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Resumo

A diversidade de fitoquimicos presente no vinho, com especial énfase para
o resveratrol (RSV) e a melatonina (MLT), associa-se a efeitos benéficos para a
saude decorrentes do consumo moderado e regular deste produto mediterranico.
O limitado conhecimento analitico do teor de MLT e RSV em géneros alimenticios
torna dificil estimar a ingestao diaria dos mesmos.

O presente trabalho objetivou quantificar MLT, trans-RSV, fendlicos totais e
a atividade antioxidante (AA) em vinhos monocasta portugueses, bem como
averiguar a correlacdo entre os compostos bioativos e a AA.

A determinacdo dos compostos bioativos em 19 vinhos portugueses da
regido vitivinicola da Peninsula de Setubal, envolveu a extracdo por microextracao
liquido-liquido dispersiva e analise por HPLC-DAD/FD. A quantificacdo dos
fendlicos totais foi realizada pelo ensaio de Folin-Ciocalteu e a AA com 0s ensaios
de ABTS" e do DPPH".

Nos vinhos tintos, o teor de MLT variou entre 0,84-7,44 ng/mL, o de trans-
RSV entre 547,49-2616,04 ng/mL, fendlicos totais entre 4229,67-7542,21 ng/mL,
GAE e a AA entre 7972,85-13000,15 mg/L, TE (ABTS") e 4404,07-8418,15 mgl/L,
TE (DPPH"). Os vinhos brancos apresentaram menor quantidade de trans-RSV,
fendlicos totais e AA comparativamente aos tintos, concordante com o descrito na
literatura. Contudo, tal diferenca nao se verificou para a MLT, contribuindo assim,
para o pouco conhecimento analitico deste composto em vinhos.

A variabilidade encontrada nos parametros analisados entre castas e anos,
nao permite isolar a casta como o responsavel, dada a multiplicidade de fatores

com influéncia na composigado quimica do vinho.



Abstract

The diversity of phytochemicals in wine, such as resveratrol (RSV) and
melatonin (MLT), are associated with health benefits arising from the moderate and
regular consumption of this Mediterranean product. The limited analytical
knowledge of the MLT and RSV content in food makes it hard to estimate their daily
intake.

The present work aimed to determine the quantity of MLT, trans-RSV, total
phenolics and antioxidant activity (AA) in monovarietal Portuguese wines, as well
as to examine the correlation between the bioactive compounds and the AA.

The determination of the bioactive compounds in 19 Portuguese wines of the
Peninsula of Setubal wine region, involved the extraction by dispersive liquid-liquid
microextraction and analysis by HPLC-DAD/FD. The quantification of total phenolics
was assessed through the Folin-Ciocalteu assay, and the AA through the ABTS*’
and DPPH-’ assays.

In red wines, the MLT amounts varied between 0,84—7,44 ng/mL, trans-RSV
between 547,49-2616,04 ng/mL, total phenolics between 4229,67-7542,21 ng/mL,
GAE and the AA between 7972,85-13000,15 mg/L, TE (ABTS") and 4404,07-
8418,15 mg/L, TE (DPPH’). White wines presented less amounts of trans-
resveratrol, total phenolics and AA compared to red wines, in agreement with the
literature. However, this difference was not observed for MLT, a fact that contributes
to the limited analytical knowledge on this compound in wine. Differences were
observed in the analyzed parameters among wine varieties and years.

Therefore, it was not possible to isolate the variety as the responsible agent,

given the plurality of factors influencing the chemical composition of wines.
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Lista de abreviaturas

AA
ABTS”
Cci18
DAD
DCV
DLLME
DPPH*
ELISA
FD
GAE
HPLC
LLE
MEPS
MLT
NaCl
pka
rpm
SPE
TE
trans-RSV
uv

xg
Aem
Aexc

Atividade antioxidante

Acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
Octadecilsilano

Detetor de varrimento de diodos
Doencas cardiovasculares
Microextracao liquido-liquido dispersiva
2,2-difenil-1-picril-hidrazina

Ensaios de imunoadsorcao enzimatica
Detetor de fluorescéncia

Equivalentes de acido galico
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Extracgéo liquido-liquido

Microextracdo em seringa empacotada
Melatonina

Cloreto de sédio

Logaritmo constante de acidez
Rotac¢des por minuto

Extracdo em fase soélida

Equivalentes de trolox
Trans-resveratrol

Ultravioleta

Forca centrifuga

Comprimento de onda de emisséo

Comprimento de onda de excitacao






Introducéo

O padréo alimentar mediterranico comecou a ser descrito no inicio dos anos
60 do século passado®, sendo originario de areas de exploragdo vinicola e de
consumo regular de vinho®. Efeitos benéficos para a salde tém sido atribuidos a
este padrdo alimentar, nomeadamente sobre fatores de risco cardiometabdlico,
incidéncia de cancro, doencgas cardiovasculares (DCV) e neurodegenerativas,
diabetes mellitus tipo 2 e mortalidade por todas as causas® 3. As propriedades
benéficas da dieta mediterranica associam-se a diversidade de fitoquimicos
presente e ao efeito sinérgico entre estes compostos® 2,

O consumo moderado e regular de vinho, definido como 1 a 2 copos/dia para
homens e 1 copo/dia para as mulheres, € um dos elementos caracteristicos deste
padrdo alimentar®. Ao vinho tém sido atribuidas propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias, cardioprotetoras, anti envelhecimento, antidiabéticas, entre outras®,
efeitos benéficos, que poderdo resultar do consumo moderado de &lcool mas
também da diversidade de fitoquimicos presente® 5. Os polifendis, com especial
enfase o resveratrol (RSV)®), sdo considerados os principais responsaveis pelo
“paradoxo Francés”(). Contudo, nos ultimos 20 anos, especial atencédo tem sido
dada a melatonina (MLT), de origem alimentar, presente de forma significativa em
produtos mediterranicos, incluindo o vinho.

O RSV (3,4,5’ — trihidroxiestilbeno) € um composto fendlico ndo flavonoide,
existindo na natureza sob a forma de dois isbmeros geométricos, o trans-RSV e o
cis-RSV® (Figura 1, Anexo 1). Embora ambos sejam biologicamente ativos, dada a
maior frequéncia e estabilidade do trans-RSV, é-lhe atribuido a maioria das
funces®. O RSV é uma fitoalexina produzida a partir da fenilalanina, em resposta

a fatores de agresséo biéticos ou abidticos®®). O vinho é a principal fonte alimentar



de RSV, estando também presente em uvas, cacau, mirtilos, framboesas, macas,
amendoins e plantas medicinais como a Japanese Knotweed (Polygonum
cuspidatum)® 1114 A quantidade de RSV no vinho é influenciada por diversos
fatores como a(s) casta(s), a localizacdo geografica das videiras, os fatores
agronomicos e ambientais a que a planta é sujeita e as praticas enologicas
utilizadas® 10,

As propriedades benéficas associadas ao RSV resultam das suas multiplas
atividades biolégicas, com destaque para as antioxidante, anti-inflamatéria e anti-
-proliferativa, contribuindo para a prevencdo ou atraso do desenvolvimento de
doencas crénicas tais como a diabetes mellitus, as DCV e a doenca de Alzheimer®
8. Conhece-se ainda a neuroproteccdo, a inibicdo da proliferagdo de algumas
linhagens de células cancerigenas e favorece o aumento da longevidade®).

Por outro lado, a MLT (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma indolamina (Figura
2, Anexo 1) sintetizada maioritariamente na glandula pineal dos vertebrados, a partir
do triptofano, tendo sido também identificada em invertebrados, bactérias, fungos
e plantas®®). Ja foi determinada em uvas (com teores superiores no exocarpo, nas
sementes e por fim no meso/endocarpo), vinhos, bananas, macas, cerveja, azeite
e tomate(6-19), A presenca de isbmeros de MLT foi confirmada em vinhos, mas ndo
em uvas, pelo que se considera que o teor total de MLT no vinho resulte ndo s6 do
fruto, mas também da producdo pelas leveduras durante a fermentagdo® 20). A
quantidade de MLT no vinho parece ser influenciada pela(s) casta(s), grau de
amadurecimento do fruto, localizacdo geografica, condicdes agrometeoroldgicas,
stresse ambiental e procedimentos enolégicos? 17).

