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Resumo

O bagaco de uva é um residuo industrial obtido a partir do processo de fabrico de
vinho e grande parte do bagaco produzido pelas vinicolas é desperdi¢ado. Deste modo, €é
importante explorar subprodutos de vinicolas, como o bagaco, que apresenta
propriedades fitoterapicas de importancia para as industrias farmacéuticas, quimicas e de
alimentos, permitindo assim agregar valor a este residuo industrial.

O objetivo deste trabalho € determinar a atividade antioxidante usando os métodos
DPPH, FRAP e ABTS, além de avaliar o teor em fenois totais, flavonoéides e taninos de
subprodutos da vinha e dos vinhos (folha da videira e bagago de uva),assim como da uva
e peles de uva da casta Touriga Nacional. Estas amostras também foram analisadas por
espectrometria de massa (MS). Além disso foi também realizada a validacdo analitica
relativamente ao teor em fenois totais, flavondides, ABTS e FRAP.

Os resultados obtidos permitiram concluir que os métodos analiticos foram validados com
sucesso. De uma forma geral o melhor método de extracdo de fendis totais e de flavonoides
foi o do Soxlet de 6 ciclos (D6c), sendo que a amostra com maior concentracdo de fendis
totais é o bagaco (BV). A amostra com maior concentracdo em taninos € a pele de uva (P) e a
extracdo pelo método D6c, permite de uma forma geral obter extratos mais concentrados. O
vinho A apresenta um teor superior em fenois totais e taninos do que o vinho B. Usando o
método de DPPH conclui-se que a amostra com maior atividade antioxidante foi o extrato P
(método A). A amostra com maior atividade antioxidante ao se aplicar o método FRAP é a P
(método D6c), enquanto que pelo método de ABTS é a amostra FV (método D6c). Os
resultados demonstram uma boa correlacdo entre o teor em fendis totais e flavondides totais
para as amostras P, BV e U. Estabeleceu-se a correlacdo entre os fendis totais, flavonoides e a
actividade antioxidante. Os resultados preliminares de identificacdo dos compostos por
LC-MS conduziram a duas propostas de identificacdo de compostos (acido tartarico e
catequina em alguns dos extratos analisados) e na deteccdo de alguns compostos ndo

identificados, nomeadamente com m/z=133 e m/z=341.

Palavras-chave — Uva, subprodutos, compostos fendlicos, atividade antioxidante, LC-MS,
validacao
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Abstract

The grape pomace is an industrial waste obtained from the production process of wine and
the most part of the bagasse produced by wineries is wasted. So it’s important to explore wine
by-products such as bagasse, which showing important phytotherapeutic properties for
pharmaceutical, chemical and food industries, allowing adding value to this industrial waste.

The objective of this study was to determine the antioxidant activity using the methods of
DPPH, FRAP and ABTS and evaluating the content of total phenols, flavonoids and tannins
from vineyard and wines by-products (vine leaf and grape pomace), as well as grapes and
grape skins of Touriga Nacional, these samples were also analyzed by mass spectroscopy
(MS).

The results showed that the analytical methods have been successfully validated. In general
the best method of extraction of total phenols and flavonoids were the Soxlet 6 cycles (D6c),
and the sample with the highest concentration of total phenols is the grape pomace (BV). The
sample with the highest concentration in the tannin is grape skin (P) and extraction by D6c
method in general allows more concentrated extracts. The wine A has a higher content of total
phenols and tannins that the wine B. Applying the DPPH assay concludes that the sample
with the highest antioxidant activity was the extract P (method A). The sample with the
highest antioxidant activity when applying the FRAP method is the P (D6c method),
while by the ABTS method is the sample FV (D6c method). The results show a good
correlation between the content of total phenols and total flavonoids to the P BV and U
samples. It was established the correlation between total phenols, flavonoids and antioxidant
activity. The preliminary results by LC-MS lead to two identification of proposals (tartaric
acid and catechin in some of the analyzed extracts) and detection of some unidentified

compounds, in particular m/z = 133 and m/z = 341.

Keywords — Grape, by-products, phenolic compounds, antioxidant activity, LC-MS,

validation
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VANESSA PATRICIA FELICIO DE OLIVEIRA

Introducéo

Touriga Nacional é uma casta de uva tinta da familia das Vitis Vinifera originaria de
Portugal.

Entre as varias castas tintas é a casta mais nobre de Portugal. E a rainha das uvas
portuguesas e que pelas suas qualidades para a vinificagdo, comeca a ocupar cada vez mais
espaco nas producdes europeias, australianas e californianas.

O bagaco de uva € um residuo industrial obtido na producdo de vinho e é composto pela
grainha, casca e engaco da uva. Os compostos presentes na uva, como resveratrol, acido
linoleico, &cido palmitico, entre outros, permanecem no bagaco em maior ou menor
quantidades, dependendo do processo utilizado. Grande parte do bagaco, produzido pelas
vinicolas, é desperdicado. Deste modo, é importante explorar subprodutos de vinicolas, como
0 bagaco, que apresenta propriedades fitoterapicas de importancia para as inddstrias
farmacéuticas, quimicas e de alimentos, permitindo assim agregar valor a este residuo
industrial [1].

Segundo Riccardo Flamini et al (2013) a uva € qualitativa e quantitativamente muito rica
em polifendis. Em particular, antocianinas, flavonois e derivados de estilbenos que
desempenham papé€is muito importantes no metabolismo, gracas as suas caracteristicas
peculiares. As antocianinas sdo responsaveis pela cor de uvas tintas e vinhos tintos,
conferindo caracteristicas organolépticas ao vinho. Estdo a ser utilizadas para estudos
quimiotaxondémicos e na avaliacdo do estadio de maturacdo polifendlica de uva. Sdo corantes
naturais, tém atividade antioxidante, antimicrobiana e anticarcinogénica, exercem efeito
protetor sobre o sistema cardiovascular humano, e sdo utilizados na comida e industrias
farmacéuticas.

Estilbenos séo fitoalexinas presentes nos bagos de uva e estdo associados aos efeitos
benéficos do vinho. O principal estilbeno é o resveratrol, que é caracterizado por ser
anticancerigeno, antioxidante, anti-inflamatério e cardioprotector. Dimeros de resveratrol
também ocorrem em uva, e sdo sintetizados pela videira como defesa ativa contra ataque
exogeno, ou produzidos por enzimas extracelulares libertados por patogénicos na tentativa de

eliminar compostos toxicos indesejaveis.

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Vanessa Patricia Felicio de Oliveira, Valorizacdo de subprodutos da vinha e do vinho-composicao fenélica e
atividade antioxidante

Flavondis sdo uma classe omnipresente dos flavondides com foto-protecdo e
copigmentacdo (juntamente com antocianinas). A falta de expressao da enzima flavondide 3 ',
5'-hidroxilase nas uvas brancas restringe a presenga de quercetina, caempferol e derivados
isoramnetina, enquanto as uvas tintas geralmente também contém miricetina, laricitrina e
derivados de siringetina. Nos Ultimos dez anos, o desenvolvimento tecnoldgico da
instrumentacdao analitica, particularmente espectrometria de massa, conduziu a grandes

melhorias e uma maior conhecimento da quimica destes compostos [2].

1.1 Compostos fendlicos em uvas, vinhos e bagaco de uva

Sdo diversas as fontes antioxidantes naturais conhecidas na natureza, sendo algumas
amplamente encontradas no reino vegetal. O seu poder antioxidante podera ser atribuido ao
conteldo em compostos fendlicos [3].

Os compostos fendlicos presentes nas plantas sdo sintetizados tipicamente durante o seu
desenvolvimento como mecanismo de protecdo contra condi¢Ges adversas tais como lesdes
dos tecidos, infecGes e radiacdo UV. A sua estrutura base apresenta um anel aromatico ao qual
pode estar ligado um grupo hidroxilo (fendis) ou varios (polifendis), o que origina uma
grande diversidade de compostos. Os compostos fendlicos podem ser divididos em varias
classes, destacando-se os acidos fendlicos, flavonoides e taninos, como antioxidantes
fendlicos mais disseminados na natureza. [4]. Os acidos fendlicos que ocorrem naturalmente
nas plantas sdo constituidos por dois grupos, os acidos hidroxibenzdicos (Fig.1.) e seus
derivados (com estrutura comum C6-C1) e os &cidos hidroxicindmicos (Fig.1.) e seus
derivados, com estrutura base C6-C3. Os flavondides apresentam estrutura base C6-C3-C6,

formada por dois anéis fendlicos ligados entre si atraves de um anel pirano [5] [6].

—_— COOH
__CH COH
a HC™ b
[
_
Ri1 R2
R1 Rz
OH
oOH

Fig. 1. Estrutura do &cido hidroxicindmico (a) e hidroxibenzoico (b)

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia



Vanessa Patricia Felicio de Oliveira, Valorizacdo de subprodutos da vinha e do vinho-composicao fenélica e
atividade antioxidante

A divisdo dos compostos fendlicos pode ainda ser feita em dois grandes grupos: pouco
distribuidos na natureza e amplamente distribuidos na natureza. De um modo geral,
pertencem ao primeiro grupo os fendis simples, enquanto no segundo grupo séo incluidos
todos os compostos fendlicos (e.g. &cidos fendlicos, flavonoides e taninos) presentes no reino
vegetal [7].

Os compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes e podem ser incluidos na categoria
de inibidores de radicais livres, sendo muito eficientes na prevencdo da auto-oxidagdo. Os
flavondides e os &cidos fendlicos sdo os que mais se destacam do grupo dos compostos
fenolicos [8] [9] [10]. A eficiéncia antioxidante é determinada pelos grupos funcionais
presentes e pela posicdo que ocupam no anel aromatico, bem como pelo tamanho da cadeia
desses grupos [8] [11].

Os flavonoides sdo pigmentos de coloracdo amarela que se caracterizam por um esqueleto
comum do tipo C6-C3-C6, consistindo em dois anéis fendlicos unidos por um anel pirano
heterociclico. Esta estrutura (Fig. 2.) pode ocorrer como derivado de um nucleo de 2-fenil
cromona por um lado, originando flavonas (a- Rs = H) e flavondis (a - Rs = OH), e como
derivado de um nucleo de 2-fenil cromanona por outro lado, originando flavanonas (b - Rz =
H) e flavanonois (b - Rs = OH) [12] [13] [14].

HO HO

OH ) OH O

Fig. 2. Estrutura de flavonoides: a — Flavona Rs; = H; Flavonol R; = OH;
b — Flavanona Rs; = H; Flavanonol Rz = OH

Os flavondides predominantes no vinho sdo, os flavonodis. Entre eles destacam-se o
campferol, a quercetina e a miricetina, sendo que o0s trés compostos se encontram no vinho
tinto, mas apenas os dois primeiros se encontram no vinho branco [13].

Os taninos estdo presentes principalmente nas partes solidas do cacho da uva — pelicula,

grainhas e engagos - que sdo extraidos durante a vinificagdo [15]. Uma vez que estdo
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localizadas quase que exclusivamente nas partes sélidas do cacho (peliculas, grainhas e
engacos), a sua transferéncia para o0 mosto e vinho é determinada principalmente pelo grau de
macera¢do durante o processo de vinificacdo. Polimeros com maior peso molecular difundem
mais lentamente do que aqueles de menor peso molecular.

O vinho possui uma elevada quantidade de compostos com carateristicas antioxidantes, a
maior parte deles provenientes da uva [12] [13] [14]. No entanto, os métodos de vinificacéo
aplicados, nomeadamente, o tempo de maturacdo em cascos de carvalho e a possivel adicdo
de sulfitos para conservacéo do vinho, podem contribuir para a presenca de outras substancias
com carécter antioxidante.

Os compostos antioxidantes que se destacam no vinho sdo os compostos fendlicos, que se
caracterizam por possuirem anéis aromaticos e grupos hidroxilo, sendo denominados por
fendlicos quando possuem apenas um anel aromatico e por polifendlicos quando possuem
mais do que um anel aromético [13] [14]. Os compostos fendlicos podem ainda ser separados
em duas categorias: os flavonoides e ndo-flavondides [12].

Rockenbach et al (2010) verificaram que as grainhas apresentavam um teor em compostos
fendlicos (2.128 a 16.518 mg de equivalentes de catequina (CE)/100g) superior ao das peles
de uvas tintas (660 a 1839 mg de CE/100g). Relativamente a atividade antioxidante pelos
métodos DPPH e FRAP as grainhas da variedade Pinot Noir apresentam valores de 16.925
umol equivalentes de Trolox (TE)/100g e 21.492 pmol Fe?*/100 g respectivamente,
superiores aos obtidos para os extratos de pele uva da variedade Isabel (3640 pumol TE/100 g
e 4362 pmol de Fe?*/100g, respectivamente). Compostos oligoméricos e flavanois
poliméricos foram detetados neste tipo de extractos que podem ser aplicados em produtos
como agentes antioxidantes [16].

Um estudo comparativo efetuado a diferentes castas portuguesas (Touriga Nacional,
Touriga Franca e Tinta Roriz) verifica que a casta Touriga Nacional, apresenta valores
elevados relativamente ao teor em fendis totais (142.4 + 1.1 mg GAEg™* residuo seco), ao
DPPH (1.12 + 0,04 mmol TEg? residuo seco) e ao ORAC (1579 + 244 mol TEg™! residuo
seco). Acido galhico, acido cafeico, &cido siringico, (+) - catequina e (-) — epicatequina foram
identificados neste tipo de amostras [17].

O vinho € considerado um alimento funcional pois contém componentes que exercem
efeitos benéficos para a salde do consumidor desde que ingeridos em doses fisiologicamente
equilibradas [18].
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Os beneficios do vinho estdo relacionados com o seu teor em compostos polifendlicos e as
suas propriedades antioxidantes.

