cabernet Sauvignon 2 16,86 + 0,10 28,60 £ 0,51
Cabernet Sauvignon Shiraz 1 43,32 £0,22 73,20 £1,45
Shiraz 2 16,04 + 0,04 30,40 £ 0,14
Shiraz 3 18,31 + 0,04 31,63 £ 0,03
Cabernet Sauvignon Shiraz 2 16,06 + 0,29 27,07 £0,40
Cabernet Sauvignon Shiraz 3 9,99 +£0,67 16,73 +0,16

N = 3 replicatas

Na literatura sdo reportados alguns dados referentes a concentracdo de

catequina e epicatequina encontrada em vinhos produzidos em varias regides,

podendo entdo comparar com os dados encontrados no presente trabalho (Tabela

12). Alonso e co-autores encontraram uma concentracdo de 31,01 mg L™* para

catequina e 12,78 mg L™ para epicatequina em vinhos tintos. [129].

Tabela 12. Concentracdo de catequina e epicatequina de vinhos de outros paises

Amostras Catequina Epicatequina ref
(mg L™ (mg L™
Vinhos da Hungria 21,30-89,10 11,70-126,0 [130]
Vinhos da Italia (tintos) 33,66-86,54 9,94-25,47 [131]
Vinhos da Franca 32,80-209,80 | 22,10-130,7 [132]
Vinhos da China 1,44-3,83 3,59-13,10 [133]
Vinhos da Turquia 17,82-33,59 5,62-12,65 [134]
Vinhos da Espanha (brancos) 7,20-15,60 2,60-28,40 [135]
Vinhos do Brasil 7,51-73,20 5,08-43,32 | Este trabalho
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Os toeres de catequina e epicatequina relatados na literatura para vinhos de
outros paises sdo concordantes com 0s encontrados para vinhos brasileiros
elaborados no vale do S&o Francisco. Os elevados teores de catequina e
epicatequina encontrados nos vinhos foram devido a insercdo de sementes durante o
processo de maceracao e fermentacao, pois na uva os flavan-3-ols, se encontram

em maior concentragéo nas sementes.
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Capitulo VIII

14.0 Determinacao direta de acido fenolicos em vinh  os produzidos na Regiédo
do Vale do Séo Francisco por HPLC PAD.

Alguns compostos fendlicos encontrados nos vinhos apresentam absorvancia
caracteristica na regido do UV-vis e podem ser facilmente separados e detectados
por HLPC com detector de arranjo de fotodiodos. As antocianinas apresentam
absorvancia maxima por volta de 520 nm. Os flavonois tém absorvancia maxima em
360 nm, os &cidos hidroxicindmicos podem ser detectados em 320 nm, outros grupos
de polifendis podem apresentar absorvancia maxima em 280 nm.

Neste trabalho foram determinados, acido galico, hidroximetil furfural, acido
vanilico, &cido caféico, acido p-Cumarico, acido ferulico, caftarico, cis-cutarico
Jfertarico, trans-cutarico. O método permitiu a identificagcdo e quantificacdo destes
compostos em diferentes tipos de vinhos, através de injecao direta, por HPLC PDA.
Os compostos polifendlicos foram identificados por comparacdo do tempo de
retencdo e dados do espectro de UV obtidos através das amostras de vinho e dos
padrées puros (Figuras 38,39, 40a e 41) e também através da adicdo de diferentes

niveis de concentracdes dos padrbes a amostra.
14.1.1 Parte Experimental
14.1.2 Solventes
Os solvents utilizados no preparo das amostras, solucdo padrao e fase mével
(metanol e acido acético,acido férmico), foram de grau cromatografico HPLC de

procedéncia J. T. Baker. A 4gua desionizada,foi obtida apartir de um sistema de
ultra-purificacdo Milipore (Bedford, MA, USA).
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Apés o preparo dos solventes para as fases moéveis, os mesmos foram
filtrados a vacuo através de filtros milipore para solventes organicos (0,45 um) e

sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigénio.

14.1.3 Padrdes

Os padrdes usados: (acido galico, acido caféico foram de procedéncia Aldrich
(St. Louis, MO, USA); &cidos siringico, p-cumarico, vanilico, feralico, hidroxi-metil

furfural, Sigma (St. Louis, MO, USA), todos com grau de pureza superior a 95%.

14.1.4. Preparo da amostra

Vérias amostras de diferentes de vinhos (tinto, branco e rose), das marcas Rio
Sol, Rendeiras, Adega do vale, Botticceli, Terra Nova e Garziera, foram adquiridas
em supermercados na cidade de Salvador (Bahia, Brasil). Estas amostras foram
escolhidas como representantes dos vinhos produzidos na regido do Vale do Séo
Francisco. As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 uym (Millipore)
paras as andlises por HPLC. Todos os vinhos foram armazenados em um ambiente

refrigerado & 4°C até analise.

14.2 Analises de vinhos por HPLC PAD

Nas andlises das amostras de vinho foi utilizado um HPLC, Dionex, equipado
com detectores de fluorescéncia (RF 2000) e arranjo de fotodiodos (PAD 100)
equipado com um auto-amostrador (ASI-100) e bombas (P-680). O sinal analitico foi
monitorado e a area dos picos presentes nos cromatogramas foi integrada utilizando
o software Chromeleon 6.60. A Fase movel foi composta por dois tipos de solvente
(A e B), sendo o solvente A composto por uma mistura de metanol:acido

aceético:agua na proporcao de (5:2:93), e o solvente B composto por uma mistura de
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agua:acido acético:metanol na proporgao de (10:2:88), utilizando um fluxo de 1,0 mL

min™. O gradiente empregado encontra-se descrito na Tabela 13.

Tabela 13. Gradiente da fase movel utilizado no (HPLC).

Tempo (min) | %B®
0 5
10 5
15 15
30 30
35 30
45 50
50 5
60 5

a agua-acido acético-metanol (10:2:88)

As amostras foram filtradas com uma membrana de 0,45 uym. Foi utilizada uma
coluna monolitica da marca Chromolith Performace RP-18e (100 mm x 4,6 mm). A
absorvancia do analito na regido do UV foi monitorado de 200 a 400 nm .

As solucdes estoque dos analitos foram preparadas em uma mistura de
metanol-agua na proporcéo de (1:1). A solugéo estoque foi posteriormente diluida em

solugdes padrbes com diferentes valores de concentracgao.

14.3 Validacdo do método analitico

As curvas analiticas foram construidas utilizando solu¢gbes padrdes na faixa
de 0,38 a 52 mg L*. As equacdes das curvas analiticas correspondentes aos
analitos (acido gélico, hidroximetil furfural (HMF), &cido vanilico, acido cafeico, acido
p-Cumarico, acido ferulico) e os valores de coeficiente de correlacdo estdo na Tabela
15. Demais parametros caracteristicos do método para a determinacao dos polifenois
nos vinhos sdo mostrados nas Tabelas 15 e 16. As curvas analiticas exibiram

excelente linearidade (r > 0,99) na faixa de concentracdo de trabalho.
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Tabela 14. Equacéo e coeficientes de correlacdo das curvas analiticas do método

proposto.
Analito Curva analitica Coeficiente de
correlacéo

Acido Galico Abs =0,29C - 0,03 0,9985

HMF Abs =1,43C - 0,38 0,9996

Acido Vanilico Abs = 0,30C - 0,02 0,9984

’ Acido Cafeico Abs = 0,81C - 0,06 0,9998

Acido p-Cumarico | Abs =0,95C - 0,08 0,9999

Acido Fertlico Abs = 0,94C - 0,03 0,9988

Os limites de deteccédo e quantificacdo foram estabelecidos atraves das curvas
analiticas. Os calculos dos valores para LDs e LQs, foram obtidos a partir das
equacOes 1 e 2. Os limites de deteccdo e quantificacdo e estdo apresentados na
Tabela 15. A precisédo estimada como desvio padréo relativo € mostrado na Tabela
15.