A MLT possui atividades ao nivel hormonal, antioxidante, imunoativa,

neuroativa e anticancerigena( 22),



A investigacao sobre a bioatividade dos compostos presentes no vinho e a
procura de novas moléculas com atividade biologica sofreu grande evolucgéo,
associada ao desenvolvimento de métodos de andlise mais sofisticados e
sensiveis® (Tabela 1, Anexo 1).

Objetivos

Dado o pouco conhecimento do teor destes compostos em alimentos, e em
vinho em patrticular, é de especial relevancia proceder a sua quantificacdo nesta
bebida habitual na mesa dos portugueses. Em alguns vinhos portugueses o trans-
RSV ja foi quantificado, no entanto para a MLT n#o existe qualquer estudo. E
igualmente importante determinar os compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante (AA). Sendo assim foram objetivos especificos deste trabalho:

¢ Quantificar simultaneamente a MLT e o trans-RSV em vinhos monocasta;
e Dosear os compostos fendlicos totais e determinar a AA,
e Averiguar a possivel correlac@o existente entre os compostos bioativos em
estudo (MLT e trans-RSV) e a AA.
Material e Métodos
1. Extracdo de melatonina e trans-resveratrol

Padrbes e reagentes

Os padrbes de melatonina (298% de pureza), trans-resveratrol (299% de
pureza) e agomelatina (=98% de pureza), bem como o acetonitrilo (grau de HPLC),
o acido o-fosforico (85% m/m de pureza) fosfato de sddio monobasico foram
adquiridos a Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA). O cloreto de sddio (NaCl) e o
cloroférmio foram obtidos a partir da VWR Chemicals, Prolab (Leuven, Bélgica). A
agua ultrapura foi obtida através do sistema SERALPUR Pro 90 CN (Belgolabo,

Overijse, Bélgica).



As solucdes mae (1 mg/mL) de MLT, trans-RSV e agomelatina foram

preparadas em metanol. A solucao de trabalho de MLT (300 ng/mL) e de trans-RSV

(30000 ng/mL) foi preparada em acetonitrilo. A solucéo de trabalho de agomelatina

(padréo interno) foi de 0,25 pg/mL, diluida em metanol. As solu¢cdes mée e de

trabalho foram armazenadas a -20°C, em vials ambar.

Amostragem

A amostragem (Tabela 1) foi constituida por 19 vinhos (n=2), provenientes

da regido vitivinicola da Peninsula de Setubal, adquiridos em supermercados locais

do Porto, sendo 15 monocasta e 4 multicasta.

Tabela 1. Lista dos vinhos analisados.

Quinta  Codigo Casta Designacao Ano Teor alcodlico
1 Touriga Nacional (T.N.) Tinto 2013 14,5% Vol.
2 Syrah Tinto 2013 14,5% Vol.
2B Syrah Tinto 2014 14% Vol.
3B Alicante Bouschet Tinto 2013 14,5% Vol.
3 Alicante Bouschet Tinto 2012 14,5% Vol.
1 4 Cabernet Sauvignon (C.S) Tinto 2013 14,5% Vol.
5 Casteldo (70%), C.S. (15%) e T.N. (15%) Tinto 2013 14% Vol.
5B Casteldo (70%), C.S. (15%) e T.N. (15%) Tinto 2014 14% Vol.
Fernéo Pires (30%), Arinto (30%), Antéo Vaz
11 (20%() e C)hardonnfgly (2())%) Branco 2015 13,5% Vol.
14 Touriga Franca Tinto 2013 14,5% Vol.
6 Castelao (40%), Aragonez (40%) e C.S.(20%) Tinto 2014 14% Vol.
7 Touriga Nacional Tinto 2013 14,5% Vol.
8 Aragonez Tinto 2012 14,5% Vol.
5 9 Cabernet Sauvignon Tinto 2013 14% Vol.
9B Cabernet Sauvignon Tinto 2012 14% Vol.
10 Casteléo Tinto 2013 13,5% Vol.
13 Syrah Tinto 2013 14% Vol.
15 Trincadeira Tinto 2012 13,5% Vol.
3 12 Moscatel Graudo Branco 2015 11,5% Vol.

B — Ano diferente da mesma casta; Todas as amostras foram analisadas no dia de abertura.

Pré-tratamento da amostra

A extracdo de MLT e trans-RSV foi realizada com base na técnica

microextracao liquido-liquido dispersiva (DLLME) otimizada por Viegas et al.(®3),

de

A amostra foi centrifugada a 4000 rotagcdes por minuto (rpm) (2951 x Q)

durante 5 minutos. Posteriormente, num tubo de polipropileno colocou-se 7 mL de



agua, 2 mL de vinho e 20 pL de padréo interno. De seguida, adicionou-se 1,5 mL
de acetonitrilo como solvente dispersor e 1,5 g de NaCl. Por fim, colocou-se 300 L
de cloroféormio como solvente extrator formando uma “cloudy solution”. Agitou-se
vigorosamente durante 1 minuto e centrifugou-se (4000 rpm, 5 minutos). Depois
retirou-se a gota depositada no fundo (contendo os analitos) para um vial &mbar,
onde foi evaporada em corrente de azoto e reconstituida em 150 pL de fase mével
inicial para posterior analise em HPLC. Para melhor seletividade na analise de MLT
procedeu-se a lavagem da gota com 500 pL de NaOH 1M, seguida de agitacdo em
vortex e nova centrifugacdo. Nas Figuras 1 a 4 do Anexo 2, encontra-se a
representacédo visual da metodologia descrita. Para cada amostra realizou-se duas
extracOes com lavagem (para a MLT) e duas extra¢cées sem lavagem (para o trans-
RSV). Para confirmacédo dos compostos adicionou-se em extracdes adicionais, 40
puL da mistura de padrbées. A guantificacdo dos compostos (ng/mL) foi feita com
recurso as curvas de calibracio obtida por Viegas et al.(?3),

Condicdes cromatograficas

As condi¢cBes cromatograficas foram realizadas de acordo com Viegas et
al.?3). O sistema HPLC utilizado, da marca Jasco (Jap&o), incluia uma bomba PU-
1580, um injetor automético AS-2057 com um loop de 100 pL, um detetor de
fluorescéncia FP 2020 e um detetor de diodos MD-910. A separacéo foi feita numa
coluna C18 YMC-Pack ODS-A (120 A, 5 um, 250mm x 4,6mm), & temperatura
ambiente e com um fluxo de 0,8 mL/minuto. A fase moével composta pelo eluente A
- acetonitrilo/ tampéao fosfato (40 mM), pH de 3,0 (20/80, %v/v) e pelo eluente B -
acetonitrilo/tampéao fosfato (40 mM), pH de 3,0 (40/60, %v/v) seguiu o gradiente
descrito na Tabela 2. A fluorescéncia (Aem/Aexc) foi monitorizada a 386/298 nm até

aos 30 minutos e a 370/230 nm dos 30 aos 45 minutos.



Tabela 2. Gradiente de eluicao da fase mével.

Tempo (min.) % Eluente A % Eluente B
0 100 0
7 75 25
30 0 100
35 0 100
40 100 0
45 100 0

A identificacdo dos picos foi feita por comparacdo com os tempos de
retencdo dos padrdes dos respetivos compostos e avaliacdo dos espetros.

2. Doseamento dos fendlicos totais e atividade antioxidante

Padrbes e reagentes

Os padrdes de acido galico (298% de pureza) e trolox (97% de pureza),
foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St Louis, MO, EUA), bem como o carbonato de
sodio, o acetato de sodio anidro, o acido 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS") e o 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH"). O reagente de Folin-
Ciocalteu (F-C) e o etanol (grau analitico) foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha), o persulfato de potassio da Acros Organics (New Jersey, USA) e o
acido acético glacial da VWR Chemicals Prolab (Leuven, Bélgica).

A solucédo de &cido galico (1 mM) foi preparada em agua. As solu¢cdes de
trolox (1 mM) foram preparadas em 10 e 50% de etanol/agua (%v/v) respetivamente
para os ensaios de ABTS" e DPPH". A determinacdo dos fendlicos totais e da AA
foi feita através de curvas de calibracéo (Tabela 1, Anexo 3).