Os compostos antioxidantes sdo capazes de proteger os sistemas biologicos contra a acao
prejudicial dos radicais livres. Evidéncias epidemioldgicas indicam que o consumo de
alimentos e bebidas ricas em antioxidantes, reduz a incidéncia de varias doencas
degenerativas, tais como mutagénese, carcinogénese, arteriosclerose, doenca cardiaca
isquémica, doencas neurodegenerativas e do envelhecimento.

Para além do seu efeito benéfico sobre a saude, os antioxidantes sdo utilizados em varias
industrias. Na industria alimentar, por exemplo, eles sdo utilizados para prevenir a oxidagédo
de lipidos e outros componentes e para preservar a qualidade do alimento. O vinho ou o0s
subprodutos, sdo considerados uma fonte rica de fitoquimicos naturais e particularmente
adequados para utilizacdo em ingrediente em alimentos, medicamentos e cosméticos.

E de interesse comercial ser capaz de determinar a atividade antioxidante do vinho e

subprodutos derivados de vinhos [19].

1.2 Metodologias de extracéo e identificacdo e quantificacao

A preparacdo das amostras implica a extracdo dos compostos em estudo a partir de
matrizes, solidas ou liquidas, seja para obter 0 composto num estado mais puro, seja também
a concentragdo dos compostos, caso se justifique [20].

As extracOes com solventes sdo o procedimento mais utilizado na preparacdo de amostras
de fontes naturais. Varios factores influenciam este tipo de extracdo, nomeadamente o tempo
de extracdo, a temperatura e a agitacdo da amostra. O tempo de extracdo varia em funcdo da
matriz, do seu estado de divisdo, da natureza dos compostos a extrair, do solvente e da
aplicacdo ou ndo de temperatura e/ou agitacdo. O aumento da temperatura pode provocar um
aumento da solubilidade de alguns compostos presentes na matriz, por isso a utilizacdo de
uma temperatura superior a temperatura ambiente aumenta nessa situacdo o rendimento do
processo extrativo. No entanto temperaturas elevadas nem sempre podem ser aplicadas,
devido a instabilidade de muitos compostos a essas temperaturas. A agitacdo pode diminuir o
tempo gasto hum processo extrativo, pois este processo depende de fendmenos de difusdo e a
renovacgéo do solvente em contato com a matriz influencia a velocidade da difus&o.

A preparacdo da amostra pode compreender também um passo de purificacdo prévia
utilizando a extracdo em fase solida (SPE). Esta técnica é vantajosa, porque além de néo se

usar grandes quantidades de solvente organico, ndo existe a formacdo de emulsdes. Varios
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fatores influenciam o rendimento da extracdo SPE, como o tipo de solvente e o estado de
divisdo da matriz. A escolha do solvente é feita tendo em conta a dissolu¢do dos compostos,
assim como a facilidade com que se pode isolar o composto extraido, isto €, o baixo ponto de
ebulicdo do solvente para sua posterior evaporacdo. A matriz solida deve estar finamente
dividida, de forma a existir maior contacto entre o solvente e a amostra [21].

A extracdo com agua superaquecida (SWE) é uma técnica que utiliza agua a temperatura
de 100°C a 374°C e uma pressao elevada, o suficiente para manter a agua no estado liquido. O
que implica a diminuicdo da polaridade da &gua e 0 aumento da solubilidade dos compostos
organicos. Este método, que é uma alternativa para a extracdo de componentes volateis, é
mais limpo, rapido e barato que os métodos de extracdo convencionais [22].

O método de Soxhlet é um processo continuo, e € bastante Gtil nos casos em que o
composto puro é parcialmente solivel num solvente e os compostos indesejaveis ndo. A
eficiéncia do metodo de Soxhlet, depende dos seguintes aspetos: i) natureza do material a ser
extraido; ii) polaridade do solvente; iii) ligacdo dos lipidos com outros compostos; iv)
passagem do solvente pela amostra; v) tamanho das particulas da amostra; vi) humidade da
amostra; vii) velocidade de refluxo e viii) quantidade relativa de solvente [23]. O
equipamento que se aplica neste método utiliza refluxo de solvente num processo
intermitente. A amostra ndo fica em contato com o solvente muito quente, porém ocorre uma
utilizacdo excessivo de solvente, pois 0 volume total deve ser suficiente para atingir o siféo.

Drosou et al (2015) obtiveram 6leo de bagaco através de trés métodos diferentes de
extracdo (microondas assistida (MAE), ultra-sons (UAE) e extragdo de Soxhlet (SE)
utilizando agua, agua: etanol (1: 1) e etanol como solventes. A eficiéncia e a seletividade dos
processos de extracdo foram determinados em termos de rendimento de extracdo, atividade
anti-radical (AAR) e teor em fenois totais (TP). Os extratos obtidos pelo método UAE com o
solvente agua:etanol apresentam valores elevados para o teor em fendis totais elevado
(438984 + 4.034 mg/L GAE no extrato seco) AAR (0.36 £ 0.01 para 0.96+ 0.02 mg /mL [24].

O método de Folin-Ciocalteu, também conhecido como o método de quantificacdo dos
fendis totais presentes na amostra, baseia-se na ac¢do redutora dos compostos fenolicos, em
meio alcalino, sobre uma mistura dos &cidos fosfotingstico (HsPW12040) e fosfomolibdico
(H3sPMo012040), com obtengdo de dxidos de tungsténio (WgO23) e de molibdénio (MogO23), que
apresentam uma coloracdo azul. A monitorizacdo da reacdo é realizada por colorimetria uma
vez que o complexo reduzido apresenta uma coloragéo azul intensa e absorvancia maxima ao

comprimento de onda de 750nm. Desta forma, quanto maior for o teor em compostos
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fenolicos presentes na amostra, maior sera a absorvancia a este comprimento de onda [25]
[26] [27].

O método de quantificagdo de flavondides baseia-se numa reaccdo de complexacédo entre o
flavondide e o cloreto de aluminio em meio alcalino formando-se um composto avermelhado

com absorvancia maxima a 510 nm [28].

O método de quantificacdo dos taninos € especifico para uma classe limitada de
compostos que apresentam uma ligagdo simples na posicdo 2,3 e grupos hidroxila em
posicdes alternadas no anel A. leucoantocianidinas (catequinas) e proantocianidinas
(taninos) reagem com a vanilina na presenca de HCI para produzir um produto de

condensacdo vermelho, como demonstrado na fig. 3 [29].

OH
7R OH OH
HO Z \|/O PN i
* OH —
OH
catequina © ‘Iv H aducto colorido

vanilina

Fig. 3. Reacdo da vanilina com o 3-flavanol monomérico produzindo um aducto vermelho
com absorvancia maxima a 500 nm

Em sistemas bioldgicos, um antioxidante € uma substancia com capacidade de reduzir
eficazmente um pro-oxidante, com formacdo simultanea de produtos com baixo ou nenhum
nivel de toxicidade [31]. Em 1995, Halliwell e colaboradores sugerem uma definigdo
generalista para os antioxidantes: (“qualquer substancia que mesmo estando presente em
baixas concentragdes quando comparada com o substrato oxidavel, apresenta capacidade para

atrasar ou inibir de forma eficaz esse substrato”). As substancias pro-oxidantes, por sua vez,
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apresentam capacidade de induzir danos oxidativos em diferentes alvos bioldgicos, acidos
nucleicos, lipidos e proteinas [32].

A oxidacdo nos sistemas bioldgicos ocorre devido a acdo dos radicais livres no organismo.
Os radicais livres sdo espécies quimicas com um eletrdo desemparelhado, o que lhes confere
grande afinidade eletronica e, portanto, grande reatividade. A formacéo de radicais livres pode
dever-se a processos enddgenos — processos bioquimicos associados ao metabolismo; ou a
processos exdgenos — reagdes metabolicas provocadas pela exposicdo a agentes externos ao
organismo [33].

O desequilibrio entre espécies antioxidantes e pro-oxidantes nos sistemas bioldgicos é
definido como stress oxidativo que tem como consequéncias um aumento intracelular de
espécies reativas.

Muitos alimentos que fazem parte da dieta quotidiana sdo ricos em antioxidantes que
promovem a prevencao e/ou reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células. Os
antioxidantes podem ter acdo direta na neutralizacdo das acBes dos radicais livres ou
participar indiretamente nos sistemas enzimaticos com essa funcéo [34] [35].

O uso de antioxidantes € vulgar na industria alimentar, com vista a prevenir ou retardar a
deterioracdo oxidativa (aumentando o tempo de vida Util), e manter o valor nutricional dos
alimentos [36] [37].

Os métodos que avaliam a capacidade antioxidante por transferéncia de atomo de
hidrogénio baseiam-se na inibi¢do (por acdo de um antioxidante - AH) dos radicais livres (X¢)
através da doacdo hidrogénio (equacéo 1.1) [25].

equacéo 1.1 X +AH = XH+ A

A detecdo da capacidade de um antioxidante transferir um eletrdo para reduzir compostos é
avaliada pelos métodos de transferéncia de eletrdo, descrito pela equacdo 1.2. Entre os
métodos utilizados para determinar a capacidade antioxidante por esta reacdo evidenciam-se
os seguintes métodos: i) ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico); ii)
FRAP (poder redutor ferrico); iii) capacidade de reducdo do Cu (Il); iv) DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo) e o método DMPD (N,N-dimetil-1,4-fenilenodiamina) [25][38].

equacao 1.2 X +AH =2 X + AH"
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As reacdes por transferéncia de eletrbes ocorrem, geralmente, de forma mais lenta que as
reacOes por transferéncia de &tomos de hidrogénio [25].

O método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é baseado na medida da capacidade
antiradicalar de um composto face ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH"). Por agéo
de um composto antioxidante o radical DPPH" é reduzido passando a sua forma estavel
DPPH-H (difenil-1-picril-hidrazina). Esta reacdo é monitorizada pela alteracdo de cor violeta
(DPPHe) para amarelo (DPPH-H), seguida por medida da absorvancia a 517 nm, até ser
atingido um patamar. A atividade do composto antioxidante (RH) medida neste teste esta
relacionada com a capacidade de doar um H, ou seja do nimero de grupos que contém atomos
de hidrogénio labeis como é o caso dos grupos hidroxilo.

O método DPPH é um dos métodos mais utilizados porque, em termos gerais, é simples,
eficiente e barato, é largamente utilizado como um ponto de referéncia. Quanto maior for a
capacidade de eliminacdo de radicais livres de um composto antioxidantes, maior a reducao
de DPPH e a cor parpura fica menos persistente na amostra [19].

A capacidade antioxidante da amostra pode ser apresentada sob a forma de percentagem de
inibicdo do radical (1), ap6s um determinado tempo de reacdo. Isto é

Ab—Aao

Equacéo 1.3. I =100 x —

onde Ab é o valor de absorvancia do tempo zero e Aa é o valor de absorvancia da amostra
para um dado tempo de reacao.

Ao substituir a amostra por quantidades conhecidas de um padrdo, é possivel calcular as
percentagens de inibicdo do radical por parte desse padrdo de modo a construir retas de
calibracdo, e apresentar os resultados, ndo sob a forma de percentagem de inibicéo, mas sob a
forma de equivalentes desse padrao.

Uma das desvantagens deste método é o facto de utilizar um radical sintético, e portanto
sem grande relevancia biol6gica. No entanto, trata-se de um ensaio simples, pouco
dispendioso e répido, e por isso largamente difundido no ambito da caracterizacdo da
atividade antioxidante de diversas matrizes [25] [26] [27] [38].

O método ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico permite avaliar a
atividade antioxidante de uma amostra através da sua capacidade em reduzir radicais catides
ABTS™". Ao juntar na mistura reacional persulfato de potassio ao ABTS, este Ultimo é
oxidado ao catidlo ABTS™, que possui uma coloragcdo azul escuro com maximos de

absorvancia aos comprimentos de onda 415, 645, 734 e 815 nm. Ao adicionar substancias
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antioxidantes a mistura, o catido ABTS™ é reduzido a ABTS, fazendo com que se dé a
descoloracdo da solucdo inicial. Uma vez esgotados os antioxidantes no meio reacional, o
ABTS volta a ser oxidado a ABTS", regressando a coloracéo azul da solucdo. A extensédo da
reacdo de descoloracdo que ocorre durante um determinado periodo de tempo, geralmente
monitorizada a 415 nm, depende diretamente da capacidade antioxidante da amostra. Quando
se aplicam as mesmas condi¢fes reacionais a um padrédo, é possivel apresentar a capacidade
antioxidante da amostra sob a forma de equivalente desse padrao.

Ao considerar os radicais sintéticos, ou seja 0 DPPH' e 0 ABTS™, a transferéncia do protdo
pode ser imediata ou ndo. No primeiro caso, ocorre a homolise do antioxidante protonado
originando um radical de hidrogénio que ird reagir com o radical, dando origem ao radical
protonado, ou seja neutralizado, e a produtos derivados do antioxidante que reagiu. No
segundo caso, existe uma dissociagdo do antioxidante protonado, originando, em solucéo, um
protéo e o antioxidante desprotonado. Este antioxidante desprotonado reage em seguida com o
radical, surgindo produtos derivados do antioxidante que reagiu, juntamente com o radical
desprotonado. Finalmente, o radical desprotonado reage com o protdo que tinha sido libertado
previamente, dando origem ao radical protonado [25] [26] [27] [38].

