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Resumo - As uvas (Vitis spp.) séo fontes naturais de compostos fendli-
cos, que contribuem com a saude humana por suas atividades antioxidan-
te, cardioprotetora, anticancer, anti-inflamatoéria, anti-idade e antimicrobiana.
O Programa de Melhoramento Genético Uvas do Brasil lancou nove cultiva-
res de uva de mesa e a determinagdo do seu conteldo de compostos fun-
cionais é demanda dos consumidores. A diversidade quimica dos polifendis
das plantas afeta sua polaridade, dificultando o desenvolvimento de uma
metodologia padréo para a identificagdo e quantificagdo desses compostos.
A preparagao e o método de extragdo das amostras sao criticos para o su-
cesso da caracterizagao e quantificagdo de compostos fendlicos de origem
vegetal. O objetivo deste estudo foi desenvolver um processo eficiente para
a extragdo de compostos fendlicos de uvas de cultivares brasileiras. O pro-
tocolo foi desenvolvido pela investigagéo da influéncia da massa de amostra
desidratada e do solvente de extragdo sobre a quantidade e qualidade dos
compostos fendlicos recuperados em analises espectrofotométricas e cro-
matograficas. Nao houve interagdo entre a quantidade de amostra e o tipo
de solvente, sendo a maior eficiéncia obtida com o uso de 60 mg de amos-
tra e da mistura metanol 50% e acido férmico 1% como solvente. Foram
identificados compostos fendlicos tipicos de uva em amostras obtidas com
o protocolo desenvolvido. Alteragdes na relagdo entre a massa e carga de
compostos identificados também foram detectadas, confirmando a qualida-
de da extracdo para analises de fragmentagéo. Esse protocolo pode permitir
a caracterizagdo quimica de outras uvas hibridas e o desenvolvimento de
metodologias menos poluentes de extragao.

Termos para indexagao: alimentos funcionais, antocianinas, cromatografia
liquida e videira.



Development of a protocol for the
extraction of polyphenols with
biological activity from brazilian table
grape cultivars

Abstract — Grapes (Vitis spp.) are natural sources of
phenolic compounds that contribute to human health
due to their biological activity as antioxidant, cardio-
protective, antitumor, anti-inflammatory, anti-aging,
and anti-microbial. Grapevine Breeding Program
Uvas do Brasil has released nine table grape
cultivars and consumers demand information on their
functional compound contents. The chemical diversity
of plant polyphenols affects their polarity, impairing
the development of a single standard extraction
method to their identification and quantification.
Sample preparation and extraction are critical
steps to characterize and quantify plant phenolic
metabolites. The current work aimed at developing
an effective protocol to extract phenolic compounds
from grapes of Brazilian cultivars. The protocol
was established by investigating the influence of
sample mass and extraction solvent on the quality
and quantity of phenolic compounds detected by
spectrophotometric and chromatographic methods.
No interaction was observed between the tested
variables and highest extraction performances were
obtained using 60 mg of dehydrated sample and the
mixture 50% methanol + 1% formic acid as solvent.
Typical grape phenolics were detected in samples
obtained using the developed protocol. Modifications
in the metabolites mass/charge ratios were also
detected, confirming the quality of the extraction
in fragmentation analyses. The protocol may
allow the chemical characterization of other hybrid
grapes and provide bases for the development of
environmentally safer methodologies.

Index terms: anthocyanins, functional foods, grapevine
and liquid chromatography.

Introducgao

As frutas estdo entre os alimentos saudaveis
que os consumidores mais demandaram no mun-
do desde o inicio da pandemia do coronavirus, em
2020. No Brasil, a uva esta entre as seis frutas res-
ponsaveis por cerca de 70% do volume da produgao
e entre as trés com maior valor bruto da produgao
(Beling, 2022). Em 2020, mais da metade da uva
produzida no Brasil (53%, equivalendo a aproxima-
damente 754.578 t) foram destinadas ao consumo in
natura, cultivadas praticamente em todas as regides
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viticolas brasileiras, em especial na regido do Vale
do Sao Francisco (Maia et al., 2018).

