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RESUMO

A composicado qualitativa e quantitativa dos compostos fendlicos (CF)
presentes nas partes comestiveis das uvas BRS Carmem e BRS Magna
foi determinada utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodo acoplada a espectrometria de massas com
sistema de ionizacao por eletronebulizacdo e analisador de armadilha de
ions (CLAE-DAD-IES-EM/EM). Com base nos resultados obtidos e, com
auxilio de analise multivariada de componentes principais (ACP), foi
possivel identificar os CF que mais se destacam, devido serem
majoritarios ou minoritarios: as antocianinas monoglicosiladas acetiladas
derivadas da petunidina e malvidina foram os compostos marcadores da
BRS Carmem inteira enquanto na BRS Magna foi a delfinidina
diglicosilada cafeilada; no caso dos flavondis, para ambas cultivares, os
derivados da miricetina foram majoritarios; para os derivados do acido
hidroxicinamico (DAHC) verificou-se que a BRS Carmem inteira apresenta
maior concentracao do isébmero do tipo p-cumarico enquanto que na BRS
Magna, h& maior concentracdo de &cido cutarico; ha presenca de
estilbenos do tipo trans- e cis-piceido em ambas cultivares, porém, estas
ndo mostraram ser ricas fontes destes compostos; e, 0s marcadores para
os flavan-3-6is mon6meros nas sementes da BRS Carmem e da BRS
Magna foram os do tipo epicatequina e catequina, respectivamente.
Quantitativamente, as cascas acumularam a maior parte dos CF, com
diferencas nos perfis fendlicos encontrados entre as frutas inteiras,
sementes e suas respectivas cascas. Pode-se observar que a BRS
Carmem inteira apresentou concentracao de CF, significativamente, maior
guando comparado a BRS Magna, sendo que as antocianinas e os DAHC

foram as classes de compostos que mais se destacaram.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. BRS Carmem. BRS Magna.



ABSTRACT

The gqualitative and quantitative composition of phenolic compounds (FC)
present in the edible parts of BRS Carmen and BRS Magna grapes,
determined using high-performance liquid chromatography with diode
array detector coupled to mass spectrometry system electrospray
ionization and ion trap analyzer (HPLC-DAD-ESI-MS/MS). Based on the
results and using the method of principal component multivariate analysis
(PCA), was possible identify the FC that stand out because they are
majority or minority: acetylated monoglucosides anthocyanins derived from
petunidin and malvidin were the main markers of BRS Carmem hole fruit
while in BRS Magnha was caffeoylated diglucoside of delphinidin; in the
case of flavonoids for both varieties, the majority were derived from
myricetin; for the hydroxycinnamic acid derivatives (HCAD) the BRS
Carmen hole fruit showed higher concentration of the isomer p-coumaric
type while the BRS Magna showed higher concentration of cutaric acid; It
was also noted the occurrence of stilbene type trans- and cis-piceid,
although this cultivars have not showed to be rich in these compounds;
and the markers of flavan-3-ols monomers in the seeds of BRS Carmen
and BRS Magna were the epicatechin and catechin types, respectively.
Quantitatively, the seeds accumulated most of the CF, with differences in
the phenolic profiles found for hole fruits, seeds and their respective
seeds. It can be seen that the BRS Carmen hole fruit showed
concentration of CF, significantly higher, compared with BRS Magna, thus

anthocyanins and DAHC were the classes of compounds that stood out.

Keywords: Phenolic compounds. Vitis-labrusca. Hybrid grape. BRS
Carmem. BRS Magna.
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1 INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo compostos quimicos naturais em
frutas, com destaque para as uvas. Além de alegacdes de propriedades
funcionais, estdo diretamente envolvidos com caracteristicas sensoriais
como cor, sabor e sensacdo de adstringéncia dos alimentos (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006; DOHADWALA; VITA, 2009; XIA et al.,, 2010;
CHUANG; MCINTOSH, 2011; GEORGIEV; ANANGA; TSOLOVA, 2014).

A uva se enquadra entre as cinco frutas mais produzidas ao redor
do mundo, 69,654 milhdes de toneladas por ano (FAO, 2014). No Brasil, a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) tem contribuido
consideravelmente para o aumento da producdo de uva ao desenvolver,
por meio do melhoramento genético, novas cultivares como a BRS
Carmem e BRS Magna que apresentam ciclos produtivos diferenciados,
alta produtividade, além de caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
gue agregam qualidade ao suco de uva, como sabor, alta concentracao
de compostos fendlicos e aglcares.

O objetivo do trabalho foi determinar por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodo acoplada a
espectrometria de massas com sistema de ionizacdo por
eletronebulizacdo e analisador de armadilha de ions (CLAE-DAD-IES-
EM") o perfil fendlico (antocianinas, flavondis, derivados do acido
hidroxicindmico, estilbenos, flavan-3-6is mondmeros e dimeros e
proantocianidinas) das partes comestiveis das uvas BRS Carmem e BRS
Magna, comparando os dados com outras cultivares hibridas e/ou tipicas
de V. viniferas. Além disso, foram determinadas, por métodos
espectrofotométricos, a concentragdo de compostos fendlicos totais (por
Follin-Ciocauteau) e a atividade antioxidante (por DPPH e FRAP) de

ambas as cultivares.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral foi determinar a composicao fendlica das partes
comestiveis das cultivares de uva BRS Carmem e BRS Magna utilizando
CLAE-DAD-IES-EM-EM" e comparar os resultados obtidos com outras
uvas hibridas e Vitis viniferas. Além de um estudo comparativo entre
estes perfis encontrados, utilizando anélise multivariada de componentes
principais, visando identificar as principais diferengas entre as cultivares

brasileiras estudadas.

2.2 Objetivos especificos

i) Determinar a concentracdo de compostos fendlicos totais, bem
como atividade antioxidante das uvas BRS Carmem e BRS Magna
inteiras por espectrofotdmetro;

i) Determinar a composi¢cdo fendlica detalhada (antocianinas,
flavonois, derivados do &cido hidroxicindmico, estilbenos, flavan-3-0is
mondmeros e dimeros e proantocianidinas) das partes comestiveis das
uvas BRS Carmem e BRS Magna empregando CLAE-DAD-IES-MS/MS.

iii) Realizar um estudo comparativo dos resultados referentes ao
perfil fendlico bem como da concentracdo total das principais classes de
compostos fendlicos utilizando analise de componentes principais a fim de
verificar os componentes marcadores dentro de cada classe de

compostos para cada parte de uva estudada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Panorama nacional de uvas

No pais, as primeiras variedades de uvas introduzidas foram as
consideradas finas (Vitis vinifera), as quais foram cultivadas na Europa e
trazidas pelos portugueses. Somente no século XIX, a viticultura brasileira
foi consolidada por meio da introdugdo da uva hibrida Isabel (V. vinifera x
Vitis labrusca), trazida pelos italianos. O primeiro ciclo de expansao da
viticultura teve entdo como base o cultivo de uvas americanas, rusticas e
adaptadas as condi¢cdes edafocliméaticas locais. Em funcdo desta
trajetdria, a vitivinicultura brasileira atual é caracterizada pela producéo de
uma diversidade de uvas finas (V. vinifera), americanas (V. labrusca e
outras espécies) e hibridas primarias e secundarias destinadas tanto para
consumo in natura quanto para o0 processamento que demandam
necessidades diferenciadas de cultivo em cada regido produtora
(CAMARGO; MAIA; RITSCHEL, 2010).

De acordo com a FAO (2014), entre 2000 e 2013, o crescimento na
producdo de uva, no Brasil, foi de 40,51%, especialmente as destinadas
ao processamento. No Brasil em 2015, sua producédo foi estimada em
1.467.148 toneladas (IBGE, 2015). Na elaboracdo de sucos, as
variedades comumente utilizadas como matéria prima, no Brasil, sdo
Isabel, Concord e Bordd todas Vitis labrusca. Para obter um produto final
atrativo sensorialmente (cor, aroma e sabor), muitas vezes, torna-se
necessario realizar uma mistura dos sucos obtidos das trés cultivares
(CAMARGO; MAIA; RITSCHEL, 2010).

Nos ultimos anos, a Estacado Experimental de Viticultura Tropical da
Embrapa, de Jales, Sdo Paulo, em parceria com a UNESP, Campus de
Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo, e empresas interessadas no
crescimento deste setor, tém unido esfor¢os para instruir e incentivar os
viticultores na forma mais adequada de inserirem estas novas cultivares

em suas propriedades visando o cultivo, produgao e processamento.
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Dentre estas novas cultivares, a BRS Violeta (BRS Rubea x IAC
1398-21) apresenta expressivo concentracfes de compostos fendlicos
(REBELLO et al., 2013; BARCIA et al., 2014) e se mostra como matéria-
prima promissora para elaboracdo de sucos prontos para consumo
(CAMARGO; MAIA; NACHTIGAL, 2005; LIMA, 2014), sucos desidratados
(TAVARES et al., 2014) e vinhos tintos jovens (LAGO-VANZELA et al.,
2013, 2014). Ha outras cultivares de uva, também desenvolvidas pela
Embrapa, com potencial para elaboracdo de produtos derivados, que
demandam por novos estudos. Entre estas pode-se citar as cultivares
BRS Carmem e BRS Magna.

A uva BRS Carmem é resultante do cruzamento entre a Muscat
Belly A e H 65.9.14 (BRS Rubea) (Figura 1), sendo lancada como
alternativa para a ampliacdo do periodo de processamento e melhoria da
qualidade do suco de uva brasileiro produzido com as cultivares
tradicionais, especialmente com relacdo a cor e o rendimento industrial
(CAMARGO; MAIA; RITSCHEL, 2008).

Figura 1. Genealogia da cultivar BRS Carmem.

l Chasselas Musqué
I Moscatel de Hamburgo

Fonte: CAMARGO; MAIA; RITSCHEL (2008).

Muscat Belly A

BRS Carmem

H 65.9.14

(BRS Rubea)

Esta cultivar possui sabor agradavel, tipico de V. labrusca, com
teor de aclcar em torno de 19 °Brix, acidez total e pH de, 70 meq por L e
3,60, respectivamente. Os cachos da BRS Carmem (Figura 2a)
apresentam bagas de tamanho médio (17 mm x 19 mm), forma
ligeiramente eliptica, cor preto-azulada, casca grossa e resistente, polpa

incolor, ligeiramente firme e sementes com 6,20 g/100 sementes, sendo
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gue cada baga apresenta em torno de 4 sementes (CAMARGO; MAIA;
RITSCHEL, 2008).

Figura 2. llustracdo dos cachos das uvas
BRS Carmem (a) e BRS Magna (b).

‘ »
2 (b)

Fonte: CAMARGO; MAIA; RITSCHEL (2008) e
RITSCHEL et al. (2012).

Ja a BRS Magna (Figura 2b), obtida pelo cruzamento BRS Rubea
x IAC 1398-21 (Traviu) (Figura 3), também foi desenvolvida para atender
as mesmas necessidades descritas para a cultivar BRS Carmem,
apresentando ciclo intermediario e ampla adaptacéo climatica (RITSCHEL
et al., 2012).

Figura 3. Genealogia da cultivar BRS Magna.

Moscatel

Rosado
IAC 32-7
Seibel 1AC

13053 1398-21

Muscat Perla de

IAC 470-
Moscatel de Csaba

Hamburgo Bordd BRS
| Concord |\ . Rubea
Niagara

Fonte: RITSCHEL et al. (2012).

Colhida no més de fevereiro, em plena maturacdo, apresenta sabor
de framboesa agradavel, tipico de V. labrusca, com bagas de tamanho
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médio (18 mm x 20 mm), esféricas, de cor preto-azulada, cascas de
espessura média, polpa macia apresentando pigmentacéo de intensidade
fraca e sementes com 2,8 g/100 sementes, sendo que cada baga
apresenta em torno de 2 sementes. Esta cultivar apresenta contendo teor
de acucar em torno de 17 - 19 °Brix, acidez total de 90 meq por L e pH na
faixa de 3,60. A uva BRS Magna, devido a suas caracteristicas, também
pode ser utilizada para a elaboracédo de suco varietal ou para cortes com
outras cultivares (RITSCHEL et al., 2012).

Na regiao Noroeste do Estado de S&o Paulo, considerada a maior
produtora de uvas na entressafra do pais, com a colaboracdo da Estacéo
Experimental da Embrapa localizada em Jales, vitivinicultores vem
desempenhando papel  fundamental durante processo de
desenvolvimento e adaptacdo das novas cultivares as regides tropicais,
testando as sele¢cbes avancadas em condicOes reais de producgdo. Os
produtores desta regido estdo interessados em investir na elaboracdo de
produtos derivados de uva para aumentar a renda familiar.

Desta forma, o estudo do perfil qualitativo e quantitativo dos
compostos fendlicos presentes nas novas cultivares citadas pode ser um
marco inicial para avaliar sua aplicabilidade como matéria prima no
desenvolvimento de diferenciados produtos de interesse para 0s

produtores rurais bem como para a industria alimenticia.

3.2 Principais compostos fendlicos presentes nas uvas

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até
aguelas com elevado grau de polimerizagcdo (STALICAS, 2007), sendo
comumente classificados como flavonoides e nao-flavonoides (Figura 4).

O primeiro grupo € composto pelas antocianinas, flavonois e
flavan-3-ois e estéo presentes, principalmente, nas cascas das uvas, mas
podem ocorrer ocasionalmente na polpa. Estes apresentam estrutura

quimica descrita como C6-C3-C6, constituida de dois anéis fendlicos ‘A’ e
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‘B’, ligados por um centro pirano (heterociclo contendo oxigénio) anel ‘C’,
sendo que os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxila adjacentes (orto-
difendis) estdo localizados em varias posicbes dos anéis ‘A’, ‘B’ e ‘C
(SILVA et al., 2010).

Figura 4. Principais compostos fendlicos presentes nas uvas.
Flavonoides Nao - Flavonoides
Antocianinas Derivados do acido

hidroxicinamico

COQOH
s

R R,
H

Estilbenos

HO o} "©:Rz
O-R (# acucar)

OH

Fonte: LAGO-VANZELA (2011).

Dependendo do estado de oxidacdo do anel central ‘C’, os
flavonoides podem ser do tipo 2-fenilbenzopirano (Figura 5a) ou do tipo
2-fenilbenzopirona (Figura 5b) (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).
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Figura 5. Estrutura bésica dos flavonoides: 2-fenilbenzopirano (a)
e 2-fenilbenzopirona (b).

Fonte: ANDERSEN; JORDHEIM (2006).

Ja& no grupo dos compostos fendlicos ndo flavonoides pode-se
destacar os derivados do &acido hidroxicindmico e os estilbenos (com
destaque para o resveratrol) os quais estado presentes, principalmente, na
casca e na semente das uvas (JACKSON, 1994; LAGO-VANZELA, 2011).

A grande diversidade das cultivares brasileiras resulta em uvas e
derivados com diferentes caracteristicas, tanto de sabor quanto de
coloracdo, 0 que certamente esta associado com a concentracao e o perfil
dos compostos fendlicos de cada cultivar (LAGO-VANZELA, 2011). Sabe-
se também que tanto o perfil qualitativo quanto o quantitativo destes
compostos nas uvas variam conforme a espécie e condicdes de cultivo de
cada cultivar (DOWNEY et. al., 2006).

3.2.1 Antocianinas

As antocianinas sao pigmentos naturais com estruturas fendlicas
variadas encontradas abundantemente na natureza (VOLP et al., 2008).
Estas estdo presentes, principalmente, nas cascas e nas trés ou quatro
primeiras camadas das células hipodérmicas, em escala subcelular, nos
vacuolos celulares das uvas de cascas tintas (LAGO-VANZELA et al.,
2015), sendo que também se encontram em menor propor¢ao, na polpa
de algumas cultivares tal como a BRS Violeta (CAMARGO; MAIA;
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NACHTIGAL, 2005), BRS Magna (RITSCHEL et al., 2012) e a Garnacha
Tintorera (Vitis vinifera L.) (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009b).

Por pertencerem ao grupo dos flavonoides, estes compostos
constituem-se de dois anéis fenélicos A e B e um anel pirano heterociclico
C, sendo esta estrutura responsavel pelo croméforo de absorcao de luz
que confere a coloragdo atrativa as uvas, com nuancas de cores entre
vermelho e puarpura. Estes compostos apresentam agliconas,
denominadas antocianidinas, que diferem entre si pelo nimero e posi¢cao
dos grupos hidroxilas e/ou metoxilas na formacdo da sua estrutura.
Dentre as 23 antocianidinas conhecidas, apenas cinco delas sao mais
frequentemente encontradas nos alimentos, sendo estas a cianidina,
peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Tabela 1) (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009).

Tabela 1. Exemplo das antocianidinas (forma de cation flavilio) mais
comuns.

Estrutura basica da aglicona Antocianidinas sulirtlijtz(i)nstes
Pelargonidina (Pg) Ri=R2=H
Cianidina (Cy) R1=0OH; R, =H
Peonidina (Pn) R1=0OCH;3; R, =H
Delfinidina (Dp) R:=R2=0H
Petunidina (Pt) R1 = OH; R, = OCHs
Malvidina (Mv) R1=R2=0CH;s

Fonte: LAGO-VANZELA (2011).

Embora ndo seja dominante, ja foi encontrado em algumas uvas
viniferas (CASTILLO-MURNOZ et al., 2009b) e ndo viniferas (WANG;
RACE; SHRIKHANDE, 2003), antocianinas derivadas da pelargonidina.

Estas estruturas se encontram envolvidas em varios sistemas de
equilibrio quando em solugcdo aquosa, como em um sistema de

hidratacdo, de troca de protons (equilibrio acido-base) e de abertura do
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anel pirano. Em meio muito acido (pH < 1,5 — 2,0), as antocianinas se
encontram, predominantemente, na forma com carga positiva e se
denominam como cation flavilio (BROUILLARD, 1982).

A deficiéncia em elétrons do nucleo flavilio das antocianinas € o
que faz com que estas moléculas sejam altamente reativas, sendo
encontradas na natureza ligadas a uma ou mais moléculas de acucar
(glicose, arabinose, ramnose, galactose, etc ou di- e trissacarideos
constituidos por estes acucares). A glicose é o aclcar que se encontra
majoritariamente ligado as antocianidinas, e com maior frequencia nas
posi¢cdes C-3 do anel C e C-5 do anel A e, com raras excegdes, podem
estar ligados a posicdo C-7 do anel A (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009a).