Preparacao das amostras: As amostras foram diluidas em agua para 0s ensaios de

ABTS" e fendlicos totais e em 50% de etanol/agua (% v/v) para o do DPPH". Para
0s vinhos tintos o fator de diluicdo foi de 1:100 e para os brancos foi de 1:5.

Ensaio dos fendlicos totais, ABTS" e DPPH': Os procedimentos experimentais

estdo descritos no Anexo 3 e foram baseados em Magalhies et al.?4.



Equipamento: O espectrofotometro Spectro Star Nano da BMG Labteck e o
programa de Spectrostar Nano—Data Analysis com o software 2.30 R3, foram
utilizados para leitura das microplacas de 96 pocgos (CoStar®, Ref. 11913008).

As amostras foram analisadas em quadruplicado (n=4), sendo os resultados
expressos em mg/L equivalentes de acido galico (GAE) e uM, GAE para os
fendlicos totais e mg/L equivalentes de trolox (TE) e uM, TE para o ABTS" e DPPH".

3. Andlise estatistica

O Microsoft Excel 2016 e o SPSS 24.0 foram utilizados para tratamento dos
resultados. Estes foram submetidos a andlise de variancia (One-Way ANOVA) e ao
teste post-hoc (Tukey’s test). A andlise da correlacdo de Pearson foi feita entre: a)
compostos bioativos em estudo e a AA; b) contetdo de fendlicos totais e a AA; e ¢)
ensaios para quantificar a AA. O nivel de significancia foi definido em 5% para o
teste ANOVA e post-hoc, e em 1% para a correlacdo de Pearson.

Resultados e Discusséo

Trans-resveratrol e melatonina

A partir dos cromatogramas (e.g. Figura 1) quantificou-se os compostos.
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Figura 1. Cromatograma de vinho tinto monocasta. A — Trans-resveratrol; B — melatonina; Pl —
padréo interno (agomelatina).




Nas Figuras 2 e 3, encontram-se respetivamente as representacoes graficas
da concentracdo de MLT e trans-RSV nas amostras analisadas. Os resultados

encontram-se detalhados na Tabela 1 do Anexo 4.

Melatonina
-
E 10,0
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Cdédigo das amostras

Figura 2. Concentracdo de MLT (ng/mL) nas amostras analisadas. As barras de erro representam
o desvio padrao (d.p.) (n=2).

Nas amostras analisadas, a concentragdo de MLT variou entre 0,63 e 7,44
ng/mL, n&o se observando uma distingéo entre vinhos brancos e tintos, embora se
verifiquem diferencas (p<0,001) entre os dois vinhos brancos. A presenca de MLT
em vinhos deve-se sobretudo a estirpe e a atividade das leveduras®, apesar de
ndo ser inequivoco que o contedido de MLT nas uvas também influencie®®). Sabe-
se que a quantidade de MLT no exocarpo diminui com o amadurecimento, o que
ndo acontece no endocarpo, mesocarpo e sementes®”). Porém, Iriti et al.?") refere
gue os vinhos tintos apresentam um teor de MLT superior ao dos vinhos brancos.

O vinho de casta tinta Casteldo foi o que apresentou maior teor de MLT
(p<0,05), na mesma ordem de grandeza dos vinhos tintos descritos por Vitalini et
al.?® (5,2 e 8,1 ng/mL). As restantes amostras apresentam concentracdes
inferiores. Vitalini et al.®® reporta valores entre 0,05 — 0,62 ng/mL. Concentracées
de MLT muito superiores as encontradas estdo descritas para vinhos de casta
Syrah (423,01 e 86,5 ng/mL) e Cabernet Sauvignon (74,13 e 14,2 ng/mL)® 30,
enquanto Stege et al.®Y reporta 0,32 ng/mL para vinho de casta Cabernet

Sauvignon.



Para vinhos brancos, Mercolini et al.("- 32 reporta concentracées de 0,4 ng/mL
e 0,6 ng/mL e Stege et al.®D) e Vietalini et al.?® reportaram 0,16 ng/mL e 0,18
ng/mL, respectivamente. Porém, Rodriguez-Naranjo et al.®% descreve uma
quantidade de MLT de 390,82 ng/mL, bastante superior a encontrada. Nestes
estudos foram utilizados vinhos provenientes de castas diferentes das analisadas.

Trans-resveratrol

£ 3000

S 2500

£

= 2000

% 1500

£ 1000 I I

c

o 500 I i

2 i i

0 38 15 13 2B 7 5B 10 14 9B 9 5 3 4 12 11

Codlgo das amostras

Figura 3. Concentracdo de trans-RSV (ng/mL) nas amostras analisadas. As barras de erro
representam o d.p. (n=2).

A concentracao de trans-RSV presente nos vinhos tintos variou entre 547,49
e 2616,04 ng/mL. Para os vinhos brancos obteve-se valores inferiores (169,34 e
208,56 ng/mL), tal como o descrito na literatura® & 33 3%, Entre os dois vinhos
brancos ndo se verificou diferengcas com significado estatistico. No entanto, para
vinhos tintos observou-se grande variabilidade, sendo a amostra de casta Alicante
Bouschet da quinta 1 (3B) a que apresenta um teor superior (p<0,05)
comparativamente as restantes. A diferenca no teor de trans-RSV em vinhos tintos
e brancos resulta principalmente da fermentacédo. Na producao do vinho tinto, o
exocarpo, parte da uva com maior teor de polifensis(’- 3%, estd em contacto com o
mosto durante todo o processo fermentativo, possibilitando uma maior extracao
destes compostos?, enquanto no vinho branco este é removido(": 34,

As concentragdes encontradas de trans-RSV em vinhos brancos estéo de

acordo com o descrito na literatura, incluindo vinhos portugueses(’: 2% 36-3)_ para
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vinhos tintos, alguns autores reportam valores na mesma ordem de grandeza dos
encontrados no presente trabalho, nomeadamente Baptista et al.®® descreve uma
concentragcdo média de 1,56 mg/L, Ribeiro de Lima et al.®® reporta um intervalo de
concentracdes entre n.d. — 5,7 mg/L (1,0 mg/L), Paulo et al.“% de 0,05 - 10,9 ug/mL
e Ratola et al.®") de 0,13 — 2,64 mg/L. Quanto a vinhos provenientes de Setubal,
De Revel et al.®® descreve uma concentracdo média de 572 pg/L, valor semelhante
ao encontrado neste trabalho para os vinhos tintos com menor teor (3 e 4). Lee et
al.*1) e Cantos Villar et al.®4 reportam intervalos de concentragdes para vinhos de
casta Cabernet Sauvignon e Syrah®* que incluem os valores encontrados nas
amostras analisadas. Por outro lado, Gurbiz et al.®® e Yoo et al.*? reportam
respetivamente, teores inferiores (0,311 mg/L) e superiores (1,07 — 6,66 mg/L), aos
encontrados para vinhos de casta Cabernet Sauvignon.

Averiguou-se uma possivel correlacdo entre os teores de MLT e de trans-
RSV, no entanto, esta ndo parece existir.

Com o intuito de perceber a variacdo interanual do teor de MLT e trans-RSV,
foi comparado o teor destes compostos entre amostras produzidas com a(s)
mesma(s) casta(s), pela mesma quinta, mas em anos diferentes (Figura 4).

No que concerne a MLT, verificou-se que na amostra de casta Alicante
Bouschet ndo houve uma reducéo significativa de 2012 para 2013, contrariamente
a amostra de casta Cabernet Sauvignon que sofreu um aumento significativo da
concentracéo de MLT (p=0,016). De 2013 para 2014, observou-se uma reducdo
significativa de MLT (p<0,001) em ambas as amostras analisadas, para cerca de 5
vezes na amostra multicasta e de 4 vezes para a monocasta.

Relativamente a variacdo do teor de trans-RSV, o que se verificou foi um

aumento de 2012 para 2013, sendo que para a amostra de casta Alicante Bouschet
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esse aumento foi de 4 vezes (p<0,001). Entre 2013 e 2014, verificou-se igualmente

um incremento significativo (p<0,001) para cerca do dobro em ambas as amostras.

Variacdo do teor de Melatonina entre anos
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Figura 4. Variacao interanual da concentracdo de MLT e trans-RSV em 4 vinhos. As barras de erro
representam o d.p. (n=4). Diferencas com significado estatistico estéo representadas por * (p<0,05).