Além de sua fungao na nutrigdo humana, os ali-
mentos de origem vegetal também tém um papel
importante na saude, contribuindo para a preven-
¢ao de doengas, por meio de substancias bioativas,
dentre as quais se destacam os compostos fendli-
cos (Silva et al., 2022). Quimicamente, os polifendis
sao caracterizados pela presencga de duas ou mais
hidroxilas ligadas a um ou mais anéis aromaticos,
sendo classificados em grupos de acordo com sua
estrutura, incluindo flavonoides, lignanas, estilbenos
e acidos fendlicos (Rana et al., 2022). Nas plantas,
os compostos fendlicos podem estar na forma livre
ou em complexos com acgucares e proteinas. Suas
fungdes bioldgicas nas plantas estdo associadas a
protecdo contra agentes abidticos, como radiacao
ultravioleta e bidticos, como microrganismos patogé-
nicos, como bactérias, virus e pragas (Angelo; Jorge,
2007; Roman et al., 2019). As antocianinas, respon-
saveis pela coloragao vermelha, azul e violeta em
flores, hortalicas e frutas, sdo compostos fendlicos
e contribuem com as propriedades antioxidantes
quando presentes nos alimentos (Jeong et al., 2015;
Wijekoon et al., 2022).

As uvas (Vitis spp.) e seus derivados, como su-
cos e vinho tinto, séo fontes naturais de compostos
fendlicos (Strommer et al., 2003; Wijekoon et al.,
2022). O perfil quantitativo e qualitativo de polifendis
varia de acordo com a cultivar considerada (Flutre
et al., 2022). De maneira geral, a cor das uvas esta
concentrada na pelicula, embora raramente possa
ser observada a presenca de pigmentos na polpa.
As uvas apresentam um dos mais ricos perfis poli-
fendlicos dentre as frutas, podendo as tintas conter
uma combinagao de mais de 20 tipos de compostos
(Teixeira et al., 2013; Martin et al., 2017).

Diversas estratégias, como o melhoramento ge-
nético, o manejo de plantas e o processamento de
alimentos podem ser utilizadas no desenvolvimento
dos alimentos funcionais ou medicinais, incremen-
tando e melhorando o conteudo de compostos bio-
ativos nos produtos agricolas, promovendo a bio-
disponibilidade nos produtos e derivados. Fatores
climaticos também podem afetar o perfil de compos-
tos fendlicos (Kobayashi et al., 2004; Luo; He, 2004;
Ahn-Jarvis et al., 2019).

Em 45 anos, o Programa de Melhoramento Ge-
nético Uvas do Brasil desenvolveu e langou nove
cultivares de uva de mesa, com e sem sementes
(Embrapa Uva e Vinho, 2023). O desenvolvimento
de cultivares adaptadas ao clima tropical possibili-
tou o cultivo da fruta nestas areas, tornando o Vale
do S&o Francisco (VSF) responsavel por 62% da
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producdo nacional de uva de mesa. Atualmente, a
regido € um polo de exportagdo de frutas, onde a
viticultura € um exemplo de sucesso e inovagao tec-
nolégica (Fonseca, 2022). Além de atender as de-
mandas agronémicas, as cultivares de uva desen-
volvidas pela Embrapa tém perfil quimico rico em
polifendis (Lago-Vanzela et al., 2011; Rebello et al.,
2013; Colombo et al., 2020, 2021). ‘BRS Vitéria’ &
uma cultivar de uva sem sementes, com adaptacéao
ao cultivo em regides tropicais e subtropicais, com
bom desempenho agrondmico e tolerancia a doen-
¢as (Maia et al., 2014; Rogovski-Czaja et al., 2019),
tendo se tornado importante para o mercado nacio-
nal e internacional (Colombo et al., 2020, 2021).

A diversidade estrutural dos polifendis dificulta o
desenvolvimento de uma metodologia padrdo para
identificacdo e quantificagdo destes compostos (Sil-
va et al., 2022). Durante a preparagdo da amostra,
€ necessario eliminar ou reduzir interferéncias de
outros componentes da uva na detecgao dos com-
postos de interesse. E essencial considerar as es-
truturas dos compostos fendlicos de interesse devi-
do a variabilidade de polaridade dessas substancias
devido as diferengas no numero de grupos hidroxila
e a possibilidade de conjugagdo com agucares, aci-
dos ou grupos alquil (Garcia-Salas, et al., 2010). As-
sim, a preparagao da amostra, ou seja, o método de
extracao, & um fator determinante para a analise de
compostos fendlicos (Angelo; Jorge, 2007; Oliveira
et al., 2016). Igualmente, é importante buscar a re-
dugao de custos, do tempo de analise e do uso de
solventes organicos para a preparagao de amostras
para analise de polifendis (Pinto et al., 2002). As-
pectos relacionados a segurancga, a insalubridade e
aos danos ambientais potenciais dos solventes de
extragdo também devem ser considerados (Tzia;
Liadakis, 2003).