A presenca de agucares ligados as posi¢oes 3, 7 e 5’ do anel B das
antocianidinas é mais raro devido a impedimentos estéricos dificultarem a
glicosilacdo nestas posi¢cdes (BROUILLARD, 1982).

As antocianinas podem ser classificadas como mono-, di- e
triglicosideos de acordo com o numero de glicoses ligadas a
antocianidina. H4 casos em que estes acUcares estam esterificados com
acidos organicos ligados no carbono C-6 da glicose (BROUILLARD,
1982), os quais 0s mais comuns sdo o acido acético, acido p-cumarico,
acido caféico, entre outros (Figura 6).

As antocianinas ndo esterificadas sao denominadas de
antocianinas ndo aciladas, ja as esterificadas sdo denomidadas como
aciladas e podem estar ligadas a um ou mais &cidos fendlicos, sendo
antocianinas mono- e poliaciladas, respectivamente, e podem apresentar
denominagdes diferenciadas de acordo com o substituinte da molécula de
acucar (ANDERSEN; JORDHEIM, 2006).

A concentracdo de antocianinas totais, bem como de compostos
fendlicos totais, nas uvas varia de acordo com a espécie,
variedade/cultivar, maturidade e condi¢cdes climaticas (MALACRIDA;
MOTTA, 2005).
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Figura 6. Estrutura de algumas antocianinas.

Antocianina 3-glicosideo  Antocianina 3,5-diglicosideo

R
fl)\/OH )\/OH
o | Bl s Bl
HO- -~~~ WR HO\//\\/ R;

A posiciio Ra do acucar pode ser substituida por:

(;H =CH—CO (?H-.:.-;CH.. -CO
r,._,_"\‘_‘:\: .\‘\
| 1 i
- 0 L 4 . !
H C H3C( “"\‘./ \x\_T/ “SoH
OH OH
dcido dcido acido
hidroxila acético cumairico caféico

Sendo denominadas entdo:

Antocianinas Antocianinas Antocianinas  Antocianinas
nio aciladas  acetiladas cumariladas cafeiladas

Fonte: LAGO-VANZELA et al. (2015) modificada.

Deve-se destacar que ha diferencas qualitativas marcantes entre
as antocianinas presentes em uvas viniferas e nao-viniferas (espécies
americanas e seus hibridos). As antocianinas 3-monoglicosiladas séo,
praticamente, o Unico tipo de antocianinas encontradas em variedades V.
vinifera, enquanto que em variedades nao Vviniferas, e em
variedades/cultivares hibridas, também s@o encontradas antocianidinas
3,5-diglicosiladas, as vezes chegando a ser o tipo de antocianina
predominante (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009b). Esta diferenca estrutural
das antocianinas exerce influéncia marcante sobre sua cor e estabilidade
durante o processamento (LAGO-VANZELA et al., 2014).

As altas proporcdes das antocianinas diglicosiladas cumariladas

detectadas nas uvas e, posteriormente, nos vinhos BRS Violeta foram
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consideradas como um fator de estabilidade intrinseca da sua cor
vermelha, pois o grupo p-cumaril das antocianinas pode participar na
formacdo de ambos os complexos de copigmentacdo inter- e intra-
moleculares contribuindo, assim, para melhorar a estabilidade das suas
antocianinas (BROUILLARD; CHASSAING; FOUGEROUSSE, 2003;
LAGO-VANZELA et al, 2013, 2014).

O interesse nas antocianinas, além da sua propriedade de
coloracdo, também esta relacionado devido a seus possiveis beneficios a
saude, como a atuacdo como antioxidantes, prevenindo doencgas neurais,
cardiovasculares, cancer, diabetes, inflamacdes, dentre outras doencas
(KONCZAK; ZHANG, 2004; NICHENAMETLA et al., 2006; YOUSUF et al.,
2015). O metabolismo bioquimico das antocianinas esta envolvido com
estes efeitos benéficos e no futuro pode fornecer alvos potenciais e
estratégias terapéuticas para a melhoria de uma ampla variedade de
doencas. Além disso, metabolitos especificos das antocianinas

contribuem para a atividade biologica in vivo (LI et al., 2015)

3.2.2 Flavonois

Os flavonbis possuem estrutura basica semelhante as
antocianidinas (C6-C3-C6), porém, sua caracteristica principal estd na
presenca dos grupos carbonilo e hidroxilo no anel C (LAGO-VANZELA,
2011). Castillo-Mundz et al. (2007) demonstraram que para as uvas tintas
h& a ocorréncia de seis estruturas de flavonois: kaempferol, quercetina,
iIsoramnetina, miricetina, laricitrina e siringetina (Tabela 2).

Incolores ou de coloracdo amarela clara (CASTILLO-MUNOZ et al.,
2009a) estdo localizados, principalmente, nas cascas das uvas, mas
podem também ser encontrados em menores quantidades na polpa
(LAGO-VANZELA et al., 2011b). Estes compostos estdo envolvidos com a

blindagem da fruta contra os raios UV devido a sua absorcao nas regioes
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espectrais UV-B e UV-A (MATTIVI et al, 2006), com faixa de comprimento
de onda entre 250-400 nm (Figura 7).

Tabela 2. Estrutura dos flavonais.

Estrutura basica da aglicona  Flavondis agliconas Grupos substituintes

Kaempferol (K) Ri=Rz=H
Quercetina (Q) R1=0OH; R, =H
Isoramnetina (I) R1 =OCH;; Rz =H
Miricetina (M) R:1=R.=0H
Laricitrina (L) R: = OCHjs; R, = OH
Siringetina (S) R1=R2=0CH3

Fonte: LAGO-VANZELA (2011).

Figura 7. Espectro UV-vis dos flavonéis.

250-265 348.358

--- Tri-substituido (M, L, S)
-~ Di-substituido (Q, I)
— Mono-substituido (K)

1!570 ) ‘2!?.5' ) ";OID‘ ) .3!2.5' '3l50. '3!?5 ) ;O‘D ) 4'2'5 )
Comprimento de onda (nm)
Fonte: LAGO-VANZELA et al. (2015).

Assim, sua biossintese depende da incidéncia de luz sobre esta
(DOWNEY et al., 2006) fazendo com que haja diferenca de composicao
entre cachos e dentro de um mesmo cacho (quando se analisa uma parte

mais exposta ou sombreada) de uma mesma variedade de uva (PRICE et



29

al., 1995). Em vinhos, sao importantes na estabilizagcdo das antocianinas
através da copigmentacido (HERNANDEZ-JIMENEZ et al., 2013).

De acordo com Lago-Vanzela et al. (2015), estes compostos sdo
encontrados nas uvas principalmente na forma de 3-O-glicosideos, e em
menor grau as agliconas estéo ligadas as galactosideo e glucuronideos.
Enquanto que as correspondentes agliconas livres podem ser
encontradas em vinhos como resultado da hidrolise acida que ocorre
durante seu processamento. Este grau de hidrélise pode ser dependente
da estrutura do flavonol e também do tipo de acucar unido a aglicona. A
glicose € o agucar mais comum ligado a posicdo C-3 do anel C da
aglicona, mas galactose e acido glucurénico também tém sido relatados
(CASTILLO-MUNOZ et al., 2007, 2009a).

Alguns autores enfatizam que as variedades glicosiladas de
miricetina e de isoramnetina ocorrem, especificamente, em uvas tintas
(Figura 8) (CHEYNIER; RIGAUD, 1986). Entretanto a literatura apresenta
a deteccao da isoramnetina-3-glicosideo em variedades de uvas brancas
(RODRIGUEZ-MONTEALEGRE et al., 2006).

Dentre os diversos estudos encontrados na literatura sobre este
tema encontram-se alega¢cfGes quanto ao efeito destes compostos na
protecdo contra doencas patogénicas, contra varios tipos de cancer
(TSIMPLOULI et al, 2012), propriedades antibacteriana (URZUA;
ECHEVERRIA; ESPINOZA, 2012) e reducgédo da incidéncia de doencas
cardiovasculares (PEREZ-VIZCAINO; DUARTE, 2010).

Por isto, alguns estudos recentes estdo contribuindo
significativamente para o conhecimento sobre estes compostos nas uvas
(LAGO-VANZELA et al., 2011b; REBELLO et al. 2013; BARCIA et al.,
2014; LECCE et al., 2014) e seus derivados, como sucos (ABE et al.,
2007; TOALDO et al, 2015) e vinhos (MULERO et al, 2015;
VALLVERDU-QUERALT et al., 2015).
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Figura 8. Exemplos de flavonol 3-O-glicosidios.

a)

HO

AL(
H.C

H(

a) flavonol 3-O-glicosideos; b) flavonol 3-O-galactosideos; c)
flavonol  3-O-glucuronideos; d) rutina (quercetina 3-O-(6"-
ramnosil)-glicosideo). Estruturas flavonoides de acordo com a
substituicdo no anel B. Fonte: CASTILLO-MUNOZ et al. (2009b).

3.2.3 Flavan-3-0is e proantocianidinas

Os flavan-3-6is sdo encontrados, principalmente, nas sementes,
cascas (TERRIER; PONCET-LEGRAND; CHEYNIER, 2009) e engacos
das uvas e apresentam como unidades funcionais as estruturas
monomericas de 2-fenilbenzopiranos (C6-C2-C6) (Tabela 3) (RICARDO-
DA-SILVA et al., 1991). Este é o grupo de compostos fendlicos mais
complexo encontrado nas uvas e em vinhos, pois agrupam nao somente
moléculas mais simples, considerados monémeros de estrutura definida
(como por exemplo a (+)-catequina, mas também moléculas mais
complexa de estrutura ndo definida, que vem sendo denominados

“taninos condensados”.
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Tabela 3. Estrutura dos flavan-3-6is.

- . Fl o] o
Estrutura basica da aglicona ayanms Grupos substituintes
agliconas
C Ri=OH;R=R2=H
R
EC R=Ri=H; R,=OH
~ /\\\\
"L J’\ ECG R=R:i=H; R, =0-G
T '\/ scoH GC R=R;=0H; R>2=H
\[//\]r EGC R=R;=0OH;R1=H
GCG R=0H;R1=H; R, =0-G
EGCG R=0OH;R1=0-G; R2=H

C, (+)-catequina; EC, (-)-epicatequina; ECG, (-)-galato-3-epicatequina; GC, (+)-
galocatequina; EGC, (-)-epigalocatequina; GCG, (+)-galato-3-galocatequina;
EGCG, (-)-galato-3-epigalocatequina.

Fonte: LAGO-VANZELA (2011).

Os flavan-3-6is monoméricos (+)-catequina e seu isémero (-)-
epicatequina sdo os principais compostos presentes nas uvas (HASLAM,
1980), podendo estar em parte esterificados pelo acido galico (C7HsOs),
normalmente, pelo do carbono 3 (RICARDO-DA-SILVA et al., 1991).

As proantocianidinas, também conhecidas como taninos
condensados, englobam a associacdo de varias unidades monoméricas
de catequina ou epicatequina, dependendo da quantidade de vezes que
esta unidade basica se repete, podendo ser proantocianidinas dimeras,
trimeras, oligoméricas (até cinco unidades) ou poliméricas (acima de
cinco unidades) (ADAMS, 2006). Estas unidades encontram-se unidas,
principalmente, através de ligacdes interflavan nas posi¢cdes C4-C8 ou
C4-Ce6, e fazem parte dos principais compostos fendlicos presentes em
muitos tecidos vegetais incluindo as uvas, da quais as sementes sao
consideradas uma das fontes mais ricas nestes compostos (ZHANG et al.,
2015).

As variacOes estruturais destes compostos ocorrem devido ao
namero de mondmeros ligados, posicdo de ocorréncia das ligagoes,
padrdao de oxigenacao nos anéis A e B da unidade e estereoquimica dos
substituintes do anel C (TERRIER; PONCET-LEGRAND; CHEYNIER,
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2009). Dependendo das antocianidinas liberadas, no caso da uva,
especialmente cianidina e em menor proporcao delfinidina, as moléculas
precursoras recebem o nome de procianidinas (constituidas de (+)-
catequina e (-)-epicatequina) e prodelfinidinas (constituidas de (+)-
galocatequina e (-)-epigalocatequina), respectivamente (PRIEUR et al.,
1994).

As procianidinas e as prodelfinidinas recebem esta denominacéo
pois se submetidas a hidrélise acida pode ocorrer entdo a formacédo de
moléculas de cianidina ou delfinidina, respectivamente (GOMEZ-PLAZA,
2008). As procianidinas s&o predominantes nas sementes das uvas,
enquanto nas cascas Sao encontradas tanto procianidinas como
prodelfinidinas (TERRIER; PONCET-LEGRAND; CHEYNIER, 2009).

As procianidinas dimeras (Figura 9) sao classificadas de acordo
com o seu tipo de ligacdo interflavandlica, sendo divididas em dois
grupos: A e B, onde as procianidinas do tipo B (C13H26012) sdo resultantes
da condensacao das unidades flavan-3-0is através de uma ligacéo entre o
carbono 4 do anel C com o carbono 6 ou 8 do anel A. Os compostos
formados pelas ligacdes C4-C8 compdem a série das procianidinas B1,
B2, B3 e B4, enquanto os compostos formados pelas ligacbes C4-C6
compdes a séria das procianidinas B5, B6, B7 e B8 (LAGO-VANZELA,
2011).

Além disso, as procianidinas dimeras sdo as primeiras a serem
detectadas nas sementes enquanto nas cascas e engagos aparecem em
diferentes concentragcbes; j& na polpa, pequenas quantidades das
proantocianidinas do tipo B1 e B4 séo identificadas (TERRIER; PONCET-
LEGRAND; CHEYNIER, 2009).

Os principais flavan-3-6is encontrados nas uvas sao as
proantocianidinas polimerizadas, constituidas por um elevado nimero de
unidades monoméricas, unidas tanto na posicdo terminal quanto na

posicdo superior, sendo a quantidade, grau e estrutura de polimerizacao
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alterada de acordo com sua localizacdo nas diferentes partes das uvas
(MONAGAS; BARTOLOME; GOMEZ-CORDOVES, 2005).

Figura 9. Forma estrutural da
proantocianidinas.

oH
2 3
5 s 1
HO 5.0 .--“ 4

Procianidina
Fonte: QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO
(2002), adaptado.

As proantocianidinas possuem interesse nutricional e biolégico por
serem considerados potenciais antioxidantes (MANACH; MAZUR;
SCALBERT, 2005; SA et al., 2014) devido & presenca de um grupo
catecol no anel B capaz de prontamente doar hidrogénio (elétron) para
estabilizar uma espécie de radicais (WILLIAMS; SPENCER; RICE-
EVANS, 2004). Sua capacidade de remover radicais (SA et al., 2014) ira
depender de sua estrutura e grau de polimerizacao (ZHANG et al., 2015).
As proantocianidinas das cascas tém, normalmente, maior grau de

polimerizacdo (mDP) e uma menor porcentagem de subunidades de
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galoilacdo do que aqueles provenientes das sementes (CHEYNIER et al,
1997; MOUTOUNET et al., 1996).

Além disso, estudos sugerem que estes compostos possuem efeito
cardioprotetor (KRUGER et al.,, 2014), antimicrobiano e antifungico e,
podem ser utilizados em processos de cura de feridas auxiliando a
formacao de uma camada protetora sobre os tecidos epiteliais lesionados
(MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005).

3.2.4 Derivados do acido hidroxicinamico

Os derivados do acido hidroxicinamico fazem parte dos compostos
fendlicos ndo flavonoides, e estdo entre os principais acidos presentes
nas uvas. Encontram-se tanto nas cascas como na polpa das uvas, e
geralmente, na forma de ésteres tartaricos, tais como o acido caftarico e

acido cutérico (Tabela 4).

Tabela 4. Estrutura dos acidos hidroxicinamicos.

Acido
Estrutura basica hidroxicina Grupos substituintes
mico
p-cumarico R1=H
OH
/\/@[ Caféico R1 = OH
HOOC 7\ R,
Ferrulico R1 = OCHjs
i on P-cutarico R1=H
HO—C—H
| Caftarico R1 = OH
H—C—00C 7\ R,
| .
COOH Fertarico R1 = OCHs

Fonte: Adaptado de MEYER et al. (1998).
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Os derivados do acido hidroxicinAmico sdo compostos por um anel
benzénico ligado a uma ramificacado de trés carbonos (C6-C3), com um
acido carboxilico (BEER et al., 2002). Nas posicoes do Ri, Rz, R3 e R4
(localizadas no anel benzénico da molécula) podem, ou néo, estar ligados
grupos hidroxilas (-OH) ou metoxilas (-OCH3), formando assim os acidos
p-cumarico, caféico, ferralico, cutéarico, caftarico ou fertarico.

Estes compostos séo sintetizados pela rota dos fenilpropandides,
desempenhando papeis diferentes na fisiologia e propriedades das
plantas, correlacionados com a sintese de proteinas, alelopatia e
fotossintese. Além disto, apresentam efeitos bioldgicos nos seres
humanos, como fungBes antioxidantes, inibicio de desordens
cardiovasculares e neurolégicas, reducdo do desenvolvimento de cancer

e de doencgas como Alzheimer e Parkinson (RUIZ et al., 2015).

3.2.5. Estilbenos

Os estilbenos sao sintetizados em varias espécies vegetais,
incluindo a Vitis vinifera L.. Dentre os principais compostos pertencentes a
esta classe dos nao flavonoides destacam-se o resveratrol (trans-3,5,4'—
trinidroxiestilbeno), o piceido (trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno-3-O-B-D-
glicosidio) e a astringina (3’-hidréxi-trans-3,5,4’-trihidroxistilbeno-3-O-3-D-
glicosidio) (BAVARESCO et al., 2007).

O resveratrol possui estrutura baseada no 1,2-difeniletileno e, como
as fitoalexinas (compostos secundarios antibacterianos) pode ser
sintetizado, principalmente, nas cascas das uvas como respostas ao
estresse causado por infeccdo com fungos, dano mecanico ou irradiacao
por luz ultravioleta (LAGO-VANZELA et al., 2015). Desta maneira, pode
ser encontrado em uvas (SINGH; LIU; AHMAD, 2014), sucos (FREITAS et
al., 2014) e vinhos (LACHENMEIER et al., 2014).

Este composto existe como isébmero trans, considerada sua forma

natural, ou como isébmero cis, quando hidrolisado (sob luz ultravioleta).
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Nas uvas, encontra-se unido a uma molécula de glicose através de um
grupo fenol na posicdo 3. O composto 3-O-glicésideo de resveratrol
também é conhecido pelos nomes de piceido e polidatina, e também
podem estar nas formas cis e trans (Figura 10) (LAGO-VANZELA, 2011).