Tabela 15. Caracteristicas analiticas do método proposto

Analito Tempo de LD? LQ"
retencao (min)

Acido Galico 5,77 0,24 0,79

HMF 8,77 0,02 0,07

Acido Vanilico 22 77 0,24 0,79

Acido Cafeico 23.70 0,13 0,44

Acido p-Cumarico 30,78 0,34 1,13

Acido Ferulico 3358 0,03 0,09

& Limite de deteccao, ® imite de gquantificagcdo

Para avaliar a exatiddo do método foi realizado um teste de
adicdo/recuperacao, Os padrdes foram adicionados amostra na faixa de 40-90% da
concentracao original presentes nos vinhos, para isso foram adicionados uma
mistura de padrées de acido galico, hidroxi metil furfural, acidos vanilico, cafeico, p-

cumarico e ferdlico a fim de obter concentragcdes nominais de 2,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 15,0
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mg L™ e o volume foi completado com amostras de vinho. As amostras contaminadas
com padrdes dos compostos fendlicos, foram analisados em triplicata de acordo o
meétodo proposto, e as recuperacdes foram calculadas de acordo com equacéo 3 .
Foram obtidos valores que variaram de 90 a 101,2 % de recuperagdo para 0S

analitos determinados nas amostras de vinhos brasileiros (Tabela 17).

Tabela 16. Valores de desvio padréo relativo para diferentes concentracdes dos
compostos analisados

Analito Conc. (mgL ™) | RSD? | Conc. (mgL ™) | RSD?
Acido Galico 11,95 1,77 0,51 4,60
HMF 7,65 3,11 1,41 4,78

Acido Vanilico 8,76 3,40 0,89 5,01
Acido Cafeico 6,26 4,52 0,90 5,43
Acido p-Cumarico 5,69 2,99 0,71 4,48
Acido Ferulico 6,45 3,83 1,53 4,99

2 desvio padréo relativo
15.0 Aplicacéo
15.1. Determinacéo de compostos fenolicos em vinhos brasileiros.

Tabela 17. Teste de adicdo/recuperacdo para concentracdes de Galico, Hmf,
Vanilico, Caféico, p-Cumarico, (mg L™) em vinhos brasileiros HPLC PDA.

Concentragcdo | Valor adici onado |Valor enco ntrado | Rec.
(mg L™ (mgL™ (mg L™ (%)
Shiraz
Galico 28,87 3,0 31,74 96,0
Hmf 1,01 15,0 16,20 101,2
Vanilico 3,31 5,0 8,76 109
Caféico 16,14 3,0 18,91 92
p-Cumarico 12,46 3,0 15,22 92
Ferulico 1,81 5,0 6,45 93
Petite Shiraz
Galico 18,25 3,0 20,21 98
Hmf 0,59 7,0 7,65 101
Vanilico 2,10 2,0 3,91 90
Caféico 4,20 0,0 4,30 -
p-Cumarico 2,54 4,0 6,37 96
Ferulico 0,41 2,0 2,35 97
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15.1.2 Determinacdo de acido galic o, hidroximetil furfural, &cido
vanilico, acido caféico, acido p-Cumarico e acido f  erdlico em vinhos brasileiros
elaborados na regido do Vale do S&o Francisco.

Nas Figuras 36, 37a, 37b e 38 sdo apresentados os cromatogramas dos
compostos determinados nas amostras de vinho e dos padrbes em dois
comprimentos de onda distintos (280 e 320 nm). Pode-se perceber que houve uma
boa separacdo dos compostos. Na Tabela 18 é apresentado a concentracdo dos
analitos determinados em nove amostras de vinhos brasileiros, a concentracdo de
acido galico variou de 3,73 a 103,50 mg L™, Hidroximetil furfural de 0,59 a 8,83 mg L°
! &cido vanilico de 2,90 a 11,57 mg L™, 4cido caféico de 4,20 a 14,20 mg L™, &cido
p-Cumarico de 0,26 a 12,46 mg L™, Acido ferulico de 0,31 a 3,97 mg L'1. Para a

determinagéo dos ésteres fendlicos

| '|'||“’"\ A 3 L "llb\l AU\
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Figura 35: Cromatograma da amostra de vinhos utilizando comprimento de onda de
280nm (Picos: 1.4cido Galico; 2. Hidroximetil furfural; 3. Acido vanilico).
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Figura 36: Cromatograma da mistura de padrdes utilizando um comprimento de
onda de 280nm (Picos: 1.acido Galico; 2. Hidroximetil furfural; 3. Acido vanilico).
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Figura 37a. Cromatograma da amostra de vinhos utilizando comprimento de onda de
320 nm (Picos: 1.acido caféico; 2. Acido p-cumaérico; 3. Acido ferulico).
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Figura 37b. Cromatograma da amostra de vinhos utilizando comprimento de onda

de 320 nm (Picos: 1.4cido caftarico; 2. Acido cis-cutarico; 3. Acido fertarico; 4. Acido
trans-cutarico).

Figura 38. Cromatograma da mistura de padroes utilizando um comprimento de
onda de 320 nm (Picos: 1.acido caféico; 2. Acido p-cumarico; 3. Acido ferulico
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Tabela 18 Concentracdo de acido galico, hidroximetil furfural, acido vanilico, acido caféico, acido p-Cumarico e acido
ferulico (mg L™) em vinhos brasileiros elaborados no Vale do S&o Francisco por HPLC -UV.

Acido Acido Acido p- Acido
Amostras Acido Galico HMF Vanilico Cafeico Cumarico Ferulico
Tinto Petit Shiraz 18,56 +0,71 0,59+0,02 2,16 +£0,03 4,20 +0,15 254+0,07 0,41+0,01
Tinto Shiraz 1 28,87 +0,03 1,01+0,12 3,31+0,17 16,14+0,61 12,46+0,08 1,81+0,14
Tinto Cabernet
Sauvignon 50,35+0,15 0,86+0,04 2,90+0,17 7,26 +0,07 11,96 £0,01 <LQ
Tinto Cabernet
Sauvignon 95,28+3,70 1,17 +0,16 <LQ 11,83+1,23 757+1,04 1,11+0,13
Tinto Cabernet
Sauvignon Shiraz 1 52,65 +1,51 <LQ 11,57 +0,01 6,26 +0,09 5,69+0,20 3,97+0,21
Tinto Cabernet
Sauvignon Shiraz 2 81,79+252 125+0,06 4,26+0,21 12,86+0,23 12,41+0,21 1,54+0,06
Rosé Shiraz 3,73+0,12 8,83+0,18 <LQ 0,56 + 0,02 <LQ <LQ
Tinto Shiraz 3 103,50+4,12 1,19+0,17 <LQ 14,20 +£0,22 9,07+0,18 1,47 £0,07
Tinto Shiraz 4 89,24 +0,14 1,46 £0,03 <LQ 11,45+0,22 16,61+0,50 1,53+0,07
Chenin Blanc moscato
Canelli 11,95+ 0,36 2,43+0,44 <LQ 6,65+0,55 1,9540,15 0,31+0,01
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15.2. Determinacdo de ésteres caftarico, cis-cutérico, fertarico, trans-cutarico
em vinhos brasileiros.