O método de FRAP (Ferric reducing antioxidant power) baseia-se na reducdo, em meio
acidico, de um complexo férrico de TPTZ (2,4,6- tripiridil-s-triazina) a um complexo ferroso
de TPTZ com uma forte coloracdo azul escura (azul prassia). Quanto maior for a capacidade
antioxidante da amostra, maior sera a produgdo do complexo ferroso de TPTZ, podendo ser
monitorizado através da leitura da absorvancia a um comprimento de onda de 593 nm (Fig. 5)
[25] [26] [27] .

\] L :LT \P/\N fffx EJ”,,«L_,NH 'l H;]

Fe(li] ~=N 4 antioxidant _ j“; 1 i l*ll:g N
J/]\ L\j N N‘M ! N @
SRS O

Fe(ll)(TPTZ),)%* [Fe(l)(TPTZ)2])2*, Amax = 593 nm

—

Fig 5. Principio de poder de reducéo férrica.
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A obtencdo de retas de calibracdo faz-se através da substituicdo da amostra por
concentragdes conhecidas de padrdes contendo ferro no estado reduzido, nomeadamente
sulfato ferroso (FeSO4) ou padrdes de um antioxidante, sendo a capacidade redutora expressa
em equivalentes de i0es ferrosos ou equivalentes desse composto antioxidante. Uma das
limitacGes desta técnica consiste no facto de apenas avaliar a capacidade da amostra em
reduzir ides férricos e ndo a sua capacidade em neutralizar radicais livres ou outras espécies
antioxidantes. No entanto, trata-se de um ensaio simples, reprodutivel e pouco dispendioso,
quando comparado com outros métodos de avaliacdo da atividade antioxidante.

A espectrometria de massa € uma técnica analitica que permite a identificacdo da
composic¢do quimica de um determinado composto isolado, ou de diferentes compostos em
misturas complexas, através da determinagdo de suas massas moleculares na forma ionica,
baseada na sua movimentacdo através de um campo elétrico ou magnético. Esta
movimentacao é determinada pela razdo entre a massa de um determinado composto (analito)
e sua carga, designada por m/z. Conhecendo o valor de m/z de uma molécula é possivel inferir
a sua composicdo quimica elementar, e com isso determinar a sua estrutura [30].

A espectrometria de massas pode ser utilizada em analises quantitativas, mas é em analises
qualitativas que ela se destaca, como na identificacdo de compostos em misturas e,
principalmente, na caracterizacdo estrutural de compostos desconhecidos, que pode ser
alcancado através da formacao de ides-molécula e de seus respectivos ides fragmentos.

Entdo a espectrometria massas fornece informagdes precisas sobre a massa dos compostos
analisados.

Na realidade um espectrometro de massas fornece a massa obtida apenas de iGes entretanto
nem todas as moléculas contém grupos quimicos naturalmente carregados.

Noutros processos de ionizacdo dependendo das caracteristicas quimicas das moléculas a
serem analisadas, pode-se obter ido protonados, comuns em moléculas contendo grupos R-
NH., ou entdo ido desprotonados, como no caso de moléculas que apresentam grupos acidos
(R-COOH) nas suas estruturas. Nestes dois casos 0s ido sdo chamados de ido quasi-
moleculares [31].

A espectrometria de massas também é utilizada na determinacdo de razdes isotopicas.

Um espectrometro de massas € composto por 3 modulos principais: fonte de iGes,

analisadores de massas e 0s detectores (Fig. 4), em que
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e Fontes de ides: responsavel pelo processo de ionizacdo das moléculas, ou seja,

transformacdo de moléculas neutras em ides;

e Analisadores de massas: responsavel pela separacdo dos ides de acordo com seu

m/z, realizado através de aplicagdes de campos elétricos e magnéticos;

e Detectores: responsavel pela deteccdo e amplificacdo dos ides [30].

Analisador de

Fonte de ides Detetor
massas

Fig. 4. Representacdo esquematica de um espectrometro de massas

Os processos de ionizacdo sdo fundamentais para a espectrometria de massa, diversas
fontes de ionizacdo foram desenvolvidas ao longo da sua histéria. No entanto apenas se
descreve a ionizacdo por spray de electrbes (ESI-Electrospray lonization) por ter sido a
utilizada neste trabalho.

ESI é uma das principais técnicas de ionizacdo em pressdo atmosférica (APl —
atmospheric pressure ionization) e também uma das mais importantes na determinacéao
estrutural de diversas moléculas biolégicas, consistindo em mais uma das técnicas no conceito
de ionizacgdo suave, permitindo a formacéo de ido a partir de macromoléculas, superando sua
propensdo em fragmentar-se quando ionizadas.

O processo de ionizagdo por ESI ocorre quando um solvente volatil contendo os analitos
é bombeado através de um fino capilar de aco inoxidavel. Uma alta tensdo € aplicada a ponta
deste capilar, e como consequéncia deste forte campo elétrico, a amostra que sai pelo capilar
estara dispersa em um aerosol composto por goticulas de solvente e analito altamente
carregadas.

Este processo € auxiliado por um gas inerte (geralmente azoto designado como gas de
nebulizacdo) que é introduzido na fonte ESI, fluindo externamente ao capilar. Este fluxo de
gas esta em temperaturas elevadas (150-200 °C) e auxilia na evaporacdo do excesso solvente e

na formacéo do aerosol.
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1.3. Validacdo de métodos analiticos

Para garantir que os métodos analiticos originem resultados confidveis e interpretaveis
deve-se fazer a sua validacdo, ou seja a validacdo de um método analitico permite demonstrar
que 0 método é adequado para o fim proposto. Num processo de validagdo de método
analitico devem ser considerados para validacdo os parametros: i) especificidade; ii)
linearidade; iii) exatiddo; iv) precisao; v) limites de detecdo e quantificacdo e vi) robustez.

Os parametros de validagdo séo aplicados ou ndo consoante o tipo de procedimento
analitico.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em amostras, dentro de uma determinada faixa de
concentragéo.

O limite de detecdo consiste na menor concentracdo que permite identificar com
fiabilidade a presenca de um composto, enquanto que o limite de quantificacdo consiste na
menor concentracdo do composto que um determinado ensaio tem capacidade de quantificar
com exatidéo e precisao pretendida. [39]

O calculo dos limites de detecdo (LD) e de quantificacdo (LQ) é realizado através das

seguintes equacdes:

35

Equacéo 1.4. LD = <
. 10=
Equacao 1.5. LQ = 5

onde s é a estimativa do desvio-padrdo do branco e S é a inclinacdo da reta de calibracao.
A Precisdo € uma medida da reprodutibilidade de um resultado.
Na determinacdo da precisdo intermédia calcula-se o coeficiente de variancia (Cv)

através da equacdo 1.6 e o valor obtido devera ser < 2%:

Eauacio 1.6 c 100xDP
uacao 1. V=,
quag média

A exatiddo refere-se a quao proximo um valor de uma medida estd do “valor real” e ¢

calculada através da equacédo 1.7 [39][40]

concentracio obtida

Equacéo 1.7. Exatiddo = x100 (%)

concentracio teorica
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1.4. Residuos e subprodutos

Sao diversos os produtos secundarios obtidos apos a producdo de vinho, sendo 0 bagago o
principal subproduto da vinificacdo, ndo so pela sua riqueza alcoolica e tartarica, mas também
pelo interesse econdmico de alguns dos seus componentes fisicos.

O bagaco, é o produto resultante da prensagem das massas vinicas, constituidas pelas
partes solidas das uvas e pelo mosto ou pelo conjunto mosto/vinho que as embebe.

Cerca de 85% das uvas produzidas em Portugal destinam-se a elaboracdo de vinhos de
mesa, espumosos e sumos. O residuo da prensagem (bagaco) representa 12 a 15% em peso da
matéria-prima inicial e contém restos de agucar, outros glicidos, proteinas e, nas grainhas, um
teor elevado de lipidos, que enriquecem altamente o bagaco, justificando que o calor de
combustdo deste produto seja mais elevado que o da madeira.

Podemos ter dois tipos de bagaco, consoante a tecnologia utilizada no fabrico do vinho.
Séo eles:

a) O bagaco doce ou fresco — ¢ o bagago que provém da elaboragdao de vinhos de “bica
aberta”. Ndo fermenta com os mostos, contendo essencialmente liquido agucarado e pouco ou
nenhum 4alcool. Assim, antes de submeter os bagacos brancos a destilacdo, torna-se
indispensavel deixa-los fermentar, a fim de que haja transformacao do agucar em alcool.

b) O bagaco tinto ou fermentado — é aquele que provém da vinificagdo com maceracgdo. O
mosto é fermentado em contacto com as partes solidas, estas, depois de prensadas, contém
uma certa quantidade de vinho e, por consequéncia, de alcool.

A composic¢do quimica dos bagacos esté relacionado com o tipo de bagaco, a natureza das
castas de que provém, o modo de vinificacdo, as condi¢cGes atmosféricas que presidem a
vegetacdo da vinha, as quais tém uma influéncia marcada na composicdo das uvas, 0S
sistemas de conducdo da vinha e o estado sanitario das uvas no momento da vindima, indo
influenciar também a composi¢do dos seus subprodutos.

O bagaco é constituido principalmente por agua, cerca de 60-70%, vinho e borras, sendo
estes dependentes da prensagem; alcoois, principalmente o etanol, e também o metanol,
glicerol e alcoois superiores; aldeidos, ésteres, acidos volateis, polifendis e taninos, proteinas,
celulose, pectinas, sais minerais e residuos de agucar.

Os engacos sao a matéria-prima menos rica e de valorizagdo mais simples. Quando

separados por maquina apropriada, constituem cerca de 3.5 — 4.5% da massa total da vindima.
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Contém um teor aproximado de 50% de humidade, e que em matéria seca predomina a
celulose (30 — 40%) e a lenhina e, em menor quantidade, matéria tartarica. A composicao dos
engacos torna impropria a sua utilizagdo como alimento para gado. O seu aproveitamento esta
limitado, como base de um “composto” ou como matéria-prima da industria do papel e de
materiais de construcdo, como combustivel e estrume, podendo ainda ser utilizado para a
obtencdo de proteina vegetal, devido ao seu elevado teor celulésico. O poder calorico do
engaco € da ordem das 2000 a 2500 calorias/kg, e 0 seu aproveitamento como combustivel é
muito viavel.

A grainha constitui 20 a 25% do peso do bagaco himido e cerca de 40% do bagaco
fortemente prensado e desengacado. Representa 3% em relacdo ao peso da uva. As grainhas,
depois de individualizadas, convenientemente secas e limpas, podem ser utilizadas para
extrair 6leo. Apesar de a grainha apresentar um teor entre 14-20% de substancias gordas, o
seu rendimento em 6leos é de apenas de 10-11%, embora com as modernas tecnologias a
extracao de 6leos possa superar 0s 15%

Podem também ser utilizadas nas industrias de ragcdes e adubos e a extracdo de taninos com
aplicacdo em industrias enoldgica e farmacéutica. A partir das grainhas € possivel extrair
proteinas, taninos, extractos aromaticos, etanol e lenhina. Devido ao seu poder calérico é
viavel serem usadas como combustivel, substituindo assim a nafta ou outros combustiveis de
elevado custo [38].

De acordo com um estudo que tinha como objetivo determinar a composi¢cdes de oito
amostras de bagaco provenientes de diferentes vinificacdo (vinho tinto e branco) e também de
diferentes areas de producdo de vinho francés (Alsace, Bordeaux, Bourgogne, Champagne,
Languedoc, Val de Loire e Provence). Verificou-se grande variabilidade dependendo da casta
da uva: as amostras de bagago continham 3-6% w/w de 0leo, 20-46% w/w de agUcares
sobretudo xiloglucanos, e um teor de polissacarideos pectindceos relativamente baixo.
Taninos condensados representaram 20-51% w/w e podem ser extraidos num meio aquoso.

um promissor fonte para a utilizacdo deste valioso subproduto [41].
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1.5. Delineamento experimental

Um dos objetivos deste trabalho é determinar a atividade antioxidante usando Varios
métodos, avaliar os teores totais de polifendis, flavondides e taninos e caracterizar
quimicamente atraveés de LC-MS (cromatografia liquida de alta eficiéncia —espetrometria de
massa) extratos preparados a partir de folhas, peles e bagaco de uva. Os resultados seréo
relacionados entre 0s varios extratos obtidos e os vinhos produzidos a partir da casta Touriga
Nacional.

Na extracdo destes compostos consideram-se parametros otimizados indicados na literatura
bibliogréafica, tais como o solvente de extracdo, a temperatura e o tempo de extracdo. Serdo
aplicadas varias metodologias de extracdo dos compostos, nomeadamente a infusdo com agua,
extraccdo liquido- liquido (adgua:etanol/50:50) e soxhlet, que serdo comparadas.

A quantificacdo dos polifendis (como fendis totais, flavonoides totais e taninos) sera
realizada por espetrofotometria de UV/Vis. Na avaliacdo da atividade antioxidante aplicam-se
varios métodos, nomeadamente o DPPH, FRAP e ABTS.

Um outro objetivo é a validacdo de algumas metodologias usadas na quantificacdo dos
polifendis e da atividade antioxidante, nomeadamente, flavonodides totais, fenois totais, ABTS
e FRAP.

Por fim alguns dos extratos obtidos serdo analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (LC) com o espetrometro de massa (MS) para identificar os compostos presentes

nos varios extratos das amostras.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes
A &gua desionizada utilizada na preparacdo de reagentes, solucBes e na diluicdo de

amostras foi obtida com o equipamento DesminWater Portugal.

Doseamento do teor em fendis totais

Reagente Folin-Ciocalteu (2.0 N) e carbonato de sodio anidro 99.999 % da Sigma Chemical

Aldrich, &cido galhico da Fluka e metanol (grau gradiente) da Lab-Scan (Dublin, Irlanda).