Assim, verifica-se que existe variabilidade interanual nos teores de MLT e
trans-RSV nestes vinhos, e consequentemente na sua composi¢do quimica.

Fendlicos totais e atividade antioxidante

Em concordancia com as propriedades antioxidantes que estdo amplamente
associadas aos polifendis e a correlacdo positiva, que é de esperar existir, entre
fendlicos totais e AA( 34 4245 confirma-se igualmente neste trabalho uma
correlacdo altamente significativa entre o ensaio de fendlicos totais com 0s ensaios

de ABTS" (r=0,812, p<0,001) e do DPPH" (r=0,872, p<0,001).
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Nas Figuras 5 e 6, encontram-se respetivamente as representacoes graficas
do teor de fendlicos totais e da AA associada a cada amostra analisada. Nas

Tabelas 3 e 4 do Anexo 4, encontram-se detalhados os resultados obtidos.

Fenoélicos totais

m
b 6000
O 4000
2000 I
O | -

4 143B 1 3 7 9B 2 2B 8 5 13 9 5B 6 15 10 11 12
Caddigo das amostras

Concentracdo (mg/L,

Figura 5. Concentragdo de fendlicos totais (em mg/L, GAE) nas amostras analisadas. As barras de
erro representam o d.p. (n=4).

O menor teor de compostos fenodlicos totais foi observado nos vinhos
brancos, apresentando um valor médio de 481,95 mg/L. Os vinhos tintos
apresentaram uma concentracdo média de 6005,85 mg/L, com um intervalo de
valores entre 4229,67 - 7542,21 mg/L, sendo a amostra da quinta 1 de casta
Cabernet Sauvignon (4) a que detém maior quantidade. Estes resultados vao de
encontro ao descrito na literatura, onde claramente se verificam teores superiores
de fendlicos totais em vinhos tintos(: 4244 46)  Tal como para o trans-RSV, a
diferenca resulta principalmente da forma como é realizada a fermentacéo(”: 3,

Para vinhos brancos, Vitalini et al.?®) descreve uma concentracdo média de
0,63 g/L, um pouco superior as descritas por Paixdo et al.*4 (282 — 434 mg/L),
encontrando-se 0s resultados obtidos na mesma ordem de grandeza.
Relativamente aos vinhos tintos, o contetdo encontrado € superior ao descrito na
literatura, onde Vitalini et al.?®® e Ivanova-Petropolus et al.4”) descrevem
respetivamente, valores médios de 2,25 g/L e de 2037 mg/L e Paixao et al.*4) um
intervalo de valores entre 1827 — 1936 mg/L. Para vinhos de casta Cabernet

Sauvignon, os varios valores descritos sao inferiores aos encontrados, com valores
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médios de 1386 mg/L e 2382 mg/L e um intervalo entre 1417,14 — 3944,3 mg/L“?
43, 48, 49)

A variabilidade encontrada no teor de trans-RSV, MLT e fendlicos totais,
prende-se principalmente com os fatores mencionados anteriormente. Porém,
outros fatores como a casta, condicbes agrometeorologicas, tratamento dos
cultivares, estado de maturacdo do fruto, infecbes patogénicas e 0S processos
enologicos, também podem justificar esta variabilidade@® 44 46)_ A escolha de vinhos
da mesma regido vitivinicola permite atenuar a influéncia da localizacédo geografica
e do tipo de solo como fatores adicionais para a variabilidade encontrada.

Sao varias as técnicas utilizadas para avaliar a AA em matrizes alimentares,
entre as quais os ensaios de ABTS" e do DPPH". Como seria de esperar, verificou-
se a existéncia de uma correlacdo altamente significativa entre estes ensaios
(r=0,816, p<0,001). Porém, de acordo com o que esta descrito, o ensaio de ABTS”
estima de forma mais precisa a AA, nhomeadamente em alimentos de origem

vegetal com compostos antioxidantes pigmentados, hidrofilicos e lipofilicos(?4 50,

Atividade antioxidante
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(@)
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Figura 6. AA (mg/L, TE) das amostras analisadas. As barras de erro representam o d.p. (n=4).

Para ambos os ensaios, as amostras com menor AA in vitro, correspondem

as de vinho branco. Com o ensaio de ABTS", a amostra da mistura de castas
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Casteldo, Cabernet Sauvignon e Touriga Nacional da quinta 1 (5B) € a que detém
maior AA. Com o ensaio do DPPH’, € a amostra de casta Cabernet Sauvignon da
quinta 2 (9B). A Tabela 4 sumariza o intervalo de valores e o valor médio obtidos,

em cada ensaio, para os vinhos brancos e tintos.

Tabela 4. Intervalo de valores e valor médio da atividade antioxidante para vinhos brancos e tintos.

Ensaio ABTS™ Ensaio DPPH*
Média Minimo — Maximo Média Minimo — Maximo
Vinhos mg/L 886,55 637,51 —1135,58 394,49 273,66 — 515,31
brancos UM 344421 2531,62 — 4536,79 1576,09 1093,35 - 2058,82
Vinhos mg/L 10582,32 7972,85 — 13000,15 6786,31 4404,07 — 8859,96
tintos 1M 42080,83 31939,77 — 51938,36 26603,72 15155,71 — 33633,82

Com o ensaio de ABTS", Magalhaes et al.?% descreve para vinhos brancos
valores na mesma ordem de grandeza (3,19 — 6,4 mM, TE) dos encontrados,
enguanto Vitalini et al.?®) reporta valores inferiores (0,13 mM, TE). Para vinhos tintos
a mesma tendéncia é observada com este ensaio, Magalhaes et al.?* descreve
valores na mesma ordem de grandeza (11,64 — 18,88 mM, TE) enquanto Vitalini et
al.?d e Cristino et al.®V) reportam valores inferiores, respetivamente de 10,37 mM,
TE e 11,64 — 18,88 mM, TE. Para o ensaio do DPPH* em vinhos tintos, Cristino et
al.®1) descreve valores inferiores (8,02 — 23,32 mM, TE) aos encontrados.

Ginjom et al.*® descreve valores de AA para vinhos de casta Cabernet
Sauvignon inferiores aos encontrados, quer no ensaio de ABTS™ (18,85 mM, TE)
quer no do DPPH' (15,90 mM, TE). Também Yoo et al.*? reporta valores de AA
inferiores para vinhos da mesma casta com o ensaio do DPPH". Para vinhos de
casta Syrah, Ivanova-Petropolus et al.*”) reporta valores de AA, obtidos com o
ensaio do DPPH?, inferiores (104 mg/L, TE) aos encontrados.

Atividade antioxidante e compostos bioativos

Observa-se a existéncia de uma correlagédo altamente significativa entre a
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AA e o trans-RSV (rasts”"=0,652, p<0,001; rorp'=0,671, p<0,001), ao contrario da

MLT, para a qual ndo se verifica qualquer correlacdo. Apesar do trans-RSV
apresentar uma correlacdo positiva com a AA, ha referéncia na literatura que outros
compostos fendlicos presentes em maior quantidade, sdo o0s principais
responsaveis pelas propriedades antioxidantes do vinho, como as antocianinas®?),
particularmente em vinhos tintos jovens®3), os taninos nomeadamente em vinhos
brancos e tintos velhos®3 e o acido galico e o cafeico®> 549,

Conclusdes

Este é o primeiro estudo que quantificou simultaneamente MLT e trans-RSV
em vinhos portugueses, com especial énfase para os monocasta.

Foi possivel diferenciar o teor de trans-RSV, fendlicos totais e AA entre
vinhos tintos e vinhos brancos, contrariamente ao que se verificou com a MLT. A
explicacdo provavel para o encontrado, prende-se com a origem distinta de trans-
RSV, fendlicos totais e MLT em vinhos. Observou-se uma variabilidade nos
parametros analisados entre castas e anos. Contudo, ndo é possivel afirmar que o
fator casta seja o responsavel pelas diferencas encontradas, dada a multiplicidade
de fatores com influéncia nos parametros analisados.