Nas uvas, os acidos fendlicos, sdo principalmente os derivados do acido
cindmico, que se encontram nos vacuolos das células do fruto, principalmente na
forma de ésteres tartaricos. Estes sdo os acidos cafeoil tartarico (caftarico), p-
cumaroil tartarico (cutarico) e feruloil tartarico (fertarico), Figura 39. A forma

isomérica encontrada em maior quantidade nas uvas é o trans, porém pode ser

encontrado o composto cis, em menor quantidade.

HOO O R Esteres R,
HOOC o oH Acido cafeoil tartarico OH
Acido p-cumaroil tartarico H
OH Acido feruloil tartarico OCHg

Figura 39: Esteres hidroxicinamicos

Neste trabalho, a quantificacdo do &cido caftarico, foi realizada mediante a
utilizacdo da curva de calibracdo do acido caféico e a quantificacdo do cutarico foi
realizado através da curva de calibragdo do p-cumaérico e o acido fertarico a partir da
curva de calibracdo do acido ferdlico, aplicando a todos um fator de correcdo molar,
tendo em vista que ndo existem padrdes disponiveis comercialmente. Os compostos
foram identificados através da comparacdo dos espectros de absor¢cdo das amostras

de vinhos com os encontrados na literatura.
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Tabela 19. Concentragcdo do: acido caftarico, acido cis-cutarico, acido fertarico,trans-
cutarico (mg L") em vinhos brasileiros produzidos no Vale do S&o Francisco por
HPLC.

trans-
Amostra caftarico  ¢is-cutarico fertarico cutarico
(mg L™ (mg L™ (mg L) (mg L™

Tinto Petite Shiraz 16,92 +0,75| 1,61 +£0,06 | 1,44+0,27 | 570+0,21
Tinto Shiraz 1 13,28+1,59| 1,01+0,17 | 2,43+0,45 | 2,18%+0,35
Tinto Cabernet
Sauvignon 33,55+0,76 | 2,13+0,52 | 1,11+0,22 | 9,68+0,01
Tinto Cabernet
Sauvignon 46,83 +2,67| 1,25+0,30 | 1,87 +0,40 | 17,56 + 3,03
Tinto Cabernet
Sauvignon Shiraz 34,27 +0,69 | 1,10+0,09 | 1,96+0,02 | 11,09 £0,19
Rosé Shiraz 16,29 £ 0,35 2,05+0,08 | 2,18+0,03
Tinto Shiraz 2 43,98 +0,73| 1,49+0,11 | 2,03+0,12
Tinto Shiraz 3 29,91+1,20| 1,54+0,09 | 2,42+0,15 | 6,99 £0,26
Chenin Blanc
moscato Canelli 29,36 £ 0,41 1,18+0,24 | 2,13+0,17

Nas Figura 40b é apresentado o cromatograma dos &cidos caftérico, cis-

cutarico, fertarico, trans-cutarico determinados nas amostras de vinho em dois
comprimentos de onda distintos (280 e 320 nm). Na Tabela 19 sdo apresentados 0s
valores de concentracdo dos analitos determinados em nove amostras de vinhos
brasileiros, a concentracéo de acido caftarico variou de 13,28 a 46,83 mg L™, cis-
cutarico de 1,01 a 2,13 mg L™, trans-cutarico de 2,13 a 17,56 mg L™, fertarico de 1,11
a 2,43 mg L™, acido p-Cumérico de 0,26 a 12,46 mg L, &cido ferulico de 0,31 a 3,97
mgL™.
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Capitulo IX

16. Desenvolvimento de um método de extracdo em fas e solida automatizado
para a determinacao de antocianinas por cromatograf  ia liquida de ultra

eficiéncia (UPLC) com detector de arranjo de diodos

Como versado anteriormente as antocianinas sdo as substancias presentes
nos vinhos responsaveis pela coloracdo dos mesmos. Assim estes compostos sédo
de grande interesse para a industria alimenticia, além disso, apresentam
propriedades antioxidantes [136], antivirais [137], antibacterianas [138] e
anticarginogénicas [139]. Quanto a relacdo das antocianinas e a cor dos vinhos, é
importante ressaltar que a concentracdo destas substancias varia muito devido a
variedade da uva empregada e das praticas vinicolas adotadas. Por exemplo, vinhos
gue passam por um periodo de envelhecimento em barris de carvalho, estdo sujeitos
a numerosas reacbes de oxidacdo e polimerizacdo, principalmente entre as
antocianinas e os flavanoles.

Em vinhos jovens as principais antocianinas responsaveis pela cor sdo as
monomeéricas, porém com o passar do tempo mais de 50% da cor dos vinhos séo
devido as antocianinas poliméricas. Estes compostos sdo menos afetados pelo pH,
temperatura e presenca de SO, o0 que atribui a cor dos vinhos uma maior
estabilidade. Estes fendbmenos aqui mencionados interverem muito na concentracao
das antocianinas nos vinhos, tornando entdo a determinacédo destes compostos uma
tarefa dificil, requerendo uma escolha criteriosa do procedimento analitico que sera
adotado para a anélise dos vinhos.

Na literatura tém sido propostas varias técnicas de extracdo de antocianinas
empregando metanol, etanol, acetona, agua, puros ou em misturas [140]. As

técnicas de extracdo de amostras semi-solidas ou viscosas (como 0 mosto de uva),
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tem se concentrado na extracdo por maceragao com solventes organicos seguido de
extracdo liquido-liquido ou em fase sélida, como estratégia para preconcentrar o
extrato [141]. Na literatura sdo reportados varios procedimentos para a extracao e
determinacgdo de antocianinas em uvas e vinhos por HPLC [142 - 145].

Neste trabalho foi utilizado extragdo em fase solida, utilizando um sistema
automatizado (Figura 44 e Esquema 45). A separacao das antocianinas foi realizada
utilizando um UPLC. Este método possibilitou a separacdo e quantificacdo de oito
antocianinas em vinhos (Delfinidina -3-O glicosideo , Cianidina-3-O glicosideo,
Peonidina-3-0O-glicosideo, malvidina-3-O-glicosideo, Cianidina-3-O-p-
cumaroilglicosideo, Peonidina-3-O-acetilglicosideo, malvidina-3-O-acetilglicosideo,
malvidina-3-O-cafeoilglicosideo). A estrutura referente a estes compostos estdo
apresentados nas Figuras 40, 41, 42, 43. Para a quantificacdo dos antocianinas foi
utilizado o comprimento de onda de 500 nm.