A primeira etapa do preparo consiste na desi-
dratacdo da amostra, para a reduzir o alto teor de
umidade, frequentemente encontrado em vegetais
e que pode interferir na quantificacao de compostos
polifendlicos. Esse procedimento pode empregar
diversos métodos, como uso de forno micro-ondas,
secador de esteira, liofilizagéo e outros (Canepelle
et al., 2020). Em seguida, o material seco é pulve-
rizado para aumentar a superficie de contato, facili-
tando a absorgao e agao do solvente e, consequen-
temente, a extragado. A Ultima etapa da preparagao
€ a extragdo, que é critica para a determinagao
de compostos fendlicos, pois é responsavel pela
determinagdo da representatividade e rendimento
dos compostos de interesse (Angelo; Jorge, 2007).
Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver
um processo de extracdo de compostos fendlicos

funcionais de uvas frescas para cultivares desen-
volvidas pelo Programa de Melhoramento Genético
Uvas do Brasil.

Material e métodos

Material biolégico

A cultivar BRS Vitéria, que produz uvas apiré-
nicas com pelicula violeta escuro (noir) e sem co-
loracdo na polpa, desenvolvida pelo Programa de
Melhoramento Genético Uvas do Brasil, foi selecio-
nada. A cultivar foi escolhida como modelo para o
desenvolvimento do protocolo por sua coloragao,
auséncia de cor na polpa, base genética comparti-
Ihada com outros gendtipos de interesse, existéncia
de perfis quimicos para comparagao, e importan-
cia econdmica. As uvas foram produzidas na area
experimental da Embrapa Uva e Vinho, em Bento
Gongalves, RS, em fevereiro de 2021. Imediata-
mente apods a colheita, foram enviadas para Cam-
pinas, SP, por via aérea, onde foram congeladas e
mantidas na temperatura de -15°C até o preparo
das amostras.

Preparo das amostras

As peliculas e a polpa das bagas das uvas fo-
ram separadas com auxilio de pinga e bisturi. Nes-
ta etapa, as uvas foram mantidas congeladas e ao
abrigo da luz, a fim de minimizar a degradagao dos
compostos bioativos. A seguir, as peliculas frescas
foram armazenadas em frascos de vidro e congela-
das a -15 °C. A etapa de secagem foi realizada por
liofilizacao por periodo de 156 horas e temperatura
de -45 °C. As peliculas secas foram trituradas em
almofariz com nitrogénio liquido, armazenadas em
frascos com tampa envoltos em papel aluminio e
mantidas em freezer -80 °C.

Otimizacao do processo de extragao

Para o desenvolvimento do protocolo de extracao
dos compostos fendlicos das peliculas de uva foram
selecionados dois parametros: a massa das amostras
e o solvente de extragdo. A eficiéncia de extracao
foi determinada a partir da avaliagao da concentragcao
de fendis totais, antocianinas totais expressas em mg
100 g’ de peliculas, e compostos fendlicos detecta-
dos por area total dos picos obtida na analise de cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (HPLC ).

Massa de amostra e solvente de extragao

Foram testadas duas quantidades de amostra,
em massa, 30 e 60 mg de pelicula seca, e com base
na literatura (Jeong et al.; 2015; Tarone et al. 2021;



Zivkovi¢ et al. 2021) foram selecionados trés solven-
tes para extragao:

» Etanol 50% + 1% de acido formico.
» Etanol 80% + 1% de acido formico.
* Metanol 50% + 1% de acido férmico.