Figura 10. Trans-resveratrol e seus derivados.
OH
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Cis-piceido Cis-resveratrol

Fonte: LAGO-VANZELA (2011).

O piceatanol € um homologo superior do resveratrol, porém com
um grupo OH adicional na posi¢ao 3” e seu 3-O-glicosideo é chamado de
astringina. A presenca do grupo OH faz com que estes compostos
(piceatanol e astringina) apresentem maximos de absorcdo UV a 302 e
321 nm, respectivamente (PUSSA et al., 2006), diferentes do resveratrol,
que possui absorgéo a 306 e 316 nm (ROMERO-PEREZ, 1996).

Ha evidéncias de que estes compostos possuem varias
propriedades biologicas na satde humana, tais como prevenir ou retardar
0 aparecimento de cancer, doencas cardiacas, diabetes, inflamacao
patologica, infecgdo viral, entre outras (BAUR; SINCLAIR, 2006;
FERNANDEZ-MARIN et al., 2013).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Padrdes quimicos

Todos o0s solventes utilizados possuiam grau cromatografico (>
99%), bem como todos os padrdes quimicos eram de grau analitico (>
95%) e a agua ultrapura (sistema Milli-Q). Foram utilizados os seguintes
padrées da Phytolab (Vestenbergsgreuth, Alemanha): malvidina-3-
glicosideo, malvidina-3,5-diglicosideo, peonidina 3,5-diglicosideo, acido p-
cumarico, acido trans-caftarico, trans-piceido, (-)-epigalocatequina e (-)-
galocatequina. Os seguintes padrées comerciais da Extrasynthese
(Genay, Franca): cianidina-3-glicosideo, cianidina-3,5-diglicosideo,
procianidina B1 e B2, quercetina, kaempferol, isorametina, miricetina,
siringetina, os 3-glicosideos de mirecitina, quercetina, kaempferol,
isoramnetina, siringetina e os 3-galactosideos de quercetina, kaempferol,
miricetina e isoramnetina, (-)-galocatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-
catequina-3-galato; Da Sigma Aldrich (Tres Cantos, Madrid, Espanha):
acido galico, é&cido cafeico, trans-resveratrol, (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epicatequina-3-galato e (-)-galocatequina-3-galato.
Doacado do padrdao de procianidina B4 e de outros padrées de flavondis
ndo comerciais (miricetina-3-glicosideo, quercetina-3-glucurosideo e
laricitrina-3-glicosideo) que podem ter sido isolados a partir da casca da
uva Petit Verdot usando metodologia descrita por Castillo-Mufioz et al.
(2009). Os isbmeros trans de resveratrol e piceido (resveratrol-3-
glicosideo) foram transformados nos seus respectivos isdbmeros cis
utilizando irradiacdo UV (366 nm de luz durante 5 minutos em ampolas de
quartzo) em solugcdo metandlica de 25% dos seus respectivos isbmeros
trans.

Todos os padrbes quimicos foram utilizados para a identificacao
dos compostos, na construgcdo das curvas de calibragcdo cobrindo as

faixas de concentracdes esperadas. A determinagdo da concentracao
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total das principais classes de compostos (em mg do padréo equivalente
por kg de uva) foi realizada como base nas curvas de calibracéo
construidas com os compostos mais representativos de cada familia de
compostos fendlicos. Quando o padrdao ndo estava disponivel, a
quantificacdo foi realizada usando a curva de calibracdo do composto
mais similar.

Deste modo, as concentracdes totais de antocianinas foram
expressas em mg equivalente de malvidina-3,5-diglicosideo, bem como
foram apresentados os somatérios de monoglicosiladas, em mg
equivalente de malvidina-3-glicosideo e, de diglicosiladas, expressos em
mg equivalente de malvidina-3,5-diglicosideo; a concentracdo total de
flavondis foi expresso em mg equivalente de quercetina-3-glicosideo.

Cada flavonol glicosideo e suas agliconas livres identificados com
seus respectivos padrdes, o de derivados do &cido hidroxicinamico em mg
equivalente de acido caftarico; o de flavan-3-6is, bem como a somatéria
dos seus monémeros e dos seus dimeros, em mg equivalente de (+)-
catequina; o de proantocianidinas em mg equivalente de (+)-catequina; e,
o de estilbenos em mg equivalente de resveratrol-3-glicosideo.

Além disso, os flavan-3-6is individuais foram quantificados com
seus respectivos padrdes: mg equivalente de (+)-catequina, de (-)-
epicatequina, de (-)-galocatequina, de (-)-epigalocatequina, de (-)-
catequina-3-galato, de (-)-epicatequina-3-galato, procianidinas dos tipos
B1, B2 e B4 por kg de fruta. Por fim, os estilbenos foram quantificados

utilizando os isémeros cis e trans do resveratrol-3-glicosideo.

4.2. Uvas

Lotes representativos das cultivares de uvas BRS Carmem e BRS
Magna, da safra do ano de 2014, foram doadas pela Estacao
Experimental de Viticultura Tropical da Embrapa, da cidade de Jales, Sao
Paulo, Brasil, localizado em 20°15'08” S e 50°33°'29” O, 500 m acima do
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nivel do mar (referido datum WGS84, World Geodetic System 1984). Para
o transporte, as frutas foram acondicionadas em caixas plasticas e
levadas até o Laboratorio de Processamento de Frutas e Hortalicas da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Sao José do Rio Preto, S&o
Paulo, Brasil.

No laboratério, as bagas que apresentaram algum tipo de
imperfeicdo, como rachaduras ou podridao, foram separadas do engaco e
desprezadas. Os cachos selecionados foram misturados manualmente
para obtencdo de um lote homogéneo e armazenados sob congelamento
(-18 °C) até o momento das analises.

As caracteristicas fisico-quimicas foram determinadas segundo a
AOAC (2005), obtendo para a uva BRS Carmem: umidade, 74,39% =
0,16; pH, 3,56 * 0,29; acidez titulavel total, 0,82 g £ 0,10 de 4cido tartarico
por 100 g de uva; e, sdlidos soluveis totais, 19,50 °Brix + 0,00; enquanto
gue para a uva BRS Magna foram de: umidade, 73,69% =* 1,55; pH, 3,80
+ 0,06; acidez titulavel total, 0,86 g = 0,04 de acido tartarico por 100 g de
uva; solidos soluveis totais, 19,50 °Brix + 0,00.

As uvas BRS Carmem e BRS Magna apresentaram tamanho e
massa médios por baga, respectivamente, de 13,6 x 15,5 mm e 2,28 g +
0,31 ede 14,3 x 17,1 mm e 2,89 g = 0,71. Além disso, as proporcdes de
polpa, casca e semente correspondentes a uma baga de cada cultivar
foram de 66,9%, 28,8% e 4,3% para a BRS Carmem, e de 67%, 30,0% e
3,0% para a BRS Magna.

4.3 Preparo dos extratos fendlicos

Para a determinacdao do perfil qualitativo e quantitativo dos
compostos fendlicos presentes nas frutas inteiras, cascas e sementes das
cultivares de uva BRS Carmem e BRS Magna, realizou-se a extracao dos
compostos de interesse, utilizando metodologia descrita por Lago-Vanzela

et al. (2011a, b) com modificacdes.
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No caso das uvas inteiras (com sementes), 100 g de baga de cada
cultivar, em triplicata, foram pesadas, homogeneizadas, com auxilio de
mixer, com 100 mL de solucdo contendo metanol: acido férmico (97:3,
v/V) e, expostas a banho de ultrassom por 10 minutos. Visando a extracéo
exaustiva dos compostos fendélicos contidos nas uvas, as amostras foram
centrifugadas (Modelo CR-G111 series, Hitachi) a 9400 g por 5 °C
durante 10 minutos. Os sobrenadantes obtidos foram reservados sob
refrigeracdo (7 °C) e os precipitados foram submetidos a mais duas
extragcdes consecutivas com 50 mL de solugcdo contendo metanol, 4gua e
acido férmico (50:48,5:1,5, v/vlv), seguindo procedimento descrito
anteriormente, os sobrenadantes das centrifugacfes de cada repeticdo
foram unidos obtendo-se ao final trés extratos referentes a cada repeticao
da fruta inteira para cada cultivar.

Para as cascas, cada 100 g de bagas de cada cultivar, em
triplicata, foram pesadas e, posteriormente, tiveram suas cascas
removidas manualmente, com o auxilio de facas de ac¢o inoxidavel. As
porcdes de cascas isoladas foram entdo pesadas, homogeneizadas, com
o auxilio de mixer, com 50 mL de solu¢&o contendo metanol, 4gua e acido
férmico (50:48,5:1,5, v/viv) e, expostas a banho de ultrassom por 10
minutos. As amostras foram entdo centrifugadas (Modelo CR-G111
series, Hitachi) a 9400 g por 5 °C durante 10 minutos, 0os sobrenadantes
obtidos foram reservados sob refrigeracdo (x7 °C) e, os precipitados
foram submetidos a mais duas extracbes com 0 mesmo solvente
seguindo o procedimento anterior, os sobrenadantes das centrifugacdes
de cada repeticdo foram unidos obtendo-se ao final trés extratos
referentes a cada repeticdo da fruta inteira para cada cultivar.

Os extratos obtidos para as frutas inteiras e cascas, para cada
cultivar, foram submetidos a rotoevaporagédo (Modelo Hei-Vap Advantage,
Heidolph) a 35 °C para retirada do metanol, liofilizados (Modelo Modulyo
D Freeze Dryer, da Thermo Electron Corporation) e pesados. Para a

determinacdo da composicao fendlica detalhada das uvas BRS Carmem e
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BRS Magna utilizando CLAE-DAD-IES-EM", uma parte dos extratos
liofilizados obtidos foram acondicionados em frascos de vidro ambar,
adequadamente, lacrados e enviados para o Laboratério de Investigacion
em Enologia da Universidade de Castilla La-Mancha - UCLM (Ciudad
Real, Espanha), onde foram realizadas as analises. O restante dos
extratos foi acondicionado em frascos de vidro ambar adequadamente
lacrado e, congelado a -80 °C, para posterior realizacdo das andlises de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.

Nesta universidade, aliquotas de 0,3 g dos extratos liofilizados
referentes as uvas inteiras foram ressuspendidos em 5 mL de solugéo de
HCI 0,1N enquanto aliquotas de 0,45 g dos extratos liofilizados referentes
as cascas das uvas foram ressuspendidos em 7,5 mL de solucdo de HCI
0,1N.

Para as sementes da BRS Carmem (Figura 11a) e BRS Magna
(Figura 11b), amostras de bagas de cada cultivar (entre 50 e 70 g), em
triplicata, foram pesadas e suas sementes foram isoladas com auxilio de
faca de aco inoxidavel (cortando-se as bagas ao meio para facilitar a

remocgao das sementes).

Figura 11. Sementes das cultivares BRS

Fonte: imagem obtida pela autora.

As sementes foram entdo limpas com papel toalha, pesadas,

deixadas secar por 24 horas a temperatura ambiente e, embaladas a
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vacuo para envio ao Laboratério de Investigacion em Enologia (Espanha).
Neste Laboratoério, cada 2 g de sementes referentes a cada cultivar, em
triplicata, foram pesadas, homogeneizadas, com auxilio de mixer e, entao
efetuou-se a extracdo das sementes seguindo 0s mesmos procedimentos
descritos para as cascas das uvas. No caso das sementes, nao foi
necessario realizar a liofilizagao.

Visando evitar oxidacdo excessiva das amostras de polpa das
uvas, as analises para determinacdo na composi¢cdo qualitativa e
guantitativa das antocianinas da BRS Magna foram realizadas nas cascas

e nas frutas inteiras.

4.4 Andlises basicas

Para a realizagdo das andlises espectrofotométricas, as amostras
liofilizadas foram redissolvidas e padronizadas em baldo volumétrico de
100 mL, utilizando 90 mL de solucdo de HCI 0,1N e agua destilada para
completar o volume. O espectrometro utilizado foi da marca Molecular

Devices, modelo Spectra max plus 384.

4.4.1 Determinacao da concentracdo de compostos fendlicos totais

A determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos totais
(CFT) das frutas inteiras foram realizadas pelo método
espectrofotométrico de Follin-Ciocauteau, de acordo com Ough e Amerine
(1988), com concentracdes obtidas através da curva padréao obtida para o
acido galico (Anexo 1), com faixa de linearidade de 25-500 mg/L de acido
galico e resultados expressos em mg equivalente de acido galico por kg

de uva.
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4.4.2 Determinagédo da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante (AA) das amostras foi
realizada por meio do método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERST, 1995) e pelo método de FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) (BENZIE; STRAIN, 1996), com
concentracfes obtidas através da curva padrdo obtida para o Trolox
(Anexo 2), com faixa de linearidade de 0-0,560 mM e 205-725 uM de
Trolox para o DPPH e FRAP, respectivamente. Para ambas as
metodologias os resultados foram expressos em mmol de equivalentes de

Trolox por kg de uva.

4.5 Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes
nas uvas BRS Carmem e BRS Magna (fruta inteira, casca e semente)
por CLAE-DAD-IES-EM"

Antocianinas e compostos fendlicos ndo antocianicos presentes
nas uvas foram separadamente analisados de acordo com metodologia
descrita por Rebello et al. (2013).

A separacdo, identificacdo e quantificacdo das antocianinas,
flavondis e derivados do &cido hidroxicindmico nas uvas BRS Carmem e
BRS Magna (fruta inteira, casca e semente) foram realizadas utilizando
sistema cromatografico composto por cromatégrafo Agilent 1100 Series
(Agilent, Alemanha) equipado com detector de arranjo de diodos (Modelo
G1315B, Agilent, Alemanha) e acoplado a um analisador de armadilha de
ions (LC/MSD Trap VL, G2445C VL) por sistema de ionizagdo por
eletronebulizagéo (IES-EM").

Utilizou-se coluna cromatografica de fase reversa Zorbax Eclipse
XDB-C18 (2,1 x 150 mm; particula de 3,5 um, Agilent, Alemanha)
termostatizada a 40 °C, com uma taxa de fluxo de 0,19 mL por minuto.
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Para a separacdo, identificacdo e quantificacdo dos flavan-3-06is
mondmeros, procianidinas dimeras do tipo B e proantocianidinas
presentes nas amostras de casca e semente das uvas BRS Carmem e
BRS Magna foi utlizado sistema cromatografico composto por
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Agilent 1200 Series (Agilent,
Alemanha) equipado com detector de arranjo de diodos (Agilent,
Alemanha) e acoplado ao analisador de massas do tipo hibrido
qguadrupolo-armadilha linear de ions (AB Sciex 3200 Q TRAP, Applied
Biosystems) por sistema de ionizagéo por eletronebulizacéo (IES-EM").

Utilizou-se coluna cromatogréfica de fase reversa Eclipse XDB-C18
(2,1 x 150 mm; particula de 3,5 um, Agilent, Alemanha) termostatizada a

16 °C, com uma taxa de fluxo de 0,10 mL por minuto.

4.5.1 Antocianinas, flavonodis e derivados do acido hidroxicinamico

Para a determinacdo do perfil qualitativo e quantitativo das
antocianinas, aliquotas dos extratos ressuspendidos obtidos das amostras
foram diluidas (1:1, para fruta inteira e 1:2 para casca, v/v) em solucdo de
HCI 0,1N, filtradas (0,20 ym, membrana de poliester, Chromafil PET
20/25, Macherey-Nagel, Diuren, Alemanha) diretamente em vial
cromatografico e injetadas (10 pL) na coluna cromatografica.

Os solventes (Sol.) utilizados na fase moével para analise de
antocianinas foram: Sol. A, acetonitrila/agua/acido férmico, 3:88,5:8,5,
vivlv, e, Sol. B, acetonitrila/agua/acido férmico, 50:41,5:8,5, V/vlv;
enquanto o gradiente linear para estes solventes foi: zero minuto, 94% A
e 6% B; 10 minutos, 70% A e 30% B; 30 minutos, 50% A e 50% B; 34
minutos, 100% B; 36 minutos, 100% B; 42 minutos, 96% A e 4% B; e, 50
minutos, 96% A e 4% B.

Ja para a anélise de flavonois e derivados do acido hidroxicinamico
(DAHC), aliquotas (3 mL) de cada extrato obtido das amostras, em

triplicata, foram submetida a extracdo em fase sélida com auxilio de
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cartucho Bond Elute Plexa PCX (Agilent; 6 cm3, 500 mg de adsorvente),
gque combina uma mistura de adsorvente de fase reversa e troca
catidbnica, com o intuito de obter um extrato livre de antocianinas, que
poderiam interferir notoriamente na separacdo cromatografica e
identificacdo dos compostos de interesse, particularmente, os flavonois
(CASTILLO-MUNOZ et al., 2009a).

Os cartuchos foram previamente condicionados com 5 mL de
metanol e 5 mL de agua. Apds eluicdo das amostras e lavagem dos
cartuchos com 5 mL de solucédo de HCI 0,1N seguido de 5 mL de agua, as
fracOes dos extratos livres das antocianinas foram eluidas com 3 vezes de
5 mL de metanol. Os eluatos foram secos em rotoevaporador (35 °C) e
redissolvidos em 1 mL de solucdo aquosa contendo 20% de metanol.

Os extratos foram entao filtrados (0,20 yum, membrana de poliester,
Chromafil PET 20/25, Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) diretamente em
vial cromatografico e injetados (20 puL) em mesmo sistema cromatogréafico
usado para a analise de antocianinas, mas agora o0s solventes (Sol.)
utilizados na fase madvel foram: Sol. A, acetonitrila/agua/acido férmico,
3:88,5:8,5, v/vlv; e, Sol. B, acetonitrila/agua/acido férmico, 50:41,5:8,5,
vivlv; e, Sol. C, metanol/agua/acido férmico, 90:1,5:8,5, v/v/iv. O gradiente
linear dos solventes utilizados foram: zero minuto, 98% A e 2% B; 8
minutos, 96% A e 4% B; 37 minutos, 70% A, 17% B e 13% C; 51 minutos,
50% A, 30% B e 20% C; 51,5 minutos, 30% A, 40% B e 30% C; 56
minutos, 50% B e 50% C; 57 minutos, 50% B e 50% C; e, 64 minutos,
96% de A e 4% de B.