R1
R2
+
OH O Rs
~ 0 OH
OH
Q \_OH
OH
OH
Antocianinas R, R> R3
Delfinidina -3-O glicosideo OH OH OH
Cianidina-3-O glicosideo OH OH H
Peonidina -3-O glicosideo OCHs OH H
malvidina -3-O glicosideo OCHs OH | OCHs;

Figura 40. Estrutura das antocianinas glicosiladas (Delfinidina, Cianidina, Peonidina
e malvidina)
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Figura 41. Clanldlna-3-0-p-cumar0|Igllcosideo

R1
C[Rz
+
OH /O\ Rs
= 0 OH
OH
Q \_OH
O\/

Antocianinas R, R> R3
Peonidina -3-O-acetilglicosideo OCHjs OH H
malvidina -3-O-acetilglicosideo OCH3 OH | OCHjs

Figura 42. Estrutura as antocianinas acetil glicosiladas (peonidina e malvidina)
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Figura 43. maIV|d|na—3-O-cafe0|IgI|COS|deo
16.1.1 Parte experimental

16.1.2 Solventes

Os solvents utilizados no preparo das amostras, solu¢éo padréo e fase movel
(metanol e acido acético,acido férmico), foram de grau cromatografico HPLC de
procedéncia J. T. Baker. A 4gua desionizada,foi obtida apartir de um sistema de
ultra-purificacéo Milipore (Bedford, MA, USA).

Apbés o preparo dos solventes para as fases moéveis, os mesmos foram
filtrados a vacuo através de filtros milipore para solventes organicos (0,45 um) e

sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigénio.

16.3 Cromatografia dliquida de ultra eficiéncia UPLC.

Para a determincdo de antocianinas em vinhos produzidos no vale do Séo
Francisco, foi empregado um cromatografo de ultra eficiéncia da Waters Acquity,
com detector de arranjo de fotodiodos (PDA) modelo 2996. Faixa de 190 a 500 nm.
Com sistema de gestdo de eluente binario, bomba binaria de alta pressao, sistema

de desgaseificagdo a vacuo, injetor automatico e compartimento de coluna
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termostatizado (permite trabalhar a temperaturas entre 5°C a 65°C. Coluna ACQUITY
UPLC, BEH C18 (2,1 x 100 mm) e 1,7 um de tamanho de particula. A Fase Movel foi
composta por dois tipos de solvente (A e B), o solvente A composto por uma mistura
de agua:acido féormico na proporcdo de (95:5), o solvente B foi composto por
metanol, utilizando um fluxo de 0,5 mL min™. O gradiente empregado encontra-se
descrito na Tabela 20.

Tabela 20. Gradiente da fase movel utilizado no (UPLC DAD).

Tempo (min) %A %B Curve
0,10 80 20 6
1,30 75 25 6
1,86 70 30 6
4,35 60 40 6
4,80 50 50 6
4,84 50 50 6
5,80 50 50 6
7,60 0 100 6
7,94 0 100 6
9,00 80 20 6

11,00 80 20 6

16.3.1 Extracdo em fase solida

Na extracdo em fase solida das antocianinas nos vinhos foi utilizado um
sistema robotico, Benchmate Workstation (Zymark, Hopkinton, MA, USA) mostrado
na Figura 44. Foram utilizados cartuchos para SPE strata™-X (Phenomenex
California, USA). No esquema 45 estéo listadas em forma de fluxograma as etapas

em que as amostras foram submetidas a extracdo em fase solida.



Figura 44. Sistema robdtico, para S

PE (Rapid Trace)

Foto: http://www.caliperls.com/products/rapidtrace-spe-work-station.htm#nogo

10 mL de vinho

A

y

Filtrado (0,22 um)

l

Extracdo em fase sélida

A4

Extrato m

etanodlico

\ 4

upP

LC

Esquema 45. Fluxograma para a extracao em fase solida.
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Figura 46. Cromatograma do vinho Shiraz: 1. Delfinidina -3-O glicosideo , 2.
Cianidina-3-O glicosideo , 3. Peonidina-3-0 glicosideo , 4. malvidina-3-O glicosideo
5.ND, 6. malvidina -3-O-acetilglicosideo , 7. Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosideo , 8.
ND, 9. malvidina-3-O-cafeoilglicosideo
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Figura 47. Cromatograma dos padrdes: 5. Delfinidina-3-O glicosideo , 6. Cianidina-3-
O-glicosideo , 8. Peonidina-3-O glicosideo , 10. malvidina-3-O glicosideo , 14.
Peonidina -3-O-acetilglicosideo , 15. malvidina -3-O-acetilglicosideo.

O método consiste em fazer uma extracdo dos vinhos utilizando cartuchos
strata-X (Esquema 45), com o auxilio de um aparelho automatico, capaz de fazer
varias extracdes em sequéncia, a fim de deixar o processo mais rapido. As etapas da

extracdo foram realizadas de acordo com a Tabela 21. Nas primeiras etapas o
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cartucho foi condicionado com agua e metanol, depois foi passada a amostra a um
fluxo menor, a mesma antes da eluicdo foi lavada com &gua para remocdo dos

acucares e a eluicdo seguiu com metanol.

Tabela 21. As etapas do método automatico para extracdo em fase solida

Etapa Reagentes Volume (mL) Fluxo (mL.min ™)
Condicionar Agua 5 2,000
Condicionar Metanol 5 2,000

Carregar Amostra 5 1,002
Limpeza Agua 2 1,002
Eluir Metanol 1 1,002
Condicionar Agua 5 2,000
Condicionar Metanol 5 2,000

Posteriormente, os extratos foram analisados por Cromatografia de ultra
alta eficiéncia, utilizando o gradiente exposto na Tabela 20.

Nas Figuras 47 e 48 sdo apresentados os cromatogramas a 500 nm dos
extrados das amostras de vinhos que foram coletados apds passarem pela etapa de
separacdo e preconcentracdo. Foram identificados os picos referentes as seguintes
antocianinas: Delfinidina -3-O glicosideo , Cianidina-3-O glicosideo, Peonidina -3-O
glicosideo, Malvidina -3-O glicosideo, Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosideo, Peonidina
-3-O-acetilglicosideo, Malvidina-3-O-acetilglicosideo, Malvidina-3-O-cafeoilglicosideo.
Estes compostos foram identificados pela ordem de eluicdo e pelas caracteristicas
espectroscopicas (espectros de absorcdo). Foram identificados quatro grupos de
antocianinas, os compostos monoglicosilados, as antocianinas acetilglicosiladas, as

p-cumaroilglicosiladas e cafeoilglicosiladas.

16.4 Figuras analiticas de mérito

As curvas analiticas foram tragcadas utilizando solu¢des padrées de malvidina-

3-O-glicosideo, pois ndo ha padrdes comerciais de delfinidina -3-O glicosideo,
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cianidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-0-glicosideo, cianidina-3-O-p-
cumaroilglicosideo, peonidina-3-O-acetilglicosideo, malvidina-3-O-acetilglicosideo,
malvidina-3-O-cafeoilglicosideo. Neste trabalho os limites de deteccdo e

quantificacdo, foram de 001 e 004 mg L*  respectivamente.
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Tabela 22. Concentracdo em mg L* de Delfinidina-3-O-glicosideo , Cianidina-3-O-glicosideo, Peonidina-3-O-

glicosideo,

Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosideo,

Peonidina-3-O-acetilglicosideo,malvidina-3-O-acetilglicosideo,
malvidina-3-O-cafeoilglicosideo determinados em vinhos brasileiros elaborados no vale do S&o Francisco.