Processo de extragao

As amostras foram colocadas em microtubo tipo
Eppendorf com capacidade para 2 mL, com adi-
¢ao de 1 mL do solvente de extracdo e, a seguir,
transferidas para banho ultrassénico a 30 °C por
30 minutos, a frequéncia de 42 kHz. Apds a exira-
¢ao, as amostras foram centrifugadas em centrifuga
a 11.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O residuo foi
reextraido mais duas vezes com 1 mL do solvente
para cada ciclo de extragao, totalizando trés aliquo-
tas por amostra. As extracdes foram feitas em tripli-
cata para cada tratamento.

Avaliagao da concentracgao de fendis totais e
antocianinas totais

Determinacgéo de fendis totais

O conteudo de fendis totais foi determinado
empregando-se o método Folin-Ciocalteu, descrito
por Waterman e Mole (1994) e adaptado por Arnous
et al. (2001). Em tubos de ensaio plastico de 4 mL,
foram adicionadas aliquotas de 10, 40 e 100 pL do
extrato (10 pL do sobrenadante 1; 40 yL do sobrena-
dante 2; 100 pL do sobrenadante 3), agua destilada
suficiente para levar o volume a 3.200 pL, seguida
da adicdo de 200 yL do reagente Folin-Ciocalteu.
As amostras foram homogeneizadas e deixadas em
descanso por 7 min no escuro. Posteriormente, fo-
ram adicionados 600 pL de solugédo 20% (p/V) de
Na,CO, e a mistura foi homogeneizada e mantida
por 50 min no escuro.

Apo6s este periodo foi feita a leitura da absor-
bancia das amostras em espectrofotdbmetro a 760 nm
e a concentracdo de fendis totais foi estimada a
partir da curva de calibragao construida utilizando
acido galico como padrao (n = 5; concentragdes de
0,001 a 0,01 mg mL""; R2 = 0,9968). Os resultados
foram expressos em mg de acido galico por 100 g
de amostra (mg EAG/100 g peliculas).

Determinagéo de antocianinas totais

O conteudo de antocianinas totais foi determina-
do aplicando-se o método da diferenca de pH (Gius-
ti; Wrosltad, 2001) usando dois sistemas tampéao.

Em bal&o volumétrico de 5 mL, aliquotas de 250
e 500 pL do extrato (sobrenadante 1:250 uL; sobre-
nadante 2:500 pL; sobrenadante 3:500 pL) foram
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diluidas de 10 a 20 vezes com tampéo cloreto de
potassio 0,025M pH 1,0 e tampao acetato de sodio
0,4 M pH 4,5. A leitura da absorbancia foi realizada
a 510 nm, comprimento de onda considerado de ab-
sorbancia maxima para cianidina-3-glicosideo, e a
700 nm para descontar a turbidez da amostra.

A absorbancia foi calculada a partir da seguinte
equacgao:

A=(510nm -4 700 nm) pH=1,0— (4 510 nm —
A 700 nm) pH =4,5

em que A é a absorbancia medida em nandémetros;
e pH é o potencial hidrogenibnico.

O conteudo de antocianinas foi calculado e re-
presentado em miligramas equivalentes de ciani-
dina-3-glicosideo por 100 g de pelicula, de acordo
com a férmula:

C(mg/ 100 g) = (4 x MW x FD 1.000) / (¢ % 1)

em que C é a concentracdo de antocianinas,
expressa em miligramas equivalentes de ciani-
dina-3-glicosideo por 100 g de pelicula; A é a
absorbancia (diferenca de absorbancia nas duas
faixas de pH); MW é o peso molecular da antocianina
(449,2 mol); € é a absorbancia molar de cianidina-3-
glicosideo (26.900 mol L'); e FD é o fator de dilui¢éo.

As analises de fendis totais e antocianinas
foram feitas em triplicata e para a aceitabilidade dos
resultados foi aplicado a equacao de Horwitz (1982):

(CV: 2(1 —-0,5 log C))

em que CV é o coeficiente de variagéo; e log C é
o logaritimo na base 10 da concentragéo de fenois
totais e antocianinas.

Os valores dos coeficientes de variagdo
maximos aceitaveis entre as repeticbes analiticas
foram iguais ou menores a 11,3 mg por 100 g de
pelicula.

Analise dos extratos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC)

As analises foram realizadas em cromatégrafo
com detector ultravioleta, coluna cromatografica
(4,6 x 100 mm, 3,5 pm).