Para a identificacdo, um analisador de armadilha de ions (ion trap)
IES-EM/EM foi usado no modo positivo (para determinacdo das
antocianinas) e no modo negativo (para determinagdo de flavondis e
derivados do acido hidroxicinamico) de acordo com o0s seguintes
parametros descritos por Rebello et al. (2013): gas de secagem, N2, 8
L/min; temperatura de secagem, 325 °C; nebulizador, N2, 50 psi;

parametros de ionizagdo e fragmentagdo foram otimizados através da
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infusdo direta de solu¢des padréo apropriadas (malvidina-3-glicosideo e
malvidina-3,5-diglicosideo no modo de ionizagdo positivo; quercetina-3-
glicosideo e acido caftarico no modo de ionizacdo negativo,
respectivamente para flavondis e DAHC); faixa de scan, 50-1200 m/z.

A identificacdo foi, principalmente, baseada nos dados de
espectroscopicos UV-vis e EM/EM obtidos de padrbes originais, ou
descobertas anteriores (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009a; LAGO-
VANZELA et al., 2011a, b; REBELLO et al., 2013). Para a quantificacao,
0s compostos obtidos nos cromatogramas-DAD foram extraidos a 520 nm
(antocianinas), 360 nm (flavonodis) e 320 nm (derivados do acido

hidroxicinamico). As analises foram realizadas em triplicata.

4.5.2 Flavan-3-6is monbémeros e dimeros, proantocianidinas e

estilbenos

A estratégia usada para analisar este grupo complexo de
compostos fendlicos consistiu em:
i) numa primeira etapa, separar os compostos individualmente por CLAE
e identificar utilizando o analisador de massas com ionizacdo por
eletrospray, bem como quantifica-los utilizando o tipo de varredura do
analisador por monitoramento de reacdes multiplas (MRM), bem como os
padrées disponiveis. Assim foi possivel identificar os flavan-3-6is
mondmeros (C, EC, GC, EGC, CG, ECG, GCG, EGCQG) e alguns dimeros
(proantocianidinas tipo B, como PB1, PB2 e PB 4);
i) por outro lado, avaliar as caracteristicas estruturais por meio de todos
agueles flavan-3-0is que ndo eram mondmeros, isto €, desde dimeros,
trimeros, oligdmeros até polimeros. Para tanto, utilizou-se uma reagéo de
despolimerizacdo assistida com um reagente nucledfilo (pirogalol) que
captura as unidades liberadas. Nesta despolimerizacdo das
proantocianinas, liberam-se para cada composto “unidades terminais”

como flavan-3-6is mondmeros e, o restante em “unidades de extensao”,
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no qual se encontram os derivados pirogalol de cada um dos flavan-3-6is
mondmeros que foram sendo liberados das proantocianidinas, a medida
que ocorreu a despolimerizacao, tais etapas serdo melhor descritas a
seqguir.

Para a andlise dos flavan-3-6is monémeros, procianidinas dimeras
do tipo B e proantocianidinas presentes nas amostras de casca e
semente das uvas BRS Carmem e BRS Magna, aliquotas de 2 mL de
cada extrato foram misturadas com 12 mL de agua para possibilitar a
realizacdo de extracdo em fase soélida com cartucho SPE-C18 (Waters®
Sep-Pak Plus, 820 mg de adsorvente), que foi previamente condicionado
com 5 mL de metanol e 5 mL de agua.

ApOs a eluicdo de cada extrato diluido, em triplicata, pelo cartucho,
este Ultimo foi seco sob presséo reduzida e 15 mL de metanol seguido de
5 mL de acetato de etila foram eluidos para recuperar os compostos
fendlicos de interesse adsorvidos. O eluato foi recolhido, o solvente
evaporado com o auxilio de rotoevaporador (35 °C) (Modelo Hei-Vap
Advantage, Heidolph Research Made Easy,) e, o residuo dissolvido em
metanol (2 mL).

Cada 0,25 mL dos extratos, previamente submetidos a extragédo em
fase sdlida, foi diluido com 4,75 mL de solucdo contendo agua e acido
formico (98,5:1,5, v/v) diretamente em vial cromatogréfico e injetado (10
pL) na coluna cromatografica.

A informacdo estrutural das proantocianidinas foi obtida pelo
método de despolimerizacdo por catalise acida induzida por pirogalol
(BORDIGA et al.,, 2013). Para tanto, 0,50 mL da solucdo de pirogalol,
composta por 100 g/L de pirogalol e 20 g/L acido ascérbico em solugéo
metandlica contendo HCI 0,3N foi adicionado de 0,25 mL de cada extrato,
previamente submetido a extracdo em fase sélida e, entdo a mistura foi
mantida a 30 °C por 40 minutos. ApoOs finalizada a reacdo foram

adicionados a cada mistura 2,25 mL de acetado de s6dio 67 mM e 2 mL
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de 4gua, sendo entdo as amostras preparadas para etapa de injecao no
cromatdgrafo.

As amostras (antes e depois da reacdo de despolimerizacdo por
catalise-acida) foram injetadas (10 pL) no cromatografo utilizando a
seguinte fase mével: Sol. A, dgua/metanol/acido férmico, 97:2:1, viviv e
Sol. B, metanol. O gradiente linear do solvente B foi: zero minuto, 5%; 2
minutos, 5%; 25 minutos, 30%; 40 minutos, 55%; 50 minutos, 65%; 55
minutos, 95%; 65 minutos, 95%; 70 minutos, 5%; e, 80 minutos, 5%.

Para identificagdo dos compostos citados foi utilizado o sistema de
varredura IES-EM/EM operado no modo de ionizacdo negativo, sendo
utilizado uma combinacdo de experimentos de -EEM (referentes aos ions
moleculares, condicdes EM) e de -EPI (referentes aos ions produtos,
condicdbes EM/EM). Ja para a quantificacdo foi utilizado modo de
aquisicdo por monitoramento de reacdes multiplas (MRM, condicdes
EM/EM), as condi¢cdes do analisador de massas para ambos os tipos de
varredura empregados sdo similares as relatadas por Rebello et al.
(2013).

Para a identificacdo e a quantificacdo dos estilbenos (trans e cis
isdmeros do resveratrol e piceido) foram obtidos os cromatogramas de
ions extraidos por MRM, apds selecdo das seguintes massas cargas
(m/z) de transicao caracteristicas: 389-227 para o isdbmero piceido e, 227-
185 para os isbmeros do resveratrol.

Para a identificacdo e a quantificacdo dos diversos flavan-3-éis,
foram utilizados os seguintes padrdes de monémeros: (+)-catequina, (-)-
epicatequina, (-)-epigalocatequina, (-)-galocatequina, (-)-catequina-3-
galato, e (-)-epicatequina-3-galato. Assim como foram usados o0s
seguintes padrdes de dimeros: procianidinas B1, B2 e B4, usando (+)-
catequina como padrao externo.

Obtiveram-se, primeiramente, os fatores de resposta de cada um
dos compostos anteriores com relacdo ao padréo de (+)-catequina, por

injecdo conjunta; depois, em cada série de analises, o padrdo externo de
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(+)-catequina foi sendo injetado no inicio e final de cada série para
realizar a correcdo de desvios que se produzem dependendo do nivel de
resposta do detector de massas.

A concentracao total de proantocianidinas poliméricas foi expressa
em equivalente de (+)-catequina. Os resultados da analise estrutural para
0s principais tipos de flavan-3-0is presentes nas cascas e sementes das
cultivares estudadas foram obtidos apds realizacdo dos seguintes

céalculos:

e Grau médio de polimerizagcdo (mDP), por meio da Equacéo 1:

Unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM)

unidades terminais (mM)

mDP =

(Equacio 1)

e Porcentagem de galoilagcéo (gal), por meio da Equacéo 2:

¥ galatos em unidades terminais e de extensdo
unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM)

% gal = 100 x

(Equacio 2)

Para esta porcentagem contribuem todas as unidades integrantes
das proantocianidinas (como unidades de extensdo e terminais) que
contém uma ligacdo éster 3-galato, que englobam os compostos (-)-
catequina-3-galato (CG) e (-)-epicatequina-3-galato (ECG).

e Somatorio das unidades de extenséo, por meio da equacgao 3:

Unidades de extensiio = I monomeéricas pirogaloiladas

(Equacio 3)
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e Somatorio das unidades terminais, por meio da Equacéo 4:

Unidades terminais = T monémeros apos a reacio — Emondmeros iniciais

(Equacio 4)

e Porcentagens de unidades terminais e de extensdo apresentadas
por tipo de flavan-3-6is, por meio das Equacdes 5 e 6:

unidade terminal (N){mM)

T unidades terminais (mM)

04 unidade terminal N= 100 x

(Equacio 5)

unidade de extensio (P)(mM)

% unidade extensdoP = 100x
’ ¥ unidades de extensio (mM)

(Equacio 6)

Podendo as unidades de extensado e/ou terminais serem expressas
em funcdo dos seguintes flavan-3-0is: (+)-catequina (C), (-)-catequina-3-
galato (CG), (-)-catequina-3-galato (EC), (-)-galocatequina (GC), (-)-
epicatequina-3-galato (ECG) e (-)-epigalocatequina (EGC). Sendo N, as
derivacdes de C, EC, GC, EGC, CG ou ECG para as unidades terminais;
e P, as derivacdes de C, EC, GC, EGC e CG para as de extenséo.

e Porcentagem de prodelfinidinas, por meio da Equacéo 7:

% prodelfinidinas =

T (GC+ EGC + EGCG)terminais e pirogaloiladas

100 x
unidades terminais (mM) + unidades de extensdo (mM)

(Equacio 7)
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Para esta porcentagem compreendem todas as unidades
integrantes das proantocianidinas (como unidades de extensdo e
terminais) que contém um anel B do tipo trisubstituido, pelo qual
denomina-se prodelfinidina, dada em funcédo de que ao despolimerizar-se
a proantocianidina, em meio acido, se origina a delfinidina. Para estas
caracteristicas sdo englobados os seguintes compostos: galocatequina
(GC) e (-)-epigalocatequina (EGC).

4.6 Anélises Estatisticas

Uma andlise univariada de test T de Student foi realizada para
permitir verificar diferencas na porcentagem molar de cada composto
fendlico bem como nas concentragfes totais das classes de compostos
fendlicos (antocianinas, flavondis, derivados do acido hidroxicinamico,
estilbenos, flavan-3-6is mondémeros e dimeros e proantocianidinas)
estudados entre as amostras de BRS Carmem e BRS Magna referentes
as uvas inteiras, cascas e sementes, enquanto uma analise multivariada
(analise de componentes principais - ACP) de cada classe de compostos
para as mesmas amostras foi realizada para reduzir o namero de
variaveis bem como a deteccdo de “outlier’, tendéncias e uma visao
global do estudo.

Para a construcao dos graficos foram escolhidos os componentes
principais (PCs) que permitiram uma melhor separacdo entre as amostras
das partes comestiveis das uvas BRS Carmem e BRS Magna. No texto
foram consideradas as variaveis (compostos fendlicos de cada classe
quimica, bem como as concentracdes totais referentes a cada classe)
mais correlacionadas com cada componente principal (CP) (“Rotated
Component Matrix”, > 0,08), portanto apés o nome do composto fendlico
foi descrito, em parénteses, sua sigla seguida pelo valor “Rotated
Component Matrix”. Todas as andlises estatisticas foram realizadas no
programa estatistico IBM SPSS Sytatistics (SPSS Inc., IBM), versao 20.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Identificacdo e quantificacdo por CLAE-DAD-IES-EM" dos

compostos fendlicos presentes nas uvas BRS Carmem e BRS Magna

5.1.1 Antocianinas

A BRS Magna é uma uva tintureira e por isto apresenta
antocianinas tanto na casca como na polpa, enquanto a BRS Carmem
apresenta antocianinas apenas na casca.

Os ions moleculares e ions produtos gerados com o IES-EM/EM e
as proporcbes molares referentes a cada antocianina identificada estéo
apresentadas na Tabela 5. A identificacdo das antocianinas foi baseada,
principalmente, na comparacao entre as caracteristicas espectrais de ion
molecular e dos ions produtos gerados com IES-EM/EM, acoplado a DAD
UV-Vis para valores maximos de comprimento de onda das amostras,
com aqueles obtidos com os padrdes auténticos ou previamente relatados
na literatura (LAGO-VANZELA et al., 2011b; CASTILLO-MUNOZ et al.,
2009b; REBELLO et al., 2013).

Detectou-se um total de 26 e 24 antocianinas nas frutas inteiras de
BRS Carmem e BRS Magna, respectivamente, enquanto que nas cascas
da uva BRS Magna foram detectadas 23 antocianinas. Os cromatogramas
obtidos para as antocianinas (frutas inteiras da BRS Carmem e BRS
Magna e as cascas da BRS Magna) estdo apresentados na Figura 12,
onde o0s numeros dos compostos dos cromatogramas estao
correlacionados com os da Tabela 5.

Na Figura 13 pode-se observar os cromatogramas de ions
extraidos no modo de ionizacdo positivo para os valores de m/z
correspondentes as diferentes agliconas, exemplificando para as cascas

da cultivar BRS Carmem.
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Tabela 5. Caracteristicas espectrais EM e EM/EM das antocianinas
identificadas nas uvas BRS Carmem (frutas inteiras) e BRS Magna (frutas

inteiras e cascas) por

CLAE-DAD-IES-EM/EM (modo positivo de

ionizacao), proporcdo molar (valor médio + desvio padrdo, n = 3) e
concentracdo de diglicosiladas (como equivalente de malvidina-3,5-
diglicosideo), de monoglicosiladas (como equivalente de malvidina-3-
glicosideo) e de total (como equivalente de malvidina-3,5-diglicosideo).

fon molecular;

Proporcao Molar (%)

N lons produtos  Denominagdo®  pRrs Carmem BRS Magna BRS Magna
(m/2) Fruta inteira Fruta inteira Casca

1 627; 465, 303 dp-3,5-diglc 27,52A+4,68 14,91Ba+0,30 14,75a+0,41
2 611; 449, 287 cy-3,5-diglc 1,77A+0,49 1,37Aa+0,07 1,33a+0,16
3 641; 479, 317 pt-3,5-diglc 14,00A+1,65 10,15Ba+0,20 10,69a+0,76
4 625; 463, 301 pn-3,5-diglc 2,83A+0,70 2,02Aax0,03 2,14a+0,31
5 655; 493, 331 mv-3,5-diglc 13,47A+1,52 12,40Aa+0,21 13,08a+1,41
6 667; 505, 463,301 pn-3-acglc-5-glc 0,16A+0,04 0,09Bb+0,02 1,04a+0,25
7 697,535, 493, 331 mv-3-acglc-5-glc 0,64A+0,28 0,22Aa+0,02 0,35a+0,11
8 773; 611, 465, 303 dp-3-cmglc-5-glc 25,34B+1,39 37,97Aax0,74 36,49a+2,52
9 757,595, 449, 287 cy-3-cmglc-5-glc 1,72B+0,34 3,02Aa+0,09 2,71b%0,02
10 787; 625, 479, 317 pt-3-cmglc-5-glc 4,40B+0,62 8,22Aa+0,49 8,73a+0,80
11 771, 609, 463, 301 pn-3-cmglc-5-glc 1,30A+0,65 1,16Aa+0,03 1,04a+0,10
12 801; 639, 493, 331 mv-3-cmglc-5-glc 6,53A+2,49 7,81Aa+0,13 7,37a+0,35
13 789, 627, 465, 303  dp-3-cfglc-5-glc 0,33B+0,10 0,65Aa+0,12 0,30b+0,04
14 465; 303 dp-3-glc 32,37A%4,00 20,57Bat0,53 20,25a+1,50
15 449; 287 cy-3-glc 4,01A+0,28 3,49Ba+0,15 1,96b+0,49
16 479; 317 pt-3-glc 6,33A+0,94 5,00Ab+0,58 7,08a+0,29
17 463; 301 pn-3-glc 1,58A+0,77 0,40Aazx0,15 0,51a+0,11
18 493; 331 mv-3-glc 3,26A+1,24 1,23Ab+0,62 2,62a+0,27
19 507; 465,303 dp-3-acglc 2,19A+0,37 0,83B+0,03 ND

20 521, 479, 317 pt-3-acglc 1,25+0,29 ND ND

21  535; 493, 331 mv-3-acglc 0,78+0,31 ND ND

22 611; 303 dp-3-cmglc 40,06B+1,94 61,26Aa+0,73 59,82a+2,49
23 595; 287 cy-3-cmglc 1,83B+0,19 2,75Aa+0,09 2,68a+0,17
24 625; 317 pt-3-cmglc 4,19A+0,45 3,44Ab%0,22 4,12a+0,12
25 609; 301 pn-3-cmglc 0,52A+0,25 0,26Aa+0,01 0,20b+0,02
26 639; 331 mv-3-cmglc 1,65A+0,63 0,78Aa+0,03 0,76a+0,04

Diglicosiladas
(mg mv-3,5-diglc/kg uva)
Monoglicosiladas
(mg mv-3-glc/kg uva)
Ratio 3,5-diglc/3-glc

3739,48A+776,47 3977,78Aa+213,32 3657,21a+404,61

1202,71A+145,09 754,52Ba+38,52 642,94a+93,63
3,09B+0,29 5,27Aa+0,11 5,71a+0,29

Total (mg mv-3,5-diglc/kg uva) 5337,40A+965,11 4980,23Aa+261,55 4511,42a+524,11

N, nimero do composto.'Denominacéo, Abreviacdo da nomenclatura: dp, delfinidina; cy, cianidina;
pt, petunidina; pn, peonidina; mv, malvidina; glc, glicosideo; diglc, diglicosideo; acglc, 6"-acetil-
glicosideo; cmglc, 6"-p-cumaril-glicosideo; cfglc, 6"-cafeil-glicosideo. ND, ndo detectado. As
propor¢Bes molares estdo calculadas separadamente para as antocianinas monoglicosiladas e
diglicosiladas, totalizando cada grupo 100%. A, B: letras mailsculas iguais na mesma para fruta
inteira indicam que ndo ha diferenca estatistica, com nivel de significancia de 0,05. a, b: letras
minudsculas iguais na mesma linha para fruta inteira e casca da mesma uva (BRS Carmem e BRS
Magna) indicam que néo hé diferenca estatistica, com nivel de significancia de 0,05.
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Figura 12. Cromatogramas das antocianinas presentes nas uvas BRS
Carmem (fruta inteira, a), BRS Magna (fruta inteira, b; e cascas, c),
obtidos por CLAE-DAD a 520 nm (A identificacdo dos picos esta

apresentada na Tabela 5).

mAL 1 a
10+22




55

Figura 13. Cromatogramas de ions extraidos (EIC) no modo de ionizagédo

positivo para os valores de m/z correspondentes as diferentes agliconas
(303, dp; 287, cy; 317, pt; 301, pn; 331, mv). Exemplificado para as

cascas da uva BRS Carmem.
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Pela Figura 13 é possivel observar os seguintes padrbes de
fragmentacao:

i) para antocianinas monoglicosiladas ndo aciladas: presenca de ion
molecular ([M]*) de m/z 465, 449, 479, 463 e 493 para 0s respectivos
derivados da dp, cy, pt, pn € mv e um unico ion produto de m/z 303, 287,
317, 301 e 331, respectivamente, gerado a partir da perda de uma
unidade de hexose ([M-162]*), assumida como glicose;

i) antocianinas diglicosiladas ndo aciladas: presenca de ion molecular
(IM]*) de m/z de 627, 611, 641, 625 e 655 para os respectivos derivados
da dp, cy, pt, pn e mv e dois ions produtos produzidos pela perda
independente e consecutiva de duas unidades de glicose ([M-162]* e [M-
162-162]*) ligadas na posicdo C-3 e C-5 dos anéis C e A,
respectivamente, das referidas antocianidinas;

iii) derivados p-cumarilados das antocianinas monoglicosiladas e
diglicosiladas: presenca de ion molecular ([M]*) de m/z 611, 595, 625, 609
e 639 e 773, 757, 787, 771 e 801, respectivamente, compativel com as
estruturas das antocianidinas dp, cy, pt, pn e mv, além de um ion produto
de m/z 303, 287, 317, 301 e 331, no caso das monoméricas, decorrente
da perda do glicosideo ligado ao grupo cumaril ([M-308]*) na posicédo C-3
no anel C das antocianidinas. No caso das antocianinas diglicosiladas, ha
a visualizacdo de trés ions produtos, gerados em funcdo da perda
independente e consecutiva da glicose ligada na posicdo C5 do anel A
(IM-162]*) e, do residuo p-cumaril-glicosideo ligado na posicao C-3 do
anel C ([M—-308]").