Cabernet Cabernet Cabernet
Sauvignon | Sauvignon Sauvignon Cabernet

Shiraz 1 Shiraz 2 Shiraz 1 Shiraz 2 Shiraz 3 Sauvignon
Delfinidina-3-O-glicosideo 0,26 £ 0,04 ND 0,18 £0,05 | 0,33+0,03 | 57,61+0,11 6,24+0,12
Cianidina-3-O-glicosideo 0,67 £0,04 ND 0,17 £0,04 | 1,21+0,01 | 207,45+0,23 | 38,25+0,54
Peonidina-3-O-glicosideo 0,47 £0,04 ND 0,19 £ 0,06 | 0,58+0,02 2,8810,10 0,36% 0,03
malvidina-3-O-glicosideo 1,05 +0,02 ND 1,20+0,031,88+0,01 | 11,97+0,01 | 1,38+0,09
malvidina-3-O-acetilglicosideo 0,43 £0,05 ND 0,23 +£0,06 | 0,24+0,05 | 64,96+0,33 | 14,46%0,01
Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosideo |0,46 +0,06| 3,83 £0,02 | 0,26 £ 0,08 | 0,36+0,02 ND 0,25+0,07
malvidina-3-O-cafeoilglicosideo 2,82+0,03 ND 0,35+0,03 ND ND 0,42+0,03
Peonidina-3-O-acetilglicosideo ND ND ND ND 11,10+0,31 ND

*Valores de concentragao expressos em equivalentes de malvidina-3-O-glicosideo , ND : Nao Detectado
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Na Tabela 22 sao apresentados os valores de concentracédo dos analitos
determinados em nove amostras de vinhos brasileiros, a concentracdo para
Delfinidina -3-O glicosideo variou de 0,18 a 57,61 mg L™, Cianidina-3-O
glicosideo de 0,17 a 207,45 mg L™, Peonidina -3-O glicosideo de 0,19 a 2,88
mg L™, malvidina -3-O glicosideo de 1,05 a 11,97 mg L™, Cianidina-3-O-p-
cumaroilglicosideo de 0,25 a 3,83 mg L™?, a Peonidina -3-O-acetilglicosideo foi
encontrada em uma Unica amostra e sua concentracdo foi de 11,10 mg L™, o
teor de malvidina-3-O-acetilglicosideo variou de 0,23 a 64,96 mg L™, malvidina-
3-O-cafeoilglicosideo variou de 0,35 a 2,82 mg L™. Na literatura sdo reportados
alguns dados referentes as concentracbes das antocianinas, permitindo entéo
uma comparacdo com os dados encontrados no presente trabalho. Alonso e
co-autores encontraram concentracfes antocianinas como (equivalente em
malvidina-3-O glicosideo) que foram de 10,87 mg L™ para delfinidina -3-O
glicosideo; 0,48 mg L™ para Cianidina-3-O glicosideo; 4,07 mg L™ para
Peonidina -3-O glicosideo; 55,10 mg L™ malvidina -3-O glicosideo; 0,40 mg L™
para Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosideo; 0,51 mg L* para Peonidina -3-O-
acetilglicosideo; 3,99 mg L'para malvidina-3-O-acetilglicosideo [129]. As
diferencas encontradas entre os teores das antocianinas determinadas nos
vinhos brasileiros e com os dados da literarura, podem ser explicados devido a
fatores agronbémicos, climaticos e os diferentes parametros tecnoldgicos da

vinificacdo de vinhos tintos.
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Capitulo X

17. Extragao assistida por ultassom acoplada a HPLC  -MS-DAD para a
determinacao de compostos fendlicos em vinhos produ zidos no Vale do

Sao Francisco.

Neste trabalho foi desenvolvido um método de extracao liquido-liquido
assistida por ultrasom para a preconcentracdo de compostos fendlicos em
vinhos elaborados no Vale do Séao Francisco, Bahia/Pernambuco por
cromatografia de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos e
espectrometro de massas. Foram analisadas 13 amostras de vinho de
diferentes variedades de uvas (Shiraz-2005, Cabernet Sauvignon-2004,
Cabernet Sauvignon / Shiraz-2003, Shiraz — 2004, Cabernet Sauvignon/ Shiraz-
2004, Shiraz — 2004, Cabernet Sauvignon / Shiraz -2004, Tanat - 2002, Petit
Shiraz — 2005, Ruby Cabernet — 2005).

17.1.1 Parte Experimental
7.1.2 Solventes

Os solvents utilizados no preparo das amostras, solucdo padréo e fase
movel (metanol e acido acético,acido formico), foram de grau cromatografico
HPLC de procedéncia J. T. Baker. A agua desionizada,foi obtida apartir de um
sistema de ultra-purificacdo Milipore (Bedford, MA, USA).

Apds o preparo dos solventes para as fases méveis, 0s mesmos foram
filtrados a vacuo através de filtros milipore para solventes organicos (0,45 pum)

e sonicados por 10 minutos a fim de remover oxigénio.
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16.2 HPLC DAD MS

Foram analisadas 10 amostras de vinhos produzidos no Vale do séo
Francisco de diferentes variedades de uvas: Shyraz, Cabernet Sauvingnon,
Cabernet Sauvingnon/Shyraz; Shyraz; Tanat; Petty Shyraz.

Na Figura 48 é apresentado um fluxograma referente as etapas
utilizadas na analise dos vinhos do vale do Sao francispo por HPLC DAD MS.

10 mL Vinho

v

Filtrado (0,45 pum)
< Na,S,0s5 + NaCl

v

Sonicado 3 x com 3 mL de
acetato de etila acidificado

» Fase aquosa

v
Fase Organica

v

Filtrado com Na,SO,4

y
Seco em rotaevaporador

y
Redisolvido com 1mL de etanol:agua 10:90v/v

l

HPLC

Figura 48. Fluxograma da determinacdo de compostos fenolicos em
vinhos por HPLC DAD MS.
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Nas andlises das amostras por HPLC-DAD-MS modelo 2010 A, de
procedéncia Shimadzu com auto injetor LC SIL 10 AD, Realizou-se as medidas
no comprimento de onda de 280 nm para a quantificacao das solu¢des padroes
e amostra. Foi utilizado coluna C18 com as seguintes dimensdes, 2,1 X 75 mm
(DI 3,5 pum) e coluna guarda de 4,6 mm DI x 12,5 mm, a fase movel utilizada
foi: solvente A: (dgua, acidificada com &cido férmico) pH 3,0 e solvente B:
Metanol. Na Tabela 23 é apresentado o gradiente utilizado na separacdo dos

compostos fenolicos por HPLC DAD MS.
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Tabela 23: Gradiente utilizado na analise de vinhos por HPLC DAD MS

Tempo (min) Solvente B Metanol (%)
0 15
2 15
7 30
11 30
13 80
15 80
18 15
20 15

Solvente A: agua acidificada com acido férmico

A extracao foi levada a cabo adicionando a 1 mL da amostra de vinho, 3 mL
de acetato de etila acidificado com &cido cloridrico e levado ao banho ultrasénico por
10 min. A fase organica foi separada da fase aquosa e evaporada utilizando um
rotaevaporador, posteriormente foi redissolvida com 1 mL de uma mistura de
etanol:adgua 10:90 v/v. As analises foram feitas utilizando um HPLC DAD MS, a
interface utilizada no massas foi a APCI (ionizagdo quimica a pressdo atmosférica)
no modo negativo. Estd técnica de deteccdo foi utilizada para confirmar a
identificacdo dos analitos, nos padrbes e nas amostras, pois para quantificar os
compostos fendlicos utilizou-se o sinal de absor¢cdo na regido do Uv-Vis , no
comprimento de onda 280 nm.