As injecdes e condi¢cdes de andlises foram mo-
nitoradas pelo software. No método cromatografi-
co foram usados: agua ultrapura com acido férmi-
co (0,1%) e metanol (grau HPLC), com vazéo de
0,250 mL min. O gradiente iniciou com 5% de me-
tanol chegando a 100% aos 13 minutos de corrida e
permanecendo em 100% até 15 min e a partir de 15,1
min retornou as condic¢des iniciais de 5% de meta-
nol até 18,5 minutos, para restabelecer o equilibrio.
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O volume de amostra injetado foi de 5 yL. As amos-
tras foram injetadas em ftriplicata.

Anadlise estatistica dos resultados

O estudo foi realizado em delineamento inteira-
mente casualizado em arranjo fatorial (2 x 3) com
trés repeticdes. O primeiro fator consistiu em duas
massas de amostras (30 e 60 mg), e o segundo fa-
tor, em trés tipos de solventes (etanol 50% + 1% de
acido férmico; etanol 80% + 1% de acido férmico e
metanol 50% + 1% de acido férmico). As variaveis
analisadas foram fendis totais, antocianinas totais
e compostos fendlicos totais. Para as analises fo-
ram utilizados os dados médios das aliquotas para
cada tratamento. Para verificar a normalidade e a
homogeneidade da varidncia dos dados foram apli-
cados os testes de Shapiro-Wilk e de Levene (Zar,
2010). Os dados da variavel “compostos fendlicos
totais” foram transformados para logaritmo na base
10 (log,,)- As variaveis foram submetidas a analise
de variancia (Anova) e as médias comparadas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade, por meio de sof-
tware estatistico (Zar, 2010).

Andlise de cromatografia liquida de ultra-alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-MS)

A separacgao cromatografica foi realizada em cro-
matografo acoplado a um espectrdmetro de massa,
com fonte de ionizacao eletrospray (ESI), usando
uma coluna C18 HSS T3 (2,1 x 50,0 mm x 1,8 uym).
A fase movel foi composta por agua ultrapura com
acido formico 1% (A) e acetonitrila 100% (B) grau
HPLC. O método cromatografico utilizado foi modo
gradiente (Tabela 1) com total de 12 minutos de cor-
rida e vazado de 0,2 mL min™. O volume da amostra
injetada foi de 10 pL. O espectrdmetro de massas
operou em modo positivo e negativo nas seguintes
condigdes: capilar (-) 3,00 kV, cone (-) 30 V, tempera-
tura da fonte de 150 °C e temperatura de dessolva-
tacao de 300 °C, em modo full-scan m/z 500-1000.
Também foi realizada a fragmentagdo (MS/MS) dos
ions de interesse com energia de colisdo de 20 V.

Resultados e Discussao

Determinag¢ao do método de extragao

A andlise de variancia indicou que as massas
avaliadas e os solventes testados n&o apresentam
interagcao entre si, tanto para a variavel antocianinas
totais quanto para a variavel fendis totais. Dessa for-
ma, os resultados foram analisados individualmente.
Nao foram observadas diferengas significativas no

Tabela1.Gradiente fase mével daseparagao cromatografica
em cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas (UPLC-MS).

Tempo Fase mével A Fase mével B
(min) (%) (%)
0 95 5
4 70 30
6 50 50
9 0 100
10 0 100
10,1 95 5
12 95 5

desempenho dos solventes testados para a extragao
de antocianinas totais. Os valores médios (mg) por
100 mg de peliculas variaram de 667,30 + 41,89 (eta-
nol 50% + 1% de acido férmico) até 734,90 + 31,03
(metanol 50% + 1% de acido férmico). Ao contrario,
para fendis totais, o solvente constituido de 50% me-
tanol + 1% acido férmico foi mais eficiente, gerando
teor médio de 5956,21 + 417,62 mg EAG por 100 mg
de peliculas. O solvente menos eficiente para a extra-
¢ao de fendis totais foi a mistura etanol 80% + acido
férmico 1%, reduzindo mais de 20% a recuperagao
de fendis totais das amostras de ‘BRS Vitoria’' (Tabela
2).