Este estudo quantitativo permitiu contribuir para o conhecimento analitico
destes compostos num produto mediterranico e que € consumido largamente pela
populacao portuguesa. Importa denotar que o estudo isolado dos compostos in vitro
nado estabelece uma relagéo direta com os efeitos benéficos descritos na literatura
para o vinho, trans-RSV e MLT. A alimentacdo é constituida por matrizes
alimentares complexas e a influéncia que esta exerce sobre o organismo depende
da interacdo entre alimentos, entre os compostos de cada alimento e dos processos

gue afetam a biodisponibilidade dos mesmos.
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Métodos de extracéo

Os vinhos sdo matrizes complexas pelo que uma etapa prévia de preparacao
das amostras é fundamental para se obter um extrato mais puro. As técnicas mais
utilizadas para o limpeza (clean-up) e/ou pré concentracdo da MLT e do trans-RSV
em vinho tém sido descritas, sendo predominantemente as extracfes mais
classicas a liquido-liquido (LLE), em fase sodlida (SPE) e mais recentemente a
microextracdo em seringa empacotada (MEPS) e a microextracao liquido-liquido
dispersiva (DLLME)(: 32, 56-58)

Microextracao liquido-liquido dispersiva

E uma técnica de extracdo relativamente recente e corresponde a uma
miniaturizacdo da LLE®®). A DLLME assenta num sistema ternario de solventes
(fase aquosa com a amostra, solvente dispersor e solvente extrator) e consiste no
equilibrio de particdo dos analitos entre a fase aquosa e o solvente extrator®®),
Compreende duas etapas sucessivas: na primeira, introduz-se o solvente dispersor
e extrator na fase aquosa. O solvente extrator dispersa-se na fase aquosa,
formando pequenas goticulas (cloudy solution) que permite aumentar a superficie
de contacto entre as duas fases, facilitando um rapido estabelecimento do estado
de equilibrio. Na segunda etapa, procede-se a centrifugacédo da mistura provocando
a separacao da fase aquosa da organica, recolhendo por fim, a gota (fase organica
depositada no fundo do tubo) que contém os analitos®9).

As vantagens desta técnica séo a simplicidade de operacéao, rapidez, baixo
custo dado néao necessitar de fases solidas e requerer menor volume de solventes
organicos, com menor impacto ambiental, elevada recuperacao e elevado fator de

pré-concentragao.
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A eficiéncia da extracdo € determinada pelo tipo e volume de solvente
extrator e dispersor, tempo de extracdo e quantidade de sal adicionado. O solvente
extrator deve ter as seguintes caracteristicas: maior densidade relativamente a
agua, baixa solubilidade na fase aquosa e grande afinidade para os analitos a
extrair®, A miscibilidade entre solvente extrator e dispersor € igualmente
importante, para que a superficie de contacto seja maximizada entre os solventes
conseguindo-se assim, uma extracdo mais eficiente®®),

O sal serve para aumentar a forca ionica da solucao, algo que determina
uma diminui¢ao da solubilidade dos analitos e do solvente extrator na fase aquosa,
favorecendo assim, a passagem dos compostos para a fase organica®®.

O pH da fase aquosa é um parametro com influéncia na eficiéncia da
extracdo de compostos ionizaveis, ou seja, compostos com maior solubilidade em
agua quando estdo na forma ionizada do que na fase orgéanica, o que compromete
a transferéncia destes para o solvente extrator(®b,

Métodos analiticos utilizados na determinacao de MLT e trans-RSV em vinhos

A andlise da MLT em plantas ediveis ou nos seus derivados reveste-se de
grandes dificuldades. A quantidade presente habitualmente € muito baixa (inferior
a ug/g), necessitando de métodos muito sensiveis, por outro lado a escolha de um
método de extracdo com recuperacdes completas e precisas é dificil, devido
principalmente ao seu caracter anfipatico. A estabilidade da MLT esta relacionada
com a sua atividade, que sendo antioxidante reage facilmente(®2 63),

A detecdo da MLT pode ser feita com recurso a métodos com sensibilidade
e especificidade distintas. Nas Tabelas 1 e 2, encontram-se descritos os métodos

analiticos frequentemente utilizados na determinacdo dos compostos bioativos em
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estudo e a sintese de alguns estudos com quantificacdo dos mesmos,

respetivamente.

Tabela 1. Sintese dos métodos analiticos utilizados para determinacéo da MLT e/ou do trans-RSV.

Técnicas imunoldgicas

Radioimunoensaios

Possivel sobre quantificagdo do analito;
Possiveis falsos positivos;
Como consequéncia da presenca de compostos com

enzimatica (ELISA)

RIA
(RIA) reatividade cruzada para anticorpos anti melatonina®4
e Utilizado para identificacdo e quantificacdo da MLT;
Ensaios e Pode haver reatividade cruzada com = compostos
imunoadsorcao estruturalmente semelhantes — contudo esta é baixa;

Pode ser aplicado depois do HPLC para averiguar a
possibilidade de ter ocorrido co eluicdo com outro composto
com o mesmo tempo de retencdo®>).

Métodos cromatograficos — os mais utilizados para determinagéo da MLT e trans-

RSV

Cromatografia
gasosa acoplada a
espectrometria de

massa (GS-MS)

Método sensivel e especifico;

Possibilita a confirmacgéo da identidade dos analitos;
Desvantagem: Derivatizacao prévia, aumentando a duragéo do
procedimento e, devido as altas temperaturas, pode provocar a
isomerizacdo e degradacéo do trans-RSV(0. 63),

Cromatografia
liguida de alta
eficiéncia (HPLC)

Com detetor eletroquimico (HPLC-EDC);
Com detetor de fluorescéncia (HPLC-FD);
Espectrometria de massa (HPLC-MS);
Tém sido utilizados para detecdo dos dois analitos(": 66

Com detetor de diodos (HPLC-DAD);
Utilizado para detecéo do trans-RSV(®

Vantagem: Métodos mais econdmicos e eficientes no
tempot®e),




Tabela 2. Métodos para determinacéo de MLT e trans-RSV e respetivas concentragdes em amostras de vinhos.

Composto
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Melatonina

Método de Técnica Fase movel Concentragcdo  Referéncia
extracao cromatogréfica e eluicdo bibliografica
Mistura de
Col acetonitrilo
oluna (20%, VIv) e Aexc 298 nm
Albana MEPS HPLC-FD C8, com tampao 0,6 ng/mL @2)
pre-g%luna fosfato (80%, Aem 386 nm
viv), pH 3,0;
Fase reversa,;
Mistura de
acetonitrilo
. (21%, viv) e
Trebbiano SPE com coluna Coluna tampao
(branco); HPLC-ED RP C8 Aexc 298 nm 0,4; 0,5 ng/mL ™
. , fosfato pH 3, 7
Sangiovese C18 com pré- contendo \
i em 386 Nm
(tinto) coluna C8 0.2% de
trietilamina
(79%, viv)
UPLC-MS/MS
Groppello DOC,
. ! CV: 16V e Elab -
Terre di Rubinoro Eluente A - s
DOCG, Syrah 0.05% TFA: especifica para
' 070 TR, cada transicao.
IGT (tinto UPLC-MS/MS e Eluente B - Todaa
monocasta) SPE Coluna 0,05% TFA informacéo das | 0:05-0.62 ng/mL (29)
Placido Rizzotto UPLC-HR-MS BEH C18 em A
IGT. La Seareta . massas foi obtida
|,GT (timgo acetonltrllg, no modo de ido
multicasta) 0,55 mL/min positivo. T. da
fonte - 130°C e T.
Chaudelune — ~
Vin de glace de dessolvatacdo
9 -350°C. O argon
DOC (branco) o
foi utilizado para
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aumentar a
fragmentagéo na
célula de coliséo.