A partir dos fragmentos [M — H] (Tabela 23) identificados nos espectros de
massas (Figuras 51,52,53 e 54), do tempo de retencdo (Tabela 24 e espectros de
absorcdo na regido do Uv-Vis dos padrbes e das amostras apos terem passado
pelos processos de extracdo, foi possivel identificar, os polifendis nas amostras de

vinho.
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Figura 49. cromatogramada da mistura de padroes: Picos: 1. Acido galico; 2. Acido
caféico; 3. Acido p-cumarico; 4. Quercetina).
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Figura 50. Cromatograma da de uma das amostra de vinho (Cabernet Sauvingnon).
Picos: 1. Acido galico; 2. Acido caféico; 3. Acido p-cumarico; 4. Quercetina).
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Tabela 24. Fragmentos (m/z), tempo de retencao e massa molecular de: Acido
galico; Acido caféico; Acido p-cumarico e Quercetina.

Composto Tempo de retencédo 2 [ MM [M=H] (m/z)
Acido gélico 0,753 170 169
Acido caféico 2,707 180 179
Acido p-cumarico 3,382 164 163
Quercetina 5,730 302 301
[ 179
g B Acido caféico
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Figura 52. Espectro de massas do &cido cumarico
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Analisando os cromatogramas da solugdo da misturas dos padrbes e da

amostra (Figura 39), cruzando as informacdes dos tempos de retencdo com o0s

espectros de massas foi possivel identificar os seguintes compostos: acido gélico

(pico 1), no modo negativo apresenta o framento (m/z) 169 que corresponde ao ion

desprotonado [M — H] , o fragmento (m/z) 338 (Figura 53) corresponde a um aducto

formado pela soma de mais um fragmento (m/z) 169, formando entdo um dimero ([M

— H] + [M = HJ]); o acido cafeico (pico 2), apresenta o framento (m/z) 179 (Figura 51)

correspondente ao ion desprotonado [M — H] , o fragmento (m/z) 358 corresponde a
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um aducto formado pela soma de mais um fragmento (m/z) 179; cumarico (pico 3)
apresenta o framento (m/z) 163 que corresponde ao ion desprotonado [M —H] , 0
fragmento (m/z) 209 (Figura 52) corresponde a formacéo de um aducto [M + HCOO]
devido a presenca de &cido formico na fase moével; quercetina (pico 4) apresenta o
fragmento (m/z) 301 correspondente ao ion desprotonado [M — H] , o fragmento
(m/z) 392 (Figura 54) corresponde a formacgao de um aducto [M + HCOOH + HCOOJ

devido a presenca de acido férmico na fase mével.

17. Validacao do método analitico

As curvas analiticas foram elaborados a partir dos resultados das areas dos
picos das solucbes padrbes de: acido gélico, acido caféico, &cido cumérico e
quercetina em faixas de concentracées variando de 2 a 100 mg L™, que passaram
pela etapa de extracdo liquido-liquido. As curvas exibiram excelente linearidade (r >
0,99) na faixa de concentracdo de trabalho. As curvas analiticas assim como outros
parametros avaliados para a determinagdo de compostos fendlicos séo apresentados
na Tabela 25. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,36 e 1,19 mg L™,
para acido galico ; 0,27 e 0,90 mg L™ para &cido caféico; de 0,33 e 1,10 mg L*; para

acido cumarico; de 0,59 e 1,96 mg L™ para quercetina, respectivamente.

Tabela 25. Figuras analiticas mérito do método para determinagéo de galico,
acido caféico, acido cumarico e quercetina em vinhos brasileiros por HPLC DAD MS.

Analito LD ? LQP Curva analitica R 2
Ac. Gélico | 0,36 1,19 |Abs = 34330C - 14743 0,997
Caféico 0,27 0,90 |Abs =150669C - 350791 | 0,998
Cumarico 0,33 1,10 | Abs =243971C - 5435 0,998
Quercetina 0,59 1,96 |Abs =37745C - 179854 0,999

@Limite de detecgdo (mg L™), "Limite de quantificagdo (mg L™)
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A precisdo estimada como desvio padrdo relativo para dois valores de
concentracdo 10 e 30 mg L™ foi de 1,40 e 1,20 % para as concentracdes de acido
galico; 1,63 e 1,08 % para acido caféico; 1,73 e 1,07 % para acido cumarico; 1,72 e
1,28 % para quercetina.
realizado um teste de

Para avaliar a exatiddo do método foi

adicao/recuperacdo, Os padrbes foram adicionados amostra em diferentes
concentracdes (5,0; 6,0; 10,0 mg L™ ). As amostras fortificadas com os padrdes dos
polifendis foram analisados em triplicata. As recuperac¢fes foram calculadas de
acordo com equacgao 3 . Foram obtidos valores que variaram de 92 e 117,2 % de

recuperacao (Tabela 26).

Concentragcdo | Valor add. |Valor encontrado Rec.
(mg L™ (mg L™ (mg L™ (%)

Petit Shiraz
Ac. Galico 13,76 10,00 24,05 102,9
Caféico 4,26 5,00 9,83 111,4
Cumarico 4,35 5,00 9,60 92,0
Quercetina 5,97 6,00 11,78 96,3
Cabernet Sauvignon
Shiraz
Ac. Galico 33,33 10,00 44,00 106,7
Caféico 10,45 600 16,00 92,5
Cumarico 7,47 6,00 14,50 117,2
Quercetina 9,99 10,00 20,00 100,1

Tabela 26. Teste de adicdo/recuperacdo para concentragdes de acido galico, acido
caféico, acido cumérico e quercetina encontrados nas amostras de vinhos brasileiros,
(mg L") por HPLC PDA MS.
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Tabela 27. Concentracéo de acido galico, acido caféico, acido cumarico e quercetina
encontrados nas amostras de vinhos brasileiros.

Ac. Galico | Caféico |Cumarico |Quercetina

(mgL? | (mgL™ | (mgL™ | (mglL™
Petit Shiraz 13,76+0,19 | 4,26+0,04 | 4,35+0,31 | 5,97+0,08
Cabernet Sauvignon 1 12,94+0,56 | 4,94+0,08 | 4,33+0,09 | 6,27%0,07
Ruby Cabernet 11,29+0,36 | 4,69+0,13 | 5,06+0,13 | 6,39+0,09
Tannat 9,03+0,35 | 3,59+0,09 | 3,58+0,08 | 6,95+0,61
Cabernet Sauvignon 2 6,65+0,36 | 4,13+0,46 | 2,88+0,17 | 5,26+0,18
Shiraz 11,29+0,71 | 5,10+0,22 | 4,40+0,16 | 6,02+0,12
Cabernet Sauvignon Shiraz 1 43,92+0,51|10,00+0,21 | 6,87+0,18 | 9,56 +0,76
Cabernet Sauvignon 3 38,31+0,41| 8,79+0,11 | 5,63+0,81 | 9,13+0,75
Cabernet Sauvignon 4 30,98+0,84 | 8,52+0,59 | 7,83+0,12 | 10,22+0,81
Cabernet Sauvignon Shiraz 2 33,33+1,05[10,45+0,54 | 7,47+0,15 | 9,99+0,32

18. Aplicagéo

As amostras de vinhos elaborados no vale do S&o Francisco, apresentaram

concentracdes de acido gélico de 6,65 a 43,92 mg L™, p-cumario de 3,58 a 7,83 mg L’
!, &cido caféico de 3,59 a 10,45 mg L, quercetina de 5,26 a 10,22 mg L™ (Tabela 27).
Na literatura sdo reportados alguns dados referentes a concentracéo de acido galico,
acido caféico, 4cido cuméarico e quercetina encontrados em vinhos elaborados em
varias regioes.