O uso de metanol tem sido mais eficiente para
a extracado de compostos fendlicos de uva, folhas e
galhos de videira e residuos da industria vitivinicola
(Casazza et al., 2010; Lago-Vanzela et al., 2011; Re-
bello et al., 2013; Colombo et al., 2020, 2021), como
observado neste trabalho. Recentemente, novos
compostos atoxicos e de origem natural tém sido
investigados para a extragao de fendlicos de produ-
tos naturais, incluindo de peliculas de uva (Bubalo
et al.,, 2016; Ali Redha, 2021). Os solventes euté-
ticos profundos (do inglés, deep eutectic solvents)
tém sido considerados alternativas viaveis para a
extragdo de compostos fendlicos de uvas (Bubalo
et al., 2016; Ali Redha, 2021).

A quantidade de amostra (massa) afetou signi-
ficativamente a extracdo de fendis totais e antocia-
ninas (Tabela 3). Os valores extraidos empregando
60 mg foram superiores estatisticamente para o con-
tetdo de antocianinas e fendis totais, representando
um aumento de 12,72% para os fendis totais e 7,03%
para antocianinas, em mg por 100 gramas de pelicu-
la (Tabela 3).

Os efeitos da quantidade de amostra e da mistu-
ra de solventes na extragcdo de compostos fendlicos
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Tabela 2. Conteudo de fendis totais e antocianinas totais de amostras de uvas extraidas com diferentes solventes.

Antocianina total*

Solvente (mg 100 g* de pelicula) Fenol total*
Metanol 50% + 1% de acido férmico 734,90 £ 31,03 a 5956,21 £ 417,62 a
Etanol 50% + 1% de acido férmico 667,30 + 41,89 a 5453,10 + 428,48 b
Etanol 8% + 1% de acido férmico 701,72 £ 32,45 a 4676,05 £ 351,86 c
CV (%)™ 6,14 4,69

(M CV (%) corresponde ao coeficiente de variagdo dos experimentos indicando a alta reprodutibilidade dos resultados.
* Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si, de acordo com o teste Tukey a 5% de significancia. Valores médios
correspondem a 54 determinagdes analiticas.

Tabela 3. Conteudo de fendis totais e antocianinas totais de ‘BRS Vitdria’ extraidos a partir de 30 e 60 mg de massa seca
de peliculas.

Massa Antocianina total*

(mg) (mg 100 g de pelicula) el
30 675,73 +28,85a 5730,62 + 525,06 a
60 726,89 + 39,53 b 4992,99 + 469,67 b
CV (%)™ 6,14 4,69

(M CV (%): corresponde ao coeficiente de variagdo dos experimentos indicando a alta reprodutibilidade dos resultados.
* Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si, de acordo com a analise de variancia e o teste Tukey a 5% de signifi-
cancia. Valores médios correspondem a 54 determinagdes analiticas.

de uvas ‘BRS Vitéria’ também foram investigados por eletrospray e espectrometria de massas em tandem
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Figura (UHPLC-ESI-MS/MS) empregando quantidades de

1). Nao houve interagéo entre massa de amostra e tipo amostra entre 2.000 e 200 mg em combinag&o com
de solvente nos resultados da analise por HPLC, por- volumes de solvente que variaram de 50 a 20 mL
tanto, os fatores foram considerados independentes (Lago-Vanzela et al., 2011; Rebello et al., 2013; Co-
nas analises estatisticas. O uso de 60 mg de amostra lombo et al., 2020, 2021), representando mais de
promoveu um aumento de 52,42% na area do pico 30 vezes a quantidade de amostra empregada no
correspondente aos compostos fendlicos totais (Tabela 4). presente trabalho. Os relatos anteriores emprega-
O perfil quimico de polifendis de peliculas de ram reextragdes sucessivas por duas ou trés vezes
uvas ‘BRS’ foi determinado por cromatografia li- (Lago-Vanzela et al., 2011; Colombo et al., 2021),

quida de ultra-alta eficiéncia com ionizacdo por conforme realizado neste trabalho.
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Figura 1. Cromatograma dos compostos fendlicos da cultivar de uva BRS Vitoria. Massa de amostra, 30 mg; solvente de
extragao, etanol 50% + 1% de acido férmico.