UPLC-HR-MS

VC do
eletrospray -
3,5Kv; voltagem
do skimmer -
20V;
Dessolvatacao -
fluxo
contracorrente de
azoto gasoso
(150°C). O argon
foi utilizado para

aumentar a
fragmentacéo
Gradiente
linear de VC - 3kV:
eluigéo: CV — 16 Ev
Eluente A - E. colisdo —
0,05% TFA; 14Ev:
Eluente B~ 1 fonte - 130°C;
Groppello, = . UPLC-MS/MS Coluna 0,05% TFA T. dessolvatacdo 5,2-8,1 ng/mL (28)
Merlot BEH C18 em - 350°C.
acetonltrl!o; 0 argon foi
0.5 mL/mlng utilizado para
A colu_na foi aumentar a
mantida a fragmentacao na
60°C

célula de colisdo
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Brancos e tintos

Ultrassonificacao

Electrocromatografia

0,16-0,32 ng/mL

(1)

capilar
SPE HPLC-FD Acido ng
férmico/agua
Cabernet 0,1% (A) e
Sauvignon, Jaen metanol (B),
Tinto, Merlot, Coluna com 40% A e Aexc 285 M
Palomino Negro, = - HPLC-ESI-MS/MS c18 60% B; 5,1-129,5 ng/mL (30
Petit Verdot, Fluxo Aem 345 nm
Prieto Picudo, isocratico
Syrah and 0,8mL/min (9
Tempranillo min.)
SPE ELISA 0,14-0,28 ng/mL
Groppello DOC, Modo de ido
Melag DOC, Gradiente negativo —
; Nebb!olo IQT, linear de Obtencéo dao.IOS 0,10-0,33 ng/mL
erre di Rubinoro o de massas;
DOCG, Syrah eluicgo: T.fonte - 130cC; = (monocasta)
IGT (Tinto Eluent? A - T. dessolvatacéo
monocasta) SPE UPLC-MS/MS Coluna O’l,% gmdo - 350°C. O argon 0.22:0.14 na/mL (29)
Placido Rizzotto BEH C18 formico; foi utilizado para | O
Trans- IGT, La Segreta Eluentfa B - aumentar a (multicasta)
IGT (Tinto 0:1% acido fragmentagéo na
resveratrol multicasta) formlcg gm célula de coliséo nq (branco)
Chaudelune — acetomtnlg;
Vin de glace 0,55mL/min
DOC (Branco)
_ Mistura de Aexc 298 nm
Trebbiano SPE com coluna Coluna acetonitrilo 153 ng/mL;
(branco); HPLC-FD RP C8 (21%, viv) e Aem 386 nm )
Sangiovese C18 com pré- tampao 210 ng/mL
coluna C8 : fosfato pH 3,

(tinto)

contendo
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ImL/min

............. 0,2% de
trietilamina
(79%, viv)
Mistura de
Coluna acetonitrilo
(20%, V/Iv) e Aexc 298 nm
Albana MEPS HPLC-FD C8, com x 0,220 ng/mL (32)
pré-coluna tampao Aem 386 nm
cs fosfato (80%,
viv), pH 3,0;
Fase reversa,
Kalecikkarasi, Eluente A
gjékaif;ae 0% 0,176-4,403
Cabernet acetonitrilo, malL
Sauvignon, 91% (5%:
Cinsaut, Merlot, solugdo (Tinto)
Okuzgozu, aquosa de
Merlot acido acético)
(Tinto) (v/v); Eluente
B - 25% Aexc 324 nm
Coluna acetonitrilo,
HPLC-FD C18 75% (5%: sol. Aem 370 nm (36)
Hypersil aquosa de
BDS 4cido acético)
(v/v); Eluente
_ _ C-70% 0,116-1,931
Emir, !\Iannce, acetonitrilo,
g'a"_e”t_te' 30% (5%: sol. mgiL
(IBeg:\(I:(c))r)] . a_lquosa, Qe (Branco)
acido acético)
(vIv);
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Vinhos tintos

SPE com coluna

Cs8

HPLC-DAD

Mistura de
agua,
acetonitrilo e
acido acético

(66:33,9:0,1,
viviv, pH 3,4);
0,5mL/min

0,05-10,9 pg/mL

(40)
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Anexo 2

Pré-preparacdao das amostras — extracdo dos compostos bioativos pelo método de
DLLME

Figura 1. Amostras em tubo de polipropileno com adicdo de agua, agomelatina, acetonitrilo, NaCl e
cloroférmio.

—- 14

— !

14
o
= 1

- —
= —

]
— ¥ o W] !

Figura 2. Amostras apés centrifugacéo. Gota depositada no fundo do tubo corespondendo a fase
organica com os analitos.
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Figura 3. Lavagem da gota através da adicao de 500 pL de NaOH 1M.

2 tubos da esquerda, antes vortexar; 2 tubos da direita, apos vortexar.

Figura 4. Gota lavada apés centrifugacgéo.
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Anexo 3

Tabela 1. Gama de concentracdes (UM) e de linearidade obtidas para a curva de calibragdo do

padrao utilizado no ensaio para quantificar fendlicos totais e avaliar a atividade antioxidante.

: Gama de Gama de
Ensaio Padréo . : :
concentracdes (UM) linearidade (UM)
Fendlicos totais Acido galico 3,91 -500 31,25 - 250
ABTS” Trolox (10%, %v/v) 15,63 — 500 15,63 -62,5
DPPH" Trolox (50%, %v/v) 15,63 — 500 15,63 — 125

Preparacédo de solucdes:

Ensaio Fendlicos totais

O reagente de F-C foi diluido na propor¢cdo de 4:10 (v/v) em agua, com
ligeiras modificacGes a partir de Magalhées et al.?% e o carbonato de sédio a 6%

(% m/v) foi diluido em agua.

Ensaio ABTS"™

Para o ensaio de ABTS", inicialmente preparou-se uma solu¢cdo mae de
ABTS (7mM) a qual foi adicionado em parte igual persulfato de potassio (2,45 mM),
originando a solucéo do catido radical (ABTS™) (3,5 mM). Esta foi preparada pelo
menos 12-16h (overnigth) antes da sua utilizagdo, momento em que foi diluida com
tampéo acetato (50 mM, pH=4,6) de forma a obter-se uma absorvéncia de
0,800£0,020. O tampéo acetato foi preparado misturando acetato de sodio anidro
(50 mM) com acido acético glacial.

Ensaio DPPH’

A solugéo mée do DPPH"* (1 mM) foi preparada com EtOH absoluto e mantida
a 4°C, protegida da luz. No dia da sua utilizac&o foi diluida com EtOH 50% (%v/v)

de forma a obter-se uma absorvéncia de 0,800+0,020.
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Procedimento experimental para doseamento dos compostos fendlicos totais:

Na microplaca colocou-se 75 pL de agua ultrapura nos pocos, com excecao

das posicdes C1 a H1 e C7 a H7. De seguida, colocou-se 75 pL de solucéo padréo
(com concentracdes entre 500 mM e 15,63 mM) ou 75 pL de amostra de vinho
(diluida entre 1:100 e 1:3200) e 25 pL de solucéo de F-C em cada poco, exceto nos
destinados a avaliacdo da absorcéo intrinseca das amostras (branco da amostra -
El a E12 e H1 a H12). Esta foi determinada através da adicao de 25 pL de agua
aos 75 pL de amostra. O branco (branco da placa) realizou-se através da adicéo
de 25 L de agua em vez de padréo.
A microplaca foi sujeita a posterior agitacdo (1 minuto) no leitor espectrofotométrico,
seguido de 10 minutos de incubacao antes da adicdo, a todos os pocos, de 100 uL
de carbonato de sédio. A reducdo em meio alcalino do complexo fosfovolframite-
fosfomolibdato pelos fendis foi monitorizada a 765 nm, a cada minuto, durante 120
minutos.

Na Figura 1, encontra-se a representacdo esquematica da microplaca para

0 ensaio de F-C.
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A
B
C
D
*
E Absorc¢do intrinseca da amostra
A\ A +

ua + Folin

>+ ++4

G } Amostra 4
Absorg¢o intrinseca da amostra
A A

A

Figura 1. Representacdo esquematica da microplaca de 96 pogos utilizada para o ensaio
de F-C.

Azul: Dilui¢cdes sucessivas da solucdo de acido gélico (padréo) (75 pL de agua + 75 L de
padrdo + 25 pL de F-C) com concentragfes entre 500 mM e 15,63 mM, utilizadas para
construcdo da curva de calibragéo.