Um perfil de antocianinas complexo foi observado devido a
presenca das cinco principais antocianidinas (agliconas), a saber,
delfinidina (dp), cianidina (cy), peonidina (pn), petunidina (pt) e malvidina
(mv), com diferenciados padrbes de substituicdo. N&o h& evidéncias
cromatograficas (uso de padrdo auténtico), nem evidéncia de espectro de
massa, da ocorréncia de antocianinas derivadas da pelargonidina nas

cultivares estudadas.
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Resultado similar foi relatado por Lago-Vanzela et al. (2011b) para
a uva Bordd (Vitis labrusca), por Fraige et al. (2014) para a uva hibrida
IAC 138-22 (Syrah x Seibel 11342), também conhecida como Maximo, e
por Rebello et al. (2013) para as partes comestiveis da uva BRS Violeta
(BRS Rubea x IAC 1398-21). Por outro lado, alguns estudos ja relataram
a presenca desta antocianina monoglicosilada em uva Garnacha Tintorera
(Vitis vinifera) (CASTILLO-MURNOZ et al., 2009b), bem como na sua forma
diglicosilada na uva Vitis amurensis (ZHAO; DUAN; WANG, 2010).

Nas amostras estudadas (frutas inteiras da BRS Carmem e BRS
Magna e cascas da BRS Magna) h& presenca tanto de antocianinas
monoglicosiladas quanto diglicosiladas, sendo as diglicosiladas
predominantes. Os resultados apresentados corroboram com a
genealogia das uvas, apresentada pela Embrapa (CAMARGO; MAIA;
RITSCHEL, 2010; RITSCHEL et al.,, 2012), uma vez que grande
contribuicdo na hibridizacdo destas cultivares € dada por uvas nao
viniferas, e estas apresentam predominancia de antocianinas
diglicosiladas.

Outras cultivares estudadas pelo grupo de pesquisa do Laboratorio
de Processamento de Frutas e Hortalicas da Universidade Estadual
Paulista, campus de Séo José do Rio Preto, em parceria com Universidad
de Castilla-La Mancha, Instituto Regional de Investigacion Cientifica
Aplicada, na Espanha, apresentaram resultados similares. Para
exemplificar, pode-se citar a cultivar tintureira BRS Violeta (BRS Rubea x
IAC 1398-21), no qual had predominéancia de antocianinas diglicosiladas
tanto nas cascas (90%) quanto na polpa (99%) (REBELLO et al., 2013) e
para a uva Bordd, com 90% de antocianinas diglicosiladas nas cascas
(LAGO-VANZELA et al., 2011b).

Fraige et al. (2014) também relataram a presenca tanto de
antocianinas diglicosiladas como de monoglicosiladas na uva Maximo. Em
contraste, antocianinas de uvas viniferas (Vitis vinifera) e suas hibridas

primarias (interespécies) sdo derivadas quase exclusivamente de



58

antocianinas monoglicosiladas, como malvidina-3-glicosideo e seus
derivados (principalmente derivados acetilados e p-cumarilados)
majoritarios (HERMOSIN-GUTIERREZ; GARCIA-ROMERO, 2004; LAGO-
VANZELA et al., 2011b).

A ocorréncia de antocianinas diglicosiladas é um indicador de
origem usado para distinguir uvas viniferas das ndo viniferas e seus
produtos (OIV, 2011). Nas uvas estudadas, comparativamente com outras
uvas hibridas como a BRS Violeta (REBELLO et al., 2013) e a Bordd
(LAGO-VANZELA et al., 2011b), a proporcdo de antocianinas
monoglicosiladas totais foi maior, sendo de aproximadamente 30% para a
BRS Carmem e 20% para a BRS Magna enquanto que para as uvas
citadas observou-se, aproximadamente, 10%.

Para todas as amostras, detectou-se as 5 principais antocianinas
monoglicosiladas e diglicosiladas derivadas da dp, cy, pt, pn e mv, tanto
na forma ndo aciladas quanto p-cumarilada. Tanto para a BRS Carmem
guanto para as amostras de BRS Magna encontraram-se as antocianinas
diglicosiladas acetiladas derivadas da peonidina e malvidina e a
antocianina diglicosilada cafeilada derivada da delfinidina. Deve-se
destacar que nos espectros EM/EM destas amostras, € possivel observar
a perda de um fragmento neutro de glicosideo ligado a um grupo acetil
(204 u) ou de um glicosideo ligado a um grupo cafeil (324 u), gerando os
ions produtos apresentados na Tabela 5 para as antocianinas acetiladas
(Compostos 6 e 7) e cafeilada encontradas (Composto 13),
respectivamente. Ja para as antocianinas monoglicosiladas acetiladas, foi
identificado a presenca das derivadas da delfinidina, petunidina e
malvidina na uva BRS Carmem (Compostos 19, 20 e 21), enquanto
apenas a antocianina derivada da delfinidina foi encontrada na amostra
de uva inteira da BRS Magna.

De maneira geral, ha maior proporcédo de derivados acilados da
delfinidina nas amostras, sobretudo os derivados p-cumarilados, tanto na

forma diglicosilada quanto na forma monoglicosilada. Rebello et al.
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(2013), ao determinar o perfil qualitativo e quantitativo de antocianinas
presentes nas partes comestiveis da uva BRS Violeta (BRS Rubea x IAC
1398-21) observaram também predominio dos derivados p-cumarilados
da delfinidina diglicosilada. Por outro lado, a literatura demonstra que
algumas uvas ndo-viniferas apresentam predominancia de malvidina
diglicosilada e os resultados quantitativos s&o comumente expressos em
malvidina-3,5-diglicosideo (MUNOZ-ESPADA et al., 2004). Em contraste,
malvidina-3-glicosideo e seus derivados, principalmente acetilados e p-
cumarilados sdo as antocianinas majoritarias de wuvas Vviniferas
(HERMOSIN-GUTIERREZ; GARCIA-ROMERO, 2004).

A antocianina monoglicosilada acetilada derivada da delfinidina
(dp-3-acglc) foi encontrada apenas na amostra de BRS Magna inteira, o
que sugere que este composto esta presente apenas na polpa da BRS
Magna (Tabela 5). E possivel observar que as antocianinas
monoglicosiladas acetiladas derivadas da petunidina (pt-3-acglc) e da
malvidina (mv-3-acglc) foram detectadas apenas na BRS Carmem. Assim,
estes compostos podem ser usados como marcadores para diferenciar
estas duas cultivares.

Comparando os resultados guantitativos entre as duas cultivares é
possivel observar qgue a BRS Magna apresenta uma proporcdo de
antocianinas diglicosiladas superior a de monoglicosiladas. Ao expressar
os resultados da concentracdo de antocianinas totais em diglicosilada
(mv-3,5-diglicosiladas), ja que sdo as majoritarias em ambas as frutas,
observa-se que as concentragcbes totais ndo apresentaram diferenca
significativa. Embora estes resultados sejam preliminares, ja que as
analises foram realizadas com amostras de uma unica safra e os desvios
padroes tenham sido altos, observa-se, para as duas cultivares
estudadas, concentragcdes de antocianinas (mg/kg, como malvidina-3,5-
diglicosideo) elevados e dentro da faixa relatada para cultivares hibridas
como a Colobel e a Lomanto (concentracdes médios de 4210-6030

mg/kg), porém, superiores aos relatados para outras uvas, tal como
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Concord (Vitis labrusca), Marechal Foch (Vitis rupestris e Vitis vinifera) e
Norton (Vitis aestivalis), que apresentaram concentracdes entre 1116 e
2750 mg/kg (MUNOZ-ESPADA et al., 2004); Nidgara Rosada (Vitis
labrusca) (ABE et al., 2007) e Bordd (Vitis labrusca) (ABE et al., 2007;
LAGO-VANZELA et al., 2011b) que apresentaram concentracbes entre
146 e 3779 mg/kg; Muscadine (Vitis rotundifolia) com concentracdo entre
468 e 738 mg/kg como cianidina equivalente, que corresponde a 112 a
177 mg/kg de equivalente de malvidina-3,5-diglicosideo (HUANG et al.,
2009), bem como da uva BRS Violeta com concentracdo total de
antocianinas de 3949 mg/kg (REBELLO et al., 2013).

Comparando a concentracdo de antocianinas totais das cascas da
uva BRS Magna com a relatada para as cascas da uva BRS Violeta,
observa-se que a concentracdo (mg/kg, como malvidina-3,5-diglicosideo)
presente nas cascas da BRS Magna (4511) foi superior ao da BRS
Violeta (3932) (REBELLO et al., 2013). No entanto, deve-se ressaltar que
as amostras de uvas utilizadas para a comparacao descrita anteriormente
nao correspondem a mesma safra e, por conseguinte, as mesmas
condigbes climéticas de cultivo, fatores estes que influenciam
marcadamente na concentracédo total de antocianinas nas frutas.

Estudos do grupo de pesquisa do Laboratério de Processamento
de Frutas e Hortalicas da Universidade Estadual Paulista, Campus de Sao
José do Rio Preto, ja constataram que quando BRS Magna e BRS Violeta
foram coletadas na mesma regido e safra, a concentracdo total de
antocianina das uvas da BRS Magna foi inferior ao apresentado por
Tavares et al. (2015) para a uva BRS Violeta.

Avaliando a concentracdo de antocianinas totais presentes nas
cascas e fruta inteira de BRS Magna, pode-se observar que as cascas
corresponderam a aproximadamente 91% da concentragdo encontrada
nas frutas inteiras. Este resultado esta dentro da faixa encontrada para
outras cultivares tintureiras como a Garnacha (CASTILLO-MUNOZ et al.,
2009b) e a BRS Violeta (LAGO-VANZELA et al, 2013), que
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apresentaram, respectivamente, 79-81% e mais que 99% de antocianinas
nas cascas em compara¢ao com a polpa.

Uma analise multivariada de componentes principais foi realizada
para mostrar as principais diferencas qualitativas (% molar das
antocianinas individuais), bem como as quantitativas (concentracao de
monoglicosiladas e de diglicosiladas, além do total expresso em
diglicosiladas, que sdo as majoritarias) entre as antocianinas presentes
nas BRS Carmem e BRS Magna (fruta inteira), bem como entre as
antocianinas presentes nas amostras de BRS Magna (fruta inteira e
casca).

O componente principal 1 (CP-1) apresentou porcentagem de
variancia de 45,03%, o 2 (CP-2) de 35,99% e o 3 (CP-3) de 13,13%,
sendo que a melhor diferenciagdo entre as amostras foi obtida ao
representa-las no plano formado pelo CP-1 e CP-3, sendo que juntos
apresentaram uma explicacao de 58,16% da variacao.

A Figura 14a mostra o grafico das amostras de BRS Carmem e
BRS Magna, sendo que no CP-1 foi possivel diferenciar as amostras de
fruta inteira das duas cultivares, BRS Magna da BRS Carmem, enquanto
o CP-3 permitiu diferenciar as amostras de uva inteira da BRS Magna das
suas referentes cascas.

A uva BRS Carmem foi alocada no lado positivo do CP-1 e CP-3
enquanto a uva BRS Magna (inteira) foi alocada no lado negativo do CP-1
e positivo do CP-3 e as amostras referentes a suas cascas foram
alocadas no lado negativo do CP-1 e CP-3. As amostras ficaram alocadas
proximas as variaveis (compostos quimicos) que as caracterizam.

Ao analisar a Figura 14b, o lado positivo do CP-1 foi carregado
principalmente pelos compostos: delfinidina monoglicosilada (dp-3-glc,
0,96) e diglicosiladas derivadas da delfinidina (dp-3,5-diglc, 0,99), da
cianidina (cy-3,5-diglc, 0,89) e da petunidina (pt-3,5-diglc, 0,97), além da
somatoria das antocianinas monoglicosiladas (mg/kg fruta (3-gic), 0,94).



62

Figura 14. Analise de componentes principais (a) das amostras de fruta inteira de uvas BRS Carmem (CAR-FRU) e de BRS Magna
(MAG-FRU), e das amostras de casca de uvas BRS Magna (MAG-CAS) e (b) da composi¢éo de antocianinas.
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Abreviacao: dp, delfinidina; cy, cianidina; pt, petunidina; pn, peonidina; mv, malvidina; glc, glicosideo; diglc, diglicosideo; acglc,
6"-acetil-glicosideo; cmglc, 6"-p-cumaril-glicosideo; cfglc, 6"-cafeil-glicosideode; soma mg/kg, somatorio em mg por kg de
relacdo entre antocianinas diglicosiladas e

antocianinas monoglicosiladas ou diglicosiladas;
monoglicosiladas.

Ratio 3,5-diglc/3-glc,
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O lado negativo do CP-1 foi carregado por algumas antocianinas p-
cumariladas tanto na forma monoglicosilada (cy-3-cmglc, -0,94; dp-3-cmglc, -
0,83) quanto na forma diglicosilada (pt-3-cmglc-5-glc, -0,91; cy-3-cmglc-5-glc,
-0,93; dp-3-cmglc-5-glc, -0,86). O lado positivo do CP 3 foi carregado pelo
composto cafeilado derivado da delfinidina diglicosilada (dp-3-cfglc-5-glc,
0,81), enquanto o lado negativo do CP-3 pela peonidina diglicosilada
acetilada (pn-3-acglc-5-glc, -0,89).

As amostras de BRS Carmem (inteira), quando comparada as
amostras de BRS Magna (inteira), apresentaram maior concentracao de
antocianinas monoglicosiladas (somatéria de 3-glc), evidenciando maior
propor¢cdo da delfinidina (dp-3-glc) e de derivados nao acilados de 3,5-
diglicosidios, em particular dos de delfinidina (dp-3,5-diglc), petunidina (pt-
3,5-diglc) e cianidina (cy-3,5-diglc) e, menores quantidades de algumas
antocianinas p-cumariladas (cy-3-cmglc, dp-3-cmglc, pt-3-cmglc-5-glc, cy-3-
cmglc-5-glc, dp-3-cmglc-5-gic). Com relacdo as amostras de BRS Magna
(inteira e cascas) foi possivel observar, para ambas, maiores proporcdes de
algumas antocianinas p-cumariladas (pt-3-cmglc-5-glc, cy-3-cmglc, cy-3-
cmglc-5-glc, dp-3-cmglc e dp-3-cmglc-5-glc). Vale ressaltar que para a BRS
Magna a antocianina diglicosilada cafeilada derivada da delfinidina (dp-3-
cfglc-5-glc) foi o principal marcador das amostras da fruta inteira enquanto
gue a antocianina diglicosilada acetilada derivada da peonidina (pn-3-acglc-5-
glc) foi o principal marcador das amostras de casca.

As diferencas encontradas na composi¢do de antocianinas da fruta
inteira com a casca da BRS Magna se explicam pelo fato desta cultivar ser
tintureira, ou seja, apresentar antocianinas tanto nas cascas quanto na polpa.
Com isto, a presenca da dp-3-acglc na fruta inteira e sua auséncia na casca
inferi que este composto se encontra presente somente na polpa desta
cultivar, sendo indicado como marcador desta parte comestivel da uva.
Diante do apresentado, os resultados da Anédlise de Componentes Principais
(ACP) confirmaram e complementaram o0s resultados apresentados na
Tabela 5.
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5.1.2 Flavonois

Os flavondis estdo normalmente presentes tanto nas cascas quanto na
polpa das uvas. Observa-se no presente trabalho, predominancia destes
compostos nas cascas das BRS Carmem e BRS Magna. Além disto, pelos
resultados médios apresentados na Tabela 6, pode-se verificar que a fruta
inteira da uva BRS Magna apresentou maior concentracao total de flavondis
(436,84 mg Q-3-glc/kg uva) quando comparado com a fruta inteira da BRS
Carmem (397,66 mg Q-3-glc/kg uva). Os cromatogramas obtidos para
flavonais (frutas inteiras e as cascas) estdo apresentados na Figura 15, onde
0s numeros dos compostos dos cromatogramas estdo correlacionados com
os da Tabela 6.

No caso da BRS Carmem, 98,52% da concentracédo total de flavonois
esta presente nas cascas, resultado este muito similar ao da uva Bordd,
descrito por Lago-Vanzela et al. (2011b), que também tem auséncia de
antocianinas na polpa. Ja para a BRS Magna, os flavondis se encontram
tanto nas cascas como na polpa, embora de forma mais abundante na casca
(62,05% do total). Este resultado foi coerente com o fato de que esta cultivar
€ tintureira e os mecanismos que produzem a ativacdo da biossintese de
suas antocianinas na polpa da uva também ativam a de flavondis, ja que
compartilham grande parte da rota biossintética (CASTILLO-MUNOZ, 2009).
Resultados similares com relagcdo a proporcdo de flavonois nas cascas e
polpa de uvas tintureiras sdo descritas na literatura para as uvas Garnacha
tinorera (V. vinifera) (CASTILLO-MUNOZ, 2009) e BRS Violeta (V. labrusca)
(Rebello et al., 2013).