Testes de Actividade antioxidante

DPPH (free radical scavenging capacity of 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl): 1,1-difenil-

2-picril-hidrazil (DPPH) da Sigma Chemical e metanol (grau gradiente) da Lab-Scan (Dublin,
Irlanda).

ABTS (2,2"azino-bis-(3-etilbenzotiazoli-6-a4cido sulfénico)) - Etanol puro da Merck
Millipore, Persulfato de potassio da Sigma.-Aldrich e ABTS de da AMRESCO, e o Trolox da
Sigma-Aldrich.

FRAP (Ferric reducing/Antioxidant power): Trolox da Sigma Aldrich, metanol (grau

gradiente) da Lab-Scan (Dublin, Irlanda), solucdo tampdo de acetato da Sigma-Aldrich, acido
formico 98%, da Fluka, TPTZ (C1gH17Ns) da Sigma, HCI da Fisher Chemical, FeClz.6H20 da
Sigma Aldrich.

Flavonoides Totais: Nitrito de sddio, NaNO., cloreto de aluminio, AIClIs, hidréxido de sédio,
NaOH e Catequinas (C15sH1406-XH20) da Sigma-Aldrich.

Taninos Totais: Vanilina da Acofarma, metanol (grau gradiente) da Lab-Scan (Dublin,

Irlanda), &cido cloridrico, HCI comercial 37%, Catequinas (CisH140s-XH20) da Sigma-
Aldrich.
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Solventes para LC-MS: Acetonitrilo (grau LC-MS) da Scharlau, &cido formico (grau de
pureza 98%) da Fluka (ref. 94318), acido acético (grau de pureza 95%) da Sigma Aldrich (ref.
45754) Acetonitrilo (grau LC-MS) da Scharlau.

2.2.Padroes

Doseamento do teor em fenadis totais: Preparou-se uma solucdo-mée de acido galhico 100

mgL em metanol e a partir desta prepararam-se solugdes com diferentes concentracgoes (0.4-
6.0 mgL1) em &gua desionizada.

Flavonodides Totais: Preparou-se uma solucdo-mée de catequina 500 mgL™* em metanol e a

partir desta prepararam-se soluges com diferentes concentragdes (35-150 mgL™t) em é&gua
desionizada.

Taninos Totais: Preparou-se uma solugdo-mée de catequina 500 mgL™* em metanol e a

partir desta solugdo prepararam-se soluges com diferentes concentrag@es (10-150 mgL™?) em

agua desionizada.

Testes de actividade antioxidante

Método DPPH: preparou-se uma solugdo de DPPH na concentragdo de 24 mgL™ em metanol.

Método FRAP: preparou-se uma solugdo de Trolox na concentragio de 100 mgL* em metanol
e a gama de concentragdes utilizada para curva de calibragdo foi de 1.5 a 75 mgL™, apds

diluicdo em agua desionizada.

Método ABTS: preparou-se uma solucdo de Trolox na concentragdo de 100 mgLt em metanol
e a gama de concentragOes utilizada para curva de calibracio foi de 0.4 a 7 mgL™?, apds

diluicdo em agua desionizada.

2.3.  Equipamento
Preparacao de extratos: Na preparacéo de extratos utilizou-se uma centrifugadora da Sigma
4K10 e o Rotavapor DA Heidalph: Laborate 4001 efficient.
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ABTS, FRAP, Fendis, Flavonoides e Taninos Totais: Utilizou-se o espectrofotdmetro
UV/Vis da ATILNICAM, Unicam UV/Vis spectometer.

2.4.  Andlise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detetores de
diodos e de espetrometria de massa (LC-MYS)
2.4.1. Equipamento
Utilizou-se um espectrémetro de massa tandem (MS/MS) MicroMass Quattromicro® API
(Waters®, Ireland), do tipo triplo quadrupolo
O Detetor de Rede de Diodos detectou as absorvancias nos comprimentos de onda 210 a
600 nm.

2.4.2. Condicdes de analise

A separacdo cromatografica dos compostos na amostra foi realizada num cromatografo
Waters Alliance 2695 (Waters®, Ireland) equipado com uma bomba quaternéria,
desgasificador, amostrador automatico e forno de coluna, acoplado a um Detector de Rede de
Diodos Waters 996 PDA (Waters®, Ireland).

Utilizou-se uma coluna de fase reversa (LiCrospher® 100 RP-18, 250x4mm; 5um;
Merck®) a 35 °C, com um volume de injec¢do de 10 pL. A fase mdvel consiste numa mistura
de Agua Milli-Q acidificada com &cido férmico a 0.5% (v/v) (solvente A) e Acetonitrilo
(solvente B) com um fluxo constante de 0.30 mL/min. O programa de elui¢do é apresentado
na tabela 1.

O Detetor de Rede de Diodos (DAD) detectou as absorvancias nos comprimentos de onda
210 a 600 nm.

Utilizou-se um espectrémetro de massa tandem (MS/MS) MicroMass Quattromicro® API
(Waters®, Ireland), do tipo triplo quadrupolo. Para aquisi¢cdo e processamento de dados

utilizou-se o software MassLynx® versdo 4.1.
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Tabela 1. Programa de eluentes usados na analise por LC-MS”

Tempo A% B% C% D% Fluxo Gradiente
(min) (ML.min)

0.00 95.0 5.0 0.0 0.0  0.300 -
0.10 95.0 5.0 0.0 0.0  0.300 -
15.00 85.0 15.0 0.0 0.0  0.300 Linear
20.00 80.0 20.0 0.0 0.0  0.300 Linear
30.00 80.0 20.0 0.0 0.0  0.300 Linear
55.00 70.0 30.0 0.0 0.0  0.300 Linear
80.00 50.0 50.0 0.0 0.0  0.300 Linear
120.00 10.0 90.0 0.0 0.0 0.300 Linear
135.00 10.0 90.0 0.0 0.0  0.300 Linear
140.00 950 5.0 0.0 0.0 0.300 Linear
155.00 950 5.0 0.0 0.0  0.300 -

* Realizaram-se alguns ensaios com &cido acéticoa 0.1%

As condicBes de ionizacdo foram optimizadas por infusdo directa na fonte de ionizacdo de

electrospray em modo negativo (ESI). A temperatura da fonte foi mantida a 120 °C. Foi

aplicado um potencial de capilar de 3.0kV e um potencial de fonte de 30V. Os espectros de

massa foram obtidos em modo “Full Scan” para m/z 100-1500. Em seguida fragmentou-se do

ido molecular para determinacdo dos fragmentos caracteristicos (MS/MS). Foi utilizado argon

como gas de colisdo na camara de colisao.

2.5. Preparacao de extratos de amostras

A preparacdo de extratos das amostras de folha de videira
(FV), bagaco de uva (BV), uvas (U) e peles de uva (P) (Fig 6)
foi realizada tendo em conta quatro métodos, inicialmente as
amostras foram trituradas para que fosse possivel ter uma

mistura homogeénea, de seguida procedeu-se a extracdo de

acordo com os seguintes métodos:

Fig 6. Amostras
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2.5.1. Método A

A amostra foi adicionada a agua a ferver e fez-se a sua infusao
durante 30 min a 100°C (Fig.7). Centrifugou-se (20 min) a 5000 rpm
e evaporou-se até a secura (t= 40°C). O residuo foi dissolvido em 8

mL de etanol a 50%.

Fig. 7. Método A (Infuséo)

2.5.2. Método B

A amostra foi adicionada a etanol (50%) e fez-se a sua maceragdo durante 30 min, em
banho-maria a 40°C (Fig. 8). Centrifugou-se (20 min) a 5000 rpm e evaporou-se até a secura
(t=40°C). O residuo foi dissolvido em 8 mL de etanol a 50%.

Placa de Agitago

Fig 8. Método B

2.5.3. Meétodo C
A amostra foi adicionada a etanol (50%), acidificou-se com HCI
1% e fez-se a sua maceragdo durante 30 min (Fig. 9). Centrifugou-se

(20 min) a 5000 rpm e evaporou-se até a secura (t= 40°C)

O residuo foi dissolvido em 8 mL de etanol a 50%. Fig. 9. Método C (Meio
acidificado)

2.5.4. Método D

A amostra foi colocada num cartuxo, no bal&o de fundo redondo colocou-se etanol 50% e
ligou-se a circulacdo de agua, deixando-se efetuar 3 e 6 ciclos. Centrifugou-se (20 min) a
5000 rpm e evaporou-se até a secura (t= 40°C). O residuo foi dissolvido em 16 mL de etanol a
50%. (Fig. 10).
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Fig. 10. Método D (Soxhlet)

Os extratos das varias amostras foram diluidos tendo em conta os testes usados, ou seja:
e Flavonadides totais: 1:25 a 1:500
e Fendis Totais: Diluigdo 1:100 a 1:400
¢ FRAP: Diluicdo 1:15a 1:1000
¢ ABTS: Diluicdo 1:500
e Taninos totais: 1:10 a 1:300

2.6. Doseamento do teor em fendis totais

Foi usado o método do indice de Folin-Ciocalteu [3]: o desenvolvimento da reacéo realiza-
se a temperatura ambiente, durante 30 min, com leituras espetrofotométricas a 750 nm. As
amostras e as solu¢des padrdo de acido galhico (0.4-6 mg/L) foram preparadas e analisadas

em triplicado.

2.7. Teor em Flavondides Totais
A 250puL de extrato adicionou-se 57uL. de NaNO2 a 7% e misturou-se durante 6 minutos.
Adicionou-se 150uL de AICI3 a 10%, e deixou-se a solugdo em repouso por 5 minutos.
Adicionou-se 0.5mL de NaOH (1M) e ajustou-se o volume para 2.5 mL com &gua
destilada.
As amostras e as solugdes padrdo de catequina (35-150 mg/L) foram preparadas,

analisadas em triplicado e as absorvancias lidas a 510 nm

2.8. Teor em taninos totais
A 50pL de extrato dicionou-se 3mL de vanilina-metanol (4%), e 1.5mL de acido cloridrico

concentrado.
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As amostras e as solugdes padrdo de catequina (10-150 mg/L) foram preparadas,

analisadas em triplicado e as absorvancias lidas a 510 nm, ao fim de 15 minutos.

2.9. Testes de atividade antioxidante

2.9.1. Método DPPH

A 2 mL de solucdo metanolica de DPPH (24 mgL™), foram adicionados 50 puL de amostra
e a absorvancia foi lida de imediato a 517 nm. Ap6s 16 minutos de reagdo fez-se novamente a

leitura da absorvancia. Neste teste usou-se o metanol como branco.

2.9.2. Método FRAP

Foram adicionados 100 puL de amostra diluida com agua desionizada, a 3 mL de reagente
FRAP que foi utilizado como branco. Os resultados sdo expressos em mg de equivalentes de
Trolox por 1000 mL de amostra (mg TEL™). As amostras e as solugdes padrdo de trolox (1,5-
75 mg/L) foram preparadas, analisadas em triplicado e as absorvancias lidas a 593 nm, ao fim

de 10 minutos.

2.9.3. Método ABTS

A 1.80 mL do reagente ABTS foram adicionados 200 pL de amostra diluida e a
absorvancia foi lida a 734 nm apds 7 minutos de reacdo. As amostras e as solucfes padrdo de
trolox (0.4-7 mg/L) foram preparadas, analisadas em triplicado. Neste teste usou-se o etanol
como branco. Os resultados sdo expressos em mg de equivalentes de Trolox por 1000 mL de

amostra (mg TE LY).

2.10. Validacéo de métodos
2.10.1. Linearidade

a) Preparou-se 6 solugbes- padrdo para cada método de acordo com anexo A.
. Fendis Totais: 0.4-6 mg/L
. Flavonoides totais: 35-150 mg/L
° FRAP: 1.5-75 mg/L
. ABTS: 0.4-7 mg/L

b) Fez-se a leitura da absorvancia com o comprimento de onda correspondente de

cada método.
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c) Tracou-se a reta de calibracdo para cada método e determinou-se o coeficiente de

correlagdo (> 0,99).

2.10.2. Determinacédo do LQ e LD
a) Preparou-se 10 brancos (solvente utilizado na preparacdo dos padrbes) para cada
método.
b) Fez-se a leitura da absorvancia com o comprimento de onda correspondente de
cada método.

2.10.3. Precisao

2.10.3.1.Repetibilidade
a) Preparou-se 6 solucBes-padrdo para cada método de acordo com os testes

aplicados:
e Fenois Totais: 2 mg/L
e Flavondides totais: 75 mg/L
e FRAP: 15 mg/L
e ABTS: 2.5 mg/L
b) Fez-se a leitura das absorvancias das amostras no espectrofotdémetro no
comprimento de onda indicado de cada método (CV< 1%).

2.10.3.2.Precisdo intermédia:

a) Preparou-se solucdes-padrdo com concentracBes (limite inferior, médio e
superior) da gama usada na determinacéao da linearidade.
e Fenois Totais: 2.4, 4 e 6 mg/L
e Flavonoides Totais: 75, 110 e 150 mg/L
e FRAP:7,25e 75 mg/L
e ABTS:0.4,25e6 mg/L
b) Fez-se a leitura das absorvancias das amostras no espectrofotdbmetro no
comprimento de onda indicado de cada método.

c) Efetuou-se durante 3 dias consecutivo.
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2.10.3.3.Exatiddo

a) Preparou-se solucBes-padrdo com concentragdes (limite inferior, médio e superior)

da gama usada na determinacéo da linearidade.