Lilas: Branco (75 pL de agua + 25 pL de agua)

Cinzento e bordd: Linhas C, D, F e G correspondem a diluicbes sucessivas da amostra

(entre 1:100 e 1:3200) (75 pL de agua + 75 pL de amostra + 25 pL de F-C) ealinha E e H
correspondem aos pocos para avaliacdo da absorcao intrinseca das amostras (75 uL de

agua + 75 pL de amostra + 25 pL de agua).
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Procedimentos experimentais para avaliacdo da atividade antioxidante:

Ensaio de ABTS”

Na microplaca colocou-se 150 pL de agua ultrapura nos pogos, com exce¢ado das
posicdes C1 a H1 e C7 a H7, e 150 pL de solugdo padréo (com concentra¢des entre 500
mM e 3,91 mM) ou de amostra de vinho diluida (entre 1:100 e 1:3200), nos pogos
destinados. De seguida, adicionou-se 150 L de solugdo ABTS™ em tampédo acetato a
todos os pocos (exceto nos brancos da amostra e da placa). Para avaliar a absorcdo
intrinseca das amostras (E1 a E12 e H1 a H12), adicionou-se 150 yL de tampé&o acetato a
150 pL de amostra e o branco da placa foi realizado através da adi¢éo de 150 pL de tampé&o
acetato ao invés de padrdo. Para avaliar a absorvéncia do ABTS™ na auséncia de espécies
antioxidantes, 150 pL de agua foi colocado em substituicdo do padréo ou de amostras.

A reducgdo do ABTS' foi monitorizada a 734 nm ap6s 300 minutos.

Na Figura 2, encontra-se a representacao esquematica da microplaca para o ensaio

de ABTS".

° | 600

NG e bra. osorg

R R G O o o ¢

G > * * * *Am?

@Y e R
ATALA A A A Agawtrmfcadiaraﬂm

Figura 2. Representacdo esquematica da microplaca de 96 pocos utilizada para o ensaio

de ABTS".
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Azul: DiluigBes sucessivas da solucdo de trolox 10% (%v/v) (padréo) (150 pL de agua +
150 pL de padrédo + 150 pL de solucdo do ABTS™ em tampéao acetato) com concentragcées
entre 500 mM e 3,91 mM, utilizadas para construcéo da curva de calibracéo.

Lilas: Branco (150 pL de 4gua + 150 pL de tampdao acetato)

Cor de rosa: Controlo (150 pL de agua + 150 pL de solucdo ABTS™ em tampéao acetato)

Cinzento e bordd: Linhas C, D, F e G correspondem a diluicbes sucessivas da amostra

(entre 1:100 e 1:3200) (150 uL de agua (exceto na posicédo 1 e 7) + 150 yuL de amostra +
150 pL de solucdo ABTS™ em tampéo acetato) e a linha E e H correspondem aos pogos
para avaliacdo da absorcao intrinseca das amostras (150 pL de agua (exceto na posi¢éo

1le 7)+ 150 pL de amostra + 150 pL de tampéo acetato).

Ensaio do DPPH*

Sob as condigdes de reducgéo do radical pelos antioxidantes e de acordo com o descrito
por Magalh&es et al., apesar da leitura espectrofotométrica ser feita para um comprimento
de onda de 517 nm, na regido do visivel, a utilizagdo de microplacas transparentes UV
seriam mais adequadas, dada a diminuicdo de absorvéncia do DPPH' na auséncia de
espécies antioxidantes ser menor apés a cinética, comparativamente a verificada quando
se utilizam microplacas para a regido do visivel®”. A menor estabilidade do radical nas
placas para a regido do visivel deve-se a incompatibilidade do material com o alto teor em
etanol, algo que n&o se verifica na presenga de um meio aquoso. Assim, o ensaio foi feito
em eppendorf, sendo que préximo do fim da cinética da reagéo, o volume final destinado a
cada poco (200 pL) foi transferido para uma microplaca para a regido do visivel.

A proporcéo de cada reagente foi baseada em Viegas et al.®®,

Inicialmente, colocou-se 1 mL de EtOH 50% (% v/v) e 1 mL de solucdo padrdo (com
concentracdes entre 500 mM e 15,63 mM) ou de amostra de vinho diluida (entre 1:100 e
1:3200) em cada eppendorf. De seguida, transferiu-se 500 puL de cada mistura inicial para
novos eppendorfs, aos quais foram adicionados 500 pL do DPPH'. Para avaliar a absorcéo

intrinseca das amostras, utilizou-se os 500 pL que restaram dos eppendorfs iniciais e 0
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branco do padréo foi realizado através da adicao de 1 mL de EtOH 50% (% v/v) em vez do
padrdo. Para avaliar a absorvéncia do DPPH’, na auséncia de espécies antioxidantes,
colocou-se 1 mL de EtOH 50% (% v/v) em substituicdo do padréo ou de amostras.

Apbs cinética de 120 minutos, foram transferidos 200 pL das misturas e brancos para
0S pocos respetivos da microplaca, realizando-se a leitura espectrofotométrica para um
comprimento de onda de 517 nm.

Na Figura 3, encontra-se a representacdo esquematica da microplaca para o ensaio

do DPPH".

E ' 1/1600Y 1/3200 i 1
l bra. bra. l bra. bra. ' ‘ 4
F } Amostra + EtOH 50% + DPF’H4
G l Amostra 4 4
A

++4 +

Absorcao intrinseca da amaostra
A A A

Figura 3. Representacdo esquematica da microplaca de 96 pocos utilizada para o ensaio
do DPPH" (atividade antioxidante).

Azul: DiluicBes sucessivas da solucéo de trolox 50% (%ov/v) (padrdo) (100 pL de EtOH 50%
(%v/v) + 100 pL de padréo + 100 pL de solucdo do DPPH") com concentrag8es entre 500
mM e 15,63 mM, utilizadas para construcdo da curva de calibragéo.

Lilas: Branco (100 pL de EtOH 50% (%v/v) + 100 pL de EtOH 50% (%v/v))

Cor de rosa: Controlo (100 pL de EtOH 50% (%v/v) + 100 pL de solucdo do DPPH")
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Cinzento e bordd: Linhas C, D, F e G correspondem a diluicbes sucessivas da amostra

(entre 1:100 e 1:3200) (100 pL de EtOH 50% (%v/v)) + 100 uL de amostra + 100 pL de
solucdo do DPPH") e a linha E e H correspondem aos po¢os para avaliacdo da absorcdo
intrinseca das amostras (100 pL de EtOH 50% (%v/v) + 100 uL amostra + 100 uL de EtOH

50% (%V/V)).



Anexo 4

Tabela 1. Concentracdo de trans-RSV e MLT (ng/mL) nas amostras estudadas.
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o Trans-resveratrol Melatonina
Quinta Casta Ano (ng/mL)* (ng/mL)*
. : 1526,81+ 26,73 2,71+ 0,15
Touriga Nacional 2013 (1,75%) (5,34%)
750,35 + 78,16 4,29 + 0,15
Syrah 2013 (10,42%) (3,60%)
1547,92 + 153,90 1,03 £ 0,08
Syrah 2014 (9,94%) (7.51%)
. 605,80 + 17,08 2,05+ 0,07
Alicante Bouschet 2012 (2,82%) (3.56%)
. 2616,04 + 47,70 1,92+0,11
Alicante Bouschet 2013 (1,82%) (5,54%)
1
. 547,49 + 13,15 3,06 + 0,42
Cabernet Sauvignon 2013 (2,40%) (13,82%)
Casteldo (70%),
Cabernet Sauvignon 2013 678,48 + 62,47 4,48 £ 0,41
(15%) e Touriga (9,21%) (9,19%)
Nacional (15%)
Castelao (70%),
Cabernet Sauvignon 2014 1479,19 + 39,40 0,84 + 0,09
(15%) e Touriga (2,66%) (10,59%)
Nacional (15%)
Fernéo Pires (30%),
. 0 ~ .
Arinto (30%), Antéo 2015 169,34 + 14,60 0,63+ 0,05
Vaz (20%) e (8,62%) (8,46%)
Chardonnay (20%)* o7
. 1149,71 £ 17,55 1,05+ 0,06
Touriga Franca 2013 (1,53%) (5,63%)
3 0,
2 A(r::S(t)?::: ((jg(y/:)) . 2014 905,66 + 8,25 4,11+ 0,08
9 (0,91%) (1,96%)
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Cabernet Sauvignon

(20%)

. : 1534,22 + 149,97 2,82 £0,27

Touriga Nacional 2013 (9,78%) (9,74%)
1325,27 + 25,86 4,27 + 0,09

Aragonez 2012 (1,95%) (2.04%)
. 919,76 + 25,15 1,43+ 0,10

Cabernet Sauvignon 2012 (2,73%) (7.09%)
. 1035,36 + 69,10 2,85+0,34

Cabernet Sauvignon 2013 (6.67%) (12,03%)
~ 1253,97 + 23,6 7,44 + 0,97

Castelé@o 2013 (1,88%) (13,07%)
1573,37 £ 95,02 2,61+0,31

Syrah 2013 (6,04%) (12,05%)
. . 1714,32 + 29,58 1,90 + 0,07

Trincadeira 2012 (1,73%) (3,44%)
, 208,56 + 4,24 3,93+0,29

Moscatel Graudo 2015 (2,03%) (7.47%)

* Os resultados estdo expressos como média + desvio-padréo (desvio padrao relativo %) (n=2)
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Tabela 2. Concentracdo de fendlicos totais (mg/L, GAE) e da atividade antioxidante (mg/L, TE)

associada a cada amostra analisada.