Quantitativamente, as cascas da uva BRS Carmem apresentaram
maior concentracdo de flavonais totais (391,77 mg Q-3-glc/kg uva, ou 844,33
umol Q-glc/kg uva) que os determinados nas cascas da BRS Magna (271,08

mg Q-3-glc/kg uva, ou 584,22 umol Q-glc/kg uva).
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Tabela 6. Caracteristicas espectrais EM e EM/EM, propor¢do molar (valor
médio * desvio padrdo, n = 3) dos flavonois identificados nas uvas BRS
Carmem e BRS Magna (fruta inteira e cascas) por CLAE-DAD-IES-EM/EM,
perfil de flavonois por tipo de aglicona e concentracdo total expresso em mg
equivalente de quercetina/kg de uva.

fon pseudo- Proporcéo Molar (%)
N I[gtrj]lsecular; Denom.. BRS Carmem BRS Carmem BRS Magna BRS Magna
?r:](;;j)utos Fruta inteira Casca Fruta inteira Casca
1 493;317 M-glcU 5,56aA+1,05 4,60a+0,48 3,04bA+1,21 6,20a+0,97
2 479; 317 M-gal 2,51aA+0,32 1,19b+0,18 2,62aA+0,63 1,46a+0,52
3 479;317 M-glc 73,19aA+1,31  60,32b+7,21  44,19bB+4,39 60,79at5,29
4 477;301 Q-glcU 4,93aA+0,96 5,29a+1,73 7,95aA+2,68 14,11a+2,92
5 463;301 Q-glc 4,63aA10,40 4,43a+1,33 3,19aB+0,56 3,50a+1,01
6 493;331 L-glc 5,71bA+0,87 9,04a+1,06 4,65aA+0,58 5,11a+0,61
7 317,317 Mlivre 1,32bB+0,22 9,57a+5,42  29,53aA+1,73  6,37b+2,75
8 477;315 I-glc 0,08aA+0,04 0,10a+0,06 0,04aA+0,01 0,04a+0,01
9 507; 345 S-gal 0,41a+0,04 0,27b+0,06 0,00+0,00 0,00+0,00
10 507;345 S-glc 1,67aA+0,15 1,81a+0,39 0,73bB+0,09 1,02a+0,21
11 301;301 Q livre 0,00+0,00 1,47+0,81 2,87+1,16 0,00+0,00
12 331;331 Llivre 0,00+0,00 0,51+0,17 0,47a+0,11 0,72a+0,27
13 315; 315 |livre 0,00+0,00 0,34+0,32 0,14a+0,05 0,14a+0,04
14 345; 345 Slivre 0,00+0,00 1,06+0,65 0,59a+0,07 0,54a+0,19
Q-tipo 9,55aA+1,35  11,20a+3,24 14,01aA+4,10 17,61a+3,91
L-tipo 5,71bA+0,87 9,55a+1,23 5,12aA+0,62 5,83a+0,84
M-tipo 82,58aA+2,40 75,68a+4,88 79,37aA+3,39 74,81a+2,68
I-tipo 0,08aA+0,04 0,44a+0,37 0,18aA+0,06 0,18a+0,04
S-tipo 2,08aA+0,15 3,13a+0,90 1,32aB+0,16 1,56a+0,37
Total

(mg Q-3-glc/kg uva)

397,66aA+71,47 391,77a+69,24 436,84aA+23,64 271,08b+33,63

N, nimero do composto. 1, denominagdo: M-miricitina, L-laricitrina, Q-quercetina, l-isoramnetina, S-
siringetina e Q-3-glc-quercetina glicosilada. a, b: letras mindsculas iguais na mesma linha para fruta
inteira e casca da mesma uva (BRS Carmem e BRS Magna) indicam que ndo diferem
estatisticamente, com nivel de significancia de 0,05. A, B: letras mailsculas iguais na mesma linha
para fruta inteira (BRS Carmem e BRS Magna) indicam que ndo diferem estatisticamente, com nivel
de significancia de 0,05.
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Figura 15. Cromatogramas dos flavondis presentes nas uvas BRS Carmem
(cascas (a) e fruta inteira (b)), BRS Magna (cascas (c) e fruta inteira (d)),
obtidos por CLAE-DAD a 360 nm (A identificacdo dos picos esta apresentada
na Tabela 6).

mAU/ 3
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Ambas as uvas apontaram valores superiores aos relatados para
outras uvas, como para as cascas da uva BRS Violeta (153,4 mg/kg uva)
(REBELLO et al., 2013); para as cascas da uva Bordd (152,88 pumol/kg uva)
(LAGO-VANZELA et al., 2011b); e para variedades de uvas V. viniferas, que
apresentaram uma faixa de 129 — 346 pmol/kg uva (CASTILLO-MUNOZ et
al., 2007). Também é possivel inferir que a polpa da BRS Magna apresenta
guantidades superiores de flavonoéis em relacdo a BRS Carmem.

Os flavonois que foram detectados e identificados nas duas cultivares
incluem cinco agliconas, com o0 seguinte padrado de substituicdo no anel B:
quercetina (Q; 2 x OH), isoramnetina (I; 1 x OH, 1 x OCHs), miricetina (M; 3 X
OH), laricitina (L; 2 x OH, 1 x OCHB3s) e siringetina (S; 1 x OH, 2 x OCH3s). Nao
foi encontrado nenhum flavonol derivado do kaempferol, o qual € o primeiro
composto formado na rota biossintética dos flavondis e que logo se
transforma em outros compostos (CASTILLO-MUNOZ et al., 2009b). O
mesmo foi relatado por Rebello et al. (2013), ndo detectando a presenca
deste composto em BRS Violeta e, ao contrario do apresentado para a Bordd
(LAGO-VAZELA et al. 2011b) e para as uvas viniferas Tempranillo, Syrah,
Petit Verdot, Merlot, Carbernet Sauvignon, Garnacha, Garnacha Tintorera,
nas quais ha porcentagens entre 1,80 — 6,34% (CASTILLO-MUNOZ et al.,
2007).

Para ambas cultivares foram encontrados os derivados 3-glicosideo da
miricetina, quercetina, laricitrina, isoramnetina e siringetina. O derivado 3-
galactosideo da miricetina também foi relatado em ambas as cultivares, ja o
da siringetina foi encontrado apenas na uva BRS Carmem.

A identificacdo destes compostos foi baseada nos seus sinais EM/EM
correspondentes aos ions pseudomoleculares ([M-H]) de m/z de 479 para os
derivados do flavonol do tipo miricetina, 463 para os derivados do flavonol
tipo quercetina (Q-tipo), 493 para o do tipo laricitrina (L-tipo), 477 para o do
tipo isoramnetina (I-tipo) e 507 para o do tipo siringetina (S-tipo). Os ions
produtos detectados de m/z 317, 301, 331, 315 e 345, respectivamente, para

os flavonois tipo -M, -Q, -L, -I, e -S, foram gerados pela perda de um
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fragmento hexose ([(M-162)-H]) para ambos derivados 3-galactosideo (gal) e
3-glicosideo (glc).

O espectro UV-vis dos diferentes derivados (3-glc e 3-gal) do mesmo
flavonol aglicona séao praticamente idénticos. Assim, os derivados 3-
galactosideo e 3-glicosideo da miricetina e da siringetina foram distinguidos
devido o fato de os derivados 3-galactosideo dos flavonois aglicona sempre
eluem antes de seus respectivos derivados 3-glicosideos sob condi¢des
cromatograficas em que foi usada coluna de fase reversa (CASTILLO-
MUNOZ et al., 2009b). J& no caso dos compostos derivados do 3-
glucuronideo da miricetina e quercetina, observa-se a presenca de um ion
pseudomolecular ([M-H]) de m/z de 493 e 477, respectivamente, e ions
produtos de m/z de 317 e 301 respectivamente, devido a caracteristica perda
de um fragmento neutro de 176 u correspondente a molécula do acido
glucuroénico.

Observou-se pelos resultados apresentados na Tabela 6 que,
provavelmente, durante a extracdo e processamento das amostras ocorreu a
formacao de artefatos que foram evidenciados pela presenca de agliconas
livres. Assim, para possibilitar a comparagdo dos resultados obtidos, os
dados de porcentagem molar referentes aos flavondis individuais
identificados foram recalculados em forma de perfil de flavonéis por tipo de
aglicona, isto é, em: M-tipo, Q-tipo, L-tipo, I-tipo e S-tipo.

Todas as amostras apresentaram maiores teores do flavonol do tipo
miricetina, fazendo parte destes os derivados 3-glicosideo, 3-galactosideo e
3-glucuronideo. Além de, da maior para a menor concentragcdo, os flavondis
do tipo quercetina, laricitrina, siringetina e isoramnetina. Este mesmo perfil foi
apresentado para as cascas e para as polpas da uva Bordd (LAGO-
VANZELA et al., 2011b), mas esta também apresentou kaempferol-3-gic,
com porcentagens inferiores da isoramnetina. Também para as cascas da
uva BRS Violeta (REBELLO et al., 2013) foi apresentado tal perfil, porém
com a auséncia de isoramnetina. No entanto, perfil diferente foi mostrado

para as uvas viniferas Tempranillo, Syrah, Petit Verdot, Merlot, Carbernet



69

Sauvignon, Garnacha, Garnacha Tintorera (CASTILLO-MUNOZ et al., 2007),
nas quais o principal flavonol encontrado foi do tipo quercetina, seguido da
miricetina e ainda foi verificado a presenca do tipo kaempferol.

Uma analise de componentes principais foi realizada para mostrar as
principais diferencas entre os flavonois presentes nas cultivares de uvas BRS
Carmem e BRS Magna (frutas inteiras) bem como entre as partes (frutas
inteiras e cascas) de cada cultivar analisadas. Os componentes principais 1
(CP-1) e 2 (CP-2) explicaram 47,92% e 34,35%, respectivamente, da
variacao, totalizando 82,26%. A Figura 16a mostra o grafico das amostras de
BRS Carmem e BRS Magna, sendo que no CP-1 foi possivel diferenciar as
amostras analisadas de BRS Carmem, isto €, fruta inteira da casca enquanto
que o CP-2 foi possivel diferenciar as amostras de fruta inteira de BRS
Carmem e de BRS Magna, com excecdo de uma repeticdo desta ultima
(MAG-FRU-3).

As amostras de BRS Carmem inteira foram alocadas no lado negativo
do CP-1 e positivo do CP-2 enquanto as amostras de BRS Magna inteira
foram alocadas no lado negativo do CP-2. J& as amostras referentes as
cascas da BRS Carmem foram alocadas no lado positivo do CP-1 enquanto
as amostras referentes as cascas da BRS Magna foram alocadas no lado
negativo do CP-1 e CP-2. Na Figura 16b foi possivel observar que: o lado
positivo do CP-1 foi carregado, principalmente, pelos flavonois do tipo
laricitrina (L-tipo, 0,96), siringetina (S-tipo, 0,97) e isoramnetina (I-tipo, 0,88);
o lado positivo do CP-2 foi carregado pelos flavondis do tipo miricetina (M-
tipo, 0,89); e, o lado negativo do CP-2 pelos flavondis do tipo quercetina (Q-
tipo, -0,93).

Portanto, as amostras de BRS Carmem inteira apresentaram maiores
concentracbes de flavondis do tipo miricetina quando comparado as
amostras de BRS Magna (inteira). Além disso, as amostras referentes as
cascas de BRS Carmem apresentaram maiores concentracfes de flavonois
do tipo laricitina, siringetina e isoramnetina enquanto as amostras de BRS

Magna, de flavonol do tipo quercetina.
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Figura 16. Analise dos componentes principais (a) para as amostras de fruta inteira (FRU) e casca (CAS) das uvas BRS
Carmem (CAR) e BRS Magna (MAG) e (b) da composicao de flavonadis.

Abreviacao: Q, Quercetina; I, Isoramnetina; M, Miricetina; L, Laricitrina; S, Siringetina; Total flavonais,

de flavonais.
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5.1.3 Derivados do acido hidroxicinamico

Com relacdo a andlise quantitativa, observa-se que a uva BRS
Carmem apresenta concentracao total de derivados do acido hidroxicinamico
(DAHC) superior ao encontrado nas uvas inteiras da BRS Magna (2544,73
pmol/kg de uva vs. 498,22 pmol/kg de uva, respectivamente), bem como
guando comparado a outras uvas viniferas como a Garnacha que apresentou
concentracdo entre 689 — 799 pmol/kg de uva (CASTILLO-MUNOZ et al.,
2009b) e néo viniferas como a uva Bordd com 483 umol/kg de uva (LAGO-
VANZELA et al., 2011b), e a uva hibrida BRS Violeta, com 429 umol/kg de
uva (REBELLO et al., 2013). Estes resultados demonstram que a uva BRS
Carmem é uma fonte importante desta classe de compostos fendlicos.

Observa-se para a uva BRS Magna que os DAHC se concentraram,
predominantemente, nas cascas, sendo estes resultados similares aos
encontrados para a uva BRS Violeta (REBELLO et al., 2013), no qual a polpa
contribuiu com apenas 1,5% da concentracdo total de DAHC presente na
fruta. Ja no caso da uva BRS Carmem, a distribuicdo dos DAHC foi mais
equilibrada, encontrando aproximadamente 45% da concentracdo total
presente nas cascas e o restante poderiamos inferir, a partir dos resultados
obtidos para a fruta inteira, que se apresenta na polpa.

A identificagdo destes compostos foi realizada com o auxilio dos
respectivos cromatogramas de ions extraidos (EIC), no modo de ionizacao
negativo, observados no espectro EM/EM (Tabela 7), e foram confirmados
pelos seus espectros obtidos no UV-Vis-DAD (dados nao disponiveis) e por
dados disponiveis na literatura (LAGO-VANZELA et al., 2011b; REBELLO et
al.,, 2013). Os cromatogramas obtidos para os derivados do &cido
hidroxicinamico (frutas inteiras e cascas) estdo apresentados na Figura 17,
no qual os numeros dos compostos presentes nos cromatogramas estdo

correlacionados com os da Tabela 7.



Tabela 7. Caracteristicas espectrais EM e EM/EM, dos derivados de acido hidroxicinamico (DAHC)
identificados nas uvas BRS Carmem e BRS Magna (fruta inteira e cascas isoladas) por CLAE-DAD-
IES-EM/EM (modo negativo de ionizagdo), propor¢cdo molar (valor médio + desvio padrdo, n = 3) e
concentracgdo total (como mg equivalentes de acido caftarico).

. Proporcéo Molar (%)
lon
Derivados do

pseudomolecular; Acido BRS Carmem BRS Carmem BRS Magna BRS Magna
ion produto (m/z) _ o _ Fruta inteira Casca Fruta inteira Casca
Hidroxicindmico

1 311; 179, 149, 135  &c. trans-caftarico 53,36Aax2,15 50,76at3,41 43,45Ba+3,79 28,61b+3,43
2 295; 163, 149, 119  ac. trans-cutérico 18,94Aa+2,00 21,27a+5,46 30,08Bat4,75 23,78a£5,39
3 325; 163, 145 glc-cumarico-1 14,61Aa+1,30 6,96a+5,20 3,65Bb+1,54 9,22a+2,45
4 325; 163, 145 glc-cumarico-2 6,16Aa+0,60 8,26a+2,07 7,18Ab+1,39 16,99a+4,38
5 325; 193, 149 ac. trans-fertarico 1,89Ab+0,33 7,05a+0,47 7,15Aa+4,51 6,88a+0,98
6 325; 163, 145 glc-cumarico-3 5,04Bazx1,08 5,70at1,11 8,49Aat1,66 14,52a+3,47

Total (mg de &c. caftarico/kg de uva) 794,54Aa+67,70 359,95b+189,05 155,65Ba+38,02 186,10a+40,70

N, numero do composto. a, b: letras minusculas iguais na mesma linha indicam para fruta inteira e casca da mesma uva (BRS Carmem e
BRS Magna) indicam que ndo ha diferenca estatistica, com nivel de significaAncia de 0,05. A, B: letras mailsculas iguais na mesma linha
para a fruta inteira das uvas BRS Carmem e BRS Magna indicam que n&o ha diferenga estatistica, com nivel de significancia de 0,05.
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Figura 17. Cromatogramas dos derivados do acido hidroxicindmico
presentes nas uvas BRS Carmem (cascas (a) e fruta inteira (b)) e BRS
Magna (cascas (c) e fruta inteira (d)), obtidos por CLAE-DAD a 320 nm (A

identificacdo dos picos esta apresentada na Tabela 7).
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A distribuicdo da concentragdo molar para os acidos trans-
caftarico, trans-cutarico e trans-fertarico para a fruta inteira e cascas das
cultivares estudadas se assemelha aos resultados encontrados por
Castillo-Mufioz et al. (2009b) para a uva Garnacha, porém para esta uva

nao foram relatados os isdbmeros do éster 1”-glicosideo cumarico.
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Para todas as amostras, o DAHC majoritario foi o acido trans-
caftarico, seguido pelo &cido trans-cutario e os isbmeros do éster 1’-
glicosideo cumarico (glc-cumarico 2 e 3) que estavam presentes em
maiores concentracdes nas cascas, exceto o glc-cumarico 1. J& o acido
trans-fertarico esta presente em maiores concentracdes nas cascas para
BRS Carmem quando comparando com os resultados apresentados para
a BRS Magna.

Os derivados do tipo caftarico, do tipo p-cutarico e do tipo fertarico
apresentaram ions pseudomoleculares [M-H]- de m/z 311, 295 e 325 e
ions produtos derivados da perda da parte do &cido tartarico (132 u) e
com formacgéo do ion do &cido hidroxicindmico ionizado correspondente
de m/z 135, 119 e 149, devido a perda do dioxido de carbono (COz; 44 u)
a partir do acido hidroxicindmico ionizado anteriormente formado, bem
como apresentaram um ion produto em comum (m/z 149) em funcéo da
perda da parte do acido hidroxicinamico. Além disso, detectou-se trés
compostos do tipo cumarico que foram denominados como ésteres 1”-
glicosideo (glc-cumarico-1, 2 e 3, Tabela 7), principalmente baseados no
ion produto de m/z 145, responsavel pela perda de uma molécula de
glicose ([(M-180)-H]-.