Fendis Totais: 2.4, 4 e 6 mg/L
Flavondides Totais: 75, 110 e 150 mg/L
FRAP: 7,25 e 75 mg/L

ABTS: 0.4,2.5e 6 mg/L

b) Adicionou-se quantidades conhecidas de padrdo a amostra e avaliou-se a

exatidao nas concentragdes do inicio, meio e fim da reta de calibracao.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Validagdo de métodos analiticos

A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacGes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. No ambito
desta tese foram validados os seguintes métodos: i) Folin-Ciocalteau; ii) Flavonoides; iii)
FRAP e iv) ABTS. Apenas se selecionou os métodos com relativa importancia na
quantificacdo de compostos fendlicos, assim como na avaliacdo da atividade antioxidante.
A validacdo dos métodos foi abordada tendo em conta os seguintes parametros: i) linearidade;

i) limite de detecdo e de quantificacéo; iii) precisdo e iv) exactiddo.

3.1.1.Doseamento do teor em fenois totais

No estudo da linearidade foi aplicado o método dos minimos quadrados (regressao linear),
tendo sido considerados como parametros o coeficiente de correlagéo (r), valor de declive,
valor de intercecdo no eixo dos Y e a distribuicdo dos residuos. Os critérios de aceitacdo
considerados sdo i) coeficiente de correlacdo ser maior do que 0.99 e ii) os residuos
distribuidos aleatoriamente em torno de zero.

A Fig. 11 representa a regresséo linear da absorvancia em funcéo das concentragdes entre
0.4 mg/L e 6.0 mg/L em &cido galhico para o método Folin-Ciocalteau.

0,9 -
Absorvancia y=0,1392x-0,0132
R?=0,9981

0,8 -

6 7
mg/L. GAE

Fig. 11. Absorvancia em funcdo das concentracdes entre 0.4 mg/L e 6.0 mg/L em &cido galhico
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Os parametros obtidos através da regressdo linear permitem concluir que o método € linear
dentro do intervalo de concentracGes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacdo como se

pode observar na Fig. 12 e na tabela 2.

Tabela 2. Parametros da regressao linear

Parametro Resultados
r 0.9981
Declive 0,1392
Intercecéo -0.0132
Distribuicao dos residuos
0,025 -
0,02 - *
@ 0,015 ;
é 0,01 *
& 0,005 - ¢
0 . . . . . * .
0,005 © 1 2 3 4 5 6 7
0011 ¢ . R *
0015 concentracdo em acido galhico (mg/L)

Fig. 12. Distribuicdo residual em torno de zero para a linearidade do método Folin-Ciocalteau

A tabela 3 apresenta as concentra¢Ges confirmadas experimentalmente que permitem
identificar com fiabilidade o limite de detecéo e de quantificacdo e apresentaram valores de
desvio padrao relativo aceitaveis para as 10 repeti¢cdes do branco (CV< 2,0%).

Tabela 3. Limites de detecdo e de quantificagdo obtidos no método Folin-Ciocalteau

Limite Concentracéao
(mg/L)
Detecdo (LD) 0.531
Quantificacdo (LQ) 1.771

Verifica-se que no método de fendis totais é possivel detetar a partir de uma concentragdo

de 0.531 mg/L, e quantificar a partir de 1.771 mg/L.
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De modo a demonstrar a repetibilidade dos resultados foram preparados 6 padrdes de
concentracdo igual (2 mg/L) no meio da reta a partir da mesma amostra homogénea e
analisada a variacao obtida que foi de 0.61%. Na situacdo da precisdo intermédia prepararam-
se 6 padrOes de concentracdo 2, 4 e 6 mg/L obtendo-se os valores de 1.09%, 1.09% e 0.75%
respetivamente.

Para a repetibilidade (CV<1%) e precisdo intermedia (CV<2%) o coeficiente de variacdo
esta dentro do esperado, 0 que indica que as amostras s&0 homogéneas, pois quanto menor o
CV mais homogéneas sdo as amostras.

No estudo da exatiddo foram analisadas solucdes padrdo em acido géalhico de
concentragdes 2.0, 4.0 e 6.0 mg/L e amostras em que se adicionam quantidades conhecidas a
amostra de bagaco de forma a obter concentragdes de 1.93, 3.98 e 5.98 mg/L. A tabela 4
mostra que o valor da exatiddo estd compreendido entre 98.8% e 103.3%.para as amostras e
padr@es. Pela andlise dos resultados da amostra verificou-se que o0 método de doseamento ndo
apresenta problemas, uma vez que a percentagem de-recuperacao obtida encontrou-se entre 98

% - 102 % (critério de aceitacdo).

Tabela 4. Exatiddo no método Folin-Ciocalteau

Padrdes Amostra de Bagaco
Concentragdo (mg/L) Exatiddo Concentragéo Exatidao
(%) (mg/L) (%)
2.0 99.4 1.93 98.8
4.0 99.7 3.98 100.7
6.0 103.3 5.98 101.4

3.1.2. Doseamento do teor em flavonoides totais
No estudo da linearidade aplicou-se 0 método dos minimos quadrados (regressao linear),
tendo sido considerados como parametros o coeficiente de correlacdo (r), valor de declive,
valor de intercecdo no eixo dos Y e a distribuicdo dos residuos. Tal como referido
anteriormente os critérios de aceitacdo considerados sao i) coeficiente de correlacdo é maior
do que 0.99 e ii) os residuos distribuidos aleatoriamente em torno de zero.
A Fig. 13 representa a regressdo linear da absorvancia em funcdo das concentragdes entre

35 mg/L e 150 mg/L em catequina.
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Absorvancia y =0,0068x- 0,0127

1 - R2 = 00,9962

50 100 150 200
0,2

concentracdo em catequina mg/L

Fig. 13. Absorvancia em funcdo das concentragdes entre 35 mg/L e 150 mg/L em catequina
Os parametros obtidos através da regressdo linear permitem concluir que o método ¢€ linear
dentro do intervalo de concentracdes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacdo como se

pode observar na Fig. 14 e na tabela 5.

Tabela 5. ParAmetros da regressdo linear no doseamento do teor em flavondides

Parametro Resultados
r 0.9962
Declive 0.0068
Intercecéo -0.0127

A tabela 6 apresenta as concentra¢bes confirmadas experimentalmente que permitem
identificar com fiabilidade o limite de detecéo e de quantificacdo e apresentaram valores de
desvio padrao relativo aceitaveis para as 10 repeticdes do branco (CV < 2,0%).

Distribuicdao dos residuos

0,03

0,02 - * ¢ ¢
. 0,01 *
‘®
:E 0 T ’I T T T T T 1
v
& 20 40 60 ’80 100 120 140 160

0,01 - *

0,02 L 4

2
-0,03 - *
Concentragdo em catequina (mg/L)

Fig. 14. Distribuigdo residual em torno de zero para a linearidade doseamento do teor em flavondides
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Tabela 6. Limites de detecdo e de quantificacdo obtidos no doseamento do teor em flavonoides

Limite Concentracdo (mg/L)
Detecédo (LD) 20.52
Quantificacdo (LQ) 68.39

Verifica-se que no doseamento do teor em flavondides é possivel detetar a partir de uma
concentracdo de 20.52 mg/L, e quantificar a partir de 68.39 mg/L.

De modo a demonstrar a repetibilidade dos resultados foram preparados 6 padrdes de
concentracdo igual (75 mg/L) no meio da reta a partir da mesma amostra homogénea e
analisada a variagdo obtida que foi de 0.33%. Na situacdo da precisdo intermedia prepararam-
se 6 padrdes de concentracdo 75, 110 e 150 mg/L obtendo-se os valores de 0.17%, 0.02% e
0.58% respetivamente.

Para a repetibilidade (CV<1%) e precisdo intermédia (CV<2%) o coeficiente de variacdo
esta dentro do esperado, o que indica que as amostras sd&0 homogéneas, pois quanto menor o
CV mais homogéneas sdo as amostras.

No estudo da exatiddo foram analisados solu¢des padrdo em catequina de concentracdes
75, 110 e 150 mg/L e amostras em que se adicionar quantidades conhecidas de catequina a
amostra de bagaco de forma a obter concentracfes de 0.17, 0.02 e 0.58 mg/L.

A tabela 7 mostra que o valor da exatidao esta compreendido entre 99.9% e 103.8%.para as
amostras e padrbes. Pela analise dos resultados da amostra verificou-se que o método de
doseamento ndo apresenta problemas, uma vez que a percentagem de-recuperacdo obtida
encontrou-se entre 98 % - 102 % (critério de aceitacdo).

Tabela 7. Exatiddo no método do teor em flavonoides totais

Padrdes Amostra de Bagaco
Concentragdo  Exatiddo  Concentragdo Exatidéo
(mg/L) (%) (mg/L) (%)

75 99.9 75.5 99.9
110 103.3 112.5 100.0
130 103.8 1333 100.7

3.1.3. Método de FRAP
A linearidade foi estudada aplicando-se 0 método dos minimos quadrados (regressdo
linear), em que se avaliou o coeficiente de correlagdo (r), valor de declive, valor de intercecéo

no eixo dos Y e a distribuicdo dos residuos. Tal como referido anteriormente os critérios de
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aceitacdo considerados sao i) coeficiente de correlagdo é maior do que 0.99 e ii) os residuos
distribuidos aleatoriamente em torno de zero.

A Fig.15 representa a regressdo linear da absorvancia em fungdo das concentragdes entre
2.5 mg/L e 75 mg/L em trolox.

0,800 -

. v =0,0086x + 0,0273
R2 = 0,9952

Absorvancia 0.700
0,600

0,500 -
0,400 -
0,300
0,200 -

0,100 -

0,000 T T T 1
0 20 40 60 80

concentracdo em Trolox mg/L

Fig. 15. Linearidade no método de FRAP

Os parametros obtidos através da regressdo linear permitem concluir que o método é linear
dentro do intervalo de concentracdes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacdo como se
pode observar na tabela 8 e na Fig. 16.

Tabela 8. Parametros da regressao linear no método de FRAP

Parametro Resultados
r 0.9952
Declive 0.0086
Intercecéo 0.0273
Distribuicao de residuos
0,03 -
0,02 - *
8 0,01 - . * ¢
5 4
3 0 ’ T T
< 001 0 20 40 4 60 80
0,02 - *
-0,03
-0,04 T
Concentracdo em trolox (mg/L)

Fig. 16. Distribuicdo residual em torno de zero para a linearidade do método de FRAP
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A tabela 9 apresenta as concentracfes confirmadas experimentalmente que permitem
identificar o limite de detecdo e de quantificacdo e apresentaram valores de desvio padrao

relativo aceitaveis para as 10 repeti¢cdes do branco (CV < 2,0%).

Tabela 9. Limites de detecdo e de quantificacdo obtidos no método de FRAP

Limite Concentracao
(mg/L)
Detecéo (LD) 1.95
Quantificacdo (LQ) 6.53

Verifica-se que no método de FRAP ¢é possivel detetar a partir de uma concentragdo de
1.95mg/L, e quantificar a partir de 6.53 mg/L.

De modo a demonstrar a repetibilidade dos resultados foram preparados 6 padrbes de
concentracdo igual (15 mg/L) no meio da reta a partir da mesma amostra homogenea e
analisada a variacao obtida que foi de 0.99%. Na situacdo da precisao intermédia prepararam-
se 6 padrbes de concentracdo 7, 25 e 75 mg/L obtendo-se os valores de 1.00%, 1.04% e
1.25% respetivamente.

Para a repetibilidade (CV<1%) e precisao intermedia (CV<2%) o coeficiente de variacao
esta dentro do esperado, o que indica que as amostras sdo homogéneas, pois quanto menor o
CV mais homogéneas sdo as amostras.

No estudo da exatiddo foram analisados solucBes padrdo em trolox de concentracGes 7, 35
e 75 mg/L e amostras em que se adicionar quantidades conhecidas de trolox a amostra de
bagaco de forma a obter concentracdes de 75.5, 112.5 e 133.3 mg/L.

A tabela 10 mostra que o valor da exatiddo esta compreendido entre 99.9% e 101,6%.para
as amostras e padr@es. Pela analise dos resultados da amostra e dos padrdes verificou-se que o
método de doseamento ndo apresenta problemas, uma vez que a percentagem de-recuperacéo
obtida encontrou-se entre 98 % - 102 % (critério de aceitacéo).

Tabela 10. Exatidao dos padrdes e amostras no método de FRAP

Padroes Amostra de Bagaco
Concentracdo  Exatiddo  Concentracéo Exatidao
(mg/L) (%) (mg/L) (%)

7 99.9 7,6 99.6
35 100.1 36,4 100.7
75 100.4 74,9 101.6
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3.1.4. Método de ABTS

A linearidade foi estudada aplicando-se 0 método dos minimos quadrados (regresséo
linear), em que se avaliou o coeficiente de correlacdo (r), valor de declive, valor de intercegéo
no eixo dos Y e a distribui¢do dos residuos. Tal como referido anteriormente os critérios de
aceitacdo considerados sao i) coeficiente de correlagdo é maior do que 0.99 e ii) os residuos
distribuidos aleatoriamente em torno de zero.

A Fig. 17 representa a regresséo linear da absorvancia em funcéo das concentragdes entre
0.4 mg/L e 7 mg/L em trolox.

0,300 -
Absorvancia

0,700 4

0,600 -

0,500 -

0,400 | y = 0,0996x+ 0,6836
R? = 0,9945

0,300 |
0,200 -

0,100 -

»

0,000

2 4 6 8

-0,100 -

concentracdo em Trolox mg/L

Fig. 17. Linearidade no método de ABTS

Os parametros obtidos através da regressao linear permitem concluir que o método é linear
dentro do intervalo de concentracdes estudadas, cumprindo os critérios de aceitacdo como se

pode observar na tabela 11 e na Fig.18.