Minuti e Pellegrino encontraram concentracdes de acido galico na faixa de
33,78 a 104,82 mg L™; de 0,24 a 4,10 mg L para &cido caféico; 0,30 a 3,39 mg L™
para acido p-cumarico e quercetina variando de 0,03 a 0,98 mg L™* em vinhos tintos
[146]. Para vinhos produzidos na Hungria os valores de concentragdo variaram de
29,7 a 79,2 mg L™ para &cido galico; de 23,3 a 30,8 mg L™ para &cido caféico; de 0,4
a 8,9 mg L™ para p-acido cumaérico e variando de 5,80 a 13,40 mg L™ [130].
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Capitulo XI

19. Avaliagédo do conteudo de acidos organicos em vi nhos produzidos na

Regido do Vale do Sao Francisco - Bahia/Pernanbuco.

Os acidos organicos influem na estabilidade fisico-quimica e microbioldgica do
vinho e também nas propriedades sensoriais como cor e sabor. A determinagdo
destes acidos é, portanto, importante no monitoramento dos processos de
fermentacg&o e no controle de qualidade de vinhos.

Frequentemente os vinhos sao produzidos em duas etapas ou duas
fermentagfes sucessivas. A primeira, a fermentacdo alcodlica, € realizada com
leveduras, e a segunda, a fermentacdo malolatica, que envolve a conversédo do acido
malico em latico e dioxido de carbono (CO,), por bactérias laticas.

Em vinhos, existe uma diferenciacdo entre os &cidos provenientes da uva
(tartarico, malico, citrico) e acidos que se originam no processo de fermentacao
(succinico, acético e latico). O controle dos acidos organicos, portanto, possibilita um
acompanhamento de etapas importantes na producédo de vinho, como processos de
fermentacédo alcodlica e malolatica e processos ligados ao envelhecimento de vinhos.
O teor de acidos organicos ainda podem ser considerados decisivos no controle de
adulteracdo dos vinhos. A presenca ou a auséncia de alguns destes acidos
organicos estdo ligados, como foi comentado anteriormente, as propriedades

organolépticas do vinho.
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O é&cido malico é responséavel pelo sabor de bebida verde, e pela aspereza.
Concentra-se principalmente na maturacdo das uvas e durante a vinificacdo. Deve
ocorrer em teores médios nos vinhos brancos e menos perceptiveis nos tintos. O
acido citrico atua diretamente na fermentagdo alcodlica e na reacdo malolatica,
quando o acido malico é convertido em &cido latico. Pode atrair bactérias laticas de
alteracdo indesejada e bactérias acéticas. Os acidos sédo determinados para definir,
com 0s agucares, 0 momento preciso da vendimia. Apontam a evolucao do liquido ao
longo de sua vida util. Os tipos de acidez sdo vinculados aos &cidos da uva e
volatilidade, proveniente da fermentacdo. Neste trabalho foram analisadas 10
amostras de vinhos produzidos no Vale do S&o Francisco — Bahia/Pernambuco de
diferentes variedades de uvas: Shyraz, Cabernet Sauvignon, Cabernet
Sauvignon/Shyraz Shyraz, Tanat, Petty Shyraz, utilizando o método cromatografico

com deteccao por condutividade, desensenvolvido por Guillén [147].
19.1.1 Parte Experimental
19.2 HPLC com detector de condutividade

Para a determinacdo dos acidos organicos utilizou-se um HPLC com duas
bombas modelo LKB 2150 e injetor automatico (Waters, Milford, MA, USA), detector
de condutividade modelo Conductomonitor Ill de procedéncia (Milton Roy, LDC,
Florida, USA) e um forno para colunas modelo 2155 columns da Pharmacia. A coluna
utilizada foi ION-300 de exclusdo de ion, cujas dimensdes sdo 300 mm x 4,6 mm
(San José, CA, USA). A temperatura do forno foi fixada em 60°C. A Fase Movél foi
composta por dois tipos de solvente (A e B), o solvente A composto por acido
trifluoroacetico (TFA) 2,5 x 10° mol L™, o solvente B composto por uma mistura de
TFA (2,5 x 10° mol L), tampéo bis-tris (0,1 x 10° mol L") e EDTA, com um fluxo de
0,4 mL min™.
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20. Determinacao de acidos organicos em vinhos

Na tabela 28 estdo indicadas as equacdes das curvas analiticas utilizadas
para a determinacdo dos acidos organicos em vinhos e os respectivos coeficientes

de correlacédo linear e na Figura 54 é apresentado o cromatograma das amostras.

Tabela 28. Curvas analiticas utilizadas para a quantificacdo dos &cidos organicos em
vinhos brasileiros produzidos na regido do Vale do S&o Franciscisco , por HPLC, e
seus respectivos coeficientes de correlacéo

Coeficiente de

Analito Curvas analiticas correlacdo
Acido citrico S =4,57C+ 36,88 0,999
Acido tartarico S=210,13C - 1083,60 0,999
Acido malico S =199,33C + 1634,30 0,999
Acido succinico S =223,64C - 122,33 0,999
Acido lactico S = 68,401C + 491,90 0,997
Acido férmico S =289,44C + 562,86 0,999
Acido acético S =175,11C + 2991,40 0,999

S:sinal  C: concentracdo em (g L™)

25.007
20,00—2
15.00
10.oo—f
5,00—5

0.007

a T T T T T T T T I T T T T T T T T T I T T T T I T T - T T T T T T T T T T T T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Minutos

Figura 54. Cromatograma de uma amostra de vinho Cabernet Sauvignon Shiraz.
Picos: 1.acido citrico; 2. acido tartarico; 3. acido malico; 4. acido succinico; 5. acido
latico; 6. acido formico; 7. acido acético.
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Tabela 29. teores de &cidos latico, malico, citrico, acido tartarico, acético, formico e
succinico (g L™) encontrados em vinhos elaborados no Vale do Sdo Francisco.

Cabernet
Sauvignon Petit Shiraz Shiraz
citrico 65,38+1,90 29,71+2,07 53,22+0,56
tartarico 0,78+0,01 0,7840,21 0,53+0,03
malico 1,82+0,04 1,83+0,60 1,77+0,13
succinico 0,12+0,02 0,41+0,30 0,12+0,01
lactico 1,94+0,02 5,73+0,84 2,28+0,14
férmico 0,86+0,013 0,27+0,06 1,05+0,07
acético 0,57+0,09 0,1240,01 0,64+0,06

Tabela 30. teores de acidos latico, malico, citrico, acido tartarico, acético, formico e
succinico (g L™

Cabernet Cabernet
Sauvignon Shiraz Sauvignon Chenin Blanc

Shiraz 1 Shiraz 2 moscato Canelli
citrico 40,33+0,03 49,60+0,06 56,67 + 0,14 30,72 £0,30
tartarico 0,6740,05 0,58+0,65 0,76 + 0,02 0,48 +0,01
malico 2,08+0,05 2,13+0,03 1,80 + 0,04 1,52 +0,04
succinico 1,80+0,02 0,180,011 0,28 £ 0,02 2,02 +£0,02
lactico 1,07+0,02 2,00+0,05 1,51 +0,02 1,57 +0,03
férmico 0,26+0,01 0,6240,01 0,73 +0,01 0,28 £0,01
acético 0,36+0,02 0,45+0,01 0,62 +0,01 0,36 + 0,01