Desenvolvimento de protocolo para extragdo de polifendis com atividade bioldgica de cultivares [...] 7

Tabela 4. Conteudo de fendis totais e antocianinas totais (mg por 100 g de pelicula) de ‘BRS Vitéria’ extraidos a partir de

30 e 60 mg de massa seca de peliculas.

Massa Comp,osto fendlico*
(mg) (Area total)
30 20,09+ 3,23 b
60 38,32+12,50 a
CV (%)™ 10,8

M CV (%) corresponde ao coeficiente de variagédo dos experimentos indicando a alta reprodutibilidade dos resultados.
* Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si, de acordo com o teste Tukey a 5% de significancia. Valores médios

correspondem a 54 determinagées analiticas.

Portanto, os resultados das analises espectro-
fotométricas e por HPLC indicam que o uso de 60
mg de amostra desidratada e da mistura metanol/
acido formico como solventes sao eficientes para a

extragao de polifendis da pelicula de uvas de ‘BRS
Vitéria’. O processamento das uvas e a processo de
extracdo e analise estao representados esquemati-
camente na Figura 2.

uvas frescas

separagao
das peliculas

solucédo de extracao
(1 mL)

trituracdo com N,
(p6 fino)

- —)
. 60 mg

microtubo (2 mL)

Al ( ;7-,;;-

congelamento -15 °C D

banho ultrassénico
(30 min, 30 °C, 42 kHz)

—l

liofilizagdo

ultracongelamento
80 °C

N

centrifugacao
(10 min, 11000 rpm, -4 °C)

re-extracdo
(2X)

4

analise

Figura 2. Fluxograma proposto para o processo otimizado de extragdo de antocianinas totais, fenodis

totais e compostos fendlicos.
llustragdo: Vera Maria Quecini.



Validagcao do método de extragao de fenois
totais por analise de cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas

O protocolo de extracao desenvolvido a partir

dos resultados das analises espectrofotométricas e
por HPLC foi validado para a separagéo e detecgao
de compostos polifendlicos por UPLC-MS. A técnica
UPLC apresenta a vantagem de aumento expressi-
vo na eficiéncia de separagdo, mesmo com vazdes
elevadas da fase movel, aumentando a eficiéncia
e resolugdo da analise em menor tempo, além de
promover melhor detectabilidade (Cavalcanti, 2013;
Marco et al., 2008; Queiroz et al., 2012). A espectro-
metria de massas (MS) é empregada para fornecer
informagao estrutural sobre os compostos, sendo
frequentemente utilizada como um detector massa-
-especifico com aplicagdes qualitativas e quantitati-
vas em cromatografia de alta resolu¢édo (Ryan et al.,
1999). A vantagem da MS esta na capacidade de in-
dicar a formula molecular exata da substancia sem
a necessidade de grandes quantidades de amostra,
pois a técnica pode trabalhar com quantidades a ni-
vel trago (Ryan et al., 1999; Chiriac et al., 2021).

Os cromatogramas obtidos por ionizagdo em
modo negativo mostraram a presenca de acidos
organicos, comumente encontrados em uva, como
acido tartarico (m/z 149) (Figura 3A). No cromato-
grama obtido com ionizagdo em modo positivo, po-
de-se observar a presenca de ions sugestivos de
antocianinas, como m/z 493, m/z 449 e m/z 465
(Figura 3B). A anadlise do espectro de fragmentagao
permitiu confirmar a identificagdo de m/z 493, 449
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e 465, por comparagdo com os padroes de anto-
cianina, como malvidina-3-O-glicosideo, cianidina-
-3-O-glicosideo e delffinidina-3-O-glicosideo (Figura 4).
Os compostos detectados foram observados em
relatos anteriores do perfil de polifendis de ‘BRS Vi-

téria’ (Colombo et al., 2020, 2021).

O protocolo de extracdo desenvolvido também
permitiu a identificagdo de outros polifendis nas pe-
liculas de ‘BRS Vitéria’, como observado nos espec-
tros de fragmentacéo (Figura 5). A perda de m/z 162
no espectro de fragmentagdo demonstra a perda de
um grupo monoglicosideo, enquanto que a perda
de m/z 308 e 204 correspondem a eliminagcéo de
um grupo cumaroil-glicosideo e um acetil-glicosideo,
respectivamente (Willemse et al., 2013) (Figura 5).