Tabela 11. Parametros da regressao linear no método ABTS

Parametro Resultados
r 0.9945
Declive -0.0996
Intercecéo 0.6836
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Distribuicao de residuos
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Fig. 18. Distribuic&o residual em torno de zero para a linearidade do método de ABTS

A tabela 12 apresenta as concentragcdes confirmadas experimentalmente que permitem
identificar o limite de detecdo e de quantificacdo e apresentaram valores de desvio padréo

relativo aceitaveis para as 10 repeticdes do branco (CV < 2,0%).

Tabela 12. Limites de detecdo e de quantificacdo obtidos no método de ABTS

Limite Concentracéao
(mg/L)
Detecéo (LD) 0.096
Quantificacdo (LQ) 0.319

Verifica-se que no método de ABTS é possivel detetar a partir de uma concentracdo de
0.096 mg/L, e quantificar a partir de 0.319 mg/L.

De modo a demonstrar a repetibilidade dos resultados foram preparados 6 padrdes de
concentracdo igual (2.5 mg/L) no meio da reta a partir da mesma amostra homogénea e
analisada a variacdo obtida que foi de 0.63%. Na situacdo da precisdo intermédia prepararam-
se 6 padrbes de concentracdo 0.4, 2.5 e 6.0 mg/L obtendo-se os valores de 1.24%, 0.93% e
0.277% respetivamente.

Para a repetibilidade (CV<1%) e precisdo intermédia (CV<2%) o coeficiente de variacdo
estd dentro do esperado, 0 que indica que as amostras sdo homogéneas, pois quanto menor o
CV mais homogéneas sdo as amostras.

No estudo da exatiddo foram analisados solu¢des padrdo em trolox de concentracdes 0.4,
2.5 e 6.0 mg/L e amostras em que se adicionar quantidades conhecidas de trolox a amostra de

bagaco de forma a obter concentragdes de 0.38, 2.25 e 6.14 mg/L.
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A tabela 13 mostra que o valor da exatiddo esta compreendido entre 98.3% e 102.3%.para
as amostras e padrées. Pela analise dos resultados da amostra verificou-se que o método de
doseamento ndo apresenta problemas, uma vez que a percentagem de-recuperacdo obtida

encontrou-se entre 98 % - 102 % (critério de aceitacao).

Tabela 13. Exatiddo dos padrdes e amostras doseamento do teor em flavondides

Padrdes Amostra de Bagaco
Concentracdo  Exatiddo  Concentragdo Exatidéo
(mg/L) (%) (mg/L) (%)
0.4 98.3 0.38 98.3
2.5 100.6 2.25 99.3
6.0 102.3 6.14 101.3

3.2. Andlise e comparacao de extratos naturais de subprodutos da vinha e do
vinho

Para a realizacdo dos varios ensaios prepararam-se diferentes extratos das varias amostras
utilizando cinco métodos (A, B, C D3c e D6c) e determinou-se o teor em fendis totais,
flavonoides totais e taninos de cada um dos extratos e amostras de vinho A e B.

O estudo comparativo do teor em fendis totais (tabela 14) mostrou que de uma forma geral
o melhor método de extracdo de fendis totais foi 0 do Soxlet de 6 ciclos, sendo que a amostra
com maior concentracdo de fendis totais € o bagaco. Relativamente ao extrato de peles de

uvas tintas observa-se um maior teor em fendis totais quando se aplica o método B.

Tabela 14. Teor em Fendis totais (mg GAE.L™), para os diferentes extratos

FV U BV P
A 18352+49  3490+49 15040+491 6047+81
B 2272567 460556  13100+64 22960+67
C 17258+49 5537+32  6626+37  6958+85

D 3c 22343+44 11816+29 328474188 14402+29
D 6¢ 32215+33 14967+17 34954+152 1711333
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Realca-se, no entanto que o0 método de Folin-Ciocalteu ndo € um meétodo especifico, pois
determina todos os fenolicos presentes, além de substancias redutoras adicionadas ou
naturalmente presentes e que podem assim interferir com os resultados obtidos.

Quanto ao teor em flavonoides (tabela 15) verifica-se, de forma semelhante ao teor em
fenais totais, que de uma forma geral o melhor método de extracéo foi o do Soxlet de 6 ciclos,
e a amostra com maior concentracdo em flavonoides € o bagaco. Relativamente ao extrato de

folhas de videira observa-se um maior teor em flavonoides quando se aplica o0 método B.

Tabela 15. Teor em Flavondides (mg/L), para os diferentes extratos

FVv U BV P
A 211758+262  22523+227 27750+197  40970+174
B 307061+1144  22788+537 102212+1144  90879+347
C 181091+909  48379+525 46485+347 411214237
D 3c 241037+257 140444+444 43111142222 2351114889
D 6c 2888891889 181630+679 449630+4626 195704+513

O ido AI** forma complexos estaveis com os flavondides em metanol, ocorrendo um
desvio para maiores comprimentos de onda (batocrémico) e uma intensificacdo da absorcéo.
Os acidos fendlicos, mesmo os que formam complexos com AIClz, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira, interferéncias nas
medidas de absorvancia.

A tabela 16 apresenta os resultados obtido na determinacéo dos taninos, verificando-se que
o melhor método de extracdo foi o do soxlet de 6 ciclos, sendo que a amostra com maior

concentracdo em taninos € a pele de uvas tintas.

Tabela 16. Teores em taninos (mg/L), para os diferentes extratos
U BV P
A 8312544330  79375+4330  88125+20879
B 100625+£2165 110625+3750 105625+10825
C 8312542165  83125+4330  89375+9437
D 3c 80625+3750  73125+3750 731253750
D6c  88125+7500 90625+7806  125625+3750
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O método de determinacdo dos taninos € especifico para uma classe limitada de compostos
que apresentam uma ligacao simples na posicdo 2,3 e grupos hidroxila em posicGes alternadas
no anel A. Leucoantocianidinas (catequinas) e proantocianidinas (taninos) reagem com a
vanilina na presenca de HCI para produzir um produto de condensacgao vermelho.

Na caracterizacdo antioxidante dos varios extratos aplicaram-se os métodos de DPPH,
FRAP e ABTS, porque se pretendia avaliar a atividade antioxidante dos compostos presentes
nas amostras. Normalmente é um tipo de procedimento a efetuar ja& que ndo ha apenas um
Unico método que permita ter a informacdo completa sobre os diferentes mecanismos da
atividade antioxidante nestas amostras. O contributo de cada composto fendlico depende do
método de analise usado originando atividade antioxidante diferente.

De acordo com os resultados obtidos (tabela 17) pode-se concluir que, o melhor método de
extracdo foi o método A sendo que a amostra com maior atividade antioxidante usando o
método de DPPH é o extrato de uva (86.67 %).

Tabela 17. Valores de DPPH (%), para os diferentes extratos

FV U BV P
A 79.84+0.11 86.67+0.52 55.59+0.37 51.41+0.23
B 62.87+0.88 40.99+0.12 44.33+0.77 72.70+3.10
C 78.04+0.11 56.88+0.18 52.22+0.59 68.85+0.20
D 3c 40.34+0.43 62.22+0.40 43.91+0.12 43.96+0.12
D 6c 50.51+0.20 64.35+0.36 47.46+0.31 51.97+0.31

No entanto a avaliacdo da atividade antioxidante dos varios extratos usando o método de
FRAP, conduz a conclusdes diferentes, como se pode verificar na tabela 18.

Tabela 18. Teor em trolox (mgTE.L™?), para os diferentes extratos usando o método de FRAP

FV U BV P
A 2990+26 6667 100+1 418+2
B 3741+22 785+2 1569+10 1920+17
C 2750+50 43845 162+1 118248
D3c  18614+121 22833+88 22911+121 23686+116
D6c  23958+139 34038+67 26884+58 34039+116
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Observa-se que o melhor método de extracdo foi o do Soxlet de 6 ciclos, sendo que as
amostras com maior atividade antioxidante sdo a pele de uvas tintas (34039 mg TE.L™?) e as
uvas (34038 mg TE.L™Y).

Na avaliagdo da atividade antioxidante dos varios extratos usando o método de ABTS
(tabela 19), conclui-se que a aplicacdo do método B origina maior atividade antioxidante para
os extratos U (3328 mg TE.L ) e BV (3330 mg TE.L™). O melhor método de extracio para a
amostra FV (3385 mg TE.L™) é o de Soxlet de 6 ciclos, no entanto para a amostra P (3326 mg
TE.L?) é 0o método C.

Tabela 19. Teor em trolox (mgTE.L™?), para os diferentes extratos usando o método de ABTS

FV U BV P
A 3320+10 1656+10 1112+10 1989+10
B 3325+3 332810 3330£8 311448

C 33358 2960+13 2394+10  3326+9
D 3c 3368+8 3202+10 3261+5 3244+10
D 6c 3385+8  3266+9 3293+10 3273+10

Na Fig. 19 apresentam-se os valores obtidos para os vinhos A e B relativamente ao teor em
fendis totais, flavondides totais e taninos.
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Fig. 19. Teor em fenois totais (A), flavondides totais (B) e taninos (C) das amostras de vinho A e B

Observa-se que o vinho A apresenta um teor superior em fendis totais e taninos do que o
vinho B. Estes vinhos foram produzidos no mesmo ano a partir da casta Touriga Nacional e
recolhidos de cubas inox diferentes. Relativamente a atividade antioxidante podemaos verificar
(Fig. 20) que o vinho A apresenta maior actividade antioxidante pelo método FRAP e ABTS.
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Fig. 20. Atividade antioxidante FRAP (A), ABTS (B) e DPPH (C) das amostras de vinho A e B

O vinho B apresenta um teor em flavondides maior e maior actividade antioxidante pelo

método DPPH.
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A associacdo entre duas variaveis quantitativas € preferencialmente expressa por um
coeficiente de correlacdo. Existem diversos coeficientes de correlagcdo, sendo os principais o
coeficiente de correlacdo de Pearson (adequado a avaliacdo de relagdes lineares). O facto de o
valor de um coeficiente de correlacdo se situar entre -1 e +1 torna a sua interpretagdo muito
facilitada. Através de uma Unica medida permite avaliar o sentido e intensidade da relagédo
entre duas variaveis quantitativas.

Correlacionou-se os resultados dos testes da atividade antioxidante DPPH, FRAP e ABTS
com o teor em fendis totais (mg.L™* GAE), em flavondides e taninos de forma a verificar se os
compostos extraidos contribuem para a atividade antioxidante destas amostras para 0 método
de extracdo D6c.

A Fig. 21 apresenta a correlagdo entre o teor em fendis totais (TP) e flavondides totais
(Flav) para as amostras P, BV e U. O valor de R (1) que se obtém quando se relacionam estas
duas variaveis vem confirmar a existéncia de uma relacdo linear entre elas. Quando se
introduz a amostra FV obtém-se um valor de R inferior (0.8994). A dispersdo dos resultados
que originou um valor de correlacdo menor, pode ser explicada pelo facto da amostra FV ser
diferente das outras amostras. Apesar de apresentar um elevado teor em fendis totais
(32215+33 mg/L), o teor em flavonodides totais (288889+889 mg/L) foi elevado mas a
correlacdo entre estas duas varidveis ndo € linear. Pode ser explicado pela existéncia de
compostos na amostra FV que interferem com os métodos de quantificacdo do teor em

flavonéides e fendis totais.

400000
Flav
(mg/L)
300000 - y=6,2011x+ 389174
R2=1
BV
200000 -
P
U
100000 -
0 T T T T T T
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
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Fig.21.Relagdo entre o teor em flavonoides totais e o teor em fenois totais das amostras U, P e BV
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Na tabela 20 apresentam-se os coeficientes de correlacdo (R) quando se comparam para as
amostras em estudo e para cada método os resultados correspondentes as varidveis fenois
totais (TP), flavonoides totais (Flav), DPPH, FRAP e ABTS. Observam-se valores de
correlacdo superiores para 0 método C entre TP e DPPH e FRAP. Observa-se um valor de
coeficiente de correlacao elevado (0.9603) entre as variaveis TP e ABTS para o método B. No

entanto verifica-se que a relagdo linear entre TP e FRAP € baixa, pois apresenta valores de R

pequenos.
Tabela 20.Correlacdo (R) entre varias variaveis para as amostras em estudo
Método DPPH FRAP ABTS
A 0.7875 0.5500 0.7884
FT B 0.9574 0,4641 0.9603
(mg GAE L1)
C 0.9590 0.6839 0.6726
D3c 0.7639 0.4383 0.9512
Déc 0.8848 0.6497 0.4268
A 0.6122 0.8199 0.9690
Flav
(mg cat L) B 0.6420 0.7694 0.4958
C 0.8811 0.4825 0.6886
D 3c 0.3989 0.6487 0.6886
D 6¢ 0.4651 0.8582 0.7668

Mas se compararmos as variaveis Flav e FRAP os coeficientes de correlacdo aumentaram
de uma forma geral, sendo o método D6c 0 que apresenta maior coeficiente de correlacdo
(0.8582). Verifica-se um valor de coeficiente de correlacdo elevado (0.9690) entre as
variaveis FT e ABTS para o método B, enquanto que o método de extracdo C apresenta maior
correlacdo (0.8811) entre estas variaveis.

E importante referir que nem todos os compostos tém a mesma atividade antioxidante, pois
estd principalmente relacionada com a estrutura dos compostos presentes nas amostras e ndo
com a concentracdo em que estes compostos existem nas amostras. Além disso o factor matriz
do alimento também é importante, porque na matriz 0os compostos podem ter efeitos de
sinergias ou por outro lado inibigéo da actividade.