O &cido tartarico é o principal da uva e do vinho. E o mais forte, define o pH e
da maior resisténcia ao ataque bacteriano. Apartir da analise das Tabelas 29 e 30,
pode-se perceber que o acido citrico estd em alta concentracdo seguido dos acidos
malico e tartarico. A concentracfes deste trés compostos tem uma influencia muito
gande no pH do vinho e no sabor acido do mesmo. Porém além do sabor acido
irritante e corrosivo “vinho agressivo”, o vinho apresentara um sabor levemente

metalico se o teor de acido tartarico for dominante, um sabor de vegetais verdes e
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certa adstringéncia, se o vinho apresentar uma maior concentracdo de acido malico,
porém de acordo com os valores de concentragdo encontrados nos vinhos
analisados, os mesmos devem apresentar um sabor mais acidulado, pois o teor de
acido citrico supera os teores de tartarico e malico. O acido citrico por sua vez aporta
ao vinho sensacfes agradaveis, frutais arométicas e muito vivas, porem junto ao
acido latico ambos em alta concentracdo pode favorecer a atividade microbioldgica
conferindo ao vinho aroma e sabor acetilado.

A presenca do acido acético e do 4cido latico é proveniente das fermentacdes
alcoodlicas e malolaticas e confere ao vinho um sabor agrio, € importante ressaltar
gue concentracdes muito altas destes dois compostos podem indicar alteracbes na
gualidade do vinho, principalmente devido ao ataque de bactérias laticas. As altas
concentracdes de &cido succinico nos vinhos rose e branco, atribui aos mesmos um
sabor mais amargo e salgado.

O perfil de acidos organicos € uma importante informacéo no combate a fraude
dos vinhos, além de possibilitar um controle no processo fermentativo conferindo
uma boa qualidade ao produto final. Os vinhos do vale do S&o Francisco apresentam

altos teores de acido citrico e tartarico.
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21. Conclusao

O método de extracdo liquido-liquido assistido por ultrasom,
desenvolvido e a determinagdo por GC MS, para a determinacdo de: quercetina,
acido galico, resveratrol, malvidina, catequina, apresentou elevada sensibilidade,
seletividade e pode portanto ser utilizado para monitorar compostos fendlicos em
vinhos. As amostras de vinhos produzidos no vale do Sdo Francisco, apresentaram
concentracdo de Quercetina variando de 2,40 a 3,00 mg L™, &cido gélico de 21,40 a
56,30 mg L , resveratrol 1,50 a 5,90 mg L™, malvidina 15,30 a 32,20 mg L™,
catequina 0,40 a 18,20 mg L™,

O método de HPLC com detector de fluoréncencia, desenvolvido para a
determinacdo direta de: catequina e epicatequinas apresentaram excelente
seletividade, sensibilidade e pbdde ser aplicada as amostras de vinho tintos. As
concentragbes variaram de 7,51 a 73,20 mg L' para catequina e epicatequina,
respectivamente. Este mesmo método foi utilizado para a determinacdo direta de
acido gdlico, Hidroximetil furfural, acido vanilico, acido caféico, acido p-Cumaérico,
acido ferulico, acidos cafeoil tartarico (cafarico), p-cumaroil tartarico (cutérico) e
feruloil tartarico (fertarico) e apresentou bons limites de detecgdo e quantificacao.
Além de possibilitar de forma simples e rapida a determinacdo de varios compostos
fendlicos em uma Unica corrida cromatografica. A concentracdo de acido galico
variou de 3,73 a 103,50 mg L™, Hidroximetil furfural de 0,59 a 8,83 mg L™, acido
vanilico de 2,90 a 11,57 mg L™, 4cido cafeico de 4,20 a 14,20 mg L™, acido p-
Cumarico de 0,26 a 12,46 mg L™, &cido fertlico de 0,31 a 3,97 mg L™, acido caftarico
variou de 13,28 a 46,83 mg L™, cis-cutérico de 1,01 a 2,13 mg L™, trans-cutarico de
2,13 a 17,56 mg L™, fertarico de 1,11 a 2,43 mg L™, acido p-Cumaérico de 0,26 a
12,46 mg L™

Foi desenvolvido um método por eletroforese capilar e extracdo liquido-

liquido, para a determinacdo de compostos fendlicos em vinhos tintos, que é simples,
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versatil, de baixo custo e apresenta baixos limites de detec¢do e quantificacdo. As
amostras de vinhos, apresentaram concentracdo de quercetina variando de 1,68 a
4,03 mg L, caempferol de 2,48 a 4,33 mg L1, 4cido galico de 15,77 a 41,74 mg L™,
siringico de 5,73 a 13,05 mg L™, cafeico de 5,18 a 13,16 mg L™, mirecetina de 7,52 a
25,13 mg L™

O meétodo desenvolvido utilizando extracdo em fase sdlida, acoplada a um
sistema automéatico e robotizado e separacdao por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia e deteccdo por arranjo de diodos, possibilitou a separacdo de oito
antocianinas em vinhos tintos. A concentracdo para Delfinidina -3-O glicosideo
variou de 0,26 a 57,61 mg L™, Cianidina-3-O glicosideo de 0,17a 207,45 mg L™,
Peonidina-3-O glicosideo de 0,19 a 2,88 mg L™, malvidina-3-O-glicosideo de 1,05 a
11,97 mg L™, Cianidina-3-O-p-cumaroilglicosideo de 0,26 a 3,83 mg L™, a Peonidina-
3-O-acetilglicosideo foi encontrada em uma Unica amostra e sua concentragao foi de
11,10 mg L™, o teor de malvidina-3-O-acetilglicosideo variou de 0,23 a 64,96 mg L™,
malvidina-3-O-cafeoilglicosideo variou de 0,35a 2,82 mg L™

O método desenvolvido utilizando extragdo liquido-liquido assistida por
ultrasom e determinacdo por HPLC DAD MS de: acido galico, cumario, cafeico e
guercetina, apresentou, elevada sensibilidade, seletividade, pode ser utilizado para a
identificacdo e quantificacdo dos analitos anteriormente citados, em vinhos. As
amostras de vinhos produzidos no vale do S&o Francisco apresentaram
concentracdes variando (Acido galico) de 6,65 a 43,92 mg L, (cumério) de 3,58 a
7,83 mg L, (caféico) de 3,59 a 10,45 mg L™, quercetina de 5,26 a 10,22 mg L™.

O perfil de &cidos organicos € uma importante informacdo no combate a
fraude dos vinhos, além de possibilitar um controle no processo fermentativo
conferindo uma boa qualidade ao produto final. As amostras de vinhos do vale do

S&o Francisco analisadas, apresentaram altos teores de acido citrico e tartarico.

A grande variacdo dos dados analiticos referente aos compostos fendlicos
encontrados nos vinho brasileiros produzidos no Vale do sado Francisco, pode ser
explicada, em partes, devida a variagdo que € natural, no que se diz respeito a

composicao de polifendis presentes em uvas e vinhos, que € muito complexa, além
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do fato desta composi¢cédo quimica estar intimamente ligada com a origem das uvas,
tipo de solo, clima, regidao onde sdo cultivadas estas uvas e o tipo de tratamento
pelos quais estas sdo submetidas durante o processo de producéo e conservagao do

vinho.
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