Deve-se destacar que estes compostos apresentam caracteristicas
espectrais similares, o que leva a inferir que séo isdbmeros. As
possibilidades de isomerizacdo podem estar relacionadas com a
configuracdo da dupla ligacdo unida na da porcdo hidroxicinamol
(isbmeros cis e trans), a posicado de esterificacdo na molécula de glicose
(isobmeros posicionais), ou ainda a natureza da hexose (isdbmeros de
hexose). A ocorréncia de ésteres de acido hidroxicinamico e de hexoses
nao é geralmente relatada, especialmente entre variedades V. vinifera e
seus vinhos, porém ja foram relatadas na uva BRS Violeta (REBELLO et
al., 2013) e na uva Bordd (LAGO-VANZELA et al., 2011b).

Tal como no caso das antocianinas e dos flavonois, uma analise de

componentes principais foi realizada para mostrar as principais diferencas
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entre os derivados do acido hidroxicinAmico presentes nas cultivares de
uvas BRS Carmem e BRS Magna (fruta inteira) bem como entre as partes
(fruta inteira e casca) de cada cultivar analisada. Os componentes
principais 1 (CP-1) e 2 (CP-2) explicaram 84,31% da variagao.

A Figura 18a mostra o grafico das amostras de BRS Carmem e
BRS Magna. No CP-1 foi possivel diferenciar as amostras de BRS Magna
(inteira e cascas), enquanto no CP-2 foi possivel diferenciar as amostras
de fruta inteira das cultivares BRS Magna e BRS Carmem, e entre as
partes (inteira e casca) da cultivar BRS Carmem, com excecdo de uma
repeticdo da casca (CAR-CAS-2). As amostras de BRS Carmem inteira
foram alocadas no lado negativo do CP-1 e positivo do CP-2, enquanto
suas respectivas amostras de cascas foram alocadas no lado negativo do
CP-1. Ja as amostras de BRS Magna inteira foram alocadas no lado
negativo do CP-2 e as amostras de BRS Magna casca foram no lado
positivo do CP-1.

Ao analisar a Figura 18b, o lado positivo do CP-1 foi carregado por
dois isbmeros do éster glicosideo tipo p-cumarico (glc-cumarico-3, 0,97; e
glc-cumarico-2, 0,96) enquanto o lado negativo do CP-1 foi carregado
pelo acido caftarico (ac. caftarico, -0,93). J4 o lado positivo do CP-2 foi
carregado pelo isbmero do éster glicosideo tipo p-cumarico (glc-cumarico-
1, 0,95) e pela concentracéo total de derivados do acido hidroxicindmico
(Total DAHC, 0,80) enquanto o lado negativo do CP-2 foi carregado pelo
acido cutarico (ac. cutéarico, -0,85). Pode-se inferir, portanto, que as
amostras de BRS Carmem inteira apresentaram maior concentragcao do
isbmero do éster glicosideo do tipo p-cumarico (glc-cumarico-1), bem
como da concentracdo total dos derivados dos acidos hidroxicinamicos
(Total DAHC), enguanto as suas cascas apresentaram maior
concentracdo de acido caftarico. J& a BRS Magna inteira apresentou
maior concentracdo de acido cutarico enquanto suas respectivas cascas
foram marcadas por dois isbmeros ésteres glicosideos do tipo p-cumarico

(glc-cumarico-2 e glc-cumarico-3).
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Figura 18. Analise dos componentes principais (a) para as amostras de fruta inteira (FRU) e casca (CAS) das uvas BRS
Carmem (CAR) e BRS Magna (MAG), e (b) da composic¢ao de derivados do acido hidroxicinamico.
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Abreviacdo: HACD, derivados do &cido hidroxicinamico; glc, glicosideo; glc-cumérico, éster glicosideo do isémero tipo p-

cumarico; ac. acido; Total DAHC, concentragao total de derivados do acido hidroxicinamico.
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5.1.4 Estilbenos, flavan-3-0is e proantocianidinas

As caracteristicas espectrais (ion pseudomolecular e ions produtos
com IES-EM/EM) e concentracdo dos estilbenos identificados estédo
presentes na Tabela 8. Nas Figuras 19a e 20a encontram-se 0s
cromatogramas de ions extraidos por MRM referentes aos estilbenos
presentes nas cascas das uvas BRS Carmem e BRS Magna,
respectivamente.

No presente trabalho foram encontradas as formas cis e trans do
composto conhecido como piceido, 0os quais sdo compostos derivados do
trans-resveratrol (LAGO-VANZELA et al., 2015). Estes resultados foram
similares ao relatado para a uva BRS Violeta, no qual foram encontrados
nas cascas os dois isdmeros do piceido em concentragdo de 0,058 mg
equivalentes de resveratrol por kg de uva para o isbmero trans-piceido e
0,080 mg equivalentes de resveratrol por kg de uva para o cis-piceido
(REBELLO et al., 2013).

O estilbeno majoritariamente encontrado nas amostras foi o trans-
piceido (m/z = 389), sendo a maior concentracdo referente as cascas.
Estes valores de estilbenos sédo relativamente menores quando
comparados com o descrito para outras cultivares de uvas nao-viniferas,
como a Bordo, que apresentou valores de 10,91 mg de resveratrol/kg
(LAGO-VANZELA et al., 2011).

De acordo com a classificacdo proposta por Gatto et al. (2008),
para cultivares de uvas V. viniferas, ambas as cultivares estudadas
podem ser consideradas baixas produtoras de resveratrol por
apresentarem valores abaixo de 1,8 mg/kg, dependendo de dados
adicionais para mais amostras de diferentes vinhedos e safras
sucessivas.

O padrdo de fragmentacdo observado no espectro EM/EM para
estes compostos foi a presencga de ion pseudomolecular ([M-H]) de m/z

de 389 e um ion produto de m/z 227 gerado a partir da perda neutra de
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uma unidade de glicose desidratada (162 u). Tais compostos foram
diferenciados e identificados em funcéo do tempo de retencdo na coluna
cromatografica por diferenciacdo de suas formas estruturais, sendo que a
forma do composto do tipo trans- faz com que este tipo de isdmero seja
identificado antes do seu respetivo isbmero cis-, mesmo que ambos

possuam a mesma m/z.

Tabela 8. Caracteristicas espectrais de EM e EM/EM dos estilbenos
identificados nas uvas BRS Carmem e BRS Magna (casca e semente) por
CLAE-DAD-IES-EM/EM (modo negativo de ionizacdo), concentracdo de
cada composto (mg equivalentes de resveratrol/kg de uva), valor médio +
desvio padrdo, n = 2 para as amostras da BRS Carmem e n=3 para BRS
Magna.

fon BRS BRS BRS BRS
pseydomolecul Esifllane Carmem Carmem Magna Magna
ar; ion produto
(m/z) Casca Semente Casca Semente
389; 227 trans - piceido 0,08aA+0,02 0,01bA+0,00 0,50aA+0,27 0,00bB+0,00
389; 227 cis - piceido 0,02aB+0,00 0,00bA+0,00 0,16aA+0,01 0,00bA+0,00
Total

0,10aA+0,02 0,01bA+0,00 0,66aA+0,28 0,00bB+0,00
(mg 3-glc-resv/kg de uva)

A, B: letras maiulsculas iguais na mesma linha para as partes da uva (casca ou semente) da BRS
Carmem e BRS Magna indicam que ndo héa diferenca estatistica, com nivel de significancia de
0,05. a, b: letras mindsculas iguais ha mesma linha para casca e semente da mesma uva (BRS
Carmem e BRS Magna) indicam que ndo héa diferenca estatistica, com nivel de significancia de
0,05.
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Figura 19. Cascas da uva BRS Carmem: Cromatogramas de ions

extraidos por MRM para estilbenos (a); Cromatogramas de ions

extraidos

por MRM para,

flavan-3-0is

mondémeros e

proantocianidinas dimeras do tipo B antes (a) e depois (b) da reacéo

de despolimerizagcdo com pirogalol.
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Estilbenos: t- e c- piceido, forma trans- e cis-pideido. Flavan-3-6is mondmeros: C,
catequina, EC, epicatequina; GC, galatocatequina; CG, galato de catequina; EGC,
epigalatocatequina; ECG, galato de epicatequina. Proantocianidinas dimeras tipo B: PB1 e
PB2, proantocianidinas do tipo B1 e B2. Pyr, derivados formados apds reagdo com pirogalol
das unidades de extensao da proantocianidina.
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Figura 20. Cascas da uva BRS Magna: Cromatogramas de ions
extraidos por MRM para estilbenos (a); Cromatogramas de ions
extraidos por MRM para, flavan-3-6is mondémeros e
proantocianidinas dimeras do tipo B antes (a) e depois (b) da reacéo

de despolimerizagdo com pirogalol.
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Estilbenos: t- e c- piceido, forma trans- e cis-pideido. Flavan-3-6is mondmeros: C,
catequina, EC, epicatequina; GC, galatocatequina; CG, galato de catequina; EGC,
epigalatocatequina; ECG, galato de epicatequina. Proantocianidinas dimeras tipo B: PB1 e
PB2, proantocianidinas do tipo B1 e B2. Pyr, derivados formados apds reagdo com pirogalol
das unidades de extensao da proantocianidina.
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Na Tabela 9 encontram-se a quantificacdo dos flavan-3-06is
mondmeros e dimeros individuais, as somas dos flavan-3-6is mondémeros
e dimeros, assim como a concentracao total de proantocianidinas, todos
expressos em mg de catequina por kg de uva.

Nas Figuras 19a e 2la encontram-se os cromatogramas de ions
extraidos por MRM dos flavan-3-0is e proantocianidinas presentes na
cascas e sementes, respectivamente, da uva BRS Carmem antes da
reacdo com pirogalol enquanto nas Figuras 19b e 21b estdo os
respectivos cromatogramas apds a reacdo com piragalol. Nas Figuras
20a e 22a encontram-se 0os cromatogramas de ions extraidos por MRM
dos flavan-3-6is e proantocianidinas presentes na cascas e sementes,
respectivamente, da uva BRS Magna antes da reacdo com pirogalol
enquanto nas Figuras 20b e 22b estdo os respectivos cromatogramas
apoés a reacdo com piragalol.

Seis flavan-3-6is monémeros e trés dimeros (B-tipo) foram
encontrados nas diferentes partes (cascas e sementes) das uvas BRS
Carmem e BRS Magna. Uma comparacdo estatistica entre os resultados
obtidos das partes (cascas e sementes) analisadas de cada cultivar, bem
como os resultados obtidos das cascas e das sementes entre as
cultivares foi realizada. Observou-se que para todas as amostras de
ambas as cultivares, o mondmero de flavan-3-ol encontrado em maior
concentracgéo foi correspondente a (+)-catequina.

No caso dos flavan-3-6is dimeros, para as amostras de cascas da
BRS Magna o dimero majoritario foi o PB1 enquanto que o PB4 foi
relatado em maiores concentracdes nas cascas da BRS Carmem e nas
sementes de ambas as cultivares. Ja a soma conjunta de flavan-3-0is
mondmeros e dimeros foi maior para as amostras de sementes de ambas
as cultivares (12,76 + 0,29 e 15,00 £ 1,47 mg eq. de catequina/kg de uva,
para a BRS Carmem e BRS Magna, respectivamente).
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Tabela 9. Flavan-3-6is (mondmeros e dimeros), e proantocianidinas
(detalhadas em unidades terminais e de extensao), identificados nas cascas
e sementes das uvas BRS Carmem e BRS Magna, por CLAE-DAD-IES-
EM/EM (modo negativo de ionizacdo), soma dos monémeros, dimeros, total
de flavan-3-6is e porcentagem de proantocianidinas (valor médio + desvio
padréo, n = 2 para as BRS Carmem e n=3 para BRS Magna).

mg de cada composto/kg de uva* e
porcentagem molar (%)**

Denominacéo?

BRS Carmem BRS Carmem BRS Magna BRS Magna
Casca Semente Casca Semente

C* 3,37bA+0,59 8,34aA+0,21 1,56bB+0,59 11,08aA+1,30
EC* 0,82bA+0,02 2,78aA+0,17 0,32bB+0,09 2,10aB£0,10
GC* 1,03aA+0,11 0,01bA+0,00 0,31aB+0,12 0,01bA+0,00
EGC* 1,17aA+0,06 0,03bA+0,01 0,40aB+0,12  0,03bA+0,00
CG* 0,00bA+0,00 0,01aA+0,00 0,00A+0,00 0,00B+0,00
ECG* 0,10aA+0,08 0,12aA+0,00 0,05aA+0,02  0,02aB+0,00
SomamonOmeros (Mg ¢ 341,010 79 11,24aA+0,38  2,59bB+0,90  13,22aA1,39
eg. C/kg uva)
PB1* 0,46bA+0,03 1,04aB+0,15 1,54aA+0,97 1,50aA+0,03
PB2* 0,46aA+0,03 0,17bB+0,01 0,16aB+0,07 0,21aA+0,02
PB4* 1,00bA+0,06 1,82aA+0,04 0,47bA+0,34 1,83aA+0,18
Soma dimeros (PB) (Mg 3 g8,010.05 1,52bA+0,09  1,09aB+0,68  1,78aA0,11
eq. C/kg uva)
Total (mg eq. C/kg uva) 10,32aA+0,85 12,76aA+0,29 3,68bB+1,50 15,00aA+1,47
PA (mg de C/kg de uva) 204,36aA+0,20 28,40bA+3,09 160,66aA+29,60 26,94bA+2,14
mDP 5,93aB+0,21 3,06bA+0,19 11,18aA+1,11 6,71aA+2,61

% Galoilacao**

% Prodelfinidinas**
% C-term**

% EC-term**

1,92bA+0,09 8,1aA+0,77 0,62bB +0,03 6,40aA +0,84
23,97aA + 0,84 0,59bA £ 0,05 21,70aB +2,58 0,91bA +0,14
60,28aB+1,14 48,13aA+7,33 62,39aA+0,26 24,14bA+20,25
11,56bB+0,24 41,56aA+5,58 14,23bA+0,42 61,58aA+15,01

% GC-term** 13,40aAx0,29 0,17bAx0,12 9,45aB+0,41  0,33bA+0,11
% EGC-term** 13,21aA+0,44 0,37bAx0,04 12,89aA+0,54 0,75bA+0,77
% CG-term** 0,00bA+0,00 0,04aA+0,01 0,00aA+0,00  0,05aA*0,05
% ECG-term** 1,54bA+0,17 9,73aA+1,81  1,04bA+0,25 13,14aA+5,70
% C-ext** 0,58aB+0,10 5,01aA+5,90 1,56bA+0,24 11,37aA+1,49

% EC-ext** 73,98aA+1,39 86,95aA+5,61 76,22bA+3,00 82,38aA+1,96

% GC-ext** 0,47aA+0,08 0,05bA+0,00 0,43aA+0,01  0,04bA+0,02
% EGC-ext** 22,97aA+1,22 0,56bB+0,04 21,21aA+2,76 0,87bA+0,02
% CG-ext** 1,99bA+0,15 7,43aA+0,33  0,58bB+0,03  5,33aB+0,46

1Abreviagdes: C, catequina, EC, epicatequina; GC, galatocatequina; EGC, epigalatocatequina; CG,
galato de catequina; ECG, galato de epicatequina; PB1, PB2 e PB4, proantocianidinas do tipo B1,
B2 e B4; PA, proantocianidinas totais; -term, unidade terminal; -ext, unidade de extens&o. *,
quantificado com seus respectivos padrdes; **, dados em porcentagem molar, sendo as unidades
terminais e de extensdo mostradas separadamente totalizando 100% cada. A, B: letras mailsculas
iguais na mesma linha para as partes da uva (casca ou semente) da BRS Carmem e BRS Magna
indicam que néo ha diferenca estatistica, com nivel de significancia de 0,05. a, b: letras mindsculas
iguais na mesma linha para casca e semente da mesma uva (BRS Carmem e BRS Magna)
indicam que néo hé diferenga estatistica, com nivel de significancia de 0,05.



Figura 21. Sementes da uva BRS Carmem: Cromatogramas de ions
extraidos por MRM para, flavan-3-6is mondémeros e
proantocianidinas dimeras do tipo B antes (a) e depois (b) da reacéo
de despolimerizacdo com pirogalol.
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Figura 22. Sementes da uva BRS Magna: Cromatogramas de ions
extraidos por MRM para, flavan-3-6is mondémeros e
proantocianidinas dimeras do tipo B antes (a) e depois (b) da reacéo
de despolimerizacdo com pirogalol.
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Ao realizar a comparacdo entre os resultados da soma de
mondmeros e dimeros entre as cultivares pode-se observar que 0s
valores mais altos da soma dos mondmeros foram relatados para as
amostras de sementes de ambas as cultivares (ndo havendo diferenca
estatistica entre estas). No caso das amostras referentes as cascas das
cultivares, a BRS Carmem apresentou maior valor médio quando
comparado ao obtido pela BRS Magna.

Ja para soma dos dimeros, no caso da BRS Carmem, o maior valor
médio foi encontrado para as amostras de cascas quanto comparado com
as amostras de sementes; enquanto que para a BRS Magna, ndo se
observou diferenca significativa entre os valores médios encontrados nas
amostras de cascas e sementes.

Comparando-se o0s resultados da soma de dimeros entre as
cultivares, nota-se que as amostras de cascas da BRS Carmem
apresentaram maiores valores quando comparado as amostras de cascas
da BRS Magna. Por outro lado, os valores encontrados para as amostras
de sementes da BRS Carmem nédo apresentaram diferenca estatistica dos
encontrados para as amostras de sementes da BRS Magna.

Com isto, a soma conjunta de flavan-3-6is mondémeros e dimeros
para as amostras de cascas de BRS Magna (3,68 + 1,50 mg eq. C/kg de
uva) foi inferior, quando comparado com suas respectivas sementes
(15,00 + 1,47 mg eq. C/kg de uva) e também quanto as amostras de
cascas de BRS Carmem (10,32 £+ 0,85 mg eq. C/kg de uva); as sementes
da BRS Magna, por outro lado, apresentaram maior concentragcéo do que
as sementes da BRS Carmem (12,76 + 0,29 mg eq. C/kg de uva).

No caso da BRS Carmem, maior concentracdo destes compostos
também foi relatado nas sementes quando comparado as suas cascas. A
uva hibrida BRS Violeta, estudada por Rebello et al. (2013), também
apresentou maior concentracdo de flavan-3-0is mondémeros e dimeros na

semente (346 mg eq C/kg uva) do que nas cascas (8,6 mg eq C/kg uva),



86

sendo os resultados superiores aos obtidos para as cultivares estudadas
neste trabalho.