Conforme se verificou o valor de R que se obtém quando se relaciona o teor dos fendis

totais com o teor em flavonoides é diferente consoante o método aplicado, obtendo-se uma
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boa correlacdo nos métodos C e D3c, como se observa na Fig. 22 do que nos métodos A
(R=0.4934), B (0.6944) e Déc (0.8994).

método C

y=49124x+ 26298
R*=0,9375
R= 0,968

5000 10000 15000 20000
FT (mg GA.L-1)
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500000 -

450000 -
__ 400000 -
E 350000 |
= 300000 -
£ 250000 -
‘2 200000 -
E 150000 -

100000 -

50000 -

y=12,182x+ 14007
R* =0,8941
R=0,9456

o

5000

10000 15000 20000 25000 30000 35000

FT (mg GA.L-1)

Fig. 22. Correlacéo entre o teor em fenois totais e o teor em flavonoides para os métodos C e D3c

Correlacionou-se os resultados do método FRAP (mg TE.L™) com os métodos DPPH (%)

de forma a verificar se os compostos fendlicos extraidos usando-se um dado método

contribuem da mesma forma para a atividade antioxidante mesmo que o método de avaliacdo

seja diferente.

O método A apresentou uma maior correlacdo (R=0.9197), como se pode observar na Fig.

23.
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Fig. 23. Correlacdo entre método FRAP e DPPH para 0 método A
Além da correlacdo acima mencionada estabeleceram-se outras entre 0s varios métodos
relacionados com a atividade antioxidante (FRAP, DPPH e ABTS) como se pode observar

nas tabelas 21 e 22.

Tabela 21.Correlacéo (R) entre FRAP, ABTS e DPPH para o0s varios métodos e amostras em estudo

Método | ABTS DPPH
A 0.9539 |0.5507
B 0.0300 [0.5975
FRAP Cc 0.6801 [0.9658
D3c 0.9045 [0.4001
D6c 0.8683 |0.6544

Tabela 22.Correlacdo (R) entre ABTS e DPPH para os varios métodos e amostras em estudo

Método | DPPH

A 0.4135

B 0.7813

ABTS |C 0.6817
D3c 0.7527

D6c 0.4409
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O método A apresentou uma maior correlacdo (R=0.9539) entre os métodos FRAP e
ABTS, enquanto que entre FRAP e DPPH tem-se o método C (R=0.9658) e entre ABTS e

DPPH considera-se o0 método B.

3.3. ldentificacdo de compostos nos extratos dos subprodutos por LC-MS

Com o objetivo de verificar que compostos estdo presentes nas amostras procedeu-se a
andlise de alguns extratos por LC-MS com a fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) em modo
negativo. Na Fig.24 comparam-se 0s cromatogramas de corrente iénica total (TIC) para o

extrato de bagaco tendo em conta os métodos de extracao B, C e Déc.

Bagaco Metodo D (MS/ESI-)
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100+

[ ]
%
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Fig. 24. Cromatogramas de corrente ionica total (TIC) para o extrato de bagaco (BV) tendo em

conta os métodos de extraccdo B, C e D6¢

Da comparacdo dos resultados é possivel concluir que o método B permite extrair um
menor nimero de compostos.

Além desta amostra também se analisou por LC-MS os extratos da folha de videira
obtidos pelos métodos B e C e 0s extractos de peles de uva obtidos pelos métodos A e B,

como se pode observar nas Fig. 25 e 26 respectivamente.
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Parra Metodo C (MS/ESI-)
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Fig. 25. Cromatogramas de corrente idnica total (TIC) para o extrato de folha de videira (FV) tendo
em conta 0s métodos de extrac¢do B e C

Da comparacdo dos cromatogramas apresentados na figura 25 verifica-se que no
intervalo de tempo de anélise 7.50-8.50 os perfis cromatograficos sdo diferentes como
assinalado na figura. Relativamente ao extracto das peles de uvas ndo se distinguem

grandes diferencas quando se comparam 0s cromatogramas (Fig 26).

Peles Metodo B (MS/ESI-)
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Fig. 26. Cromatogramas de corrente i6nica total (TIC) para o extrato de peles de uva (P) tendo em
conta os métodos de extraccdo A e B

Na Fig. 27 comparamos 0s cromatogramas dos extratos de peles de uvas (P), bagaco
de vinho (BV) e folha de videira (FV) e para o mesmo método de extracdo (B).
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Observam-se algumas diferencas principalmente no intervalo de tempo de 7.00 a 9.00

min, conforme assinalado na figura.

Peles Metodo B (MS/ESI-)
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Fig. 27. Cromatogramas de corrente i6nica total (TIC) para o extrato de peles de uva (P), folha de
videira (FV) e bagaco (BV) tendo em conta o método de extragdo B

Tragou-se o “cromatograma de ido extraido” de modo a evidenciar no cromatograma as
zonas onde os compostos poderdo estar presentes nos extratos analisados. Quando se traca o
cromatograma de ido extraido correspondente ao (m/z=149) da amostra P é detectado um
pico (t=7.67 min) no cromatograma como se pode observar na Fig. 28. Dado que a detecdo
decorreu em modo negativo o ido0 m/z 149 devera corresponder ao ido [M-H] do &cido
tartarico. Além disso também ¢é detetado o aducto de &cido formico do composto com massa
molar 196.

O cromatograma para m/z 133+179 (Fig.29) correspondem a um composto néo
identificado e respectivo aducto (133+46). Ensaios MS/MS realizados para 0 ido m/z 133
origina os fragmentos de m/z 115 (perda de H20, m/z=133-18) e 71 (m/z=133-62).
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Fig. 28. Cromatograma do extrato P para m/z= 149
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Fig. 29. Cromatograma do extrato P para m/z= 133 e 179
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Na amostra BV aos 7.346 min elui um pico de um composto nédo identificado em cujo

espectro de massa (Fig. 30) sdo detectados os iGes com m/z 341 e o respectivo aducto

com m/z 381.
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Bagaco Metodo B (MS/ESI-)
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Fig.30. Cromatograma do extrato BV para m/z= 341 e 381
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.
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Na amostra FV aos tr 8.772 min eluem compostos que ndo estdo identificados e que
apresentam valores de MM de 160, 176, 274 e também um composto com MM=290 e que
pode corresponder a catequina. Na Fig. 31 apresenta-se o cromatograma do ido extraido
correspondente ao ido de m/z=289 (A), e o espectro de absor¢cdo do pico que elui aos
8.772 min (B). Este espectro apresenta um perfil caracteristico dos flavan-3-ol

(catequina) com um maximo de absorcdo a 270 nm.
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Fig. 31. Cromatograma do extracto FV para m/z= 289 (A) e espectro de absorcéo (B)

Na Fig.32 comparam-se 0s cromatogramas da amostra BV em que se utilizam

diferentes fases mdveis (solvente A) : A - acido formico a 0.5% e B acido acético a 0.1%.

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Engenharia

49



Vanessa Patricia Felicio de Oliveira, Valorizacdo de subprodutos da vinha e do vinho-composicao fenélica e
atividade antioxidante

Bagaco Metodo D (MS/ESI-)
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Fig. 32. Cromatogramas do extracto BV obtido pelo método C e fases mdveis diferentes (A) acido
formico a 0.5% e (B) &cido acético a 0.1%

Ao se substituir o acido formico (menor valor de pH) pelo acido acético observa-se

que os picos ficam mais simétricos, finos e intensos.
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4. Consideragdes finais e perspetivas futuras

4.1. Consideracdes finais

Neste trabalho estudaram-se amostras de subprodutos da vinha e do vinho nomeadamente

folha de videira, bagaco e peles de uva com o objetivo de proceder a sua caraterizacdo

quimica (teor em fendis totais, flavondides e taninos), antioxidante e também a uma

caraterizacdo quimica preliminar através da técnica LC-MS.

Em face do trabalho desenvolvido e dos resultados obtidos foi possivel tirar algumas

conclusoes:

As metodologias utilizadas na extragdo dos compostos mostraram-se adequadas aos
objetivos pretendidos neste trabalho;

Foram validados (linearidade, limite de detecdo e quantificacdo, precisdo e
exactiddo) com sucesso métodos analiticos (método Folin-Ciocalteau, flavonoides,
ABTS e FRAP) que permitissem caraterizar quantitativamente a amostra de bagago
(BV);

De uma forma geral o melhor método de extracdo de fendis totais e de flavonoides
foi o do Soxlet de 6 ciclos (D6c), sendo que a amostra com maior concentragéo de
fendis totais é o bagaco (BV).

A amostra com maior concentracao em taninos é a pele de uva (P) e a extra¢do pelo
método D6¢ (Soxlet 6 ciclos), permite de uma forma geral obter extratos mais
concentrados;

Usando o método de DPPH observa-se que o melhor método de extracdo foi o
método A sendo gque a amostra com maior atividade antioxidante foi o extrato P.
Relativamente aos métodos FRAP e ABTS conclui-se de igual forma que o método
Soxlet de 6 ciclos (método D6c) é o mais eficaz. No entanto a amostra com maior
atividade antioxidante aplicando o método FRAP ¢ a P, enquanto que pelo método
de ABTS é a amostra FV;

O vinho A apresenta um teor superior em fenais totais e taninos do que o vinho B;

e Os resultados demonstram uma boa correlacdo entre o teor em fenois totais e

flavonoides totais para as amostras P, BV e U;
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e Os resultados da avaliacdo da capacidade antioxidante das amostras comerciais
efectuada pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH mostravam que existia uma boa
correlagdo com o teor em fendis totais;

e O metodo A apresentou uma maior correlacdo entre os métodos FRAP e ABTS,
enquanto que entre FRAP e DPPH tem-se o0 método C e entre ABTS e DPPH
considera-se 0 metodo B;

e Os resultados preliminares de identificacdo dos compostos por LC-MS
conduziram a duas propostas de identificacdo de compostos (&cido tartarico e
catequina em alguns dos extratos analisados) e na detec¢do de alguns

compostos ndo identificados, nomeadamente com m/z=133 e m/z=341.
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4.2. Perspetivas futuras

Como trabalho futuro, propde-se fazer um estudo mais exaustivo sobre a identificacdo dos
compostos por LC-MS e quantificar os compostos detetados nas amostras, assim como fazer
analises microbianas aos extratos obtidos.

Com os extratos obtidos também se poderia investir a nivel de cosmética, produzindo
cremes e gel de banho, a nivel alimentar, produzindo bolachas, azeite ou vinhos, e a nivel

farmacéutico, seria interessante produzir cpsulas com estes componentes.
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Anexo A

ABTS —Padrao de Trolox

Preparacao de solucbes padrao

e Preparar uma solugdo padrdo de Trolox 100mg/L em metanol.
e Preparar solugdes (0.4; 1.5; 2.5; 4; 6; 10; 15: 20; 25; 50; 75 mg/L) a partir da solucéo
anterior.

e Leraabsa734e 754nm

Flavondides- Padréo de Catequinas

Preparacao de solucdes padréo

e Preparar uma solucdo padrdo de catequina em metanol (5000 mg/L).
e Preparar solugdes padrdo de catequina (10, 35, 60, 80, 110, 130, 150 mg/L) a partir da
anterior em que:
v" Mistura um volume de catequina com 57uL de NaNza 7% e misturar por 6
minutos.
v" Adiciona 150uL de AICls a 10%, e deixa a solugdo em repouso por 5 minutos.
v" Adiciona 0,5mL de NaOH (1M) e ajusta o volume para 2.5 mL com agua
destilada.

e Leraabsorvancia a 510 nm.
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Fendis totais — Padroes de acido Galhico
Tabela 1 - ConcentracGes de solucdes padrdo de acido galhico para posterior elaboracéo da

curva de calibragéo.

Volume (&cido
Concentragdoda |
_ galhico) 100 mg/L
solucéo de &cido
o Baldo volumétrico
galhico (mg/L)
de 5mL
0,0 0,0
0,4 0,02 mL(20uL)
0,6 0,03mL (30pL)
1,0 0,05 mL (50uL)
2,0 0,10 mL (100uL)
3,2 0,16 mL (160uL)
4,0 0,20 mL (200uL)

3. A cada um dos baldes volumétricos adicionar os reagentes indicados na tabela 2.
Agitar ap6s cada adicao.
Tabela 2- Volumes dos reagentes a pipetar consoante os volumes finais.