As curvas de calibragdo foram empregadas para
o calculo das areas dos picos nos cromatogramas
para a quantificacdo das antocianinas delfinidina-

-3-O-glicosideo (m/z 465), cianidina-3-O-glicosideo
(m/z 449) e malvidina-3-O-glicosideo (m/z 493) nas
amostras de pelicula de ‘BRS Vitéria'. A quantifica-
¢ao das demais antocianinas foi realizada com base
na curva de calibragdo de malvidina-3-O-glicosideo
(m/z 493). As curvas de calibragédo, regresséo linear
e o coeficiente de correlagdo (r?) para delfinidina-

-3-O-glucosideo, cianidina-3-O-glucosideo, € malvi-
dina-3-O-glucosideo [(Figuras 7A, B e C), respecti-
vamente]. A correlagao entre as areas dos picos e a
massa desses compostos foi superior a 99% (Figura 6).
Portanto, o protocolo de extragdo permitiu a separa-
¢ao e recuperagao de compostos fendlicos de inte-
resse de peliculas de ‘BRS Vitéria’ sob uma técnica
precisa e acurada.
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Figura 3: Exemplo de cromatograma da analise de peliculas de ‘BRS Vitoria’ por analise de cromatografia
liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MS). Os modos de ionizagédo

negativo (A) e positivo (B) estdo representados.
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Figura 5. Espectros de fragmentagao de polifendis da pelicula de ‘BRS Vitoria’,
obtidos por analise de cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (UPLC-MS) com energia de colisdo de 20 V. (A)
monoglicosideo m/z 479 (graficos 1 e 2); (B) acetil-glucosideo m/z 535 (204)
(gréficos 3 e 4); (C) cumaroil-glicosideo m/z 611 (308) (gréaficos 5 e 6); (D) m/z
625 (308) (graficos 7 e 8); (E) m/z 463 (162) (graficos 9 e 10).
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Figura 6. Curvas de calibragcdo dos padrbées de antocianinas empregadas para o calculo das areas dos picos para

delfinidina-3-O-glicosideo (m/z 465). (A); cianidina-3-O-glicosideo (m/z 449) (B); malvidina-3-O-glicosideo (m/z 493) (C)

nas amostras de pelicula de ‘BRS Vitéria’. As regressoes lineares e seus respectivos r? estdo representados.
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Conclusoes

1) Os fatores massa da amostra desidratada e sol-
vente influenciaram a extracdo de compostos
fendlicos de peliculas de uvas ‘BRS Vitoria’, em-
bora de forma independente. A massa de amos-
tra de 60 mg e a mistura metanol 50% + 1% de
acido férmico foram mais eficientes para a extra-
cao de compostos fendlicos das uvas. O uso da
maior quantidade de amostra testada promoveu
uma recuperagao de fendis e antocianinas totais
superior a 12 e 7%, respectivamente, em compa-
ragcdo com o uso de 30 mg.

2) Da mesma forma, a area do pico correspondente
aos compostos fendlicos na analise por HPLC foi
aproximadamente 50% maior usando 60 mg de
amostra. A quantidade de amostra empregada
no presente protocolo € mais de 30 vezes infe-
rior @ massa usada em trabalhos de caracteri-
zacao do perfil de fendlicos de uvas ‘BRS’ por
HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

3) A andlise por UPLC-MS de compostos fendlicos
de amostras de peliculas de ‘BRS Vitéria’ ex-
traidas pelo protocolo desenvolvido permitiu a
caracterizacdo de 4cidos organicos e antociani-
nas na ionizagdo em modo negativo e positivo,
respectivamente. Também foi possivel identificar
alteragdes nas relagbes massa/carga (m/z) de
compostos de interesse, confirmando a qualida-
de do protocolo de extragao na fragmentacao de
compostos. A sensibilidade e precisdo das anali-
ses por UPLC-MS foram confirmadas por curvas
de calibragdo para trés antocianinas de interes-
se para ‘BRS Vitéria’.

4) O protocolo desenvolvido pode servir de base
para a caracterizagdo do perfil quimico de po-
lifendis de outras cultivares hibridas e para o
desenvolvimento de estratégias de extracéo
empregando solventes ambientalmente mais
saudaveis.
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