Para caracterizacdo estrutural foi calculado o grau de
polimerizacdo das proantocianidinas, bem como a porcentagem de
galoilacdo e de prodelfinidinas. As prodelfinidinas sdo proantocianidinas
que contem unidades de GC e/ou EGC, e que em meio &cido e/ou
alcodlico liberam a antocianidina delfinidina, do contrario seriam
procianidinas.

Para realizagdo dos célculos descritos no item 4.5.2 para % de
galoilagdo e de prodelfinidinas, s6 foram levados em conta as unidades
de CG e ECG (para a % galoilacédo) e as unidades de GC e EGC (para a
% prodelfinidina) que foram liberadas durante a despolimerizacdo da
proantocianidinas e ndo as que ja existam na forma livre (como
mondmero), antes da despolimerizacdo da proantocianidina.

Na Tabela 9 estdo apresentados os valores correspondentes a
concentracdo total das proantocianidinas (PA), expressa em mg de
catequina por kg de uva; o grau de polimerizagdo (mDP) em valor
adimensional; e, os valores de porcentagem de galoilagdo, de
prodelfinidinas e de cada uma das unidades terminais (-term) e de
extensao (-ext).

Ndo foram encontrados na literatura, para uvas Vviniferas,
resultados similares com os obtidos para as uvas BRS Carmem e BRS
Magna. As variedades estudadas apresentam maiores concentracdes nas
cascas (204,36 + 0,20 e 160,66 £ 29,60, BRS Carmem e BRS Magna
respectivamente), quando comparado as suas correspondentes sementes
(28,40 £ 3,09 e 26,94 + 2,14 mg de C/kg de uva, respectivamente para
BRS Carmem e BRS Magna), porém as concentracées encontradas nas
sementes sao significativamente diferentes as das cascas.

Para a BRS Violeta (REBELLO et al.,, 2013), assim como
encontrado para as cultivares estudadas, relatou-se maiores

concentragcbes nas cascas do que nas sementes (673 + 229 mg/kg uva
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vs. 479 £ 53 mg/kg de uva), porém estes resultados ndo foram diferentes
significativamente, sendo a concentragcdo encontrada para as sementes
similar aos encontrados para as V. viniferas.

Quando se comparam as cultivares, observa-se que a
porcentagem de prodelfinidinas foi maior para a BRS Carmem (25,02 +
0,93%). Quando foi realizada a comparagado entre as cascas e sementes
das cultivares, os menores valores, para ambas as cultivares, foram
encontrados para as sementes. Quanto as porcentagens das unidades
terminais e de extensdo para as proantocianidinas, notou-se que 0s
valores encontrados para as unidades terminais foram menores para as
amostras de sementes da BRS Carmem do que para suas cascas, exceto
pelo derivado do galato de epicatequina (% ECG-term). Os valores das
unidades de extensao foram maiores, exceto pelo derivado do galato de
catequina (% CG-ext) e do epigalocatequina (% EGC-ext).

Ao contrario, a BRS Magna apresentou trés derivados de unidades
terminais com maiores propor¢cdes nas amostras de cascas em relacdo as
amostras correspondentes as suas sementes: epicatequina (% EC-term),
galato de catequina (% CG-term) e galato de epicatequina (% ECG-term);
e para as unidades de extensdo as amostras de cascas apresentaram
maiores porcentagens de galocatequina (% GC-ext) e de
epigalocatequina (% EGC-ext).

Pode-se inferir por meio das analises dos resultados que as
unidades terminais e de extensdo majoritarias em todas as amostras
foram dos derivados de catequina (% C-term) e epicatequina (% EC-ext),
respectivamente. Resultado similar foi relatado por Rebello et al. (2013),
para a uva BRS Violeta, porém para esta foi encontrada maior proporcao
da unidade terminal de catequina (% C-term) na semente do que na
casca, ao contrario do encontrado nas amostras estudadas.

Os pares de transi¢cado (m/z) monitorados por varredura utilizando o
monitoramento de reag¢fes multiplas (MRM) e os compostos que foram

quantificados em funcédo desta selecdo dos pares de transicdo estédo
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descritos a seguir: (+)-catequina e (-)-epicatequina (289-245);
procianidinas Bl e B2 (577 — 425 e 577 — 407); (-)-epigalocatequina e (-)-
galocatequina (305 — 221 e 305 — 219); (-)-epicatequina 3-galato (441-
289); e (-)-galocatequina 3-galato (457 — 331 e 457 — 305).

Além disto, para 0 MRM de transicdo dos flavan-3-6is monoméricos
(unidades terminais de proantocianidinas) os seguintes pares de m/z
também foram selecionados, correspondendo aos adutos de pirogalol das
unidades de extensdo das proantocianidinas: adutos de (+)-catequina e (-
)-epicatequina (413 — 287); aduto de (-)-epigalocatequina (429 — 303 e
429 — 261); e aduto (-)-epicatequina 3-galato (565 — 413).

Vale ressaltar que esta metodologia de analise tem algumas
limitagcBes, sendo a mais importante com relacdo ao fato de que soO é
possivel avaliar as caracteristicas estruturais das proantocianidinas que
apresentam uma ligacéo do tipo B (ligacdo interflavan, que s@o as Unicas
gue se rompem com a reacdo de despolimerizacdo). Portanto, uma
proantocianidina do tipo A (com ligacdo éter) ndo pode ser analisada por
esta metodologia, jA& que simplesmente ndo se despolimeriza, pois a
ligacdo éster ndo se rompe nestas condicoes.

Pode também ocorrer nas uvas proantocianinas mistas, em que ha
presenca tanto de ligacdo interflavan (tipo B) como ligacdo éter (tipo A).
Assim, estes compostos se despolimerizam parcialmente, rompendo
apenas a ligacdo tipo B. No caso dos pigmentos poliméricos, as
proantocianidinas se unem a uma antocianina e esta por sua vez bloqueia
a reacao de despolimerizacdo. No entanto, a formacéo de taninos mais
complexos ou mesmo a degradacdo das proantocianidinas pode ocorrer
principalmente apOs o processamento, 0 que néo se aplica neste caso.

Uma andlise de componentes principais foi realizada,
conjuntamente, para mostrar as principais diferencas entre trés classes de
compostos  (estilbenos, flavondis monGmeros e dimeros, e
proantocianidinas) presentes nas cascas e sementes das cultivares BRS

Carmem e BRS Magna, bem como entre as cultivares.
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Para andlise destas classes de compostos foram utilizadas as
seguintes variaveis: estilbenos (expressos em mg de cada composto por
kg de fruta), flavan-3-6is mondmeros e dimeros (expressos em mg de
cada composto por kg de fruta), somatério expresso separadamente dos
flavan-3-6is monémeros e dimeros, bem como da soma total de flavan-3-
0is mondmeros e dimeros (mg equivalentes de catequina por kg de fruta),
concentracdo total em proantociandinas (expresso em mg de catequina
por kg de fruta), bem como dados das caracteristicas estruturais das
proantocianidinas, a saber, média do grau de polimerizacédo, porcentagem
de galoilacao, porcentagem de prodelfinidinas, porcentagem de unidades
de extensdo e terminais especificas para cada tipo de flavan-3-0is (%)
referentes as amostras de cascas e sementes das uvas BRS Carmem e
BRS Magna.

O componente principal 1 (CP-1) apresentou porcentagem de
explicacdo de variancia de 57,02%, o 2 (CP-2) de 23,29% e o 3 (CP-3) de
11,09%; sendo que a melhor diferenciacdo entre as amostras foi obtida ao
representa-las no plano formado pelo CP-1 e CP-2, 0os quais juntos
explicaram uma porcentagem de variancia de 80,31%.

A Figura 23a mostra o grafico das amostras de BRS Carmem e
BRS Magna, sendo que no CP-1 foi possivel diferenciar as amostras de
cascas e sementes da cultivar BRS Magna estudada, enquanto no CP-2
foi possivel diferenciar as amostras de cascas de BRS Carmem com
relacdo as suas respectivas amostras de semente bem como em relacao
as amostras de cascas de BRS Magna.

N&o foi possivel diferenciar as amostras de semente de BRS
Carmem e BRS Magna. As amostras de semente de BRS Carmem e BRS
Magna foram alocadas no lado positivo do CP-1 e negativo do CP-2
(exceto por uma amostra de BRS Magna semente, MAG-SEM-2),
engquanto as cascas de BRS Magna foram alocadas no lado negativo do
CP-1 e do CP-2 enquanto as cascas da BRS Carmem estdo no lado

negativo do CP-1 e positivo do CP-2.
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Figura 23. Analise dos componentes principais (a) para as amostras de cascas (CAS) e sementes (SEM) das uvas BRS
Carmem (CAR) e BRS Magna (MAG), e (b) da composicdo de estilbenos, flavan-3-6is mondémeros e dimeros e

proantocianidinas.
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Para facilitar a visualizacdo das diferencas observadas na Figura
23, a discussdo a seguir foi realizada em relagdo a cada classe quimica
avaliada, segundo a andlise quanti e qualitativa (Tabelas 8 e 9). Para a
classe dos estilbenos, os compostos trans-piceido (t-piceido, -0,85) e cis-
piceido (c-piceido, -0,90) foram carregados no lado negativo do CP-1
(Figura 23b). Portanto, os estilbenos estiveram presentes em maiores
propor¢cdes nas amostras de BRS Magna casca, tanto do cis-piceido
quanto do trans-piceido (Figura 23b).

Para a classe dos flavan-3-6is (monémeros e dimeros) e das
proantocianidinas, pela Figura 15b, é possivel verificar que o lado positivo
do CP-1 foi carregado pelos flavan-3-6is monémeros de catequina (C,
0,97) e epicatequina (EC, 0,88) e, pela soma dos flavan-3-6is monémeros
(S mondmeros, 0,99), bem como pelo dimero procianidina tipo B4 (PB 4,
0,97) e para o total de flavan-3-6is (Total (mg/kg), 0,98). Com relacdo a
caracterizacdo estrutural das proantocianidinas (PA), as quais fazem
parte da composicao dos flavan-3-6is dimeros, o lado positivo do CP-1 foi
carregado pela porcentagem de galoilacdo (% galoilacdo, 0,88),
porcentagem de unidade de extensédo do tipo galato de catequina (% CG-
ext, 0,86), porcentagem de unidades terminais do tipo epicatequina (%
EC-term, 0,89) e do tipo galato de epicatequina (% ECG-term, 0,86). J4 o
lado negativo foi carregado pela porcentagem de prodelfinidina (%
Prodelfinidnas, -0,85), porcentagem de unidades de extensdo do tipo
galato catequina (% GC-ext, -0,87) e do tipo epigalatocatequina (% EGC-
ext, -0,86), porcentagem de unidades terminais do tipo catequina (% C-
term, -0,82) e do tipo epigalocatequina (% EGC-term, -0,87).

O lado positivo do CP-2 foi carregado pelos flavan-3-0is
mondmeros galato de catequina (GC, 0,87) e epigalocatequina (EGC,
0,87), bem como pelo dimero proantocianidina do tipo B2 (PB 2, 0,99) e
pela soma dos dimeros (S dimeros, 0,97).

As amostras correspondentes as sementes de BRS Carmem néo

se diferenciaram das amostras de semente da BRS Magna, porém
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analisando os resultados da Tabela 9 juntamente com a Figura 23
verifica-se que as sementes da BRS Carmem apresentaram maior
concentracdo do flavan-3-ol monémero do tipo epicatequina (EC), bem
como maior porcentagem de galoilacdo (% Galoilacdo) e de unidade de
extensao do tipo galato de catequina (% CG-ext).

J& para as amostras de semente da BRS Magna pode-se notar
maiores proporcdes da soma dos monémeros (S mondémeros), do flavan-
3-ol mondémero do tipo catequina (C), da somatéria total de flavan-3-0is
expresso em mg equivalentes de catequina por kg de uva (Total (mg/kg))
e das unidades terminais do tipo epicatequina (% EC-term) e do tipo
galato de epicatequina (% ECG-term). Além disto, ambas as amostras de
sementes das cultivares apresentaram concentracdes mais significativos
do flavonol dimero (procianidina) do tipo B4 (PB4) em relacdo as
amostras de cascas.

Pode-se inferir, a partir da Figura 23, que as amostras de cascas
de BRS Carmem apresentaram maior concentracdo dos flavan-3-0is
mondmeros do tipo epigalocatequina (EGC) e do tipo galocatequina (GC),
da somatédria de dimeros (S dimeros) e de uma procianidina do tipo B2
(PB2), sendo também componentes caracteristicos nestas amostras de
cascas (porém em menor quantidade) o teor de prodelfinidinas (%
Prodelfinidinas), das porcentagens das unidades de extensdo do tipo
epigalocatequina (% EGC-term), e das de extensdo do tipo galato de
catequina (% CG-ext) e de epigalatocatequina (% EGC-ext). J4 as
amostras de BRS Magna referentes as cascas apresentaram maiores

concentragdes apenas da unidade terminal do tipo catequina (% C-term).

5.1.5 Determinacgdo da concentracdo de composto fendlicos totais e

atividade antioxidante das uvas BRS Carmem e BRS Magnha

De acordo com a Tabela 10 é possivel observar que a

concentracdo de compostos fendlicos totais determinado para a BRS
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Carmem foi significativamente (p>0,05) superior ao da BRS Magna, e que
provavelmente refletiu positivamente nas atividades antioxidantes

determinados tanto pela metodologia de DPPH como FRAP.

Tabela 10. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das
frutas inteiras (com sementes) das uvas BRS Carmem e BRS Magna.

Determinagoes BRS Carmem BRS Magna

Compostos Fendlicos Totais
o n 4229,59a+76,68 2243,23b+111,19
(mg eq de acido galico/kg de uva)

DPPH
23,09a+2,43 15,38a+0,51
(mmol de trolox/kg de uva)
FRAP
55,29a+2,43 43,80b+0,24

(mmol de trolox/kg de uva)

a, b: letras mindsculas iguais na mesma linha indicam que as amostras de fruta inteira das uvas
BRS Carmem ou BRS Magna néo diferem estatisticamente, com nivel de significancia de 0,05.

Comparando os dados do presente estudo com os disponiveis na
literatura observar-se que ambas uvas hibridas brasileiras estudadas
apresentaram maiores concentracbes de compostos fendlicos totais
comparativamente, com relacdo a uva Bord6é (1130,0 + 105,0 mg Ac.
galico/kg uva) apresentada por Lago-Vanzela et al. (2011b). Além disso, a
BRS Carmem mostrou maior concentracdo quando comparada com
outras uvas viniferas (731 — 3486 mg ac. galico/kg uva), estudadas por
Katalinic et al. (2010). Ap6s utilizar a uva BRS Magna para elaboragéo de
vinho, Lima et al. (2014) revelaram que o produto apresentou uma
concentracdo de compostos fendlicos de 2097 + 66 mg eq de &c. galico
por litro de vinho. Com relagdo aos resultados de atividade antioxidante,
pode-se observar pela Tabela 10 que os valores determinados de
atividade antioxidante tanto para BRS Carmem como para BRS Magna

foram menores quando comparados ao relatado nas cascas da uva Bordd
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(37,60 £ 1,0 mmol de trolox por kg de uva) (LAGO-VANZELA et al.,
2011b). Provavelmente, haja compostos fendlicos especificos presentes
na uva Bordd que apresentam elevada atividade antioxidante,
contribuindo para este resultado. Por outro lado, Castilhos et al. (2015),
apos elaborarem vinhos a partir das uvas Bordd e BRS Carmem,
observaram-se valores préximos de atividade antioxidante apos o

processo (7,74 e 7,06 mmol/L de trolox eq, respectivamente).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos verificou-se que especificamente
para a classe das antocianinas, a majoritaria para ambas as cultivares foi
a delfinidina seguida pelos seus derivados. Para as frutas inteiras, a BRS
Carmem foi marcada pelas antocianinas minoritarias monoglicosiladas
acetiladas derivadas da petunidina e malvidina, enquanto a BRS Magna
foi marcada pela minoritaria delfinidina diglicosilada cafeilada. Nas cascas
da BRS Magna, por outro lado, a antocianina diglicosila acetilada derivada
da peonidina foi o principal marcador.

Quanto aos flavondis, a miricetina foi a majoritaria para ambas as
cultivares, com os flavonéis minoritarios do tipo quercitina, laricitina,
siringetina e isoramnetina os marcadores para as amostras de cascas.
Para os DAHC, a BRS Carmem apresentou concentracao total elevada e,
significativamente, maior que a encontrada para BRS Magna, mostrando-
se fonte importante destes compostos. Verificou-se também que a BRS
Carmem apresentou maior concentracdo do isébmero do tipo p-cumarico,
enquanto suas cascas foram marcadas pelo acido caftarico. A presenca
do isbmero do tipo p-cumarico € considerada uma vantagem em relacdo
ao acido cafeico e seus derivados por ser mais estavel frente a oxidacao.
A fruta inteira da BRS Magna foi marcada pelo &cido cutarico e suas
cascas por dois isémeros do tipo p-cumarico.

Ambas as cultivares ndo mostraram ser ricas fontes de estilbenos.
Observou-se maiores concentracdes de flavan-3-0is totais nas sementes
de ambas as cultivares, com proantocianidinas presentes
majoritariamente nas cascas de ambas as cultivares. A BRS Carmem
apresentou concentracdo, significativamente, maior de compostos
fendlicos totais, bem como atividade antioxidante mais elevada em
relacdo a BRS Magna.

De forma geral, as duas cultivares apresentam perfis de compostos

fendlicos interessantes e concentracdes destes compostos elevadas que



96

incentivam seu uso como matéria-prima para a elaboracdo de
diferenciados produtos alimenticios. Em particular, a alta concentracao de
antocianinas em ambas cultivares permitiria obter produtos com coloragao
vermelha intensa, além de apresentarem maior estabilidade devido a
predominancia de antocianinas diglicosiladas e, em sua grande maioria,
na forma cumarilada, dois fatores que aumentam a estabilidade das

antocianinas.
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Anexo 1. Curva Padrdo do acido galico para quantificacdo dos

ANEXO

compostos fendlicos totais por metodologia de Follin-Ciocateau.

Concentragdo (mg/L)
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Anexo 2. Curva Padrdao para quantificacdo da atividade
antioxidante pela metodologia de DPPH.

CONCENTRACAO TROLOX (mM)
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ANEXO

Anexo 3. Curva Padrdao para quantificacdo da atividade
antioxidante pela metodologia de FRAP.
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