Volume a pipetar

dos reagentes

Reagente Baléo

volumétrico de 5

mL
H20 2,5mL
Reagente Folin-Ciocalteu | 0,25 mL (250uL)
Solucéo de NaxCO3 20% 1,0 mL

4. Completar o volume do baldo volumétrico com agua.
5. Agitar e deixar em repouso ao abrigo da luz durante 30 minutos.
6. Ler e aabsorcdo a 750nm numa célula espetofotométrica de 1cm.
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Anexo B
Resultados Validacgao

Fenois totais

1- Linearidade

Concentracéo
em &cido Absorvancia
galhico (ppm)

0
0
0 0

0.049
0.048
04 0.052

0.063
0.063
0.6 0.06

0.111
0.113
1.0 0.116

0.251
0.252
2.0 0.254

0.455
0.451
3.2 0.453

0.537
0.533
4.0 0.536

0.821
0.824
6.0 0.826
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2- Determinacdo do LQ e LD

Absorvancia padrdo

0.072

0.075

0.072

0.075

0.073

0.074

0.074

0.074

0.074

0.073

3- Precisdo

3.1 Repetibilidade

Concentragéo

Absorvancia
(ppm)

0.249
0.249
0.251
0.250
0.253
0.249

2.0

3.2 Precisdo intermédia

Concentragdo Absorvancia

em &cido . . .
galhico (ppm) 1%ensaio | 2°ensaio | 3°ensaio

0.251 0.249 0.248

2.0 0.252 0.249 0.245

0.254 0.251 0.247

0.537 0.537 0.537

4.0 0.533 0.533 0.533

0.536 0.538 0.536

0.821 0.811 0.819

6.0 0.824 0.813 0.817

0.826 0.810 0.820
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4- Exatidao
Concentragéo
em &cido
galhico
(ppm) Absorvancia | Absorvancia
0.251 0.441
0.252 0.453
2.0 0.254 0.451
0.537 0.707
0.533 0.705
4.0 0.536 0.709
0.827 0.998
0.829 0.999
6.0 0.828 0.997
Amostras Absorvancia | Absorvancia
0.257 0.440
0.255 0.444
1.93 0.258 0.442
0.541 0.709
0.544 0.713
3.98 0.54 0.712
0.821 0.979
0.819 0.975
5.98 0.818 0.977
Flavondides

1- Linearidade

Concentragao Absorvancia
em catequina (ppm)
0
0
0 0
0.199
0.198
35 0.201
0.261
0.266
40 0.264
0.349
0.353
50 0.351
60 0.378
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0.377

0.379

0.496

0.499

75

0.497

0.591

0.595

90

0.593

0.762

0.765

110

0.763

0.899

0.901

130

0.899

0.991

0.988

150

0.992

2- Determinacdodo LQ e LD

Absorvancia
padrédo

0.055

0.055

0.055

0.055

0.054

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

3- Precisao
3.1 Repetibilidade

Concentragéo
em catequina
(ppm) Absorvancia

0.496
0.499
0.497
0.494
0.498
0.497

75
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3.2 Precisdo intermédia:

Concentragéo

em catequina engtio 2° ensaio | 3° ensaio
(ppm)
0.496 0.495 0.497
75 0.499 0.494 0.498
0.497 0.498 0.496
0.762 0.764 0.763
110 0.765 0.762 0.762
0.763 0.764 0.764
0.771 0.782 0.769
150 0.772 0.778 0.772
0.768 0.776 0.773
4- Exatidado
Concentragéo
em catequina
(ppm) Absorvéncia | Absorvancia
0.251 0.441
0.252 0.453
2.0 0.254 0.451
0.537 0.707
0.533 0.705
4.0 0.536 0.709
0.827 0.998
0.829 0.999
6.0 0.828 0.997
Amostras
0.257 0.44
0.255 0.444
1.93 0.258 0.442
0.541 0.709
0.544 0.713
3.98 0.54 0.712
0.821 0.979
0.819 0.975
5.98 0.818 0.977
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FRAP

1- Linearidade

Concentracdo em trolox
(ppm) Absorvancia

0.023
0 0.022
0.025

0.064
4.0 0.069
0.066

0.101
0.099
7.0 0.095

0.176
0.174
15.0 0.174

0.202
0.203
20.0 0.205

0.315
0.312
35.0 0.311

0.459
0.453
50.0 0.455

0.569
0.564
60.0 0.563

0.662
0.660
75.0 0.665
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2- Determinacdo do LQ e LD

Absorvancia
padrdo

0.092

0.092

0.092

0.092

0.092

0.092

0.092

0.092

0.092

0.092

3- Precisao

3.1 Repetibilidade:

Concentragéo
em trolox
(ppm)] Absorvancia

0.176

0.174

0.174

15 0.175

0.177

0.173

3.2 Precisdo intermedia:
Concentragéo
em trolox
(ppm)] 1°ensaio | 2°ensaio | 3° ensaio

0.101 0.099 0.100
0.099 0.098 0.102
7.0 0.095 0.102 0.103
0.256 0.251 0.255
0.255 0.254 0.253
25.0 0.259 0.255 0.257
0.839 0.839 0.854
0.830 0.837 0.848
75.0 0.836 0.837 0.851
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4- Exatidao

Concentracdo em
trolox (ppm)

Absorvancia

Absorvancia

0.101 0.215
7.0 0.099 0.218
0.095 0.213
0.315 0.417
35.0 0.312 0.421
0.311 0.416
0.662 0.709
75.0 0.660 0.711
0.665 0.708
Amostras Absorvancia | Absorvancia
0.093 0.22
7.601 0.091 0.218
0.094 0.219
0.339 0.418
36.4 0.342 0.423
0.340 0.421
0.669 0.714
74.85 0.674 0.718
0.670 0.721
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ABTS
1- Linearidade
Concentracédo
em trolox
(ppm)] Absorvancia

0.689

0 0.691
0.691

0.654

0.4 0.650
0.653

0.532

15 0.534
0.533

0.452

2.5 0.451
0.449

0.301

3.5 0.305
0.303

0.213

4.5 0.209
0.210

0.090

0.094

6.0 0.091
0.006

7.0 0.009
0.008

2- Determinacdodo LQ e LD

Absorvancia padrao

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.051

0.052

0.052

0.052

0.052
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3- Precisédo

3.1 Repetibilidade

Concentragéo
em trolox

(ppm)]

Absorvancia

2.5

0.452

0.451

0.449

0.451

0.450

0.448

3.2 Precisao intermedia:

Concentragéo
em trolox
(ppm)] 1° ensaio 2° ensaio | 3° ensaio
0.651 0.651 0.653
0.654 0.652 0.652
0.4 0.653 0.653 0.653
0.452 0.45 0.453
0.451 0.448 0.455
2.5 0.449 0.447 0.45
0.090 0.089 0.09
0.094 0.09 0.092
6.0 0.091 0.088 0.094
4- Exatidéo
Concentragéo
em trolox
(ppm) Absorvancia | Absorvancia
0.654 0.664
0.4 0.650 0.661
0.653 0.664
0.452 0.466
2.5 0.451 0.461
0.449 0.461
0.090 0.094
0.094 0.096
6.0 0.091 0.094
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Amostras Absorvancia | Absorvancia
0.648 0.660

0.38 0.642 0.659
0.646 0.662

0.459 0.464

2.25 0.461 0.467
0.458 0.463

0.072 0.079

6.14 0.075 0.081
0.070 0.077

Teor em fendis totais

Amostras Absorvancia
0.568
FV método A 0.565
0.566
0.703
FV método B 0.700
0.704
0.532
FV método C 0.531
0.534
0.216
U método A 0.210
(diluicdo 100) 0.212
0.286
U método B 0.280
(diluicdo 100) 0.280
0.338
U método C 0.342
0.460
BV método A 0.480
0.450
0.401
BV método B 0.405
0.403
0.201
BV método C 0.201
0.203
0.184
P método A 0.186
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0.181
0.709
P método B 0.712
0.708
0.209
P método C 0.213
0.214
0.242
Vinho A 0.244
0.220
Vinho B 0.220
BV método D 3¢ 0557
(diluigio 400) 0.558
0.560
) 0.597

BV método D 6¢
(diluicio 100) 0.596
0.592
0.487
P método D3c 0.489
0.488
‘tod 0.583
P método D 6¢ 0.581
0.583
0.398
U método D 3c 0.397
0.399
0.507
U método D 6¢ 0.508
0.508
0.764
FV método D 3c 0.766
0.763
0.547
FV método D 6¢ 0.548
(diluicdo 400) 0.547
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Teor em flavondides totais

Amostras Absorvancia
0.466
FV método A 0.465
0.466
0.673
FV método B 0.678
0.675
FV método C 0.19
(diluicdo 200) 0.200
0.198
0.196
U método A 0.200
(diluicdo 25) 0.198
0.195
U método B 0.202
(diluicéo 25) 0.204
0.214
U método C 0.210
(diluicéo 50) 0.214
BV método A 0.245
(diluicdo 25) 0.245
0.242
0.222
BV método B 0.227
0.225
BV método C 0.203
(diluicio 50) 0.206
0.204
0.359
P método A 0.362
(diluicéo 25) 0.360
0.401
P método B 0.400
(diluicdo 50) 0.398
0.360
P método C 0.364
(diluicéo 25) 0.361
Vinho A 0.404
(diluicdo 25) 0.404
0.408
0.640
Vinho B 0.636
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(diluicéo 25) 0.640

BV método D 3 .19
método D 3c

(diluicdo 500) 0.198

0.197

BV método D 6 0.203
método D 6¢

(diluicdo 500) 0.207

0.206

P método D 3 0.5%

método D 3c

(diluigdo 500) 0.534

0.532

5 método D 6 0.444

método D 6¢

(diluicdo 100) 0.442

0.444

0.319

U método D 3c 0.318

(diluicdo 100) 0.320

0.412

U método D 6¢ 0.410

(diluicdo 100) 0.413

FV método D 3 0.545
método D 3c

(diluigdo 100) 0545

0.546

FV método D 6 0.951
método D 6¢

(diluicdo 100) 0.655

0.653

Teor em Taninos

Amostras

Absorvancia

U método A

0.031

0.031

0.033

U método B

0.037

0.036

0.036

U método C

0.031

0.032

0.032

BV método A

0.030

0.032

0.030

BV método B

0.039

0.038

0.040
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BV método C

0.033

0.031

0.031

P método A

0.032

0.039

0.028

P método B

0.036

0.041

0.036

P método C

0.033

0.031

0.036

Vinho A
(diluicéo 1:10)

0.059

0.061

0.064

Vinho B
(diluicéo 1:10)

0.055

0.053

0.056

BV método D 3c

0.029

0.025

0.028

BV método D 6¢

0.033

0.032

0.036

P método D 3c

0.029

0.028

0.030

P método D 6¢

0.043

0.044

0.042

U método D 3c

0.030

0.032

0.031

U método D 6¢

0.033

0.031

0.035
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DPPH
Absorvéncia | Absorvancia
Amostras” to ti6

0.429 0.087

FV método A 0.423 0.085
0.423 0.085

0.459 0.175

FV método B 0.464 0.171
0.464 0.169

0.687 0.150

FV método C 0.685 0.151
0.686 0.151

0.435 0.060

U método A 0.431 0.055
0.439 0.059

0.411 0.242

U método B 0.415 0.245
0.411 0.243

0.827 0.357

U método C 0.825 0.357
0.827 0.355

0.454 0.203

BV método A 0.447 0.199
0.450 0.198

0.480 0.264

BV método B 0.472 0.262
0.476 0.269

0.779 0.376

BV método C 0.783 0.369
0.780 0.374

0.450 0.219

P método A 0.449 0.217
0.451 0.220

0.060 0.018

P método B 0.050 0.014
0.046 0.011

0.947 0.293

P método C 0.948 0.297
0.946 0.295

0.574 0.304

Vinho A 0.578 0.302
0.573 0.300

0.578 0.291

Vinho B 0.580 0.295
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0.582 0.299
0.666 0.373
BV método D 3c 0.668 0.376
0.668 0.374
0.577 0.305
BV método D 6¢ 0.578 0.3
0.575 0.304
0.740 0.414
P método D 3c 0.741 0.415
0.744 0.418
0.653 0.316
P método D 6¢ 0.654 0.313
0.650 0.311
0.528 0.197
U método D 3c 0.529 0.201
0.526 0.2
0.436 0.156
U método D 6¢ 0.437 0.154
0.437 0.157
0.425 0.253
FV método D 3c 0.429 0.258
0.430 0.255
0.519 0.258
FV método D 6¢ 0.521 0.257
0.520 0.257
* Diluicéo 1:4
FRAP
Amostras Absorvancia
FV método A 0.854
(diluigdo 300) 0.358
0.352
FV método B 0.443
(diluigdo 300) 0.447
0.442
FV método C 0.322
(diluigéio 300) 0.329
0.327
U método A 0.318
(diluicdo 75) 0.312
0.318
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0.374

U método B 0.372

(diluicéo 75) 0.372

0.210

U método C 0.206

(diluigao 75) 0.206

BV método A 0.238

(diluicéo 15) 0.235

0.238

BV método B 0.372

(diluigéo 150) 0.375

0.370

BV método C 0.385

(diluicdo 15) 0.382

0.384

0.198

P método A 0.200

(diluigao 75) 0.196

0.228

P método B 0.225

(diluicéo 300) 0.229

0.280

P método C 0.278

(diluicéo 150) 0.282

Vinho A 0.252

(diluicdo 100) 0.246

0.249

0.222

Vinho B 0.221

(diluicdo 100) 0.219

) 0.428

BV métodoD3c 0432
(diluicéo 500) :

0.429

) 0.499

BV métodoD6c 0498
(diluicéo 500) :

0.497

P métodoD3c 0.441

(diluicéo 500) 0.445

0.443

) 0.328

P métodoD6¢c 0.329
(diluicdo 1000 :

0.328

0.430

U métodoD3c 0.428
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(diluicdo 500)

0.427

U métodoD6c
(diluicdo 500)

0.444

0.442

0.445

FV métodoD3c

(diluicdo 500)

0.358

0.354

0.355

FV métodoD6c

(diluigdo 500)

0.377

0.381

0.379

ABTS

Amostras

Absorvancia

FV método A

0.024

0.020

0.023

FV método B

0.021

0.022

0.021

FV método C

0.019

0.021

0.018

U método A

0.352

0.356

0.353

U método B

0.019

0.020

0.023

U método C

0.092

0.097

0.093

BV método A

0.464

0.460

0.462

BV método B
(diluicdo 300)

0.020

0.022

0.019

BV método A

0.206

0.209

0.205

0.289
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P método A 0.285

0.288

0.063

P método B 0.065

0.062

0.022

P método C 0.019

0.022

0.248

Vinho A 0.249

0.246

0.271

Vinho B 0.273

0.270

0.033

BV método D 3c 0.035

0.034

0.027

BV método D 6¢ 0.030

0.026

0.039

P método D 3c 0.035

0.038

0.031

P método D 6c (dilui¢do 0.030
500) .

0.034

0.045

U método D 3c 0.044

(diluicdo 500) 0.048

0.032

U método D 6¢ 0.035

(diluicdo 500) 0.032

) 0.014

FV método D 3c 0.011
(diluicdo 500) :

0.013

FV método D 6¢c 0.011

(diluicio 500) 0.009

0.008
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