F-C DPPH' ABTS”
Quinta Casta Ano (120 min)* (120 min.)* (300 min)*
mg/L,GAE mg/L, TE mg/L, TE
Touriga 2013 6824,01 £ 73,92 7641,53 £ 152,77 11673,28 + 1585,65
Nacional (1,08%) (2,00%) (13,58%)
Syrah 6566,66 + 685,65 5098,92 + 56,91 9566,05 + 52,05
2013 (10,44%) (1,12%) (0,54%)
Syrah 2014 5973,71 £ 22,48 5146,49 + 61,56 10725,36 + 249,85
0,38%) (1,20%) (2,33%)
Alicante 2012 6742,39 + 128,05 o 7972,85 £ 262,04
Bouschet (1,90%) (3,29%)
Alicante 2013 7145,05 + 437,09 8366,54 + 380,00 10941,31 + 368,12
Bouschet (6,12%) (4,54%) (3,36%)
Cabernet 2013 7542,21+ 413,01 7846,47 £ 577,21 10569,81 + 395,59
Sauvignon (5,48%) (7,36%) (3,74%)
Castelao
1 (70%),
Cabernet
Sauvignon 2013 5588,59 + 453,68 4892,04 + 134,97 9700,31 + 62,46
(15%) e (8,12%) (2,76%) (0,64%)
Touriga
Nacional
(15%)
Castelao
(70%),
Cabernet
Sauvignon 2014 4970,32 £ 14,31 6160,60 + 272,44 13000,15 + 36,80
(15%) e (0,29%) (4,42%) (0,28%)
Touriga
Nacional
(15%)
Ferndo Pires
(30%), Arinto
(30%), Antao 2015 601,46 + 8,72 515,31+ 12,40 1135,58 + 28,20
Vaz (20%) e (1,45%) (2,41%) (2,48%)
Chardonnay
(20%)*
Touriga 2013 7370,41 £ 511,70 7194,13 £ 15,96 11061,98 + 212,10
Franca (6,94%) (0,22%) (1,92%)
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Castelédo
(40%),
Aragonez 4862,13 £ 61,13 4404,07 = 230,77 11771,66 + 60,14
(40%) e 2014 (1,26%) (5,24%) (0,51%)
Cabernet
Sauvignon
(20%)
Touriga 2013 6695,52 + 9,32 7651,32 £ 176,47 12660,65 + 624,32
Nacional (0,14%) (2,31%) (4,93%)
Aragonez 2012 5960,55 + 93,77 8070,25 + 130,03 10294,26 + 222,85
9 (1,57%) (1,61%) (2,16%)
Cabernet 2012 4985,69 + 97,13 6654,31 + 677,56 9506,38 + 243,58
2 Sauvignon (1,95%) (10,18%) (2,56%)
Cabernet 2013 6591,83 £ 89,01 8418,15 + 624,83 10544,30 + 154,69
Sauvignon (1,35%) (7,42%) (1,47%)
Castel&o 2013 4229,67 + 100,92 5995,88 + 267,48 8229,37 £ 79,18
(2,39%) (4,46%) (0,96%)
Svrah 2014 5332,44 £ 45,87 7812,17 £ 556,80 10101,87 + 189,16
y (0,86%) (7,13%) (1,87%)
. . 4718,35 + 274,06 11579,88 + 806,14
Trincadeira 2012 (5,81%) ---- (6,96%)
3 Moscatel 2015 362,43 £ 9,97 273,66 + 0,62 637,51 £5,42
Graudo (2,75%) (0,23%) (0,85%)

*Os resultados estdo expressos como média = desvio-padrao (desvio padrao relativo (%)) (n=4).
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Tabela 3. Concentracdo de fendlicos totais (UM, GAE) e da atividade antioxidante (UM, TE) associada

a cada amostra analisada.

F-C DPPH* ABTS™
Quinta Casta Ano (2120 min) (220 min.) (300 min.)
uM, GAE* UM, TE* uM, TE*
Touriga Nacional = 2013 20056,47 + 217,25 30529,52 + 610,32 46641,82 + 6334,37
9 (1,08%) (2,00%) (13,59%)
38228,54 + 207,94
Svrah 2013 19300,09 + 2015,20 20371,09 + 227,63 (0,54%)
y (10,44%) (1,12%)
Svrah 2014 17554,48 + 62,04 20563,89 + 245,91 42853,52 + 998,13
y (0,35%) (1,20%) (2,33%)
Alicante 2012 19816,56 + 376,35 31939,77 £ 930,37
Bouschet (1,90%) (2,91%)
Alicante 2013 21000,02 + 1284,65 33425,93 £ 1518,10 42219,86 + 1378,81
Bouschet (6,12%) (4,54%) (3,27%)
Cabernet 2013 22167,33 +1213,89 29193,76 + 1996,40 42228,93 + 1580,37
1 Sauvignon (5,48%) (6,84%) (3,74%)
Casteléo (70%),
Cabernet
Sauvignon (15%) = 2013 16425,44 + 1333,42 18461,49 + 1193,46 38758,52 + 249,53
gnon (157 (8,12%) (6,47%) (0,64%)
e Touriga
Nacional (15%)
Castelao (70%),
Cabernet
Sauvignon (15%) = 2014 14608,28 + 42,05 24614,73 + 1088,40 51938,36 + 147,04
e Touriga (0,29%) (4,42%) (0,28%)
Nacional (15%)
Ferndo Pires
(30%), Arinto
(30%), Antao 2015 1767,75 * 25,62 2058,82 + 49,54 4536,79 + 112,66
Vaz (20%) e (1,45%) (2,41%) (2,48%)
Chardonnay
(20%)*
. + 28741,38 + 63,74 +
Touriga Franca 2013 21662,39 + 1503,93 42671,83 * 794,42

(6,94%)

(0,22%)

(1,86%)
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Casteldo (40%),

Aragonez (40%) 2014 14290,29 + 179,65 15155,71 + 958,26 47033,43 + 240,26
e Cabernet (1,26%) (6,32%) (0,51%)
Sauvignon (20%)
50584,89 + 2494,10
Touriaa Nacional 19678,82 + 27,40 28639,80 * 732,79 (4.93%)
g 2013 (0,14%) (2,56%) :
Aragonez 2012 17518,67 + 275,60 32937,09 + 513,32 41130,46 * 890,28
I (1,57%) (1,56%) (2,17%)
Cabernet +
o 2012 146512,1485: /02)85,48 26686.54 + 2846,52 37982,28261;/973,09
) auvignon , (10.67%) (2,56%)
Cabernet 2013 19374,05 + 261,60 33633,82 + 2496,16 42127,15 + 617,99
Sauvignon (1,35%) (7,42%) (1,47%)
Casteldo 2013 12431,42 + 296,60 23955,15 + 1068,57 32405,69 + 319,13
(2,39%) (4,46%) (0,99%)
Svrah 2013 15672,59 + 134,83 31212,09 + 2225,64 40361,86 + 755,70
y (0,86%) (7,13%) (1,87%)
. : 13867,70 + 805,50 46266,63 + 2277,28
Trincadeira 2012 (5.81%) S (4,929%)
3 Moscatel Graddo = 2015 1065,22 + 29,30 1093,35 * 2,47 2546,95 * 21,67

(2,75%)

(0,23%)

(0,85%)

*Os resultados estdo expressos como média = desvio-padrao (desvio padrao relativo (%)) (n=4).




